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EINLEITUNNG

1 Einletung

1.1  Anbaubedeutung von Raps

Weltweit ist Raps (Brassica napus L.) eine der bedeutendsten Olpflanzen. Die globale
Olsaatenproduktion wird fur 2007 mit 406,6 Mio. t beziffert; dabei belegt Rapssaat mit 11,5%
der Gesamtproduktion hinter der Sojabohne (58%) den zweiten Patz (TOEPFER
INTERNATIONAL GmbH 2006). In Europa und insbesondere auch in Deutschland stellt
Winterraps die mit Abstand wichtigste Olpflanze dar und wurde 2007 auf 1.533.600 ha
angebaut. In 2007 wurden insgesamt 5.282.800 t Rapssaat geerntet, was einem
Durchschnittsertrag von 34,4 dt/ha entspricht (STATISTISCHES BUNDESAMT 2007).

Wahrend Olraps noch zu Beginn der 1960er Jahre aufgrund unerwiinschter |nhaltsstoffe eine
wirtschaftlich relativ unbedeutende Pflanzenart war, konnte Rapssaat innerhalb von 20 Jahren
durch die Zichtung von erucasiurefreien und glucosinolatarmen 00-Sorten zu einem
hochwertigen Nahrungs- und Futtermittel entwickelt werden. Rapsdl und daraus hergestellte
Margarine haben in den letzten Jahren einen deutlichen Imagegewinn erfahren und gelten als
gesunde Lebensmittel. Dies kann begrindet werden durch  hervorragende
ernahrungsphysiologische Eigenschaften dieses Oles, die sich aus der Zusammensetzung der
Fettsduren ergeben. Der hohe Anteil einfach ungeséttigter Fettsduren (C18:1) sowie das
Verhéltnis von Omega-6- zu Omega-3-Fettsduren ist in Rapsol fur die menschliche Erndhrung
so guinstig wie in keinem anderen Pflanzenspeisedl. Im Gegensatz beispielsweise zu Olivendl
weist es einen hohen Anteil an Alpha-Linolensaure (Omega-3) auf, einer Fettsdure, der —
ahnlich wie den langkettigen, mehrfach ungeséttigten Fettsduren im Fischdl - positive
Wirkungen auf den menschlichen Stoffwechsel zugeschrieben werden. Dartiber hinaus ist

Rapsdl reich an Vitamin E und Carotinoiden. So stuft die DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR
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ERNAHUNG E.V. (2004) Rapsdl erndhrungsphysiologisch ginstiger als Olivendl ein, mit der
Empfehlung, Rapsol in der Speisenzubereitung bevorzugt einzusetzen. Die beim Auspressen
der Rapssaat zur Olherstellung anfallenden Riickstande wie Rapskuchen und Rapsschrot
stellen dartiber hinaus auch ein hochwertiges Futtermittel fir Schweine und vor allem Rinder
dar, da sie sich aufgrund des hohen EiweifZ3anteils bel giinstiger A minosaurezusammensetzung

positiv auf den Muskelaufbau und die Milchleistung auswirken.

Die dominierende Stellung von Winterraps ist jedoch nicht allein in der Verbesserung der
Olqualitat zur Verwendung als Speisetl begriindet, sondern auch in den vielseitigen
Einsatzmdglichkeiten des Rapsols im Nichtnahrungsbereich als Ausgangs- und Rohstoff fiir
viele chemische und technische Produkte. Vollstéandig biologisch abbaubare Schmierstoffe
aus Rapsol und Verarbeitungsmoglichkeiten in der Oleochemie — beispielsweise zu Lacken,
Tensiden for Wasch- und Reinigungsmittel oder als Basis fir Kosmetika — sowie seine
Eignung als Treibstoff in Form von Pflanzendl oder Rapsmethylester (Biodiesel) haben Raps
zur heute mit Abstand bedeutendsten Pflanze fur die Produktion nachwachsender Rohstoffein
Deutschland gemacht (Abb. 1.1).

Energiepflanzenanbau 2007 Industriepflanzenanbau 2007
1.771.000 ha 273.600 ha

Raps fiir
Sonstiges Biodiesel/Pflanzendl Technisches Rapsél
1.000 ha 1.120.000 ha Industriestérke 100000 ha
01% 63.2% 128000 ha 36,5%
46,8%

Heil- und
Farberpflanzen
10000 ha

Pflanzen fur Biogas 3.7%

400.000 ha
22,6%

Technisches Leindl

Zucker und Stérke fiir 3100 ha :
Bioethanol 1,1% Industriezucker Technisches

250.000 ha 22000 ha Faserpflanzery  gonnenblumensl
14.1% 8,0% 2000 ha 8500 ha
9% 3,1%

Abb 1.1: Anbau nachwachsender Rohstoffpflanzen untergliedert in Industrie- und
Energiepflanzen in Deutschland im Jahre 2007 (Quelle: FNR 2007; vorlaufige Schatzung)

Mit dem Ziel, der Uberproduktion an Nahrungsmitteln entgegenzuwirken, sind Landwirte in
der Europédischen Union bislang verpflichtet, jéhrlich einen Teil ihrer Anbauflachen
stillzulegen. Die Produktion nachwachsender Rohstoffe als Alternative zur Nahrungsmittel-

erzeugung bietet der Landwirtschaft insofern Vorteile, als Stilllegungsflachen genutzt werden
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koénnen, ohne auf Ausgleichszahlungen verzichten zu missen. Dies hat dazu gefihrt, dass
2005 ca ein Drittd des fur den Nichtnahrungsbereich angebauten Winterraps auf
Stilllegungsfléchen produziert wurde. Die gute Ertragsstabilitét auf einem Niveau von bis zu
40 dt/ha, hohe Preise Uber 22 /dt (ZMP 2006) und mit anderen Kulturen vergleichbare
Produktionskosten sichern Landwirten relativ hohe Gewinne. Die obligatorische Stilllegung
von Ackerflachen wurde fur die Aussaat Herbst 2007 und Frihjahr 2008 jedoch erstmalig seit
ihrer EinfUhrung ausgesetzt.

Darliber hinaus wird der Vorfruchtwert von Winterraps positiv bewertet. CHRISTEN (2001)
beschreibt beispielsweise eine Erhthung der Ertragsstabilitét von Weizen nach Raps als
Vorfrucht. Begriindet werden kann dieser Effekt, der mit deutlich htheren Kornertragen bei
Winterweizen nach Raps einhergeht, mit der Forderung der Strukturbildung und der
Erhdhung der biologischen Aktivitét des Bodens. So bildet Winterraps ein tiefgehendes und
kraftiges Pfahlwurzelsystem aus, das den Boden lockert, nach der Ernte zusammen mit den
Ernteriickstanden auf dem Feld verbleibt und somit zu einer positiven Humusbilanz fuhrt
(HONERMEIER und GAuDSCHAU 2001). Bei normaler Vorwinterentwicklung nimmt der Raps
schon im Herbst betréchtliche Stickstoffmengen auf (40-80 kg N/ha). Er ist daher besonders
geeignet, Bodennitrat zu binden und somit vor Verlagerung und Auswaschung Uber Winter zu

schitzen.

1.2  Verticillium longisporum an Raps

Die vielfaltigen Nutzungsmdglichkeiten des Rapsols haben in den vergangenen Jahren zu
einer starken Erhdhung der Anbauintensitdt und damit auch zu phytosanitéren Problemen
geflhrt. So hat sich neben den bedeutenden Rapskrankheiten Wurzelhals- und Stangelféaule,
verursacht durch Leptosphaeria maculans, und Weil3stéangeligkeit (Sclerotinia sclerotiorum)
ein weiteres pilzliches Pathogen fléchendeckend etabliert: Die krankhafte Abreife, bewirkt
durch das Pathogen Verticillium longisporum, ist eine bodenbirtige Krankheit von B. napus.
Das Auftreten von V. longisporum ist hauptsachlich im nérdlichen Europa dokumentiert,
insbesondere in Deutschland, Schweden, Polen, Frankreich, aber auch in Sudrussland und der
Ukraine (HEALE and KARAPAPA 1999, HAPPSTADIUS et al. 2003) und hat in den letzten Jahren

deutlich zugenommen (DUNKER et a. 2006).
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V. longisproum wurde gegen Ende der 1990er Jahre as eigensténdige Art klassifiziert,
nachdem sowohl morphologische al's auch molekulare Unterschiede zu V. dahliae identifiziert
wurden. So bildet V. longisporum langliche Sporen, wohingegen V. dahliae signifikant
kirzere, rundlich-kompakte Sporen produziert. Ein weiterer Unterschied ist die Bildung von
Conidiophoren mit 4-5 Phialiden bel V. dahliae und meist nur 3 Phialiden bel V. longisporum.
Es wird vermutet, dass V. longisporum ein diploides Genom besitzt, da der DNA-Gehalt des
Zellkerns mit 1,023 pg fast doppelt so hoch ist wie bei V. dahliae (DNA-Gehalt 0,575 pg) und
durch UV-Bestrahlung keine auxotrophen Mutanten erzeugt werden konnten (KARAPAPA et
al. 1997). Nach kinstlicher Infektion kdnnen nach sieben Tagen signifikant hthere DNA-
Gehalte von V. longisporum als von V. dahlie in den Hypokotylen von Rapspflanzen
nachgewiesen werden (Eynck et al. 2007).

Die Infektion von Winterraps durch V. longisporum erfolgt vermutlich im Herbst. Es folgt
eine langanhaltende Latenzphase, in der der Pilz bis zu beginnenden Reifeprozessen des Wirts
im Hypokotyl und unteren Sténgelabschnitt verbleibt, ohne dass zunéchst typische Symptome
sichtbar werden (HEALE and KARAPAPA 1999). Aufgrund der Ausbreitung des Pilzes in der
Pflanze wird die Wasser- und Néhrstoffversorgung z.T. erheblich gestort, sodass eine
vorzeitige ,,Notreife” gattfinden kann. Halbseitig vergilbte, schnell nekrotisierende Blétter
mit Blattadern, die aufgrund der Mikrosklerotienbildung dunkel erscheinen, werden bei Befall
mit V. longisporum haufig beobachtet (PauL 2003). Eine eindeutige Diagnose kann allerdings
oftmals erst kurz vor der Ernte erfolgen, wenn im absterbenden Gewebe vermehrt
Mikrosklerotien im Sténgelmark und unter der Epidermis gebildet werden, stark befallene
Rapsstangel dadurch grau-schwarz verféarbt erscheinen und die Epidermis faserig abbléattert
(DUNKER 2006). Zur Erfassung der Befallshaufigkeit und Befallsschwere in Rapsbesténden
wird dieses Symptom nach der Ernte an den Stoppeln bonitert. Die zu untersuchenden
Pflanzen werden Boniturnoten von 1 (gesunde Pflanzen) bis 4 (starker Besatz mit
Mikrosclerotien und Ablésung der Epidermis) zugeordnet. Bei einer Befallshaufigheit von
50-60% ist in Rapsbestdanden mit Ernteverlusten zu rechnen (vON TIEDEMANN und
STEINBACH 2007).

Die Vermehrung des Pilzes erfolgt tUber die Produktion von Mikrosklerotien und Konidien.
Da die Mikrosklerotien von Verticillium-Arten léanger als 10 Jahre im Boden Uberdauern
konnen (KARAPAPA et a. 1997), fuhrt ein in enger Fruchtfolge angebauter Raps zu einer

schnellen Anreicherung pilzlicher Dauerorgane im Boden und damit zu einer Zunahme des
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Krankheitsauftretens. Da auch andere Kreuzblitler zu den Wirtspflanzen von V. longisporum
zahlen, missten langwierige Anbaupausen von Kruziferen eingehalten werden, um der
Inokulumvermehrung entgegenzuwirken. Weite Fruchtfolgen sind jedoch aufgrund der
Bedeutung von Raps fur die Produktion von nachwachsenden Rohstoffen und der damit

zusammenhangenden Erhéhung der Anbauintensitdt heute schwer realisierbar.

Eine chemische Bekdmpfung des Pathogens ist aufgrund fehlender zugelassener Fungizide
nicht moglich. Der aussichtsreichste Losungsweg fur eine nachhaltige Rapsproduktion ist
daher die Entwicklung widerstandsfahiger Pflanzen, auch wenn bisher keine Rapssorten mit
ausgepragter Resistenz gegen V. longisporum vorhanden sind. Da bisher auch im gesamten
Primérgenpool von B. napus keine Verticillium-Resistenz bekannt ist, muss der sekundére
Genpool, insbesondere die Ausgangsarten von Raps (B. rapa, B. oleracea) auf potentielle

Resi stenzquellen untersucht werden.

Es wird vermutet, dass V. longisporum auf allen landwirtschaftlich genutzten Fé&chen
vorkommen kann und der Anbau von anfalligen Wirtspflanzen Uber Jahrzehnte hinweg zu
einer Vermehrung der Bodenpopulation gefihrt hat, bis typische Symptome beobachtet
werden konnen. Die Verbreitung des Pilzes erfolgt mit der Verschleppung infizierter
Pflanzenrickstdnde. Andere Verbreitungsmechanismen werden als epidemiologisch
unbedeutsam beschrieben (Zeise und STEINBACH 2004).

Die durch V. longisporum hervorgerufenen Ernteverluste sind schwer zu beziffern. In
Inokulationsversuchen an Einzelpflanzen konnten sehr hohe Ertragsverluste bis zu 80%
nachgewiesen werden (DUNKER et al. 2006, VON TIEDEMANN und STEINBACH 2007). Diese
Zahlen spiegeln jedoch nur das Schédigungspotential des Pathogens wider und kénnen nicht
auf die Infektion unter natirlichen Bedingungen Ubertragen werden, da unter
Feldbedingungen die Ernteverluste von infizierten und damit schwéacher wiichsigen Pflanzen
von benachbarten Pflanzen kompensiert werden kénnen. Schédtzungen zufolge kann die
Infektion mit V. longisporum unter Feldbedingungen zu Ernteeinbul3en von 10-50% fihren
(DUNKER et al. 2006).
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1.3  Bedeutung von Krankheitsresistenzen in der Rapsztichtung

und Pyramidisierung von Resistenzgenen

Ertragsverluste landwirtschaftlicher Nutzpflanzen durch Beikréuter bzw. Ungréser,
Krankheiten und Insekten werden auf 31-42 % der weltweiten Produktion geschétzt, wobei in
Entwicklungséndern im Vergleich zu Industrielandern noch wesentlich hohere Verluste zu
verzeichnen sind (AGRIos 2005). Aufgrund von Beobachtungen an mehreren Kulturpflanzen
wird das Potential von Pathogenen, Ertragsverluste zu verursachen, auf ca. 16% geschatzt
(OERKE 2006) und mit ca. 220 Mrd. $ beziffert (AGRIOs 2005).

In den industridisierten Léndern stellen Pilzkrankheiten ein grofRes Problem in der
Landwirtschaft dar, da aufgrund der feucht-geméaRigten Klimabedingungen pilzliches
Wachstum relativ besser erfolgen kann als in anderen Regionen. Darlber hinaus kann die
hohe Anbauintensitdt einzelner Kulturpflanzen eine einseitige FoOrderung einzelner
Schaderregergruppen beginstigen.. Wahrend in Entwicklungsléandern haufig noch heterogene
Landrassen  kultiviert ~ werden, kommen in  Industrieléndern  hauptséchlich
Hochleistungssorten, die aus genetisch weitgehend einheitlichen Pflanzen bestehen, zum
Anbau. Letztere stellen eine ideale Grundlage fur die rasche und starke Ausbreitung von

Pflanzenkrankheiten dar.

Um trotz des hohen Pathogendrucks stabile Ertrége erzielen zu kdnnen, miissen entweder die
Pathogene durch verstdrkten Einsatz von Pflanzenschutzmitteln kontrolliert oder die

Kulturpflanzen durch Resistenz widerstandsfahiger gemacht werden.

Im Falle einer inkompatiblen Wirt-Pathogen-Beziehung wird zwischen zwei Formen von
Resistenz, der horizontalen und der vertikalen Resistenz, unterschieden (VAN DER PLANK
1968). Die vertikade Resistenz, gekennzeichnet durch eine hypersensitive Reaktion der
Wirtspflanze, wird auch als spezifische oder qualitative Resistenz bezeichnet, da sie
vollstéandigen Schutz gegenliber bestimmten Rassen bzw. Pathotypen bewirkt. Sie wird meist
monogenisch, seltener auch oligogenisch vererbt, wobei nach der Gen-fir-Gen Hypothese
von FLOR (1971) jedem Resistenzgen der Pflanze ein Avirulenzgen des Erregers entspricht, so
dass es zu einer inkompatiblen Interaktion von Pflanze und Pathogen kommt. Vertikale
Resistenzen sind unter intensiven Anbaubedingungen i.d.R. nur eine gewisse Zeit wirksam,
da sie von neuen Pathotypen eines Erregers Uberwunden werden konnen. Die horizontale

Resistenz dagegen, auch as unspezifische oder quantitative Resistenz bezeichnet, beruht
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sowohl auf passiven als auch auf aktiven Abwehrmechanismen. Sie wird i.d.R. polygenisch
vererbt und wirkt Gber die Ausprégung verschiedener Abwehrmechanismen, die zusammen
zwar meist keine vollstandige Resistenz gegen bestimmte Pathotypen vermitteln, jedoch einen
breiten Schutz gegenlber allen Rassen eines Pathogens bewirken. Aufgrund der
unspezifischen polygenischen Wirkungsweise werden horizontale Resistenzen im

Allgemeinen nicht so schnell Gberwunden wie vertikale Resistenzen.

Horizontale Resistenzen konnen durch die Kombination einzelner Resistenzgene
verschiedener Kreuzungspartner in mehreren Zichtungsschritten entwickelt werden. Diese
sog. ,, Pyramidisierung* einzelner Resistenzgene kann eine dauerhafte Widerstandsfahigkeit
gegen ein Pathogen bewirken und bel Anreicherung von besonders wirksamen
Resistenzgenen zu einer Erhdhung des Resistenzniveaus von Linien und Sorten fihren
(SANCHEZ et al. 2000). Um einen Abfal des Resistenzniveaus im Zichtungsverlauf zu
verhindern, ist in jeder Generation eine Uberpriifung notwendig, ob alle das Merkmal

beeinflussenden Gene noch im Material vorhanden sind (WERNER et al. 2005).

1.4  Einsatz molekularer Marker in der Pflanzenziichtung

Die Selektion von erwinschten Pflanzen ist bel oligogenisch oder polygenisch vererbten
Merkmalen schwieriger als bei monogenischen Eigenschaften. Sichere Rickschlisse vom
Phanotyp auf den Genotyp kénnen meist nur bei monogenischer Vererbung bzw. hoher
Heritabilitét gezogen werden. Bei quantitativen Eigenschaften beruht der Phanotyp auf einem
Zusammenspiel mehrerer bis vieler Gene, so dass die Beteiligung einzelner Erbkomponenten
an der Merkmal sauspragung nicht unmittel bar erkennbar ist. Zudem werden solche Merkmale
i.d.R. durch Umwelteffekte modifiziert, so dass die Heritabilitéat haufig niedrig und der Erfolg
phanotypischer Selektion daher oftmals gering ist.

Vom Phénotyp konnen daher keine Riickschliisse auf den genetischen Hintergrund gezogen
werden. Dieses Informationsdefizit beziiglich der Auslese auf quantitative Eigenschaften kann
durch den Einsatz molekularer Marker, die mit wesentlichen Schlisselgenen fir das
betreffende Merkmal gekoppelt sind, behoben werden. Mittels molekularbiologischer
Methoden konnen theoretisch fir jeden Genlocus, der z.B. eine Resistenz bewirkt, eng
gekoppelte Marker entwickelt und unabhangig voneinander nachgewiesen werden. Der

Einsatz molekularer Marker in Zuchtprogrammen erlaubt einerseits die Selektion von
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erwinschten Pflanzen anhand ihres Genotyps (markergestiitzte Selektion) sowie andererseits
die Identifikation ganz bestimmter, erwinschter Genotypkombinationen in entsprechenden
Kreuzungsnach-kommenschaften (MELCHINGER und UTz 2002). Somit wird die Selektion, die
bisang nur anhand sicht- oder messbarer Merkmale erfolgen konnte, durch gen- bzw.

merkmal sgekoppelte molekulare Marker heute wesentlich unterstitzt.

Phanotypisch vermeintlich uninteressante Pflanzen konnen in der Ziichtung von Bedeutung
sein, wenn bel rezessiv vererbten Eigenschaften relevante rezessive Allele von dominanten
Allelen maskiert werden. Brauchbare heterozygote Pflanzen kénnen in diesem Fall mittels
molekularer Marker zur weiteren Verwendung im Zuchtgang selektiert werden, wahrend sie
bei ausschliefflicher Anwendung von phéanotypischer Selektion im Zuchtprozess verworfen

worden waren.

Daruber hinaus bieten markergestiitzte Selektionsverfahren einen weiteren grof3en Vorteil fur
die praktische Pflanzenziichtung: eine Beschleunigung des Zuchtgangs. Viele zichterisch
interessante  Eigenschaften, wie z.B. die Olqualitdt, werden erst in spateren
Entwicklungsstadien der Pflanze oder nur unter bestimmten Bedingungen ausgepragt. Das gilt
z.B. fur induzierte Resistenzmechanismen infolge von Pathogenbefall. Wahrend der Zlchter
bei phanotypischer Selektion oftmals Monate auf die Auspragung des Merkmals warten oder
die Merkmalsentwicklung erst induzieren muss, um selektieren zu konnen, erlauben
markergestiitzte Selektionsverfahren eine Auswahl von Pflanzen bereits im Keimlings- oder
Jugendstadium. Die Abkopplung der Selektion vom Entwicklungsstadium der Pflanze bewirkt
eine Verkirzung des gesamten Zuchtprozesses, bis schliefdlich eine neue Sorte mit dem
selektierten Merkmal zugelassen werden kann. Neben dem Zeitvorteil kann der Zichter
zusétzlich Ressourcen (Versuchsflache, Arbeit) einsparen, da unerwiinschte Pflanzen bereits

fruhzeitig im Zuchtverlauf verworfen werden konnen.

DubpLEY (1993) benennt folgende Voraussetzungen, unter denen die markergestiitzte einer
rein phanotypischen Selektion Uberlegen ist: (1) Wenn das Merkmal nur in der Zielumwelt,
nicht jedoch im Gewéachshaus oder anderen Umwelten selektiert werden kann, (2) es erst nach
der Blite exprimiert wird, oder (3) die Bonitur der Eigenschaft sehr schwierig oder teuer ist,
ist die relative Effizienz der Selektion mit Einsatz molekularer Marker grosser als digenige

konventioneller phanotypischer Selektion.
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1.5 Entstehung und Verwandtschaft der Brassica-Arten

Raps (Brassica napus, n=19) ist durch spontane Kreuzung der beiden diploiden Arten Kohl
(Brassica oleracea, n=9) und Ribsen (Brassica rapa, n=10) entstanden. Der
Entstehungszeitpunkt erster Rapspflanzen wird auf ca. 1000 n. Chr. geschétzt. Spétestens seit
der Romerzeit wurde B. oleracea a's Kohlgemiise oder zur Olgewinnung in Europa genutzt
und B. rapa in Sidostasien angebaut (ROGBBELEN 1999). Mit dem Ausbau transkontinentaler
Handelswege konnte Ribsensamen nach Europa gelangt sein und Kreuzungen mit Kohl
stattgefunden haben. Es wird vermutet, dass Raps paralel an unterschiedlichen Orten sowie
aus verschiedenen Formen der Elternarten entstanden ist (SONG et al. 1992). Urkundliche
Belege und archéol ogische Samenfunde, die al's B. napus identifiziert werden konnten, deuten
darauf hin, dass Raps bereits etwa ab dem 16. Jahrhundert zur Olproduktion genutzt wurde
(KRrROLL 1994).

Bei interspezifischen Kreuzungen enthalten die Zygoten bzw. Embryonen nach Fusion der
Gameten je einen haploiden Chromosomensatz ihrer Eltern, so dass die priméren Artbastarde
i.d.R. nicht zur sexuellen Fortpflanzung imstande sind. Durch spontane Diploidisierung
entstehen Zellen und daraus Pflanzen, die je einen vollstandigen diploiden Chromosomensatz
beider Elternarten enthalten. Differenzieren diese weiter Blitenanlagen und Bliten aus, so
bilden se Gameten mit je einem haploiden Chromosomensatz. Bei einer Befruchtung
zwischen solchen Gameten entsteht eine Zygote, die je ein diploides Genom beider Eltern
beinhaltet. Dieser Zustand wird als Amphidiploidie oder auch Allopolyploidie bezeichnet
(HENNIG 1998). Die Diploidisierung kann auch kinstlich, durch Behandlung mit dem
Kernspindelgift Colchicin, erreicht werden. Amphidiploide Pflanzen zeigen i.d.R. wie
diploide eine normale Feritilitét. Viele wichtige Kulturpflanzenarten, neben Raps z.B.
Weizen, Hafer, Baumwolle und Tabak, sind allopolyploid (BECKER 1993).

Da die Genome der beiden Elternarten von Raps nur partiell homolog bzw. homoeolog sind,
findet nur in sehr geringem Mal3e intergenomische Rekombination statt, so dass die beiden
Genome intakt nebeneinander bestehen kdnnen (HENNIG 1998). LYDIATE et al. (1995)
bezifferten die Haufigkeit von Rekombinationsereignissen zwischen den beiden Genomen mit
0,2%.

Die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Ribsen (B. rapa, AA), Schwarzem Senf (B.

nigra, BB) und Kohl (B. oleracea, CC), sowie den drei natirlich vorkommenden
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allopolyploiden Bastarden B. juncea (AABB), B. napus (AACC) und B. carinata (BBCC)
wurden bereits 1935 von dem Koreaner U aufgedeckt (Abb. 1.2), und spéter auf
cytogenetischer sowie biochemisch-molekularer Ebene genauer beschrieben (PRAKASH und
CHOPRA 1993, SONG et al. 1995).
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Abb. 1.2: Verwandtschaftsbeziehungen der Brassica-Arten nach U (1935)

1.6 Erweiterung der genetischen Diversitdt und Einsatz von

Resynthesen in der Rapsztichtung

Im Vergleich zu anderen ackerbaulichen Kulturpflanzen ist Raps eine relativ junge Art. Die
parallele Entstehung von Raps an unterschiedlichen Orten und aus verschiedenen Formen der
Ausgangsarten (KiIMBER and MCGREGOR 1995) haben zwar zu einer gewissen genetischen
Varianz innerhalb der Art gefuhrt, jedoch konnte aufgrund der kurzen Zeitspanne zwischen
der Entstehung der Art und ihrer Domestizierung kaum eine Weiterentwicklung stattfinden,
welche mit der Zeit durch Mutation und Anpassung an neue Umwelten die genetische
Diversitét hétte erweitern konnen.
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Die Qualitéatsziichtung, die fur die erfolgreiche Vermarktung von Koérnerraps in jingster Zeit
essentiell war, hat die genetische Basis vermutlich zusédtzlich eingeengt. So wiesen
herkdmmliche Rapssorten einen hohen Anteil an Erucasiure (C22:1) im Samendl auf, das fur
die Verwendung im Nahrungsmittelbereich als Saatél oder zur Margarineherstellung
aufgrund der herzmuskel schadigenden Wirkung nachteilig ist. Dartiber hinaus fihrten hohe
Gehalte an Glucosinolaten zu einer Einschrénkung der Verwendung des Koppel produktes
Rapsschrot in der Tierfltterung. Nachdem 1962 in der deutschen Sommerrapssorte ,Liho’
Erucasdurefreiheit (0+-Qualitdt) entdeckt wurde und nur wenige Jahre spéter (1967)
glucosinolatarme Pflanzen in der polnischen Sommerrapssorte ,Bronowski’ identifiziert
werden konnten, wurde 1981 ,Librador’, die erste deutsche Sorte, die beide
Qualitétsmerkmale vereint (00-Sorte), vom Bundessortenamt fur den Anbau und Verkehr
zugelassen (MAkowsk! 2000). Somit sind die heutigen 00-Sorten auf wenige in den 1960er
Jahren selektierte Pflanzen zurlckzufiihren. Dies hat zur Folge, dass fur aktuelle, wichtige
Zuchtziele die genetische Variation im Genpool von 00-Raps begrenzt ist, d.h. fur bestimmte
Merkmale die erwinschten Auspragungsstufen, z.B. beziglich Resistenz nicht vorhanden
sind.

Mit dem Ziel, die genetische Diversitét zu erweitern und die neu erstellte Variabilitét in der
Rapsziichtung zu nutzen, wurden vielfach durch interspezifische Kreuzungen von Kohl und
Ribsen neue Rapsformen experimentell synthetisiert oder Kreuzungen von Raps mit
verwandten Brassica-Arten durchgefuhrt.  Aufgrund der vielfach  beschriebenen,
unerwinschten agronomischen Eigenschaften, wie z.B. schlechte Fertilitét, unginstige
Veranderung des Blitezeitpunktes und geringe Ertragsleistung der Resynthesen, die haufig
nur ca. 60-70% des Kornertrags von angepassten Zuchtmaterial erreichen (GIRKE et al. 1999),
werden Resynthesen hauptséchlich fir Rickkreuzungen mit Elitezuchtmaterial und Sorten zur
gezielten Verbesserung spezifischer Zuchtziele verwendet. Die direkte Verwendung von
Resynthesen in semi-synthetischen Sorten, wie z.B. ,Rapol’ und ,Norde’ (LUHS und FRIEDT
1999), stellen Ausnahmen dar. Trotz der geringen Ertragsleistung sind Resynthesen fir die
Ertragsziichtung interessant. Anhand der Neukombination der Brassica A- und C-Genome
koénnen neue Genpools entwickelt werden, die in der Hybridziichtung durch Kreuzung mit
anderen genetisch diversen Formenkreisen in einer Erhdhung der potentiellen Heterosis

resultieren konnen (GIRKE 2002).
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Ein weiteres wichtiges Ziel, das durch interspezifische Kreuzungen erreicht werden soll, ist
der Transfer von Resistenz gegen verschiedene Rapskrankheiten. CROUCH et al. (1994) haben
Kreuzungen zwischen sechs verschiedenen B. rapa-Akzessionen und einer B. oleracea-Linie
durchgefuihrt und die Nachkommenschaften hinsichtlich ihres Resistenzverhaltens nach
Infektion mit Leptosphaeria maculans untersucht: Es konnten signifikante Unterschiede im
Resistenzphanotyp zwischen den Linien festgestellt werden, wobei eine Linie sowohl im
Gewéchshaus nach kinstlicher Infektion as auch unter Feldbedingungen hervorragende
Resi stenzeigenschaften zeigte. Fir die Phoma-Resistenz der aus dieser Linie entwickelten und
im Jahre 2000 zugelassenen Sorte , Surpass 400" postulierten Li und CowLING (2003) eine
dominante Vererbung. Dabei soll ein aus B. rapa ssp. sylvestris stammendes Resistenzallel,
welches im Keimlingsstadium und in der adulten Pflanze exprimiert wird, fir die Auspragung
der Resistenzeigenschaften verantwortlich sein. LI und S\vASITHAMPARAM (2003) berichteten
vom ,, Zusammenbruch* der monogenischen Resistenz von , Surpass 400'. So konnten bereits
ein Jahr nach der Sortenzulassung Pflanzen mit ausgepragten Krankheitssymptomen
beobachtet werden. Weiterfuhrende Versuche mit Einzelisolaten von L. maculans fuhrten zu
dem Ergebnis, dass bereits 4 von 18 getesteten Pilzisolaten in der Lage waren, die

monogenische Resistenz zu Uberwinden.

Resistenzen aus B. rapa und B. oleracea gegentiber Plasmodiophora brassicae (Kohlhernie)
wurden von DIEDERICHSEN und SACRISTAN (1996) mittels Resynthese in B. napus kombiniert
und zwei Linien mit einem sehr hohen Resistenzniveau identifiziert. Vererbungsstudien mit
diesen Linien lassen vermuten, dass dort zwei dominante, ungekoppelte Hauptgene fur die
Resistenz gegen Kohlhernie wirksam sind (DIEDERICHSEN et al. 1996). Zwei daraus
entwickelte Winterrapssorten, ,Mendel’ und ,Tosca, weisen jeweils eine rassenspezifische
Resistenz auf.

Resynthesen kdnnen ebenfalls fur die Ziichtung virusresistenter Rapslinien eingesetzt werden.
DREYER et al. (2001) haben eine Resyntheselinie als Resistenzdonor zur Erstellung einer fir
das Rubsenvergilbungsvirus (TuY V) spaltenden DH-Population erstellt und einen Major-QTL
nachgewiesen, welcher offenbar bis zu 50% der phanotypischen Varianz hinsichtlich
Virusresistenz erklért.

Da im Genpool von Raps bislang keine Resistenz gegen die von Alternaria brassicae und A.
brassicola verursachte Rapsschwérze nachgewiesen werden konnten, hat KLEWER (2005) ein

umfangreiches Screening in acht verwandten Brassicaceae-Arten durchgefuhrt, um putative
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Resistenzdonoren zu identifizieren. Interspezifische Kreuzungen zwischen B. napus und den
vier Arten mit den besten Resistenzphanotypen (Brassica elongata, Snapis alba, Diplotaxis
tenuifolia und D. erucoides) wurden entwickelt und die Nachkommen sowie die erstellten
Rickkreuzungsgenerationen  hinsichtlich ihres Resistenzphénotyps untersucht.  Nur
Kreuzungen mit D. erucoides zeigten ein deutlich ausgeprégtes und stabiles
Resistenzverhalten. Variable Spaltungsverhaltnisse und variierende Chromosomenzahlen in
allen Generationen sowie die geringe Fertilitdt dieses Materials verdeutlichen die
Schwierigkeit des Einsatzes weiter Kreuzungen in der praktischen Ziichtung. Bei der Nutzung
von Resyntheseraps dagegen treten solche Schwierigkeiten nicht auf, da bei Vorhandensein
der vollsténdigen Chromosomensétze von B. rapa und B. oleracea i.d.R. eine vollstandige

Kompatibilitdt mit herkdmmlichem Raps (B. napus) besteht.

Nachdem ein umfangreiches Screening auf Resistenz gegentber V. longisporum im Genpool
von Raps erfolglos geblieben war, haben HAPPSTADIUS et al. (2003) insgesamt 307 B.
oleracea-Akzessionen untersucht und Resynthesen aus Kreuzungen mit den besten Kohl-
Herkinften regeneriert. Drei der sechs untersuchten Resynthesen zeigten signifikant weniger

Krankheitssymptome als die als tolerant geltende Winterrapssorte , Express .

Neben der Introduktion von Krankheitsresistenzen ist die Erstellung von Raps-Resynthesen
auch hinsichtlich anderer Merkmale wie z. B. der Samenfarbe von Interesse. SLOMINSKI et al.
(1999) haben gezeigt, dass der Futterwert von Rapsmehl aus gelbsamigem Raps wegen des
geringeren Faseranteils im Vergleich zu Mehl aus braun- oder schwarzsamigem Raps in der
Geflugel produktion signifikant erhéht ist. Mittels gezielter Kreuzung zweier Resynthesen, die
sowohl im A- as auch im C-Genom Gene fir Gelbsamigkeit trugen, und anschief3ender
Selbstung, konnten gelbsamige Rapdlinien identifiziert werden, deren Samenfarbeloci sowohl
im A- asauch im C-Genom mit den jeweils rezessiven Allelen fir Gelbsamigkeit homozygot

vorlagen (RAHMAN 2001).

Hinsichtlich der Qualitétsziichtung von Raps wurden mehrfach Resynthesen entwickelt, um
die Fettsdurezusammensetzung des Rapsols zu verandern. SEvis et al. (2005) haben gezeigt,
dass die genetische Diversitédt auch unter Berticksichtigung von Qualitétseigenschaften
erweitert werden kann. Aus Kreuzungen zwischen erucasaurefreien Pflanzen der B. oleracea-
Varietdten ,Ladozhskaya und ,Kashirka® und der erucasdurefreien B. rapa-Sorte ,Asko’
wurden Resynthesen mit 0-Qualitdt (Erucasdurefreiheit) regeneriert. Ein  weiteres
Qualitétskriterium fur 00-Raps — insbesondere in Kanada und den USA - ist der Gehalt an
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gesdttigten Fettsduren (SCARTH und TANG 2006). RANEY et a. (1999) konnten in
Zuchtpopulationen verringerte Anteile an geséttigten Fettséduren von <6% identifizieren und
nachweisen, dass der reduzierte Gehalt mit einer Reduktion aller geséttigter Fettsauren
einhergent. Zur Verwendung al's Nahrungsmittel ungeeignet, finden Ole mit hohen Gehalten
an Erucasdure und Erucasaurederivaten in mehr als 200 technischen Anwendungen
Verwendung (SCARTH und TANG 2006); MIETKIEWSKA et al. (2004) berichten sogar, dass
mehr als 1000 Anwendungen von Erucasdure oder deren Derivaten patentiert wurden. Der
natirliche Gehalt an Erucasaure im urspringlichen Rapsdl liegt bei ca. 50%. Eine Steigerung
dieses Gehalts durfte auf ca. 67% limitiert sein, da die native sn-1-Acylglycerin-3-phosphat-
acyltransferase (LPAAT) von Raps die C22:1-Fettsdure nicht as Substrat akzeptiert und so
die Besetzung aller drei Glycerinpositionen mit Erucasiure normalerweise nicht moglich ist
(FRENTZEN und WOLTER 1999). FRIEDT und LUHS (1998) beschreiben, dass die
Erucasduregehalte in den Elternarten von Raps zwischen 30-61% (B. rapa) und 28-63% (B.
oleracea) variieren; die Autoren konnten anhand der Resynthese neue Rapslinien mit einem

Erucasduregehalt von bis zu 60% entwickeln.

Wéhrend in den diploiden Brassica-Arten ein Selbstinkompatibilitétssystem wirksam ist, sind
aktuelle Rapssorten normalerweise selbstkompatibel und daher zur Selbstbefruchtung in der
Lage. RAHMAN (2005) hat die Kombination der Selbstinkompatibilitétsallele aus B. oleracea
und B. rapa in Raps untersucht und mehrere Resynthesen mit einer deutlich ausgepragten,
dominanten Selbstinkompatibilitét beobachtet, die untereinander kreuzbar waren. Die
Nutzung dieser Linien zur Hybridsaatguterzeugung kann nur tUber einen Ramsch zweier aus
unterschiedlichen Mutterlinien entwickelten Einfachhybriden [(AxB)+(CxD)] erfolgen, dadie
beiden Einfachhybriden (single crosses) AxB und CxD jeweils selbstinkompatibel, jedoch

miteinander kreuzbar sind.

Die neue Variation in der Merkmalsauspragung von Resynthesen ist nicht allein in der
Kombination des Kohl- und Rubsengenoms begriindet. Vielmehr entwickeln Polyploide
oftmal s neuartige, von ihren Eltern abwei chende Phanotypen. So wiesen Rapslinien, die durch
Selbstbestdubung derselben  Primérresynthese entwickelt wurden und somit genetisch
identisch sein sollten, signifikante Unterschiede in mehreren Merkmalen auf (SCHRANZz und
OsBORN 2004). Die genetischen Mechanismen, die diese phanotypische Variation bewirken,
sind noch nicht genau geklart, es wird jedoch vermutet, dass umfangreiche genomische

Neuordnungen, wie z.B. nicht-reziproke Transpositionen (OsBORN et a. 2003, UDALL et al.
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2005), der Ursprung bzw. mit verantwortlich fir phanotypische Veranderungen sind (PIRES et
al. 2004).

1.7  Genetische Kartierung von quantitative trait loci (QTL)

Viele agronomisch relevante Eigenschaften, wie z.B. Ertrag, Qualitd und
Krankheitsresistenzen, sind polygenisch vererbt (AsiNs 2002; COLLARD et al. 2005). Die an
der Auspragung eines bestimmten Phanotyps beteiligten Gene konnen bekanntlich
miteinander, mit anderen Genen oder mit ,der Umwelt* interagieren. Da Gene bei
Polyploiden in mehr als zwel Zustandsformen vorliegen und somit multiple Allelie herrscht,
fuhrt die unterschiedliche Kombination von Allelen zu einer quantitativen
Merkmalsauspragung und nicht wie bei monogenisch vererbten Eigenschaften zu deutlich

unterscheidbaren Phénotypklassen.

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass quantitative Merkmale durch eine gréf3ere
Zahl von Genen mit geringer Wirkung und von wenigen identifizierbaren Genen mit grof3em
Effekt beeinflusst werden. Die einzelnen Genorte, die gemeinsam ein quantitatives Merkmal
bestimmen, werden als quantitative trait loci (QTL) bezeichnet. Die Detektion und
Lokalisierung von Loci mit nachweislichem Effekt sowie die Bestimmung der Effektstérke
wird as QTL-Analyse bezeichnet. Hierbei werden genetische Daten aus einer
Kopplungsanalyse gemeinsam mit den phanotypischen Merkmalsdaten verrechnet und so
Zusammenhange zwischen polymorphen Markern und dem Merkmal sowie Umwelteffekte
aufgedeckt. Die Genauigkeit einer QTL-Analyse ist abhéngig von der Anzahl polymorpher
Marker, der Grof3e der Kartierungspopul ation, der Qualitdt (Markerdichte und -verteilung) der
genetischen Kopplungskarte und der Aussagekraft der dstatistischen Datenanalyse.
Grundsétzlich kénnen drei Methoden zur Detektion von QTL unterschieden werden. Die
einffachste Methode (single point analysis) kann unabhéangig von Kopplungskarten
durchgefihrt werden. Bel dieser Analyse wird lediglich die Assoziation der genutzten Marker
mit der untersuchten Eigenschaft Uberprift und diese auf Signifikanz getestet.
Kopplungsdaten kénnen sowohl im Falle des simple interval mapping (SIM) als auch bei dem
composite interval mapping (CIM) in die QTL-Berechnung einbezogen werden. Dies hat den
Vorteil, dass bestehende Kopplungsbeziehungen zwischen den Markern mit in die

Verrechnung eingehen, wodurch im Gegensatz zur Einzelmarkeranalyse Rekombinations-
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ereignisse zwischen den Markern kompensiert werden kénnen und dadurch eine héhere Giite
des Tests erreicht wird. Die QTL-Analyse mittels CIM-Methode kombiniert die beschriebene
Intervallanalyse mit einer linearen Regression, wodurch eine prézisere und effektivere
Detektion von QTL moglich ist (COLLARD et al. 2005).

Die Resistenz gegenuiber Krankheiten und Schadlingen spielt eine wichtige Rolle in der
Pflanzenzichtung. Jedoch wird die QTL-Analyse von Resistenzeigenschaften oftmals durch
spezielle Interaktionen zwischen Pflanze und Pathogen erschwert. So erfolgt die Bonitur der
Krankheitssymptome bzw. der Resistenzauspragung i.d.R. ordinalskaliert anhand weniger
Kategorien, d.h. eine Phanotypisierung des nattrlichen, flieRenden Ubergangs von ,anfallig’
bis,resistent’ ist nicht moglich. Dartiber hinaus kann die Infektion mit verschiedenen Rassen
oder Isolaten unterschiedliche Phanotypen und entsprechende QTL-Profile bewirken, was
eine algemeingultige Aussage Uber das Resistenzverhaten von Pflanzen gegenlber einer
Krankheit erschwert. Auch kann die Inokulationsmethode und der Zeitpunkt der Inokulation
das Auftreten von QTL beeinflussen (AsiNs 2002). Trotz dieser Einschrénkungen stellt die
QTL-Analyse von quantitativen Resistenzen ein sehr leistungsfahiges Werkzeug zur
Identifizierung und Charakterisierung von Resistenzgenen dar, das letztendlich auch die
Pyramidiserung und damit die Entwicklung von dauerhaften Resistenzen ermoglichen kann
(YOUNG 1996).

Fur B. napus wurden bereits zahlreiche Kopplungskarten erstellt und QTL zur Lokalisierung
verschiedener Gene berechnet. SNowboN et al. (2007) geben einen Uberblick zu QTL-
Analysen, die an Raps und verwandten Brassica-Arten durchgefiihrt wurden. Neben QTL-
Analysen zu Samen-, Ol- und Mehlquaitd sowie hinsichtlich morphologischer und
ertragsbezogener Eigenschaften ist die Analyse quantitativer Resistenzeigenschaften von
grof3er Bedeutung fur die Zuchtung. So wurden mittels dieser Technik Resistenzgene gegen
verschiedene Pilzkrankheiten, wie z.B. die Wurzelhals- und Sténgelfaule (CRoucH et al.
1994) und die Kohlhernie (DIEDERICHSEN und SACRISTAN 1996) lokalisiert und gekoppelte
Marker identifiziert. Dagegen wurden Arbeiten zur Aufklarung der Resistenz gegen V.
longisporum bislang noch nicht durchgefiihrt bzw. waren vor dieser Arbeit in der Literatur

noch nicht dokumentiert.

-16 -



ZIELSETZUNG

2 Zielsetzung

Wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, V. longisporum-resistente B. napus-Linien
zu erstellen, die as Basismaterial Eingang in die praktische Zichtung finden kénnen. Zur
Identifizierung neuer Resistenzquellen wurden verschiedene B. rapa- und B. oleracea-Linien
fir Resistenztests am Institut fir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Universitét
Gottingen bereitgestellt. Anhand interspezifischer Kreuzungen zwischen partiell V.
longisporum-resistenten B. rapa- und B. oleracea-Linien und anschlief3ende Regeneration
mittels Embryo rescue-Verfahren sollten neue, potentiell resistente B. napus-Linien
entwickelt werden. Nach Diploidisierung und Vermehrung der Rapsresynthesen sollten die
Linien hinsichtlich V. longisporum-Resistenz phéanotypisiert werden und somit eine
Validierung, ob die Resistenzgene der Elternspezies auch in den Resyntheserapdinien
wirksam sind, erfolgen.

Fur die Entwicklung von DH-Populationen, die fur das Merkmal V. longisporum-Resistenz
spalten, sollten verschiedene RS-Linien mit unterschiedlicher genetischer Basis ausgewahit
werden, um in Zukunft ein moglichst vielseitig verwendbares Set von molekularen

Selektionsmarkern fur die Zichtung entwickeln zu kénnen.

Daruiber hinaus sollte eine erste QTL-Analyse beziglich V. longisporum-Resistenz in Raps
(B. napus) durchgefiihrt werden. Die Lokalisierung und Charakterisierung der in Raps
relevanten Resistenzloci sollte zu einem besseren Verstandnis der V. longisporum-Resistenz
beitragen. Auf diese Weise sollten die Voraussetzungen fir die spdtere Entwicklung von
molekularen Selektionsmarkern fir die praktische Resistenzziichtung geschaffen werden.
Hiermit kdnnte in Zukunft das in den Ausgangsarten von Raps vorhandene Resistenzpotential
in der Rapszlichtung gezielter genutzt und zur Erhéhung der Widerstandskraft kommerzieller

Winterrapssorten gegen V. longisporum eingesetzt werden.
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ABSTRACT

Rygulla, W., Snowdon, R. J., Eynck, C., Koopmann, B., von Tiedemann,
A., Liihs, W., and Friedt, W. 2007. Broadening the genetic basis of
Verticillium longisporum resistance in Brassica napus by interspecific
hybridization. Phytopathology 97:1391-1396.

Verticillium wilt caused by the vascular fungal pathogen Verticillium
longisporum is one of the most important pathogens of oilseed rape
(Brassica napus sp. oleifera) in northern Europe. Because production of
this major oilseed crop is expanding rapidly and no approved fungicides
are available for V. longisporum, long-term control of the disease can only
be achieved with cultivars carrying effective quantitative resistance.
However, very little resistance to V. longisporum is available within the
gene pool of oilseed rape, meaning that interspecific gene transfer from
related species is the only possibility for broadening levels of resistance
in current varieties. The amphidiploid species B. napus can be resyn-

thesized by crossing the two progenitor species Brassica oleracea and
Brassica rapa, hence resistant accessions of these two diploid species can
be used as resistance donors. In this study a total of 43 potential B. rapa
and B. oleracea resistance donors were tested with regard to their reaction
to a mixture of two aggressive V. longisporum isolates, and resistances
from diverse lines were combined by embryo rescue-assisted interspecific
hybridization in resynthesized rapeseed lines. Progenies from crosses of
the two B. rapa gene bank accessions 13444 and 56515 to the B. oleracea
gene bank accessions BRA1008, CGN14044, 8207, BRA1398, and 7518
showed a broad spectrum of resistance in pathogenicity tests. Of 45
tested resynthesized lines, 41 lines exhibited a significantly higher level
of resistance than the moderately V. longisporum-tolerant oilseed rape
cultivar Express. These lines represent a promising basis for the com-
bination of different resistance resources in new varieties.

Verticillium wilt caused by the fungal pathogen Verticillium
longisporum (13) is one of the most important pathogens of
oilseed rape (Brassica napus sp. oleifera) in northern Europe. The
disease is especially prominent in northern Germany and Sweden,
but it has also been reported to occur in Poland, France, southern
Russia, and Ukraine (12). The fungus infects oilseed rape by
colonizing the xylem vessels. Due to the production of fungal
material and host reaction products the vascular system becomes
blocked, meaning that heavily infected plants die due to water
stress. At the same time microsclerotia are produced in the plant,
causing symptomatic blackening of leaf veins or stems. With the
decomposition of dead plant material the microsclerotia are
released to the soil, where the fungus can survive for many years
in this dormant form (19).

Oilseed rape is the most important oilseed crop in Europe and
the production area is continuing to rise dramatically due to the
high demand for oilseed rape oil, both as a healthy vegetable oil,
and a renewable resource for the oleochemical industry. Because
no approved fungicides are available for V. longisporum, long-
term control of the disease can only be sustained with cultivars
carrying effective quantitative resistance. Up to 70% yield loss
due to disease-induced premature ripening has been observed in
individual plants (9), and yield losses in the field can also be
severe. Currently available commercial varieties are generally
susceptible or exhibit only slight tolerance to V. longisporum.
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Intensive screening of available B. napus germplasm failed to
identify resistance resources within the primary gene pool (11).
On the other hand, because B. napus (genome AACC, 2n = 38) is
an amphidiploid species that is derived from interspecific
hybridizations between turnip rape (Brassica rapa L., syn.
campestris; AA, 2n = 20) and cabbage (Brassica oleracea L.; CC,
2n = 18), the diverse gene pools of these two progenitor species
can also be used as potential gene donors to broaden the
resistance spectrum of the amphidiploid species. Nothing is
known about the inheritance of Verticillium resistance in the
diploid progenitor species. Due to the self-incompatibility system,
self-fertilization is prevented and homozygous lines cannot be
produced for inheritance studies.

With the help of embryo rescue techniques it is possible to
generate novel, resynthesized (RS) oilseed rape lines comprising
the intact genomes of the respective B. rapa and B. oleracea
donor lines. Such RS B. napus represents an important source of
novel genetic variation for specific traits in oilseed rape. In
previous investigations this strategy has been adopted for intro-
duction of resistance genes into B. napus against Turnip yellows
virus (TuYV) (8), Turnip mosaic virus (TMV) (22), and also
important fungal pathogens including Phoma lingam (3) and
Plasmodiophora brassicae (5). A similar strategy has great
promise for V. longisporum-resistance breeding, since numerous
B. oleracea gene bank accessions are known with a high level of
resistance to this pathogen, and their transfer to B. napus was
found to improve the resistance of some of the resulting RS
oilseed rape lines (11).

Widespread use of specific resistances from single donor
sources induces a strong selection pressure on the pathogen that
can result in the resistance being rapidly overcome. This has been
shown previously for some of the above mentioned resistances
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derived only from B. rapa or B. oleracea sources (10,20). It is
therefore desirable to combine different resistance resources with
potentially different mechanisms to generate long-term resistance,
and to avoid the formation of new pathotypes with enhanced
aggressiveness. The aim of the present study was to identify new
resistance sources against V. longisporum among B. rapa gene
bank material, and to combine these with known B. oleracea re-
sistance sources in novel RS B. napus lines via sexual inter-
specific hybridization with the help of embryo rescue. The
material that was developed is discussed regarding the potential
for resistance breeding in oilseed rape and further investigations
in Verticillium research.

MATERIALS AND METHODS

Plant materials. Twenty-nine B. oleracea and 12 B. rapa gene
bank accessions (Table 1) obtained from eight different gene
banks and a commercial seed supplier, were screened for their
resistance response to V. longisporum in order to identify resistant
genotypes for combination of potentially different resistances in
RS B. napus. Parallel to the resistance screening of the diploid
progenitors, a set of potentially resistant RS B. napus genotypes
were generated by interspecific hybridizations. The parents of
these crosses were different plants belonging to two B. rapa
accessions that were chosen based on prior observations which
indicated that these accessions could contain potential resistance
to V. longisporum, and five B. oleracea gene bank accessions that
were reported by Happstadius et al. (11) to have a high level of
resistance to V. longisporum. The origins of the diploid accessions

used for the interspecific crosses along with the pedigrees of the
resulting RS lines are shown in Table 2.

The B. rapa genotypes were emasculated and hand-pollinated
2 days later with pollen from the respective B. oleracea parent,

axcent in one cage where tha B sloracos accageion wag ngad ag
EXCEpt 11t One Case wineie i o. cweracea aClession was usea as

the maternal parent and pollinated by B. rapa. To enhance the
efficiency of the interspecific crossing, the embryo rescue tech-
nique was used to regenerate haploid plants in vitro. Immature
pods were harvested 2 weeks after pollination and surface
sterilized with NaOCI (3%) for 10 min and washed with sterile
water. Ovules were dissected and cultivated on Murashige and
Skoog (MS) media with sucrose (10 g/liter) (15) in a growth
chamber at 20°C, 75% humidity and a day length of approxi-
mately 16 h. Ovules that did not germinate after 6 weeks were
transferred to new media, while germinated ovules that had
already developed into a small plant were transferred to MS
media containing saccharose (30 g/liter). Regenerated, vigorous
plants were transferred to soil, and cuttings from the haploid
hybrids were treated with colchicine (0.05% colchicine, 0.15%
dimethyl sulfoxide) for 12 h in the dark in order to obtain
amphidiploid B. napus plants. All resulting RS plants were self-
pollinated for seed multiplication by bagging with super-micro
perforated Crispac bags (Baumann Saatzuchtbedarf, Waldenburg,
Germany) before the onset of flowering. A total of 45 RS plants
derived from 8 different B. rapa x B. oleracea cross combinations
produced sufficient seeds (>50) for the resistance screening.
Resistance screening. Resistance tests were performed using
the V. longisporum isolates VL 43 and VL 40, which originate
from B. napus grown in northern Germany (23). Long-term

TABLE 1. Accession numbers and sources of Brassica rapa and B. oleracea gene bank accessions that were phenotyped for identification of potential resistance to

Verticillium longisporum

Species Accession names Source?*

B. rapa 13444, 56429, 56515 BAZ
G454 (Chinese cabbage ‘Granat’), G684 (‘Runde weifle rotkopfige Herbstriiben’) Cultivars
YS Pb-24 (Yellow Sarson cultivar) HAU
Q3F, ‘Reward’, SWSP, 00 B. rapa NPZ
03-510001 (‘Salut’), 03-510002 (‘Credit’) SW

B. oleracea 2398, 2808, 3775, 4250, 4622, 4707, 5085, 5394, 6206, 6704, 7518, 7799, 8207, 10590, 10618 HRI
BRA504, BRA544, BRA723, BRA809, BRA1008, BRA1355, BRA1398, BRA1427 IPK
CGNO07069, CGN07089, CGN14044 CGN
1227 Liet al. 2001 (14)
1428, 2070 NIV

2 BAZ: Gene bank of the Federal Centre for Breeding Research on Cultivated Plants, Braunschweig, Germany; CGN: Centre for Genetic Resources, Wageningen,
Netherlands; HAU: Haryana Agricultural University, Hisar, India; HRI: Horticulture Research International Genetic Resources Unit, Warwick, UK; IPK:
Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Germany; NIV: Gene bank of the NI Vavilov Institute of Plant Industry (VIR), St. Petersburg,
Russia; NPZ: Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke KG, Hohenlieth, Germany; SW: Svalof Weibull AB, Svalof, Sweden.

TABLE 2. Origin of resynthesized oilseed rape lines and progenitor species with resistance to Verticillium longisporum

Parental species accession designations

Botanical names

13444 B. rapa sp. pekinensis

56515 B. rapa sp. chinensis

8207 B. oleracea convar. acephala

BRA1398 B. oleracea sp. oleracea convar. botrytis var. botrytis

BRA1008 B. oleracea convar. acephala var. sabellica

7518 B. oleracea sp. oleracea convar. botrytis var.alboglabra

CGN14044 B. oleracea sp. oleracea convar. botrytis var. italica
Resynthesized oilseed rape lines exa3

K160.1.1, K160.1.2, K160.6.1, K160.6.2, $160.7.1, K160.7.2, S160.5.1 13444 x 8207

K242.2.1,K242.2.2,S175.5.1, S175.5.2, §237.20.1, S237.23.1 13444 x BRA1398

K147.34.1, K239.42.2, K241.20.2 13444 x BRA1008

K162.2.2 13444 x 7518

K195.1.2, K208.1.2, K208.4.1, K208.4.2, K228.5.1, K228.9.2, K233.2.1, K233.2.2,
K233.4.1,K233.4.2, S189.3.1, S219.3.2, S228.8.1, $228.9.1, $228.10.2, $233.1.2,

$228.13.1, 8228.13.2, S228.21.2, S233.1.1, S233.5.1
K199.8.2,K199.16.1, K199.16.2

K138.1.1

K142.2.2,5194.6.1

56515 x 8207

56515 x BRA1398
BRA1008 x 56515
56515 x CGN14044
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storage was performed as conidial suspensions in a concentration
of 1 to 3 x 10° conidia/ml in Czapek-Dox medium (4,7)
supplemented with 25% glycerol. Inoculum was produced by
adding 500 pl of spore stock solutions to 250 ml of potato
dextrose broth. The cultures were subsequently incubated for
7 days at 23°C on a rotary shaker (100 RPM). The resulting
suspension was filtered through sterile gauze. Spore concentration
was determined with a hemacytometer and diluted to give 1 x
10° spores ml .

The winter oilseed rape cultivars, ‘Express’ (moderately toler-
ant) and ‘Falcon’ (highly susceptible), were used as controls in all
experiments. Seeds of the control and test plants were surface-
sterilized by immersion in 70% ethanol for 15 min. Subsequently,
the seeds were washed in sterilized tap water before being sown
in double-autoclaved silica sand. Seedlings appeared after 3 to

TABLE 3. Assessment key for scoring disease severity of Verticillium longi-
sporum in Brassica species using the root dip inoculation method

Score Symptom development

No symptoms

Symptoms (yellowing, black vein
Symptoms on the next older leaves
<50% of leaves show symptoms
>50% of leaves show symptoms
<50% of leaves are dead

Only shoot meristem still alive
Plant is dead

ins) on
s) on th
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7 days, and 7 days later the roots were carefully washed out of the
sand. Inoculations were performed by cutting 2 ¢cm off the root
apex and submerging the capped roots for 30 min in a mixed
conidial suspension (10®ml™) of both V. longisporum isolates VL
43 and VL 40. Roots of control plants were also cut and sub-
merged in tap water for the same length of time. A total of 24
inoculated seedlings and 24 control plants of each accession were
transferred into a mixture of sand, peat, and compost (1:1:2) in
pots containing two plants each. Plants were grown at 23°C in a
greenhouse with a lighting regime of 14/10 h (light/dark). Plants
were not fertilized during the investigations. Each plant was
scored weekly for disease symptoms over a 4-week time period
using an assessment key (Table 3) slightly modified from Zeise
(24).

Statistical analysis of data. For each accession tested, the area
under the disease progress curve (AUDPC) was calculated from
the disease severity values according to the following formula
from Campbell and Madden (1): AUDPC = X(y; + i11/2) X (i —
t;), where y; is the disease severity value for observation number i,
t; is the number of days after inoculation at the time point of
observation number i, and n is the number of observations. To
compensate for a fluctuating infection level between the trials a
correction of the AUDPC value for each accession was made
based on the reaction of the internal controls. The corrected value
(AUDPC,,,,) was calculated as follows:

AUDPC
(AUDP CExpress + AUDPCFaicon) [ 2

AUDPCcorr =

Fig. 1. Typical Verticillium longisporum disease symptoms on A, B, and C, young leaves, D, roots, and E, stem of Brassica napus plants.
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