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1 1 Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

Der Borretsch (Borago officinalis L.) besitzt eine vielseitige Verwendung und lange
Tradition als Gemise- und Medizinalpflanze. Dies kommt auch in der
unterschiedlichen Namensgebung des Borretsch zum Ausdruck. Die im deutschen
Sprachraum  ubliche  Bezeichnung  ,Gurkenkraut® deutet auf seinen
Gurkengeschmack und die Nutzung im Haushalt hin. Synonyme wie Herzblite,
Herzfreude, Wohlgemutsblume beziehen sich auf seine Verwendung in der
Volksheilkunde (FISCHER etal., 1947). Der englische Name ,borage® leitet sich
nach JOHNSON et al. (1947), zit. in FELL et al. (1968) aus dem Lateinischen von cor
(Herz) und ago (helfen) ab. Andere Autoren interpretieren die Herkunft von Borago
als borra (Gewebe aus rauher Wolle, starres, struppiges Haar). Nach der
Interpretation von NUEZ et al. (1998) soll die Herkunft des Wortes im arabischen
Sprachraum mit abu-rach, ,Vater des Schweil’es* liegen und auf die schweil3-
treibenden Eigenschaften der Pflanze hinweisen.

Im Mittelalter wurde der Borretsch gegen Skorbut, Wassersucht, Schwindsucht,
Gelbsucht, bei Fieber und zur Blutreinigung eingesetzt (FELL et al., 1968; HOHN,
1995). Die pharmakologische Wirkung wird mit harntreibend, schleimlésend, kihlend
und entziindungshemmend beschrieben (HANNIG 1950). Verwendung findet er
auBerdem  bei  nervoser Herzschwache und nervosem  Herzklopfen
(FISCHER et al., 1947).

Neben der Anwendung als Medizinalpflanze wurde der Borretsch auch im Haushalt
als Lebensmittel eingesetzt. Das Borretschkraut diente wegen seines gurkenartigen
Geschmacks als Salatbeigabe und als Gemise. Heute wird Borretsch nur sporadisch
im Haushalt gebraucht, wahrend er im Norden Spaniens verbreitet als Gemuse in der
menschlichen Erndhrung dient.

Es ist nicht genau bekannt, wann die Inkulturnahme des Borretsch begann. Eine
medizinische Verwendung von Borago officinalis L. bei Griechen und Romern ist
nicht Gberliefert (NUEZ et al., 1998; HANNIG, 1950). Sie kannten aber den Borretsch
unter dem Namen Euphrosine (,Frohsinn) (PARKINSON, 1640, zit. in
FELL et al., 1968). Bei Albertus Magnus wird die Pflanze ausfuhrlich beschrieben. In
den Klostergarten wurde sie als Heil- und Gewirzpflanze kultiviert und gelangte von
dort in die Bauerngarten. Heute ist sie als Gewulrz- und Heilpflanze in ganz Europa
verbreitet (SCHUSTER, 1992).

In der jungsten Vergangenheit hat der Borretsch zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Neben der Verwendung im Haushalt erfolgte eine starkere Nutzung
dieser Pflanze in der Medizin, wo die medizinischen Eigenschaften der im
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Borretschoél vorhandenen Gamma-Linolensaure (GLS) zur Behandlung des
atopischen Ekzems genutzt werden. Doch auch zur Behandlung einer ganzen Reihe
weiterer Krankheiten und Beschwerden werden Borretschéle zunehmend eingesetzt:
Diabetes, Sjorgren Syndrom, Osteoporose, menopausale Symptome, pramenstru-
elles Syndrom (PMS), allergische Rhinitis, rheumatische Arthritis, Aufmerksamkeits-
Defizit/Hyperaktivitats-Stérung (ADS/ADHS), Karzinom, Alkoholismus, Gewichtsver-
lust, Hypertonie, Herzkrankheiten und Ulzera (GOUD etal., 2007). Diese
Entwicklung fuhrte generell zu einer verstarkten Nachfrage nach pflanzlichen
Produkten, die GLS enthalten. Die veranderte Nachfragesituation, verbunden mit
hoheren Qualitatsnormen, erfordert starkere Aktivitaten, um die Eigenschaften dieser
Pflanze sowohl durch zichterische als auch pflanzenbauliche MalRnahmen den
Erfordernissen anzupassen.

Der Borretsch ist gepragt durch typische Wildpflanzeneigenschaften wie lockerer
Kornsitz, indeterminiertes Wachstum, lange Blute- und Reifezeit. Der ackerbaulich
nicht positiv zu beurteilende Blatttyp ist als dominierende Wuchsform anzusehen. Die
Nachfragesituation in Verbindung mit einem 06konomisch nutzbringenden Anbau
erfordern htéhere GLS-Gehalte, sowie mdglichst niedrige Gehalte an Erucasaure
(ES), welche ernéhrungsphysiologisch problematisch ist.

Daraus ergeben sich unmittelbar die beiden Arbeitsschwerpunkte Pflanzenziichtung
und Pflanzenbau dieser Arbeit, mit denen sich die folgenden Zielsetzungen
verbinden:

1. Pflanzenziichtung

Optimierung der Qualitatsmerkmale des Borretsch im Hinblick auf die pharmako-
logische Nutzung und die ackerbaulichen Eigenschaften:

e Erreichung eines festen Kornansatzes

e Erhohung des GLS- und Reduzierung des ES-Gehaltes

e Gewinnung (Etablierung) eines Stangeltyps

e Untersuchung der Eignung des Borretsch fur die Gewebekultur

2. Pflanzenbau

e Klarung des Einflusses unterschiedlicher Reihenweiten und Bestandesdichten auf
den Kornertrag

e Evaluierung herkdbmmlicher und alternativer Erntemethoden zur Gewinnung der
Samenkorner
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2 Literaturlbersicht
2.1 Botanik
2.1.1 Taxonomie

Nach CRONQUIST (1981) ist der Borretsch in die Ordnung Lamiales einzugliedern,
zu der die Familien Lennoaceae, Boraginaceae, Verbenaceae und Lamiaceae
gehoren.

Wegen ungeklarter phylogenetischer Eigenschaften wurde der Borretsch in jingster
Zeit entweder keiner Ordnung oder aber verschiedenen Ordnungen, z.B. Lamiales
(CRONQUIST, 1981) eingegliedert. Boraginaceae bilden eine Familie von Krautern,
Strauchern und B&dumen mit einer kosmopolitischen Verbreitung.

Uberwiegend wird die Taxonomie nach CRONQUIST (1981) sowohl in Original- als
auch in adaptierter Form gebraucht. Viele Botaniker haben jedoch die Klassifikation
der Angiosperm Phylogeny Group angenommen. Dabei handelt es sich um ein
integriertes System der Klassifikation von Bliatenpflanzen mit 321 Familien und 64
Ordnungen.

Die neueste Klassifikation (COLE & HILGER, 2010), die an der FU Berlin erstellt
wurde, umfasst annahernd 450 Familien. In diesem System wurde die Familie
Boraginaceae der Ordnung Boraginales und der Unterklasse Euasteridae 1
zugeordnet. Diese Familie mit weltweit etwa 100 Genera und 2000 Spezies
(GOTTSCHLING et al., 2001) ist in die vier Subfamilien Boraginoideae, Helio-
tropioideae, Cordioideae und Ehretioideae gegliedert. Im Unterschied zu dieser
Systematik umfasst nach MABBERELY (1997), zit. in LANGSTROM et al. (2002) die
Familie Boraginaceae ca. 130 Genera und 2300 Species.

Der Borretsch ist in den Tribus Borageae eingebunden (CRONQUIST, 1981). Dieser
besteht aus den Genera Anchusell, Borago, Brunnera, Cynoglottis, Gastrocotyle,
Hormuzakia, Nonea, Pulmonaria und Symphytum mit je einer bis mehreren
monophyletischen Spezies (HILGER et al., 2004).

Der Genus Borago gliedert sich in die Subgenera Buglossites und Borago. Zum
Subgenus Buglossites gehoren der auf Sardinien endemisch vorkommende diploide
B. Morisiana (2n=18) und B. pygmaea, der in drei allopatrisch vorkommenden Arten
und zwar in Sardinien (2n=30), in Sudkorsika (2n=32), Zentral- und Nordkorsika und
Capraia (2n=48) auftritt. Der Subgenus Borago umfasst den in Marokko endemisch
auftretenden B. trabutii (2n=12) und den weit verbreiteten B. officinalis (2n=16)
(SELVI et al., 2006).
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2.1.2 Morphologie

2.1.2.1 Phanotypische Eigenschaften

Die Wurzel der Borretschpflanze ist stark verzweigt mit deutlicher Hauptwurzel
(SCHUSTER, 1992). Der aufrechte, einfache oder astige, fleischige Stangel wird
nach HEEGER (1989) bis 80 cm lang und ist oft sehr sperrig. SCHUSTER (1992)
gibt die HOhe des heranwachsenden Sprosses mit 30 bis 150 cm, und seinen
Durchmesser mit 0,5 -1 cm an.

Die unteren gestielten Blatter sind rosettenartig gehauft, eiférmig, die oberen oft nur
mit einem Stielansatz versehen oder ungestielt (HEEGER, 1989). HAGER (1972)
bezeichnet die Blatter als ganzrandig, etwas ausgebuchtet, oberseits dunkelgriin,
unterseits blasser, oft wellig und etwas runzlig, fieder- und netznervig und beidseits
behaart. Nach SCHUSTER (1992) besitzen die unteren Blatter einen 2 —8cm
langen Stiel, dagegen sind die oberen nur kurz gestielt.

Die Bluten sind gestielt (0,5 -2 cm), nickend, und stehen in zu Doldenrispen
zusammengestellten Wickeln. Der Kelch ist fast bis zum Grund in lineare, spitze,
rauhaarige Zipfel geteilt. Zur Blutezeit sind sie ausgebreitet und etwa 1,5 cm breit.
Nach dem Abfallen der Krone schliel3en sie sich und wachsen bis zu 2 cm Lange
heran (HAGER, 1972). Die Korolla ist leuchtend blau, blau-violett, pink oder weil3
(JANICK et al., 1989). Der Stylus mit Stamen sitzt auf einem flachen Polster. Die
Staubblatter tragen schwarz-violette Antheren von ca. 6 mm Lange
(SCHUSTER, 1992). Der Blutenstand ist hypogyn. Die Blite ist protandrisch, d.h. der
Pollenausfall erfolgt am ersten Tag der Blite, gefolgt von einer Vergrol3erung der
Narbe wahrend des zweiten Tages (JANICK et al., 1989, zit. in MONTANER et
al., 2001). Das unvollstandige Selbstinkompatibilititssystem  wird  nach
NUEZ et al. (1998) und CROWE (1971), zit. in MONTANER et al. (2001), durch
zahlreiche Gene kontrolliert. Die beim Borretsch Ubliche Bestdubung erfolgt Uber
Geitonogamie, da die Insekten auf der gleichen Pflanze verschiedene Bliten
besuchen und damit die Selbstbestaubungsrate erhbhen (MONTANER, 2001). Die
Bliitezeit reicht von Juni bis September (HOHN, 1995).

Die zwei Facher des oberstandigen, coenocarpen Fruchtknotens werden durch eine
falsche Scheidewand in vier Klausen geteilt, in denen die vier Teilfrichte sitzen
(HESS, 1983). Die 4 — 6 mm langen und 3,5 mm breiten Nusschen sitzen locker in
den Fruchtkelchen und fallen bei der Reife leicht aus (SCHUSTER, 1992). Sie sind
am Grund zu einem Ringwulst erweitert und haben an der Ansatzstelle der Niisschen
eine fettreiche Pseudostrophiole (Eleiosom). Die Frichte sind schwach gerippt und
warzig rauh und von hellbrauner bis schwarzgrauer Farbe (HEEGER, 1989). 1 Liter
Samen wiegt 430 g. Die Keimfahigkeit betragt 80 bis 99 % und bleibt 8 bis 10 Jahre
erhalten (NUEZ et al. 1998).
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2.2 Inhaltsstoffe und Qualitat

2.2.1 Borretschkraut

Zur Prufung der Eignung als Nahrungsmittel wurden in verschiedenen Unter-
suchungen die essbaren Pflanzenteile wie Stangel, Blatt und Blattstiel auf ihre
N&ahrstoffgehalte untersucht. Nach RIO-CELESTINO DEL et al. (2008) zeigten die
Blatter mit einem Fettgehalt von 2,7 % einen hoheren Wert als Blattstiele und
Stangel mit 1,1 % und 1,4 %. Die am haufigsten vorkommenden Fettsauren in den
Blattern waren Palmitin-, Linol-, a-Linolen- und Stearinsaure mit etwa 75 % der
Gesamtfettsauren. Die Pflanze enthielt Spuren atherischen Ols. Das aus den Blattern
gewonnene Ol hatte GLS-Gehalte von 27 -43 mg/g. Der Fettsduregehalt ist
abhangig von den Entwicklungsstadien und Umweltfaktoren. Er ist zu Beginn der
Wachstumsphase am niedrigsten und im Spatsommer und Herbst am hdchsten
(SEWON & TYYSTJARVI, 1993). Das Borretschkraut enthalt Pyrrolizidinalkaloide.
Diese Alkaloide zeichnen sich durch einen hohen Toxizitatsgrad aus, sodass bei
unsachgemalRer Anwendung als Nahrungs- oder Arzneimittel gesundheitliche
Schéaden auftreten kdnnen.

2.2.2 Borretschsamen

Der Samen von Borago officinalis L. enthdlt nach SIMON et al. (1990), zit. in
GILBERTSON et al. (2007), 29 — 38 % Gesamtfett mit einem GLS-Gehalt des Fettes
von 17 -25 %. Die Kotyledonen sind die grof3te Fettsdurequelle, 32,7 % der
Fettsduren befinden sich im Hypokotyl und 1 % im Exokarp (JANICK et al., 1989).
GemalR dem DAC (1999) wird Borretschol als klares, gelbes, fettes Ol mit
schwachem Geruch, mildem Geschmack und einer Verseifungszahl von 184 — 194
beschrieben. Es ist nahezu unldslich in Wasser und Ethanol (96 %) und mischbar mit
Ether und Petrolether.

Die Gamma-Linolensaure (GLS) (cis-6, 9, 12-Octadecatriensaure) ist eine
essenzielle Fettsaure, die bei Nutzpflanzen sehr selten vorkommt. Sie ist im Samendl
von Oenothera biennis L. (8 - 12 %), Ribes nigrum L. (13 - 17 %), Borago officinalis
L. (18 - 26 %) und einigen Pilzen wie z.B. Phygomycetes (23 - 26 %) enthalten
(GOUD et al., 2007). Die Synthese der GLS in der Pflanze erfolgt zun&chst durch
Desaturierung der Olsaure mittels A12-Desaturase zu Linolséure und im folgenden
Schritt durch die Bildung von Linolensaure, die durch Delta-6-Desaturase katalysiert
wird (GALLE et al., 1993; HESS, 1999).

Aufgrund der ungunstigen ernahrungsphysiologischen Eigenschaften der Erucasaure
(ES) sollten mdglichst niedrige Werte im Fettsduremuster angestrebt werden. KNIPP
et al. (2002) verwiesen auf die Notwendigkeit der Selektion von hohen GLS- und
niedrigen ES-Gehalten.
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2.2.3 Pyrrolizidinalkaloide

Wie andere Arten der Familie Boraginaceae enthédlt auch der Borretsch
Pyrrolizidinalkaloide. NAGHDI et al. (2008) fanden 7,8 ppm Gesamtalkaloide in der
bluhenden Pflanze. Nach DHARMANANDA (2009) betragt der Gesamtalkaloidgehalt
des Borretsch <0,001 % der TM. In Blattern, Bluten und Samen wurden sieben
Pyrrolizidinalkaloide identifiziert. Das saturierte Pyrrolizidinalkaloid Thesinin ist das
Hauptalkaloid, wahrend die Ubrigen nur einen geringen Teil ausmachen.

1,2-Dehydropyrrolizidinester-Alkaloide und ihre  Carboxylgruppen  zeigen
hepatotoxische, pneumotoxische, karzinogene und mutagene Effekte (RODER,
1999). Die Biosynthese der Pyrrolizidinalkaloide erfolgt in drei Schritten. Im ersten
Metabolisierungsschritt werden die N-Oxide gebildet oder in a-Stellung zum
Stickstoff eine Hydroxylgruppe eingefiihrt. Im zweiten Schritt erfolgt der Umbau zu
einem Pyrrolderivat und im letzten Schritt die Abspaltung der S&uren, die zur Bildung
toxischer Verbindungen fuhrt. Diese Metabolisierung erfolgt in der Leber. Die
Krankheitsbilder infolge einer Intoxikation mit Pyrrolizidinalkaloiden sind Nekrose,
chronische Megalozytose und Fibrosen. Aufl3erdem werden Lunge, Niere, Pankreas
und der Gastrointestinaltrakt geschadigt (WIEDENFELD et al.,1984).

Die Voraussetzung fur die Zulassung und das Inverkehrbringen von Borretschdl ist
ein von Pyrrolizidinalkaloiden freies Ol. Die Qualitat, d.h. der Grad der Verunrei-
nigung und der Anteil an Pyrrolizidinalkaloiden im Ol ist abhangig vom Herstellungs-
verfahren. Durch die Kaltpressung gewinnt man Ol in bester Qualitat, d.h. das Ol ist
praktisch frei von Pyrrolizidinalkaloiden. Das Pressverfahren bei erhéhter Temperatur
bringt eine hohere Ausbeute, jedoch bei geringerer Qualitdit. Neben dem
Pressverfahren werden verschiedene Extraktionsmethoden zur Olgewinnung
eingesetzt. Eines dieser chemischen Verfahren ist die Extraktion mit Hexan, die bei
mehr oder minder hohen Temperaturen erfolgt. In diesem Fall muss das Ol
nachgereinigt werden, wozu verdinnte Natriumcarbonatlosung verwendet wird
(KARLESKIND et al, 1996, zit. in ROEDER etal., 2001). Bei einer zweiten
Extraktionsmethode wird flissiges (Uberkritisches) Kohlendioxid verwendet. Dabei
werden in jedem Fall gleichzeitig Pyrrolizidinalkaloide mit extrahiert (SCHAEFFER
et. al., 1989, zit. in ROEDER et al. 2001). Die Untersuchungen zeigten, dass das Ol
lediglich bei Kaltpressung frei von Pyrrolizidinalkaloiden ist (ROEDER et al., 2001).
Drogen, die Pyrrolizidinalkaloide mit 1,2-ungeséattigtem Necin-Gerist enthalten,
durfen aufgrund des negativ beurteilten Nutzen/Risiko-Verhéltnisses nicht mehr
abgegeben werden. Dazu z&ahlen auch die aus Borretschdl hergestellten Produkte. In
einem Gutachten wird die Aufnahme von 1 pg/Tag fur den Menschen als vertretbar
angesehen (BANZ, 1992).
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2.3 Ernédhrungsphysiologische Wirkungen der Gamma-Linolensaure

Die Heilwirkung der GLS wurde u.a. von GOOL et al. (2003) in klinischen Studien
erforscht. Sie berichten in einer randomisierten Doppelblindstudie von einer
Risikogruppe, die mdutterlicherseits mit atopischem Ekzem belastet war. Die
Sauglinge (n=118) erhielten zusatzlich Borretschél mit 100 mg GLS, wahrend die
Plazebogruppe Sonnenblumendl erhielt. Es wurde festgestellt, dass eine frihe
Zufuhr von GLS bei Kindern mit einem hohen familidren Risiko den Ausbruch der
atopischen Dermatitis zwar nicht verhindert, dass der Schweregrad der Krankheit in
der spateren Kindheit jedoch wesentlich herabgesetzt wird.

Nach RACHEL et al. (2010) ist die Nahrungsergdnzung mit omega-6 essenziellen
Fettsauren (cis-6, 9, 12 Octadecatriensaure) von potentiellem Interesse bei der
Behandlung der atopischen Dermatitis. Essenzielle Fettsauren spielen eine vitale
Rolle in der Hautstruktur und Physiologie. Der Mangel an essenziellen Fettsauren
verstarkt die Symptome der atopischen Dermatitis. Bei Patienten mit dieser Krankheit
wird von einer Imbalance des essenziellen Fettsaurelevels berichtet. In 12 klinischen
Versuchen wurde die Aktivitat der Delta-6 Desaturase untersucht mit dem Ergebnis,
dass die GLS den Ausbruch der atopischen Dermatitis bei Neugeborenen nicht
verhindern kann. Die Mehrzahl der Versuche zeigte jedoch positive Effekte. Danach
ist es sinnvoll, die Behandlung einer weniger stark ausgepragten atopischen
Dermatitis bei Patienten durchzufihren, die eine alternative Behandlung suchen
(RACHEL et al.,, 2010). In der Kernaussage decken sich damit die beiden Versuche.

Ein therapeutischer Einsatz von Borretschsamendl als begleitende MalRnahme, z. B.
bei Neurodermitis, rheumatischer Arthritis und pramenstruellem Syndrom (PMS), ist
daher moglich. Derzeit sind Nachtkerzensamendl-Praparate fur das atopische Ekzem
als Arzneimittel zugelassen. Borretschsamendl-Préparate werden als Nahrungs-
erganzungsmittel in den Verkehr gebracht.

Zur Behandlung der Hypertonie wurden verschiedene Préparate von Borretschdl im
Vergleich mit Angiotensin Il und Norepinephrin geprift. Der Versuch, der Uber 3, 5
und 6 Wochen dauerte, zeigte einen niedrigeren Blutdruck gegeniber Norepinephrin
und Angiotensin Il. Die maximale Kontraktionskraft in aortalen Segmenten war bei
mit Borretschdl behandelten Patienten signifikant niedriger (ENGLER, 1992).

In einem Plazebo-kontrollierten Versuch mit Nachtkerzendl (8 - 12 % GLS) bei 30
Frauen, die an einem ausgepragten pramenstruellen Syndrom (PMS) litten, wurde
eine Reduzierung der Symptome der PMS sowie eine Reduktion der Depression
festgestellt (KHOO et. al., 1990).

Nach der Barker-Hypothese (fetale Entwicklungs-Hypothese) setzen die Umwelt-
bedingungen wahrend der fetalen Entwicklung das Limit fir die metabolische
Kapazitat von GLS (BARKER et al., 1993). Wenn diese Kapazitat im spateren Leben
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erschopft ist, sind die Voraussetzungen fur Krankheiten gegeben. Erganzend zu
dieser Theorie ist der Effekt eines fetalen Erndhrungsmangels merklich stérker als
ein wahrend des spateren Lebens einsetzender Mangel und Ursache zur
Pradisposition vieler chronischer Krankheiten wie Herzkrankheiten, Diabetes, meta-
bolischer Syndrome etc. (LAMONT et al., 1998; JACKSON et al.,, 2003). In
Erganzung zu dieser Hypothese wurde beobachtet, dass Kinder, die bei der Geburt
einen hoheren GLS-Level in Plasma-Phospholipiden der Nabelschnur hatten, keine
Insulinresistenz im siebten Lebensjahr entwickelten, wahrend solche mit niedrigem
GLS-Level eine erhohte Insulinresistenz sowie erhohte Korperfett-, Insulin-,
Proinsulin- und Leptin-Konzentrationen zeigten (RUMP et al., 2002).

2.4 Stand der ziichterischen Bearbeitung

Gattung Borago

Die Chromosomenzahl der einzelnen Arten des Genus Borago betragt zwischen
12 und 48 Chromosomen. Der Chromosomensatz von Borretsch (Borago officinalis
L., s. Abb. 1) besteht aus 16 Chromosomen (SNOWDON, 2001 pers. Mitteilung).
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Abb.1 Borretsch Chromosomen: Metaphase (a, ¢) und Prometaphase (b, d)
SNOWDON (2001)

Ziel der ziichterischen MalRnahmen ist die Erstellung eines marktfahigen Erntegutes.
Das bedeutet, dass die Ware den Ublichen Qualitatsanforderungen entspricht. Bei
Borretsch liegen die geforderten Eigenschaften in einem mdglichst hohen Kornertrag
mit einer gleichzeitig hohen Ausbeute an Ol und GLS. Die vom Handel geforderten
Mindestgehalte an GLS liegen bei 22 %. Verkaufsfahige Ware mit einem GLS-Gehalt
>24 % ist in Zeiten des Uberangebots leichter zu verkaufen. Bei in Chile durchge-
fuhrten Versuchen wird tiber GLS-Gehalte von 22,4 bis 23,0 % bei einem Olgehalt
von 30,2 bis 31,2 % und einem Olertrag von 50 bis 72 kg/ha berichtet (BERTI et
al., 2010). Die in der Black Soil Zone in Kanada erfolgten Versuche zeigten GLS-
Gehalte von circa 22 bis 26 % bei friher Aussaat und friher Ernte, circa 24 bis 28 %
bei friher Aussaat und spater Ernte, 24 bis 28 % bei spater Aussaat und friher Ernte
sowie circa 27 bis 29 % bei spater Aussaat und spater Ernte (HAFID et al., 2002).

In Australien wurden im Borretsch6l GLS-Gehalte von 19 — 25 % erreicht (FRANCIS
et al., 2003). Die Ol- und GLS-Gehalte und die daraus resultierenden absoluten
Ertrdge sind jedoch sehr stark temperaturabhéngig. CERGEL et al. (2003) stellten
bei hoherer Lufttemperatur signifikant niedrigere Ol- und GLS-Gehalte bei Borretsch
fest.

In Chile durchgefiihrte Versuche bestétigten diese Ergebnisse. Sie zeigten, dass die
Lufttemperatur wahrend der Samenentwicklung einen wesentlichen Einfluss auf die
Fettsaurezusammensetzung des Borretschdls hat. In dem warmeren Norden des
Landes wurden GLS-Gehalte von 18,4 % und im kihleren Stiden solche von 26,4 %
festgestellt (BERTI et al., 2002).
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Kornertrage

Die Kornertrage sind neben dem jeweiligen zichterischen Stand weitgehend
abhangig von Umweltbedingungen wie Niederschlage, Trockenheit und den jeweils
herrschenden Erntebedingungen wahrend der Reifezeit. Aufgrund dessen koénnen
die Ertrage sehr stark variieren. So konnten in Chile in einem N-Steigerungsversuch
von 0, 100, 200 und 300 kg N/ha Samenertrage von 243, 224, 224 und 274 kg/ha
erzielt werden. Die entsprechend der steigenden N-Dingermenge nicht signifikanten
Kornertrage erklaren die Autoren als Folge des indeterminierten Wachstums und des
starken Kornausfalls bei Borretsch. Das Tausendkorngewicht (TKG) ging von 16,4 g
bei 0 kg N/ha auf 12,3 g bei 300 kg N/ha zurtick (BERTI et al., 2010).

Bei Versuchen in North Dakota (USA) wurden Ertrage von 208 bis 241 kg/ha erreicht
(GILBERTSON et al., 2007). In der Schwarzerdezone von Alberta (Kanada) wird
uber Ernteertrdge von ca. 540-590 kg/ha bei friher und 390-440 kg/ha bei spéater
Aussaat berichtet (HAFID et al., 2002). In Spanien konnten Ertrage von 544 kg/ha
erzielt werden (Galvez et al., 2002).

In einem GefalRversuch wurde dagegen mit steigender N-Gabe von 0 bis 0,8 g/Gefal3
eine kontinuierliche Zunahme des Kornertrages von 1,2 auf 2,9 g/Gefal3 erreicht. Bei
einer weiteren Steigerung der N-Gabe bis 1,2 g/GefaR ging der Ertrag auf
1,7 g/Gefald zuriick (Cergel u. Honermeier, 2003).

2.5 Stand der pflanzenbaulichen Forschung

251 Aussaat und Pflege

Zur Verringerung der Produktionskosten sollten die erforderlichen PflegemalRnahmen
mit einem mdglichst niedrigen Aufwand an Handarbeit durchgefuhrt werden. Bei
Pflanzen, die zu Arznei- oder Nahrungserganzungsmitteln verarbeitet werden, ist
aufgrund der zunehmenden Sensibilitdt der Verbraucher anzuraten, auf den Einsatz
von Herbiziden zu verzichten. Hier ist dringend erforderlich, die Vorgaben der
abnehmenden Hand, wie Handel und/oder weiterverarbeitendes Gewerbe, zu beach-
ten und vor dem Anbau ausreichend Informationen einzuholen. Je nach Maschinen-
einsatz sind zur Durchfihrung mechanischer PflegemalRnahmen Reihenabstande
von 62,5cm bzw. 75,0 cm erforderlich. Unter diesen Voraussetzungen sind
geringere Ernteertrage zu erwarten. In den bei BERTI et al. (2010) dokumentierten
Versuchen wurde mit Reihenabstanden von 17,5 cm und 20 cm gearbeitet, wahrend
bei GILBERTSON et al. (2007) ein Reihenabstand von 30 cm gewahlt wurde.
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25.2 Ernte

Die allgemein Ubliche Erntemethode bei Borretsch ist die Schwadablage. Sowohl
BERTI et al. (2010) als auch GILBERTSON et al. (2007) wahlten diese Methode, die
jedoch mit hohen Ernteverlusten verbunden ist.

Eine voll technisierte Erntemethode, wie sie zum Beispiel in den Niederlanden auf
der Insel Texel (de Witt) durchgefuhrt wird, ist an bestimmte Bodenverhaltnisse
gebunden. Bei diesem Verfahren wird nach der Abreife der Samen das Kraut gemaht
und abgefahren. Die ausgefallenen Koérner werden oberflachlich mit einer schréag
stehenden rotierenden Burste zu Dammen zusammengetragen. Die DA&mme werden
von einem Erntegerat aufgenommen und die darin enthaltenen Borretschsamen von
dem Boden getrennt und in Sacken zum Abtransport und zur weiteren Verarbeitung
gesammelt. Diese Methode ist nur dort anwendbar, wo steinfreier und siebfahiger
Sandboden vorhanden ist. Diese Bedingungen sind jedoch nur in bestimmten, lokal
begrenzten Regionen anzutreffen.

2.6 In-vitro-Kultur

Pflanzenversuche in der herkdmmlichen Form erfolgen i.d.R. im Rahmen von Gefal3-
oder Feldversuchen. Das Ausgangsmaterial dieser Versuche wird aus dem Samen
der Mutterpflanzen erstellt. Diese Versuchsform hat jedoch den Nachteil, dass sie
infolge der Vegetationsabhangigkeit einer zeitlichen Begrenzung unterliegt und wie
bei Feldversuchen nur einmal im Jahr durchgefiihrt werden kann.

Die In-vitro-Kultur bietet dagegen die Mdglichkeit der zeitunabhéngigen Versuchs-
tatigkeit und ermdglicht die Verwendung anderer Pflanzenteile neben dem Samen,
wie Wurzel, Spross, Blattstiel, Blatt und Hypokotyl. Dabei werden deren Explantate
aul3erhalb des intakten pflanzlichen Organismus auf einem geeigneten Nahrmedium
kultiviert. Dieses Nahrmedium Ubernimmt dabei die Funktion der urspringlich in der
Pflanze benachbart liegenden Zellen und Leitbtindel (NEUMANN, 1995).

Vorraussetzung fur eine erfolgreiche Kultivierung ist eine kontaminationsfreie
Zellbank (Kaiser et al., 2003). Eine Kultur in vitro erfordert jedoch geeignete
Bedingungen, d.h. die verwendeten N&hrmedien und Bedingungen mussen den
jeweiligen Anforderungen der bearbeiteten Pflanzenart beziglich Zellteilung und
Differenzierung entsprechen. Wie unter naturlichen Bedingungen bendtigen pflanz-
liche Zellen in vitro fur Teilung und Wachstum wenigstens die notwendigen anorga-
nischen Makro- und Mikroelemente sowie eine Kohlenstoffquelle. Neben den
genannten Elementen kommt den Phytohormonen (Auxine und Zytokinine) in der
Zell- und Gewebekultur eine besondere Bedeutung zu (FRIEDT & ORDON, 2000).

Uber die Induktion der Organogenese soll die In-vitro-Kultur einen wesentlichen
Beitrag in der Zucht von Borago officinalis L. und dessen Nutzung als Medizinal-
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pflanze leisten. Bei der Phytohormonbehandlung wurden die Phytohormone
Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D), Benzylaminopurin (BAP), Naphtylessigsaure
(NES) und Indolbuttersaure (IBS) angewendet (KNIPP et al., 2002).

2.6.1 Kalluskultur

Kultiviert man frisch isoliertes Gewebematerial unter wachstumsférdernden
Bedingungen, so kommt es an der durch den Schnitt geschaffenen Oberflache zu
einer der Wundheilung dienenden Auslosung der Zellteilung (NEUMANN, 1995).

Ausgehend von der Einzelzelle oder einem Zellverband sorgen abhangig von dem
Pflanzenteil, dem das Explantat entstammt, sowie der Pflanzenart bestimmte Kon-
zentrationen an Auxinen und Zytokininen im N&ahrmedium zunachst fir eine
fortgesetzte Zellteilung. Diese fortgesetzte Teilung fuhrt i.d.R. — wenn keine direkte
Organogenese auftritt — zur Entwicklung einer undifferenzierten Zellmasse, dem
Kallus (ORDON, 1998). Ein Kallus ist also ein aus undifferenzierten, relativ grof3en
und stark vakuolisierten Zellen bestehender Zellhaufen.

Eine Kallusinitiation erfolgt innerhalb von 3 bis 8 Wochen. Wenn nach acht Wochen
kein Kalluswachstum erkennbar ist, kann davon ausgegangen werden, dass der
Versuch, Kalluswachstum zu induzieren, erfolglos war (COLLIN, 1998).

2.6.2 Differenzierung

Die Differenzierung von Kalluskulturen wird durch ein komplexes Zusammenspiel
von Auxinen und Zytokininen gefdrdert. Deren Wirkung in den Pflanzen ist vielfaltig
und funktionell hochgradig unspezifisch (ODENBACH, 1997).

Durch Verschieben der Hormonverhaltnisse im Nahrmedium zugunsten des
Zytokinins treten im Kallusgewebe Differenzierungen auf, welche schlie3lich zur
Bildung von Sprossen (Organogenese) oder Embryoiden (Embryogenese) fuhren.
Nach Abnahme der Sprosse vom Kallusgewebe und Uberfiihrung auf ein Medium mit
hoherer Auxinkonzentration lasst sich an ihnen Wurzelbildung induzieren. So
entstehen wieder intakte Pflanzen, die anschlielend in Erde Uberfihrt werden
konnen (FRIEDT & ORDON, 2000).

Die Kultivierung von Kallussen bietet die Mdglichkeit, eine Pflanze mit gewlinschten
Eigenschaften schnell und von Vegetationsperioden unabhangig zu vermehren.
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3 Material und Methoden
3.1 Keimungsversuche
3.1.1 Einfluss von Licht, Temperatur und Humiditat

Fir diesen Versuch wurden Keimschalen von der GréRe 20 x9,5x6,5cm
verwendet, die mit Sand aus der Sandgrube in Rauischholzhausen gefullt wurden.
Jede Keimschale wurde mit 100 Saatkérnern bei vier Wiederholungen je
Versuchsstufe belegt. Das verwendete Saatgut mit einer Keimfahigkeit von 88 bis
90 % wurde von der Firma de Witt, Niederlande bezogen. Die fertigen Keimkésten
wurden in den Klimaschrank (Rubarth Apparate GmbH) dberfihrt und der
Keimprozess bei einer Humiditat von 65 % in Abhangigkeit von Belichtungszeit und
Temperatur untersucht. Die Belichtung wurde auf 24, 16, 8, und O h festgelegt, die
Temperaturstufen betrugen 5, 10, 15 und 20°C. Nach 6, 8, 10, 12, 14, 16 und
18 Tagen wurde das Ergebnis in den einzelnen Stufen dokumentiert.

3.1.2 Einfluss der Nahrbdden
Fir die Halbkornanalyse wurden die Nahrboden Filterpapier und Sand auf ihre
Eignung zur Keimung von Borretschsamen untersucht.

Verwendet wurden Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm, die mit Filter-
papier belegt beziehungsweise mit Sand befillt wurden. Jedes Gefal3 wurde mit
10 Samen (Firma de Witt) bestickt und nach ausreichender Befeuchtung in dem
Klimaschrank (Rubarth Apparate GmbH) bei 25°C und einer Luftfeuchte von 65 %
zum Keimen gebracht. Der Versuch hatte sechs Wiederholungen.

Die folgenden Versuche wurden mit Keimschalen, wie unter 3.1.1 beschrieben,
durchgefthrt. In der Gewebekultur wurden N&hrbéden nach Murashige und Skoog
(siehe

Tab. 69) verwendet.

3.1.3 Einfluss von Natriumhypochlorid und Ethanol

In diesem Versuch wurde das Keimverhalten von Borretsch nach Behandlung mit
Natriumhypochlorid (NaOCI) und Ethanol untersucht, und zwar auf sterilem und
unsterilem Boden, Filterpapier und MS-Medium.

Fur alle sterilen Arbeiten wurden die verwendeten Gerate und Instrumente aus Metall
in einem Trockenschrank (WTB-Binder, Tuttlingen) 3 h bei 180°C sterilisiert.
Entmineralisiertes Wasser sowie die Kulturmedien wurden im Autoklaven (Tuttnauer
3870 EL, Systec) sterilisiert. Die Arbeiten mit den sterilisierten Kulturen erfolgten in
einer mit 70 %igem Ethanol desinfizierten Querstrombank (Gelaire HF 48), wo die
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desinfizierten Samen ausgelegt wurden. Wahrend der Arbeiten wurden die
verwendeten Instrumente mehrmals in 90 %iges Ethanol getaucht und anschliel3end
abgeflammt. Vor dem VerschlieRen mit Parafiim wurden die GefalRe ebenfalls
abgeflammt. Die zum Abdecken verwendete Alufolie wurde am Gefal3rand dicht mit
Parafilm verschlossen.

Die Samen wurden mit NaOCI bzw. mit einer Kombination aus NaOCI und Ethanol
behandelt. Dazu wurde ein Teil des Saatguts 1 min mit 70 %igem Ethanol vorbe-
handelt. Alle Samen wurden unter Umrthren 10 min in die vorbereitete NaOCI-
Losung der Konzentrationen 2, 4 bzw. 6 % mit einem Zusatz von 1-2 Tropfen
Tween 80 gebracht. Mit Tween 80 soll eine bessere Benetzung des Saatgutes
erreicht werden. Danach wurden die Samen 4 —5 mal mit sterilem, entionisiertem
Wasser in Becherglasern gewaschen und auf die vorbereiteten Medien ausgelegt.

3.14 Einfluss von Wasserstoffperoxid

In diesem Versuch wurden das Keimverhalten und der Sterilisationsgrad nach einer
jeweils 30-minttigen Behandlungsdauer mit verschiedenen Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen (10, 15 bzw. 20 %) untersucht.

Die vorbereitenden Arbeiten entsprachen den in Kapitel 3.1.3 beschriebenen
Methoden. Danach wurden die einzelnen Medien auf den jeweiligen Gehalt an
Wasserstoffperoxid (H202) mit sterilem, entionisiertem Wasser eingestellt. Die
Samen wurden anschliel3end ebenfalls 4 - 5 mal mit sterilem, entionisiertem Wasser
gewaschen und in sterilen, autoklavierten und angefeuchteten Sand ausgelegt.

3.2 Untersuchungen zur Wirkung von Mutagenzien

3.2.1 Versuche mit Ethylmethansulfonat

Bei Ethylmethansulfonat (EMS) handelt es sich um ein chemisches Mutagens. Die
mutagenen Eigenschaften werden von den Alkylgruppen gepragt. Sie reagieren
sowohl mit den Phosphat-Gruppen der DNS als auch mit den Purin- und
Pyrimidinbasen,  wobei  Alkylreste  (-CHs3-CH2-CHs3)  angelagert  werden
(ODENBACH, 1997).

Gefallversuch mit 1 %iger EMS-LOsung

Fur die vier Versuchsglieder 0 h (Kontrolle), 12 h, 18 h und 24 h wurden je
60 Borretschsamen mit einer 1 %igen EMS-LOsung behandelt und danach ca. 1 h
grundlich in flieBendem Wasser gewaschen. Nach einer anschliel3enden Trocknung
bei 28°C wurden die Samen in Keimschalen zum Keimen gebracht und nach ca.
1 Woche in Quickpots pikiert. Bei ausreichender Durchwurzelung wurden sie in
Mitscherlich-GeféalRe ausgepflanzt, die mit einem Erde-Sand-Gemisch im Verhaltnis
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1:1 gefullt waren. Erde und Sand stammten aus der Versuchsstation Rauischholz-
hausen (Sandgrube bei Rauischholzhausen).

Dungung: Folgende Dingermenge wurde je Mitscherlich-Gefal3 appliziert:
Stickstoff (N) 0,3 g (bei Bedarf wurde bis 0,5 g nachgediingt), Phosphor (P) 0,4 g,
Kalium (K) 1,6 g, Magnesium (Mg) 0,2 g.

Die einzelnen morphologischen Merkmale wurden nach 55 und 114 Tagen,
Knospenbildung und Blihbeginn nach ihrem Auftreten dokumentiert. Nach der Ernte
wurde das Fettsauremuster der Samen mittels Gaschromatographie ermittelt.

EMS-Feldversuch

Die Versuchsflache des Feldversuchs betrug ca. 2500 m2. Das Saatgut wurde 16 h in
1 %iger EMS-L6sung behandelt, da im Vorversuch negative Einflisse der EMS-
Behandlung auf die Fertilitat bei einer Behandlungsdauer von tber 18 h festgestellt
wurden. Die Aussaat erfolgte nach vorbereitenden Arbeiten mit der Parzellen-Drill-
maschine Hege 80 mit 1,25 m Saatbreite. Die Aussaatstarke betrug 16 g/10m2 bei
einer angestrebten Bestandesdichte von 15 Pfl./m?. Es wurde eine Bestandesdichte
von 8 Pfl./m? bei einem Reihenabstand von 62,5 cm erreicht. Zur Grunddiingung
wurden 30 kg N/ha appliziert. Die PflegemalRnahmen bestanden in zweimaligem
Handhacken in den Reihen und zweimaligem maschinellen Jaten zwischen den
Reihen.

Die Bonitierung wurde in der Blitezeit durchgefiihrt und erfolgte an 1345 Pflanzen.
Je Reihe wurden ca. 40 - 45 Pflanzen, jeweils in der folgenden Reihe fortlaufend,
bonitiert. Die einzelnen Auspragungen und die Starke ihrer Differenzierung wurden in
Prozent sowie in absoluten Zahlen protokolliert. Die Ernte erfolgte in Form der
Schwadablage.

Mutagen veranderte Pflanze

Im Rahmen dieses Feldversuchs zeigte die Pflanze 30/34 (Reihe Nr.30/Pflanze
Nr.34) starke mutagen bedingte phanotypische Veranderungen. Die Pflanze wurde
mit Crisp Pac isoliert und von Hand bestaubt. Dabei wurden von Bliten des normal
entwickelten Pflanzenteils Pollen enthommen und damit sowohl Bliten des normal
entwickelten als auch des verdnderten Pflanzenteils bestdubt. Von dem normal
entwickelten Pflanzenteil der Pflanze wurden sechs Seitentriebe enthommen und
vegetativ vermehrt. Der Versuch erfolgte als Topfversuch im Phytotron der
Versuchsstation Rauischholzhausen. Die Seitentriebe wurden an der Schnittstelle mit
Wurzel-fix behandelt und in Pflanztopfen (@ 9 cm) herangezogen. Nach Durch-
wurzelung erfolgte die Umpflanzung in Mitscherlich-GefalRe mit einem Boden-Sand-
Gemisch von je 50 %. Je GefalR wurden 0,5gN, 0,4gP, 1,6 gK, und 0,12 g Mg
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appliziert. Die Belichtung erfolgte in einem Tag/Nacht Intervall von 16/8 Stunden. Die
Temperatur betrug 25°C.

3.2.2 Versuche mit Gamma-Strahlen

Da keine ausreichenden Erfahrungswerte tber die Wirkung von Gammastrahlen bei
Borretsch vorlagen, wurde ein Vorversuch in einem verhaltnismaiig breiten
Strahlenspektrum vorgenommen. Die Bestrahlung der Samen erfolgte am Strahlen-
zentrum der Universitat Giel3en in einer Kobalt 60-Bestrahlungsanlage mit einer
Aktivitat von 8,493x10%* Becquerel (Bg) zum Zeitpunkt der Bestrahlung. Die Dosis-
leistung betrug in einem Abstand von 95 cm 37,14 Gray pro Stunde (Gy/h). Die
Aussaat erfolgte in Keimschalen. Bei Erreichen einer Gr6éRe von ca. 4 cm wurden die
Pflanzen pikiert und nach ausreichender Durchwurzelung in die Versuchsparzelle
ausgepflanzt. PflegemalRnahmen wurden per Handhacke durchgefihrt. Jedes Prif-
glied hatte drei Wiederholungen mit je sechs Pflanzen. Die Bonitur erfolgte 53 Tage
nach der Aussaat.

3.2.2.1 Einfluss der Gammastrahlung auf die Keimfahigkeit

Das benutzte Saatgut (Fa. de Witt, NL) hatte ein TKG von 18,6 g. Es wurde mit einer
Aktivitat von 6,527x10'* Bqg und einer Dosisleistung von 28,44 Gy/h bestrahlt. Die
Bestrahlungsdauer der einzelnen Energiedosen von 300 — 700 Gy betrug 10,54 h,
14,06 h, 17,58 h, 21,09 h bzw. 24,61 h.

Zur Keimung wurden je Variante vier Keimschalen von der GréRe 20 x 9,5 x 6,5 cm
mit Sand beflllt und mit je 100 Saatkdrnern belegt, angefeuchtet und im Trocken-
schrank bei 25°C zum Keimen abgestellt.

3.2.2.2 Einfluss der Gammastrahlung auf die morphologische Entwicklung

Untersucht wurde der Einfluss der Gammastrahlung auf die morphologische
Entwicklung der Borretschpflanzen bei Strahlendosen von 300 — 700 Gray in einer
randomisierten Blockanlage mit vierfacher Wiederholung am Standort Giel3en,
Versuchsstation Weilburger Grenze. Die Dungergabe betrug je ha 30 kg N, 30 kg P,
30kg K in Form eines Volldingers (15:15:15). Der verhaltnismallig geringe
Dungeraufwand von P und K erklart sich aus der Anwendung dieses Volldiingers und
der erforderlichen Limitierung des N-Aufwandes von 30 kg N/ha. Die Bestandes-
dichte betrug etwa 12 Pflanzen/m?2. Mit dem Beginn der Blite wurden die morpholo-
gischen Merkmale festgestellt. Variable Merkmale wie z.B. Bluhbeginn wurden jeden
3. Tag aufgenommen. Die Ernte erfolgte mit einem seitlich am Traktor angebrachten
Mahbalken. Das Erntegut der einzelnen Teilstiicke wurde auf Folien zur Nachtrock-
nung bei ca. 20°C und spateren Aufarbeitung gebracht.
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Der Einfluss der Gammastrahlung auf den Chlorophylgehalt wurde dber den
Chlorophyll Content Index (CCI) untersucht. Das Saatgut wurde mit einer
Strahlendosis von 300 — 700 Gray behandelt. Der Versuch erfolgte in einer Block-
anlage mit vier Wiederholungen. In jedem Teilstlick standen 12 Pflanzen, von denen
die Pflanzen 1, 3, 6 und 12 untersucht wurden. Von jeder Pflanze wurden ein Blatt im
mittleren und zwei Blatter im Terminalbereich gemessen.

Die Messung erfolgte mit einem Chlorophylimessgerat (CCM 200). Die Werte werden
auf Grundlage der vom Blatt bei zwei Wellenlangenbereichen transmittierten
Lichtmenge berechnet, in denen die Lichtabsorption von Chlorophyll verschieden ist.
Chlorophyll absorbiert am starksten im roten und blauen Bereich, eine geringe
Absorption findet im griinen Bereich statt, und nahezu keine Absorption im infraroten.
Darum liegen die Wellenlangenbereiche, die fir die Messung des
Chlorophyllgehaltes gewahlt wurden, im roten, wo Chlorophyll stark absorbiert und
der Einfluss von Karotinoiden gering ist, und im infraroten Bereich, wo die Absorption
nahezu Null ist.

Zwei LEDs im Belichtungssystem emittieren rotes (etwa 650 nm) und infrarotes (etwa
940 nm) Licht, wenn der Messkopf geschlossen wird. Dieses Licht gelangt durch die
Blattprobe zum Rezeptor (Photodioden), wo das transmittierte Licht in ein analoges
elektrisches Signal konvertiert wird. Das analoge Signal wird verstarkt und durch
einen A/D Wandler in ein digitales Signal konvertiert. Aus dem digitalen Signal wird
durch einen Mikroprozessor der Chlorophyll Content Index (CCI) berechnet. Der CClI-
Wert erscheint auf dem Display und ist aus dem Speicher abrufbar.

Zur Berechnung des CCIl-Wertes: Wahrend der Kalibrierung des Gerates emittieren
die beiden LEDs Licht, ohne dass sich eine Blattprobe im Lichtweg befindet. Das
ankommende Licht wird in elektrische Signale konvertiert und das Verhaltnis der
beiden Intensitaten berechnet. Der gleiche Prozess findet mit einer eingespannten
Blattprobe statt. Wieder wird das Verhéltnis der beiden Lichtintensitaten kalkuliert.
Aus den in Schritt 1 und 2 gewonnenen Werten werden CCl-Werte berechnet, die als
Indikator fuir die Chlorophyll-Gehalte der Blatter betrachtet werden.

3.2.2.3 Letalitatsversuch

In diesem Versuch wurde die Wirkung unterschiedlicher Energiedosen bei lebenden
Borretschpflanzen mit dem Ziel untersucht, die Letaldosis und damit einen
angemessenen Dosisbereich fur Mutationsversuche zu finden. Die Anzucht der
Pflanzen erfolgte in Mitscherlich-Gefal3en. Die Dlungergabe betrug je Mitscherlich-
Gefal3 0,3 g N (bei Bedarf wurde etwas nachgediingt), 0,4 g P, 1,6 g K, 0,2 g Mg.

Die Bestrahlung der Pflanzen erfolgte nach den gleichen Kriterien wie in den
vorgenannten Versuchen am 47.Tag nach der Aussaat. Die Dosisenergie wurde auf
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10, 30, 50, 60 und 70 Gy festgelegt und erfolgte im Vorblitestadium. Wahrend der
weiteren  Pflanzenentwicklung wurden morphologische Eigenschaften wie
Bluhverhalten und Pflanzenlange ermittelt sowie die Letalitdt untersucht. Die
Pflanzenlange wurde nach 73 bzw. 101 d, die Letalitat nach 101 d, Knospenbildung
und Blihbeginn mit Eintritt des Ereignisses dokumentiert.

3.2.3 Versuche mit Neutronen-Strahlen

Das fur den Versuch erforderliche Saatgut (Fa. de Witt, NI.) wurde im Forschungs-
reaktor vom Typ TRIGA Mark Il am Institut fir Kernchemie der Universitdt Mainz
einer Neutronenstrahlung ausgesetzt. Der thermische Neutronenfluss betrug
4x10*? n/cm/s.

Versuche zur Findung der optimalen Strahlendosis

Die Bestrahlungsdauer wurde im ersten Versuch aufgrund fehlender Erfahrungs-
werte auf 100 kW und 4, 8, 16 und 32 min festgelegt. Aufgrund der Letalitat des
ausgesaten Saatgutes wurde im zweiten Versuch die Leistung von 30 kW und
Bestrahlungszeiten von 102 s, 137 s, 172 s und 207 s gewahlt. Da auch hier die
Letalitatsrate sehr hoch war, wurde im dritten Versuch die Dosisleistung auf 10 kW
bei der gleichen Bestrahlungszeit wie im Vorversuch festgelegt.

Einfluss der Neutronenstrahlung auf die Keimfahigkeit

Zu diesem Gefal3versuch wurden je Bestrahlungszeit 50 Samen zum Keimen
ausgelegt, bei entsprechender GroRe pikiert und nach Durchwurzelung des
PflanzgefalRes in ein Mitscherlich-Gefald transferiert. Die Beflullung mit Pflanzerde
und die Dingung wurden nach den gleichen Kriterien wie in den vorausgegangenen
Versuchen durchgefinhrt.

Prafung morphologischer Verdnderungen nach Neutronenstrahlung

In diesem Versuch wurden die Einflisse der Neutronenstrahlung verschiedener
Intensitat auf morphologische Veranderungen bei Borretsch untersucht. Die
Bonitierung der entsprechenden Merkmale erfolgte nach 41 d und 65 d. Die Daten
zum Spross- und Bluhbeginn erfassen den Zeitraum von der Aussaat bis zum
jeweiligen Eintreten des Ereignisses. Nach Bliuhbeginn wurden Blattzahl und
Pflanzenlange protokolliert sowie nekrotische und chlorotische Veranderungen
bonitiert. Zudem wurde eine Messung des Chlorophyligehaltes der Blatter mit einem
CCI-Messgerat vorgenommen. Dabei wurden von jeder Pflanze ein Basisblatt und
drei Blatter im Terminalbereich untersucht.

Neutronen Feldversuch
Der fur die Dauer von 207 s mit 10 kW bestrahlte Samen wurde auf einer Versuchs-

flache von ca. 2500 m? ausgesat. Die Aussaatmenge betrug 11,7 kg bei einer
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Reihenweite von 75 cm. Nach der P-K-Grunddiingung (Phosphor und Kalium) wurde
eine N-Gabe von 30 kg N/ha appliziert. In den Reihen 2, 5 und 7 wurde zur
Bonitierung je 1 m2 mit einem Pflanzenbestand von 17, 20 und 30 Pflanzen/m?2
festgelegt. Bonitiert wurden Wuchstyp, Insertionen und Blutenstand, Anzahl und
Form der Bluten, Blattform und fester Kornansatz. Nach der Ernte wurde das
Fettsauremuster der Samen mittels GC bestimmt. In den Folgegenerationen wurden
vor allem der feste Kornansatz sowie die Veranderungen der GLS-und ES-Gehalte
gepruft.

3.3 Mallnahmen zur Verbesserung des GLS-Gehaltes

3.3.1 Verwandtschaftsanalyse ausgewahlter Akzessionen
Die genetische Verwandtschaft des bisher in den Versuchen verwendeten
Pflanzenmaterials wurde mit der RAPD-Methode untersucht.

Tab. 1: Akzessionen fur die Verwandtschaftsanalyse

Lfd Nr. Bezeichnung Herkunft Land (Abk.)
1 Flor blanca, weil3blihend Spanien ES
2 Flor azul Spanien ES
3 H2001/5 Neuseeland NZ
4 H2000/23, weil3blihend Spanien ES
5 De Witt Niederlande NL
6 H 2001/7 Bot. Garten GB
Oxford
B 5/2/9 Bauerngarten D
W 9/2/4, weil3bluhend Bauerngarten D
MF 2/9/6 Bauerngarten D
10 H2000/25, weil3blihend, Spanien ES
Gemduseselektion
11* Agypten Agypten ET
12* Bonn, bot. Garten Bonn D
13* TlUbingen, bot. Garten TUbingen D
14* Wien, bot. Garten Wien D

*Uber bot. Garten Bonn bezogen

Die DNS des Pflanzenmaterials wurde mit Hilfe eines DNS-Extraktionskitts von

Qiagen, Deutschland (DNeasy Plant Mini Kit) gewonnen.

Von jeder Herkunft wurden 6 Samen im Gewdachshaus bei 25°C und einem
Tag/Nacht-Intervall von 16/8 Stunden zum Keimen ausgelegt. Im 4-Blattstadium
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wurde von der Blattspitze des ersten Blattes das fur die Extraktion vorgesehene
Pflanzenmaterial entnommen.

Davon wurden 150 mg organische Substanz eingewogen, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und nach Zugabe einer Spatelspitze autoklaviertem Meersand in
einem sterilen, bei -20°C vorgekuhlten Morser homogenisiert.

Von dem Homogenat wurden 100 mg in eine sterile 1,5 ml Eppendorf Tube Uberfihrt
und 400 ul Extraktionspuffer AP1, auf 65°C vorgewarmt, und 5 pl Rnase A
(Stammlésung: 20 mg/ml) zugegeben und gemischt.

Die Inkubation des Materials erfolgte nach kraftiger Durchmischung im Wasserbad
(10 min) bei 65°C. Wahrend der Inkubationszeit wurde das Homogenat erneut 2-3
mal leicht durchmischt.

Anschliel3end wurden 130 pl Lysierungspuffer AP2 zugegeben, leicht gemischt und
anschlieBend 5 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde dann bei 13.000 rpm 2 min
zentrifugiert und der Uberstand in die QiAshredder spin-Saule tberfiihrt, durch deren
Membran Zellrestbestandteile von der DNS abgetrennt wurden.

Das Lysat wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt und bei 13.000 rpm
2 min zentrifugiert. Danach erfolgte bei einem Substratvolumen von 400 pl die
Zugabe von 600 pl AP 3-Puffer (AP 3-Puffer = 1,5 fache der Substratmenge) sowie
die Uberfiihrung in eine DNeasy mini spin-Saule, um die Bindung der DNS an die
Membran zu erreichen. Der AP 3-Puffer wurde vorher mit Ethanol (96-100 %)
gemischt (v/v 1:1).

Nach Zentrifugation bei 8000 rpm (1 min) wurden 500 pl Waschpuffer zu der
membran-gebundenen DNS zugegeben und nochmals 2 min zentrifugiert. Nach
Zugabe von 100 pl vorgewarmtem (65°C) Elutationspuffer wurde die DNS eluiert,
indem 5 min nach Auftragen des Puffers bei 8000 rpm zentrifugiert wurde.

Bestimmung der isolierten DNS-Konzentration mittels Elektrophorese

Die Gelelektrophorese diente der Trennung und der Untersuchung von DNS-
Fragmenten nach einer Aufschliefung mit Restriktionsenzymen. Hierzu wurde 1 %
(w/v) Agarose in TBE-Puffer (1x) pH 8,0 durch Erwarmen gelost. Zur Sichtbar-
machung der DNS wurde der auf ca. 50°C abgekuhlten Agaroselésung Ethidium-
bromid in einer Endkonzentration von 0,5 ng/ml zugefugt.

1 Tris-Base: 100 mmol, Borsaure: 100 mmol, EDTA: 2,5 mmol. Der pH-Wert wurde mit HCl und NaOH
auf 8,0 eingestellt.
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Die Agaroselosung wurde in eine Flachgelkammer gegossen und die Taschen
mittels eines Gelkammes frei gehalten. Fir die Elektrophorese wurde eine Apparatur
der Firma Keutz verwendet.

Die Elektrophoresekammer wurde mit 500 ml TBE-Puffer aufgefullt. Nachdem das
Gel auspolymerisiert war, wurde die Flachgelkammer nach Entfernung des
Isolierbandes waagrecht in die Elektrophoresekammer eingesetzt und das
Agarosegel mit TBE-Puffer Uberschichtet. AnschlieBend wurde der Gelkamm
vorsichtig entfernt.

Zu den aufzutrennenden DNS-Proben wurde 1/5Volumen Blaumarker
(Sigma, G2526) gegeben. Die Proben wurden bei einer Spannung von 120 V/cm und
70 mA aufgetrennt. Die Verteilung des im Gel befindlichen Ethidiumbromids, welches
mit der DNS interkalierte, wurde mit der Biometra-Geldokumentionseinheit (Biometra
Gel documention unit) festgehalten und mit der Software BioDocAnalyze (BDA)
analysiert. Die Konzentration der Ethidiumbromid-Stammldsung betrug 10 mg/ml.

Die Prufung der DNS-Konzentration der Borretsch-Herkiinfte erfolgte anhand des
linearen, doppelstrangigen DNS-Genoms des Lambda_Phagen.

DNS Standards (ul) Borretsch Herkinfte je 2 pl

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 2 Reihe 1-4 Lambda DNS, Reihe 5-8 Borretsch-DNS versch. Herkiinfte

Bild: 1 =10ng 5 = Agy geschatzt ca. 8 ng/ul
2 =20ng 6 = Bon geschatzt ca. 8 ng/ul
3 =30ng 7 = Tub geschétzt ca. 8 ng/ul
4 =50ng 8 = Wien geschatzt ca. 8 ng/ul

Zur Gewinnung der genomischen DNS fur die weiteren Fingerprintanalysen wurde
der Aufarbeitungskit ,DNeasy™ Plant Mini Kit“ der Firma Qiagen eingesetzt.

Ein RAPD-Fingerprint kann immer dann entstehen, wenn unter geeigneten
Reaktionsbedingungen (Puffer, dATP, dGTP, dCTP und dTTP, thermostabile
Polymerase) der eingesetzte 10-Oligonukleotid-Primer an komplementére Sequenz-
Loci der Template-DNS binden kann. Um eine hohe Ausbeute amplifizierter
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Fragmente zu erhalten, lasst man das Reaktionsgemisch eine standardisierte
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchlaufen (WILLIAMS et al., 1993).

Die von MULLIS (1990) entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain
Reaction = PCR) ermdglicht die Vervielfaltigung von Nukleinsdure-Sequenzen. Dabei
beruht das Prinzip auf dem in Zellen natirlicherweise vorkommenden Prozess der
Replikation. Als Startpunkt fur die Amplifikation nutzt die eingesetzte DNS-
Polymerase ein kinstlich synthetisiertes Nukleinsauremolekdl (Primer), das mit der
Ziel-DNS hybridisieren kann. Zur Erstellung von RAPD-Fingerprints kamen die 10-
Oligonukleotid-Primer P1-P16 (Laborbezeichnung) zur Anwendung.

Als GroRenmarker diente eine Leiter-DNS (100 Bp, 200 Bp, 300 Bp, 400 Bp, 500 Bp,
600 Bp, 700 Bp, 800 Bp, 900 Bp, 1031 Bp, 1200 Bp, 1500 Bp, 2000 Bp, 3000 Bp
[100 Bp DNS-Leiter Plus / peQLab]).

Binden zwei Primer nach Denaturierung des DNS-Doppelstranges in amplifizierbarer
Distanz an je eine der beiden entstehenden Matrizenmolekile, kann die Verviel-
faltigung eines bestimmten DNS-Abschnittes erfolgen. Die gesamte Reaktion beruht
auf drei Teilschritten mit unterschiedlicher Temperatur, die 35-45 mal hintereinander
wiederholt werden.

Dabei entstehen im ersten Reaktionszyklus amplifizierte DNS-Molekile, die dadurch
gekennzeichnet sind, dass sie durch die Primerbindung eindeutig definiert sind. Da
die Anzahl der Ausgangsmatrizen vorgegeben ist, nimmt die Zahl der Molekile mit
definiertem 5-Ende und unbestimmtem 3'-Ende linear zu. Im zweiten Reaktions-
schritt dienen die 4 moglichen DNS-Einzelstrange wiederum als Matrize. Durch beid-
seitige Begrenzung der gesuchten Ziel-DNS entstehen neben den oben beschrie-
benen Molekilen Fragmente klar definierter Lange, deren Anzahl exponentiell mit
der Zykluszahl zunimmit.

Das zur elektrophoretischen RAPD-Trennung auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetra-
gene Reaktionsvolumen betrug 25 pl (8 yl PCR-Produkt, 5 pl Brom-Phenol-Blau,
12 pl Aqua dest.) das vor der Applikation von Hand vorsichtig gemischt und
anschlieR3end kurz abzentrifugiert wurde.

Die Auftrennung der Proben erfolgte in TBE-Puffer (1x) pH 8,0 bei 120 Volt fur
mindestens drei Stunden. Zur besseren Handhabung wurden 48-slot-Gele nach
Abschluss der Elektrophorese in gleichgro3e Stiicke geschnitten und fur 35 min mit
Ethidiumbromid gefarbt. Nach einem 15 minitigen Waschschritt in Aqua dest.
konnten die Gele mittels Video-Densitometer ausgewertet werden. Dabei erméglicht
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das RFLP-Anwendungsprogramm? nach Zuordnung der Marker-BandengroRe als
Standardwert eine Grol3enbestimmung der detektierten Fragmente.

3.3.2 Verbesserung des Gamma-Linolensaure-Gehaltes

Das Basismaterial fur eine Zuchtpopulation wurde in der Kontrollgruppe des EMS-
Versuchs gefunden. Es wurde eine Population aufgebaut, die sich durch hohe GLS-
und niedrige ES-Gehalte auszeichnete und Uber gezielte Kreuzungen in ihrer
Leistung verbessert wurde.

Die Bestaubungen wurden vorzugsweise manuell durchgefuhrt. Bei besonders
kleinen Populationen wurde in Erwartung eines hoheren Bestdubungseffektes eine
Bienenbestaubung vorgenommen.

Nach der Ernte wurden die Kornertrage ermittelt. Die Feststellung der GLS- und ES-
Gehalte erfolgte tUber die Halbkornmethode und die GC-Analyse. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde die Zuchtauswahl von Pollenspendern getroffen, um das
Leistungsniveau der Population zu verbessern.

3.4 Zell- und Gewebekultur

Das Versuchssystem pflanzliche Zell- und Gewebekultur ist dadurch gekennzeichnet,
dass isolierte Pflanzenteile, sogenannte Explantate, aufRerhalb des intakten
pflanzlichen Organismus auf oder in einem geeigneten Nahrmedium kultiviert werden
(NEUMANN, 1995).

3.4.1 Sterilisierung der verwendeten Gerate und Materialien

Die erforderlichen Arbeiten zur Sterilisierung der verwendeten Geréte wurden unter
3.1.3 beschrieben. Die Kultivierung erfolgte in Glasern mit Schraubdeckel (2209)
und Weckglasern (200 ml), deren Rand und Deckel vor dem VerschlieRen
abgeflammt und anschlieBend mit Parafilm verschlossen wurden.

Das Pflanzenmaterial — wie Explantate und Samen — wurden vor der Sterilisierung
unter flieRendem Wasser gewaschen, danach etwa 1 min in Ethanol (70 %) getaucht
und anschlieBend unter vorsichtigem Ruhren 10 min in eine NaOCI-Losung mit
Zusatz von Tween 80 gegeben. AnschlieBend erfolgte in der Querstrombank ein 4-
5 maliges Waschen des Materials unter sterilen Bedingungen mit sterilisiertem,
entmineralisiertem Wasser. Die Schnittstellen wurden frisch angeschnitten und die
etwa 1 cm grof3en Explantate auf den entsprechenden Medien ausgelegt. Die Samen
wurden ebenfalls nach der Sterilisierung auf den vorbereiteten Medien ausgelegt.

2 RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism
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Zur Prufung der Desinfektionseigenschaften, der Wirkung auf das Pflanzenmaterial
und des Keimverhaltens wurden steigende Konzentrationen von 2 %, 4 % und 6 %
NaOCI bzw. 10 %, 15 % und 20 % H202 untersucht. Ethanol wurde in einer Konzen-
tration von 70 % eingesetzt.

3.4.2 Herstellung des Nahrmediums

Bei dem In-vitro-Kulturmedium handelte es sich um ein modifiziertes Medium nach
MURASHIGE und SKOOG (1962). Die Mineralstoffe und Vitamine wurden
Stammlésungen entnommen, die bei -20°C bevorratet wurden. Die erforderliche
Menge wurde in einen Messkolben pipettiert, Saccharose und Kaseinhydrolysat
abgewogen und zugegeben. Je nach Zielsetzung des Versuchs wurden 5 % bis
10 % Kokosnussmilch bzw. 0,05 % Polyvinylpyrrolidon (PVP) zugesetzt. Die Phyto-
hormone wurden je nach Art und Menge dem N&hrmedium beigefugt und der pH-
Wert auf 5,7 eingestellt. Nach Zugabe von Gelrite zur Gelbildung des N&hrmediums
wurde der Messkolben bis zur Marke mit entmineralisiertem Wasser aufgeftllt und
das Nahrmedium auf dem Magnetrihrer vermischt. Die vorbereiteten Glaser wurden
unter stetigem Ruhren mit 30 ml (Glaser mit Schraubdeckel) bzw. 50 ml
(Weckglaser) Medium beschickt. Die Babyglaser wurden mit doppelter Alufolie
verschlossen, die Weckglaser mit Deckel abgedeckt und anschliel3end autoklaviert.
Zur Zusammensetzung der Stammlésungen und des Nahrmediums s. Anhang (

Tab. 69).

Herstellung der Kokosnussmilch

Zur Gewinnung des flussigen Endosperms der Kokosnuss wurden zwei der drei
Mikropyle angebohrt und die Kokosnussmilch zur Vorreinigung durch ein Seihtuch
koliert und anschlieBend zur Féallung stérender Proteine autoklaviert. Nach der
Filtration durch einen Papierfilter wurde das Praparat portionsweise in Plastiktliten
bei -20°C eingefroren.

3.4.3 Untersuchungen des Kalluswachstums am Auxophyton

Die zur Untersuchung bestimmten Gefal3e (Kolben) haben ein Fassungsvermdgen
von 70 ml und einen inneren Durchmesser von 3 cm. Die maximale Beschickung mit
Nahrlosung betrdgt 15 ml. Zur Beschickung und Aufrechterhaltung des Gasaus-
tausches ist eine seitliche Offnung mit einem Durchmesser von circa 1,5 cm
angebracht. Der Schaft dreht sich mit einer Umdrehung pro Minute. Durch das
seitliche HerabflieRen der Nahrlosung an der GefalRwand wird diese gemischt und
durchluftet. Der Nahrlosungsfilm hélt die Explantate meist an der GefalRwand fest.
Sie werden somit abwechselnd der Luft und der Nahrlésung ausgesetzt
(NEUMANN, 1995). Die GefalRe wurden vor der Beschickung 3 h bei 180°C
sterilisiert und anschlieend nach Erkalten in der Querstrombank mit der
vorbereiteten Nahrlosung und den Explantaten beschickt. Die Offnung wurde
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abgeflammt und mit einer ebenfalls vorher abgeflammten Alufolie verschlossen.
Danach wurden sie an der Klammer des Auxophytons befestigt und das Gerat in
Bewegung gesetzt.

3.4.4 Fettgehalt und Trockenmasse von Kallussen

Ca. 1-2 g Borretsch-Kallusse wurden bei funf Wiederholungen in ein verschliel3bares
und vorher gewogenes Wageglaschen gebracht und drei Stunden bei 105°C
getrocknet. Danach wurde das Glaschen verschlossen, zum Abkihlen in einen
Exsikkator gestellt, anschlie3end gewogen und die TM ermittelt.

Zur Bestimmung des Fettgehaltes wurden ca. 1-2 g Kallussubstanz in eine fettfreie
Papierhllse eingewogen, mit Watte bedeckt und danach zwei Stunden bei 95°C
getrocknet. Die Extraktion mit Ethylather erfolgte in einem Extraktionsapparat nach
Soxleth mit Normalschliff. Die Kolben wurden vorher im Trockenschrank getrocknet
und nach Erkalten im Exsikkator gewogen. Die Extraktion dauerte sechs Stunden.
Danach wurde der Kolben eine Stunde bei 100°C getrocknet, im Exsikkator
abgekihlt und gewogen.

3.4.5 Kalluskultur, Organogenese und Embryogenese

Die fur die Kalluskultur vorgesehenen Explantate der Organe Hypokotyl, Spross und
Petiole wurden in NaOCI (2 %) und Ethanol (70 %) desinfiziert. Nach Desinfektion
und Uberfiihrung in die Querstrombank wurden ca. 1 bis 2 cm lange Explantate
geschnitten und mit der Schnittflache auf MS-Medium mit 0,1 ppm 2,4-D
aufgebracht. Nach vier Subkulturen mit einer Dauer von je 28 Tagen stand gentigend
Kallusmaterial flr weitere Versuche zur Verfiigung.

Untersucht wurde der Einfluss der Phytohormone 6-Benzylaminopurin (BAP 1 ppm),
Kinetin (1 bzw. 2 ppm), Tridiazuron (TDZ 0,01-1 ppm), Indolylessigsédure (IES
2,0 ppm) sowie Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D 0,01 ppm) auf das Kalluswachs-
tum. Aullerdem wurden Hormonkombinationen von IES (2,0 ppm) + BAP (0,1 ppm),
IES (2,0 ppm) + Kinetin (0,1 ppm), Naphtylessigsaure (NES 0,01 ppm) + BAP
(0,01 ppm) und NES (0,1 ppm) + BAP (0,1 ppm), sowie weitere Kombinationen von
NES und BAP, jeweils mit den Konzentrationen 0,01 ppm, 0,1 ppm bzw. 0,5 ppm in
ihrer Wirkung auf das Kalluswachstum gepruft.

Zur Prifung der Sprossdifferenzierung wurden Indolbuttersaure (IBS 1 ppm) und
NES (0,01 ppm) + BAP (0,5 ppm) untersucht. Die Kulturen erfolgten auf MS-Medium.

Zur Initilerung der Embryogenese wurden die Hormone IES (2,5 bzw. 5,0 ppm) und
NES (2,5 bzw. 5,0 ppm) untersucht. Die Kulturen erfolgten auf MS-Medium.
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3.5 Laboranalysen

Halbkornmethode

Die Anwendung der Halbkornmethode bei dicotylen Pflanzen setzt voraus, dass das
Fettsauremuster eines Samens dem des auf3eren Kotyledons entspricht oder aus
den gefundenen Werten berechnet werden kann (THIES, 1978) und dass die in den
Keimblattern vorkommenden Fette gleichméaRig auf beide Keimblatter verteilt sind
(Malco, 1998).

Zur Vorbereitung der Keimung wurden Keimkéasten (20 x 9,5 x 6,5 cm) bis ca. 2 cm
unterhalb des Randes mit Sand befullt und danach die Samen eingelegt, der Sand
angefeuchtet und die Samen bei 27°C angekeimt. Nach Aufplatzen der Samenschale
und Austreten des Keimblattes und der Keimwurzel wurde zunéchst der Sand in
einer Chinosol-Losung (1 Tbl./l) abgewaschen und die Samenschale vorsichtig
entfernt. Etwa 1/2 - 2/3 eines Keimblattes wurden zur Analyse abgetrennt. Der
Restembryo wuchs auf einem mit Filterpapier ausgelegten angefeuchteten Sandbett
unter Glas heran und konnte nach ca. einer Woche in Quickpots pikiert werden. Die
weitere Kultivierung der Pflanzen erfolgte nach Vorliegen der Analyseergebnisse mit
den gewlnschten Fettsauremustern.

Zur gaschromatographischen Untersuchung wurde das entnommene Keimblatt in
kleinen Reagenzglasern Uber Nacht im Exsikkator getrocknet, um eine hydrolytische
Spaltung der Fettsauren zu verhindern. Die Homogenisierung des Keimblattes
erfolgte nach Zugabe von 0,2 ml eines iso-Octan / Isopropanol-Gemisches (9+1) am
folgenden Tag mit einem rotierenden Glasstab. Nach dem Abdampfen des
Losungsmittels im Exsikkator unter Vakuum wurden die Fettsauren mit 0,6 ml
Natriummethylat® verestert. Durch Zugabe von 0,5 ml iso-Octan und vorsichtiges
Umschitteln konnten die Fettsauremethylester in die iso-Octan-Phase uberfuhrt
werden. Nach klarer Phasentrennung (mindestens 30 min im Kihlschrank) wurden
0,2 ml der iso-Octan-Phase abgenommen und in GC - Flaschchen pipettiert.

Gaschromatographische Analyse
Die Kennzeichnung und technischen Daten des gaschromatographischen Systems:

Geratetyp: Carlo Erba Instruments, Vega Series

Injektor: Spit/Spittless Temp.: 250°C

Detektor: Flammenionisationsdetektor FID, Temp.: 280°C

Saule: BPX70 (DB 23) 30m x 0,52 ID/0,5 um SD Firma SGEDeutschland
GmbH

Ofentemperaturprogramm:

3 5 g Natriummethylat in 800 ml Methanol bei ca. 50°C geldst, nach Abkiihlen mit iso-Octan ad 1000
ml aufgefllt
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160 — 200°C mit 10°C/min,

200 — 230°C mit 5°C/min
Tragergas: Helium, 30 kPa, 8 ml/min
Autosampler: AS-200S, Einspritzmenge 0,3 ul Probe, 0,5 pl Luft
Integrator: Spectra Physics SP 4400

Die Auswertung des Chromatogramms erfolgte mittels Vergleich der angegebenen
Retensionszeiten der jeweiligen Peaks mit denen bekannter Fettsduremethylester.
Das Borretschdl enthalt die folgenden Fettsauren: Palmitinsdure (C 16:0),
Stearinsaure (C 18:0), Olsaure (C 18:1), Linolsaure (C 18:2), Gamma-Linolenséure
(C 18:3), Eicosensaure (C 20:1), Erucasaure (C 22:1) und Nervonsaure (C 24:1). Die
in kleinen Mengen vorkommenden Ubrigen Fettsauren werden als Rest
zusammengefasst. Der Integrator arbeitet nach der 100 % - Methode. Danach
werden die jeweiligen Anteile der Peakflachen in Prozent angegeben.

3.6 Pflanzenbauliche Untersuchungen

Der Ernteertrag ist unter anderem abhangig von der Bestandesdichte und der
Reihenweite, der N&hrstoffversorgung der Pflanzen sowie den Erntebedingungen.
Darum wurde die Auswirkung unterschiedlicher Bestandesdichten bzw.
Reihenweiten, der Einfluss verschiedener Nahrstoffgaben (N), die Auswirkung von
Sikkationsmalinahmen sowie unterschiedlicher Erntemethoden untersucht.

3.6.1 Versuch zur Bestandesdichte und Reihenweite

Der Versuch zu den Auswirkungen der Bestandesdichte und der Reihenweite
erfolgte in einer zweifaktoriellen Blockanlage mit vier Wiederholungen am Standort
Rauischholzhausen. Die GroRe der Teilstiicke betrug dabei ca. 10 m2. Die
Unkrautbekampfung wurde mit Maschinen- und Handhacke durchgefiihrt. Das
Saatgut mit einer Keimfahigkeit von 90 % und einem TKG von 19,8 g lieferte die
Firma Borntrdger. Aufgrund der Drillmaschinenbreite von 1,25 m wurden die
Reihenweiten auf 15,625 cm, 31,25 cm bzw. 41,7 cm bei einer Reihenzahl von acht,
vier bzw. drei Reihen festgelegt.

Bei Bestandesdichten von 7, 13, 20 bzw. 33 Pflanzen pro Quadratmeter wurden die
Merkmale Kornertrag, Wuchshdhe sowie Qualitat des Phanotyps der Pflanze erfasst.
Dabei wurden auf der Grundlage des Erscheinungsbildes Wuchsform, Vitalitat und
Gesundheitszustand der Pflanzen auf einer Skala von 1 bis 9 bonitiert.

3.6.2 Vergleich verschiedener Erntemethoden

Untersucht wurden zunéchst die konventionellen Erntemethoden Schwadablage und
Mahdrusch, jeweils mit und ohne Sikkation, sowie mit einem frihen und einem
spaten Erntetermin. Neben diesem Versuch wurde die Schwadablage mit einer
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alternativen Erntemethode verglichen. Dieser Versuch hatte drei Versuchsglieder mit
vier Wiederholungen.

Um in einer Vegetationsperiode alle heranwachsenden reifen Samen zu gewinnen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Erntegerat entwickelt, das dieser Zielsetzung
unter den hiesigen Klima- und Bodenverhéaltnissen weitgehend gerecht wird. Die
Bedingungen, die im Hinblick auf den lockeren Samensitz erflllt werden missen,
sind eine relativ schonende Behandlung der Pflanze vor der Ablésung, eine leichte
Vibration zur Lésung des Samens und eine Wiederholung des Ernteganges in einem
Abstand von ca. 2-3 Tagen. Eine weitere Forderung an diese Methode ist ein
Technisierungsgrad, der es ermdglicht, mit einem Minimum an Aufwand von
Arbeitskraft eine mdglichst hohe Effizienz des Erntevorganges zu erreichen (vgl.
Abb. 3).

Abb. 3 Prototyp (Nr.1) fir ein Gerat zur Samenernte von Borretsch

Der Rahmen des Gerates wurde aus leichtem Alu-Vierkantrohr 30x30 mm sowie Alu-
Winkeln von ebenfalls 30 mm Breite erstellt. Dieses leichte Material bietet die
Moglichkeit der bequemeren Handhabung. Eine Samensammelwanne aus Alublech
mit einer Starke von 2 mm wird zwischen zwei Reihen gefihrt. Rahmen und Wanne
sind an einem Agria Einachsgerat montiert.

Die beiden Grundrahmen vorne und hinten Uberspannen zwei Pflanzenreihen. Diese
Querstreben sind mit Hilfe von Alu-Vierkantrohren 30x30 mm mit einer Lange von
1,20 m verbunden. Hinten ist das unterste Vierkantrohr bei 42 cm Bodenabstand
angebracht. Insgesamt befinden sich an jeder Seite vier Vierkantrohre, die vorne bei
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einem Bodenabstand von 23, 44, 61 und 77 cm und hinten bei 42, 62, 76 und 88 cm
befestigt sind.

Die vordere Rahmenbreite betragt unten in der Héhe des ersten Vierkantrohres bei
23 cm Bodenabstand 1,26 m und oben 1,16 m. Der Rahmen verjingt sich nach
hinten auf 95 cm (unten) bzw. 44 cm (oben).

Die Sammelwanne hat eine Lange von 1,40 m und eine Breite von unten 50 und
oben 61 cm. Zur besseren Anpassung und geringeren Beschadigung der Pflanzen
lauft sie vorne schiffchenférmig zu. Die seitliche Wannenhdhe ist 15 cm.

Die Rader des Antriebsgerats wurden zur Schonung des Pflanzenbestandes auf
einen sehr engen Abstand gestellt. Die durch diesen engen Radstand bei Bodenun-
ebenheiten verursachte seitliche Kippneigung des Gerates und des Rahmens wird
durch beidseits am Rahmen angebrachte Kufen eingeschrankt.

Arbeitsweise

Die Rahmenkonstruktion war so ausgelegt, dass sie zwei Pflanzenreihen
Uberspannt. Durch die Verengung der Rahmenform nach hinten werden der obere
bluten- bzw. samentragende Teil der Borretschpflanzen mit der Vorwartsbewegung
Uber die am Gerat montierte, nahe am Boden unter den Pflanzen mitgefihrte
Sammelwanne gefuhrt. Mit sechs hangenden Ketten (vgl. Abb. 5 von etwa 50 cm
Lange wurde in der Erstversion der Maschine in der Vorwartsbewegung durch
Streifen der Ketten Uber die Pflanzen leichte Rittelbewegungen verursacht, die
dadurch den Kornausfall ausldsten.

Technische Verbesserungen

Diese Methode war in ihrer Wirksamkeit nicht befriedigend und fuhrte dartber hinaus
zu Pflanzenbeschadigungen, die auch durch die Querstreben des Rahmens verur-
sacht wurden. Darum wurde zunachst die seitliche Rahmenbegrenzung des Proto-
typs 1 in der Uberarbeiteten Version des Gerats mit einem Alublech verkleidet, um
eine sanfte Pflanzenfihrung zu ermdglichen und vorzeitigen Samenausfall zu
verhindern (vgl. Abb. 4)).
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Abb. 4 Erntegeréat (Prototyp 2) — Gesamtansicht von vorne

AulRerdem wurde die Rdttelvorrichtung in Form von Ketten durch einen
Schittelmechanismus (vgl. Abb. 5) ersetzt, der vom Antriebsrad des Einachsgerates
angetrieben wurde. In dieser Abbildung vom verbesserten Prototyp sind die
Ruttelketten noch zu sehen.

Abb.5 Erntegerat (Prototyp 3) — Schittelmechanismus und Ruttelketten



31 3 Material und Methoden

3.6.3 Messung von Ausfallverlusten

Zur Feststellung des gesamten Ernteertrages wurde in beliebigen Abstanden in der
Versuchsflache 4x1 m2 ausgemessen. An der Pflanzenbasis wurde eine Folie
angebracht, die beiderseits des Pflanzenbestandes hochgezogen und die Enden an
Pflocken befestigt wurden. Alle ausfallenden Samen konnten somit direkt von der
Folie geerntet werden.

3.6.4 Stickstoff-Dingungsversuch

In diesem Versuch wurde der Einfluss einer unterschiedlichen N-Dingung auf den
Grunmasse- und Kornertrag untersucht. Der Versuch wurde auf 28 ringformigen
Beeten mit einer Flache von je 0,875 m2 (Ringanlage) der Versuchsstation
Rauischholzhausen durchgefihrt. Die einzelnen Ringe waren mit dem in
Rauischholzhausen anstehenden Losslehm beflllt. Die Kontrolle hatte vier, die N-
Varianten je sechs Wiederholungen. In funf Versuchsgliedern wurde die Wirkung von
0, 30, 60, 90 und 120 kg N/ha untersucht. Von dem Volldiinger (13x13x21) wurden
entsprechend je Versuchsflache von 0,875 m2 20, 40, 60 bzw. 80 g appliziert, die je
zur Halfte bei der Aussaat und nach vier Wochen gegeben wurden.

3.6.5 Sikkationsversuch

Der Versuch wurde in der Versuchsstation Weilburger Grenze durchgefthrt und
erfolgte in einer randomisierten Blockanlage mit vier Wiederholungen. Neben der
Kontrolle wurden folgende Medien auf ihren Sikkationseffekt gepruft: KCI 5 %,
KCI 10 % und Reglone (3 I/ha), die mit der Ruckenspritze bei einer Aufwandmenge
Wasser von ca. 600 I/ha fir alle Versuchsglieder appliziert wurden. Vor der Applika-
tion wurde die photosynthetische Aktivitat mit dem CCM-Messgerat untersucht.
Dieser Vorgang wurde nach sieben Tagen wiederholt. Nach der Ernte wurden
Kornertrag und Trockensubstanz des Krautes festgestellt.

3.7 Standortbedingungen

Versuchsstandort Rauischholzhausen (RH)

Rauischholzhausen liegt im Améneburger Becken und gehért zu der Gemeinde
Ebsdorfergrund. Die Oberflachengestaltung ist schwach hiigelig mit einer H6henlage
von 220 m Uber NN. Die fur diese Arbeit relevanten Klimadaten der Jahre 1999,
2000, 2005, 2006 und 2007 sind in Abb. 6 bis Abb. 10 dargestellt.
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Abb.6 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort RH 1999
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Abb.7 Niederschldge (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort RH 2000
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Abb. 8 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort RH 2005
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Abb.9 Niederschldge (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort RH 2006
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Versuchsstandort Giel3en (Gl)

Die Versuchsstation Weilburger Grenze liegt im Lahntal am Rande der Hardt in einer
Hohenlage von 150 m tber NN. Der Boden besteht aus braunem Aueboden mit einer
Ackerzahl von 65. Das langjahrige Temperaturmittel betragt 9°C und die langjéhrigen
Niederschlags-Mittelwerte 650 mm. Die flir diese Arbeit relevanten Klimadaten der
Jahre 2000 bis 2003 sind im Folgenden (Abb. 11 bis Abb. 14 ) dargestellit.
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Abb. 11 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro

Monat) am Versuchsstandort GI 2000
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Abb. 12 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro

Monat) am Versuchsstandort Gl 2001
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Abb. 13 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort Gl 2002
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Abb. 14 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort GI 2003
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Versuchsstandort Grof3-Gerau (GG)

Die Versuchsstation Grof3-Gerau liegt stdwestlich von Frankfurt auf einer Hohe von
90,7 m. Der anlehmige Sandboden hat eine Ackerzahl von 25 -30. Die
Temperaturen liegen im langjahrigen Mittel bei 9,6°C und die Niederschlage bei
591 mm. Entsprechend der Niederschlagsneigung und —verteilung ist aufgrund der
Bodenverhéltnisse eine Beregnung erforderlich. Die fir diese Arbeit relevanten
Klimadaten des Jahres 2005 sind in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15 Niederschlage (Summe pro Monat) und Lufttemperatur (Mittel pro
Monat) am Versuchsstandort GG 2005
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3.8 Statistische Auswertung

Um bei intervallskalierten Datenreihen zu prifen, ob die Voraussetzungen fir eine
Varianzanalyse erfillt sind, wurden die Residuen auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk-
und Kolmogoroff-Smirnoff-Test) und Varianzhomogenitéat (Levene) getestet, jeweils
auf dem Signifikanzniveau von 5 %. Wenn im Fall von balanzierten Stichproben eine
Varianzanalyse trotz leicht signifikanter Inhomogenitat der Varianzen mdglich
erschien, so wurde sie durchgefihrt.

Die in den Ergebnis-Tabellen angegebenen Signifikanz-Werte (p-Werte) beziehen
sich auf die Ergebnisse der Varianzanalyse. Die Angabe p = 0,000 bedeutet dabei
p < 0,0005.

Sofern weitere Ergebnisse aus den Post-hoc-Analysen von Interesse sind, werden
sie erganzend mitgeteilt. Dabei wurde bei homogenen Varianzen der verschiedenen
Faktorstufen der Tukey-HSD-Test bzw. Dunnett-T (Vergleich mit Kontrolle), bei
fehlender Varianzhomogenitat und balanziertem Versuchsdesign Games-Howell
verwendet. Ein unbalanziertes Design lag in dieser Arbeit bei Verteilungen mit
inhomogenen Varianzen nicht vor. Die in einzelnen Untersuchungen angegebene
Grenzdifferenz (kurz: GD) bezieht sich auf den Least Significant Difference — Test
(LSD). In Untersuchungen, bei denen keine Varianzgleichheit angenommen werden
kann, bezieht sich der Wert der angegebenen Grenzdifferenz auf den zugrunde
liegenden post-hoc-Test. Hier werden die Grenzdifferenzen im paarweisen Vergleich
mit der Kontrolle angegeben (z.B. Tab. 66).

Im Falle einer signifikanten Verletzung der Voraussetzungen flr parametrische
Verfahren wurde in der Regel die einfaktorielle Rang-Varianzanalyse nach Kruskal-
Wallis durchgefiihrt. Falls jedoch die Anforderung der Ahnlichkeit der Verteilungsform
verletzt war, wurde alternativ der Mediantest verwendet.

Untersuchungsergebnisse zu nominal skalierten Variablen liegen in Form von
absoluten oder relativen Haufigkeiten vor. Hier wurde in der Regel der Chi-Quadrat-
Test bzw. beim paarweisen Vergleich der exakte Test von Fisher verwendet. In den
Ergebnistabellen wird dies jeweils vermerkt.

Um Missverstadndnisse zu vermeiden wurde beim absoluten Vergleich zweier
Prozentwerte deren Differenz in % (nicht in Prozentpunkten) angegeben.

Die Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit den Programmen Microsoft
Excel Version 9 und 10,0 sowie PASW Statistics 18.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Keimfahigkeit und Dekontamination von
Borretsch-Samen

41.1 Einfluss von Licht und Temperatur

Die Keimfahigkeit der Samen ist abhéngig von den Umweltfaktoren Licht,
Temperatur und Wasser. Nach HEEGER (1989) ist Borretsch ein Dunkelkeimer.
Danach hat der Faktor Licht einen geringen Einfluss auf die Keimbereitschaft dieser
Pflanze. Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss von Licht und Temperatur bei
einer Humiditat von 65 % auf die Keimfahigkeit von Borretsch untersucht (Tab. 2).

Tab. 2:  Anteil gekeimter Borretschsamen (%) in Abhangigkeit von Licht und
Temperatur (Humiditat 65 %, jeweils n=400)

Belichtungszeit Temperatur Keimung nach

h °C 6d | 8d | 10d | 12d | 14d | 16d | 18d
24 5 00 00 00 00 00 0,0 0,0
24 10 00 00 43 188 16,8 588 63,3
24 15 00 16,3 36,5 49,8 755 755 755
24 20 145 42,3 740 825 835 835 835
16 5 00 00 00 00 00 0,0 0,0
16 10 00 00 00 0,0 135 20,0 250
16 15 00 75 323 730 79,8 820 825
16 20 00 29,0 76,5 86,0 88,8 88,8 89,0
8 5 00 00 00 00 00 0,0 0,0
8 10 00 00 00 00 00 58 85
8 15 00 00 33 63 10,0 155 18,8
8 20 05 17,0 69,0 81,0 855 90,5 91,0
0 5 00 00 00 00 00 0,0 0,0
0 10 00 00 00 00 135 16,8 215
0 15 00 40 32,3 39,3 443 47,0 483
0 20 00 29,3 61,0 68,0 74,0 788 78,8

p-Werte (»2) 10°C 0,000

nach 18 d 15°C 0,000

20°C 0,000

10-20°C 0,000
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Bei einer Temperatur von 5°C kam in keiner Belichtungsvariante der Borretsch zum
Keimen. Auf der Stufe 10°C wurde im Vergleich der Belichtungszeiten 24, 16 bzw.
8 Stunden der dominierende Einfluss der Belichtung auf die Keimung festgestellt, die
von 63,3 % auf 8,5 % sank. In der Belichtungsstufe Null kam hier der Faktor Dunkel-
keimung mit einer auf 21,5 % ansteigenden Keimrate zum Tragen.

Auf der 15°C-Stufe wirkte sich die Belichtungszeit von 16 Stunden im Vergleich zu
24 Stunden positiv auf die Keimung aus. Bei 8 Stunden sank sie auf 18,8 %, um bei
0 Stunden wieder auf 48,3 % anzusteigen. Auf dieser Temperaturebene ist der
Faktor Dunkelkeimung relativ stark ausgepragt.

Die besten Ergebnisse wurden bei einer Belichtung von acht Stunden und einer
Temperatur von 20°C erzielt. Auf dieser Stufe dominiert Uber alle Belichtungszeiten
die Temperatur den Keimprozel3.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass bei Temperaturen bis 15°C die Keimrate
bei sinkenden Belichtungszeiten von 24 bis 8 Stunden abnimmt um bei
Belichtungszeit Null wieder anzusteigen. In diesem Bereich ist der Faktor
Dunkelkeimung ausgepragt. Fur jede Belichtungsstufe zeigen sich mit steigender
Temperatur in allen Zeitabschnitten steigende Keimraten.

4.1.2 Einfluss von Nahrmedien und Dekontaminationsmitteln
Die Keimung von Borretschsaatgut fiur die Halbkornanalyse erfolgte bisher auf
Filterpapier bei einer sehr niedrigen Keimrate. In einem Vergleich mit 6
Wiederholungen zur Prifung der Keimfahigkeit auf Filterpapier bzw. Sand betrug die
auf Filterpapier 20,0 % und die auf Sand dagegen 71,6 %. Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wurde die Anzucht zur Halbkornanalyse auf Sand durchgefuhrt.

In dem folgenden Versuch (Tab. 3) wurden verschiedene Konzentrationen NaOCI mit
und ohne Ethanol in ihrer Wirkung auf die Keimféahigkeit und ihre desinfizierende
Wirkung auf sterilem und nicht sterilem Boden, sowie auf Filterpapier und MS-
Medium untersucht. Zudem wurde geprift, inwieweit eine anschlielende
Weiterbehandlung der Explantate der einzelnen Prufglieder in der In-vitro-Kultur
erforderlich ist (vgl. 4.3.1).
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Tab. 3: Einfluss verschiedener Keimmedien sowie von NaOCI und Ethanol
auf die Keimfahigkeit von Borretsch-Samen
(Angaben in %; jeweils n=30)

Kon- 2% 4 % 6 % 2% 4 % 6 %
trolle | NaOCI | NaOCI | NaOCl | NaOCl | NaOCl | NaOCI
s.E. s.E. s.E. c.E. c.E. c.E.
Boden unsteril | 90,0 56,7 46,7 50,0 13,3 6,7 0,0
p-Wert (y2) alle Gruppen: 0,000; Ethanol*: 0,000 (Fisher); NaOCI*: 0,000
Boden steril 83,3 50,0 36,7 33,3 16,7 6,7 0,0
p-Wert (2) alle Gruppen: 0,000; Ethanol*: 0,000 (Fisher); NaOCI*: 0,000
Filterpapier 33,3 16,7 20,0 3,3 0,0 0,0 0,0
p-Wert (2) alle Gruppen: 0,000; Ethanol*: 0,000 (Fisher); NaOCI*: 0,000
MS Medium 30,0 26,7 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0
p-Wert (2) alle Gruppen: 0,000; Ethanol*: 0,000 (Fisher); NaOCI*: 0,000

p-Wert Keimmedium (»2): 0,000

Anm.: s.E. = sine Ethanol; c.E. = cum Ethanol;

* Die Gruppen ,Ethanol” bzw. ,NaOCI” beinhalten jeweils die Kontrollgruppe

Die Ergebnisse der Kontrolle zeigen, dass die Keimraten durch das Medium
beeinflusst werden (p=0,000).

Unter der Wirkung von NaOCI sine Ethanol ist eine unterschiedlich starke
Reduzierung der Keimfahigkeit festzustellen, die sich in der Gruppe NaOCI cum
Ethanol verstarkt und bei einer NaOCI-Konzentration von 6 % der Gruppen Boden
steril und unsteril auf Null zuriickgeht. Zudem entspricht hier die Abnahme der
Keimfahigkeit der Erhohung der NaOCI-Konzentration. Nach diesen Ergebnissen
wird der Desinfektionseffekt von NaOCI durch Ethanol verstarkt.

Auch die Ergebnisse der Keimung auf Filterpapier und MS-Medium lassen auf eine
negative Wirkung von NaOCI auf die Keimbereitschaft schlie3en. Die Ergebnisse
zeigen, dass in allen Konzentrationsstufen cum Ethanol auf Filterpapier und MS-
Medium — die durch Umwelteinflisse weniger beeinflusst sind — keine Keimung
erfolgte.

Aufgrund der hohen Keimféahigkeit des Borretschsamens auf sterilem und unsterilem
Boden wurde auf diesen Medien nun gezielt der Einfluss von NaOCI und Ethanol
verschiedener Konzentrationen auf die Keimfahigkeit sowie der Kontaminationsgrad
untersucht (Tab. 4).
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Tab. 4: Einfluss von steigender Konzentration an NaOCIl und Ethanol auf
Keimfahigkeit und Kontamination von Borretsch-Samen
(jeweils n=30)
Ktr. 2% 4 % 6 % 2% 4% 6 %
NaOCI | NaOCIl | NaOCI | NaOCI | NaOCI | NaOCI
s.E s.E s.E. c.E c.E c.E
Boden unsteril 86,7 60,0 43,3 56,7 16,7 10,0 13,3
Keimrate (%)
p-Wert (y2) alle Gruppen: 0,000; Ethanol: 0,000 (Fisher); NaOCI*: 0,000
Boden steril 83,3 60,0 60,0 43,3 20,0 16,7 13,3
Keimrate (%)
p-Wert (y2) alle Gruppen: 0,000; Ethanol: 0,000 (Fisher); NaOCI*: 0,000
Boden unsteril 34,6 111 7,7 0,0 20,0 0,0 0,0
Kontamination (%)
p-Wert (y2) alle Gruppen: 0,045; Ethanol: 0,683 (Fisher); NaOCI*: 0,006
Boden steril 32,0 16,7 11,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Kontamination (%)
p-Wert (y2) alle Gruppen: 0,086; Ethanol: 0,114 (Fisher); NaOCI*: 0,021

p-Werte Boden

Keimrate: 0,853; Kontamination: 1,000

Anm.: s.E. = sine Ethanol; c.E. = cum Ethanol

* Die Gruppen ,Ethanol“ bzw. “ NaOCI” beinhalten jeweils die Kontrollgruppe

Es sei angemerkt, dass die sinkenden Keimraten bei héheren Dekontaminations-
mittel-Konzentrationen gleichzeitig die Aussagekraft der Werte der statistischen
Analyse zur Kontamination etwas schmalern, da insbesondere bei den mit Ethanol
behandelten Samen die Stichprobengréf3e deutlich abnahm.

Unterschiedliche Keimraten auf unsterilem bzw. sterilem Boden waren in diesem
Versuch nicht festzustellen (p=0,853). Beide Varianten liegen auf einem
vergleichbaren, hohen Niveau. Auch auf den Kontaminationsgrad hatte die Sterilitat
des Bodens keinen Einfluss (p=1,000).

In beiden Keimmedien lassen die steigenden NaOCI-Konzentrationsstufen (ohne
Kontrolle) keine entsprechend negative Wirkung auf die Keimrate erkennen (Erde
unsteril: p=0,377; Erde steril: p=0,353). Allerdings ist auch in Bezug auf die
Kontamination kein nennenswerter Effekt durch die Konzentrationssteigerung zu
verzeichnen (Erde unsteril: p=0,222; Erde steril: p=0,333).

Bemerkenswert ist, dass auch unter Ausschluss der Werte der mit Ethanol
behandelten Samen ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und
den verschiedenen Behandlungsstufen von NaOCI besteht (Keimrate: p=0,006;
Kontamination: p=0,016).
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In der Gruppe NaOCI cum Ethanol fuhrte Ethanol in allen Versuchsgliedern zu einer
weiteren, signifikanten Senkung der Keimrate. Die Kontamination konnte mit
Ausnahme der 2 %-Variante auf unsterilem Boden auf null zurtickgefihrt werden.

Nach diesen Ergebnissen haben die Konzentrationen 4 % NaOCI cum Ethanol und
6 % NaOCI cum Ethanol sowie 6 % NaOCI sine Ethanol einen hohen Desinfektions-
grad. Dabei wird die Keimfahigkeit bei NaOCI cum Ethanol zunehmend geringer.

Aufgrund dessen wurde die Frage untersucht, ob die Explantate aus diesen Samen
ohne eine zusatzliche Behandlung in die Gewebekultur Ubernommen werden
konnen. Die Ergebnisse sind im Kapitel 4.3 Zell- und Gewebekultur dokumentiert.

4.1.3 Einfluss des Sterilisationsmediums Hz20:2

Neben NaOCI und Ethanol wurde H202 auf seine Eignung zur Dekontamination von
Borretsch geprift (Tab. 5). Ziel der Versuche war die Findung einer H202-
Konzentration mit ausreichender Pathogenfreiheit der behandelten Explantate und
Samen ohne Beeintrachtigung der Keimfahigkeit.

Tab.5: Wirkung von H202 auf das Keimverhalten und den Sterilisationsgrad
von Borretschsamen (jeweils n=30)

Kon- H20:2 H20:2 H20:2

trolle 10 % 15 % 20 %

Keimrate (%) 86,7 96,7 73,3 50,0
p-Werte (x2) 0,000

(Fisher) 0,353 0,333 0,005

Kontamination (%) 80,8 75,9 63,6 53,3
p-Werte (72) 0,226

(Fisher) 0,751 0,210 0,083

Das Ergebnis zeigt in Bezug auf die Keimrate lediglich bei einer Konzentration von
20 % H202 eine signifikante Reduzierung der Keimung auf 50 % im Vergleich zur
Kontrolle.

Der Grad der Kontamination sinkt zwar kontinuierlich mit steigender H:Oo.
Konzentration, doch selbst bei der Variante 20 % H202 zeigt der direkte Vergleich mit
der Kontrolle lediglich eine schwache Signifikanz. Insbesondere ist ein Anteil von
53,3 % kontaminierter Pflanzen unbefriedigend. Die Verwendbarkeit als Desinfek-
tionsmittel fur Borretschsamen ist nach diesem Ergebnis nicht gegeben.
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4.2 Zuchtungsversuche

Mit der Auslésung von Mutationen soll versucht werden, die Ertragsleistung des
Borretsch zu verbessern und gleichzeitig die negativen Auswirkungen der Wildpflan-
zeneigenschaften zu minimieren. Dazu wurden die drei Mutagenzien Ethylmethan-
sulfonat (EMS), Gammastrahlen und Neutronenstrahlen untersucht.

Primares Versuchsziel war dabei ein epigyner Blutenstand, der die Méglichkeit
bietet, den Samen in der Fruchtkapsel bis zur Ernte zu halten oder aber beim
jetzigen Blutenstand einen festen Kornsitz zu erzielen, bei dem die spontane
Ausfallneigung auf nahezu null reduziert ist.

4.2.1 Ergebnisse der Behandlung mit 1 % EMS-L6sung

Die angestrebte Mutationsauslosung sollte mit der Behandlung der Borretschsamen
mit einer 1 %igen EMS-L6sung erreicht und der Einfluss von EMS auf die Gesamt-
entwicklung der Pflanzen untersucht werden (Tab. 6 und Tab. 7). Neben der
Kontrolle wurden drei Gruppen dber 12, 18 und 24 Stunden einer Behandlung mit
dieser Konzentration unterzogen.

Tab. 6: Einfluss einer 1 %igen EMS-Behandlung von Borretsch-Samen (12,
18, 24 h) auf ausgewahlte Merkmale der Borretsch-Pflanzen
(jeweils n=40)

Wachstums- | Kontrolle 12 h 18 h 24 h
phase
Blattzahl/Pfl. 55d 13,1 12,1 11,6 13,7
114 d 40,2 43,7 48,0 48,5
p-Wert (114 d) 0,074
Chlorosen 55d 2,1 2,5 2,8 2,9
(Bon.1-9) 114 d 1,1 1,5 1,7 1,8
Nekrosen 55d 6,9 % 9,9 % 4,3 % 8,8 %
gz;'B'étte”P“' 114 d 42 % 71% 5,0 % 9,1%
Kornzahl/Pfl. 17,5 0,7 0,0 0,0
p-Wert (Kruskal-Wallis) 0,000

Wahrend in der ersten Wachstumsphase die Blattzahl in den einzelnen Behand-
lungsstufen weitgehend ausgeglichen war, wurden nach 114 Tagen mit steigender
Behandlungsintensitat hohere Blattzahlen mit jedoch nur schwacher Signifikanz fest-
gestellt. In beiden Wachstumsphasen stieg mit zunehmender Behandlungsdauer die
Zahl chlorotischer Blatter. Der Anteil der Blatter mit Chlorose-Symptomen war in der
ersten Behandlungsphase mit 16,0 % bis 24,1 % hoch, ging jedoch nach 114 Tagen
mit steigender Blattzahl auf 2,7 % bis 4,2 % zurick. Das bedeutet, dass der
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Gesundheitszustand der Pflanzen stabil gehalten werden konnte. Die Anzahl
nekrotischer Blatter hatte zwischen der niedrigsten und héchsten Behandlungsstufe
eine steigende Tendenz mit unterschiedlich starker Auspragung in den
Zwischenstufen. Der prozentuale Anteil nekrotischer Blatter stieg in der zweiten
Wachstumsphase in den beiden hohen Behandlungsstufen an. Die festgestellte
Entwicklung von Nekrosen und Chlorosen stellt insgesamt keine Ubermafiige
Einschrankung der Vitalitat der Borretsch-Pflanzen dar.

Der Kornertrag betrug in der Kontrolle 17,5 Kérner/Pflanze und in der 12 h Variante
0,7 Korner/Pflanze. Pflanzen, die aus Samen mit 18- bzw. 24-stiindiger Behandlung
hervorgingen, brachten keinen Kornertrag. Die Ernteergebnisse zeigten einen hoch
signifikanten Einfluss (p=0,000) der EMS-Behandlung auf die Fertilitdt bei Borretsch.

Neben den Eigenschaften Vitalitat und Ertrag wurde auch der Einfluss einer 1%igen
EMS-L6sung auf morphologische Eigenschaften des Borretsch untersucht (Tab. 7).

Im Beobachtungszeitraum wurde in den behandelten Gruppen ein hoher Anteil von
Pflanzen mit einem geringeren La&ngenwachstum (p=0,000) im Vergleich zur
Kontrolle festgestellt. Diese deutlichen Unterschiede lassen sich bereits beim
direkten Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der Behandlungsdauer 12 h
nachweisen.

Die Schossbereitschaft war bei der Gruppe 24 h mit 60 % am starksten ausgepragt.
Bemerkenswert ist der geringe Einfluss der Behandlung bei der 18 h-Variante.

Die steigende Intensitdt der EMS-Behandlung forderte mutagene Effekte und
beeinflusste den Grad der Blattveranderung, der bei der Gruppe 24 h am stérksten
ausgepragt war. Der Bluhbeginn war in allen Behandlungsstufen verzdgert, in der
24 h-Behandlung jedoch am starksten. Die behandelten Varianten zeigten hoch
signifikante Unterschiede der Blitenform im Vergleich zur Kontrolle. Die Seitentriebe
hatten in den Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrolle eine niedrigere
Ansatzhdhe, die von einem geringeren Ladngenwachstum beeinflusst sein kann. Im
Ubrigen wurden in diesem Versuch keine wesentlichen, dem Zuchtziel dienenden
mutagenen Veranderungen festgestellt.
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Tab.7: Wirkung einer 1 %igen EMS-LOsung auf die Morphologie von
Borretsch (jeweils n=40)
Wachstums- Ktr. 12 h 18 h 24 h
phase
Pflanzenlange 55d 32,6 29 27,3 15
(in cm) 78 d 48,8 433 37,8 31,7
114d 68,1 56,3 52,3 42,6
p-Wert 114 d 0,000
Schossbeginn 65d 30,0 42,5 32,5 60,0
(%) 70d 80,0 87,5 62,5 75,0
79d 100,0 100,0 100,0 100,0
Blattform ver- 55d 0,0 2,1 1,7 4,2
andert / Pflanze (17,4 %) (14,7 %) (30,7 %)
114d 0,0 3,2 3,1 4,9
(7,3 %) (6,5 %) (10,1 %)
p-Wert (Mediantest) 0,000
Bluhbeginn (d 122,3 131,8 132,3 145,0
nach Aussaat)
p-Wert (Kruskal-Wallis) 0,000
Blutenform 55d 1,0 1,1 1,1 1,2
ézzgfgoygny” 114d 1,0 13 15 15
p-Wert (Kruskal-Wallis) 0,000
Seitentrieb An- 55d 17,2 8,0 9,8 6,7
satzhohe (cm)

p-Wert

(Kruskal-Wallis) 0,000

4211

EMS-Feldversuch Rauischholzhausen 2000

Ziel des Versuchs war die Induktion von Mutationen durch eine 1 %ige EMS-L6sung
in einem groReren Pflanzenbestand. Diese MalRnhahme war erforderlich, da nach
ODENBACH (1997) die spontane Mutationshaufigkeit pro Gen und Generation 102
betragen konnte, wiirde sie nicht durch Reparatur bis auf 10-° herabgesetzt.

Fur den Feldversuch wurde auf Grund der Ergebnisse des vorangegangenen
Versuchs eine Behandlungsdauer von 16 h gewdahlt. Diese lag nahe der Fertilitats-
grenze von 18 Stunden, um die Wahrscheinlichkeit fir Mutationen zu erhéhen.
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Tab. 8: Wirkung einer 1 %igen EMS-LOsung (16 h) auf die Entwicklung von
Borretsch; Feldversuch M1, Rauischholzhausen 2000 (n=1345)

Priafmerkmal Auspragung Anteil in % n
Wuchstyp Blatt 95,3 1282
Stangel 4,7 63
Verzweigung schwach 2,2 29
mittel 31,4 423
stark 66,4 893
Blutenfarbe blau 38,2 515
weil3 0 0
rot 12 160
mischfarben 49,8 670
Bliutenform normal 3,3 45
verandert 96,7 1300
Kelchblatt normal 5,8 78
Verandert 94,2 1267
Fruchtknoten normal 99,6 1340
verandert 0,4 5
Blattform normal 3,9 53
verandert 96,1 1292

Im Ergebnis der EMS-Behandlung wurde festgestellt, dass 95,3 % der Pflanzen als
Blatttyp eingestuft werden konnten. Die EMS-Behandlung hat in dieser Beziehung
keine Veranderung des Wuchstyps bewirkt.

Verzweigung

Der hohe Anteil von Pflanzen mit starker und mittlerer Verzweigung ist tberwiegend
dem Blatttyp zuzurechnen, der deutlich geringere Anteil schwacher Verzweigung
meist dem Sténgeltyp. Die unterschiedlichen Zahlenwerte von Stangeltyp und
geringer Verzweigung erklaren sich dadurch, dass bei dem Stangeltyp auch bei
etwas starkerer Seitenverzweigung der hohe Ansatz der Seitentriebe bertcksichtigt
wurde.

Blutenfarbe

In normalen Borretschbestdnden dominiert im Allgemeinen die blaue Blutenfarbe.
Bemerkenswert ist in diesem Versuch der verhéltnismalig hohe Anteil mischfarbener
Bluten, der charakterisiert ist durch die Farben blau und rot. Diese Farbvariation ist
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die EMS-Behandlung zurlckzufihren. Dabei
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befanden sich blaue und rote Bliten in der Regel an der gleichen Pflanze. Weil3e
Bluten wurden nicht festgestellt.

Blutenform

Bei dem hohen Anteil veranderter Bluten wurde das &uf3ere Erscheinungsbild der
Gesamtblite beurteilt, wobei in diesen Wert Form und Erscheinungsbild der Korolla
mit Antheren und Fruchtknoten eingingen. Die Sepalen waren in hohem Mal3
formverandert. Bluten- und Kelchblatter zeigten leicht gekrimmte Formen und waren
in der Entwicklung retardiert.

Die Stellung des Fruchtknotens zur Korolla wurde durch die EMS-Behandlung nicht
wesentlich beeinflusst. So konnten nur bei 0,4 % der Pflanzen leichte Abweichungen
festgestellt werden. Eindeutig ausgepragte epigyne Blitenstdnde wurden nicht
beobachtet.

Blattform

Die Wirkung von EMS kommt in dem hohen Anteil von 96,1 % veranderter Blattfor-
men zum Ausdruck. Die Blatter waren in der Regel kleiner und schmaler, die
Blattspitze seitlich abgebogen.

Kornernte
Zur Prufung des Kornertrags wurden vor der Ernte der Gesamtflache von jeder
Reihe ca. funf Pflanzen geerntet, die einen Ertrag von 878 Kdrnern erbrachten.

Die Ernte der Gesamtflache erfolgte in einer langer andauernden Regenperiode. Das
Pflanzenmaterial wurde nachgetrocknet. Der vollstdndige Kornerverlust erfolgte wohl
schon auf dem Feld durch Wenden sowie durch das Aufladen und Transportieren zur
Trocknung.

Mutationen

Ausgepréagte mutagene Veradnderungen (Chimare) zeigte die Pflanze 30/34
(Reihe 30/Pflanze 34) mit einer Wuchshéhe von 65 cm. Der mutagen veranderte
Seitentrieb entwickelte sich aus einer Blattachsel in 10 cm Hb6he. Er zeigte sechs
Seitentriebe mit stark deformierten Blattern. Der Blitenstand war stark deformiert
und kugelig zusammengezogen. Die Korolla war in Ansatzen erkennbar und die
Antheren schwach entwickelt und infertil. Das Gynoceum hatte 1/3 der normalen
Grole.

Die Mutterpflanze zeigte geringfligige Veranderungen der Blattform und an einigen
Bluten geringfligige Formverdnderungen der Korolla. Die erfolgte Bestdubung der
isolierten Pflanze fiihrte zu keiner Kornbildung.

Die im Phytotron Kkultivierten sechs Klone brachten 13 Samen, die klein und
morphologisch verédndert waren. Die Pseudostrophiole war nicht oder nur
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unvollstandig ausgebildet. Von diesen Samen keimten nur drei, die in der
Jugendphase infolge schwacher Entwicklung und Botrythisbefall eingingen.

4.2.1.2 Nachbau aus dem Feldversuch 2000

In einem Feldversuch (Rauischholzhausen, 2000) wurde die Nachhaltigkeit der
1 %igen EMS-Behandlung auf morphologische Veranderungen bei Borago officinalis
L. im Vergleich von M1 und M2 untersucht (Tab. 9).

Tab. 9: Auspragung morphologischer Merkmale von Borretschpflanzen nach
1 %iger EMS-Behandlung (M1 und M2), Feldversuch
Rauischholzhausen 2000

Priafmerkmal (%) M1 (n=1345) | M2 (n=336) p-Wert (x2)
Pflanzen des Blatttyps 95,3 100,0 0,000
Pflanzen des Stangeltyps 4,7 0,0

Pfl. mit blauen Bluten 38,2 76,8 0,000*
Pfl. mit weil3en Bliten 0,0 0,0

Pfl. mit roten Bluten 12,0 0,0

Pfl. mit mischfarbenen Bliten 49,8 23,2

Pfl. mit normaler Blutenform 3,3 15,2 0,000
Pfl. mit ver&nderter Blitenform 96,7 84,8

Kelchblatt normal 5,8 9,1 0,023
Kelchblatt verandert 94,2 90,9

Fruchtknoten normal 99,6 98,0 0,001
Fruchtknoten verandert 0,4 2,0

Blattform normal 3,9 6,1 0,091
Blattform verandert 96,1 93,9

* Die weilen Blliten gehen nicht in die Teststatistik ein.

Beim Wuchstyp wurde wiederum eine deutliche Tendenz zum Blatttyp festgestellt.
Nachdem in der M1 4,7 % der Pflanzen dem Stangeltyp zugeordnet wurden, war der
Blatttyp in der M2 zu 100 % dominant.

Bei der Blutenfarbe ist blau hoch signifikant vorherrschend. Der um 46,6 %
zuriickgegangene Anteil von Pflanzen mit mischfarbenen Bliten und das Fehlen
roter Bliten in der M2 lassen den Schluss zu, dass die hohen Anteile dieser Farben
in der M1 mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die EMS-Behandlung initiiert wurden,
da die Pflanze bestrebt ist, die durch die EMS-Behandlung verursachten Schéaden zu
.reparieren (ODENBACH, 1997).
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Der gleiche Effekt war bei der Bliutenform, dem Kelchblatt, und der Blattform zu
beobachten. In der veranderten Fruchtknotenstellung wurde eine leichte Zunahme
beobachtet.

Unter den 878 Kdrnern des EMS-Feldversuches befanden sich ca. 60 formverén-
derte Samen. Es wurde untersucht, ob eine durch EMS-Behandlung verursachte
veranderte Samenform auch ihre Auspragung in morphologischen Veranderungen
bei der folgenden Pflanze findet (Tab. 10). Als Vergleich dienten die Ergebnisse des
Nachbaus M2 aus dem Feldversuch.

Tab. 10: Auspragung morphologischer Merkmale von Borretschpflanzen
(in %), GefalRversuch EMS M2, Rauischholzhausen 2001 (n=48)

Auspragung M2
Blatttyp 100,0
Stangeltyp 0,0
normale Blutenform (hypogyn) | 93,8
veranderte Blitenform 6,2
(iedoch nicht epigyn)

blaue Bluten 71,0
weil3e Blliten 0,0
rote Blite 6,0
mischfarbene Bluten 23,0
normale Fruchtknoten 100,0
veranderte Fruchtknoten 0,0
normale Blattform 93,3
verédnderte Blattform 6,7

Die untersuchten Merkmale zeigten keine ausgepragten mutagenen Veranderungen.
Der Blatttyp dominierte wie im Nachbau mit 100 %. Auffallend war der noch relativ
hohe Anteil von Pflanzen mit roten Bliten (6%), wahrend der Anteil an Pflanzen mit
mischfarbenen Bliten nahezu gleich blieb (Tab. 10). Bei diesen Pflanzen war der
Reparatureffekt offensichtlich nicht so stark ausgepragt und infolgedessen die blaue
Blutenfarbe im Vergleich zum Nachbau-Feldversuch nicht so stark vertreten. Die
veranderte Blattform ging entgegen dem Nachbau-Feldversuch im vorliegenden
Versuch auf 6,7 % zurtick. Die Veranderungen des Fruchtknotensitzes (epigyn) im
Nachbau-Feldversuch wurden im vorliegenden Versuch relativiert.

Ein Bezug zwischen einer durch EMS-Behandlung induzierten Formveranderung des
Samens und morphologischer Veradnderungen der daraus entstehenden Pflanze
lasst sich nach diesem Versuch allenfalls bei der Blutenfarbe ableiten.
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4.2.2 Behandlung der Samen mit Gammastrahlen

In den folgenden Versuchen wurde die Wirkung der Gammastrahlung auf
morphologische = Veranderungen des Borretsch  untersucht. Da keine
Erfahrungswerte vorlagen, wurde der Strahlendosisbereich zunéchst auf 50 —
300 Gy festgelegt (Tab. 11).

Tab. 11: Morphologische Veranderungen von Borretschpflanzen durch
Gammabestrahlung, Freilandversuch Rauischholzhausen 1999

(12<n<18)
Ktr. 50 Gy 100Gy | 150Gy | 200 Gy | 300 Gy

n 18 12 17 18 15 14
Basaltriebe
Seitentriebe 4 3 4 5 6
Pfl.-lange (cm) 48 44 49 48 43 20
Blattzahl pro Pfl. 40 35 38 39 42 27
Blatt verandert 0 0 0 0 3 1
Nekrose
Chlorose 0 5 4 0 0 2
Bluhbeginn (d) 58 59 61 61 63 64
Blute veréndert 0 0 0 0 0 0

Das Versuchsergebnis zeigte in einzelnen Bereichen geringe morphologische
Verédnderungen. Die Bestrahlungsstufen bis 200 Gy hatten offensichtlich keinen
Einfluss auf das Langenwachstum der Pflanzen, das aber in der 300 Gy-Stufe um
circa 50 % reduziert wurde. Ebenfalls wurden keine nennenswerten Auswirkungen
auf die Blattzahl in den Gruppen von 50-200 Gy im Verhéltnis zur Kontrolle
festgestellt. Die 300 Gy-Stufe erreichte dagegen im Vergleich zur Kontrolle nur 27
Blatter/Pflanze (= 67,5 %).

Bei einer Strahlendosis ab 200 Gy fuhrte die Behandlung zudem zu einer verander-
ten Blattform. Die in den einzelnen Prufgliedern festgestellte Nekrose und Chlorose
wurde offensichtlich nicht durch die Gammastrahlung verursacht. Der Blihbeginn
wurde mit steigender Dosierung verzogert. Veranderte Bliutenformen konnten in
keiner Behandlungsstufe festgestellt werden.

4.2.2.1 Einfluss der Gammabestrahlung auf die Keimfahigkeit

Da keine Erkenntnisse tber den Einfluss der Gammastrahlung auf die Keimfahigkeit
von Borretsch vorlagen, wurde ein entsprechender Keimversuch mit einer
Strahlenbehandlung von 300 bis 700 Gy angesetzt (Abb. 16 ).
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Einfluss der Gammabestrahlung auf die Keimféhigkeit
von Borretschsamen
100 896
90
80 T+
S 70 1 63;6 62,6
T 60
°
g 50717 39,0
g 40 T ____ 35.0
ot — 29,0
X 30 +—
20 +— —
10 +— —
0 T T T T T
Ktr. 300Gy 400Gy 500Gy 600Gy 700 Gy

Abb. 16 Einfluss der Gammabestrahlung auf die Keimfahigkeit von Borretsch

Der Keimtest zeigte mit steigender Bestrahlungsintensitat eine Reduktion der Keim-
fahigkeit. Die Werte der Faktorstufen 300 Gy und 400 Gy sowie der drei Stufen
500 Gy bis 700 Gy sind dabei aber statistisch gleich bzw. fast gleich zu bewerten.
Die Keimfahigkeit betrug bei der Gruppe 700 Gy 29 % gegenuber der Kontrolle mit
89,6 %.

4.2.2.2 Mutationsversuch mit Gammastrahlen

Zur Prifung des Einflusses der Gammastrahlung auf die Auspragung morpho-
logischer Merkmale sowie auf die Initierung mutagener Veranderungen bei
Borretsch wurde eine Strahlendosis zwischen 300 Gy und 700 Gy gewahlt.

Tab. 12: Morphologische Verdnderungen durch Gammabestrahlung,
Feldversuch Giel3en 2001 (jeweils n = 48)

Ktr. | 300 Gy | 400 Gy | 500 Gy | 600 Gy | 700 Gy | p-Wert*

Blattzahl 87,4 59,9 54,8 33,8 41,7 38,7 0,000
pro Pfl.
Seitentriebe 6,4 54 4,3 1,8 2,0 2,4 0,000
pro Pfl.

Pfl.-Lange 58,8 | 415 39,0 25,2 24,7 25,3 0,000
(cm)

Bliihbeginn | 59,1 58,6 59,9 65,9 69,2 66,2 0,000
(d)

Kornertrag | 2,07 | 1,19 | 116 | 1,07 | 097 | 1,13 0,045
(dt/ha)

* jeweils nach Kruskal Wallis

Alle die Morphologie der Pflanze betreffenden Daten waren bereits in der ersten
Bestrahlungsstufe (300 Gy) im paarweisen Vergleich mit der Kontrolle niedriger
ausgepragt als die Kontrolle (Tab. 12). So waren die Blattzahl/Pflanze, die Zahl der
Seitentriebe, die Pflanzenlange und der Kornertrag bereits bei 300 Gy deutlich
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vermindert. Der Versuch zeigt zudem eine zunehmend negative Wirkung auf die
morphologischen Eigenschaften des Borretsch bis zu einer Bestrahlungsdosis von
500 bzw. 600 Gy.

Mit steigender Dosierung wird die Blattzahl signifikant verringert. Unterschiedlich
stark ausgepragt ist die gleiche Entwicklung bei der Anzahl der Seitentriebe. Auch
die Pflanzenlange wird mit zunehmender Dosierung von 58,8 auf 24,7 cm verringert.
Der Bluhbeginn wird mit hoherer Dosierung der Gammastrahlung innerhalb der
Behandlungsgruppen um 10,6 Tage signifikant verzogert. Der Kornertrag wird in
allen Behandlungsstufen durch die Gammastrahlung negativ beeinflusst.

Eine ausreichende Wasser- und Nahrstoffversorgung sowie optimale Warmezufuhr
bei ausreichender Sonneneinstrahlung sind die Vorraussetzungen fur eine optimale
Photosyntheseaktivitat zur Bildung organischer Substanz. Zur Prifung des
Einflusses der Gammastrahlung auf den Chlorophyll-Gehalt und den Ertrag von
Borretsch wurde die Wirkung der Strahlendosen von 300-700 Gy untersucht (Tab.
13).

Tab. 13: Einfluss der Gammastrahlen auf die CCI*-Werte und den Kornertrag
von Borretsch, Feldversuch Giel3en 2001 (jeweils n=12)

Ktr. 300Gy | 400Gy | 500Gy | 600Gy | 700 Gy
Kornertrag g/Pfl. 4,0 1,6 1,3 1,3 2,0 1,7
dt/ha (12Pfl./m?) 4,8 1,9 1,6 1,6 2,4 2,04
p-Wert 0,000
Dunnett-T 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000
Messwerte CCI 18,8 15,8 17,3 14,9 17,0 15,4
p-Wert 0,004
Dunnett-T 0,031 0,526 0,002 0,363 0,008

* CCl=Chlorophyll-Content-Index

Der Kornertrag wurde durch die steigende Strahlungsintensitat negativ beeinflusst
mit den niedrigsten Ertragen in der 400- und 500 Gy-Stufe.

Weniger eindeutig ist die Datenlage bei den Messwerten des Chlorophyligehalts. Die
beiden Bestrahlungsgruppen 400 Gy und 600 Gy zeigen im paarweisen Vergleich
mit der Kontrolle keine signifikanten Mittelwertunterschiede. Die behandelten
Gruppen erreichten im Mittel nur 87,1 % im Vergleich zur Kontrolle.

Einfluss der Gamma-Strahlen-Behandlung auf den Reifeverlauf der Samen

Mit dem Ublichen Ernteverfahren, der Schwadablage, wurden alle Reifestadien
geerntet. In diesem Versuch (Tab. 14) sollte der Anteil reifen Erntegutes als
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wirtschaftlich nutzbarer Teil ermittelt werden, wobei zwischen reif (schwarz), halbreif
(braun) und unreif (grin) unterschieden wurde.

Tab. 14: Kornertrag (kg/ha), Reifestadien und TKG (g) von Borretsch nach
Gammabestrahlung, Feldversuch Giel3en 2001 (jeweils n=12)

Ktr. | 300 Gy | 400 Gy | 500 Gy | 600 Gy | 700 Gy

Ertrag gruner Samen 36,1 20,9 28,7 35,9 20,8 23,6
(kg/ha)
Ertrag brauner Samen 92,9 49,0 41,9 33,7 40,3 44,6
(kg/ha)

Ertrag schwarzer Samen | 77,6 49,0 45,6 37,6 38,5 44,6
(kg/ha)

Ertrag Samen 206,6 | 119,9 | 116,2 | 102,7 99,6 112,8
Gesamt (kg/ha)
p-Wert Ertrag (ges.) 0,001

Games-Howell 0,283 | 0,202 | 0,022 | 0,031 | 0,062
Gruner Samen (TKG/g) 11,0 11,7 13,5 13,7 10,8 12,3

Brauner Samen (TKG/g) 11,9 9,2 10,4 14,2 14,3 12,9

Schwarzer Samen (TKG/g) | 16,4 16,2 15,2 16,1 17,9 16,1

Anteil griner 17,5 18,2 24,6 33,5 20,9 20,9
Samen (%)
Anteil brauner 45.0 40,9 36,1 314 40,5 39.6
Samen (%)
Anteil schwarzer 375 40,9 39.3 35,1 38,6 39,5

Samen (%)

Die Gammabestrahlung hatte — Uber alle Faktorstufen betrachtet — einen
signifikanten Einfluss auf den Samengesamtertrag (p=0,001). Dabei sind nach dem
post hoc-Test signifikante Mittelwert-Unterschiede erst in den Bereichen 500 und
600 Gy, sowie mit einer schwachen Signifikanz in der 700 Gy-Stufe festzustellen.

Mit steigender Strahlendosis bis 600 Gy erfolgte eine kontinuierlich verlaufende
Reduzierung des Ertrags auf 99,6 kg/ha gegentber der Kontrolle, bei 700 Gy
wiederum eine leichte Steigerung. Bei den im ersten Reifestadium befindlichen
Samen ist kein Einfluss der steigenden Strahlendosis erkennbar. Bei den braunen
und schwarzen Samen erfolgte eine negative Ertragsentwicklung mit der
Dosiserhohung bis 500 Gy auf 33,7 bzw. 37,6 kg/ha gegeniber der Kontrolle. Eine
weitere Dosiserh6hung ging dagegen mit einem erhdhten Ertrag einher.

Das TKG zeigt in allen Reifestadien und Strahlendosen ein uneinheitliches Bild. Ein
Einfluss der Gammabestrahlung ist nicht erkennbar. Hoheres TKG schwarzer Samen
zeigt die Kornfillung (Fetteinlagerung) an.
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Interessant ist der fur die wirtschaftliche Nutzung wichtige Anteil schwarzer (reifer)
Samen, dessen Anteile am Gesamt-Samenertrag zwischen 35,1 und 40,9 % liegt.
Ein Einfluss der Bestrahlung ist hier nicht erkennbar.

4223 Letalititsversuch

Das Versuchsziel war, die Letaldosis sowie die fiur Versuche an lebenden
Borretschpflanzen erforderliche Gamma-Strahlendosis zu finden, die fur weitere
Versuche als Mal3stab gelten kdnnte (Tab. 15). Dabei sollten bei einer méglichst
hohen Strahlendosis Mutationen ausgelost werden, ohne das Pflanzenwachstum
nachhaltig zu storen. Die Strahlendosis wurde etwa um den Faktor 10 gegentuber der
Samenbestrahlung reduziert.

Tab. 15: Einfluss der Gammastrahlen auf die Vitalitat von Borretschpflanzen,
GefaRversuch GielRen 2001 (Vorversuch) (jeweils n=2)

10 Gy 30 Gy 50 Gy 60 Gy 70 Gy

Pfl.-L&ange (cm) 73d 12,0 11,8 12,5 13,0 13,3

101d 53,0 21,0 0 0 0
Beginn der Knospen- 73 76 0 59 59
bildung nach (d)
(16.7.)
Blihbeginn nach (d) 86 93 - - -
(29.7.)
Pflanzenzahl - - 2 2 2
letal (101d)

Das Langenwachstum war nach 73 Tagen bei der Variante 30 Gy mit 11,8 cm am
niedrigsten und stieg dann bis zur 70 Gy-Variante auf 13,3 cm an. Die Varianten
60 Gy und 70 Gy zeigten schon nach 59 Tagen Knospenbildung, bildeten aber keine
Bluten mehr aus. Bei den Pflanzen der Gruppe 50 Gy kam es trotz normaler
Entwicklung nicht zur Knospenbildung. Die Gruppen 10 und 30 Gy bildeten nach 73
und 76 Tagen Blutenknospen. Der Bliihbeginn erfolgte nach 86 und 93 Tagen.

Aufgrund der Ergebnisse des Vorversuchs wurden im Folgeversuch (Tab. 16) weite-
re Eigenschaften untersucht, wobei die Strahlendosen auf 10 bis 40 Gy festgelegt
wurden.
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Tab. 16: Einfluss von Gamma-Strahlen auf das Wachstum von Borretsch-
Pflanzen (je n=8, Ktr. n=7), GefaRversuch GI 2001 (Folgeversuch)

Ktr. 10 Gy 20 Gy 30 Gy 40 Gy
Blattzahl 13,3 13,3 16,4 17,5 15,8
p-Wert* 0,981 0,048 0,008 0,111
Pfl.-L&ange (cm) (87 d) 40,6 38,0 31,8 22,6 18,3
p-Wert* 0,381 0,004 0,000 0,000
Knospenbildung (%) 71 % 25 % - - -
Beginn nach d 71d 81d
Blutenbildung (%) 71 % 25 % - - -
Beginn nach d 84d 92d
Chlorose (Blatter / Pfl.) 0,4 0,3 0,3 0 0
p-Wert* 0,588 0,760 0,006 0,000
Nekrose (Blatter / Pfl.) 0,7 1,0 0,9 2,3 3,1
p-Wert* 0,588 0,760 0,006 0,000
Blatt verandert 0 0,1 2,6 5,8 4,8
(Blatter / Pfl.)
p-Wert* 0,876 0,002 0,000 0,000
Pflanzen letal (101 d) 0 0 0 0 0
* Dunnett-T

Die Blattzahl pro Pflanze variierte in diesem Versuch von 13,3 bis 17,5
Blatter/Pflanze (Tab. 16).

Mit der Erh6hung der Strahlendosis wurde das Langenwachstum reduziert. Die
Variante 40 Gy erreichte 44,8 % des Kontrollwertes. Die Knospenbildung war bei der
Variante 10 Gy auf 25 % reduziert und erfolgte zehn Tage spater. Dementsprechend
war auch der Bluhbeginn verzogert. Ob die nicht erfolgte Knospenbildung in den
Varianten 20 Gy - 40 Gy auf die Gammastrahlung zuriickzufiihren ist, musste weiter
untersucht werden, da im vorigen Versuch zwar eine Knospenbildung in hdéheren
Strahlendosen erfolgte, diese aber nicht zur Blutenbildung fuhrte. Chlorotische
Verdnderungen nahmen mit hoherer Strahlendosis ab, wahrend nekrotische
zunahmen. Mit héherer Strahlendosis stieg auch die Anzahl formveréanderter Blatter
von 0,1 (10 Gy) auf 5,8 Blatter/Pflanze (30 Gy). Dieser Wert fiel bei 40 Gy auf 4,8
veranderte Blatter/Pflanze. In dem Bereich 0 bis 40 Gy wurden keine letalen
Pflanzen festgestellt.
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4.2.3 Behandlung der Samen mit Neutronenstrahlen

Ziel der Behandlung der Samen mit Neutronenstrahlung war die Initierung von
Mutationen, die einen epigynen Blitenstand bzw. festen Kornansatz aufweisen. Die
Pflanzen wurden anschlie3end Uber mehrere Generationen selektiert und kultiviert.

4231 Vorversuche zur Strahlendosis

Da keine Erfahrungswerte hinsichtlich der optimalen Strahlendosis vorlagen, wurden
zunachst Keimversuche bei unterschiedlicher Strahlendosis durchgefiihrt. Der erste
Versuch erfolgte mit einer Leistung von 100 kW uber 4, 8, 12 und 16 min (Tab. 17).

Tab. 17: Einfluss der Neutronenstrahlen auf die Keimféahigkeit bei 100 kW,
Rauischholzhausen 2001 (jeweils n=50)

4 min 8 min 12 min 16 min
Samen gekeimt 22 26 11 0
Keimfahigkeit (%) 44 52 22 0
Pfl.-Lange nach 16 d (cm) 2 2 0 (letal) 0 (letal)
Pfl. nach 4 Wochen letal letal - -

Samen, die einer Bestrahlung von 4 und 8 min ausgesetzt wurden, zeigten eine
Sprossentwicklung bis zu einer Grof3e von 2 cm. Es kam jedoch nicht zur Wurzel-
bildung. Die Pflanzen gingen nach etwa 4 Wochen ein.

Bei der Variante 12 min kam es bei 22 % zu einem Keimansatz mit z. T. begin-
nendem DurchstoRen der Bodenoberflache. Die restlichen Samen dieser Variante
zeigten keine Keimreaktion. Die Bestrahlungszeit von 16 min fuhrte zu einer vollstan-
digen Letalitat der Samen. Um eine hohere Uberlebensrate der zu behandelnden
Pflanzen zu erreichen, wurde die Bestrahlungsleistung auf 30 kW und die Behand-
lungsdauer auf 102 s, 137 s, 172 s bzw. 207 s reduziert (Tab. 18).

Tab. 18: Einfluss der Neutronenstrahlen auf die Keimféahigkeit und Vitalitéat
von Borretsch, Strahlendosis 30 kW, Rauischholzhausen 2001
(jeweils n=60)

Strahlungsdauer 102 s 137 s 172 s 207 s
Samen gekeimt 33 26 6 0
Keimfahigkeit (%) 55 43 10 0
Pflanzenlange n.16 d (cm) 2 2 1 0
Vitalitat n. 40 d (%) 0 1,7 1,7

Vitalitat n. 50 d (%) 0 0 0
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Die Bestrahlungsgruppe 207 s zeigte keine Keimreaktion. Bei den Gruppen 172 s,
137 s und 102 s wurde eine Keimfahigkeit von 10 %, 48 % bzw. 55 % festgestellt.
Nach 16 Tagen erreichten diese Pflanzen eine Lange von 1 bzw. 2 cm. Nach
40 Tagen waren von den Gruppen 172 s und 137 s nur noch je eine Pflanze vital.
Nach 50 Tagen betrug auch bei diesen beiden Gruppen die Letalitatsrate 100 %.

4.2.3.2 Einfluss der Neutronenstrahlung auf die Keimfahigkeit

Aufgrund der hohen Letalitdtsrate wurde die Bestrahlungsintensitdt von 30 kW auf
10 kW reduziert (Tab. 19). Die Bestrahlungsdauer blieb dabei unveréandert.

Tab. 19: Keimfahigkeit und Vitalitat von Borretsch in Abhangigkeit von der
Bestrahlungszeit, Strahlendosis 10 kW, Rauischholzhausen 2001
(jeweils n=50)

Strahlungsdauer 102 s 137s 172s 207 s

Samen gekeimt 50 (100 %) | 45 (90 %) 41 (82 %) 43 (86 %)

p-Wert (1) 0,023

Vitalitat nach 41 d 42 (84 %) 36 (72 %) 35 (70 %) 19 (38 %)
84,0* 80,0* 85,4* 44,2*

Vitalitat nach 65 d 38 (76 %) 24 (48 %) 16 (32 %) 4 (8,0 %)
76,0* 53,3* 39,0* 9,3*

p-Wert 65 d (x?) 0,000

* Die zweite Zahl (% - Angabe) bezieht sich auf den Anteil an den in dieser Behandlungsstufe
gekeimten Samen. Auf diese Angabe bezieht sich auch der Signifikanzwert.

Es zeigt sich in der Tendenz ein negativer Einfluss der Neutronenstrahlung auf die
Keimfahigkeit von Borretsch, die bei einer Bestrahlungsdauer von 102 s 100 % und
bei einer Bestrahlungsdauer von 172 s 82 % betrug. Weitaus deutlicher ist aber die
durch die Behandlung erfolgte Einschrankung der Vitalitdt der gekeimten Pflanzen,
die nach 41 Tagen von 84,0 % (Bestrahlungsdauer 102 s) auf 44,2% (Bestrah-
lungsdauer 207 s) sank. Nach 65 Tagen sank die Vitalitat von 76,0 % auf 9,3 %.

Damit wurde der fur weitere Versuche erforderliche Dosisbereich gefunden, in dem
einerseits eine noch ausreichende Vitalitat sowie andererseits die Mdglichkeit zur
Initierung von Mutationen gegeben ist.

4.2.3.3 Einfluss der Neutronenstrahlung auf morphologische Merkmale

Zur Prifung der phanotypischen und qualitativen Eigenschaften wurden diese
Pflanzen in einem GefalRversuch weiter kultiviert und wichtige Merkmale bonitiert
(Tab. 20).
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Tab. 20: Einfluss von Neutronenstrahlung auf morphologische Merkmale von
Borretsch (Folgeversuch), Rauischholzhausen 2001

102's 137 s 172's 207 s
33 22 13 3

Blattzahl / Pflanze 47,8 46,6 52,1 44,3
p-Wert 0,692
Pfl.-Lange (cm) 52,7 51,2 58,2 42,5
p-Wert 0,821*
Nekrose 8,53 7,96 11,42 6,27
(Blatter / Pflanze)
p-Wert 0,229
Chlorose 3,64 3,32 4,31 5,67
(Blatter / Pflanze)
p-Wert 0,522*
Beginn Schossen (d) 57,6 60,6 63,1 67,7
p-Wert 0,030*
Beginn Blute (d) 98,6 101,5 104,1 108,7
p-Wert 0,032*
Blatter verformt 0,97 1,09 0,85 0,33
p-Wert 0,895*
Seitensprosse 1,67 1,86 1,69 1,33
p-Wert 0,406*
Basaltriebe 1,55 1,86 1,69 1,00
p-Wert 0,201*
Messwerte CCI 25,9 26,2 29,6 231
p-Wert 0,319*

* Kruskal-Wallis

Die Neutronenstrahlung fiihrte zu einer Verzégerung des Entwicklungsverlaufs von
Schoss- und Bluhbeginn. In der hochsten Bestrahlungsstufe setzte der Schoss-

beginn 9,6 d und der Bliihbeginn 10,7 d spater ein als in der niedrigsten.

Mit Ausnahme dieser beiden Merkmale gibt es keine signifikanten Hinweise darauf,
dass die Neutronenstrahlung bei diesen Dosen die Morphologie der Pflanzen negativ

beeinflusst.
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4.2.3.4 Ergebnisse des Mutationsversuchs Giel3en 2003

Das fur den Versuch vorgesehene Saatgut der Fa. de Witt, Niederlande, wurde auf
seine wertbestimmenden Inhaltsstoffe Gamma-Linolensdure und Erucaséaure
untersucht. Die GLS-Gehalte lagen mit 23,3 % in dem vom Handel geforderten
Bereich, der zwischen 22 % und 25 % liegt. Die ES-Gehalte lagen mit 2,7 % weit
unter dem zulassigen HoOchstgehalt von 5 %, jedoch Uber dem angestrebten
Zuchtziel von < 2,5 %. Ein besonderes Ziel dieser Behandlung war das Erreichen
eines epigynen Blutenstandes bzw. eines festen Kornansatzes. Das fir den Versuch
vorgesehene Saatgut wurde im Strahlenzentrum der Uni Mainz Uber einen Zeitraum
von 207 s einer Neutronenbestrahlung von 10 kW unterzogen.

Der Versuch wurde auf einer Versuchsflache von ca. 0,5 ha der Versuchsstation
Weilburger Grenze in GiefRen durchgefiuhrt. Auf der Versuchsflache verteilt wurden
drei mal 1 m? mit je 17, 20 und 30 Pflanzen fir den Versuch festgelegt. Diese
Pflanzen wurden auf Wuchstyp und morphologische Veranderungen untersucht und
bonitiert. Nach der Bonitierung konnten 63 Pflanzen dem Blatttyp und vier dem
Stangeltyp zugeordnet werden (Tab. 21).

Die Pflanzen wurden auf die Zahl der Bluteninsertionen und den jeweiligen
Blutenstand untersucht.

Tab. 21: Bonitur der Bliiteninsertion von Borretsch nach Neutronen-
Bestrahlung, Giel3en 2003

Merkmal Gesamt MW Min Max c Median
BlUteninsertion 18479 276,0 0 1229 259,9 185,0
davon abgebliht 6964 103,9 0 522 110 67
(steril)

abgebliht 9362 139,7 0 652 148,9 89
(normal)

abgebliht 1652 24,7 0 136 31,5 12
(verandert)

Vollblute 501 7,5 0 91 12,6 4

Alle 67 Pflanzen zeigten morphologische Verdnderungen. Die Bliten wurden in die
Kategorien normal, steril oder formverandert gegliedert. Die bonitierten 67 Pflanzen
hatten insgesamt 18479 Bluteninsertionen. Das entsprach im Mittel 276 Insertionen
je Pflanze, bei einem Maximalwert von 1229. Der Anteil der Bliten mit einem
normalen Fruchtansatz betrug 50,7 %. Bei den sterilen Bliten waren entweder das
Androzeum, das Gynozeum oder beide Organe degeneriert. Die Beurteilung der
abgeblihten veranderten Bliten bezog sich auf das Erscheinungsbild der Bliite nach
Form und Veranderungen der Kelch- und Blutenblatter.
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In der Vollblite standen 501 Bluten. Das entsprach 2,7 % der gesamten Bluten-
insertionen. Die Bonitierung von Blutenstand, Blitenstadien, Anzahl geernteter
Korner aller untersuchten Pflanzen und den sich daraus ergebenden Werten der
Einzelpflanze wird in Tab. 22 dargestellt.

Tab. 22: Einfluss der Neutronenstrahlung auf Blutensegmente und
Kornansatz von Borretsch, Giel3en 2003 (n=67)

Merkmale gesamt | MW/ Pfl. | Min Max c Median
Anzahl Bliten in 501 7,5 0 91 12,6 40
Vollblite
davon normal 156 2,3 0 46 5,8 1,0

verandert 345 5,2 0 45 7,8 2,0
Andro- normal 250 3,7 0 69 8,9 1,0
ceum

verandert 251 3,8 0 23 51 2,0
Gyno- normal 360 5,9 0 86 11,3 2,0
ceum

verandert 141 1,9 0 26 3,7 1,0
Knospen normal 4228 63,1 0 274 | 64,2 46,0

verandert 828 12,4 0 95 20,1 3,0
Samen- mit festem 411 6,1 0 39 8,0 4.0
ernte ges. Ansatz

Beurteilt wurde das auf3ere Erscheinungsbild hinsichtlich Form und Aussehen der
Bllten- und Kelchblatter der 501 zum Zeitpunkt der Bonitierung offenen Bliten. Der
Anteil der phéanotypisch veranderten Bliten betrug 68,9 %. Bezogen auf die
Einzelpflanze standen damit im Mittel 7,5 Bliten je Pflanze in der Vollblute. Davon
wurden 5,2 als verandert eingestuft. Die Formveranderungen des Androceums lagen
bei etwa 50,2 % und die des Gynoceums bei 28,1 % der in der Vollblite stehenden
Bluten.

Bemerkenswert ist der auf dem Feld bei 67 Pflanzen festgestellte feste Kornansatz
von 411 Kornern. Dabei handelt es sich um Korner, die nach einer leichten
Ruttelbewegung noch mit der Pflanze verbunden waren. Bei einer unbehandelten
Borretschpflanze hatten sich alle Kérner von der Pflanze geldst.

Von den untersuchten Pflanzen mit teilweise festem Kornansatz wurden 15 Pflanzen
in Crisp Pac - Tuten isoliert, um alle heranreifenden Samen zu erfassen (Tab. 24).
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Sie wurden — um die Systematik zu vereinfachen — zusammen mit den geernteten
Samenkdrnern der Generationsstufe M1 zugeordnet und bildeten die erste
Generation eines Uber mehrere Generationen angelegten Zichtungsversuchs,
dessen Stammbaum in Tab. 23 dargestellt wird.

Tab. 23: Stammbaum der Neutronengruppen M1 - M3

M1
“fest” M1/1 Jlose“ M1/0
M2
Jfest* M2/11 Jose“ M2/10 Sfest* M2/01 Jose“ M2/00
M3
Jfest Jlose” Jfest Jose” Jfest Jose” Jfest Jlose”
M3/111 | M3/110 | M3/101 | M3/100 | M3/011 | M3/010 | M3/001 | M3/000

Die Kategorien ,fest” bzw. ,lose” beziehen sich stets auf die einzelnen Samenkorner.
Das Bezeichnungsprinzip (,fest® = 1, ,lose“ = 0) ermdglicht durch Reihung die Erfas-
sung der Qualitat des aktuellen Kornansatzes sowie der Eigenschaften der Korner
aus vorangegangenen Generationen. So lasst sich beispielsweise aus der
Bezeichnung M4/0110 die Ansatzqualitat jeder der 4 Generationen ablesen, namlich
lose-fest-fest-lose.

Die Ergebnisse fur die 1.Generation werden in Tab. 24 und Tab. 25 erfasst.

Tab. 24: Geerntete Korner der in den Versuch ,fester Kornansatz“
eingestellten Pflanzen

Pfl.-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

fest | 2| 4| 5| 3|16 0| 7 |24a|10| 0| 1] 9 |12|0]o0

lose 5 23 41 96 | 121 0 119 | 100 | S0 3 2 95 95 2 14

gesamt | 7 | 27 | 46 | 99 [137 | 0 | 126|124 | 60 | 3 3 [104|106| 2 | 14

Es zeigen sich sehr hohe Ertragsschwankungen zwischen den einzelnen Pflanzen,
die von null bis 137 Kdrner / Pflanze reichen.
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Tab. 25: Verhéltnis fester und loser Kornansatz im Neutronenversuch M1,
Giel3en 2003 (n=15)

M1 Kornzahl Anteil % Korner/Pfl.
Gesamt 858 61
,lose* 766 89,3 55
»fest 92 10,7 6

Von den geernteten 858 Kdrnern der M1 |osten sich wahrend des Transport- und
Trocknungsprozesses 766 von den Mutterpflanzen. Die tbrigen 92 Korner (=10,7 %)
hatten nach dem Trocknungsprozess einen festen Ansatz.

4.2.3.5 Einfluss der Bestrahlung auf Gamma-Linolen- und Erucasaure-

Gehalte sowie auf den Kornansatz

Die fest und lose sitzenden Korner der
Leistungseigenschaften untersucht (Tab. 26).

M1 wurden getrennt auf ihre

Tab. 26: Die Gamma-Linolen- und Erucasaure-Gehalte von Borretsch-Samenol
der Gruppen M1/1 und M1/0 (%)

MW % Min % Max % c Median % n
Gamma- M1l 17,5 6,8 41,0 4.5 16,8 312
Linolen- gesamt
Saure  ugagyr 19.4 10,9 27.9 4.8 19.4 61
M1/1
"lose" 17,1 6,8 41,0 4.3 16,4 249
M1/0
Eruca- M1 4.2 2,5 7.0 0,8 4.2 310
saure gesamt
fest” 4.6 3,0 7.0 0,80 4.6 61
M1/1
Jlose” 4.1 2,5 6,4 0,7 4.2 249
M1/0

Von 92 Kérnern der Gruppe ,fest wurden 61 und von 766 der Gruppe ,lose” wurden
249 Korner auf die Fettsduren-Zusammensetzung untersucht. Nach der Neutronen-
behandlung war eine negative Veradnderung der wesentlichen Inhaltsstoffe von
Borretsch festzustellen. Die Mittelwerte der Einzeluntersuchungen lagen bei 17,5 %
GLS bzw. 4,2 % ES und damit 5,8 % unter bzw. 1,5 % Uber den Werten der in den
Versuch eingebrachten Handelsware.
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Zur Verbesserung der Zuchteigenschaften wurden aus der Population leistungs-
fahige mannliche Pflanzen als Pollenspender mit den in Tab. 27 beschriebenen
Eigenschaften selektiert.

Tab. 27: Leistungseigenschaften der mannlichen Borretsch-Pflanzen aus M1
zur Bestaubung

MW % Min % Max % c Varianz | Median % n
GLS fest 20,9 20,1 21,7 0,7 0,5 20,8
ES fest 3,6 3,1 4,4 0,5 0,2 3,5
GLS lose 22,8 20,0 24,7 1,4 2,0 22,8 12
ES lose 4,2 2,6 5,2 0,7 0,5 4,4 12

Die Leistungen der mannlichen Pflanzen waren im Vergleich zur Handelsware
aufgrund der durch die Neutronenbestrahlung verursachten niedrigeren Gamma-
Linolen- und hoheren Erucasaure-Gehalte ungunstig zu beurteilen. Es wurden
jedoch als Pollenspender die Pflanzen mit dem héchsten GLS-Gehalt und nach
Maglichkeit gleichzeitig niedrigem ES-Gehalt ausgewahlt.

Von den 61 untersuchten Kornern der Gruppe ,fest” wurden 55 und von 249 Kérnern
der Gruppe ,lose“ 235 Pflanzen herangezogen (Tab. 28). Es wurde untersucht,
inwieweit der Faktor "fester Kornansatz" in der Population (M2/11+ M2/01) fixiert war.

Tab. 28: Kornertrag und Ertragsstruktur von Borretsch in der Generation M2

Korner | Korner/ | Korner | fest | Korner | Kérner | lose Korn n
Gruppen | ges. Pfl. Hfest | % |fest/Pfl. | |ose % | lose/Pfl.
M2/11 1138 215 174 15,3 3,2 964 84,7 17,9 55
(M2/11) (M2/10)
M2/01 3196 13,6 357 11,2 1,5 2839 |88,8 12,1 235
M2/01 (M2/00)

Der Anteil Korner mit festem Ansatz stieg bei dieser Gruppe von 10,7 % in der M1
auf 15,3 % in der M2. In der Gruppe ,lose” zeigten von 3196 geernteten Kérnern 357
(11,2 %) einen festen Kornansatz. Damit hat die Gruppe ,fest” in der M2 eine
starkere Auspragung des festen Kornansatzes. Dieses Ergebnis legt die Schlussfol-
gerung nahe, dass dieser Effekt durch die Neutronenstrahlung induziert wurde.

4.2.3.6 Ertragsstruktur der Borretsch-Pflanzen in den Generationen M1 u. M2

Vorrangiges Zuchtziel war ein moglichst hoher Kornertrag bei einem mdglichst hohen
Grad festen Kornansatzes. In dieser Untersuchung wurden nur diejenigen Pflanzen
der M1 berucksichtigt, die einen teilweise festen Kornansatz aufwiesen.
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Leistungskriterien fur die M2 waren aufgrund der Erfahrungswerte in der M1 die
geerntete Kornzahl/Pflanze und der Anteil der Kérner mit festem Kornansatz. Um die
Selektion auf hoheren Kornertrag und hoheren Anteil festen Kornansatzes zu
intensivieren, wurden 30 Versuchspflanzen, die aus Kornern der Generation M1/1
(1=Gruppe fest) herangewachsen waren, in drei Ertragsgruppen (EG) gegliedert, die
sowohl Kornzahl/Pflanze als auch den relativen Anteil der Pflanzen mit festem
Kornansatz bericksichtigten (Tab. 29).

Tab. 29: Ertragsstruktur von Auswahlpflanzen aus M1/1 (n=10,9,11)

Ertrags- Ko. | K&./ | Min | Max | St.- | Me- | KO. | Ko. | Ka.

gruppe (EG) ges PAl abw | dian | fest | fest | fest/

aus M1/1 MW % Pfl.

M2 Ges. 772 | 25,7 | 4,0 65,0 | 164 | 27,5 | 151 | 19,6 | 5,0

M2/EG1 > 20 325 (325|200 | 56,0 | 11,2 | 31,0 | 105 3,9
> 20 32,3

M2/EG2 <20 62 6,9 | 4,0 9,0 1,8 6,0 18 5,2
> 20 29,0

M2/EG3 > 20 385 | 350|20,0| 650 | 14,2 | 30,0 | 33 3,0
<20 8,6

Anm.: K.= Kdrner; *Spalte 2, Zeilen 3-5: obere Zahl = Kornzahl/Pfl.,

M1/1= Gruppe fest (/1) der M1 untere Zahl = %-Anteil fester Kornansatz

In der in Tab. 29 dargestellten Auswahlgruppe von Pflanzen betrug der durchschnitt-
liche Anteil festen Kornansatzes 19,6 %. Die Steigerung betrug damit im Vergleich
zur M1 8,9 % (M1 =10,7 %). In der Ertragsgruppe eins lag der Anteil des festen
Kornansatzes um 21,6 %, in der Ertragsgruppe zwei um 18,3 % hdher. Der Anteil in
der Ertragsgruppe drei lag um 2,1 % niedriger.

Die gleichen Eigenschaften wurden bei den Pflanzen der Gruppe M1/0 (O=lose)
untersucht, also bei den Pflanzen, die aus losen Kornern der 1. Generation
hervorgegangen sind (Tab. 30).
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Tab. 30: Ertragsstruktur von Auswahlpflanzen aus M1/0 (n=31+36+31)

Ertrags- Ergeb- K©o. K6./ | Min | Max | St.- Me- | Korn | Ko. K.
gruppe (EG | nis* Ges Pfl abw | dian | fest | fest | fest
aus M1/0) (MW % [PAl.
)
M2 ges. 1852 | 189 | 3,0 | 51,0 10,6 | 21,0 | 384 | 20,7 | 3,9
M2/EG1 > 20 812 26,2 1200 (510]| 7,3 | 22,0 | 205 6,6
> 20 25,2
M2/EG2 <20 278 7,7 110,0|19,0| 4,3 7,0 82 3,1
> 20 29,5
M2/EG3 > 20 762 246 | 20,0490 ]| 7,3 | 23,0 69 2,2
<20 9,1
Anm.: K.= Kdrner; *Spalte 2, Zeilen 3-5: obere Zahl = Kornzahl/Pfl.,
M1/0 = Gruppe lose (/0) der M1 untere Zahl = %-Anteil fester Kornansatz

Der Anteil festen Kornansatzes der in Tab. 30 dargestellten Pflanzen lag im
Vergleich zur M1 (10,7 %) um 10,0 % hoher und damit sogar knapp tber dem Anteil
der Gruppe ,fest (19,6 %, s.Tab.29). In der Ertragsgruppe 1 (>20 Kdérner und >20 %
fest) lag der Wert um 14,5 %, in der Ertragsgruppe zwei um 18,8 % hoher, in Gruppe
drei um 1,6 % niedriger.

Neben dem festen Kornansatz wurden zur Beurteilung des jeweiligen Leistungs-
standards aus der EG1, welche die besten Ertragswerte aufwies, 91 Proben der
M2/11 und 86 Proben der M2/01 auf ihre GLS- und ES-Gehalte untersucht (Tab. 31).

Tab. 31: GLS-und ES-Gehalte des Samendéls von Borretsch der Gruppen
M2/11 und M2/01 (n=91+86)

MW % Min % Max % c Median % n
GLS EG1 ges. 19,4 111 30,9 3,01 19,3 177
M2/11 19,3 13,9 27,0 2,2 19,5 91

M2/01 19,5 111 30,9 3,7 19,0 86
ES EG1 ges. 3,1 1,9 5,0 0,6 3,1 177
M2/11 3,0 2,2 4,8 0,5 3,0 91

M2/01 3,2 19 5,0 0,6 3,2 86

In der Gruppe ,lose” lagen sowohl die GLS- als auch die ES-Gehalte um 0,2 %
héher.

Die Entwicklung der GLS-und ES-Gehalte von M1 zur M2 ist in Tab. 32 dargestellt.
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Tab. 32: Die GLS- und ES-Gehalte des Sameno6ls von Borretsch in den
Generationen M1 und M2- (Angaben in %)

Gesamt Gesamt M1/1 M2/11 M1/0 M2/01
M1 % M2 % % % % %

GLS 17,5 19,4 19,4 19,3 17,1 19,5
ES 4.2 3,1 4.6 3,0 41 3,2

Die GLS-Gehalte konnten in den Gesamtgruppen M2 um 1,9 % verbessert werden,
was madglicherweise auch durch eine gezielte Bestaubung mit leistungsfahigen
Vaterpflanzen erreicht wurde. In der Nachfolgegeneration M2/11 sanken die GLS-
Gehalte von M1/1 um 0,1 %. Die Gruppe M2/01 zeigte eine Verbesserung der Werte
um 2,4 % gegeniuber der Gruppe M1/0. Die ES-Gehalte zeigten in beiden
Untergruppen eine deutliche Verbesserung. Sie sanken im Vergleich der
Gesamtgruppen von M1 auf M2 um 1,1 %, wobei der Wert bei der Nachfolge-
generation M2/11 mit 1,6 % deutlicher abnahm als bei der Nachfolgegeneration
M2/01 (0,9 %).

4.2.3.7 Ertragsstruktur von Borretschpflanzen in der Generation M3 (2005)

Die Generation M3 wurde aus Kornern der Gruppen M2/11 und M2/10
herangezogen. Die entsprechenden Pflanzen wurden auf ihre Leistungs-
eigenschaften untersucht. Pflanzen ohne festen Kornansatz wurden in der M2
ausgesondert.

In den einzelnen Gruppen wurde folgender Kornertrag (g) erzielt (Tab. 33).

Tab. 33: Kornertrag und —ansatz von Borretsch der Neutronengruppen M3,
GG 2005 (n=40+44)

Kornertrag | Kornertrag | Kornertrag Ko Ertrag n
ges. ges. fest ges. lose fest | (g/Pfl.) | (Pflan-
Gruppen (9) (9) (9) % zen)
M3/111 1019 1,2 100,7 1,2 2,5 40
M3/010 259,5 2,3 257,2 0,9 5,9 44

Der mit den Auswahlpflanzen der Generation M2 (Tab. 29 u. Tab. 30, jeweils Zeile 3)
erzielte Mindestertrag von 20 Kornern / Pflanze wurde in der M3 ebenfalls erreicht.
Bemerkenswert ist dennoch der starke Rickgang des festen Kornansatzes im
Vergleich zur M2.

Von den geernteten Gruppen wurden Uber die Halbkornmethode die Fettsauren
bestimmt (Tab. 34). Die untersuchten Koérner wurden dem festen Kornanteil der
jeweiligen Gruppe (s. Tab. 33, Spalte 3) entnommen.
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Tab. 34: Die GLS- und ES-Gehalte der Gruppen M3/111 und M3/011

68

MW % Min % Max % c Median % n

GLS | M3/111 20,3 13,1 28,4 3,1 20,4 80
M3/011 21,3 12,2 29,7 3,9 21,6 73

ES M3/111 2,6 1,2 3,5 0,5 2,6 80
M3/011 2,7 15 4.7 0,6 2,7 73

Neben der Gesamtgruppe wurden die Untergruppen auf ihre Leistungen untersucht.
Die Ergebnisse zeigten eine Steigerung der GLS-Gehalte von 19,3 % bzw. 19,5 %
(Tab. 31) auf 20,3 % und 21,3 % (Tab. 34). Die Variationsbreite der Gruppen M3/111
und M3/011 von 15,3 % und 17,5 % ist als hoch anzusehen und sollte auf ein
engeres Mald begrenzt werden. Die ES-Gehalte konnten von 3,0 % bzw. 3,2 % auf
2,6 % und 2,7 % vermindert und damit an die obere Grenze des Zuchtziels
zuruckgefuhrt werden.

Das Ergebnis der in der M4 durchgefihrten Bestimmungen der GLS- und ES-
Gehalte ist in Tab. 35 dargestellt.

Tab. 35: Die GLS- und ES-Gehalte der M4 (n=31)

MW % Min % Max % c Median %
GLS M4 24,1 16,2 31,4 3,5 23,5
ES M4 2,9 2,1 3,8 0,4 3,0

In der M4 konnte ein Kornertrag von 257 g mit einem Anteil von 205 g losem und
52 g festem Kornansatz erzielt werden, was einem Anteil von 20,2 % und einem
Ertrag/Pflanze von 14 g entsprach. Die GLS-Gehalte konnten auf 24,1 % verbessert
werden, wahrend die ES-Gehalte mit 2,9 % ein negatives Ergebnis brachten.

4.2.3.8 Ertragsstruktur Generationen M1 -

M5 (2007)

Die Entwicklung der GLS- und ES-Gehalte von der M1 bis zur M5 wird in Tab. 36
dargestellt.

von Borretschpflanzen der
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Tab. 36: Die Entwicklung der GLS- und ES-Gehalte von Borretsch der
Generationen M1 — M5 (in %)

MW % | Min % | Max % o Median % n

Gamma- M1 17,5 49 41,0 4.6 16,8 312
Linolen-

. M2 19,4 11,1 30,9 3,0 19,3 177

saure

M3 20,8 10,7 33,3 3,5 20,8 299

M4 24,1 18,0 30,3 3,2 23,5 28

M5 24,5 22,1 30,0 2,6 24,2 17

Eruca- M1 4.2 2,5 7,0 0,8 4.2 312

saure M2 3,1 1,9 5,0 0,6 3,1 177

M3 2.6 1,2 4.7 0,5 2,6 299

M4 2,9 2,2 3,7 0,3 3,0 28

M5 3,6 2,6 49 0,7 3,7 17

Die GLS-Gehalte konnten kontinuierlich von der M1 zur M5 von 17,5 % auf 24,5 %
gesteigert werden. Damit bewegten sich die Gehalte im oberen Bereich der fir
Handelsware geforderten Werte. Der anfangliche Trend der ES-Gehalte zum
erstrebten Zuchtziel von < 2,5 % in der M3 kehrte sich dagegen um — die Werte von
2,9 % bzw. 3,6 % lagen unerwiinscht hoch.

Der Gesamtkornertrag in der M5 - Generation von 405 Kdérnern zeigte mit
295 Kornern einen hohen Anteil mit festem Kornansatz — dies entspricht 72,8 % —
und einen verhaltnisméRig geringen Anteil von 110 losen Kornern.
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4.2.4 Selektionsversuche zur Verbesserung der GLS-Gehalte

4.2.4.1 Verwandtschaftsanalyse ausgewéahlter Akzessionen

Bisher wurde mit Borretsch-Herkiinften aus Agypten, Ungarn, Spanien, Neuseeland,
Grol3britannien, Bonn, Gatersleben und aus einem Bauerngarten in Niederwalgern
gearbeitet. Dieses Material sollte die Grundlage zur Entwicklung einer
leistungsfahigen Population bilden. Dazu wurde zunéchst eine Verwandtschafts-
analyse durchgefiihrt, um die genetische Ahnlichkeit dieser Herkiinfte zu beurteilen
(Abb. 17).

UG1111

UG111 Flor blanca, Spanien
Gl1 | UG1112 Flor azul, Spanien
UG112 H2000/23, Spanien
UG12111 H2001/5, Neuseeland
Je1211 H2001/7, Uk
Bl UG12112 l: ’
UG1212 Bauerngarten, blau , D
UG121

UG1212 Bauerngarten, weif? , D
G12

Bauerngarten, rot-blau , D

UG122 Gemuseselektion, Spanien
UG211 | Agypten
G21 Bonn, D
B2 SerA Tubingen, D
G2z Wien, A
044 048 054 058 085 070 075 080

Coefficient

Abb. 17 Dendrogramm der untersuchten Borretsch-Akzessionen 2001

Die genetischen Unterschiede wurden in einem Cluster dargestellt. Zum besseren
Verstandnis wurde zwischen Blocken (B), Gruppen (G) sowie Untergruppen
verschiedener Hierarchiestufen (UG) unterschieden. Die durchgefihrten Unter-
suchungen zeigen, dass sich die 4 Varianten des Blockes 2 genetisch betrachtlich
von Block 1 unterscheiden (Ahnlichkeitskoeffizient 0,43). Eine geringe genetische
Ahnlichkeit von 0,52 zeigen die beiden Gruppen G11 und G12 aus Block 1.

Obwohl es sich bei allen Varianten der UG 111 und UG 112 um spanische Herkinfte
handelte, war der Koeffizient Gberraschend niedrig (0,57). Dies galt auch fir die
Untergruppen UG 1111 und UG 1112 (0,66). Diese Werte lassen auf ein
endemisches Vorkommen der einzelnen Arten in ihren Herkunftslandern schliel3en.

Eine geringe Ahnlichkeit besteht zwischen den UG 121 und 122 mit einem
Koeffizienten von 0,54. Die Gruppen 1211 und 1212 zeigen einen Koeffizienten von
0,65, ihre Untergruppen 12111 und 12112 von 0,69. Bei den Untergruppen 12121
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und 12122 liegt der Ahnlichkeitskoeffizient bei 0,70. Innerhalb der UG 12122 weisen
die Varianten ,weil“ und ,rot-blau“ eine besonders hohe Ahnlichkeit auf (0,77). Die
hohe genetische Ahnlichkeit der Akzessionen innerhalb der Gruppe 1211 ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit die Folge enger wirtschaftlicher Beziehungen der Fa. de
Witt NI. insbesondere zu dem Vereinigten Konigreich als auch zu Neuseeland. Die
Fa. de Witt bezieht in groBerem Umfang Borretsch-Samen aus diesen Landern.
Hohe genetische Ahnlichkeitskoeffizienten zeigen die Gruppen G21 und G22 mit
0,68 und die von UG 211 und UG 212 mit 0,73. Der hohe Koeffizient der Varianten
von UG 211 (0,8) ergibt sich nach Aussage von Mitarbeitern des Botanischen
Gartens Bonn aus der Tatsache, dass die Herkunft Bonn urspriinglich aus Agypten
bezogen wurde.

Betrachtet man die Gruppenunterschiede innerhalb der beiden Blécke, so zeigt sich
bei den Gruppen des Blockes 2 ein starkerer genetischer Austausch als bei den
Gruppen des Blockes 1. Diese Untersuchung zeigt, dass bei Borago officinalis L.
eine hohe genetische Variabilitat vorliegt.

4242 GLS-und ES-Gehalte einzelner Akzessionen

Die Untersuchung einzelner Akzessionen auf ihre GLS- und ES-Gehalte erfolgte
nach der Halbkornmethode (Tab. 37). Die Pflanzen wurden aufgrund ihres Fettsaure-
musters selektiert.
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Tab. 37: Anteile an Gamma-Linolensaure und Erucasaure der untersuchten
Akzessionen, RH 2001 (in %)

Gamma-Linolensaure Erucasaure

MW Min Max c MW Min Max c n

% % % % % %
B-b 20,3 | 13,7 | 295 2,9 3,3 1,7 8,0 0,8 100
Bw 20,3 | 14,1 | 27,8 2,7 2,9 1.4 4,3 0,7 46
B-m 20,5 9,8 24,6 3,2 4,4 2,4 14,6 2,7 51
Bon 19,2 9,2 27,2 3,5 2,8 0,9 50 0,8 70
Wien 20,9 | 15,6 | 42,9 10,8 2,6 2,1 3,2 0,4 6
Bot 22,7 | 15,2 | 36,7 4,8 3,3 2,1 5,2 0,8 23
Frey 19,2 | 145 | 24,3 3,9 2,9 2,4 3,5 0,4
Tub 226 | 19,4 | 24,3 2,8 2,7 2,2 3,2 0,5
RH 196 | 16,5 | 22,0 1,8 3,8 2,2 53 1,0
Agy 229 | 16,5 | 251 1,2 2,7 2,2 3,5 0,3 15
Ung 21,1 | 16,5 | 30,0 4,3 2,8 1,8 6,9 1,3 18
ges. 20,1 9,2 27,8 3,3 2,9 2,2 53 0,5

Der Mittelwert der einzelnen Gruppen erreichte nicht das fur die GLS-Versuche
festgelegte Zuchtziel von >25 % GLS und <2,5 % ES. Demzufolge wurden danach
getrennt Pflanzen mit hohen GLS- und niedrigen ES-Gehalten ausgewahlt und
miteinander gekreuzt.

4.2.4.3 Kreuzungsergebnisse

Die Anzahl der Pflanzen je Kreuzungsgruppe betrug n =5 (Tab. 38). Die Versuche,
die nach der Stammbaummethode angelegt waren, wurden mit vier Wiederholungen
durchgefihrt, soweit die Pflanzenzahl dies erméglichte.
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Tab. 38: Gamma-Linolen- und Erucasaure-Gehalte sowie Kornzahl der

Kreuzungen
Kreuzung Gamma- Erucasaure Anzahl Koérner
linolenséure der Herkunfte
% %
B-b5-2 x Bon5-1 14,0 2,3 10
B-b10-4 x B-b3-5 10,5 2,9 1
B-b10-4 x B-b7-4 14,9 2,3 2
B-b17-3 0 0 0
B-wl-1 0 0 0
B-b5-1 0 0 0
B-b3-5 x B-b5-2 14,0 4,6 12
B-b7-4 x B-b5-1 0 0 2
Bon5-1 x B-b10-4 0 0 1
B-w9-2 x B-b17-3 9,6 2,4 2
B-w9-4 x B-b5-1 14,7 4,1 11
B-w9-4 x B-b5-2 0 0 6
Mittelwert 13,0 3,1 52

Die bei den Kreuzungen ermittelten GLS-Gehalte lagen mit 13,0 % (MW) auf einem
sehr niedrigen Niveau. Die ES-Gehalte zeigten bei einem Mittelwert von 3,1 % einige
Werte, die dem Zuchtziel von <2,5 % entsprachen. Von den samentragenden
Pflanzen wurden im Mittel 5,2 Samen/Pflanze geerntet. Bei den Kreuzungen, in
denen die Hoch-GLS-Pflanzen als Pollenspender eingesetzt wurden, kam es bei drei
Pflanzen nicht zur Fruchtbildung. Ein im Verhdaltnis gutes Ergebnis zeigte die
pollenspendende Pflanze B 10-4 mit den blau blihenden Varianten B 7-4 sowie die
pollenspendende Pflanze 5-2 mit Bon 5-1 als Kreuzungspartner.

Insgesamt waren die Leistungen dieser Pflanzen nicht zufriedenstellend, sodass das
ursprungliche Vorhaben der Selektion geeigneter Akzessionen zu Gunsten eines
alternativen Zichtungsexperiments fallen gelassen wurde: Aus der Kontrollgruppe
eines gleichzeitig verfolgten EMS-Mutationsversuchs ging eine Population mit viel-
versprechenden Leistungseigenschaften hervor, die infolgedessen weiter kultiviert
wurde.

4.2.4.4 Selektion GLS-reicher und ES-armer Varianten

11 (1998)
Das Zuchtziel GLS-reicher und ES-armer Populationen wurde auch tUber den EMS-
Versuch (siehe 4.2.1) angestrebt. Das Saatgut wurde dabei von der Fa. de Witt, NI
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bezogen. Zur Prufung der Leistungseigenschaften als Voraussetzung zur Selektion
wurde die nicht EMS-behandelte Kontrollgruppe I1 auf ihre GLS- und ES-Gehalte
untersucht.

In der Basispopulation (I11) hatte die Pflanze 1.9. den héchsten GLS-Gehalt von
29,1 % (yC18:3) bei gleichzeitig sehr guten ES-Gehalten von 2,0 % (C 22:1). Von
dieser Mutterpflanze wurden finf Pflanzen herangezogen und jeweils als eigene
Linien weitergefluhrt.

12 (1999)
Die Gruppe |2 war die Basis der neuen Zuchtpopulation (Tab. 39).

Tab. 39: Leistungseigenschaften der Basispopulation

MW % Min % Max % c Median % n

GLS (I11) 25,5 19,1 30,1 2,5 25,6 34
(12) 28,3 25,2 30,7 2,1 29,1 5

ES (11) 2,4 1,9 2,9 0,4 2,4 34
(12) 2,4 2,2 2,6 0,2 2,3 5

Die GLS- und ES-Gehalte der 12 entsprachen mit 28,3% und 2,4% dem
angestrebten Zuchtziel von >25,0 % GLS bzw. <2,5 % ES. Das Fettsduremuster
dieser Gruppe ist in Tab. 40 dargestellt.

Tab. 40: Das Fettsauremuster der Pflanzen 1.9.1 —1.9.5 (12) im Jahr 1999

Pflanze | C18:0 | C18:1 | C18:2 | Cy18:3 | C22:1 | C24:1 | Gene-
% % % % % % ration
19.1 5,8 15,1 37,1 29,1 2,3 1,3 12
1.9.2 3,2 9,7 37,1 30,7 2,4 1,8 12
1.9.3 4,3 12,9 37,6 29,4 2,6 1,5 12
1.9.4 3,9 11,1 37,3 25,2 2,2 1,6 12
1.9.5 2,4 14,1 37,5 27,3 2,3 1,6 12

Die erzielten GLS-und ES-Gehalte lagen alle im Bereich des angestrebten Zuchtziels
und boten eine gute Basis zum Aufbau einer leistungsfahigen Population. Diese
Linien wurden in den Jahren 2000 (13) und 2001 (14) im Freiland geselbstet

13 (2000)

Im Jahr 2000 wurden von der Pflanze 1.9.1 12 Nachkommen zur Prifung der
Fettsauren untersucht. Die GLS-Gehalte betrugen 32,5 % bei einer Variationsbreite
von 10,5 %. Die ES-Gehalte lagen auf einem ungewdhnlich niedrigen Niveau von
0,3 %, das den bei Borretsch tblichen Werten und den bisherigen Feststellungen in
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unseren Versuchen nicht entsprach. In diesem Stadium wurde die gesamte Popula-
tion einschlieBlich der Linie 1.9.1 flr Untersuchungen, die im Rahmen einer
gleichzeitig laufenden Dissertation erfolgen sollten, tbergeben. Die bisher durchge-
fuhrten Isolationen und Selbstungen wurden dort in gleicher Weise weitergefuhrt. Der
Fettgehalt des Samens betrug 34,6 %.

15 (2002)

Um den GLS-Versuch weiterfihren zu kénnen, wurde im Jahr 2002 von jeder Linie
funf Pflanzen in den GLS-Versuch wieder tbernommen. Zur Minimierung des Risikos
und zur Erzielung eines positiven Bestaubungseffektes wurde aufgrund der geringen
Pflanzenzahl die Bienenbestdubung vorgenommen. Aul3erdem konnte, da bisher
ausschlieBlich Selbstungen durchgefihrt wurden, eine Inzuchtdepression nicht
ausgeschlossen werden. Jede Pflanzengruppe wurde gesondert in einem Kafig von
einem Bienenvolk bestaubt. Da hiermit der Ziichtungsgang Selbstung verbunden mit
Isolation der Einzelpflanzen abgeschlossen war, erfolgte nach der I5 eine
Umbenennung in KR F1 (KR = Kreuzung; F1 = 1. Generation).

Die Pflanzengruppen KR1.9.1 F1 bis KR1.9.5 F1 brachten im Jahr 2002 einen
Kornertrag von 160, 180, O, 151 und 71 Koérnern. Die Gruppe 1.9.2 hatte mit
180 Kornern den hochsten Ertrag, den niedrigsten die Gruppe 1.9.5 mit 71 Kérnern.
Die Gruppe 1.9.3 ist eingegangen.

KR F1 (2003)

Im Jahr 2003 wurden in der Versuchsstation Rauischholzhausen von den
Pflanzengruppen 1.9.1 und 1.9.2 jeweils 130, von 1.9.4. 120 und von 1.9.5
50 Samen ausgesat.

Im Jugendstadium war die gesamte Population von einem massiven Botrythisbefall
betroffen. Durch intensive Behandlung gelang es, einige Pflanzen zu retten. Der
positive Ansatz in der I5 zur VergroRerung der Population konnte nicht realisiert
werden. Von den ausgeséaten 430 Koérnern wurden aus diesem Grund nur noch
11 Pflanzen in diesem Versuch weitergefihrt. Die Bestdubung erfolgte nach
vorheriger Kastration von Hand, wobei die leistungsfahigsten Pflanzen der Gruppe
1.9.1 als Pollenspender fur die Gruppe 1.9.2 und desgleichen die leistungsfahigsten
Pflanzen der Gruppe 1.9.2 als Pollenspender fur die Gruppe 1.9.1 genommen
wurden.

Im Versuchsjahr 2003 wurden von der Gruppe 1.9.1 vier Pflanzen, von der Gruppe
1.9.2 sechs Pflanzen und von der Gruppe 1.9.4 eine Pflanze in den Versuch
eingestellt. Die Gruppen erbrachten im Jahr 2003 ein Ernteergebnis von 36 (1.9.1),
19 (1.9.2) bzw. 27 (1.9.4) Kornern. Die Pflanze der Gruppe 1.9.4 war in der
Entwicklung stark retardiert und im Bluhverlauf nicht synchron zu den beiden
anderen Gruppen. Die Pflanze 1.9.5 ging wahrend der Vegetationsperiode ein. Es
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konnten nur die Pflanzen der Gruppen 1.9.1 und 1.9.2 in die Kreuzungsgruppe
aufgenommen werden, deren Leistungseigenschaften in der Tab. 41 aufgelistet sind.

Tab. 41: GLS-und ES-Gehalte der Samendle von Borretsch aus der Ernte 2003

(KR F1)
MW % Min % Max % c Median % n
GLS 1.9.1 27,9 25,4 30,3 1,4 28,3 12
1.9.2 29,6 26,8 31,5 2,1 30,1
1.9.4 32,0 29,0 33,6 1,9 32,3
ES 1.9.1 2,1 1,9 2,2 0,1 2,1 12
1.9.2 1,8 1,6 2,0 0,2 1,8
1.9.4 2,2 1,9 2,5 0,3 2,1

In der 6. Generation stabilisierten sich die GLS-Gehalte mit 27,9 %, 29,6 % und
32,0 % und die ES-Gehalte mit 2,1 %, 1,8 % und 2,2 % auf einem sehr zufrieden-
stellenden Niveau. Die Variationsbreite der GLS lag bei 4,9 %, 4,7 % und 4,6 %, die
der ES bei 0,3%, 0,4% und 0,6 %. Damit war eine breite Basis fir eine
VergroBerung der Population gegeben. Die fur die folgende Generation zur
Bestaubung vorgesehenen Pflanzen der Gruppe 1.9.1 hatten eine Leistung von
30,3 % (GLS) bzw. 2,1 % (ES) und diejenige der Gruppe 1.9.2 von 31,5 % (GLS)
bzw. 1,6 % (ES).

KR F2 (2004)

Im Versuchsjahr 2004 wurden von der Gruppe 1.9.1 insgesamt 12 Pflanzen, von der
Gruppe 1.9.2 vier Pflanzen und von der Gruppe 1.9.4 funf Pflanzen in den Versuch
eingestellt. Die handbestaubten Pflanzengruppen der KR F2 brachten im Jahr 2004
ein Ernteergebnis von 475 (1.9.1), 679 (1.9.2) bzw. 16 (1.9.4) Kbrnern.

Die Gruppe 1.9.1 war in der Vegetationsperiode einem verhaltnismalilig starken
Krankheitsdruck ausgesetzt. Ein Teil der Pflanzen kam aus diesem Grunde nicht
zum vollen Samenertrag. Sechs Pflanzen zeigten keine Krankheitserscheinungen.

Obwohl in der Gruppe 1.9.2 wegen Pilzbefalls 12 Pflanzen ausfielen, erbrachten die
restlichen vier Pflanzen den Ertrag von 679 Kdrnern. Phanotyp und Bluhverhalten
ergaben keinen Hinweis auf einen zu erwartenden geringeren Ertrag der Gruppe
1.9.1 gegenuber der Gruppe 1.9.2.

Die Pflanze 1.9.4 konnte wegen Spéatentwicklung nicht mehr in diese Versuchs-
gruppe aufgenommen werden. Sie wurden getrennt weitergeftihrt und geselbstet.
Von dieser Pflanze konnten wegen einer hohen Ausfallquote nur finf Pflanzen
weitergefuhrt werden. Fettsduremuster und Leistungseigenschaften der einzelnen
Gruppen sind in Tab. 42 und Tab. 43 dargestellt.




77 4 Ergebnisse

Tab. 42: Fettsduremuster der Samendle von Borretsch 2004 (KR F2)

C C C C C C C C n
18:0 18:1 18:2 | y18:3 | 18:3 20:0 20:1 22:1
% % % % % % % %
191 9,0 27,6 25,5 19,1 3,7 0.0 1,7 2,5 3

1.9.2 5,1 20,4 31,2 20,2 1,9 0,3 4,4 2,6 20

194 4,6 19,6 28,3 19,3 1,9 0.0 4,0 2,5 5

Tab. 43: GLS und ES-Gehalte der Samendle von Borretsch 2004 (KR F2)

MW % Min % Max % c Median % n
GLS 1.9.1 19,1 18,1 19,8 0,9 19,4 3
1.9.2 20,2 15,9 28,4 34 20,0 20

194 19,3 16,8 23,3 2,5 19,2
ES 1.09.1 2,5 2,0 2,9 0,4 2,5 3
1.9.2 2,6 2,0 3,7 0,5 2,5 20
194 2,5 2,0 3,1 0,4 2,6 5

Das bisherige hohe Niveau der GLS-Gehalte konnte in der 7. Generation nicht
gehalten werden. Obwohl eine Bestdubung mit hoch leistungsfahigen Vaterpflanzen
vorgegeben war, sanken die GLS-Gehalte auf ein sehr niedriges Niveau ab. Die ES-
Gehalte bewegten sich noch in einem vergleichsweise gunstigen Bereich von 2,5 %
bis 2,6 %. Die Maximalwerte erreichten jedoch ein hohes Niveau. Die Variations-
breite der GLS betrug bei der Gruppe 1.9.1 aufgrund der geringen Pflanzenzahl
1,7 %, bei den Gruppen 1.9.2 und 1.9.4 12,5 bzw. 6,5 % Bei den ES-Gehalten
betrugen die entsprechenden Werte 0,9, 1,7 bzw. 1,1 %. Der Versuchsverlauf bis zur
6. Generation (KR F1) zeigt GLS-Gehalte > 25 % und ES-Gehalte von < 2,5 %. Trotz
der hohen Leistung der fur die Bestaubung eingesetzten mannlichen Pflanzen
erreichten die Werte ein Niveau, das dem der Neutronengruppe entsprach, die im
gleichen Gewéchshaus stand. Da beide Gruppen durch Crisp Pac isoliert waren, ist
davon auszugehen, dass bei der durch Hand erfolgten Bestaubung ein Fremdeintrag
erfolgte. Eine zufallig auftretende genetisch bedingte Ursache fir die veranderten
ungunstigen Werte, kann nach dem bisherigen Versuchsverlauf bis zur KR F1
weitgehend ausgeschlossen werden.

KR F3 (2005)
Aufgrund des vorhandenen Zuchtmaterials wurde trotz der ungunstigen Ergebnisse
die weitere Arbeit sowohl auf die Erhaltung und Verbesserung des Basis-
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zuchtmaterials als auch auf die Vermehrung zur Durchfihrung von Feldversuchen
ausgerichtet. Dazu wurde eine Gruppe Erhaltung und eine Gruppe Vermehrung
gebildet.

KR F3 (2005) — Vermehrung

Ziel des Versuchs war die Vermehrung der Population, um ausreichendes
Zuchtmaterial zur Durchfiihrung von Feldversuchen zu erhalten, sobald die Voraus-
setzungen dazu gegeben waren.

Die Population wurde an verschiedenen Standorten (GG und RH) mit jeweils einer
Wiederholung untersucht. Dabei wurden mit den Gruppen 1.9.1 und 1.9.2 eine
Mischpopulation mit dem Ziel erstellt, die Leistung der Population auf die Vorgaben
des Zuchtziels anzuheben und zu stabilisieren (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht). Die
fur die vorgesehene Pflanzenzahl erforderliche ParzellengréRe war an beiden
Standorten nicht ausreichend. Die Gruppen wurden getrennt und an zwei Standorten
mit je einer Wiederholung geftihrt. Die Versuche brachten das in Tab. 44 dargestellte
Ergebnis.

Tab. 44: Kornertrag der Populationen 2005 (KR F3)

Kornertrag ges. (g) | Anzahl Pflanzen Kornertrag g/Pfl.
V.GG(1) * 320,6 357 0,9
V.GG(2) 19,4 110 0,2
V.RH(1) 670,0 281 2,4
V.RH(2) 347,0 188 1,8

*V = Vermehrung Gro3-Gerau

Die beiden Gruppen der Vermehrung Rauischholzhausen erreichten den héchsten
Ertrag sowohl in der Gruppe als auch der Einzelpflanze. Die beiden Populationen in
Gro3-Gerau nahmen eine unterschiedliche Entwicklung. Wéahrend sich die Gruppe
V.GG(1) normal entwickelte, hatten die Pflanzen der Parzelle V.GG(2) nach der
Auspflanzung eine langsame Entwicklung. Die Mehrzahl der Pflanzen zeigten
Kandelaberwuchs und vermehrt rétlich verfarbte, infertile Bliten. Diese Wuchsform
auRRert sich in der Stauchung der SproR3achse, der Stauchung der Seitentriebe und
kleineren Blattern. Der geringe Ertrag dieser Gruppe ist auf Botrytis- und starken
Schéadlingsbefall sowie einen hohen Anteil infertiler Bliten zurtickzuflhren.

Die Untersuchungen, die zur Klarung der Ursachen fir das vorhandene Schadbild
beitragen sollten, wurden vom Pflanzenschutzdienst Hessen durchgefiihrt. Die
einzelnen Versuche wurden mit einem Netz Uberspannt. Sie brachten in der
Laboruntersuchung folgendes Ergebnis (Tab. 45).
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Tab. 45: GLS-und ES-Gehalte von Borretsch-Samen der Gruppen

Vermehrung GG und RH 2005 (KR F3)

4 Ergebnisse

MW % | Min % | Max % c Median % n
GLS V.GG(1) 18,7 5,9 26,1 4,1 18,4 108
V.GG(2) 18,4 6,1 24,7 4,6 18,4 53
V.RH(1) 22,7 15,6 31,3 3,0 22,9 90
V.RH(2) 22,3 8,1 31,6 4,2 22,3 58
ES V.GG(1) 3,0 1,0 53 0,8 2,7 108
V.GG(2) 2,4 0,3 4,6 1,1 2,7 53
V.RH(1) 2,7 1,9 4,6 0,5 2,6 90
V.RH(2) 2,9 2,0 4,2 0,6 2,9 58

Die niedrigen GLS-Gehalte insbesondere der Gruppe V.GG(2) stehen offensichtlich
in Zusammenhang mit dem auf dieser Parzelle aufgetretenen Schadlingsbefall. Die
in unmittelbarer Nachbarschaft stehende Versuchsgruppe zeigte visuell keine
Anzeichen von Schadlingsbefall. Der niedrige GLS-Gehalt lasst auf einen negativen
Standorteinfluss schlieBen. Die GLS-Gehalte lagen um rund 4 % niedriger als bei
den beiden Gruppen in Rauischholzhausen. Die Variationsbreite der GLS war
sowohl in der Versuchsgruppe Grol3-Gerau mit 20,2 bzw. 18,6 % als auch in
Rauischholzhausen mit 15,7 bzw. 23,5 % sehr hoch.

In Bezug auf die ES-Gehalte lagen diese Werte bei 4,3 % (Gro3-Gerau) und 2,7
bzw. 2,2 % (Rauischholzhausen).

KR F3 (2005) — Erhaltung
Die Gruppe E1 (aus Linie 1.9.1) erzielte einen Kornertrag von 470 g und die Gruppe
E2 (aus Linie 1.9.2) von nur 94 Kérnern. Die Bestaubung erfolgte durch Bienen.

Tab. 46: Leistungsmerkmale von Borretsch der Gruppen Erhaltung 1 und 2,

2005
MW % Min % Max % c Median % n
GLS E1 20,8 13,9 29,3 3,6 20,6 59
E2 19,6 12,8 24,6 3,7 20,3 12
ES E1 3,0 2,0 3,8 0,5 2,9 59
E2 2,8 1,4 3,7 0,8 2,9 12

In der Gruppe E1 konnten die GLS-Gehalte im Vergleich zum Vorjahr um 1,7 %
verbessert werden, wahrend bei der Gruppe E2 ein Rickgang von 0,6 % zu
verzeichnen war (Tab. 46). Die ES-Gehalte stiegen um 0,5 und 0,2 %. Die GLS-
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Gehalte beider Gruppen lagen weit unter, die ES-Gehalte Gber dem gewtlnschten
Zuchtziel. Die Variationsbreiten betrugen bei den GLS-Werten 15,4 und 11,8 %, bei
den ES-Werten 1,8 und 2,3 %.

KR F4 (2006) — Erhaltung
Die Gruppen Erhaltung wurden im Jahr 2006 fortgefuihrt und erzielten die in Tab. 47
aufgefuhrten Ergebnisse.

Tab. 47. Leistungseigenschaften der Gruppen Erhaltung 1 (1.9.1) und 2 (1.9.2)

(KR F4)
MW Min Max o | Median | Ertrag Korner- n
% % % % ges.g | trag g/Pfl.
GLS E1 26,0 18,8 36,9 | 4.1 25,6 274 6,9 40
E2 25,5 18,4 339 | 4,0 24,9 142 4,3 33
ES E1 3,0 2,4 3,8 0,3 3,0 274 6,9 40
E2 2,7 1,8 3,4 0,5 2,8 142 4,3 33

Die GLS-Gehalte der Gruppe E1 konnten sich im Vergleich zum Vorjahr um 5,2 %
auf 26,0 % verbessern. In der Gruppe E2 (25,5 %) betrug die Steigerung 5,9 %. Es
wurden ES-Gehalte von 3,0 % bzw. 2,7 % festgestellt. Die ES-Gehalte der
Gruppe E1 blieben im Vergleich zum Vorjahr unverandert, wahrend die der Gruppe 2
sich um 0,1 % verbesserten. Beide ES-Werte lagen damit — im Unterschied zu den
gunstigen GLS-Gehalten — aulRerhalb des gewtinschten Zuchtziels. Die Variations-
breiten der GLS-Werte waren in der Gruppe E1 mit 18,1 %, in der Gruppe E2 mit
15,5 % stark ausgepragt. Gleiches galt fir die Variationsbreiten der ES-Werte (E1:
1,4 %, E2: 1,6 %). In E1 wurde ein Kornertrag von 274 g, in E2 von 142 g erzielt.

KR F4 (2006) — Vermehrung
Der Vermehrungsversuch (KR F4) wurde im Jahr 2006 fortgefuihrt und fuhrte zu dem
in Tab. 48 dargestellten Ergebnis.

Tab. 48: Leistungseigenschaften der Gruppe Vermehrung, GG und RH 2006

MW Min Max c Median | Ertrag n

% % % % (9)
GLS V.GG 28,0 19,6 42,1 4,9 27,4 274 56
V.RH 25,5 18,2 42,2 4,5 25,0 94 39
ES V.GG 3,0 1,9 4,7 0,6 2,9 274 56
V.RH 2,5 1,5 3,4 0,5 2,5 94 39

Die GLS-Gehalte der Gruppe GG verbesserten sich im Vergleich zum Vorjahr um
9,3 % auf 28,0 % und die der Gruppe RH um 2,8 % auf 25,5 %. Unverandert blieben
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die ES-Gehalte von GG. In der Gruppe RH (2,5 %) erreichten die Werte das
gewilnschte Zuchtziel.

Die Variationsbreite der GLS-Gehalte lag mit 22,5 % (GG) bzw. 24,0 % (RH) auf
Grund der insgesamt hoheren Werte deutlich Uber den Zahlen des Vorjahres. Die
Variationsbreite der ES-Gehalte konnte dagegen von 4,3 auf 2,8 % (GG) und von 2,8
auf 1,9 % (RH) gesenkt werden.

Um die Leistungen weiter zu stabilisieren und zu verbessern, sollte die
Variationsbreite verringert, die Minimalwerte der GLS erhdht und gleichzeitig die
Maximalwerte der ES gesenkt werden.

KR F5 (2007) — Erhaltung

Im Jahr 2007 standen bei den Gruppen Erhaltung Mutterpflanzen mit den in Tab. 49
dokumentierten Leistungen im Versuch. Die Bestdubung dieser Gruppe erfolgte
durch Bienen.

Tab. 49: GLS-und ES-Gehalte von Borretsch-Samen der Selektion aus den
Gruppen Erhaltung 2006 (KR F4)

MW % Min % Max % c Median % n

GLS E1 28,8 25,3 36,9 3,3 27,8 22
E2 28,8 25,1 33,9 2,7 28,1 16

ES E1 2,9 2,0 3,7 0,5 3,0 22
E2 2,7 1,9 3,3 0,6 2,4 16

Die Variationsbreite der GLS-Werte der im Versuch stehenden Gruppen E1 und E2
betrug 11,6 bzw. 8,8 %, die der ES-Werte 1,7 bzw. 1,4 %.

Die GLS- und ES-Gehalte sowie Kornertrage der Gruppen Erhaltung des Jahres
2007 sind in Tab. 50 dargestellt (jeweils n=9).

Tab. 50: GLS- und ES-Gehalte sowie Kornertradge von Borretsch der Gruppen
Erhaltung 2007 (KR F5)

MW % Min % Max % c Median % | Kornzahl
GLS E1 23,9 21,2 29,2 2,3 23,4 649
E2 23,5 19,4 28,2 2,2 23,0 747
ES E1 2,9 1,7 3,6 0,5 2,9 649
E2 2,5 1,7 3,1 0,4 2,5 747

Bemerkenswert ist das Absinken der GLS-Gehalte dieser Gruppen um 4,9 % bzw.
5,3 % trotz hoher Leistung der Mutterpflanzen. Die GLS-Gehalte der beiden Gruppen
erreichten mit Variationsbreiten von 8,0 % und 8,8 % nach wie vor zu hohe Werte.
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Die Variationsbreiten der ES-Gehalte betrugen 1,9 % und 1,4 %. Die Gruppen E1
und E2 hatten von je neun Pflanzen einen Kornertrag von 649 bzw. 757 Kérnern,
was einem Kornertrag je Pflanze von 72 bzw. 84 Kdrnern entsprach.

KR F5 (2007) — Vermehrung

Die Gruppen Vermehrung GG und RH wurden im Jahr 2007 weitergefuhrt. Die fur
den Vermehrungsversuch selektierten Mutterpflanzen hatten die in Tab. 51
aufgeflihrten Leistungseigenschaften.

Tab. 51: GLS-und ES-Gehalte von Borretsch der Selektion aus den Gruppen
Vermehrung 2006 (KR F4)

MW % Min % Max % c Median % n

GLS V.GG 29,5 25,3 42,1 4,2 29,2 37
V.RH 28,8 25,0 42,2 3,9 27,8 19

ES V.GG 3,0 1,9 4,7 0,7 2,9 37
V.RH 2,5 15 3,2 0,5 2,6 19

Von den Gruppen Vermehrung 2007 wurden folgende GLS- und ES-Gehalte und
Kornertrage erzielt (Tab. 52).

Tab. 52: Kornertrage, GLS- und ES-Gehalte der Gruppen Vermehrung 2007

(KR F5)
MW Min Max c Median Korn- n
% % % % zahl ges.
GLS V.GG 25,2 21,9 27,1 2 25,6 351 3
V.RH 25,5 21,0 27,4 2,5 25,5 295 8
ES V.GG 2,4 2,1 2,7 0,5 2,4 351 3
V.RH 2,4 2,0 2,4 0,2 2,3 295 8

In beiden Gruppen wurde das gewiunschte Zuchtziel bezlglich der ES-Gehalte
erreicht. Die Variationsbreite betrug bei der Gruppe GLS V GG 5,2 % und bei der
Gruppe V RH 6,4 % gegentuber dem Vorjahr mit 22,5 % und 24,0 % (Tab. 48). Die
Variationsbreite der ES betrug 0,6 bzw. 0,4 % gegenuber 2,8 bzw. 1,9 % des
Vorjahres. Insgesamt wurden 351 bzw. 295 Kdrner von 3 bzw. 8 Pflanzen geerntet,
was einem Kornertrag von 117 bzw. 37 Kérnern je Pflanze entsprach.
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4.3 Zell- und Gewebekultur

Mit der Zell- und Gewebekultur besteht die Mdglichkeit, unter Umgehung der
natirlichen Vegetationsperiode die Reproduktion von Pflanzen in kirzerer Zeit zu
ermdglichen.

Das Versuchssystem pflanzliche Zell- und Gewebekulturen ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass isolierte Pflanzenteile, sogenannte Explantate, aul3erhalb des intakten
pflanzlichen Organismus auf oder in einem geeigneten Nahrmedium Kkultiviert
werden. Dieses Nahrmedium Ubernimmt dabei die Funktion der urspringlich in der
Pflanze benachbart liegenden Zellen, Gewebe und Leitbtindel.

In der Gewebekultur ist steriles Arbeiten unbedingte Voraussetzung. Dabei ist die
Vertraglichkeit der bei der behandelten Pflanzenart eingesetzten Konzentration des
Desinfektionsmediums ausschlaggebend. In dieser Arbeit wurden verschiedene
Desinfektionsmedien in jeweils verschiedenen Konzentrationen auf ihre Wirkung
untersucht.

Ein weiterer Schwerpunkt in der Zell- und Gewebekultur ist die Untersuchung der
Wirkung von Phytohormonen unterschiedlicher Konzentration auf Blatt-, Spross oder
Wourzelexplantate und deren Differenzierung. Eine besondere Bedeutung hat dabei
die Untersuchung von Kallussen.

4.3.1 Dekontamination

Nach den Ergebnissen zur Samensterilisierung (vgl.Tab. 3 und Tab. 4) zeigten die
Konzentrationen 2 %, 4 % und 6 % NaOCI cum Ethanol einen hohen Desinfektions-
grad bei einer Keimfahigkeit, die mit steigender Konzentration abnahm. Von jeder
Gruppe wurden von gesund erscheinenden Pflanzen die Hypokotyle auf MS-Medium
weiter kultiviert (Tab. 53) und in der gleichen Weise desinfiziert (NaOCI 2 % (10 min)
+ Ethanol 70 % (1 min)). Die Kontamination wurde aufgrund des Auftretens von
Pilzmycel an den Samen bzw. Explantaten gemessen.

Tab. 53: Dekontamination von Borretsch-Hypokotylen nach
Samensterilisierung (jeweils n=100)

Ktr. | NaOCL | NaOCL | Ethanol
2 % + Eth. 70 %
Kontamination (%) 100 71 28 97
p-Werte (r2) 0,000
(Fisher) 0,000 | 0,000 0,246

Das hochst signifikante Ergebnis zeigt, dass mit der Kombination NaOCI 2 %
(20 min) und Ethanol 70 % (1 min) der Kontaminationsgrad auf 28 % gesenkt werden
konnte. Die mit NaOCIl 2 % behandelten Samen wiesen noch eine Kontamination
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von 71 % auf, die Samen der Gruppe Ethanol erreichten dagegen einen Wert von
97 %. Das Ergebnis zeigt trotz der zuvor erfolgten Samensterilisierung insgesamt
noch eine relativ hohe Kontamination. Dies kdnnte in der Morphologie des Borretsch-
Samens seinen Grund haben, da die raue Schale zum einen die Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln einschranken kann und zum anderen ein Eindringen von
Keimen und somit eine endogene Kontamination mdglich erscheinen lasst.

Eine Bestatigung und Differenzierung der vorangegangenen Ergebnisse lieferte der
nachste Versuch, bei dem verschiedene Organexplantate auf ihren Kontaminations-
grad nach einer Behandlung mit NaOCI 2 % (10 min) + Ethanol 70 % (1 min) unter-
sucht wurden. Dahinter stand die Fragestellung, welche Organexplantate aufgrund
ihrer Dekontaminationseignung fur eine Kalluskultivierung geeignet sind. Zum
Vergleich diente eine Kontrollgruppe aus 50 Explantaten. Dabei wurden von
10 Basispflanzen jeweils 5 Spross-, Blatt- bzw. Hypokotylteile entnommen (Tab. 54).

Tab. 54. Dekontamination von Organexplantaten mit der Kombination
NaOCI (2 %) und Ethanol (70 %) (jeweils n=50)

Ktr. Hypokotyl | Petiole | Spross
(unbeh.)
Kontamination % 100 18 46 70
p-Werte (Fisher) 0,000 0,000 0,000

Dieser Versuch zeigte ungeachtet der beziglich aller Explantate hoch signifikanten
Wirksamkeit der DesinfektionsmafRnahme eine hohe Kontaminationsrate. Damit
bestatigt dieser Versuch die fur Zell- und Gewebekulturen typische Problematik. In
Bezug auf die Eignung fur die Kallusbildung zeigen die Hypokotyle das beste
Resultat. Das belegt auch der direkte Vergleich mit den Petiolen (p=0,005, Fisher).

Untersucht wurde auch die Wirkung des Desinfektionsmediums H202 (Tab. 55).

Tab. 55: Einfluss des Sterilisationsmediums H2O; auf die Hypokotylkultur von
Borretsch auf MS Nahrmedium (jeweils n=15)

Prufglieder Kontamination %
Kontrolle 93,3
H202 (5 %) 66,7
H202 (10 %) 46,7
H202 (15 %) 26,7

Die Ergebnisse zeigten selbst nach der Behandlung mit 15 %igem H202 nach funf
Tagen einen Kontaminationsgrad von 26,7 %.
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4.3.2 Entwicklung der Fettgehalte in Borretsch-Kallussen
Die Fettgehalte der auf Festmedium und in Suspension kultivierten Kallusse wurden
nach 28 und 56 d untersucht (Abb. 18 ).

Entwicklung der Fettgehalte in
Kalluskulturen

4.4 4,4

24 2,4

Festmedium  Suspension Festmedium  Suspension
nach 28d nach 28d nach 56d nach 56d

Abb. 18 Fettgehalte (in %) von Borretsch-Kallussen

Die Fettgehalte der beiden Varianten waren identisch. Sie zeigten eine steigende
Tendenz von 2,4 % der TM nach 28 d auf 4,4 % nach 56 d. Die Borretsch-Kallusse
zeigten nach 28 d sehr niedrige TM-Gehalte von 4,5 % im Festmedium und 1,9 % in
der Suspensionskultur.

4.3.3 Einfluss von Phytohormonen auf das Kalluswachstum

Benzylaminopurin und Kinetin

Bei den Phytohormonen 6-Benzylaminopurin (BAP) und Kinetin handelt es sich um
synthetische Zytokinine. Sie haben im Verhéltnis zu natirlichen Phytohormonen eine
relativ hohe Stabilitat. Kinetin zeichnet sich durch zelltoxische Eigenschaften aus.

Die Wirkung der Phytohormone 6-Benzylaminopurin und Kinetin und ihr Einfluss auf
das Zellwachstum von Borago officinalis L. wurde am Auxophyton untersucht. Zur
Prifung des Einflusses dieser Phytohormone auf das Wachstum von Borretsch-
Zellkulturen wurden Konzentrationen von 1 ppm bzw. 2 ppm angewendet. Die

Wachstumsleistung der Kultur wurde Uber das packed-cell-volume festgestellt
(Tab. 56).
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Tab. 56: Einfluss von BAP und Kinetin auf das Kallus-Wachstum
am Auxophyton in % PCV (pressed cell volume) (n=12)

O Tage | 7 Tage | 14 Tage | 21 Tage | 28 Tage
Hormone % % % % %
Kontrolle 100 270 210 410 470
BAP (1 ppm) 100 200 230 200 400
Kinetin (1 ppm) 100 130 240 290 240
Kinetin (2 ppm) 100 130 130 200 230

Die Ergebnisse zeigten das héchste Zellwachstum bei der Kontrolle. Interessant ist
das geringere Wachstum unter dem Einfluss von Kinetin, das etwa 50 % des
Kontrollwertes erreichte, wobei die unterschiedlichen Konzentrationen keinen
wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis hatten. Gegenuber der Kontrolle zeigte BAP
erst nach 28 d eine deutliche Zuwachssteigerung. Insgesamt zeigten die Ergebnisse
der Hormonvarianten ab der zweiten Woche deutlich niedrigere Wachstumsraten als
die Kontrolle.

Thidiazuron
Es wurden verschiedene Konzentrationen dieses Phytohormons und ihr Einfluss auf
das Zellwachstum bei Borretsch-Kallussen untersucht (Tab. 57).

Tab. 57: Einfluss von Thidiazuron (ppm) auf das Kallus-Wachstum
(Zuwachs gFG / Kallus in 36 d; n=20)

MW Min Max c Median | p- | Games-
Wert | Howell
Ktr. 2,1 0,5 4,4 1,7 1,7 0,056
TDZ 0,01 17,4 2,0 27,6 11,5 20,0 0,254
TDZ 0,1 11,9 3,6 18,8 6,5 12,6 0,194
TDZ 0,5 8,8 1,0 19,2 8,8 6,1 0,691
TDZ 1,0 4.4 3,5 5,2 0,8 4.4 0,238

* gFG = Gramm Frischgewicht

Es fallen die deutlichen Mittelwertunterschiede auf, die die Vermutung einer
besonders starken Wachstumsforderung bei geringen TDZ-Konzentrationen
nahelegen. Diese Mittelwertunterschiede werden jedoch nur mit einer schwachen
Signifikanz von 0,056 dokumentiert. Die nicht signifikanten Werte des post-hoc-
Vergleichs Uberraschen, da sie deutlich Gber dem p-Wert der Varianzanalyse liegen
und zudem nicht zwangslaufig mit sinkenden Mittelwertunterschieden im Vergleich
zur Kontrolle ansteigen. Der Grund liegt in den stark unterschiedlichen
Streuungswerten (Abweichungen vom Mittelwert) der Behandlungsstufen.
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Die Veranderung von Konsistenz und Farbe der Borretsch-Kallusse bei
unterschiedlichen Thidiazuron-Konzentrationen erfolgte nach dem international
verwendeten Boniturschema 1-9 mit keiner bzw. geringfugiger bis sehr starker
Auspragung des Merkmals (Abb. 19).

Boniturnoten von Kalluskulturen nach Behandlung mit
Thidiazuron
8,0 7,0
6,0 5,0
: 4,5

4.0 3,0 3,5
2,0
0,0

Ktr. TDZ 0,01 TDZ 0,1 TDZ 0,5 TDZ 1,0

Abb. 19 Einfluss von Thidiazuron auf die Konsistenz und Farbe von
Kalluskulturen (Bonitur)
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Die wesentlichen Kriterien fur die aulR3ere Beurteilung der Kallusse waren neben der
Konsistenz die Farbabstufungen von grin Uber braun bis schwarz. Der starke
Zuwachs der Kallusse wirkte sich negativ auf Konsistenz und Farbe aus. In der
Bewertung hatte die leistungsfahigste Gruppe (0,01 ppm) die starkste Veranderung
in Konsistenz und Farbe mit der Note 7,0. Die héheren Konzentrationen (0,5 und 1,0
ppm TDZ) mit geringerem Wachstum lagen bei 4,5 und 3,5.

Das bedeutet, dass ein vitales Aussehen in Form von griner Farbe und stabiler
Konsistenz kein Ausdruck fur leistungsfahige Kallusse ist. Fur die Erhaltung der
Kalluskultur ist nach diesem Ergebnis die Kontrolle mit niedrigerem Wachstum und
gesunden, konsistenten Kallussen geeignet. FiUr die Nutzung ist ein starkes
Wachstum mit einer hohen Differenzierung erwiinscht. Dieser zweiten Forderung
entspricht die Variante TDZ 0,01 ppm.

Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D)

Im folgenden Versuch wurde die Wirkung von 2,4-D 0,01 ppm auf das Wachstum
und die Differenzierung von Borretsch-Kallussen untersucht. Bonitiert wurde der
Gesamteindruck (Konsistenz und Farbe) (Tab. 58).

Tab. 58: Einfluss von 2,4-D auf das Kallus-Wachstum
(Zuwachs gFG/Kallus in 32 d; n=50)

Vers. Glieder MW Min Max c Median
Zuwachs (g/Glas) 8,9 6,2 12,7 1,7 8,6
Zuwachs (g/Kallus) 1,8 1,2 2,5 0,3 1,7
Zuwachs (g/d) 0,06 0,04 0,08 0,01 0,05
Boniturnote (1-9) 5,0 2,7 8,1 1,7 54

Der Zuwachs betrug im Versuchszeitraum je Kallus 1,8 g bei der Anwendung von
0,01 ppm Dichlorphenoxyessigsaure 2,4-D bei einer Variationsbreite von 1,4 g. Die
Boniturnoten lagen nach dem Bewertungsrahmen zwischen 3,0 und 5,0.

Hormonkombination IES, BAP und Kinetin

Im folgenden Versuch wurde die Wirkung verschiedener Phytohormone auf das
Pflanzenwachstum untersucht. Dabei soll die Wirkung des Auxins IES sowohl als
Einzelhormon als auch in Kombination mit den Zytokininen BAP und Kinetin auf das
Wachstum von Borretsch-Kallussen untersucht werden. Konkret wurden dazu die
Kombinationen IES 2,0 ppm + BAP 0,1 ppm und IES 2,0 ppm + Kinetin 0,1 ppm
gepruft (Tab. 59).
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Tab. 59: Einfluss von IES, BAP und Kinetin auf das Kalluswachstum
(gFG in 44 d; Wdh.:3; n=12)

MW Min Max c Median p- | Games-
Wert | Howell

Ktr 0,35 0,22 0,44 0,11 0,4 0,028
IES 2,0 0,82 0,80 0,84 0,02 0,8 0,042
IES 2,0 + 0,95 0,71 1,19 0,24 1 0,091
BAP 0,1
IES 2,0 + 1,19 0,65 1,51 0,47 1,4 0,204
Kinetin 0,1

Den geringsten Zuwachs hatte die Kontrolle mit 0,35 g/Kallus in 44 d. Die IES-
Variante erreichte ein im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhdhtes Ergebnis von
0,8 g (p=0,042). Durch die Zugabe einer geringen Dosis der Zytokinine BAP und
Kinetin zu dem Auxin IES wurde eine wesentliche Steigerung des Kalluswachstums
erreicht. Die Kombination von IES (2,0 ppm) + Kinetin (0,1 ppm) erreichte einen
Zuwachs von 1,19 g (p=0,204) und die Kombination von IES (2,0 ppm) + BAP
(0,1 ppm) einen Zuwachs von 0,959 (p=0,091). Erneut ist die unterschiedliche
Streuung um den Mittelwert bei den verschiedenen Behandlungsstufen fur die nicht
signifikanten Ergebnisse des post-hoc Tests verantwortlich.

Kombination NES und BAP

Im weiteren Versuchsablauf wurde das Wachstumsverhalten der Kallusse im Auxin-
Zytokinin-Gleichgewicht untersucht. Dabei kamen die Phytohormone NES und BAP
in den Konzentrationen 0,01 ppm und 0,1 ppm zur Anwendung (Tab. 60).

Tab. 60: Einfluss der Kombination von NES und BAP auf das Kallus-
Wachstum (gFG in 41 d; Wdh: 4; n=12)

MW Min Max Median c p-Wert
Ktr. 2,75 2,2 3,5 2,7 0,58 0,213
NES 0,01+BAP 0,01 3,53 2,9 4,1 3,6 0,51
NES 0,1+BAP 0,1 3,43 2,7 4.4 3,3 0,75

Die Kontrolle erreichte einen Zuwachs von 2,8 g in 41d. Sowohl die Variante
0,01 ppm als auch die Variante 0,1 ppm lagen im Vergleich zur Kontrolle 0,8 g bzw.
0,7 g hoher, ohne dass diese Unterschiede aber statistisch signifikant waren. Die um
den Faktor 10 hohere Konzentration der Gruppe 0,1 ppm zeigte im Vergleich zur
Konzentration 0,01 ppm keine wesentlichen Auswirkungen auf das Wachstum.
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In einem verfeinerten Versuchsaufbau wurden den Kalluskulturen verschiedene
Kombinationen von NES und BAP in Konzentrationen von 0,01 ppm, 0,1 ppm und
0,5 ppm zugegeben. Nach 42 d wurde das Kallusgewicht ermittelt und die einzelnen
Gruppen bonitiert (Tab. 61).

Tab. 61: Kallusgewichte bei verschiedenen Konzentrationen von NES und

BAP (n=5)
ppm NES 0,01 NES 0,1 NES 0,5
BAP 0,01 2,713,0 34121 3,6/22
BAP 0,1 43133 45/1,8 9,0/0,9
BAP 0,5 7.9/23 45/1,.1 2,7/0,3

Anmerkung: erste Zahl = Bonitur 1-9 / zweite Zahl = gFG

Die Gruppen zeigten mit Ausnahme von NES 0,01 + BAP 0,1 ppm sinkende Werte
fur das Kallusgewicht bei steigender Konzentration. Mit steigender NES-
Konzentration sanken die Werte geringflgig in der Verbindung mit BAP 0,01 ppm
von 3,0 auf 2,2 g/Kallus. In der Stufe BAP 0,5 ppm sank das Gewicht von 2,3 Uber
1,1 auf 0,3 g ab. Damit ging der starkste negative Einfluss auf das Kalluswachstum
von der Kombination NES 0,5 ppm und BAP 0,5 ppm aus.

In den Stufen NES stehen steigende BAP-Konzentrationen mit sinkenden Werten
des Kallusgewichts (von 3,0 auf 2,3, von 2,1 auf 1,1 bzw. von 2,2 auf 0,3 g/Kallus) in
Verbindung. Die entsprechenden Differenzen betragen also 0,7 g, 1,0 g bzw. 1,9 g.

Sowohl in der NES- als auch in der BAP-Gruppe nahmen die Kallusgewichte bei
steigenden Konzentrationen in der jeweiligen Stufe ab.

Mit Ausnahme der Gruppe NES 0,5 + BAP 0,5 zeigt die Boniturnote einen entgegen-
gesetzten Trend zum Wachstum. Das starke Zellwachstum wirkt sich damit negativ
auf die Merkmale Konsistenz und Farbe der Kallusse aus.

4.3.4 Die Wirkung von Phytohormonen auf die Differenzierung von
Borretsch-Kallussen

Der Differenzierung von Pflanzen-Explantaten kommt im Rahmen der Zell- und

Gewebekultur in Bezug auf die Vermehrung von Zuchtmaterial eine besondere

Bedeutung zu. Dabei ist die Findung der fir die einzelnen Pflanzenarten erforder-

lichen Pythohormonkombination wichtig.

Sprossdifferenzierung unter der Kombination NES 0,01 ppm + BAP 0,5 ppm

In einem ersten Vorversuch wurde eine Kombination von 0,01 ppm NES und
0,5 ppm BAP verwendet, um generell die Madoglichkeit einer Initiierung der
Embryogenese zu untersuchen. Dabei wurden 39 Kallusse mit der o.a. Phyto-
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hormonkombination behandelt. Bei 24 Kallussen wurde eine Differenzierung
beobachtet, wobei sich insgesamt 27 Sprosse entwickelten. Dies entspricht einem
Mittel von 0,7 Sprossen pro Kallus.

Sprossdifferenzierung unter Indol-Buttersaure (IBS 1 ppm)

In einem weiteren Versuch wurde die Eignung des Phytohormons Indol-Buttersaure
(IBS 1 ppm) zur Auslésung einer Differenzierung untersucht. Zur Anwendung kamen
Hypokotyl-Kallusse auf MS-Medium. Die Kultivierung erfolgte in Glasern mit
Schraubdeckel, die mit je 3 Explantaten beschickt wurden.

Die 27 Kallusse bildeten 51 Sprosse aus (ca. 1,9 Sprosse /Kallus). Zusatzlich
erfolgte in 10 Fallen eine Wurzelentwicklung. Bis zum 35. Tag erfolgte keine weitere
Wurzelbildung. Die Explantate wurden demzufolge auf MS-Medium mit einem
10 %igen Anteil von Kokoswasser (Endosperm von Cocos nucifera L.) transferiert.
Nach 10 Tagen war bei zehn Explantaten neben der bisher erfolgten Spross- eine
beginnende Wurzelbildung erkennbar. Damit bestétigte sich der in der Zichtungs-
forschung bereits bekannte positive Effekt dieses Mediums auf die Wurzelbildung bei
Sprossen. Bei den folgenden Versuchen wurde deshalb eine entsprechende
Behandlung der Sprosse durchgefuhrt.

Embryogenese

Viele Pflanzen oder Pflanzenexplantate reagieren in Abhangigkeit von Zeitpunkt und
Konzentration unterschiedlich auf die Wirkung von Phytohormonen. Aus diesem
Grund ist es das Bestreben, in der Zell- und Gewebekultur einen mdglichst hohen
Grad der Initiierung zur Embryogenese zu erreichen, wobei nach den bisherigen
Erkenntnissen eine der jeweiligen Pflanzenart angepasste Phythohormon-
konzentration erforderlich ist (Tab. 62 und Tab. 63).

Tab. 62: Einfluss von IES 5,0 ppm und NES 5,0 ppm auf die Embryogenese
von Sprosskallussen

Spross- | Erfolgte davon Embryo | Bewurzelung
bildende | Spross- Embryo genese mit Cocos n. n
Kallusse Diff. genese (%) (nach 10d)
€S 5.0 9 19 11 (n.42d 57,9 8 12
ppm (n.42d) :
NES 5.0 14 33 20 (n.58d 60,6 13 15
ppm (n.58d) :

Anmerkung: C.n. = Nadhrmedium Cocos nucifera L. 10 %, Diff. = Differenzierung,

In diesem Versuch wurden 12 bzw. 15 Kallusse einer Phytohormonbehandlung
unterzogen. Sprosse, bei denen nach 42 bzw. 58 Tagen keine Wurzelbildung
stattgefunden hatte, wurden auf Cocos-nucifera-Nahrmedium tberfuhrt. Es erfolgte
auf 9 bzw. 14 Kallussen eine Differenzierung. Dabei ergab sich eine relative Haufig-
keit von 2,1 bzw. 2,4 Differenzierungen je Kallus. Der Anteil der Embryogenese bei
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beiden Behandlungsarten lag bei ca. 60 %. Die Ubrigen 40 % (8 bzw. 13 Sprosse)
bildeten auf Cocos-nucifera-Medium nach weiteren 10 Tagen zu fast 100 % ebenfalls
Wurzeln aus.

Der gleiche Versuch wurde mit veranderten Hormonkonzentrationen durchgefuhrt.

Tab. 63: Einfluss von IES 2,5 ppm und NES 2,5 ppm auf die Embryogenese
von Sprossexplantaten

Spross- | Erfolgte Davon Embryo- | Bewurz. m. n
bildende | Spross- | Embryo- | genese Cocos n.
Kallusse diff. genese % (n.10d)
IES 2,5 7 16 8 (n.52 d) 50 8 12
ppm
NES 2,5 10 20 8 (n.56 d) 40 12 10
ppm

Anmerkung: C.n. = Nahrmedium Cocos nucifera L. 10 %; Diff. = Differenzierung; EG = Embryogenese

Auf 7 bzw. 10 Kallussen erfolgte eine Differenzierung. Dabei ergab sich eine relative
Haufigkeit von 2,3 bzw. 2 Differenzierungen je Kallus. Der Anteil der Embryogenese
bei beiden Behandlungsarten lag bei ca. 50 % bzw. 40 %. Alle Ubrigen Sprosse
bildeten auf Cocos-nucifera-Medium nach weiteren 10 Tagen ebenfalls Wurzeln aus.

Bemerkenswert ist zudem, dass die NES 0,5 ppm-Variante bei allen im Versuch
stehenden 10 Kallussen Differenzierungen zeigte.
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4.4 Pflanzenbauliche Untersuchungen

44.1 Wirkung unterschiedlicher Standraumzumessung
Der Einfluss von Bestandesdichte und Reihenweite auf den Kornertrag und die
Pflanzenlange wird in Tab. 64 dargestellt.

Tab. 64: Einfluss von Bestandesdichte und Reihenweite auf Kornertrag und
Pflanzenlange, RH 1999 (jeweils 4 Teilstiicke & 10m?)

Priufglied Pfl./m? Reihen- Kornertrag Pflanzenlange
weite (cm) (dt/ha) (cm)
11 7 15,6 1,2050 63,5
12 13 1,5174 63,8
13 20 1,4029 66,3
14 33 1,1457 72,8
MW 1,3177 66,6
21 7 31,3 1,4328 75,8
22 13 1,3979 67,8
23 20 1,7063 73,5
24 33 1,4609 79,3
MW 1,4995 74,1
31 7 41,6 1,4476 71,3
32 13 1,4080 71,3
33 20 1,3751 70,3
3.4 33 1,4267 76,8
MW 1,4143 72,4
Reihenweiten 15,6 1,3177 66,6
gesamt 31,3 1,4995 74,1
41,6 1,4143 72,4
Bestandesdichten ! 1,3618 70,2
gesamt 13 1,4411 67,6
20 1,4947 70,0
33 1,3445 76,3
p-Wert BD 0,731 0,230
RW 0,390 0,117

GD BD 0,31 8,63 (11,47%)
RW 0,27 7,5 (9,0%)

* nach Tukey (man beachte die MW-Differenzen bei der Pflanzenlange)

Die Untersuchung des Kornertrags zeigt bei einer Bestandesdichte von 20 Pfl./m?
und einer Reihenweite von 31,3 cm den hdchsten Ertrag. Die Ertragsunterschiede
waren weder in Bezug auf die Bestandesdichten noch auf die Reihenweiten
signifikant. Die groRRte Pflanzenlange wurde bei einer Bestandesdichte von 33 Pfl./m?
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und einer Reihenweite von 31,3 cm erreicht. Die nicht signifikanten Unterschiede
der Effekte der Faktorstufen Bestandesdichte und Reihenweite auf Kornertrag und
Pflanzenlange werden durch die héheren Werte der Grenzdifferenz bestatigt.

Die Gruppe RW 31,3 weist sowohl den hodchsten Ertrag als auch die grofite
Pflanzenlange auf. Diese Reihenweite hatte jedoch den Nachteil einer eingeschrank-
ten Pflege- und Bearbeitungsmaoglichkeit.

4.4.2 Prufung von Erntemethoden

Die Erntemethode sollte der jeweiligen Pflanzenart angepasst sein und eine
weitgehend verlustfreie Bergung des reifen Korns ermdoglichen. Die Schwadablage
als einzige unter den Ublichen Bedingungen allgemein praktizierte Erntemethode der
Kdrnerernte von Borretsch hat wahrend des Ernteverfahrens hohe Verluste durch
Kornausfall zur Folge. Aus diesem Grund wurden verschiedene Erntemethoden mit
dem Ziel gepriift, den Ernteertrag zu verbessern (Tab. 65).

Tab. 65: Vergleich verschiedener Erntemethoden | beim Borretsch zur
Koérnernutzung, Feldversuch RH 1999

Erntemethode Kornertrag
Schwadablage frah 79,2 kg/ha
Mahdrusch ohne Sikkation 161,0 kg/ha
Mahdrusch mit Sikkation 105,5 kg/ha
Schwadablage spat 152,7 kg/ha
Mahdrusch ohne Sikkation 142,8 kg/ha
Mahdrusch mit Sikkation 114,7 kg/ha
Erntezeitpunkte frih 115,2 kg/ha
A
Erntemethoden Schwad 116,0 kg/ha
gﬁg:ﬁfrﬁgﬁgre‘:f;zst) ohne Sikk. 151,9 kg/ha
mit Sikk. 110,1 kg/ha
p-Werte Methode 0,010
Zeitpunkt 0,058
GD 5% Methode 27,34 kg/ha
Zeitpunkt 22,32 kg/ha

Die Ergebnisse bringen zum Ausdruck, dass der Mahdrusch ohne Sikkation gegen-

Uber den Vergleichsvarianten tberlegen ist.
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Die spate Ernte mit Sikkation war der frihen Ernte Uberlegen. Vergleicht man
Mahdrusch mit Sikkation mit dem Mahdrusch ohne Sikkation bei friiher Ernte, so ist
die Variante ohne Sikkation Uberlegen. Abgesehen von den hdheren Ertrdgen der
Schwadablage bei spater Ernte gegenuber dem Mahdrusch, muss bericksichtigt
werden, dass beim Borretsch der Prozess der Sikkation so langwierig ist, dass der
grofdte Teil der Koérner ausfallt, bevor die Pflanze ein méahdruschfahiges Stadium
erreicht.

Auch die Schwadablage ermoglicht nur die Ernte eines Teils des genetisch fixierten
Potentials. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Erntegeréat
entwickelt, das die Moglichkeit bietet, Uber den gesamten Erntezeitraum die
reifenden Korner zu ernten (Tab. 66).

Tab. 66: Vergleich verschiedener Erntemethoden Il — Geréateernte —
Schwadablage 2002 (jeweils n=4)

Kontrolle Schwadablage Erntegerat
Kornertrag 0,9568 dt/ha 1,0078 dt/ha 1,7380 dt/ha
p-Wert 0,000
Games-Howell 0,946* 0,013*
GD 5% 0,5003 dt/ha 0,5057 dt/ha

* Vergleich mit der Kontrolle

Durch den Einsatz des Erntegerdtes konnte der Ertrag signifikant auf 1,74 dt/ha
gegenuber der Kontrolle (0,96 dt/ha) und der Schwadablage (1,01 dt/ha) gesteigert
werden.

Die Veranderung der TM von Borretschkraut bei Schwadablage

Der Trocknungsverlauf von Borretschkraut bei naturlicher Trocknung und
Schwadablage wurde im Hinblick auf die folgende Weiterverarbeitung (Dreschen)
untersucht. Bei der Mahd wurden bei den untersuchten Gruppen Kontrolle und
Schwad 13,1 % TM festgestellt. Bei einer Uberwiegenden Schonwetterlage
erreichten nach 11 Tagen die TM-Gehalte von Kontrolle und Schwadablage 61,7 %
und 66 %. Der erforderliche TM-Gehalt fur einen problemlosen Dreschvorgang
wurde in diesem Zeitraum nicht erreicht.

4.4.3 Einfluss der Erntemethode “Folienernte” auf den Kornertrag von
Borretsch

Der Durchschnittsertrag (vier Wiederholungen) lag bei 3,18 dt/ha bei einem

Hdchstertrag von 5,93 dt/ha und einem Minimum von 1,82 dt/ha. Dabei ist zu

beriicksichtigen, dass mdglicherweise ein Teil der Ernte durch Mausefral3 verloren

ging (Abb. 20).
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Abb. 20 Folienernte - Feststellung des Gesamternteertrages

4.4.4 Wirkung der N-Dingung auf den Kraut- und Kornertrag

Tab. 67: Einfluss der N-Dungung auf den Kraut- und Kornertrag von
Borretsch, Ringanlage RH 1999

kg N/ ha Korn- o Kraut- o
ertrag ertrag dt/ha

0 1,74 dt/ha 0,59 19,77 dt/ha 0,63

30 1,61 dt/ha 0,36 24,48 dt/ha 2,70

60 1,63 dt/ha 0,39 25,42 dt/ha 1,02

90 0,99 dt/ha 0,17 27,80 dt/ha 3,51

120 1,29 dt/ha 0,29 30,14 dt/ha 3,38

p-Wert 0,013 0,000

GD 5% 0,48 dt/ha 3,5 dt/ha

Die Ertrage weisen signifikante Unterschiede auf (p=0,013 bzw. p=0,000). Der
hochste Kornertrag lag mit 1,74 dt/ha in der Kontrollgruppe vor. Steigende N-Gaben
bis 90 kg N/ha fuhrten zu einer Verringerung des Kornertrags. Bei einer Gabe von
120 kg N/ha wurde wieder ein héherer Ertrag von 1,29 dt/ha gemessen. Der Kraut-
ertrag nahm dagegen kontinuierlich mit steigenden N-Gaben zu.

4.4.5 Einfluss der Sikkation

Die Borretschernte erfolgt in einem Stadium, in dem die Pflanze noch in vollem
Wachstum steht. Der hohe Wassergehalt von Stangel und Blattern lasst eine Ernte
mit Mahdrusch nicht zu. Die Minderung des Wassergehaltes auf ein Niveau, welches
diesen ermdglicht, ware unbedingte Voraussetzung. Dazu wurden KCI und Reglone
auf ihre Sikkationswirkung untersucht (Tab. 68).
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Tab. 68: Einflul der Sikkation auf Ertrag, Kornzahl, TKG, TM-Gehalt und
Chlorophyll-Index von Borretsch, Feldversuch GI 2001 (n=4)

Korn- Korn- TKG ™ Chloro- | Chloro-
ertrag zahl Kraut phyll phyll
dt/ha je m? ) % 27. Sept. | 4. Okt.
Ktr 2,553 206 12,4 12,6 24,12 16,64
KCI5 1,475 119 12,4 13,2 28,35 20,00
KCI10 2,242 181 12,4 14,7 22,23 10,35
Reglone 2,232 182 12,3 18,0 25,41 4,65
p-Wert 0,089 0,000 0,564 0,038
GD 0,854 869,5 1,781 9,40 10,66
(1,163%) | (940,1%) (2,426%) | (12,86%) | (14,52%)

*nach Tukey (man beachte die MW-Differenzen der jeweiligen Faktorstufen)

Untersucht wurde der Wirkungsgrad des atzend und hygroskopisch wirkenden
KCI 5 %, KCI 10 % sowie des in die Photosynthese eingreifenden Breitbandherbizids
Reglone. Bei den KClI-Varianten ist gegentuber der Kontrolle eine Steigerung der TM-
Gehalte festzustellen, die wiederum bei der KCI-Konzentration von 10 % starker
ausgepragt war. Der starkste Sikkationseffekt wurde bei Reglone festgestellt. Ein
mahdruschfahiges Niveau wurde aber nicht erreicht.

Vergleicht man die Entwicklung der Chlorophyllwerte nach sieben Tagen, so wurden
diese bei Reglone im Vergleich zum Ausgangswert 25,41 auf 4,65 reduziert — das
entscpricht 18,3 %. Der Zeitraum von 7 Tagen reicht jedoch nicht aus, um einen
entsprechenden Trocknungsprozess in der Pflanze einzuleiten. Das TKG zeigte nur
bei Reglone geringe Abweichungen. Beurteilt man den Sikkationseffekt nach den
CClI-Messwerten, dann ist Reglone den anderen Methoden Uberlegen, weil es
tiefgreifende Wachstumsstorungen durch die Unterbindung der Photosynthese
verursacht.
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5 Diskussion
5.1 Untersuchungen zur Keimfahigkeit und Dekontamination
511 Einfluss von Licht und Temperatur auf die Keimung von Borretsch

Nach den von GHADERI etal. (2008) durchgefiihrten Versuchen zeigte der
Borretsch eine verhaltnismafiig hohe Keimbereitschaft bei Dunkelheit von 70 % bis
84 % in dem Temperaturbereich von 16,8°C - 29,8°C. Das Auftreten der ersten
Keimung erfolgte schon nach ca. 110 h bei einer Temperatur von 25°C, gefolgt von
den Keimtemperaturen von 20°C und 30°C nach ca. 150 h. Die Keimrate lag in den
beiden Temperaturbereichen bei 70 % und 80 %. Uberraschend war die bei 20°C
schon nach ca. 150 h erreichte Keimrate von etwa 70 %, wahrend die im Rahmen
dieser Arbeit erreichte hochste Keimrate von 78,8% erst nach 16 Tagen (Tab. 2)
unter den gleichen Vorgaben (Temperatur, Belichtung) erreicht wurde. Wahrend
GHADERI et al. (2008) Kuchenpapier (Kichenrolle) als Keimunterlage verwendeten,
wurde in dieser Arbeit Filterpapier eingesetzt. Da Kichenpapier eine wesentlich
starkere Saugkraft besitzt als Filterpapier, haben sich die dadurch erreichten
verbesserten Umweltbedingungen positiv auf die Keimbereitschaft ausgewirkt. Die
geringe Saugkraft des Filterpapiers fihrte zu einem relativ hohen Anteil freien
Wassers, auf das der Borretsch mit einer Keimrate von 20,0 % (siehe 4.1.2)
ungunstig reagierte. Das Keimlimit durfte mit 5°C angesetzt werden kdnnen, da bei
beiden Versuchen unterhalb 5°C keine Keimung festgestellt wurde. Die
verhaltnismaRig hohe Keimrate des Borretsch bei Dunkelheit wurde damit auch in
diesem Versuch bestatigt. Jedoch muss die bisher giltige Meinung revidiert werden,
der Borretsch sei ausschlie3lich ein Dunkelkeimer (HEEGER, 1955).

Zur Erzielung einer mdglichst hohen Keimrate sind fur die jeweilige Pflanzenart
optimale Temperatur-, Licht- und Wasserverhaltnisse essenzielle Voraussetzung.
Daruiber hinaus untersuchten TORABI et al. (2012) den Einfluss von Silizium auf die
Keimung von Borretsch. Der Versuch erfolgte im Keimschrank bei 27°C in
Petrischalen auf Filterpapier. Der Versuch hatte sieben Faktorstufen. Zu
Belichtungsintensitat und -intervall wurden keine Angaben gemacht. Das Keim-
medium bestand aus destilliertem Wasser mit null, 0,2, 0,5, 0,7, 1,0, 1,5 und 2 mmol
Silizium (Naz2SiOs). Die hochste Keimrate wurde mit 62,5 % bei 1,5 mmol NazSiOs
erzielt, die der Kontrolle betrug 31,25 %. Das Hypokotyl erreichte nach 14 Tagen bei
der Konzentration 1,5 mmol eine L&nge von 11,75 cm im Vergleich zur Kontrolle mit
6,31 cm. Die mittlere Wurzellange von 11,13 cm wurde ebenfalls bei der Konzentra-
tion von 1,5 mmol NazSiOs erreicht gegeniber der Kontrolle mit 4,63 cm. Vergleicht
man diese Keimergebnisse mit den im gleichen Temperaturbereich erzielten
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Ergebnissen des Versuchs von GHADERI et al. (2008) mit ca. 95%, so sind die bei
dem Versuch von TORABI et al. (2012) erreichten niedrigeren Werte von 62,5% wohl
zum Teil auf das hier verwendete Filterpapier als Unterlage zurtickzufihren, zumal
bei der Kontrolle eine Keimrate von 31,25 % erzielt wurde. Damit nahert sich dieses
Ergebnis der in dieser Arbeit erreichten Keimrate von 20 % auf Filterpapier (siehe
4.1.2).

Neben den natirlichen Faktoren sind es vor allem die Phytohormone Gibberellin-
und Abscisinsaure, welche die Keimung beeinflussen. Nach KRISHNAMOORTHY
(1975) beruht die Wirkung von Gibberellin- und Abscisinsaure auf einer Induktion.
Fur eine ausreichende Effizienz missen die Hormone stets ausreichend vorhanden
sein. Die Wirkung der Gibberellinsaure ist danach abhangig von der Interaktion
Embryo und Aleuronschicht und der damit verbundenen Freisetzung von Hydrolasen.
Die Samenschale hat damit eine zentrale Stellung im Keimprozess.

Licht ist mit den entsprechenden Phytochromen ein wichtiger Faktor zur Initilerung
des Keimprozesses. Die in Frage kommenden Phytochrome haben ein Absorptions-
maximum von 660 nm P: (r = hellrot) und 730 nm P# (fr = dunkelrot). Goodwin
bestrahlte Ach&nen von Lactuca sativa L. mit hellrot und Gberfihrte damit die inaktive
Zustandsform hellrot (660 nm Pr) in die aktive Zustandsform 730 nm P# (GOODWIN,
1965, zitiert in HER, 1999). Mit Bestrahlung der Zustandsform 730 nm Px mit
dunkelrot wurde die inaktive Ausgangsform 660 nm wieder erreicht. Es wurde
gezeigt, dass die zuletzt angewandte Bestrahlungsform entscheidend fur die
Keimungsaktivitat war. Die Bestrahlung mit hellrot fihrte zur Keimung, die mit
dunkelrot blockierte die Keimung. Dieses Ergebnis wurde in anderen Studien
bestatigt (BEWLEY und BLACK, 1997). Achanen, die nach einem Wechsel hellrot /
dunkelrot zuletzt mit hellrot bestrahlt wurden, erreichten eine Keimung von 95 % bis
98 %, solche, die zuletzt mit dunkelrot bestrahlt wurden, eine Keimung von null bis
3 %.

Analog zu diesen Ergebnissen reagiert der Borretsch im niederen Temperaturbereich
und bei kirzerer Lichteinwirkung mit einer niedrigeren Keimrate, weist jedoch bei
Dunkelheit wieder eine hthere Keimrate auf. Das zeigt, dass unter Lichteinwirkung
die Keimbereitschaft des Borretsch von der aktiven Wellenlange des Lichts von
730 nm beeinflusst wird, bei Dunkelheit aber der genetisch bedingte Faktor
Dunkelkeimung wirksam wird.

Das Keimverhalten des Borretsch entspricht im Hinblick auf die Aktivitdt der
Gibberellinsaure und die Interaktion Embryo-Aleuronschicht unter Lichteinwirkung
den von Hel3 (1999) beschriebenen fur alle Pflanzen typischen Keimprozessen. Es
wére denkbar, dass der Borretsch aufgrund seiner hohen Keimrate bei Dunkelheit in
der Lage ist, die Gibberellinsaure in diesem Stadium zu aktivieren und Uber die
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Freisetzung von Hydrolasen dem Keimling die entsprechenden Energien fur den
Keimprozess zur Verfigung zu stellen.

5.1.2 Einfluss der Nahrbdden

Die sehr niedrige Keimrate auf Filterpapier und MS Medium koénnte in erster Linie mit
einem Uberangebot von Wasser zusammenhangen, da unter diesen
Voraussetzungen der Borretsch negativ reagiert. Das fur die Keimung erforderliche
optimale Verhaltnis zwischen Wasser, Sauerstoff und Warme kann demnach auf
diesen Medien nicht hergestellt werden.

In einem weiteren Versuch, der unter den gleichen Temperatur- und Lichtbe-
dingungen durchgefihrt wurde (KNIPP, 2000), konnten die Ergebnisse weitgehend
bestétigt werden. Die Keimraten betrugen auf Filterpapier 24,3 %, auf sterilem Boden
89,6 % und auf unsterilem Boden 90,0 %. Diese Ergebnisse entsprechen weitgehend
den im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Werten von 20 % Keimung auf
Filterpapier bzw. 71,6 % auf Sand. Die Ergebnisse auf Boden und Sand sind zwar
nicht direkt vergleichbar, zeigten aber ein verhaltnismafiig hohes Niveau, wahrend
die Keimfahigkeit auf Filterpapier deutlich darunter lag.

Die Verwendung von Kichenpapier (GHADERI et al., 2008) brachte eine deutlich
héhere Keimrate (vgl. 5.1.1).

5.1.3 Einfluss der Desinfektionsmittel NaOCl und Ethanol

Die Effizienz der Sterilisierung des Borretschsamens hangt davon ab, ob neben einer
erfolgreichen Dekontamination auch eine Erhaltung der hohen Keimfahigkeit erreicht
wird. Der hohe Dekontaminationsgrad der Kombinationen NaOCI + Ethanol sowie
NaOCI 6 % (Tab. 4) fuhrte jedoch zu einer starken Beeintrachtigung der Keim-
fahigkeit. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die zelltoxischen Eigenschaften
der Dekontaminationsmittel zurickzufihren. MOHR und SCHOPFER (zitiert in
BORGMANN, 1978) sehen die Ursache der abnehmenden Keimfahigkeit bei
steigender Konzentration von NaOCI in einer Stérung der enzymatischen Prozesse,
die von der Gibberellinsdure in der Aleuronschicht gesteuert werden. Durch einen
Zusatz von Ethanol wurde diese Wirkung deutlich verstarkt.

Die Sprosse der einzelnen Prufglieder zeigten bei der Weiterfuhrung in der
Gewebekultur einen hohen Kontaminationsgrad. Das lasst darauf schliel3en, dass die
Kontamination von Borretsch vorwiegend samenbiirtig ist und die Explantate einer
besonderen desinfizierenden Behandlung unterzogen werden mussen.

Berichte Uber den negativen Einfluss von NaOCI auf die Keimfahigkeit werden auch
von KNIPP (2000) bestatigt, wo von einem Rickgang auf 12,5 % bis 39,6 % und von
einem starkeren Absinken bei einer NaOCI 4 % - Konzentration berichtet wird.
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Gegenuber einer berichteten Keimfahigkeit von 26,7 % bei NaOCI sine Ethanol und
0 % von NaOCI cum Ethanol auf MS-Medium stellte KNIPP (2000) eine Keimfahig-
keit von 7,7 % nach einer NaOCI-Behandlung fest. Die Reduzierung der Keimfahig-
keit bei Salatsamen wurde nach BEWLEY et al. (1994) auf die Behandlung mit Chlor
erzeugenden Verbindungen zuriickgefiihrt, die das Durchbrechen des Endosperms
verhindern.

514 Einfluss des Sterilisationsmediums H202

H202 wurde im Jahr 1818 von dem franzdsischen Chemiker Louis-Jaques Thenard
entdeckt. Seitdem wird es in vielen Bereichen der Wirtschaft, Wissenschaft und
Medizin als Desinfektionsmittel eingesetzt. Seine Wirkung ist bakterizid, sporozid,
fungizid und viruzid (Bundesgesundheitsblatt Gesundheitsforschung Gesundheits-
schutz 46(1), 2003, S.72-95). In der Medizin ist die 3 %ige H202-Losung die
gebrauchlichste Form der Desinfektion. Héhere Konzentrationen haben eine stark
atzende Wirkung. CHEESEMAN (2006) untersuchte die zelltoxischen Eigenschaften
von H202 an den folgenden Pflanzen: Aesculus glabra Willd., Glechoma hederacea
L., Plantago major L., und Viola soraria Willd. Danach besteht in Pflanzenblattern
eine naturliche H202-Konzentration, die von Pflanzenart, Temperatur, Tageszeit und
Jahreszeit abhangig ist. Bei den untersuchten Pflanzen wurde die hochste H20:2-
Konzentration in den Sommermonaten und am Mittag, also unter starker
Sonneneinstrahlung festgestellt.

Nach AVERVANOV et al. (2007) hat die Applikation von H2O, bei der Behandlung
pathogener Bakterien und Pilze (Cladosporium cucumerinum und Pyricularia oryzae)
bei bestimmten Konzentrationen eine befriedigende Desinfektionswirkung erzielt.
Dies hat seine Ursache in der direkten Wirkung von H>O. auf die pathogenen
Erreger. Untersucht wurde die Wirkung von H>O. auf die Inhibition der Sporen-
keimung der o. a. Erreger. Die weniger zufrieden stellende Desinfektionswirkung von
H-.O. beim Borretsch ist wohl auf die sehr raue Samenschale sowie eine starke
interne Kontamination zurtckzufihren.

Obwohl es bisher extern zur Eliminierung pathogener Bakterien und Pilze eingesetzt
wurde, hat H>O. dariber hinaus intern eine wichtige Stellung bei einer Reihe
biologischer Prozesse wie z.B. als Elicitor oder in der Bildung von Phytoalexinen.

Bis vor kurzem wurde H20:2 als toxischer Zellularmetabolit angesehen (PENGTAO
WANG, 2008). Es wird auf verschiedene Weise wahrend des normalen
Metabolismus gebildet. So entsteht z.B. Oz in den Chloroplasten, wenn bei hoher
Lichtintensitat die CO2-Assimilation erschopft ist. Chlorophyll-Molekile in dem
Photosystem Il interagieren mit Sauerstoff zur Bildung von 1 Oz (FRYER et al., 2002;
HIDEG et al., 2002, zitiert in PENGTAO WANG and CHUN-PENG SONG, 2008). Zur
gleichen Zeit regt das Photosystem Il die direkte Reduktion von Oz im Photosystem |
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an, mit der daraus folgenden Bildung von Superoxid-Anionen (H202) und dem
Hydroxylradical (OH) (Foyer & Noctor, 2003; Pfannschmidt, 2003, zitiert in
PENGTAO WANG and CHUN-PENG SONG, 2008).

Es wurde geprift, ob die dargestellten desinfizierenden externen und internen
Eigenschaften auch beim Borretsch wirksam sind und demzufolge H202 in der
Gewebekultur eingesetzt werden kann.

Die Abnahme der Keimfahigkeit auf 50 % in der 20 %igen H202-Konzentration zeigt,
dass sich hohere Konzentrationen negativ auf die Keimfahigkeit und das
meristematische Gewebe auswirken. Trotz steigender H202-Konzentrationen lag der
Kontaminationsgrad noch bei 53,3 % (Tab. 5). Die fiur eine Hemmung der
Sporenkeimung erforderliche Konzentration ist offensichtlich nicht ausreichend. In
der Gewebekultur wiirde die Verwendung von HO: als Desinfektionsmittel nach
diesen Ergebnissen zu unbefriedigenden Resultaten fuhren.

5.2 Biosynthese der GLS

Arteigene Biosynthese der GLS

Dreifach ungesattigte Fettsduren liegen im Pflanzensamen Uberwiegend als
a-Linolensaure C18:3 cis 9,12,15 Octadecatriensaure vor. In dem Samendl von
Borretsch (Borago officinalis L.), Nachtkerze (Oenothera biennis L.) und schwarzer
Johannisbeere (Ribes nigrumL.) ist die Gamma-Linolensaure C18:3 cis 6,9,12
Octadecatriensaure mit ca. 23,5 % (22 - 25 %), 9 % bzw. 18 % der Gesamtfettsduren
vertreten.

Die de-novo-Synthese der Fettsauren erfolgt bis zur Olsaure im Stroma des Chloro-
plasten. Die aulRere Membran des Endothelialen Reticulums (ER) ist der Ort, an dem
die danach folgenden Modifikationen in der Form der Elongation und Desaturation
ablaufen. Die erforderliche Verlangerung erfolgt tiber Elongasen.

Desaturierungen finden an Olsauren statt, die sich im Verbund eines Phosphatidyl-
cholin befinden. Bei diesem Vorgang handelt es sich um das Einbringen weiterer
Doppelbindungen in die Olsaure und damit die Bildung von Linol- und Linolenséaure,
die von Desaturasen katalysiert wird (HER, 1999).

In einem von GALLE (1993) durchgefihrten In-vitro-Versuch wurde die Bildung der
GLS bei Borretsch untersucht. Hier wurde ebenfalls wie bei HER (1999) die In vitro-
Aktivitat der Delta-6-Desaturase hauptsachlich in Phosphatidylcholin in Verbindung
mit angereicherten ER-Membranen von Embryos gepruft. Im ER der Samenschale
und bei Setzlingen wurde keine Aktivitat beobachtet. Die hoéchste Aktivitat der Delta-
6-Desaturase erfolgte nach GALLE (1993) 14-16 Tage nach der Bestaubung.



103 5 Diskussion

Nach SAYANOVA (1999) hat das Hamoprotein Cytochrom (Cyt) eine zentrale
Stellung in der Biosynthese der Delta-6-Desaturase. Danach waren in einem
Versuch bei einer transgenen Pflanze von Arabidopsis die Hambindungen getrennt
und die Pflanze war nicht in der Lage, Delta-6-Desaturase zu synthetisieren.

Transgene Biosynthese der GLS

Die Erforschung der GLS, ihr Vorkommen in verschiedenen Pflanzenarten sowie
gentechnische Manipulationen mit dem Ziel der GLS-Erzeugung haben sich zu
einem breiten Betatigungsfeld entwickelt. Man fand GLS in Algen und Cyanobak-
terien, Pilzen und Protozoen. GALLE et al. (1993) und JEENNOR et al. (2007)
untersuchten die Effizienz einer Inoculation zur Erhdéhung der GLS-Gehalte bei
Mucor ruxii. Die Kulturen erfolgten auf YPG-Agar und MES-Agar (2 % Glukose,
0-1 % Bacto-Pepton, 2 % Malzextrakt und 2 % Agar) sowie poliertem, feuchtem
poliertem und unpoliertem Reis. Das geerntete Sporentrockengewicht betrug 0,5,
1,1, 30,7, 12,3 bzw. 23,9 g je Kilogramm Substrat, in welchem die Gesamtfettsauren
im Verhaltnis zum Gesamt-Trockengewicht mit 7,7 %, 4,4 %, 2,4 %, 2,9 % und 3,4 %
vertreten waren. Die GLS-Gehalte erreichten 26,2 %, 36,7 %, 33,6 %, 30,9 % und
25,9 % der Gesamtfettsaure.

Brassica juncea L. ist eine wichtige Ol produzierende Pflanze, die nicht in der Lage
ist, GLS direkt oder in einer fur deren Biosynthese erforderlichen Vorstufe
herzustellen. Durch die Transformation des Gens d6D des Cyanobakteriums in
Brassica juncea L. wurde die Biosynthese von Linolsaure C18:2 cis 9,12 Octadeca-
diensaure, deren Elongation und Desaturation und damit die Biosynthese von
GLS C18:3 cis 6,9,12 Octadecatriensaure und C18:4 cis 6,9,12,15 Octadecatetraen-
saure moglich (DAS, B. et al., 2006).

Ebenso gelang es HONG (2002) in Pythium irregulare die neue cDNS a459 zu
identifizieren. Durch Einschleusen in Brassica juncea L. und Codierung einer Delta-6-
Desaturase erfolgte die Bildung einer C18:3 -6,9,12 und C18:4 -6,9,12,15 Fettsaure.
Der Anteil der GLS an der Gesamtfettsaure betrug 40 % (HONG, 2002).

53 Beeinflussende Faktoren des GLS-Gehaltes

5.3.1 Temperatur

Der Olgehalt und -ertrag von Samen der Nachtkerze (Oenothera lamarckiana L.)
sanken unter kontrollierten Wachstumsbedingungen signifikant bei hohen Tempera-
turen (32°C) im Vergleich zu niedrigeren Temperaturen (25°C und weniger).
AulBerdem wurde die Fettsdurezusammensetzung des Samendls durch die
Temperatur beeinflusst. Hohere Olsauregehalte und niedrigere Linol- und GLS-
gehalte waren charakteristisch bei hoheren Temperaturen. Berti et al. (2002) (zit. in
Berti et al., 2010) berichten Uber steigende GLS-Gehalte bei Borretsch von 18,4 %
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im Norden Chiles auf 26,4 % im kihleren Suden. Ursache dafur ist v.a. die sich bei
hohen Temperaturen (>25°C) schlieBenden Spaltéffnungen und die dadurch
ausgeloste verminderte Transpiration, die zu einer Einschrankung der normalen
biologischen Prozesse fuhrt. AuRerdem durften sich die bei hdheren Temperaturen
auftretenden hoheren Gehalte von H2O: und deren zelltoxische Eigenschaften
negativ auswirken.

Diese Beobachtungen wurden auch in Feldversuchen bestatigt: Bei Herbstaussaat
(klimatisch begunstigte Regionen) waren die Olsauregehalte niedriger und die Linol-
und GLS-Gehalte hoher als bei Frihjahrsaussaat (YANIV, 1989).

5.3.2 N-DUngung

Eine Erhéhung der N-Dingung fuihrte zu einer Verringerung des harvest index von
Borretsch (EL HAFID, 2002). Diese Aussage deckt sich mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, in der mit steigender N-Gabe eine Reduktion des harvest index zu
verzeichnen war. Wie schon beschrieben, liegt die Ursache mit hoher
Wahrscheinlichkeit in dem starkeren vegetativen Sink im Reifestadium.

5.4 Ziuchtungsversuche

54.1 Borretsch GefalRversuch mit 1 %iger EMS-LOsung

Die EMS-Ldsung 1 % hatte einen starken Einfluss auf wichtige phanotypische und
genetische Eigenschaften. Das Langenwachstum nahm mit zunehmender
Behandlungsdauer ab. Die Blattzahl erhohte sich von 40,2 auf 48,5 Blatter/Pflanze.
Die Pflanze versuchte offensichtlich, das durch die EMS-Behandlung verursachte
geringere Langenwachstum dber eine hohere Blattzahl verbunden mit einer
starkeren Photosyntheserate auszugleichen.

Die Beobachtungen zum Schossbeginn lassen keinen Einfluss der EMS-Behandlung
auf den Zeitpunkt des Schossbeginns erkennen. Nach 79 Tagen waren alle Pflanzen
geschosst.

Nach langerer EMS-Behandlung war ein zunehmend chlorotisches Erscheinungsbild
der Pflanzen erkennbar. Auch die Nekrose zeigt mit langerer Behandlungsdauer eine
steigende Tendenz von 4,2 % - 9,1 %. Damit wird eine negative Auswirkung der
EMS-Behandlung auf die Vitalitat der Pflanzen erkennbar.

Mutationsauslosende Wirkungen waren in zunehmend veranderter Blattform (Tab. 7)
und Verringerung bis zum Verlust der Fertilitdt (Tab. 6) schon nach
18 Behandlungsstunden erkennbar. Danach kann die Fertilitatsgrenze fir eine
Behandlung mit 1 %iger EMS-Losung bei ca. 16 h Behandlungsdauer angesetzt
werden.
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5.4.2 EMS-Feldversuch 2000

In dem zur Erreichung eines epigynen Blutenstandes durchgefiihrten Feldversuch
konnte von ca. 20000 Pflanzen (davon 1345 Pflanzen bonitiert) nur eine einzige
mutagen verédnderte festgestellt werden. Dieses Verhaltnis zeigt den hohen Aufwand,
der bei diesem Verfahren fur die Initiierung von Mutationen erforderlich ist.

Der Bestand machte insgesamt einen positiven Eindruck. Die Bonitierung zeigte
jedoch, dass sich die EMS-Behandlung sehr stark auf eine veranderte Blattform
einschlie3lich Korolla und Sepalen auswirkte. Sie fihrte weder zu einer grundlegen-
den Anderung des Wuchstyps, in dem mit 95,3 % der Blatttyp vertreten war, noch zu
dem als Zuchtziel gewlinschten epigynen Blitenstand. Der Blatttyp manifestiert sich
auch in den bei diesem Typ starken bis mittleren Verzweigungen mit 97,8 %,
wahrend der Stangeltyp als erwinschtes Zuchtziel nur mit 4,7 % vertreten war und
die fur den Stangeltyp schwache Verzweigung nur bei 2,2 % der Pflanzen festgestellt
wurde. Unter den bonitierten Pflanzen war keine Mutation, die mit Aussicht auf Erfolg
zlchterisch hatte weiter bearbeitet werden kdnnen. Eine héhere EMS-Konzentration
konnte ggf. einen grof3eren Mutationseffekt erzielen, wirde aber nach den
Ergebnissen des Vorversuchs zur Infertilitat fuhren, die bei 18 Stunden
Behandlungszeit festgestellt wurde.

Die generative Vermehrung der mutierten Pflanze im Feldversuch brachte nach
Isolation und Bestaubung keinen Kornansatz. Die im Phytotron vegetativ vermehrten
sechs Klone brachten 13 Samen. Dies zeigt, dass diese Methode trotz der &uf3erst
geringen Mutationsrate in der Praxis durchfihrbar ist und genutzt werden kann, um
das angestrebte Zuchtziel zu erreichen.

Wahrend der Stangeltyp im Feldversuch (M1) einen Anteil von 4,7 % hatte,
verschwand er im Nachbau zum Feldversuch (M2) véllig (Tab. 9). Auch die Bliten-
farbe veranderte sich in der M2, wo nur noch blaue und mischfarbene Bluten mit
76,8 % und 23,2 % vertreten waren, wobei die Blutenfarbe blau starker vertreten war
als in der M1. Die phéanotypischen Eigenschaften Blutenform, Kelchblatt, Fruchtkno-
ten und Blattform zeigten eine Tendenz zu normalen Formen und bestatigten die von
ODENBACH (1997) formulierte Feststellung, dass die Pflanze bestrebt ist, die durch
mutationsauslosende Behandlung entstandene Stérung wieder zu reparieren.

Mit der Ernte M1 wurde eine gréRere Zahl formverédnderter Samen festgestellt. Bei
den aus diesen Samen herangezogenen Pflanzen konnte keine Formveranderung
des Habitus der Gesamtpflanze oder bestimmter Pflanzenteile beobachtet werden
(Tab. 10).

SAIKAT et al. (2007) pruften die Wirkung von EMS in einem Konzentrationsbereich
von 10-300 mmol und einer Behandlungsdauer von 2 — 24 h bei Trigonella foenum
graecum. Danach ging die Uberlebensrate in der M1 mit steigender Konzentration
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auf bis zu 7,8% zurick. In der M2 und der M3 verbesserten sich die
Uberlebensraten bei der hochsten Konzentrationsstufe auf 49,5 % bzw. 90,9 %. Der
Bluhbeginn und die Reifezeit waren im Bereich 10 - 50 mmol verzégert, zwischen
100 und 200 mmol wurden keine Veranderungen gegenuber der Kontrolle festge-
stellt, wahrend bei einer Konzentration von 300 mmol die Reife eine Woche friher
einsetzte. Die hochste Letalitat und phanotypische Veranderungen wurden bei einer
Konzentration von 300 mmol EMS und einer Behandlungszeit von 24 h festgestellt.
Das bedeutet, dass die Pflanzen zunachst einen Selektionsprozess durchlaufen
missen, bevor mutagene Veranderungen zichterisch genutzt werden kdnnen.

Den Bluhbeginn betreffend zeigt der Vergleich mit Borretsch bei einer 1 %igen
Solution und 24 h Behandlungszeit eine Verzdogerung des Bluhbeginns um 23 Tage
(Tab. 7) und damit auch eine Verzogerung der Reife.

Bei Raps (Brassica napus L.) wurde dagegen bei einer EMS-induzierten Mutation
festgestellt, dass die Blute 59 d friher einsetzte als die der Elternlinie (THURLING
und DEPITTAYANAN, 1992).

Bei Arabidopsis thaliana zeigten in der 2. Generation (im Gegensatz zu Borretsch)
20-30 % der Pflanzen ontogenetische oder physiologische Verdnderungen wie ein
allgemein krankliches Aussehen, vorzeitiges oder verspatetes Blihen, Sterilitdt oder
Zwergwuchs und Chlorose (Reiter et al., 1997).

54.3 Behandlung mit Gammastrahlen

5.4.3.1 Einfluss auf morphologische Merkmale und Keimfahigkeit

Wie stark sich die Wirkung der Gammastrahlung auf die morphologischen
Eigenschaften der Pflanzen auswirkt, lasst sich aufgrund der Ergebnisse hier nicht
abschlieBend beurteilen. Die Ursache fur die nur geringen Unterschiede der Werte
im Strahlenbereich 500 Gy bis 700 Gy ware in diesem Zusammenhang zu klaren. So
ware zu prifen, ob ein Einfluss der Strahlendosis auf die Wirkung von
Phytohormonen bei Borretsch vorliegt.

5.4.3.2 Untersuchungen zu Photosyntheseaktivitat und Ertrag

Der starke Einfluss der Gamma-Strahlung auf den Chlorophyllgehalt und den
Kornertrag gibt einen Hinweis auf die durch die Strahlung gestorte Biosynthese des
Chlorophylls (Tab. 13). Eine mdgliche Ursache kdnnte die Stérung der Phytolbindung
am Pyrrolring sein, was zu einer Verringerung des Chlorophyligehaltes und einer
Zunahme der Cytochrome fuihren wirde. In vorliegendem Fall wirde das besonders
auf die signifikanten Unterschiede der Varianten 300, 500 und 700 Gy zutreffen. Die
Kornertrage je Pflanze lagen in allen behandelten Gruppen niedriger als die Kontrolle
und zeigten einen insgesamt signifikant unglnstigen Einfluss der Gamma-
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bestrahlung. Eine Verringerung der Photosyntheserate wird beobachtet, wenn
,source” und ,sink“ nicht aufeinander abgestimmt sind (ODENBACH, 1997). Es ist
demnach wichtig, die photosynthetisch gewonnenen Stoffe zur Erhéhung der Ertrage
primér in das generative source zu leiten.

Photosynthat-Angebot und Phytohormone, insbesondere Zytokinine in Interaktion mit
dem Stickstoffangebot kontrollieren die Aktivitdt der Photosynthesegene sowie die
Entwicklung der Stickstoffverteilung in den Blattern und der ganzen Pflanze, welches
die dominante Basis der Sink-Regulation der Photosynthese darstellt (MATTHEW et
al., 2001).

Damit bekommen Umwelteinflisse eine starkere Bedeutung. In Trockenperioden
kann es wegen ungenidgender Umsetzungsprozesse zu einem mangelnden N-
Angebot in der Pflanze und damit zu Stérungen der Photosynthese kommen.

Die Absorption der UV-Strahlung kann je nach Witterungslage zu Gunsten von UV-A
verschoben werden. UV-A hat einen direkten photosynthetischen Effekt, wobei eine
Minderung des effektiven Elektronentransportes in Photosystem Il und eine
Vermehrung von Radikalen beobachtet wurden (WHITE und JAHNKE, 2002).

5.4.3.3 Letalitatsversuch

Da im Versuchszeitraum im Vergleich zum Vorversuch keine Letalitat der Versuchs-
pflanzen vorlag, kann unterstellt werden, dass die Letalitatsgrenze fir Gamma-
strahlen bei lebenden Borretschpflanzen zwischen 40 und 50 Gy angesetzt werden
kann. Fur die praktischen Zuchtarbeiten ist unter diesen Voraussetzungen in Bezug
auf die Initiierung von Mutationen in der Bliten- und Samenanlage ein Strahlungs-
bereich von ca. 30-35 Gy zu empfehlen.

5.4.4 Behandlung mit Neutronenstrahlung

5.4.4.1 Einfluss der Neutronenbehandlung auf Keimfahigkeit und Letalitat

Die ersten Behandlungen mit 100 kW und 30 kW (Tab. 17, Tab. 18) bei einer
Behandlungszeit von 102 s bis 207 s fuhrten zur Letalitat aller Versuchspflanzen. Die
fur den Borretsch geeignete Dosis/Zeit-Kombination wurde mit 10 kW und 102 bis
207 s gefunden. Auf dieser Basis konnten weitere Versuche im Sinne des Zuchtziels
durchgefuhrt werden. Die zunehmende Behandlungsdauer zeigte einen negativen
Einfluss der Neutronenstrahlen auf morphologische Eigenschaften der Pflanzen.
Neben einer zunehmenden Wachstumsdepression wurde eine starkere Chlorose als
Hinweis fur eine verminderte Vitalitat festgestellt. Dieses Ergebnis wird weitgehend
von SANAMYAN (2007) bestatigt, der nach Neutronenbestrahlung von Gossypium
hirsutum L. von ,vielen biomorphologisch abnormalen Pflanzen, einschliel3lich steriler
und chimarer” berichtet.
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Nach AWAN et. al. (1979) wurden unterschiedliche Wirkungen von Gamma- und
Neutronenstrahlen bei Reis festgestellt. Reiskdrner wurden einer Gammastrahlung
von 15 bis 30 krad (150 bis 300 Gy) und einer Neutronenstrahlung von 1 bis 2,5 krad
(10 bis 25 Gy) ausgesetzt. In beiden Fallen ging in der M1 die Fertilitat mit
zunehmender Dosierung zurtick. Zunehmende Chlorophyllmutationen wurden in der
M2 bei einer Dosierung bis zu 2 krd (20 Gy) Neutronenstrahlung und 25 krad
(250 Gy) Gammastrahlen beobachtet

Fur den Neutronen-Feldversuch im Rahmen dieser Arbeit wurde die Strahlendosis
von 10 kW und 207 s gewahlt, weil auf diesem Niveau unter Berlucksichtigung der
Keimfahigkeit trotz der geringen Vitalitat im Versuch (Tab. 19) eine hdhere
Wahrscheinlichkeit fir mutagene Veranderungen bestand.

Ein positives Ergebnis im Sinne des Zuchtziels war der Anteil relativ fest sitzender
Korner/Pflanze. Ein ,fester Kornansatz® liegt dann vor, wenn der reife Samen sich
nach Bewegung und Transport noch an der Pflanze befindet. Dieser Effekt konnte
durch die Neutronenstrahlung bei einem Teil der behandelten Pflanzen erreicht
werden. Die Eigenschaft eines teilweise festen Kornansatzes zeigten 11 von
15 Pflanzen (Tab. 24). Dabei wiesen 10 % der insgesamt geernteten Kdorner einen
festen Kornansatz auf (Tab. 25). Auf dieser Basis erfolgten weitere zichterische
MalRnahmen.

Durch die Neutronenstrahlung kam es zu einer starken negativen Veranderung der
Fettsauren (Tab. 26). Die Ursache dirfte mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Stérung
der Biosynthese der Delta-6-Desaturase liegen, welche die Desaturation der C18:2
zur C18:3 katalysiert. Da der Transport zu den ungesattigten Fettsauren unterbunden
ist, erfolgt die Weiterleitung Uber die C20:1 zu C22:1 (Erucasaure), die durch
Elongasen katalysiert wird (HESS, 1999).

5.4.4.2 Ertragsstruktur

Der natirliche Kornausfall wird durch das Offnen der Kelchblatter wahrend des
Reifeprozesses ermdglicht. Durch die Neutronenstrahlung mutierte geschlossene
Kelchblatter mit reifen Samen im Endstadium des Reifeprozesses konnten nicht
beobachtet werden. Der in der M1 verbreitet festgestellte relativ feste Kornansatz
reifer Korner bei getffneten Kelchblattern (Abb.A 2 ) war bedingt durch ein starkeres
Haftungsvermogen der Pseudostrophiole am Kelchboden und lie3 erwarten, dass
dieses Merkmal sich stabilisieren wirde.

Die Eigenschaft eines festen Kornansatzes wurde tatséchlich in allen funf
Generationen des Mutationsversuchs festgestellt. Wahrend die Generationen M2
und M4 die Mdglichkeit einer Stabilisierung bei einem Anteil von ca. 20% vermuten
lieBen, wichen die Ergebnisse in der M3 (ca. 1% fester Kornansatz) und in der M5
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(ca. 73 %) deutlich von diesen Werten ab. Der hohe Anteil mit festem Kornansatz in
der M5 muf3 mit aller Vorsicht bewertet werden. Er ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
eine Folge ungunstiger Witterungsbedingungen und der dadurch bedingten hohen
Verlustquote.

Eine Ursache fur den geringen Anteil festen Kornansatzes in der M3 konnte nicht
ermittelt werden. Es muss davon ausgegangen werden, dass die erreichte Mutation
nicht ausreichend genetisch fixiert ist. Aufgrund der Ergebnisse lasst sich au3erdem
vermuten, dass der Anteil nicht wesentlich tber 20 % verbessert werden kann.

5.4.4.3 Entwicklung der Gamma-Linolen- und Erucasaure-Gehalte

Die GLS- und ES-Gehalte wichen in der M2 zwischen den Gruppen ,fest” und ,lose”
nur gering voneinander ab. Interessant ist die positive Entwicklung der GLS- und ES-
Gehalte von der M1 zur M2, wobei eine Steigerung der GLS-Gehalte und eine
Senkung der ES-Gehalte zu verzeichnen waren (Tab. 32). Damit ist eine Entwicklung
zum Gehaltsniveau normaler Handelsware und zur Minimierung der durch die
Neutronenstrahlung verursachten negativen Wirkungen zu erkennen.

Dieser Trend setzte sich in der M3 bis M5 mit einer weiteren Erhéhung der GLS-
Gehalte fort. Inwieweit der Anteil der ,selbstheilenden Krafte® der Pflanze
(ODENBACH, 1997), also die Minderung des negativen Einflusses der Neutronen-
strahlen auf die Inhaltsstoffe zum Tragen kamen, lasst sich hier nicht abschlieRend
beurteilen.

Nach einer anfanglich positiven Entwicklung der ES-Gehalte nahmen diese ab der
M4 wieder etwas ungunstigere Werte an. Zu dieser Entwicklung hat mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit der spate Erntezeitpunkt beigetragen.

5.4.5 Selektionsversuche zur Optimierung der GLS- und ES-Gehalte

5.45.1 Fettsduregehalte ausgewahlter Akzessionen

In dieser Arbeit wurden verschiedene Populationen zunachst auf ihre Herkunft und
genetische Ahnlichkeit untersucht und in einem Dendrogramm (Abb. 17 ) erfasst. In
einem zweiten Schritt wurden die GLS- und ES-Gehalte verschiedener Herkinfte
analysiert (Tab. 37). Nach der Ermittlung der genetischen Ahnlichkeit sollten tber
gezielte Kreuzungen leistungsfahige Populationen aufgebaut werden.

Die Schwierigkeiten des Versuchs zur Verbesserung der Leistungseigenschaften von
Borretsch bestanden darin, dass von niedrigen GLS- und hohen ES-Gehalten
ausgegangen werden musste. Dazu kam, dass selten in der gleichen Pflanze sowohl
der GLS- als auch der ES-Gehalt glinstige Werte zeigte. Die hier gefundenen GLS-
Gehalte von 20,1 % (9,2 % - 27,8 %) und ES-Gehalte von 2,9 % (2,2 % — 5,3 %)
lagen im Mittel etwa auf der gleichen Ebene wie die von MALCO (1998) gefundenen
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Werte. Es wird Uber GLS-Gehalte zwischen 11,3 % und 22,0 % und ES-Gehalte
zwischen 1,8% und 4,0 % berichtet. BAETZEL (1996) fand bei selektierten
Halbkérnern und deren Nachkommenschaft GLS-Gehalte von 20,0 % bzw. 15,6 %
und ES-Gehalte von 4,6 % bzw. 3,6 %. Diese Untersuchungen beziehen sich
weitgehend auf die gleichen Herklnfte, jedoch in einem zeitlichen Abstand von 2
bzw. 4 Jahren.

KNIPP et al. (2002) berichten (ber dominierende Linolsauregehalte (32,4 % -
35,6 %), Gamma-Linolensauregehalte (17,3 % - 25,5 %) und Olsaure (15,9 % -
21,5 %). Nur geringe Anteile wurden von der Eicosensaure (4,4 % - 4,8 %), der
Erucasaure (1,2 % - 1,8 %) und der Nervonsaure (1,2 % - 1,8 %) festgestellt. Die
Gehalte an gesattigten Fettsduren (Palmitin- und Stearinsaure) lagen im Mittel bei
15 %. Die Werte fir Gamma-Linolenséure lagen damit auch hier im Bereich der im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche, jedoch mit einer geringeren
Variationsbreite. Zudem wurden niedrigere - also gunstigere - Erucasauregehalte
festgestellt.

Neben den bereits zuvor angefiihrten nicht zufrieden stellenden Analyseergebnissen
war die Population dieses Versuchs durch den Verlust mehrerer Pflanzen und den
geringen Ertrag von einem bzw. zwei Kornern je Pflanze gekennzeichnet. Damit
wurde die Basis fur eine ausreichende Selektionsmoglichkeit zu schmal. Aul3erdem
hatte der niedrige Leistungsstand eine Zichtungsarbeit Gber mehrere Generationen
erfordert. Aus diesem Grund wurde dieser Versuch nicht fortgefuhrt.

5.45.2 Zichtung einer leistungsfahigen Population

Aus der Kontrollgruppe eines im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten EMS-
Versuchs wurden leistungsfahige Pflanzen selektiert und geselbstet. Nach funf
Generationen Selbstung war ein Inzuchtkoeffizient von F = 0,875 erreicht. In diesem
Stadium wurde auf die Kreuzungsmethode umgestellt. Die Fortfihrung der Selbstung
ware mit dem Risiko der Inzuchtdepression sowie eines verstarkten Krankheits- und
Insektenbefalls verbunden gewesen. Dieses Risiko wog aufgrund der geringen
Pflanzenzahl besonders stark, obwohl ein hodherer Homozygotiegrad fur die
zuchterische Arbeit erstrebenswert gewesen ware.

Vergleicht man die Entwicklung der GLS- und ES-Gehalte in dem Zeitraum von 1998
bis 2003, dann zeigt sich, dass die bisher durchgefihrten Zuchtmethoden dieses
Versuchs zu einer Stabilisierung der positiven Werte der ersten Generationen auf
einem Niveau, welches dem Zuchtziel entsprach, fihrten. Die im Jahr 2003 erzielten
GLS-Gehalte von durchschnittlich 29,8 % (bei minimal 25,4 % und maximal 33,6 %)
und 2,0 % ES (bei minimal 1,8 % und maximal 2,2 %) zeigt das erreichte hohe
Niveau.
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Sehr Uberraschend war der starke Leistungseinbruch mit der Ernte des Jahres 2004
(KR F2). Die GLS- und ES-Gehalte lagen auf einem sehr ungtinstigen Niveau (Tab.
43). Es gab keine Hinweise auf mogliche Ursachen, da die Pflanzen isoliert waren
und die Bestaubung mit Pollen von Vaterpflanzen mit Leistungen von 30,3 % und
31,5 % GLS sowie 2,1 % und 1,6 % ES erfolgen sollte. Sehr hohe Temperaturen, die
als auslésend fur niedrige GLS-Gehalte besprochen wurden, traten in diesem
Zeitraum nicht auf. Unzureichende Lichtverhéltnisse scheiden mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus, da die Versuche im Sommer durchgefuhrt wurden und die
Lichtverhaltnisse am entsprechenden Standort als normal bezeichnet werden
konnten. Am Standort der Mutterpopulation des Vorjahres waren alle Risiken zum
Fremdeintrag von Pollen weitgehend ausgeschlossen. Die Pflanzen waren isoliert
und die Bestdubung erfolgte von Hand. Insektenflug im Gewachshaus war
auszuschlieen, da regelmaRig eine Insektizidbehandlung durchgefiihrt wurde.
Fremdpollentbertragung durch Wind bei geo6ffneten Jalousien an fliegendichten
Seitenwanden sind bei Borretsch nahezu ausgeschlossen. Ein Eintrag von Pollen
anderer Boraginaceae mit der gleichen Chromosomenzahl wie z.B. der
Ochsenzunge Anchusa officinalis L. mit 16 Chromosomen (TISCHLER, 1950) konnte
angesichts der Isolation der Einzelpflanzen weitgehend ausgeschlossen werden. Wie
nachtraglich festgestellt wurde, ist der Leistungseinbruch auf einen versehentlichen
Fremdeintrag von Pollen zurtickzufuhren.

Die Zichtungsbemiihungen wurden in den folgenden Jahren fortgesetzt, sodass mit
den Leistungen der Mutterpflanzen, die im Jahr 2007 aus der Ernte 2006 im Versuch
standen, erneut eine gute Ausgangsbasis gegeben war. Aus diesem Grund waren
die niedrigen GLS-Gehalte unerwartet. Dies kann verschiedene Ursachen haben. Die
HK-Untersuchung der Mutterpflanzen 2007 konnte erst in der zweiten Halfte des
Monats Juli durchgefihrt werden. Damit verschob sich die Blite- und Reifezeit in die
Herbstmonate bei verminderter Sonneneinstrahlung und zusatzlich starken und lang
anhaltenden Regenféllen. Verkirzte Tageszeiten und eine unginstige Witterungs-
lage bedingten eine geringere photosynthetische Aktivitat. Folglich konnte das aus
der Photosynthese stammende Dihydroxyacetonphosphat als Basissubstanz fur die
Biosynthese der Glycerolipide (HER, 1999) nicht in ausreichender Menge gebildet
werden.

Eine weitere Ursache des ungtinstigen Fettsauremusters kdnnte in der verzégerten
Untersuchung mit der Folge von niedrigeren GLS-Gehalten bei zunehmendem Alter
liegen, da die HK-Untersuchung erst im Monat Juli 2009 erfolgen konnte.

5.4.6 Krankheiten und Schadlingsbefall
Ein besonderes Schadbild zeigte sich bei einer Borretsch-Population auf einer
begrenzten Flache in der Versuchstation Grol3-Gerau. Die Pflanzen waren
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kleinwtichsig und hatten einen gestauchten Stangelwuchs. Die Wuchsform wurde mit
hoher Wahrscheinlichkeit mit beeinflusst durch den starken Befall mit Wurzelnema-
toden der Gattung Paratylenchus. Der auffallend geringe Anteil an Feinwurzeln
wurde mit hoher Wahrscheinlichkeit durch sie verursacht und wirkte sich negativ auf
die Gesamtentwicklung der Pflanzen aus.

Die schwarze Bohnenblattlaus (Aphis fabae), die durch ihre Saugtatigkeit im Bereich
der Blaten und jungen Blatter sowie an den Stangeln die Pflanze stark schadigt, war
unterschiedlich stark in der Population vertreten. Die Saugtétigkeit dieses Schadlings
fuhrt je nach Intensitatsgrad des Befalls zu entsprechenden Ertragsminderungen.

Daruiber hinaus wurde eine grofere Anzahl Natterkopfnetzwanzen (Dictyla echii)
nachgewiesen, die auf Boraginaceae spezialisiert sind. Deren Einstiche und
Saugwirkung fihren an den Bluten- und Samenanlagen zu Gewebsveranderungen,
einem gestdrten Langenwachstum und niedrigeren Kornertrdgen, wie auch das
Ernteergebnis zeigte.

Auch ein Befall mit Blattlausen und Thripsnymphen wurde festgestellt.

Pilze der Gattungen Pythium, Rhizoctonia und Thiellaviopsis verstarkten das
Schadbild der tierischen Erreger.

55 Zell- und Gewebekultur

5.5.1 Organogenese - indirekte Regeneration
Mit der Etablierung der Organogenese bei Borretsch sollte eine zichterische
Verbesserung dieser Heilpflanze erreicht werden.

5.5.1.1 Untersuchungen der TM- und Fettgehalte von Borretsch-Kallussen

Unabhangig von der bisher Ublichen Nutzung der Kallusse zur Regeneration sollte
gepriift werden, ob eine Olgewinnung tiber Kalluskulturen moglich und wirtschaftlich
sinnvoll ist. Positive Ansatze dazu zeigt die erfolgte Zunahme des Fettgehaltes von
2,4 % auf 4,4 % vom 28. bis zum 56.Tag. Die weitere Entwicklung musste naher
untersucht werden um den gunstigsten (Ernte-) Nutzungszeitpunkt festzustellen.
AuRRerdem missen die Inhaltsstoffe —hohe GLS- und niedrige ES-Gehalte — den
Anforderungen entsprechen. Unter Beachtung der geringen TM-Gehalte von 4,5 %
im Festmedium und 1,9 % in der Suspensionskultur sind zur Erzeugung der gleichen
Menge Borretschél aus Kallussen eine gegenuber Borretschsamen mehrfache
Menge Kallussubstanz erforderlich. Die Gewinnerwartung musste unter Berlck-
sichtigung des Ertragsniveaus und der erforderlichen Investitionen untersucht
werden.
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5.5.1.2  Sterilisierung von Borretsch-Explantaten

Die erste Stufe in der Gewebekultur ist die Gewinnung sterilen Pflanzenmaterials aus
kontaminiertem Samen. H202 scheidet aufgrund der geringen Wirkung, die in den
Versuchen festgestellt wurde, als Desinfektionsmittel aus (Tab. 5). Ahnliche
Ergebnisse wurden in der Desinfektionswirkung von H202 bei Borretsch-Hypokotylen
festgestellt (Tab. 55), so dass H202 auch hier nicht zufriedenstellend eingesetzt
werden kann. Bei Borretsch-Hypokotylen, die mit NaOCI 2 % 10 min behandelt
wurden, erreichte der Kontaminationsgrad 71 %. Eine zusatzliche Behandlung mit
Ethanol (70 %) 1 min fuhrte zu einer Reduzierung der Kontamination auf 28 % (Tab.
53). KNIPP (2000) berichtet unter der gleichen Behandlung von einem
Kontaminationsgrad von 20,4 % nach 14 d. Der héhere Wert von 28 % ist wohl auf
spatere  Kontaminationen  zurtickzufihren.  KNIPP (2002) berichtet  von
Spatkontaminationen noch nach 34 Tagen. Nach PAUL (1980) sind Kulturen erst frei,
wenn sie in einem zusammenhangenden Zeitraum von 14 Tagen nach Ansetzen der
Kultur keine Kontamination aufweisen, falls keine Antibiotika verwendet wurden.

Ethanol als alleiniges Desinfizienz brachte nur einen Sterilisierungsgrad von 3 %. Die
einzelnen Organexplantate reagierten unterschiedlich auf eine kombinierte
Behandlung mit NaOCI (2 %, 10 min) + Ethanol (70 %, 1 min). Die Reduzierung der
Kontamination bei Sprossexplantaten auf 70 %, der Petiole auf 46 % und der
Hypokotyle bei diesem Versuch auf 18 % (Tab. 53) wurden in der Tendenz von
KNIPP (2002), mit Ergebnissen von 74,1 %, 40,8 % und 20,4 % bestatigt.

Eine Verbesserung der Desinfektionsergebnisse durch eine langere Behandlung mit
NaOCI und Ethanol ist kritisch zu beurteilen, da sowohl bei den Samen Keimschéaden
als auch bei den Explantaten schadhafte Verdnderungen beobachtet wurden.
Obwohl die Desinfektionsergebnisse nicht ganz zufriedenstellend sind, ist unter
diesen Voraussetzungen die Behandlungsdauer von 10 min NaOCI (2 %) und 1 min
Ethanol (70 %) fur Borretsch zu empfehlen.

55.1.3 Wachstumsversuche mit Einzelhormonen

Die Untersuchung mit BAP und Kinetin, deren Ergebnisse in % PCV dargestellt
werden, erfolgte am Auxophyton. Gegeniiber der Kontrolle zeigte die BAP-Variante
ein etwas geringeres Wachstum (Tab. 56). Interessant ist das geringere Wachstum
von Kinetin 1 ppm nach 21 d und nach 28 d, wo ca. 50 % des Wachstums der
Kontrolle erreicht wurden. Kinetin 2 ppm zeigte im gesamten Zeitraum ein geringeres
Wachstum als Kinetin 1 ppm. Fur die Erzielung eines optimalen Gewebewachstums
ist nach ORDON et al. (1998) ein optimales Auxin/Zytokinin-Verhéltnis erforderlich.
Das starkere Wachstum der Kontrolle ist wohl darauf zurickzufuhren, dass eine
unveranderte naturliche Relation Auxin/Zytokinin gegeben war, und im Versuch die
Hormonvarianten einseitig verandert wurden. In der Faktorstufe Kinetin 2 ppm wurde
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gegenuber der niedrigeren Kinetinkonzentration eine verzégerte Zuwachssteigerung
festgestellt, jedoch nach 28 d mit 230 % das Niveau der Variante 1 ppm nahezu
erreicht.

Unter der Einschrdnkung, dass die Untersuchung in einem anderen
Konzentrationsbereich erfolgte, zeigte sich bei TDZ ein noch starker ausgepragter
negativer Einfluss einer steigenden Konzentration auf das Zellwachstum als bei
Kinetin (Tab. 57). TDZ hatte vor allem in der niedrigen Dosierung eine offensichtlich
positivere Gesamtwirkung auf das Zellwachstum als BAP und Kinetin, da das
Ergebnis der Konzentration 0,01 ppm mehr als achtmal so hoch lag wie das der
Kontrolle. Dagegen lagen die Werte bei der Variante TDZ 1,0 ppm nur noch bei dem
2,1-fachen der Kontrolle. Mit zunehmender Konzentration des Zytokinins TDZ wurde
offensichtlich das Auxin/Zytokinin-Verhaltnis negativ verdndert und die
Wachstumsreduktion verursacht. Nach MURTHY et al. (1998) ist eine weitere
Ursache des Wirkprinzips von TDZ die Induktion einer Reihe von Ereignissen, die
von der Induktion von Kallus bis zur somatischen Embryogenese reichen. Danach
hat TDZ die besondere Eigenschaft, in einer Nachahmung sowohl von Auxin- als
auch Zytokinineffekten auf Wachstum und Differenzierung von Kulturexplantaten zu
wirken. Es unterscheidet sich auch strukturell sowohl von Auxinen als auch von
purin-basierten Zytokininen. Eine Reihe von physiologischen und biochemischen
Ablaufen in den Zellen sind wahrscheinlich von TDZ beeinflusst, die mdglicherweise
direkt mit der Induktion morphogenetischer Ereignisse zusammenhéangen.

Wie die Boniturnoten (Abb. 19 ) zeigen, wirkte sich das starke Wachstum der
Variante TDZ 0,01 ppm negativ auf die Qualitat (Farbe und Konsistenz) der Pflanzen
aus. Die bei TDZ vorhandenen Auxin- und Zytokinin-Effekte haben bei Borretsch-
Kallussen in Bezug auf das Kallus-Wachstum ihr Optimum bei 0,01 ppm. Die bei
steigender Konzentration zurtickgehende Zellteilungsaktivitat hatte keinen Einfluss
auf die Differenzierung. Inwieweit bei diesem Zytokinin die Inhibition der Zellteilung
bei steigender Konzentration durch eine Ver&nderung der Auxin-Zytokinin-Effekte
oder durch zelltoxische Wirkungen verursacht wird, misste naher untersucht werden.

5.5.1.4 Die Wirkung von Hormonkombinationen auf das Zellwachstum

Schon bei niedriger Zytokinin-Konzentration konnte eine merkliche Zunahme des
Wachstums erreicht werden, abwohl das Auxin-Zytokinin-Gleichgewicht nicht
gegeben war. IES zeigte, vermutlich bedingt durch die hdéhere Konzentration in
diesem Versuch, einen starkeren Einfluss auf das Zellwachstum als die Zytokinine.
Ob in den Kombinationsvarianten der von SALMINEN (1997) bei Verwendung von
BAP beobachtete deutliche Anstieg der endogenen IES zum Tragen kam, musste
naher untersucht werden.
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Der unter den Kriterien des Auxin-Zytokinin-Gleichgewichts durchgefiihrte Versuch
mit den Phytohormonen NES und BAP (Tab. 60) brachte in der 10-fach hdheren
Konzentration keine weitere Zunahme des Zellwachstums. Nach ODENBACH (1997)
induzieren hohe Auxinkonzentrationen je nach der gleichzeitig angebotenen
Zytokininkonzentration undifferenziertes Gewebewachstum oder Wurzelbildung,
hohe Zytokinin-Konzentrationen induzieren Sprossbildung. Danach ware ein
starkeres Zellwachstum zu erwarten gewesen.

Eine weitere Steigerung der Konzentration fuhrte im Wesentlichen zu einer
Verschlechterung der Ergebnisse (Tab. 61). Dies entspricht der Aussage von
ODENBACH (1997), dass die Zunahme des Zellwachstums bei gleichzeitig
angebotener Zytokinin-Gabe fur Borretsch auf den Bereich 0,01 bis 0,1 ppm
begrenzt ist.

Bezuglich der Bonitierung wurde wie in vorangegangenen Versuchen festgestellt,
dass starke Zuwachsraten die Qualitat der Kallusse negativ beeinflussen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass in den Versuchen die gréf3ten Zuwachsraten im
Vergleich zur Kontrolle bei Kalluskulturen mit TDZ (Tab. 57) und bei der Kombination
IES 2,0 ppm + Kinetin 0,1 ppm (Tab. 59) erreicht wurden.

Differenzierungsversuche mit Phytohormonen

Die Kombination von NES 0,01 ppm und BAP 0,5 ppm wurde auf ihre Wirkung zur
Sprossbildung untersucht (4.3.4). Die Ergebnisse waren in der Tendenz mit den von
KNIPP (2000) durchgefuhrten Versuchen vergleichbar, in denen pro Kallus
0 bis 1,5 Sprosse gebildet wurden. Verschiedentlich wurden, wie auch von
KNIPP (2000) berichtet, auf BAP-Medium ,fingerférmige“ chlorophyllhaltige
Auswichse - nicht Wurzel, nicht Spross - an den Kallussen beobachtet, deren Enden
z.T. zu Wurzeln ausdifferenzierten.

Nach SENGBUSCH (2003) induzieren Auxine in hoher Konzentration ebenfalls
Sprossbildung. Entgegen dieser Aussage konnte bei Borretsch schon mit einer
Konzentration von IBS 1 ppm Sprossbildung induziert werden. Diese Konzentration
fuhrte jedoch nur zur Organogenese (Sprossbildung), nicht aber zur Embryogenese,
wozu eine weitere Behandlung mit Cocos nucifera L. erforderlich wurde.

Die Wurzelbildung der Gruppe IBS 1 ppm konnte erst nach Transfer am 35.Tag auf
MS-Medium mit einem 10 %igen Anteil von Kokoswasser (Endosperm von Cocos
nucifera L.) induziert werden. Zellwachstum und Differenzierung werden durch
Kokosnussmilch stark gefordert, so dass nach 10 Tagen bei zehn Explantaten neben
der bisher erfolgten Spross- eine beginnende Wurzelbildung erkennbar war.
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5.5.2 Embryogenese

Nach SENGBUSCH (2003) fuihrt eine hohe Auxin-Konzentration von (10 bis 103 g/l)
zu Sprossbildung, eine Konzentration von 10 g/l zu Knospenbildung und eine
Konzentration von 108 g/l zum Wurzelwachstum. Diese Feststellung wird jedoch von
ODENBACH (1997) differenziert. Demnach muss die optimale Hormonkonzentration
fur jede Pflanzenspezies gesondert empirisch ermittelt werden. In diesem
Zusammenhang ist vor allem die Induktion der Embryogenese von Bedeutung. Diese
konnte bei einer Konzentration von 2,5 ppm IES bzw. 2,5 ppm NES induziert werden.
Mit der Konzentration 5,0 ppm IES sowie 5,0 ppm NES erfolgte im Vergleich zu der
geringeren Dosierung eine etwas starkere Induktion. Dieses Ergebnis zeigt, dass mit
hoher Wahrscheinlichkeit der hier gewéhlte Konzentrationsbereich dieser beiden
Phytohormone fur den Borretsch geeignet ist.

In vergleichbarer Weise zeigt ein Versuch von REUTHER (1975) bei
Asparagus off. L., dass IES eine wichtige Funktion bei der Induktion der Embryo-
genese hat. Diese wurde mit einer Konzentration von 0,5 ppm IES erreicht.

5.6 Pflanzenbauliche Untersuchungen

5.6.1 Auswirkung unterschiedlicher Standraumzumessung
In diesem Versuch wurde der Einfluss der Faktoren Bestandesdichte und
Reihenweite auf den Kornertrag von Borretsch untersucht.

Eine geringe Pflanzendichte von 7 Pflanzen je m? fihrte zu niedrigen Ertragen. Bei
Pflanzendichten von 13 bzw. 20 Pflanzen je m2 konnte ein héherer Ertrag und bei
33 Pflanzen je m2 ein Ertragsriickgang festgestellt werden. In der Gruppe 1.1 ist der
niedrige Kornertrag auf die geringe Pflanzenzahl zuriickzufiihren. Die Pflanzendichte
von 33 Pflanzen je m? bei einer verhaltnisméafig engen Reihenweite von 15,6 cm
verursacht einen starken Konkurrenzdruck, der in der Zunahme des Langenwachs-
tums erkennbar wird. Ein dichter Pflanzenbestand flhrt zudem zu einer Verdnderung
des Kleinklimas und =zu hoherer Luftfeuchtigkeit. Verbunden mit hoheren
Temperaturen wirkt sich dies férdernd auf das Pilzwachstum aus. Die Bestandsent-
wicklung und die Vitalitat der Pflanzen kann so beeintrachtigt werden.

Dieser negative Effekt wird bei grof3eren Reihenweiten von 31,3 cm und 42,6 cm
durch verbesserte Lichtverhéltnisse und eine starkere Photosyntheseaktivitat
weitgehend aufgehoben. Bei einer Reihenweite von 31,3 cm wurden die besten
Kornertrage erzielt. Eine Bestandesdichte von 20 Pflanzen je m? wirkte sich positiv
auf den Ertrag aus. Der mit Abstand héchste Ertrag konnte mit einer Kombination
dieser beiden Bedingungen erzielt werden. Hier lagen offenbar — durch ausreichende
photosynthetische Aktivitdt und eine hohe Zahl bliten- und fruchttragender
Seitenaste — optimale Wachstumsbedingungen vor. BERTI (2002) berichtet tber



117 5 Diskussion

maximale Kornertrage bei 17,2 Pflanzen je m? und einer Reihenweite von 60 cm
bzw. 20,5 Pflanzen je m? und einer Reihenweite von 40 cm.

Die relativ engen Reihenabstande, die einer hohen Ertragsleistung zutréglich sind,
ergeben andererseits hinsichtlich der Pflege- und Erntemaflinahmen entsprechende
Schwierigkeiten. Spatere Pflegemal3inahmen fuhren bei starker Seitenverzweigung
zu Beschadigungen der Pflanzen und damit zu Ernteausfallen. Mechanisierte Pflege-
oder ErntemalBnahmen erfordern groRere Reihenabstande, um diese Nachteile zu
verhindern. Fur die Praxis sind aus diesem Grund Reihenabstadnde von mindestens
62,5 cm bis 75 cm empfehlenswert. Dartber hinaus ist in diesen Zusammenhang in
der Zichtung dem Stangeltyp besondere Beachtung zu schenken, bei dem diese
Nachteile weniger stark wirken. Die hier untersuchten Reihenabstande wurden auf
die Samaschinenbreite von 1,25 m ausgelegt.

5.6.2 Prifung von Erntemethoden

Der Anteil des bei der Schwadablage geernteten reifen, verkaufsfahigen Saatguts
des Borretsch liegt bei ca. 38 % (Tab. 14). Dieses Ergebnis zeigt den hohen Ernte-
verzicht, der mit der Schwadablage verbunden ist. Die Erntemenge spiegelt nur die
zum Erntezeitpunkt bestehende Situation wider. Sie beinhaltet nicht die Samen-
menge, die vorher schon ausgefallen ist, sowie die noch nicht entwickelten Samen.

Die Ernte konnte mit dem im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Erntegerat auf den
gesamten Reifezeitraum (Tab. 66) ausgedehnt werden. Damit war es maoglich, den
grodten Teil der reifenden Korner zu erfassen. Schwierigkeiten bereitet diese
Methode, wenn durch eine starke N-Dingung die Seitenaste stark ausgebildet
werden und die Reihen weitgehend schlieRen. Unter diesen Voraussetzungen wird
ein Teil der Seitentriebe beschadigt, was mit Ernteausfallen verbunden ist. Bessere
Erntebedingungen bietet der Stangeltyp, dessen Infloreszenzen im oberen Drittel der
Pflanzen ausgebildet sind. Gleichzeitig sollte diese Pflanze einen festen Kornansatz
haben. An beiden Eigenschaften wird ziichterisch gearbeitet.

5.6.3 Wirkung der N-Diingung
Vergleicht man die Kornertrdge in den einzelnen N-Stufen (Tab. 67), so ist eine
Tendenz zu niedrigeren Ertradgen bei steigender N-Gabe erkennbar.

Der Borretsch ist aufgrund seiner langen Blite- und Reifezeit in die Gruppe der nicht
determinierten Arten einzustufen. Im Nachblutestadium werden bei diesem Typ die
Assimilate sowohl in die vegetativen als auch generativen Bereiche geleitet. Unter
dem Einfluss einer verstarkten N-Dingung erfolgt beim Borretsch die
Assimilateinlagerung verstarkt als vegetativer sink (ODENBACH, 1997). Vor diesem
Hintergrund ist der héhere Kornertrag der Kontrolle und ein vergleichsweise hoher
harvest index von 0,1 gegenuber den N-Varianten zu sehen. Nach HAFID (2002)
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wurden die hochsten Kornertrage bei einer Applikation von 20—-40 kg N/ha erzielt.
Eine weitere Steigerung der N-Dungung fihrte zu einer starkeren Krautbildung und
einem signifikant sinkenden relativen und absoluten Kornertrag.

In einem Gefallversuch stellten CERGEL et al. (2003) bei steigenden Gaben bis
0,8 g N steigende Kornertrage bis 2,9 g/Gefal3 fest, die bei einer weiter steigenden
N-Zufuhr bis zu 1,2 g N auf 1,7 g sanken. Der zunachst steigende Kornertrag ist wohl
damit zu erklaren, dass der generative source bis zu der N-Gabe von 0,8 g
aufnahmeféahig war, h6here N-Gaben jedoch das vegetative Wachstum forderten.

5.6.4 Einfluss der Sikkation

Um einen problemlosen Mahdrusch zu gewahrleisten, sollte der TM-Gehalt etwa 20-
25 % betragen. Das ist jedoch bei stehendem Borretschbestand auch nach einer
Sikkationsbehandlung unter den vorliegenden klimatischen Bedingungen nicht zu
erreichen. Die hier durchgefihrte Schwadtrocknung von 11 d war fur den Mahdrusch
nicht ausreichend. Der Borretsch hat aufgrund seines hohen, stark wasserflihrenden
Stangelanteils unglnstige Trocknungseigenschaften. Zur Erreichung eines
druschfahigen Erntegutes waren bei den vorliegenden Witterungsverhaltnissen
verhaltnismalRig lange Trocknungszeiten erforderlich, was zwangslaufig Erntever-
luste (z.B. Kornausfall und Mausefraf3) zur Folge hatte.

Die geringeren Kornertrage in den Behandlungsgruppen (Tab. 68) lassen darauf
schlieRen, dass durch die Sikkationsmedien der vorzeitige Kornausfall verstarkt
wurde. Die hohere Konzentration der 10 %igen KCI-Losung fuhrte zu einer starkeren
Nekrosebildung. Den starksten Sikkationsgrad erreichte Reglone. Die CCI-
Messwerte verringerten sich mit steigender KCI-Lésung nach sieben Tagen von 58,3
auf 46,8 % und bei Reglone auf 18,5 % des Ausgangswertes. Damit ist das in die
Photosynthese eingreifende Reglone sowohl in den Sikkationseigenschaften als
auch hinsichtlich des Kornertrages den KCI-Varianten mit ihrer atzenden und
hygroskopischen Wirkung Uberlegen. Die Wirkung von KCI| wéare durch eine
Erhéhung der Konzentration bis zur Lo&slichkeitsgrenze von 347 g/l bei 20°C
(MERCK, 2012) zu erhdhen. Der Einfluss dieser Konzentration auf den Chlorophyll-
gehalt und den Kornertrag musste gepruft werden.
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6 Zusammenfassung

Das Hauptinteresse dieser Arbeit galt der Untersuchung von Madglichkeiten, die
Nutzung des Borretsch als Medizinalpflanze zu verbessern.

Die im Borretsch enthaltene Gamma-Linolensaure (GLS) ist ein wichtiger pharma-
zeutischer Wirkstoff. Somit bildeten zichterische Mallnahmen zur Erhéhung des
Anteils der GLS am Gesamtfettgehalt in Verbindung mit einer Senkung des Eruca-
saureanteils einen Tatigkeitsschwerpunkt dieser Arbeit.

Die GLS-Gehalte konnten bis zur 16 auf ein Niveau von 27,9 % - 32,0 % verbessert
werden, die ES — Gehalte erreichten Werte von 1,8 % - 2,2 %. Damit war das
Zuchtziel erreicht.

Durch Mutationsversuche sollten die Eigenschaften fester Kornansatz und
Stangeltyp verbessert werden. Unter der EMS-Behandlung ausgeldste Mutationen,
die einem Stangeltyp entsprachen, verschwanden — vermutlich durch
Reparatureffekte — in der folgenden Generation wieder. Zudem konnte dieses
Experiment durch Botrytisbefall nicht mehr weitergefuhrt werden. Die in diesem
Versuch erzielten Mutationen als auch Muationsergebnisse, tGber die andere Autoren
berichten, lassen es moglich erscheinen, dass das angestrebte Zuchtziel auf diesem
Weg erreicht wird. Dariliber hinaus zeigten weder der EMS-Feld- noch der Gamma-
strahlenversuch den gewlinschten epigynen Blitenstand.

Mit der Neutronenstrahlung von 10 kW bei 207 s konnte in der M1 ein relativ fester
Kornansatz bei getffneten Kelchblattern erzielt werden. Eine Mutation mit reifen
Samen bei geschlossenen Kelchblattern wurde nicht festgestellt. Der feste
Kornansatz konnte von der M1 zur M4 von 10,7 % auf 20,2 % verbessert werden.
Eine weitere Steigerung und Stabilisierung der Werte wurde in diesem Zeitraum trotz
Selektion der Pflanzen mit festem Kornansatz nicht erreicht. Dennoch lasst die
positive Reaktion des Borretsch auf die Neutronenbestrahlung weitere
Mutationsversuche als aussichtsreich erscheinen.

Zur Intensivierung der Borretschzucht wurde untersucht, ob Uber die Zell- und
Gewebekultur die Kultivierung leistungsfahiger Pflanzen méglich ist. Grundbe-
dingung hierfir ist die weitgehende Dekontamination des Pflanzenmaterials. Die
besten Resultate wurden mit der Kombination NaOCI cum Ethanol erzielt, wobei der
Kontaminationsgrad nach der Behandlung 18 % bzw. 28 % betrug. Fir die
erfolgreiche Kultivierung birgt dieser relativ hohe Anteil ein Risiko. Auch die
Ergebnisse der Desinfektionsversuche mit H.O sind nicht zufriedenstellend, da der
Kontaminationsgrad mit 26,7 % verhaltnismaRig hoch war.

Verschiedene Phytohormone wurden in ihrer Wirkung auf das Wachstum von
Zellkulturen und Pflanzen-Explantaten untersucht. Die Etablierung der Kalluskultur
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erfolgte aus Explantaten von Hypokotyl, Spross und Petiolen. Nach Applizierung des
Auxins IES konnte ein verstarktes Zellwachstum gegentuber der Kontrolle beobachtet
werden. Der negative Einfluss von Zytokininen wird erkennbar in einem deutlich
geringeren Zellwachstum auf Medien mit BAP und Kinetin im Vergleich zur Kontrolle.
Dieser negative Einfluss wurde durch eine Erh6éhung des ab einer bestimmten
Konzentration toxisch wirkenden Kinetin verstarkt.

Bei Hypokotyl-Explantaten wurde sowohl Uber das Auxin Naphtylessigsaure
(NES) 0,1 ppm als auch das Zytokinin 6-Benzylaminopurin (BAP) 0,1 ppm Spross-
bildung induziert. Die aktive Phase zur Sprossinduzierung reicht bei Borretsch-
Kallussen von der zweiten bis funften Subkultur. Mit einer Kombination von
NES 0,01 ppm + BAP 0,5 ppm konnten bei 24 Kallussen 27 Sprossdifferenzierungen
induziert werden. In einem weiteren Versuch mit Indol-Buttersdure (IBS) 1 ppm
konnte ebenfalls Sprossdifferenzierung erreicht werden. Mit einer hohen
Konzentration von IES 5 ppm als auch mit NES 5 ppm wurde die Embryogenese
induziert.

Angesichts der erfolgreichen Induzierung der Organogenese und der Embryogenese
kann die Zell- und Gewebekultur in den Dienst der Borretschziichtung gestellt
werden. Eine zlchterische Bearbeitung leistungsfahiger Pflanzen unabhangig von
naturlichen Vegetationsperioden ist somit moglich.

Um Ansatze zu einer Optimierung der ackerbaulichen Nutzung zu geben, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein Erntegerat zur Verbesserung des Ernteertrages
konstruiert, mit dem das Ernteergebnis im Vergleich zur Schwadablage um 74 %
verbessert wurde.

Der Mahdrusch ist als Erntemethode flr den Borretsch nicht zu empfehlen, da ein
ausreichender Trocknungszustand trotz Sikkation nicht erreicht wird. Die fir ein
dreschfahiges trockenes Erntegut erforderliche lange Trocknungszeit fuhrt
zwangslaufig zu einem erheblichen bis totalen Ausfall der Samenkdrner.

Die im Pflanzenbau durchgefuhrten Untersuchungen hatten das Ziel, eine optimale
Bestandesdichte zur Verbesserung des Kornertrags zu finden. Bei einer Reihenweite
von 31,3 cm und einer Bestandesdichte von 20 Pflanzen/m? konnte der héchste
Ertrag von 1,7 dt/ha erzielt werden. Die zwischen den einzelnen Faktorstufen
festgestellten Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant.
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7 Summary
The main interest of this dissertation is the investigation of possibilities to improve the
utilisation of borage as a medical plant.

Gamma-Linolenic Acid, which is contained in the borage seed, is an important
pharmaceutical agent. Thus the focus of this work consists of various measures of
cultivation in order to increase the proportion of Gamma-Linolenic Acid (GLA) in the
total fat content and simultanously to decrease the proportion of Eruca Acid (EA).

Up to generation 16, the contents of GLA could be improved up to 27,9 % or 32,0 %
respectively, the contents of EA could be reduced to a level of 1,8 % - 2,2 %. With
these results the objective was achieved.

By way of genetic mutation experiments certain characteristics of the plant were to
be improved, like an epigynous inflorescence and a “stalk-type” with reduced leaf
growth. Stalk-type mutations were initiated by ethylmethanesulphonate, but they
disappeared in the subsequent generation — presumably by repair effects.
Unfortunately this experiment could not be continued due to botrytis infestation. The
mutations achieved in these experiments — as in experiments reported by other
authors — indicate the possibility, that a stalk-type growth of the borage plant might
be achieved by these measures. Apart from these effects neither the treatment with
ethylmethanesulphonate nor with gamma-rays showed the intended result of an
epigynous inflorescence.

By a treatment of the seed with neutron radiation of 10 kW for 207 s a rather firm
hold of the seed in the blossom could be achieved. A mutation with mature seed in
connection with closed sepals could not be observed. The proportion of seed with a
firm hold in the blossom could be improved from 10,7 % to a level of 20,2 %. A
further increase of the results could not be achieved in spite of continued selection of
the appropriate plants. Nonetheless due to the positive effect of neutron radiation on
borage further experiments appear to be promising.

In order to find a means to intensify borage cultivation a survey was performed to
examine, if cultivation by cell- and tissue culture facilitates the cultivation of high-
performance borage plants. As a prerequisite the plants have to be decontaminated
as thoroughly as possible. With NaOCI cum ethyl alcohol the best results could be
achieved, but the contamination level after the treatment was still 18 % or 28 %
respectively. This rather high level of contamination involves a risk to successful
cultivation. Likewise the disinfection experiments with H.O> were unsatisfactory since
the contamination level of 26,7 % was rather high.

Several phytohormons were examined with regard to their effect on the growth of cell
cultures and explants. The callus culture was prepared from hypocotyl, sprout and
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petioles. After the application of the auxin indole acetic acid (IAA) an intensified cell
growth in comparison with the control group could be observed. The inhibiting
influence of cytokines is made evident by the considerably lesser cell growth on
media treated with 6-benzylaminopurin (BAP) and Kinetin in comparison with the
control group. This influence is enhanced by the increase of the level of Kinetin,
which in larger doses has a toxic effect.

In the hypocotyl explants the development of sprouts could be induced both by the
application of the auxin naphtylacetic acid (NAA) 0,1 ppm and of the cytokine 6-
benzylaminopurin 0,1 ppm. The active period for the inducement of sprouts stretches
from the second to the fifth subculture. By way of a combination of NAA 0,01 ppm
and BAP 0,5 ppm a number of 27 differentiations of sprouts could be induced in 24
callusses. In another experiment with indole-3-butyric acid 1 ppm (IBA) the
differentiation of sprouts could also be achieved. Employing a high concentration of
IAA 5 ppm or NAA 5 ppm respectively resulted in embryogenesis in both cases.

Considering the successful inducement of organogenesis and embryogenesis the
cell- and tissue culture can be put into service for borage cultivation. Therefore a
cultivation of highly productive plants independent of vegetation periods is possible.

To provide an initial step towards an optimization of agricultural cultivation of
borage, a harvesting machine was constructed in the course of this dissertation to
improve the yield of borage seed. In this way the crop was increased by 74 %.

The use of combine harvesters for borage is not to be recommended, because an
appropriate state of dryness cannot be achieved in spite of desiccation. Extending
the desiccation process long enough to gain the required state of dryness would
mean a total loss of the seed.

The experiments in crop farming pursued the objective of finding optimal density of
stand with respect to an increase of the yield of borage seed. The highest yield
(1,7 dt/ha) could be achieved with a row distance of 31,3 cm and a density of stand
of 20 plants/m?.
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Abb.A 1 Borago Blute und reifender Fruchtstand

Abb.A 2 Neutronen-Mutationsversuch: fester Kornansatz, Gi 6.8.03
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Abb.A 4 Vegetative Vermehrung — nach Wurzelbildung getopft



134

8 Anhang

Spross-Bewurzelung nach vegetativer Vermehrung Blatt

Abb.A 5

Keimender Borretsch in Sand

Abb.A 6
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Abb.A 7 Keimlinge in Chinosollésung vom Keimmedium Sand befreit

Abb.A 8 HK-Methode: Borago Keimling von Samenschale befreit
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Abb.A 9 Keimling mit entnommenem (Teil)-Keimblatt zur GC-Analyse
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Abb.A 10 Trocknen (Exsikkator) und Homogenisieren von Keimblattern
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Abb.A 11 Aufbereitete Proben zur GC-Untersuchung

Abb.A 12 Keimlinge auf mit Filterpapier ausgelegtem feuchten Sandbett
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Abb.A 13 Borago-Kallus auf MS-Medium + IES 5,0 ppm

Abb.A 14 Borago-Kallus Differenzierung - Embryogenese
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8 Anhang

Tab. 69: Zusammensetzung des modifizierten MS-Mediums und der
Stammlésungen

Stammlésung | Komponenten Endkonzentration | Konzenttation | Volumen der
des MS-Mediums | der Stammldsung
in mg/l Stammlosung | in ml fur 1 |

in g/l Medium
A NH4NO3 1650 82,5 20
B KNOs 1900 95,0 20
C KH2POs4 170 34,0 5
KJ 0,83 0,166
Naz:MoOsx2H20 0,25 0,05
HsBos 6,2 1,24
CoCl2x6H20 0,025 0,005
D CaCl2x2H20 440 88,0 5
oder CaCl 332 66,4
E MgSOax7H20 370 74,0 5
MnSO4 x4H20 22,3 4,46
ZnS04 X7H20 8,6 1,72
CuSO4 x57H20 0,025 0,005
F Na2-EDTA 37,3 3,73 10
FeS04x7H20 27,8 2,7
Vv Nicotinsaure 0,5 0,05* 1
Pyridoxin-HCI 0,5 0,05*
Thiamin-HCI 0,1 0,01*
Glycin 2,0 0,20*
weitere
Komponenten
Myo-Inosit 100
Saccharose 15000 - 30000
Caseinhydrolysat 100 - 1000
Gelrite 3000 - 3500
Kokoswasser 5-20%
Phytohormone
BAP qg.s. qg.s. g.s.
2,4D g.s. g.s. g.s.
IBS g.s. g.s. g.s.
NES g.s. qg.s. g.s.
pH-Wert 58 (5,0-6,5)

Anmerkung: * = mg/100mi




