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1 Einleitung

sIinsgesamt mulB der Anbau resistenter Sorten als eine der wichtigsten,
vorbeugenden Malnahmen zur Herabsetzung der Schadenswahrscheinlichkeit
gesehen werden, die praktisch keinen zusatzlichen Aufwand fir den einzelnen
Landwirt erfordert, und die in integrierten Anbausystemen stérker als bisher genutzt

werden sollte.“ (Heitefuss 2000)

Auch wenn diese Aussage besonders am Beispiel der Weil3stangeligkeit im Raps,
hervorgerufen durch Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary zutrifft, sind in
Deutschland bis zum jetzigen Zeitpunkt keine resistenten Sorten gegentber dem
Erreger Sklerotinia verfugbar. S. sclerotiorum gehért den Ascomyceten an und
hierbei ist er den Discomyceten zuzuordnen (de Bary 1887). Schon de Bary (1887)
beschreibt, dass die Ascosporen zur Infektion eine zusatzliche N&hrstoffquelle
bendtigen. Im Falle von Raps stellen Blutenblatter diese Nahrstoffquelle dar. Der
Hauptbefall an Raps wird also durch Ascosporen verursacht, die abgefallene
Blutenblatter besiedeln und von dort aus den Stéangel infizieren. Nach dieser Infektion
werden Sklerotien gebildet, die nach der Ernte erneut in den Boden gelangen und in
darauf folgenden Jahren Apothecien produzieren konnen, aus denen erneut
Ascosporen entlassen werden. Eine Konidienbildung findet nicht statt, so dass es
sich um ein monozyklisches Pathogen handelt (Hallmann et al. 2009). Unter
gunstigen Bedingungen kann S. sclerotiorum Ertragsverluste von uber 50%

hervorrufen (Pope et al. 1989).

Besondere Bedeutung hat die eingangs erwdhnte Aussage aufgrund mehrerer
Faktoren. Zum einen ist jede Blutenbehandlung gegen das Pathogen aufgrund der
Bestandesstruktur des Rapses mit hohen Durchfahrtsverlusten von bis zu 2,6%
verbunden (Dunker 2006). Zum anderen missen diese Blutenspritzungen
vorbeugend durchgefiihrt werden und nur in einzelnen Fallen, unter gunstigen
klimatischen Bedingungen, kommt es auch zu einer Befallshaufigkeit, die die
Behandlung rechtfertigen kann. Aus diesem Grund wurden Untersuchungen zur
Wirtschaftlichkeit von Fungizidmal3hahmen gegen S. sclerotiorum durchgefthrt und
es konnte gezeigt werden, dass lediglich 32% der durchgefihrten MalRnahmen
wirtschaftlich waren (Dunker 2006). Da aber zum Zeitpunkt der Behandlung der
Befall vom Landwirt nicht abgeschatzt werden kann und auch andere positive

Eigenschaften der Fungizidapplikation, wie eine erhthte Platzfestigkeit der Schoten,
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vor allem von der chemischen Industrie ausgewiesen werden, handelt es sich hierbei
immer noch in vielen Fallen um eine Routinebehandlung. Auch die Verfugbarkeit des
Prognosemodells SkleroPro (Koch 2005), (Koch et al. 2007) konnte an diesem
Sachverhalt nichts andern. Als dritter wichtiger Faktor, der die oben genannte
Aussage unterstitzt, kann eine zu erwartende Reduktion in der Anzahl an zur
Verfuigung stehenden Fungiziden (Kleiner und Eichel 2009) genannt werden.
Insbesondere die Blitenspritzung im Raps ist kritisch zu beurteilen, da ein blihender
und damit von Bienen besuchter Bestand behandelt wird. Aus diesem Grund muss
bei jeder Behandlung die Bienenvertraglichkeit der eingesetzten Praparate gepruft
werden und u.U. die Behandlung auf3erhalb des Bienenflugs durchgefiihrt werden.
Es handelt sich hierbei also um ein Thema mit gro3er Tragweite, bei dem die

Resistenzziichtung eine sehr elegante Lésung darstellen wiirde.

Sklerotinia ist eine klassische Fruchtfolgekrankheit, da die Sklerotien Uber mehrere
Jahre im Boden lebensfahig sind und somit durch eine Erhdéhung des Anteils
anfalliger Kulturen in der Fruchtfolge der Befallsdruck erhéht werden kann. Nicht
zuletzt aufgrund einer vergleichsweise hohen monetaren Rentabilitdét des Rapses
nahm die Anbauflache in den letzten Jahren zu. So betrug die Anbauflache von
Winterraps im Jahr 1998 noch 1.220.000 ha (Dunker 2006), stieg dann aber stark an,
bis im Jahr 2009 eine Flache von 1.471.200 ha mit Winterraps bestellt wurde (Union
zur Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2011). Dieser Zuwachs ist
natdrlich auch mit einer Erhéhung des Anteils innerhalb der Fruchtfolge verbunden,
so dass in Zukunft mit hoheren durch S. sclerotiorum hervorgerufene Schéden

gerechnet werden muss.

Zusatzlich scheint der Klimawandel die Krankheit zu beginstigen. Umfassende
Literaturstudien legen die Vermutung nahe, dass durch héhere Temperaturen neben
anderen Pathogenen vor allem Sklerotinia gefordert wird (Siebold und Tiedemann
2011). In der Zukunft wird sich zeigen, ob diese beiden Faktoren den Befall
tatsachlich erh6hen oder ob der Klimawandel z.B. zu einer fehlenden Koinzidenz von
Ascosporenflug und Blite fuhrt. Sollte dies allerdings zutreffen, so kann es zu einer
noch grolReren Notwendigkeit einer Behandlung fiihren. Zusammengenommen
demonstrieren diese Faktoren die Notwendigkeit die Resistenz des vorhandenen

Sortenmaterials zu erhdhen.
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Grundlage eines jeden Zuchtfortschritts ist genetische Variabilitdt im gewiinschten
Merkmal. Schon die Bundessortenliste zeigt, dass im Merkmal Resistenz gegeniber
Sklerotinia nur geringe Unterschiede vorhanden sind (Anonymus 2006), (Anonymus
2007), (Anonymus 2009). Unterschiedliche Einstufungen der Sorten in
verschiedenen Jahren lassen darlUberhinaus die Frage aufkommen, ob die
vorhandene Variabilitat genetisch bedingt ist, oder vor allem durch Umwelteinflliisse
zustande kommt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, praktikable und
reproduzierbare Screeningmethoden zur Beurteilung der Resistenz einzelner
Genotypen zu entwickeln. Mit diesen Methoden sollten im Anschluss mdégliche
Resistenzquellen identifiziert und somit der Zichtung zuganglich gemacht werden.
Im Einzelnen wurden hierfir Screeningmethoden fir das Feld, Gewéachshaus aber
auch Labor entwickelt. Diese Methoden wurden anhand von von beteiligten Ziichtern
zur Verflgung gestelltem Material mit groRen Unterschieden im Merkmal Sklerotinia
Resistenz bewertet und in Beziehung gesetzt. Dies ermdglichte gleichzeitig eine
Umfassende Bewertung des vorhandenen Materials. Dartberhinaus wurden diese
Methoden eingesetzt um in wilden Brassica Arten und Rapsresynthesen nach
mdoglichen Resistenzquellen zu suchen. Um einen resistenten Standard fur die
Screeningmethoden im Gewachshaus und Labor zur Verfigung zu haben wurden
transgene Pflanzen erstellt, die Oxalséure, einen wichtigen Pathogenitatsfaktor des

Pilzes, abbauen sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Acetosyringon
Agar-Agar

Agarose NEEO
AgNO3
Ameisensaure
Apfelsaure
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
6-Benzylaminopurine (BAP)
Bengalrosa
Beschwerungspuffer
Bromkresolgrin
CaCOs

CaClz

Carbenicillin
Chloramphenicol
Chlortetracyclin
DKW Basal-Medium
dNTP-Mix (10 mM)

Dream taq Puffer (10x)

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Difco, Detroit

Difco, Detroit
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Duchefa Biochemie, Haarlem
Fermentas, St.Leon-Rot

Fermentas, St.Leon-Rot
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EcoRl

EDTA

Ethanol (100%)
Ethidiumbromid
FeSOa4
Gibberellinsaure (GA3)
Glukose

Glyzerin

Hefe Extrakt
4-(3-Indolyl) Butterséure (IBA)
Isopropanol

K2HPO4

Kanamycin

KCI

KH2PO4

Luria Broth

Lysozym

2-Morpholinoethansulfonsdure-Monohydrat (MES)

MgCl2

MgSOa4

Murashige und Skoog Basal-Medium

Myo-Inositol

NaCl

Fermentas, St.Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fermentas, St.Leon-Rot
Merck, Darmstadt
Duchefa Biochemie, Haarlem
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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NaOH

NH4NO3

Oxalsaure
Kaliumacetat

Kartoffel Glukose Agar (PDA)
Pepton

Picloram

Hind 111

Hind 11l Restriktionspuffer (10x)
Rindfleischextrakt
RNAseA

SDS
Streptomycinsulfat

T4 Ligase

T4 Ligase-Puffer (10x)
Tag-Polymerase (5U/ul)
TBE Puffer (10 x)

TE Puffer

Tris pH 8

Triton X 100

Trypton

ZnC'Z

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Duchefa Biochemie, Haarlem
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Fermentas, St.Leon-Rot
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Fermentas, St.Leon-Rot
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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2.2 Nahrmedien und Pufferldsungen

Die unten aufgelisteten Medien wurden fur 15 min bei 121°C autoklaviert. Nach dem

Abklhlen auf ca. 55°C wurden etwaige Antibiotika zugegeben und die Festmedien in

Polystyrolpetrischalen (9 cm Durchmesser, Fa. Sarstett, NUmbrecht) ausplattiert.

Potato Dextrose Agar (PDA):

PDA
Aqua bidest.

Saccharose-Salz-Medium (SSM) (ver&ndert nach Hedke (1992)):

Agar
Saccharose
NH;NO;
KH,;PO,

MgSO4 x 7H,0
KCI

CaCOs3

Triton
Bromkresolgrin
Bengalrosa
Chloramphenicol
Streptomycin
Chlortetracyclin

Spurenelementstammldsung
H,O bidest.

Spurenelementstammldsung:

FeSO,4 x 7TH,0
ZnCl,

MgCl, x 7H,0
H,O bidest.

399
ad. 1000ml

159
409
1g
0,79
0,29
140 mg
49

2 mi
80 mg
60 mg
60 mg
60 mg
20 mg

2 ml
ad. 1000 ml

19
0,69
ad. 1000 ml
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Glukose-Medium (Ahlers 2006):
NH4NO3

Glukose

MgSO4x 7H,0

Apfelsaure

KH2PO,

NaOH

H,O bidest.

Roggenmehl-Quarzkiesgemisch (Heppner 1995):
Grober Quarzkies (& 1,5 mm)

Hafermehl (Typ 997)

H,O bidest.

Schragagar:

Murashige und Skoog Basal-Medium
Saccharose

Agarose

H,O bidest.

Hefe Extrakt und Rindfleisch-Medium (YEB), pH: 7:

Rindfleischextrakt
Hefeextrakt
Pepton
Saccharose
MgSO,

Agar

H,O bidest.

Kanamycin

29

209

0,149

39

19

19

ad. 1000 ml

2109
159
40 ml

2,29

10g

89

ad. 1000 mi

59

1g

59

59

300 mg
209

ad. 1000 mi
50 mg
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Murashige und Skoog Basal-Medium (MS); pH: 5,7:
Murashige und Skoog Basal-Medium

Saccharose

Agarose

H,O bidest.

Carbenicillin

Kanamycin

Callus Induktions-Medium (MS CIM) flussig; pH: 5,7:

Murashige und Skoog Basal-Medium
Saccharose

H,O bidest.

MES

Myo-Inositol

BAP

Acetosyringon

Picloram

Callus Induktions-Medium (MS CIM) fest; pH: 5,7:
Murashige und Skoog Basal-Medium
Saccharose

H,O bidest.

MES

Myo-Inositol

BAP

AgNOs;

Picloram

Carbenicillin

Kanamycin

4,49

209

10g

ad. 1000 ml
250 mg

75 mg

539

209

ad. 1000 mi
0,59

0,39

2 mg

100 uM
0,001 mg

5309

209

ad. 1000 mi
0,59

0,39

2 mg

5mg

0,003 mg
500 mg

50 mg
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Driver und Kuniyuki-Medium (DKW); pH: 5,7:

DKW Basal-Medium
Saccharose
Agarose

H,O bidest.

BAP

AgNO3;

GA3

IBA

Carbenicillin

Kanamycin

Terrific Broth (TB):
Trypton
Hefeextrakt
Glyzerin

H,O bidest.
KH,PO,4 10x0,17 M
KoHPO,4 10x0,72 M

Kanamycin

Luria Broth (LB):
Luria Broth
Agar

H,O bidest.

Kanamycin

539

209

549

ad. 1000 mi
1mg

5 mg

0,1 mg

0,1 mg

500 mg

75 mg

12 g

249

4 ml

ad. 990 ml
5 ml

5ml

50 mg

209

15¢g

ad. 1000 mi
50 mg
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Super Optimal broth with Catabolic repressor-Medium (SOC); pH: 7:

Bacto Trypton 20 g

Bacto Hefe Extrakt 59

NaCl 0,59

in H,O bidest. I6sen

KCI Lésung (250 mM) 10 ml

H,O bidest. ad. 1000 mi
Glukose Losung (1M) 20 ml

LYZ Pufferlosung
NaOH 0,2N
SDS 1%

GLC Pufferldsung

Tris pH 8 50 mM
Glukose 50 mM
EDTA 10 mM

HS Pufferlésung

Kaliumacetat 147g
Ameisensaure 98-100% 19,16ml
Aqua bidest. ad 500 ml
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2.3 Herkunft und Anzucht der Pilzisolate

Fur die Stangelinokulationen wurde das Isolat SS 1.5, isoliert aus Rapsstangeln in
Biestow (Mecklenburg-Vorpommern), verwendet. Fir die Wurzelinokulationen fanden
die Isolate SS F (Fehmarn, Schleswig-Holstein), SS TH (Thile, Nordrhein-
Westfalen), SS LU (Lubeck, Schleswig-Holstein) und SS GO (Géttingen,
Niedersachsen) Verwendung. Alle Isolate wurden aus Winterraps isoliert, wobei
SS 1.5 aus dem Stangel und die Ubrigen aus Wurzeln stammten. Fur die
Feldversuche 2008/09 und 2009/10 wurden Sklerotien verwendet, die von der Insel
Poel (Mecklenburg-Vorpommern) bzw. aus Schackenthal in der Nahe von
Aschersleben (Sachsen Anhalt) stammten. Die Sklerotien von der Insel Poel wurden
nach der Ernte von Raps aus dem Erntegut heraus gereinigt, wahrend die aus

Schackenthal aus einer Erbsenernte gewonnen wurden.

Die Anzucht der Pilze erfolgte auf PDA bzw. fir den Feldversuch 2007/08 in
Glukose-Medium. Hierzu wurden 330 ml Medium mit 3 myzeliUberwachsenen
Agarplugs beimpft und bei 20°C fir sieben Tage mit 100 rpm geschuttelt (Schttler
Infors CH-4103, Infors AG, Bottmingen, Schweiz). Nach dieser Inkubationszeit wurde

das Myzel abgenutscht und fir die Inokulation verwendet.

Zur Lagerung der Isolate wurden die sich auf PDA Platten bildenden Sklerotien ab
gesammelt und bei 10°C gelagert. Zur Gewinnung gréRerer Mengen an Sklerotien,
wurden diese in einem sterilem Roggenmehl-Quarzkiesgemisch in Anlehnung an
Heppner (1995) vermehrt. Hierzu wurde ein feuchtes Roggenmehl-
Quarzkiesgemisch in mit Aluminiumfolie verschlossenen Einmachglasern zweimal im
Abstand von 24 h fir 15 min bei 121°C autoklaviert. Mindestens 12 Stunden spater
wurde das Gemisch durch Zugabe von drei myzeliberwachsenen Agarplugs beimpft
und erneut gut durchmischt. Nach einer Inkubationszeit bei Raumtemperatur von
mindestens vier Wochen wurden die Sklerotien unter sterilen Bedingungen

abgesammelt.
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2.4 Plasmide und Bakterien

Zur Konstruktion, Vermehrung und Erhaltung der Plasmide wurde der
Escherichia coli ((Migula) Castellani und Chalmers) Stamm DH5a (Hanahan 1983)
genutzt. Die Transformation der Pflanzen erfolgte durch den
Agrobacterium tumefaciens ((Smith und Townsend) Conn) Stamm AGLO, zur
Verfugung gestellt von Prof. Dr. Heiko C. Becker, Department flr
Nutzpflanzenwissenschaften; Abteilung Pflanzenziichtung, Georg-August-Universitat
Gottingen. Die kurzfristige Lagerung der E. coli Bakterien, bzw. die Vermehrung
erfolgte in LB-Medium. Die Vermehrung der A. tumefaciens Stamme fand in YEB-
Medium statt. Die Lagerung fir langere Zeit erfolgte als elektrokompetente Zellkultur
bei -80°C.

Fur die Transformation wurden die Plasmide pUC19-35S-gf2.8 (Oxalat Oxidase; im
Folgenden DH10B genannt) und p211-TOXDC (Oxalat Decarboxylase; im Folgenden
TOXDC genannt) genutzt. Beide wurden von Dr. Andreas Walz (damals Universitat
Hohenheim) in Form von Expressionskonstrukten in E. coli bezogen. Beide Gene
stehen unter der Kontrolle des 35S Promoters des Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)
und die Konstrukte enthalten das Neomycin Phosphotransferase Gen, das die
Selektion von transformierten Bakterien oder Pflanzenzellen auf kanamycin-haltigem

Medium ermdglicht.

2.5 Pflanzenmaterial

Tabelle 1 zeigt die Genotypen, welche im Feldversuch 2007/08 verwendet wurden.
Hierbei handelte es sich mit Ausnahme von Toccata um in Deutschland zugelassene
Winterrapssorten, die sich in ihrer Anfalligkeit gegeniber S. sclerotiorum laut
Bundessortenliste unterschieden. In der Tabelle ist neben der letzten Einstufung der
Sorten im Merkmal Sklerotinia Resistenz auch der Sortentyp und die Versuche, in
denen die Sorten eingesetzt wurden, angegeben. Bei Toccata handelt es sich um

eine Hybrid Sorte, die in Danemark und Grol3 Britannien zugelassen wurde.
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Tab. 1. In dem Feldversuch 2007/08 verwendete Sorten, die Einstufung ihrer Resistenz

gegen Sklerotinia nach Bundessortenliste (Anonymus 2006), (Anonymus 2007), (Anonymus

2009), der Sortentyp und Angabe Uber die Verwendung in weiteren Versuchen (H = Hybrid

Sorte, L = Linien Sorte, FV = Feldversuch, GWH = Gewéachshaus, OA = Oxalsauretest, GO =

Gottingen, Pe = Peine, Po = Poel).

Einstufung nach BSL

Sorte _ Typ Verwendet im
(Jahr der Einstufung)
Baldur 6 (2009) H FV 07/08
Billy 6 (2009) L FV 07/08
Bravour 6 (2009) L FV 07/08
Caiman 5 (2006) L FV 07/08
Elektra 6 (2009) H FV 07/08
Favorit 5 (2009) L FV 07/08
FV 07/08
Hearty 8 (2007) L
OA Test
Ladoga 5 (2009) L FV 07/08
Libretto 5 (2007) H FV 07/08
FV 07/08
FV 08/09 Go, Pe, Po
Lion 6 (2007) L FV 09/10 Go, Pe, Po
GWH Screening
OA Test
Marcant 6 (2009) H FV 07/08
Mika 7 (2009) H FV 07/08
FV 07/08
FV 08/09 G0, Pe, Po
Mohican 5 (2006) L FV 09/10 Go, Pe, Po

GWH Screening
OA Test
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Einstufung nach BSL _
Sorte ] Typ Verwendet im
(Jahr der Einstufung)

Oase 5 (2009) L FVv 07/08
Olpop 6 (2009) L FVv 07/08
FVv 07/08
FV 08/09 Go, Pe, Po
Pacific 6 (2009) L FV 09/10 Go, Pe, Po
GWH Screening
OA Test
Smart 5 (2007) L FV 07/08
FVv 07/08
Talent 6 (2009) H
OA Test
Tenno 6 (2009) H FVv 07/08
Titan 6 (2009) H FVv 07/08
FVv 07/08
FV 08/09 Go, Pe, Po
Toccata - H FV 09/10 Go, Pe, Po
GWH Screening
OA Test
Trabant 6 (2009) H FVv 07/08
Viking 6 (2007) L FV 07/08
7 i 5 (2007) H FVv 07/08
eppelin
PP OA Test

In Tabelle 2 sind die Winterrapsgenotypen aus den Feldversuchen 2008/09 und
2009/10 aufgelistet. Neben dem Ziichterhaus, von dem der entsprechende Genotyp
zur Verfigung gestellt wurde, ist auch die Einstufung der Zuchter im Merkmal
Sklerotinia Resistenz, sofern bekannt, angegeben. Darlberhinaus sind auch die
Versuche, in denen die Genotypen eingesetzt wurden vermerkt. Die
Zichtungsunternehmen haben in der Regel drei resistente und einen anfalligen

Genotyp zur Verfigung gestellt, wovon allerdings nicht alle im Feldversuch
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eingesetzt werden konnten. DarlUberhinaus stellten einige Zichter wie z.B. die Fa.
KWS-Lochow GmbH mehr Genotypen zur Verfiigung, welche nicht alle bertcksichtigt
werden konnten. Aufgrund zu spater Lieferung des Saatguts, bzw. unzureichender
Saatgutmengen, war es nicht méglich in jedem Feldversuch die gleichen Genotypen

einzusetzen.

Nach dem Feldversuch 2008/09 stellte sich heraus, dass es sich bei den beiden
Genotypen WVB 2 und NPZ 2 um die Sorte Visby handelt. Die Hybrid Sorte Visby die
laut der Bundessortenliste 2009 eine Einstufung von 5 in ihrer Sklerotinia Resistenz
aufweist, sollte allerdings in den nachfolgenden Feldversuchen nicht zweimal
vertreten sein. Aus diesem Grund wurde im Feldversuch 2009/10 der Genotyp
WVB 2 durch NPZ 4 ersetzt. Dartberhinaus stellte sich heraus, dass es sich bei dem
Genotyp LBN 241/78 um die Sorte Pacific handelte, die als Standard aus dem letzten
Versuchsjahr Ubernommen wurde. Um Pacific nicht doppelt zu testen, wurde
LBN 241/78 im Feldversuch 2009/10 durch NIC06-1346CB ersetzt. Schliel3lich liel3
sich noch in Erfahrung bringen, dass es sich bei dem Genotyp NPZ 1 um die
Liniensorte Lorenz, die in der Bundessortenliste 2009 eine Einstufung von 6

bezuglich ihrer Sklerotinia Anfélligkeit erhielt, handelte.
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Tab. 2: Von den Zichterhdusern zur Verfigung gestellte Genotypen, das verantwortliche
Unternehmen, die Einstufung der Resistenz durch die Zuchter und die Versuche, in denen
die Genotypen zusétzlich verwendet wurden (FV = Feldversuch, GWH = Gewéchshaus, OA
= Oxalsauretest, G6 = Gottingen, Pe = Peine, Po = Poel).

Einstufung nach

Genotyp Zichter Verwendet im
Zichterangabe
Deutsche FV 08/09 Pe, Po
DSV 1-09 Saatveredelung AG, Gering anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
Lippstadt GWH Screening, OA Test
Deutsche FV 08/09 Pe, Po
DSV 2-09 Saatveredelung AG, Gering anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
Lippstadt GWH Screening OA Test
Deutsche
DSV 3-09 Saatveredelung AG, Gering anfallig GWH Screening OA Test
Lippstadt
Deutsche FV 08/09 Pe, Po
DSV 4-09 Saatveredelung AG, Hoch anféllig FV 09/10 Go, Pe, Po
Lippstadt GWH Screening OA Test
FV 08/09 G0, Pe, Po
KWS-Saat AG, _
KWS-SCL-1 . Hoch anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
Einbeck _
GWH Screening OA Test
. . _ FV 08/09 Go, Pe, Po
KWS-Saat AG, Mittel bis gering
KWS-SCL-2 . _ FV 09/10 Go, Pe, Po
Einbeck anfallig _
GWH Screening OA Test
KWS-Saat AG, Mittel bis gering  FV 08/09 G6
KWS-SCL-3
Einbeck anfallig GWH Screening OA Test
KWS-Saat AG,
KWS-SCL-4 _ Mittel anfallig GWH Screening OA Test
Einbeck
_ _ , FV 08/09 G0, Pe, Po
KWS-Saat AG, Mittel bis gering
KWS-SCL-5 _ _ FV 09/10 Go, Pe, Po
Einbeck anfallig

GWH Screening OA Test
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Einstufung nach

Genotyp Zichter Verwendet im
Zichterangabe
KWS-Saat AG, Mittel bis gering FV 08/09 G6
KWS-SCL-6 _ _ _
Einbeck anfallig GWH Screening OA Test
Limagrain GmbH, Sehr hoch FV 08/09 Go, Pe, Po
LBN 241/78 _ _ :
Edemissen anfallig GWH Screening OA Test
Limagrain GmbH, Sehr hoch FV 09/10 Go, Pe, Po
NIC06-1346CB _ _
Edemissen anfallig OA Test
Norddeutsche
FV 08/09 G0, Pe, Po
Pflanzenzucht Hans- )
NPZ 1 Hoch anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
Georg Lembke KG, _
GWH Screening OA Test
Hohenlieth
Norddeutsche
FV 08/09 Go, Pe, Po
Pflanzenzucht Hans-
NPZ 2 K.A. FV 09/10 Go, Pe, Po
Georg Lembke KG, _
) GWH Screening OA Test
Hohenlieth
Norddeutsche
FV 08/09 Go, Pe, Po
Pflanzenzucht Hans-
NPZ 3 k.A. FV 09/10 Go, Pe, Po
Georg Lembke KG, _
) GWH Screening OA Test
Hohenlieth
Norddeutsche FV 08/09 Go
NPZ 4 Pflanzenzucht Hans- k.A. FV 09/10 Go, Pe
Georg Lembke KG GWH Screening OA Test
. . FV 08/09 Go, Pe, Po
Limagrain GmbH, _ _
NSL 02/95 , Mittel anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
Edemissen _
GWH Screening OA Test
_ _ FV 08/09 Go, Pe, Po
Limagrain GmbH, _ _
NSL 04/120 Mittel anféllig FV 09/10 Go, Pe, Po

Edemissen

GWH Screening OA Test
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Einstufung nach

Genotyp Zichter Verwendet im
Zichterangabe
, Limagrain GmbH, _ _ _
Rapid _ Gering anféallig GWH Screening
Edemissen
Raps GbR
Saatzucht Mittel bis gering  FV 08/09 G6
SRG 2009/01 _ _
Lundsgard, anfallig GWH Screening OA Test
Grundhof
Raps GbR
. . _ FV 08/09 Go, Pe, Po
Saatzucht Mittel bis gering
SRG 2009/02 _ FV 09/10 Go, Pe, Po
Lundsgard, anfallig _
GWH Screening OA Test
Grundhof
Raps GbR
FV 08/09 Go, Pe, Po
Saatzucht _
SRG 2009/03 Hoch anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
Lundsgard, _
GWH Screening OA Test
Grundhof
Raps GbR
Saatzucht . . FV 08/09 Go, Pe, Po
SRG 2009/04 Gering anfallig
Lundsgard, FV 09/10 GO
Grundhof
Raps GbR
Saatzucht _ _ FV 09/10 Pe, Po
SRG 2009/05 Gering anféallig _
Lundsgard, GWH Screening OA Test
Grundhof

SW1

SW 2

SW 3

Lantmannen SW
Seed GmbH,
Hanstedt

Lantmannen SW
Seed GmbH,
Hanstedt

Lantmannen SW
Seed GmbH,
Hanstedt

k.A.

k.A.

k.A.

FV 08/09 G0, Pe, Po
FV 09/10 G, Pe, Po
GWH Screening OA Test

FV 08/09 Go, Pe, Po
FV 09/10 Go, Pe, Po
GWH Screening OA Test

FV 08/09 Go, Pe, Po
FV 09/10 Go, Pe, Po
GWH Screening OA Test
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Einstufung nach _
Genotyp Zichter Verwendet im
Zichterangabe

Lantmannen SW

FV 08/09 Go
SW 4 Seed GmbH, K.A. _
GWH Screening OA Test
Hanstedt
FV 08/09 Go, Pe, Po
Syngenta Agro Sehr hoch
SYN Sclero 1 _ _ FV 09/10 Go, Pe, Po
GmbH, Maintal anfallig _
GWH Screening OA Test
FV 08/09 Go, Pe, Po
Syngenta Agro

SYN Sclero 2 _ Mittel anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
GmbH, Maintal _
GWH Screening OA Test

FV 08/09 Go, Pe, Po

Syngenta Agro ) )

SYN Sclero 3 _ Mittel anfallig FV 09/10 Go, Pe, Po
GmbH, Maintal _

GWH Screening OA Test

Syngenta Agro _ _ FV 08/09 Go

SYN Sclero 4 _ Mittel anfallig _
GmbH, Maintal GWH Screening OA Test
W. von Borries- FV 08/09 Pe, Po

WVB 1 Eckendorf. GmbH &  k.A. FV 09/10 Go, Pe, Po
Co., Leopoldshohe GWH Screening OA Test

W. von Borries-
WVB 2 Eckendorf. GmbH & k.A.
Co., Leopoldshohe

FV 08/09 Pe, Po
GWH Screening OA Test

W. von Borries- FV 08/09 Pe, Po
WVB 3 Eckendorf. GmbH & k.A. FV 09/10 Go, Pe, Po
Co., Leopoldshdhe GWH Screening OA Test

W. von Borries-
WVB 4 Eckendorf. GmbH &  k.A. GWH Screening OA Test
Co., Leopoldshohe

In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit aul3erdem verwendeten Rapssorten angegeben.
Mit Ausnahme von Drakkar, bei der es sich um eine franzésische Sommerrapssorte

handelt, die fur die Pflanzentransformation genutzt wurde, und Elektra handelt es
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sich hierbei um chinesische Genotypen. Die chinesischen Sorten besitzen eine sehr
geringe Winterharte, sie werden auch als ,Semi-Sommerraps® bezeichnet. Des
Weiteren zeigen sie eine hohe Phoma lingam (Tode) Anfalligkeit. Aus diesen

Griunden konnten sie nicht in Feldversuchen eingesetzt werden.

Tab. 3: AuBerdem in dieser Arbeit verwendete Rapsgenotypen, sowie die Versuche in denen

sie eingesetzt wurden (GWH = Gewachshaus, OA = Oxalsauretest).

Genotyp Verwendet im

Elektra Wurzelinokulation
Pflanzentransformation

Drakkar GWH Screening
OA Test
OA Test

Tianhe You 1
GWH Screening
OA Test

Wan You 14 ]
GWH Screening
OA Test

Wan You 19 )
GWH Screening

Yake 28 GWH Screening
OA Test

You You 5 .
GWH Screening
OA Test

Zhong You 821 _
GWH Screening
OA Test

Zhongshuang 9 _
GWH Screening

In Tabelle 4 sind die im Gewachshausscreening eingesetzten Resynthesen
aufgelistet. Hierbei handelt es sich um Resynthesen, die aus Kreuzungen von
Rubsen (Brassica rapa L. ssp.) und einer wilden Brassica Art hervorgegangen sind.
Zur Verfigung gestellt wurden sie von der Abteilung fur Pflanzenziichtung (Prof. Dr.
Heiko C. Becker), DNPW, Georg-August-Universitat Gottingen. Angegeben sind
neben der Bezeichnung der Resynthese auch die Kreuzungspartner, die zu ihrer
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Herstellung Verwendung fanden. Zusatzlich findet sich in Tabelle 4 die Angabe der
Genbank aus der sie stammten, sowie die Akzessionsnummer des Vaters (die
Wildart) und die Versuche, in denen sie eingesetzt wurden.

In Tabelle 5 sind die Brassica Wildarten aus dem Gewéachshausscreening dargestellt.
Neben der Bezeichnung sind, sofern vorhanden, die Herkunft, die Genbank,
Akzessionsnummer und die Versuche, in denen sie eingesetzt wurden, angegeben.
Auch die Wildarten wurden von der Abteilung fur Pflanzenzichtung (Prof. Dr. Heiko
C. Becker), DNPW, Georg-August-Universitat Goéttingen zur Verfliigung gestellt.

Tab. 4: Verwendete Resynthesen, die zu ihrer Herstellung verwendeten Kreuzungspartner,

die Genbank aus der sie stammen, ihre Akzessionsnummer und die Herkunft des

Pollenspenders, sowie die Versuche in denen sie eingesetzt wurden.

Genbank /
Akzessionsnr. / ]
Genotyp  Mutter Vater Verwendet im
Herkunft des
Vaters
Brassica rapa L. _ _ IPK /K 9825/ GWH
_ ) Brassica bourgeaui _ _
BOY 1 ssp. trilocularis . _ Spanien, La Screening
(Webb in Christ) Kuntze
(Roxb.) Hanelt Palma OA Test
Brassica rapa L. ESPUPMIACB/ GWH
CRY 1 ssp. trilocularis  Brassica cretica Lam. 5971/ Screening
(Roxb.) Hanelt Griechenland OA Test
Brassica rapa L. GWH
_ _ S ESPUPMIACB / _
HIY 1 ssp. trilocularis  Brassica hilarionis Post ~ Screening
7344-89 / Tirkei
(Roxb.) Hanelt OA Test
Brassica rapa L.
, _ o ESPUPMIACB/ GWH
INY 1 ssp. trilocularis  Brassica incana Ten. _ _
6563 / ltalien Screening
(Roxb.) Hanelt
Brassica rapa L. GWH
_ ) o ESPUPMIACB / _
INY 3 ssp. trilocularis ~ Brassica incana Ten. _ Screening
6569 / Italien
(Roxb.) Hanelt OA Test
Brassica rapa L.
_ ) o ESPUPMIACB/ GWH
INY 4 ssp. trilocularis ~ Brassica incana Ten. _ _
6570 / Italien Screening

(Roxb.) Hanelt
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Genbank /
Akzessionsnr. / )
Genotyp  Mutter Vater Verwendet im
Herkunft des
Vaters
Brassica rapa L. ESPUPMIACB/ GWH
ISY 1 ssp. trilocularis  Brassica insularis Moris 7356 / Screening
(Roxb.) Hanelt Frankreich OA Test
Brassica rapa L. _
_ ) Brassica macrocarpa ESPUPMIACB/ GWH
MAY 1 ssp. trilocularis _ ,
Guss. 6584 / Italien Screening
(Roxb.) Hanelt
_ Brassica Pourr. (=
Brassica rapa L. )
_ ) Brassica oleracea L. ESPUPMIACB/ GWH
MOY 4 ssp. trilocularis _ ) _
subsp. robertiana (Gay) 6835/ Spanien  Screening
(Roxb.) Hanelt
Rouy & Fouq.)
_ Brassica Pourr. (=
Brassica rapa L. )
_ ) Brassica oleracea L. CGNNL/CGN GWH
MOY 6 ssp. trilocularis _ _ ,
subsp. robertiana (Gay) 18472 / Italien Screening
(Roxb.) Hanelt
Rouy & Fouq.)
_ Brassica oleracea L.
Brassica rapa L. ] GWH
) ) ssp. capitata (L.) DC. _
OLY 2 ssp. trilocularis IPK /K 9344 Screening
cv. acephala (DC.) Alef.
(Roxb.) Hanelt o OA Test
var. selenisia L.
Brassica rapa L. Brassica rupestris Raf.
_ ) o _ ESPUPMIACB/ GWH
RUY 1 ssp. trilocularis  var. hispida (Raimondo ) )
6580-84 / Italien  Screening
(Roxb.) Hanelt & Mazzola)
Brassica rapa L. Brassica Pourr. (=
ssp. oleifera Brassica oleracea L. GWH
MOL 1 . IPK / K 8380/ _
(DC.) Metzg. f. subsp. robertiana (Gay) Screening
biennis Rouy & Fouq.)
Brassica rapa L.
, , IPK /BRA 258/ GWH
ssp. oleifera Brassica oleracea L. _
OLL1 Deutschland, Screening
(DC.) Metzg. f. Ssp. oleracea
Hamburg OA Test

biennis
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Tab. 5: Verwendete Brassica Wildarten, deren Herkunft, die Genbank aus der sie stammen,

ihre Akzessionsnummer und die Versuche in denen sie verwendet wurden.

Genbank/ _
Genotyp Herkunft ) Verwendet im
Akzessionsnr.
Brassica bourgeaui (Webb in Spanien/ La _
, IPK/K9825 GWH Screening
Christ) Kuntze Palma
Brassica cretica Lam. Griechenland IPK/K 6631 GWH Screening
_ _ _ GWH Screening
Brassica cretica Lam. ssp. aegea  Turkei IPK/K 9689
OA Test
Brassica drepanensis (Caruel) Italien / GWH Screening
o IPK/K 6926
Ponzo Sizilien OA Test
_ o _ GBRNVRS/ .
Brassica hilarionis Post. Turkei GWH Screening
012483B
o GWH Screening
Brassica incana Ten. 1 Russland IPK/BRA 1166
OA Test
o GWH Screening
Brassica incana Ten. 2 Russland IPK/BRA 1262
OA Test
Brassica incana Ten. 3 Russland CGN/CGN18470  GWH Screening
. GWH Screening
Brassica incana Ten. 4 Russland CGN/CGN18471
OA Test
o _ _ Italien / .
Brassica insularis Moris 1 o IPK/K 8934 GWH Screening
Sardinien
o _ _ Italien / .
Brassica insularis Moris 2 o IPK/K 9321 GWH Screening
Sardinien
o _ _ Italien / .
Brassica insularis Moris 3 o IPK/K 9338 GWH Screening
Sardinien
Brassica montana Pourr. _
_ . GWH Screening
(=Brassica oleracea L. subsp. Italien CGN/CGN18472
) OA Test
robertiana (Gay) Rouy & Fouq.) 1
Brassica montana Pourr.
(=Brassica oleracea L. subsp. Italien IPK/K 6675 GWH Screening
robertiana (Gay) Rouy & Fouq.) 2
Brassica montana Pourr. ]
_ GWH Screening
(=Brassica oleracea L. subsp. k.A. IPK/K 8380

robertiana (Gay) Rouy & Fouq.) 3

OA Test
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Genbank/ _
Genotyp Herkunft _ Verwendet im
Akzessionsnr.
Brassica montana Pourr.
(=Brassica oleracea L. subsp. Italien IPK/K 7223 GWH Screening
robertiana (Gay) Rouy & Fouq.) 4
Brassica oleracea L. ssp. _
Kanada IPK/BRA 101 GWH Screening
oleracea 1
Brassica oleracea L. ssp. Italien / _
_ IPK/BRA 108 GWH Screening
oleracea 2 Messina
Brassica oleracea L. ssp. _ GWH Screening
Berlin IPK/BRA 141
oleracea 3 OA Test
Brassica oleracea L. ssp. _
Hamburg IPK/BRA 258 GWH Screening
oleracea 4
Brassica oleracea L. ssp. _ _
Wien IPK/BRA 259 GWH Screening
oleracea 5
Brassica oleracea L. ssp. _
Kanada IPK/BRA 260 GWH Screening
oleracea 6
Brassica oleracea L. ssp. capitata ,
) GWH Screening
(L.) DC. cv. acephala (DC.) Alef. Italien IPK/K 9344
o OA Test
var. selenisia L.
. _ _ GWH Screening
Brassica taurica Tzvel. Ukraine IPK/K 9238
OA Test
. ) . Italien / GWH Screening
Brassica villosa Biv. 1 GBRNVRS/6691
Sorento OA Test
Brassica villosa Biv. 2 k.A. GBRNVRS/6849  GWH Screening
Brassica montana Pourr.
(=Brassica oleracea L. subsp. k.A. IPK/BRA 1644 GWH Screening
robertiana (Gay) Rouy & Fouq.) 5
. PGRC/CN _
Erucastrum gallicum k.A. GWH Screening
102119
Erucastrum sp. 1 Frankreich IPK/Erucl GWH Screening
Erucastrum sp. 2 k.A. IPK/Eruc 2 GWH Screening

Brassica oleracea var. viridis

Deutschland

GWH Screening
OA Test
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2.6 Feldversuche

2.6.1 Versuchsstandorte

Die Feldversuche wurden am Stadtrand von Gottingen zwischen den Ortsteilen
Weende und Holtensen durchgefuhrt. Verwendet wurden die Schlage ,Hinter der
Bahn“ (Feldversuch 2007/08), ,GroRe Breite® (Feldversuch 2008/09) und
,oragoneranger (Feldversuch 2009/10), die sich in unmittelbarer Nachbarschaft
befinden und aus diesem Grund vergleichbare Klima- und Bodenbedingungen
aufweisen. Die Flachen, die zur Versuchswirtschaft Reinshof der Universitat Gottingen
gehoren, liegen nahe dem Fluss Leine und zeichnen sich durch einen Lehmboden mit
einer Ackerzahl von 89 nach Klassifizierung der Reichsbodenschatzung aus. Wahrend
auf dem Schlag ,Hinter der Bahn“ drei Jahre vor dem Versuch bereits Raps angebaut
wurde, und somit bereits Sklerotien im Boden vorhanden sein konnten, war dies auf den
beiden anderen Flachen nicht der Fall. Auf diesen Flachen war der naturliche

Befallsdruck folglich geringer.

Darlber hinaus wurden in den Versuchsjahren 2008/09 und 2009/10 zusatzlich
Versuche an zwei Standorten der beteiligten Zichter angelegt. Einer dieser Versuche lag
bei Rosenthal in der N&he von Peine, wahrend der andere in der N&he von Malchow auf
der Insel Poel lag. Sdmtliche Behandlungen und Bonituren wurden von den beteiligten
Zichtern analog zu dem nachfolgend beschriebenen Boniturschema durchgefuhrt. Die
Versuche bei Peine wurden auf dem Schlag Atila angelegt. Dieser Schlag zeichnet sich
durch einen sandigen Lehm und einer Ackerzahl von 58 aus. Der Standort auf der Insel

Poel dagegen weist einen lehmigen Sandboden auf.
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2.6.2 Versuchsanlage

2.6.2.1 Feldversuch 2007/08

Der Versuch wurde mit vier Wiederholungen in einem vollstandig randomisierten
Design und einer einheitlichen Aussaatstarke von 50 Samen/m? angelegt. Die
Parzellengrof3e im Versuchsjahr 2007/08 betrug 12,4 m x 3 m, wobei jede Parzelle in
drei Subparzellen unterteilt wurde, so dass ein Teil durch eine Cantus (Boscalid)
Behandlung befallsfrei gehalten werden konnte. Ein weiterer Teil wurde durch die
Applikation einer Myzelsuspension inokuliert und ein Teil diente als unbehandelte
Kontrolle, in welcher naturlicher Befall zugelassen wurde. Aufgrund ihrer Einstufung
in der Bundessortenliste in Bezug auf ihre Anfalligkeit gegeniiber Sklerotinia, wurden
24 Sorten ausgewahlt, welche im Feldversuch Verwendung fanden. Zusatzlich wurde
ein Sklerotiendepot angelegt, um die Keimung und Apothecienentwicklung der im
Boden vorhandenen Sklerotien und damit den naturlichen Befallsdruck beobachten
zu konnen. Hierfir wurden Sklerotien des Isolats SS 1.5 in Roggenmehl-
Quarzkiesgemisch hergestellt und nach der Aussaat auf einer zuvor markierten, mit
Raps bestellten Flache am Rande des Versuchs oberflachlich in den Boden
eingearbeitet. Die Behandlung mit Cantus erfolgte praxisiblich zur Vollblite. Die
Inokulation wurde dagegen an drei Terminen (29. April 2008, 08. Mai 2008 und
15. Mai 2008) durchgefuhrt, um die Blutenblatter der frihen und spaten Sorten
gleichmafiig zu erreichen. Zur Inokulation wurde Myzel in 27,06 L Glukose-Medium
hergestellt, abgenutscht und mit Hilfe eines Blenders homogenisiert. Das so
gewonnene Myzel wurde in 150 | frisch angesetztem Glukose-Medium tberfuhrt und
mit einer Feldspritze auf die zu inokulierende Flache ausgebracht. Die eingesetzte
Menge entsprach etwa 1000 l/ha, so dass zusammen mit dem Myzel eine gréRRere
Wassermenge mit ausgebracht wurde. Um den Infektionserfolg zu erhéhen, wurden
die Inokulationen in den Abendstunden durchgefiihrt, so dass ein schnelles
Antrocknen der Myzelsuspension verhindert werden konnte. Die Inokulationen
wurden stets nach leichtem Regen durchgefihrt und es wurde darauf geachtet, dass
in den nachsten Stunden kein erneuter Regen einsetzte. Als Erfolgskontrolle wurden
zwei Tage nach jeder Inokulation und vor der ersten Inokulation Blutenblatter
entnommen und auf SSM-Medium ausgelegt, um das Vorhandensein des Pilzes

nachzuweisen.
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Dungung, Pflanzenschutz und andere pflanzenbauliche MalRRnahmen erfolgten

praxisublich und sind im Anhang auf Seite 187 aufgefihrt.

2.6.2.2 Feldversuche 2008/09 und 2009/10

In den Versuchsjahren 2008/09 und 2009/10 wurde der Versuch zusatzlich zum
Standort Gottingen an zwei weiteren Standorten angelegt. Wéahrend allerdings in
Gottingen wieder vier Wiederholungen angelegt wurden, konnte in Peine nur mit drei
und auf Poel mit lediglich zwei Wiederholungen gearbeitet werden. An beiden
Standorten wurden die Versuche im Gegensatz zum Standort Gottingen als
randomisierte Blockanlage angelegt. An allen Standorten wurde eine einheitliche
Aussaatstarke von 50 Samen/m2 gewahlt.

In beiden Versuchsjahren wurden 28 statt 24 Genotypen verwendet. Bei diesen
Genotypen handelte es sich um 24 von den beteiligten Zichterhdusern
bereitgestellte Sorten oder Linien. Jedes Zichterhaus stellte vier Genotypen (drei
resistente und ein anfalliger Genotyp) zur Verfigung, wobei es eine Einstufung des
Resistenzniveaus angeben sollte. Bei der Auswahl des Materials wurden den
Zuchterh&usern keine Vorgaben gemacht, sie erfolgte nach ihren Vorstellungen. Es
konnte sich also bei den verwendeten Genotypen z.B. sowohl um Hybrid- wie auch
um Liniensorten handeln. Dies wurde bei der Wahl der Aussaatstarke nicht weiter
berucksichtigt. Da anzunehmen ist, dass die Zuchter in der Lage sind ihr Material
entsprechend zu klassifizieren bzw. einzuschétzen, spiegelt das hier verwendete
Material die groRte der Zichtung zur Verfigung stehende Differenzierung im
Merkmal Sklerotinia Resistenz wieder. Zusatzlich zu den von den Zuchtern zur
Verfigung gestellten Genotypen, wurden vier Genotypen aufgrund der Ergebnisse
des vorigen Versuchsjahres ausgewahlt. Bei diesen Genotypen handelte es sich um
jeweils zwei Sorten mit hoher und geringer Resistenz, um das Material der

Zichterhduser mit dem bisher zur Verfligung stehenden vergleichen zu kénnen.

Da zum Teil nicht ausreichend Saatgut zur Verfligung stand oder das Saatgut nicht
rechtzeitig geliefert wurde, mussten zum Teil unterschiedliche Genotypen in den

einzelnen Versuchen bzw. Versuchsjahren eingesetzt werden.




29 Material und Methoden

Die ParzellengrofRe in den beiden Versuchsjahren betrug in Gottingen 7,9 m x 3 m.
Allerdings wurden die Parzellen nicht wie im Vorjahr dreigeteilt, sondern nur in zwei
gleich groRe Teile geteilt. Wahrend ein Teil, wie schon im Versuchsjahr 2007/08,
durch eine Behandlung mit Cantus zur Vollblite befallsfrei gehalten wurde, wurde
der Befallsdruck auf dem anderen Teil durch das Ausbringen von Sklerotien kiinstlich
erhoht. Diese Sklerotien wurden in beiden Jahren im spaten Herbst ausgebracht um
sicherzustellen, dass sie eine ausreichende Konditionierung erfahren und im
folgenden Jahr auskeimen. Hierzu wurden die Sklerotien aus Schackenthal in der
Nahe von Aschersleben und von der Insel Poel verwendet. Das Mischungsverhaltnis
betrug etwa 7:1, da eine deutlich geringere Menge an Sklerotien von der Insel Poel
zur Verfligung stand. Es wurden, um eine starke und gleichmaliige Verseuchung zu
gewahrleisten, ca. 4 g Sklerotien je m2 ausgebracht, was ca. 221 Sklerotien je m?
entspricht. Hiermit wurde also eine erhebliche Sklerotienmenge, die weit tber der
naturlich vorkommenden Menge liegen sollte, ausgebracht. Die Sklerotien wurden in
die zu inokulierenden Parzellen gestreut und nicht eingearbeitet. An den beiden

anderen Versuchsstandorten wurde die gleiche Menge Sklerotien ausgebracht.

Die ParzellengroRe am Versuchsstandort Peine betrug 16,5 m2 wahrend auf Poel
12,8 m2 grol3e Parzellen angelegt wurden. An beiden Standorten wurde jeweils ein
Block mit Sklerotien verseucht, wahrend der andere Block durch die Cantus

Behandlung zur Vollblite befallsfrei gehalten werden sollte.

An jedem der Standorte wurden wiederum Sklerotiendepots angelegt, um die
Entwicklung von Apothecien beobachten zu kdnnen. Hierzu wurden wiederum
Sklerotien der beiden in den Versuchen verwendeten Herkiinfte auf vorher markierte
Flachen auf dieselbe Weise wie in den Parzellen ausgestreut. Zusatzlich wurde am
Standort Gottingen ein Depot mit dem Isolat SS 1.5 angelegt, um Unterschiede zu
den ausgestreuten Isolaten mit zu erfassen. Die Sklerotien des Isolats SS 1.5 wurden
wie oben beschrieben in Roggenmehl-Quarzkiesgemisch angezogen. Die Depots
befanden sich wiederum direkt neben den Versuchen und waren ebenfalls mit Raps
bestellt, um vergleichbare Bedingungen sicherzustellen. Auch auf ein Einarbeiten der
Sklerotien wurde in diesen Versuchsjahren verzichtet, da dies auch im Versuch

selbst nicht durchgefihrt werden konnte.

Im Versuchsjahr 2008/09 wurde dartber hinaus ein Depot mit Sklerotien angelegt,

die sich im Fruhjahr auf infizierten Pflanzen gebildet hatten.
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Auch in diesen Versuchsjahren erfolgten alle Gbrigen pflanzenbaulichen Malinahmen

praxisublich und sind im Anhang auf den Seiten 188 und 189 angegeben.

Es wurde also im Versuchsjahr 2007/08 ein Versuch am Standort Gottingen
angelegt, der durch das Ausbringen einer Mycelsuspension inokuliert wurde. In den
Versuchsjahren 2008/09 und 2009/10 wurden Feldversuche an den Standorten
Gottingen, Peine und Poel angelegt. All diese Versuche wurden durch das

Ausbringen von Sklerotien und nicht durch eine Myzelsuspension inokuliert.

2.6.3 Witterungsverlauf und Pflanzenentwicklung 2007 bis 2010

Die Angaben zum Witterungsverlauf beruhen auf den Daten der Messstationen des
Deutschen Wetterdienstes in Gottingen, Braunschweig und Rostock. Es werden die
Lufttemperatur in 2 m Hohe [°C], die relative Luftfeuchtigkeit [%],
Monatsniederschlage [mm] und die Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C] fur den

Zeitraum August bis Juli angegeben.

Um die Pflanzenentwicklung und vor allem die Bestandesdichte beurteilen zu
kénnen, wurde in jedem Fruhjahr die Bestandesdichte ermittelt. Hierzu wurden die

Pflanzen auf vier mal 0,25 m? je Parzellenteil erfasst.

Zum Zeitpunkt der Blite wurden die BBCH-Stadien der einzelnen Parzellen
bestimmt, um Aussagen Uber den Zeitpunkt der Vollblite machen zu kdnnen. Die
BBCH-Stadien wurden im Folgendem stets nach Meier (2001) bestimmt. Im selben
Zeitraum wurden auch die Sklerotiendepots regelméaRig auf sich entwickelnde

Apothecien Uberpriift.

2.6.4 Sklerotinia-Bonitur im Feld

Die Bonitur des Befalls erfolgte ausschlief3lich im Bestand. In allen Versuchsjahren
wurde ca. zu BBCH 80, kurz vor der Abreife der Schoten, die Bonitur durchgefihrt.
Hierfir wurden am Standort Goéttingen vier mal 1 m? je Parzellenteil betrachtet. Auf
dieser Flache erfolgte eine Betrachtung samtlicher Pflanzen. Die Anzahl der
infizierten und nicht infizierten Pflanzen wurde durch Auszahlen bestimmt. Die Grél3e

der Lé&sion oder der Ort der L&sion wurde nicht bertcksichtigt. Bei dieser Bonitur
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wurde die Befallshaufigkeit bestimmt. Eine Beurteilung der Befallsstarke fand nicht

statt.

In den Versuchsjahren 2007/08 und 2009/10 wurde zusatzlich eine Bonitur der
Stoppeln nach der Ernte durchgefuhrt. Hierfir wurden die befallenen und nicht

befallenen Stoppeln auf einer Flache von vier mal 0,25 mz2 je Parzellenteil erfasst.

In den Versuchsjahren 2008/09 und 2009/10 konnte schon im Frihjahr der Befall mit
S. sclerotiorum bestimmt werden. Hierzu wurden im Versuchsjahr 2008/09 in den
inokulierten Parzellenteilen die befallenen und nicht befallenen Pflanzen auf einer
Flache von zwei Mal 1 m2 am 4. April bestimmt. Im darauf folgenden Versuchsjahr
wurden vom 19. bis zum 22.4.2010 in den inokulierten Parzellenteilen 100 Pflanzen

auf Befall mit S. sclerotiorum untersucht.

2.6.5 Ertragserfassung

In jedem Versuchsjahr sollte eine Ertragserfassung durchgefuhrt werden. Aufgrund
eines Hagelereignisses war dies im Versuchsjahr 2007/08 nicht maoglich. In den
beiden Ubrigen Versuchsjahren wurden die Parzellen einzeln mit Hilfe eines
Parzellenméhdreschers beerntet. Die Ertragsmenge wurde mittels wiegen direkt
nach der Ernte festgestellt. Zur Ermittlung der Feuchte, des Schmutzes und des
TKGs wurde ein Aliquot des Ernteguts entnommen, in dem durch eine
Differenzwagung von Frischmasse zu Trockenmasse (fur 24 h bei 103°C getrocknet
und auf 80°C abgekunhlt) die Feuchte bestimmt wurde. Die getrocknete Probe wurde
im Anschluss mit einem Probenreiniger (Sample Cleaner, Model MLN, Pfeuffer,
Kitzingen) gereinigt, so dass der Schmutzanteil durch erneutes Wiegen bestimmt
werden konnte. Schlielich wurde das TKG mit Hilfe eines elektronischen
Zahlgerates (Numigral | Seed Counter, Tripette et Renaud, Paris) bestimmt, indem

ca. 500 Korner abgezéahlt und gewogen wurden.

Mithilfe dieser Daten liel3 sich der Ertrag, bezogen auf eine Kornfeuchte von 9% und

ohne Schmutz bzw. Besatz bestimmen und auf Hektarertrage (dt/ha) umrechnen.
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2.7 Resistenzscreening im Gewachshaus

Die Aussaat der Pflanzen fur das Gewdachshausscreening erfolgte in mit Torf
gefullten Pikierschalen (24 x 32 cm), die zur Erhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit
mit einer Glasscheibe abgedeckt waren. Nach ca. einer Woche wurden die Samlinge
in  Multitopfschalen (51 Toépfe mit @ 5 cm) pikiert. Das Substrat in den
Multitopfschalen bestand aus einer Mischung aus Torf, gedampftem Kompost und
Sand (3:3:1). Hierin wurden die Pflanzen fir ca. zwei weitere Wochen kultiviert, bis
sich das dritte Laubblatt zeigte. AnschlieBend wurden sie zur Vernalisation fur einen
Zeitraum von ca. acht Wochen bei 4°C kultiviert. Nach der Vernalisation wurden die
Pflanzen aus den Multitopfplatten in groRere Kunststofftopfe (13 cm x 13 cm x 13 cm)
umgetopft. In diesen Tépfen wurden sie bis zur Inokulation bei einer Temperatur von
25+10°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 35 bis 40% im Gewachshaus weiter
kultiviert, wobei sie vollstandig randomisiert aufgestellt wurden, um etwaige
Randeffekte wie z.B. Temperaturunterschiede auszuschlieBen. Wéhrend des
gesamten Versuchszeitraums standen sie auf Gewachshaustischen, die mit einem
Giel3filz und perforierter Folie ausgelegt waren, so dass die Wasserversorgung von
unten sichergestellt war. Die Regelung der Temperatur erfolgte durch Zuschalten der
Heizung bzw. durch Offnen oder SchlieBen der Dachfenster und Beschattung. Um
die Pflanzen moglichst geringem Stress auszusetzen, wurde Wasserstress
vermieden und nach Berucksichtigung der vor allem im Kompost vorhandenen
Nahrstoffe wdchentlich nach Bedarf mit Hakaphos (15% N; 15% K,0; 11% P,0s;
1% MgO) sowie Bittersalz (16% MgO; 13% S) gediingt. Um den Befall mit Insekten
oder pilzlichen Pathogenen zu vermeiden, wurde regelméafig Netzschwefel gegen
Echten Mehltau (Erysiphe chicoracearum DC), Rody (Fenpropathrin) in Kombination
mit Paraffindl gegen die Weil3e Fliege (Trialeurodes vaporariorum (West.)) und
Tamaron (Methamidophos) gegen Thripse (Thrips tabaci (Lindeman)) appliziert.

Unabhangig von der Jahreszeit und der von auf3en einfallenden Strahlung wurde
durch Kunstlicht eine mindestens sechzehnstiindige Photoperiode mit einer mindest

Beleuchtungsstarke von 10.000 Lux gewahrleistet.

Unter diesen Bedingungen wurden die Pflanzen kultiviert bis sie das Stadium der
Vollblite (BBCH 65) erreicht hatten. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Inokulation
durchgefuhrt, indem ein myzeltiberwachsener Agarplug (@ 7 mm) in eine Blattachsel

gelegt und mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging Company, Chicago, USA) fixiert
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wurde. Die Agarplugs wurden vom Rand eines noch wachsenden Myzels von einer
drei Tage alten PDA Platte ausgestochen. Auf diese Weise war sichergestellt, dass
stets vergleichbares Inokulum verwendet wurde. Bei der Inokulation wurde darauf
geachtet, dass die myzeliiberwachsene Seite des Plugs in direktem Kontakt zum
Stangel war und dass das Blatt, wie auf Abb. 1 zu erkennen, durch den Parafilm ein
wenig nach oben gedrickt allerdings nicht verletzt wurde, um mdoglichst engen
Kontakt des Plugs zur Pflanze zu gewéhrleisten. Auf3erdem sollte durch das dichte
Umwickeln der Inokulationsstelle mit Parafilm sichergestellt werden, dass der Plug
und damit der Pilz nicht austrocknet bevor es zu einer Infektion kommen konnte.
Nach drei Tagen wurde der Parafilm wieder entfernt, um die Lange der entstandenen
Lasion messen zu konnen, sofern die L&sion nicht bereits grof3er war als die vom
Parafilm abgedeckte Flache. Die Messung wurde stets auf der Seite des Stangels mit
der grof3ten Lasionslange in vertikaler Richtung durchgefiihrt. Um aus den Daten den
AUDPC-Wert errechnen zu kdonnen wurde die Lange der L&sion taglich tber einen
Zeitraum von sieben Tagen nach entfernen des Parafilms, von 3 dpi bis 9 dpi,
festgehalten. Der AUDPC-Wert wurde nach folgender Formel (Kaiser 2007)

berechnet:

AUDPC = % * (L1 — ;)

Wobei y; die Lasionslange zum Zeitpunkt i und t; die Anzahl der Tage nach der

Inokulation ist.

Da der Inokulationstermin von dem Entwicklungsstadium der Pflanze abhéangig
gemacht wurde und die Entwicklung sich zwischen verschiedenen Genotypen, aber
auch zwischen Pflanzen eines Genotyps, unterschied wurde Uber einen l&ngeren
Zeitraum hinweg taglich kontrolliert, ob Pflanzen inokuliert werden mussten.
AuBerdem wurde die Temperatur beim Zeitpunkt der Inokulation bertcksichtigt und

an extrem warmen Tagen fand keine Inokulation statt.

Die Anzahl der Wiederholungen betrug in dem Gewachshausscreening, in dem die
Genotypen aus dem Feldversuch getestet wurden, 12 wund in dem

Gewachshausscreening, in dem die wilden Brassica Arten eingesetzt wurden, 11.

Da einige der wilden Brassica Arten, die im Gewaéachshausscreening eingesetzt

wurden, keinen Spross bildeten oder bluhten, wurden diese Pflanzen im Winter
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2009/10 ein weiteres Mal vernalisiert. Fur ca. vier Wochen wurden sie in eine offene
Vegetationshalle gestellt, in der zu diesem Zeitpunkt Temperaturen zwischen 0 und
5°C herrschten. Im Anschluss daran wurden sie wiederum in das Gewachshaus
gebracht, um die Spross und Blutenentwicklung zu ermdéglichen. Pflanzen, die
wahrend dieser Zeit erfroren oder keine Sprosse oder Bliten entwickelten, konnten
nicht inokuliert und somit in den Versuch mit einbezogen werden. Da sich der
Versuch Uber einen langeren Zeitraum hinzog, wurde auch die Temperatur im
Gewachshaus mittels Data Logger (Voltcraft® DL-120 TH, Conrad Electronic GmbH,
Hirschau) aufgezeichnet, so dass die Temperatur zum Zeitpunkt der Inokulation mit
in die Betrachtung einbezogen werden konnte. Pflanzen, die nach der Inokulation
keine Lasion aufwiesen wurden direkt Uber oder unterhalb des ersten
Inokulationsversuches erneut Inokuliert bis sich Lasionen entwickelten. Die
Zeitpunkte und die Anzahl samtlicher Inokulationen, auch der nicht erfolgreichen
wurden notiert, so dass aus der Anzahl an Inokulationen die nétig waren, um eine
Lasion zu erzeugen, die Inokulationseffizienz in Prozent ermittelt werden konnte. Bei
dem Gewachshausscreening, in dem die Feldgenotypen verwendet wurden, trat
diese Phanomen nicht auf. Die Inokulationseffizienz wurde nach folgender Formel

berechnete:

#Lasionen

. . o —
Inokulationsef fizienz % Ty —— 100

Dabei ist #Lasionen die Anzahl der zu beobachtenden Lasionen und #Inokulationen

die Anzahl der Inokulationen, die nétig waren, um die Lasionen zu erzeugen.

In dem Experiment, in dem die wilden Brassica Arten und Resynthesen eingesetzt
wurden, wurde zusatzlich zum Zeitpunkt der Inokulation direkt an der zu
inokulierenden Stelle der Stangeldurchmesser bestimmt. Weitere morphologische
Merkmale wie z.B. Blutenfarbe (gelb/weil3), Blitengrof3e (grof3/klein), Blitenzahl
(viele/wenige), Verzweigung (stark/gering), Blattform, Behaarung (stark/gering),
Dicke der Wachsschicht (stark/gering), Stangelfarbe (grtn/rot) sowie die Grél3e zum
Zeitpunkt der Inokulation (cm) wurden ebenfalls visuell erfasst. Aul3erdem wurde
nach der letzten Lasionslangenmessung die L&asion entfernt und das Frisch- sowie

Trockengewicht des Stangels direkt unterhalb der Lasion bestimmit.
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Abb. 1: Im Gewéchshaus durchgefuhrte Inokulation mittels Agar-Myzelplugs und daraus

resultierende Lasion.

2.8 Oxalsauretest

Die Samen der Pflanzen fur den Oxalsauretest wurden, wie vorangegangen fur die
Pflanzen fur das Gewachshausscreening beschrieben, in Pikierschalen ausgelegt.
Sie wurden ebenfalls in Multitopfplatten mit der oben beschriebenen
Substratmischung pikiert, allerdings nicht vernalisiert oder umgetopft. Diese Pflanzen
wurden in einem Klimaraum, der sich durch extrem konstante Temperatur und
Luftfeuchtigkeit auszeichnete, bei einer konstanten Temperatur von 20°C kultiviert.
Die Photoperiode und Beleuchtungsstarke entsprach den oben genannten
Bedingungen, wobei berilicksichtigt werden muss, dass keine von auf3en einfallende
Strahlung vorhanden war. Durch die Anzucht unter diesen sehr standardisierten
Bedingungen sollte sichergestellt werden, dass stets vergleichbares Pflanzenmaterial
im Oxalsauretest eingesetzt wird. Die Bewasserung erfolgte Uber ein Giel3flies von
unten, um Wasserstress zu vermeiden. Unter diesen Bedingungen wurden die
Pflanzen flr ca. vier Wochen angezogen, bis das flinfte Laubblatt voll entwickelt war.
Auf die Gabe von Dungern wurde verzichtet, um Unterschiede in der
Nahrstoffversorgung der Pflanzen zu vermeiden. Am Tag vor dem Oxalsauretest
wurden die Pflanzen unabhangig von der Feuchtigkeit des Substrats grundlich
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gegossen, um sicherzustellen, dass die Wasserversorgung zum Zeitpunkt des Tests

zwischen allen Pflanzen identisch war.

Auf Pflanzenschutzmalinahmen wurde vollstédndig verzichtet, um eine Beeinflussung
der Messergebnisse durch etwaige Rickstdnde der Spritzbrihe zu vermeiden.
Sofern die Pflanzen von Schéadlingen oder Pathogenen befallen waren, wurden sie
verworfen und nicht fur den Test benutzt. Um stets Pflanzen im gleichen
Entwicklungsstadium zur Verfiigung zu haben, wurden in regelmalligen Abstanden

erneut Pflanzen angezogen.

Zur Vorbereitung des Oxalsauretests wurden 24-Well-Mikrotiterplatten (@ der
Vertiefung 1,6 cm) am Vortag grundlich mit bidest. Wasser gespult und die
Leitfahigkeit in den einzelnen Wells mittels eines Leitfahigkeitsmesser (Fa.:
Radiometer Kopenhagen, Typ CDM 2e) Uberprift. Sofern diese Messung ergab,
dass die Platten sauber waren, wurden sie Uber Nacht getrocknet. Alle Geréate und
Gefalle wurden grindlich mit bidest. Wasser gespult. Am Tag des Tests wurden die
24-Well-Mikrotiterplatten mit 2 ml bidest. Wasser, 1 und 2 mM, am Vortag

angesetzter, Oxalsaure befullt.

Fur den eigentlichen Test wurde jeweils das finfte voll entwickelte Laubblatt
verwendet, das direkt vor dem Ansetzen des Tests von der Pflanze enthommen
wurde. Hieraus wurden mit einem scharfen Korkbohrer rechts und links der
Mittelrippe Blattscheiben (& 1,3 cm) ausgestanzt. Je Konzentration wurden sechs
Blattscheiben verwendet, die von unterschiedlichen Pflanzen stammten. Da das
Blattmaterial der eingesetzten wilden Brassica-Arten bzw. Resynthesen recht
inhomogen war, wurde in diesem Versuch zusatzlich das Gewicht der Blattscheiben
bestimmt. Diese wurden dann in die vorbereiteten Vertiefungen mit unterschiedlichen
Oxalsaurekonzentrationen Uberfuhrt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die
Blattscheiben mit der Oberseite nach oben in der Losung schwammen und sich keine
Luftblasen unter den Blattscheiben bildeten, um einen gleichméafRigen Kontakt mit
den Losungen sicherzustellen. Die so vorbereiteten 24-Well-Mikrotiterplatten wurden
zur Inkubation fir zwei Stunden bei 20°C und Kunstlicht in einem biologischem
Klimaschrank (WB 750 KFL, Mytron, Heiligenstadt) aufbewahrt. Nach dieser
Inkubation wurde die Oxalsaure vollstandig aus den Vertiefungen entfernt und jede
Vertiefung mit der darin befindlichen Blattscheibe zweimal mit jeweils 2 ml bidest.

Wasser gespult, um moglichst viel Oxalsdure zu entfernen. Nach dem Spilen
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wurden erneut 2 ml bidest. Wasser zugegeben und die Leitfahigkeit in uS mit einem
Leitfahigkeitsmesser zu Versuchsbeginn bestimmt, indem das bidest. Wasser
zwischen die Elektroden gesaugt und nach der Messung wieder in das Well
zurtckgegeben wurde (siehe Abb. 2). Hierbei wurde wiederum darauf geachtet, dass
die Blattscheiben mit der Oberseite nach oben in der L6sung schwammen und sich
keine Luftblasen unter den Scheiben bildeten. AufRerdem wurde wahrend des
Spulens und den sich anschlieRenden Messungen vermieden die Blattscheiben

direkt zu berihren um Verletzungen des Gewebes zu vermeiden.

In Vertiefungen, bei denen der erste Messwert 3,5 uS uberschritt, wurde erneut
gespllt, da nicht die gesamte Oxalsaure entfernt wurde und die verbleibende

Oxalsaure weiteren Schaden am Blattgewebe hervorrufen kénnte.

Von diesem Zeitpunkt an wurden nach 1, 2, 3, 4, 5 und 24 Stunden Messungen der
Leitfahigkeit des bidest. Wassers in den Wells durchgefuhrt, wobei jedes Mal das
Wasser wieder zuriick ins Well gegeben wurde, um es nach einer Stunde erneut
messen zu kénnen. Zwischen den Messungen wurden die Platten stets bei 20°C und
einem Tag/Nachtzyklus von 16/8 h inkubiert. Hierbei dienten die Messungen nach 1,
2, 3, 4 und 5 Stunden lediglich als interne Kontrolle. Sofern eine Vertiefung nicht
ausreichend gespilt wurde oder eine Blattscheibe durch das Spilen oder Messen
verletzt wurde, konnte dies an den friihen Messterminen erkannt werden und diese
Blattscheiben wurden dann nicht mit in die Betrachtung einbezogen. Um die
Inhomogenitat des Blattmaterials der wilden Brassica-Arten und Resynthesen zu
bericksichtigen, wurde aufRerdem das Frisch- und Trockengewicht der Blatter, die
Anzahl der Spaltdéffnungen je mm2 und der Grad der Behaarung bestimmt. Diese

Daten sollten spater als Korrekturfaktoren mit in die Berechnung einbezogen werden.

Die Anderung der Leitfahigkeit wurde um die Anderung der Leitfahigkeit in der
Wasservariante nach folgender Formel korrigiert:

AS = Symm2an — XSammion — (XSommi2an — XSomm:on)

Wobei AS die Anderung der Leitfahigkeit korrigiert um die Anderung der Leitfahigkeit
in der Wasservariante, S;,u.24, der Messwert der 2 mM Variante zum Zeitpunkt
24 h, XxSymm.on der Mittelwert der 2 mM Variante zum Zeitpunkt O h, xSo0.24, der
Mittelwert der 0 mM Variante zum Zeitpunkt 24 h und xSy,,p.0n der Mittelwert der

0 mM Variante zum Zeitpunkt O h ist.
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Abb. 2: Messung der Leitfahigkeit nach der Inkubation der Blattscheiben in Oxalsaure.

2.9 Pflanzentransformation

2.9.1 Entwicklung spezifischer PCRs

Zur Uberprufung der erhaltenen Genkonstrukte musste zunachst eine spezifische

PCR (Polymerase Chain Reaction) etabliert werden. Hierzu wurden die Primerpaare

TOXDC_Primer9_F (5" CTCTCTCCAGGCTACCAACG 3%) und
TOXDC_Primer10_R (5" GTCATCCCAGTCGGCTATGT 3°) bzw.
DH10B_Primerll_F (5" CCTAGTAGCTGGCCTGTTCG 3°) und

DH10B_Primerl2 R (5" GCCAACTTGGACGAGAAGAG 3", die Produkte der
GroRe 169 bzw. 180 Basenpaare synthetisieren, genutzt. Die Primer wurden far
diesen Zweck erstellt, indem die Sequenz der Gene Uuber eine Gendatenbank
(Anonymus 2011a) gesucht und dann mittels der Software Primer3Plus (Anonymus
2011b) erstellt wurden. Die Primer sollten eine GréR3e von 19-22 Basenpaaren und
einen GC-Gehalt von 45-80% aufweisen, sowie eine ProduktgréRe von
100-300 Basenpaaren amplifizieren. Die Primerpaare sind spezifisch fur das Oxalat
Decarboxylase (TOXDC) bzw. Oxidase Gen (DH10B), so dass bei allen
nachfolgenden Arbeiten die DNA von Pflanzen, denen das jeweils andere Gen
inseriert wurde, als Negativkontrolle dienen konnte. Auf diese Weise war
sichergestellt, dass stets mit vergleichbaren DNA-Extrakten z.B. aus
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Plasmidpraparationen oder DNA-Extraktionen aus Pflanzenmaterial gearbeitet
werden konnte. Die Komponenten des PCR Ansatzes sind in Tab. 6 und 7
dargestellt, wahrend die Reaktionsbedingungen in Tab. 8 angegeben sind. Die PCR-
Konturen waren fir beide Genkonstrukte identisch und es wurde fir jede Reaktion

ein Endvolumen von 25 pl gewahilt.

Tab. 6: PCR (Polymerase Chain Reaction) Reaktionsansatz fir das Oxidase Gen (DH10B).

Gesamtvolumen je Reaktion 25 pl.

Chemikalie Konzentration Endkonzentration pl/je Reaktion

H,O 12,8

10x Dream taq Puffer 10x 1x 2,5

dNTPs 10 mMe 200 uM 0,5
MgClI2 25 mM 2 mM 2
DH10B_Primerll F 10 uM 1uM 2,5
DH10B_Primerl2_R 10 uM 1uM 2,5
Dream taq 5 U/l 1 u/ul 0,2
DNA 2

Tab. 7: PCR (Polymerase Chain Reaction) Reaktionsansatz flr das Oxalat Decarboxylase
Gen (TOXDC). Gesamtvolumen je Reaktion 25 pl.

Chemikalie Konzentration Endkonzentration pl/je Reaktion
H,O 14,3
10x Dream taq Puffer 10x 1x 2,5
dNTPs 10 mMe 200 pM 0,5
MgCI2 25 mM 0,5 mM 0,5
TOXDC_Primer9_F 10 uM 1uM 2,5
TOXDC_Primerl0_R 10 uM 1uM 2,5
Dream taq 5 U/ul 1 U/l 0,2

DNA 2
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Tab. 8: PCR Programm zum Nachweis der eingesetzten Gene.

Programm Phase Zeit Temperatur
1 Denaturierung 2 min 94°C
2 Primer Hybridisierung (Annealing) 1 min 68°C

Elongation
3 . . 10 sec 72°C
(2-fache WDH. Der Schritte 1 bis 3)
4 Denaturierung 1 min 94°C
5 Primer Hybridisierung (Annealing) 1 min 68°C
Elongation
6 . . 10 sec 72°C
(1-fache WDH. Der Schritte 4 bis 6)
7 Denaturierung 1 min 94°C
8 Primer Hybridisierung (Annealing) 1 min 68°C
Elongation
10 sec 72°C

(24-fache WDH. Der Schritte 7 bis 9)

Zur Dokumentation der PCRs wurden Gelelektrophoresen durchgeftihrt. Hierfur
wurden 1 bis 1,5%ige Agarosegele mit TBE Puffer verwendet, denen vor dem
GielRen bereits 3 pl einer 1%igen Ethidiumbromidlésung pro 100 ml Gel zugegeben
wurde. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit 0,2 Volumen
Beschwerungspuffer versetzt. Die Elektrophoresen wurden in der Regel bei 3 V/icm
Gel in 0,5x TBE Puffer durchgefiihrt. Durch Geldokumentation (Fa. Bio-Rad, Hagen)
lieR sich die Fluoreszenz uber eine Videokamera erfassen und festhalten.
Ausgewertet wurden die Gele mittels der Software Quantity One (Version 4.5.0; Fa.
Bio-Rad, Hagen).

2.9.2 Vektorherstellung

Wahrend das Genkonstrukt fir die Oxalat Decarboxylase bereits in einer fir die
Transformation geeigneten Form vorlag (P221-TOXDC; siehe Abb. 3), musste flr die
Oxalat Oxidase zunachst ein geeigneter Klonierungsvektor hergestellt werden.
Hierzu wurde das Oxalat Decarboxylase Gen (TOXDC) samt dem Neomycin

Phosphotransferase Gen (nptll) und dem CaMV 35S Promoter (P35s) aus dem
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Klonierungsvektor entfernt und durch das Oxalat Oxidase Gen (gf2.8) und dem daran

gekoppelten Resistenzgen (nptll) und Promotor (P35s) ersetzt.

EcoRI

pUC19-35S-gf2.8

nptll ca. 4,4 kbp

Hindlll

\Pnos nptll

P221-TOXDC
ca. 14,4 kbp

ca. 11,4 kbp
P35s (

pANos

sSmMRSGFP —— Left Border

ORI

Abb. 3: Partielle Restriktionskarten der Vektoren pUC19-35S-gf2.8 und P221-TOXDC
(verandert nach Walz (2007), Anonymus (2011c)).
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2.9.2.1 Extraktion von Plasmiden aus E. coli

Zunachst mussten die Plasmide aus E. coli gewonnen werden. Hierfir wurde die
Plasmid-Minipraparation nach Birnboim (1983) durchgeftihrt, indem E. coli auf LB-
Medium angezogen wurde. Von dieser Platte wurden einzelne Kolonien gepickt und
in 3 ml flissiges LB-Medium uUberfiihrt. Durch die Zugabe des Kanamycins zum
Medium ist sichergestellt, dass lediglich Bakterien, die das entsprechende Plasmid
tragen wachsen konnen. Diese Suspension wurde Uber Nacht bei 37°C auf einem

Roll-Inkubator inkubiert.

Am néachsten Tag wurden 2 ml der Kultur, sofern sich eine Tribung eingestellt hatte,
in 2 ml ReaktionsgefalRe Uberfihrt und fur 5 min bei 8000 rpm zentrifugiert, um die
Bakterien von dem Nahrmedium ab zu trennen. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet wurde durch Zugabe von 200 pl eiskaltem, mit 0,5 mg/ml Lysozym
versetztem, GLC und Vortexen resuspendiert. Nach einer Inkubation von ca. 20 min
bei Raumtemperatur wurden 300 pl LYZ zugegeben, der Ansatz vorsichtig
geschuttelt und erneut fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe
von 250 pl HS Lésung wurde erneut gevortext und die Losung fur 30 min auf Eis
inkubiert. Durch eine anschlieRende Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurden
die Zellfragmente aus der fliissigen Phase entfernt. Der entstandene Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfihrt und mit 0,6 bis 0,65 Volumen
Isopropanol versetzt, geschuttelt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um
die DNA zu prazipitieren. Die DNA lie3 sich im Anschluss durch eine Zentrifugation
bei 13000 rpm fur 10 min vom Uberstand trennen. Nachdem der Uberstand
verworfen wurde, konnte das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen
werden. Nach dem Trocknen wurde das Pellet fur 30 min in 50 yl 1 x TE Puffer
resuspendiert. Durch die Zugabe von 1 pl RNAse und einer anschlielenden
Inkubation bei Raumtemperatur fir 15 min erfolgte die Degradation der mit isolierten
RNA.

Der Nachweis des Extraktionserfolgs fand mittels Gelelektrophorese statt. Wahrend
das Plasmid des Genkonstrukts TOXDC (P221-TOXDC; siehe Abb. 3) eine Grol3e
von 14,4 kbp aufwies, war das Plasmid des Konstrukts DH10B (pUC19-35S-gf2.8;
siehe Abb. 3) lediglich 4,4 kbp grof3.
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2.9.2.2 Restriktion

Um die Plasmide zu schneiden, wurden zwei Restriktionsansatze hergestellt. Fir
TOXDC wurden bei einem Endvolumen von 300 pl zunachst 30 ul des bei dem
Restriktionsenzym Hind Il mitgelieferten Puffers (10x) vorgelegt. Im néchsten Schritt
wurden 250 pl des Plasmidextrakts zugegeben und schlieBlich je 10 pl der
Restriktionsenzyme Hind Il (10 U/pl) und EcoRIl (10 U/ul) zugegeben. Die
Restriktionsstellen der beiden Enzyme sind in Abb. 3 dargestellt. Fiir DH10B wurden
bei einem Endvolumen von 110 pl zunachst 13 pl des oben erwdhnten 10x Puffers
vorgelegt, dann 80 pl des Plasmid Extrakts und je 5 pl der Restriktionsenzyme
Hind Il (10 U/ul) und EcoRI (10 U/ul) zugegeben. Beide Ansatze wurden fir
4 Stunden bei 37°C inkubiert, bevor die Enzyme durch die Zugabe von jeweils 10 pl

Beschwerungspuffer inaktiviert wurden.

2.9.2.3 DNA Isolation aus Agarosegelen

Um die geschnittenen Plasmidfragmente, wie oben beschrieben, zu trennen, wurde
ein praparatives Agarosegel angefertigt. Hierzu wurde ein 1,5%iges TBE-Agarosegel
mit einer 6 cm und einer 2 cm breiten Tasche neben weiteren Taschen fir den
GroRRenstandard hergestellt. In diese Taschen wurden die gesamten Ansatze aus
dem Restriktionsverdau gegeben, um sie bei einer Spannung von 1 V/cm fir
16 Stunden elektrophoretisch aufzutrennen. Nach der Auftrennung wurde das Gel in
Streifen geschnitten, so dass ein Streifen die Grol3enstandards und einen kleinen
Teil der durch die Plasmidteile entstandenen Banden enthielt. Dieser Streifen wurde
fur 10 min in einem Ethidiumbromid-Wasserbad (2 ug/ml) angefarbt. Nach der
Entfernung des Uberschissigen Ethidiumbromids durch eine erneute Inkubation von
10 min in einem Wasserbad, konnten die gesuchten Banden unter UV-Licht anhand
eines Transilluminators identifiziert werden. Hierbei wurde in dem Ansatz von
TOXDC die Bande mit der Gréf3e von ca. 11,4 kbp und in dem Ansatz von DH10B
die Bande mit der Grofl3e von ca. 1,7 kbp verwendet. Durch die Verwendung der
Bande mit einer GroRe von 1,7 kbp wurde sichergestellt, dass der ungeeignete
Vektor pucl9 eliminiert wurde und lediglich das zu untersuchende Genkonstrukt

weiter verwendet wurde. Um im Anschluss eine Ligation durchfiihren zu kénnen
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wurden in beiden Ansatzen dieselben Restriktionsenzyme verwendet, die an den in

Abb. 3 dargestellten Position schneiden.

Nachdem die Banden durch kleine Schnitte im Gel markiert wurden, konnten die
ungefarbten Gelstreifen angelegt werden und somit die gesuchten Banden mittels

Skalpell herausgeschnitten werden ohne sie zu farben und UV-Licht auszusetzen.

Nach dem Wiegen des herausgeschnittenen Gelstreifens wurde die DNA mit dem Kit
QIAEX 1l (Fa. Qiagen, Hilden) fur Gelextraktionen nach dem mitgeliefertem
Handbuch extrahiert. Allerdings wurde die DNA im letzten Schritt nicht wie empfohlen

in Tris-Cl, sondern in 1 x TE Puffer resuspendiert.

Eine Kontrolle der Extraktion erfolgte durch eine erneute Gelelektrophorese.

2.9.2.4 Ligation

Anhand der Gelelektrophorese zur Kontrolle der Extraktion aus dem Gel konnten die
Konzentrationen der beiden Fragmente abgeschatzt werden. Bei der Ligation sollten
beide Fragmente in aquimolaren Mengen eingesetzt werden. Aus diesem Grund
wurde eine deutlich grol3ere Menge des P221-TOXDC Fragments eingesetzt. Im
Einzelnen wurden zunadchst 9 ul bidest. Wasser vorgelegt und 2 pl des
10x T4 Ligase-Puffers unterpipetiert. Im Anschluss wurden 5 pl der P221-TOXDC
Fragment Losung und 2 ul der pUC19-35S-gf2.8 Fragment Losung unterpipetiert.
Dieser Ansatz wurde gut gemischt und kurz an zentrifugiert, bevor 2 ul der T4 Ligase
zugegeben wurden. Der Ansatz wurde tber Nacht bei 16°C inkubiert, so dass das in
Abb. 4 dargestellte Plasmid gebildet werden konnte. Das neu entstandene Plasmid
DH10B wies eine Grof3e von 13,1 kbp auf.
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Hindlll
\Pnos nptll
Ag7
P35s - _\p J
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Abb. 4: Partielle Restriktionskarten des neu synthetisierten Vektors DH10B (veréandert nach
Walz (2007), Anonymus (2011c)).

2.9.3 Transformation von E. coli

Um das neu synthetisierte Plasmid zu erhalten und zu vermehren, wurde es
zunachst durch die Erzeugung eines Hitzeschocks in chemokompetente E. coli
Uberfuhrt. Hierfur wurden die bei -80°C gelagerten Zellen auf Eis aufgetaut und
200 pl der Zellsuspension mit 10 ul des Ligationsansatzes gemischt und fur 30 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden sie fur 40 sec in ein 42°C warmes Wasserbad
Uberfuhrt (Hitzeschock) und in 800 pl 37°C warmes Medium (SOC) uberfiuhrt. Nach
einer einstindigen Inkubation wurden 200 pl dieses Ansatzes auf LB-Medium
ausplattiert. Da das Medium Kanamycin enthielt, konnten nach der Inkubation tber
Nacht bei 37°C lediglich E. coli Kolonien entstehen, die das oben beschriebene
Plasmid aufgenommen hatten. Zur Uberpriifung des Transformationserfolgs, wurde
von den entstehenden Kolonien eine Plasmid-Minipréparation nach Birnboim (1983)
durchgefiihrt, s.0., um mittels PCR-Verfahren die Anwesenheit des Plasmids zu

zeigen.
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Auf dem LB-Medium lieBen sich 45 Kolonien identifizieren, von denen die Kolonie
DH10B-39 das starkste Wachstum und in der PCR das starkste Signal lieferte.
Folglich wurden alle weiteren Arbeiten mit der Kolonie DH10B-39 durchgefuhrt.

2.9.4 Transformation von A. tumefaciens

Um die beiden Gene in die Pflanze tberfihren zu kdnnen, mussten die erhaltenen
Plasmide zun&chst in A. tumefaciens Uberfuhrt werden. Hierzu wurde als erstes eine
weitere Plasmid-Minipraparation nach Birnboim (1983), s.o., durchgefuhrt und mittels
PCR-Verfahren die Anwesenheit der beiden Plasmide nachgewiesen.

Zur eigentlichen Transformation der A. tumefaciens wurden elektrokompetente
Zellen, die bei -70°C gelagert wurden, langsam auf Eis aufgetaut. Die verwendeten
Plasmide wurden kurz anzentrifugiert, bevor jeweils 40 pl der A. tumefaciens
Suspension mit 2 pl des entsprechenden Plasmidextrakts versetzt und fur 1 min auf
Eis inkubiert wurde. Nach dieser Inkubation wurde der Ansatz in eine 0,1 cm
Elektroporationskivette pipetiert, die zuvor mit Ethanol gespult wurde. Beim Beftillen
der Kivette musste darauf geachtet werden, dass der Boden der Kiivette bedeckt
war, um die Leitung des Stroms zu gewéahrleisten. Die Kuvette wurde in den Gene
Pulser Il (Gene Pulser Il Electroporation System, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen) eingesetzt und die Spannung von 2,5 kV und 200 Q angelegt. Nach dem
Ertobnen des akustischen Signals konnte die Kivette wieder entfernt werden und
450 ul YEB ohne Antibiotikum hinzugegeben werden. Der Ansatz wurde gemischt
und in konische Zentrifugenrohren (15 ml) Gberfuhrt. Nach einer Inkubation fur
2 Stunden bei 26°C konnten vier Mal 100 pl auf YEB-Medium ausplattiert werden,
welche Uber Nacht bei 26°C inkubiert wurden. Am nachsten Tag wurden die
gewachsenen Kolonien in flissiges YEB-Medium Uberfihrt, um sie zu vermehren.
Durch eine Kontrolle der Transformation mittels Plasmid-Minipraparation nach
Birnboim (1983) und anschlieBRendem PCR-Nachweis konnten A. tumefaciens

Stamme identifiziert werden, die die entsprechenden Plasmide trugen.




47 Material und Methoden

2.9.5 Pflanzentransformation

Um geeignetes Gewebe fur die Pflanzentransformation zu gewinnen, wurden Samen
der Sommerrapssorte Drakkar, die zuvor fir 20 min in 2%igem Calciumhypochlorid
sterilisiert und drei Mal in sterilem Wasser gewaschen wurden, auf Schragagar
ausgelegt. Die Samen wurden im Anschluss fur finf bis sieben Tage bei 16 h Licht
und 20 bis 24°C kultiviert. Parallel hierzu wurde durch Animpfung von 40 ml YEB-
Medium eine Suspension von A. tumefaciens am Vortag der Transformation
hergestellt. Am Tag der Transformation wurde die optische Dichte der Suspension
mit einem Photospektrometer (Photometer Specord 40, Analytik, Jena) bei 600 nm
bestimmt und auf ca. 1,0 eingestellt. Diese Suspension wurde fur 10 min bei
9000 rpm zentrifugiert, um die Bakterien von dem Medium zu trennen. Das
entstandene Pellet wurde in flissigem MS CIM-Medium resuspendiert und fur die

Transformation genutzt.

Die Hypokotyle der zuvor angesetzten Pflanzen wurden ohne Wurzeln oder
Spitzenmeristeme in 15 ml MS CIM-Medium gesammelt und 1 ml der vorbereiteten
Bakteriensuspension dazugegeben. In dieser Suspension wurden die Hypokotyle in
ca. 5 bis 7 mm lange Abschnitte zerschnitten und fur 60 min bei Raumtemperatur auf
einem Schittler (Schittler Infors CH-4103 Infors AG, Bottmingen, Schweiz) inkubiert.
Im Anschluss an diese Inkubation wurde die Bakterienlésung abpipettiert und die
Hypokotylsegmente auf mit 6 ml flissigem CIM-Medium ohne Antibiotika getranktes
Filterpapier Uberfuhrt. Das Filterpapier befand sich in einer Petrischale, so dass die
Segmente fur zwei Tage hierauf zusammen mit den A. tumefaciens kultiviert werden
konnten. Nach dieser Kokultur bei 22°C und 24 h Licht wurden die Segmente drei
Mal mit MS CIM-Medium gewaschen und auf festes MS CIM Uberfuhrt. Auf diesem
Medium wurden sie weiter kultiviert und wenn nétig auf frisches Medium umgesetzt,
bis sich nach ca. 4 Wochen erste griine Kalli erkennen lieBen. Diese Kalli wurden auf
DKW-Medium umgesetzt, so dass sich aus ihnen Sprosse entwickeln konnten. Um
die Nahrstoffversorgung sicherzustellen, wurden die Kalli alle 14 Tage auf frisches
Medium umgesetzt. Sich entwickelnde Sprosse wurden vom Kallus getrennt und auf
MS-Medium uberfuhrt, bis sich Wurzeln bildeten. Um ausreichend Material fur die
Saatgutgewinnung zur Verfigung zu haben, wurden die Sprosse in drei Teile geteilt,

so dass je Transformationsereignis drei Klone zur Verfligung standen. Die Pflanzen
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wurden mittels PCR-Verfahren auf das Vorhandensein der beiden Gene getestet

und, sofern dies positiv war, in Erde tberfuhrt.

Die DNA-Extraktion erfolgte durch das DNeasy Plant Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden)
anhand des mitgelieferten Protokolls und den oben beschriebenen PCR-

Bedingungen.

Zur Saatgutgewinnung wurden die in Substrat Gberfihrten Pflanzen im
Gewachshaus bei einer Temperatur von 25£10°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 35 bis 40% angezogen. Zur Blute wurden die einzelnen Pflanzen mit Plastikttiten
versehen, um eine ungewollte Kreuzung zwischen den entstandenen Linien zu
vermeiden. Auch diese Pflanzen wurden nach Bedarf gedingt und der
Pflanzenschutz wurde wie oben beschrieben situationsbezogen durchgefuhrt. Nach
der Abreife der Schoten wurden die Samen der drei Klone eines

Transformationsevents zusammen gesammelt.

2.9.5.1 Phanotypisierung der Transformanten

Die Samen der T1-Generation der Transformanten wurden flr nachfolgende
Versuche verwendet. Da es sich bei der T1-Generation um eine aufspaltende
Generation handelt, musste jede Pflanze die in den Versuchen verwendet werden
sollte, zunachst mittels PCR-Nachweis auf die inserierten Gene hin getestet werden.
Hierzu wurden stets zur DNA Extraktion das DNeasy Plant Mini Kit (Fa. Qiagen,
Hilden) gemal den Angaben des Herstellers und den oben beschriebenen PCR-

Bedingungen genutzt.

Da vor der PCR-Durchfiihrung nicht abgeschétzt werden konnte wie viele der
eingesetzten Samen transgen waren, kam es in den Versuchen zum Teil zu recht
unterschiedlichen Anzahlen von Wiederholungen. Die mittels PCR-Verfahren negativ
getesteten Pflanzen wurden in den Versuchen stets als untransformierte Kontrolle

genutzt, so dass der Wildtyp Drakkar nicht extra mit ausgesat wurde.

Mit den transformierten Linien wurde ein Oxalsauretest, wie oben beschrieben,
durchgefthrt. Hierzu wurden die Linien TOXDC-22, 44, 54, DH10B-67, 68 und 77

verwendet.
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Dariiberhinaus fanden Inokulationsversuche der Blattstiele oder Blatter statt. Bei der
Inokulation am Blatt wurden Samen wie oben beschrieben ausgelegt und die
Pflanzen in Multitopfplatten pikiert. Hierbei wurden die Linien TOXDC-2, 4, 12, 14,
15, 17, 22, 44, 48, 54, DH10B-59, 62, 67, 68, 73, 77, 93, 95, 97 und 99 verwendet,
da von diesen Linien die gré3te Saatgutmenge gewonnen werden konnte. Das fiinfte
voll  entwickelte Laubblatt wurde analog zur Stangelinokulation mittels
myzeluberwachsenem PDA-Plugs inokuliert. Dieser Plug wurde etwa mittig auf dem
Blatt platziert, ohne die die Mittelrippe zu bertihren. Um eine Haftung auf dem Blatt
zu gewahrleisten wurden die Plugs durch Insektennadeln (@ 0,3 mm) am Blatt fixiert.
Somit wurde eine Verwundung gesetzt, die es dem Pilz unter Umstanden erleichterte
das Blatt zu infizieren. Um eine ausreichende Luftfeuchtigkeit sicherzustellen, wurde
in diesem Versuch in den ersten 24 h stindlich ca. 350 ml Wasser fein verspriht, so
dass die Luftfeuchtigkeit stets annahernd 100% betrug. Am Tag nach der Inokulation
wurden die Plugs und Nadeln wieder entfernt und der Durchmesser der sich
entwickelnden Lasionen bestimmt. Diese Bestimmung der Lasionsgrol3e erfolgte

ebenso am 2. und 3. Tag nach der Inokulation.

Nach der Bestimmung der Lasionsgréf3e wurden die infizierten Blatter entfernt, um

weitere Untersuchungen mit den Pflanzen durchfuhren zu kénnen.

Um Blattstiele zu inokulieren, wurde der Blattstiel des sechsten voll entwickelten
Laubblatts der zuvor erwahnten Pflanzen entnommen. Dieser Blattstiel wurde mit
einem myzeliberwachsenen PDA-Plug, der wiederum mit einer Insektennadel fixiert
wurde, am unteren Ende inokuliert und unter feuchten Bedingungen inkubiert. Zwei,
drei und vier Tage nach der Inokulation wurde die Lasionslange ausgehend vom

Inokulationspunkt, der durch die Nadel gekennzeichnet wurde, gemessen.

Aus den Lasionsdurchmessern der Blattinokulation und der Lasionslange der

Blattstielinokulation wurde, wie oben beschrieben, der AUDPC errechnet.

Zusatzlich wurde eine Stangelinokulation, wie oben beschrieben, mit bei den
Inokulationsversuchen an den Blattern und Blattstielen erwdhnten Linien
durchgefuhrt. Die Pflanzen wurden aus Platzgriinden bis zur Blute in Multitopfplatten
kultiviert. Die Inokulation erfolgte allerdings wie Ublich zur Vollblite. Auch aus diesen

Lasionslangen wurden AUDPC-Werte errechnet.
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2.9.5.2 Nachweis der Expression

Um weitere Ergebnisse auf molekularer Ebene zu erhalten, wurde neben den oben
beschriebenen phanotypischen Daten Untersuchungen durchgefuhrt, die eine

Expression der inserierten Gene nachweisen sollten.

Hierzu wurden Pflanzen der Linien, die im Blatt- oder Blattstielinokulationstest
verwendet wurden, wie oben beschrieben angezogen, so dass von diesen Pflanzen
100 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff schockgefroren werden konnten. Im
Anschluss daran wurde mittels des RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen, Hilden) gemal3 der
Herstellerangaben die gesamte RNA extrahiert. Allerdings wurde die RNA nicht wie
empfohlen in zwei mal 30 bis 50 pl RNAse freiem Wasser aufgenommen, sondern in
drei mal 30 pl RNAse freiem Wasser. Auf diese Weise entstanden drei Proben
unterschiedlicher RNA-Konzentration, die zur Kontrolle und Einschatzung der

Konzentration elektrophoretisch aufgetrennt wurden.

Anhand der Starke der Banden wurde je Linie eine Probe gewahlt, so dass in etwa
vergleichbare RNA-Konzentrationen vorlagen. Mit diesen Proben wurde eine cDNA-
Synthese durchgefihrt. Hierfir wurde das QuantiTect Reverse Transkription Kit (Fa.
Qiagen, Hilden) unter Beachtung der Herstellerangaben verwendet.

Die synthetisierte cDNA wurde zum Nachweis der Synthese elektrophoretisch
aufgetrennt. SchlieBlich wurde sie in den beiden oben beschriebenen PCR-
Nachweisen eingesetzt, so dass das PCR-Produkt als Nachweis der Expression
diente. Das PCR-Produkt wurde Uber konventionelle Gelelektrophorese

nachgewiesen.

2.10 Wurzelinokulationen

Um mehr Daten zur im Feld beobachteten Wurzelinfektion bzw. zu der in den hier
durchgeftihrten Feldversuchen beobachteten Frihjahrsinfektion zu gewinnen,
wurden Versuche durchgeftihrt, in denen die Wurzeln gezielt inokuliert wurden.
Hierzu wurden Vorversuche, in denen verschiedene Inokulationsmethoden, wie z.B.
Ausbringen von Myzelsuspension in den Wourzelballen, Anbringen von

myzeliberwachsenen Agarplugs direkt an die Wurzel, Infektion durch
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myzeliberwachsene Zahnstocher, die in die Wurzeln gesteckt wurden oder
Ausbringen von Sklerotien, die in oder an der Wurzel fixiert wurden, getestet wurden
durchgefiihrt. Diese zeigten, dass die hdchste Inokulationseffizienz erzielt wurde,
wenn myzeluberwachsene Agarplugs direkt an die Wurzel appliziert wurden. Im
Rahmen dieser Vorversuche wurden auch verschiedene Entwicklungsstadien des
Raps betrachtet, wobei vor allem Pflanzen mit einer starker ausgebildeten Wurzel

anfallig zu sein schienen.

Fur die Wurzelinokulation wurden Mitte November 2008 aus dem Randstreifen des
Feldversuches Pflanzen enthommen. Bei diesen Pflanzen handelte es sich um die
Sorte Elektra (BBCH Stadium 18), die laut Bundessortenliste 2008 eine Einstufung
von 6 bezuglich ihrer Sklerotinia-Anfalligkeit aufweist. Die Pflanzen wurden auf dem
Feld mit der dortigen Erde in Topfe (13 x 13 x 13 cm) Uberfuhrt und vorerst fur zwei
Tage ins Gewachshaus gestellt. Nach diesen zwei Tagen wurden sie inokuliert,
indem vier myzeliberwachsene Agarplugs an der Wurzel platziert wurden. Um
verschiedene Isolate betrachten zu kdnnen, wurden in diesem Versuch die Isolate
SS 1.5, SS F, SS TH, SS LU und SS GO verwendet. Zusatzlich wurde eine nicht
infizierte Kontrolle verwendet, bei der Agarplugs ohne Myzel an die Wurzel platziert
wurden. Direkt nach der Inokulation wurden die Pflanzen aufgeteilt und bei
verschiedenen Temperaturen weiter kultiviert, um den Einfluss der Temperatur auf
diese Art der Infektion beobachten zu kdnnen. Ein Teil der Pflanzen wurde bei einer
Sollwerttemperatur von 15°C, ein weiterer Teil bei einer Sollwerttemperatur von 20°C
und der letzte Teil der Pflanzen bei den gegebenen AulRRentemperaturen weiter
angezogen. Zur Kontrolle der Temperatur wurde in einem der Topfe ein Datenlogger
vergraben, um die Bodentemperatur Uber den gesamten Versuchszeitraum zu
erfassen. Die Ubrigen pflanzenbaulichen MaRnahmen erfolgten wie vorangegangen

fur die anderen Versuche beschrieben.

Nach einem Zeitraum von 59 Tagen wurden die Wurzeln der Pflanzen grindlich vom
Substrat befreit, so dass eine visuelle Bonitur der Symptome erfolgen konnte. Diese

wurde nach dem in Tab. 9 angegebenem Boniturschema durchgefihrt.




52 Material und Methoden

Tab. 9: Im Wurzelinokulationsversuch verwendetes Boniturschema.

Boniturnote Symptome

1 kein Befall

2 kleine, punktférmige Lasionen
3 grofl3ere Lasionen, beinahe

stangelumfassend
stangelumfassende Lasionen

Wurzel faserig und briichig

Im Anschluss an die Bonitur wurden Gewebeproben aus den Randbereichen der
Lasionen entnommen und zur eindeutigen Identifikation des Pilzes auf PDA und
SSM-Medium Uberfihrt. Zusatzlich wurden die Wurzeln in Feuchte Kammern

Uberfihrt um ein weiteres Pilzwachstum zu ermdglichen.

2.11 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung wurde mit dem Programm Statistica Version 9.1
(StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) durchgefiihrt. Nach einer ANOVA (Analysis of
Variance) wurde in der Regel ein Fisher LSD (Least Significant Difference) Test
durchgefiihrt. Da sich die Anzahl der Wiederholungen bei den Versuchen, in denen
die Transformanten eingesetzt wurden, wie schon erwéhnt unterschieden, wurde
hierfur ein HSD (Honestly Significant Difference) Test fir ungleiche N durchgefihrt.
Hierbei handelt es sich um eine Modifikation des Tukey-HSD-Tests fur den Fall

ungleicher Stichprobenumfange.

Wegen der geringen Anzahl an Wiederholungen mancher Versuche, musste die
Normalverteilung vorausgesetzt werden, so dass die Auswertung einzelner

Ergebnisse nur eine Annaherung darstellt.

Unterschiedliche Buchstaben in den Grafiken kennzeichnen signifikante

Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p < 0,05).

Wurden Korrelationen zwischen den verschiedenen Versuchen durchgefiihrt, so
wurden Rangkorrelationen nach Spearman angewandt, um die verschiedenen

Parameter in Beziehung setzen zu kbnnen. Angegeben ist stets Spearman’s Rg, der
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p-Wert und die Geradengleichung in der Form y = a + b* x, wobei a der
y-Achsenabschnitt und b die Steigung der Geraden darstellt. Signifikante
Zusammenhange wurden stets zu einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p < 0,05)

abgesichert.

Fur die durchgefiihrten Regressionsanalysen wurden lineare Modelle verwendet um
das Bestimmtheitsmald R2 zu ermitteln. Zur Ermittlung der p-Werte wurde stets der
globale F-Test verwendet. Auch hierbei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
(p < 0,05) verwendet.
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3 Ergebnisse
3.1 Feldversuche

3.1.1 Witterungsverlauf und Pflanzenentwicklung 2007 bis 2010

In Abb. 5 und 6 ist der Witterungsverlauf der drei Versuchsjahre 2007/08, 2008/09
und 2009/10 am Standort Gottingen dargestellt. Angegeben sind neben der
monatlichen Durchschnittstemperatur der Luft und des Bodens in 5 cm Tiefe auch
der Monatsniederschlag und die durchschnittliche relative Luftfeuchtigkeit fir den
jeweiligen Vegetationszeitraum. Zwischen den einzelnen Jahren lassen sich am
Standort Gottingen deutliche Unterschiede erkennen. So lag die Bodentemperatur im
Winter 2008/09 und 2009/10 deutlich unter den Werten des Winters 2007/08. Vor
allem im Januar 2008 herrschten vergleichsweise hohe Bodentemperaturen von
anndhernd 5°C wahrend die Temperatur in den beiden nachfolgenden Jahren, die
sich in den Wintertemperaturen relativ &hnlich waren, auf fast -5°C abfiel. Die
Lufttemperatur im Winter hingegen war in den Versuchsjahren am Standort
Gottingen sehr ahnlich. Auch zum Zeitpunkt der Blite lassen sich Unterschiede in
der Temperatur, vor allem der Lufttemperatur, erkennen. So lag diese im April und
Mai des Jahres 2009 relativ hoch. Im Versuchsjahr 2008 wurden vor allem im April
noch deutlich niedrigere Temperaturen verzeichnet, ehe sie im Mai auf ein
vergleichbares Niveau anstiegen. Im Jahr 2010 dagegen lag die Temperatur in den
beiden Monaten April und Mai vergleichsweise niedrig und stieg erst im Juni deutlich
an. Die Bodentemperaturen, die einen starken Einfluss auf die Entwicklung der
Apothecien ausuben, folgten in allen Jahren dem beschriebenen Verlauf, wobei sie
vor allem im Mai 2010 noch relativ niedrig waren. Durch diese Temperaturverlaufe
wurde natirlich auch der Bluhzeitpunkt am Standort Géttingen beeinflusst, so dass
es vor allem im Jahr 2009 zu einer relativ spaten und kurzen Blite kam. Die Zeit der
Blute lag im Jahr 2008 etwa zwischen dem 25. April 2008 und dem 25. Mai 2008, im
Jahr 2009 zwischen dem 16. April 2009 und dem 12. Mai 2009 und im Jahr 2010
zwischen dem 25. April 2010 und dem 29. Mai 2010. Damit stand im Versuchsjahr
2008 ein Zeitraum von etwa 30 Tagen, im Jahr 2009 von etwa 26 Tagen und im Jahr
2010 von etwa 34 Tagen fur die Infektion zur Verfigung. Der Zeitpunkt der Vollblite
lag am Standort Goéttingen allerdings in allen Jahren deutlich nach oder etwa zu der

Zeit als auch die ersten Apothecien in den Depots entdeckt werden konnten
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(BBCH 65 2008: 08. Mai 2008; 2009: 29. April 2009; 2010: 28. April 2010; Zeitpunkt
der ersten Apothecien 2008: 21. April 2008; 2009: 30. April 2009; 2010:
28. April 2010). Da sich in allen Jahren am Standort Gottingen Apothecien Uber
einen relativ langen Zeitraum entwickelten und es keine deutlichen Unterschiede
zwischen den ausgebrachten Isolaten gab, war die Koinzidenz von Blite und
Apothecien in allen Jahren gegeben. Dennoch bleibt festzuhalten, dass die
Temperatur zum Zeitpunkt der Vollblute im Jahr 2009 am héchsten und im Jahr 2010
am niedrigsten war, was einen Einfluss auf die Infektion gehabt haben kann. Die
Temperaturen zur Zeit der Lasionsentwicklung (Juni) waren in allen drei Jahren

vergleichbar.
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Abb. 5: Durchschnittiche monatliche Luft- und Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C],
monatliche Niederschlagsmengen [> mm] und durchschnittliche monatliche rel. Luftfeuchte
[%] am Standort Goéttingen des Versuchsjahrs 2007/08 flir den Zeitraum von August bis Juli.

Datenaufzeichnung vom Deutschen Wetterdienst (DWD), Messstation Gottingen.
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Abb. 6: Durchschnittliche monatliche Luft- und Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C],
monatliche Niederschlagsmengen [} mm] und durchschnittliche monatliche rel. Luftfeuchte
[%] am Standort Gottingen der Versuchsjahre 2008/09 und 2009/10 fur den Zeitraum von
August bis Juli. Datenaufzeichnung vom Deutschen Wetterdienst (DWD), Messstation

Gottingen.

Das Prognosemodell SkleroPro empfahl eine Blutenspritzung fur den Standort
Goéttingen am 19. Mai 2008, 28. Mai 2009 und 11. Mai 2010. Ein Nachweis des
Pathogens auf Blutenblattern mittels SSM-Medium wurde lediglich im Jahr 2008
durchgefuhrt und war bereits am 09. Mai 2008 erfolgreich.
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Dariiberhinaus lasst sich in den Abb. 5 und 6 erkennen, dass vor allem im Winter
2008/09, aber auch 2009/10 vergleichsweise wenig Niederschlag fiel. Aufgrund der
niedrigen Temperaturen herrschte (ber lange Zeitraume eine geschlossene
Schneedecke vor, die die Bestande vor starkeren Auswinterungsverlusten schutzte.
Der Mai 2008 zeichnete sich durch relativ wenig Niederschlag und eine niedrige
relative Luftfeuchtigkeit aus, was einer Infektion entgegenwirken kann. Im April und
Juni war die Niederschlagsmenge bzw. die Luftfeuchtigkeit am Standort Goéttingen
deutlich héher, so dass gunstigere Infektionsbedingungen herrschten. Ein ahnliches
Bild zeigte sich im April 2010. Auch hier fiel sehr wenig Niederschlag und die
Luftfeuchtigkeit war sehr gering. Der Mai hingegen zeichnete sich durch relativ hohe
Niederschlage und Luftfeuchtigkeit aus, so dass erst dann ginstige
Infektionsbedingungen vorhanden waren. Nur im Friuhjahr 2009 konnten gleichméaRig
verteilte Niederschlage und auch eine relativ konstante Luftfeuchtigkeit beobachtet

werden.

Im Jahr 2008 kam es im Fruhjahr zu extrem niedrigen Niederschlagsmengen. Der
Blihzeitraum am Standort Gottingen war im Vergleich zu den anderen
Untersuchungsjahren vergleichsweise lang. Auf der anderen Seite kann auch die
extrem hohe Niederschlagsmenge im Mai 2010 durch eine Reduzierung der

Sonnenscheindauer zum langen Blihzeitraum im Jahr 2010 beigetragen haben.

Bemerkenswert sind aul3erdem die hohen Niederschlagsmengen im November und
Dezember 2009 am Standort Gottingen, die zu einem tieferen Einwaschen der
Sklerotien in den Boden fuhrten.

Auch fur den Standort Peine sind die Wetterdaten der beiden Versuchsjahre 2008/09
und 2009/10 in der Abb. 7 und 8 angegeben. Auffallig ist, dass die Temperatur im
Winter 2009/10 deutlich starker abfiel als im Winter 2008/09. Dies fuhrte, da nicht
Uber den gesamten Zeitraum eine geschlossene Schneedecke vorhanden war, im
Jahr 2010 am Standort Peine zu gréReren Auswinterungsschaden. Auf3erdem fallt
auf, dass die Temperaturen im Frihjahr grél3ere Unterschiede aufwiesen. Wéahrend
die Temperaturen im April, Mai und Juni 2009 relativ hoch lagen und nur geringe
Anderungen zu beobachten waren, lagen sie im April und Mai 2010 deutlich niedriger
und stiegen dann sehr stark im Juni an. Die Bodentemperatur am Standort Peine
erfuhr im Jahr 2010 eine ahnliche Entwicklung. Im Jahr 2009 stieg die

Bodentemperatur allerdings noch langsamer an als die Lufttemperatur, so dass der
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Unterschied zwischen diesen beiden deutlich grof3er wurde. Allgemein lasst sich
sagen, dass sich die Temperaturen am Standort Peine denen am Standort Géttingen
in beiden Jahren sehr stark &hneln. Auch die Entwicklung der Bestadnde &hnelte der
in Gottingen stark. Die ersten Apothecien wurden am Standort Peine am
09. Juni 2009 und am 20. April 2010 beobachtet. Obwohl das Erscheinen der
Apothecien im Jahr 2009 sehr spat zu verzeichnen war, liel3en sich bereits davor, am
05. Juni 2009, erste Symptome im Bestand finden.
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Abb. 7: Durchschnittliche monatliche Luft- und Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C],
monatliche Niederschlagsmengen [> mm] und durchschnittliche monatliche rel. Luftfeuchte
[%] am Standort Rosenthal des Versuchsjahrs 2008/09 fiir den Zeitraum von August bis Juli.

Datenaufzeichnung vom Deutschen Wetterdienst (DWD), Messstation Braunschweig.
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Abb. 8: Durchschnittliche monatliche Luft- und Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C],
monatliche Niederschlagsmengen [> mm] und durchschnittliche monatliche rel. Luftfeuchte
[%] am Standort Rosenthal des Versuchsjahrs 2009/10 fir den Zeitraum von August bis Juli.

Datenaufzeichnung vom Deutschen Wetterdienst (DWD), Messstation Braunschweig.

GroRe Unterschiede gab es dagegen in den Niederschlagen und der relativen
Luftfeuchtigkeit der beiden Jahre am Standort Peine. Wahrend die Niederschlage im
Jahr 2008/09 zwar nicht sehr hoch aber doch relativ gleichmaRig verteilt waren, gab
es im Jahr 2009/10 sehr groRe Unterschiede in den monatlichen
Niederschlagsmengen. Ein &hnliches Bild ergibt sich fur die relative Luftfeuchtigkeit.
Im Jahr 2008/09 war diese sehr gleichmafig und hoch, variierte aber stark im Jahr
2009/10. So kann davon ausgegangen werden, dass nach vergleichsweise starken
Niederschlagen im Oktober, November und Dezember des Jahres 2009 die
ausgebrachten Sklerotien deutlich tiefer in den Boden eingewaschen wurden als im
vorigen Jahr. In beiden Jahren wurden allerdings die ausgebrachten Sklerotien vor
allem durch Regen nicht nur am Standort Peine bis zum nachsten Fruhling zu einem
grofRen Teil in den Boden eingewaschen, so dass sich nur vereinzelt Sklerotien an

der Bodenoberflache finden lieRen.

Kritisch zu beurteilen ist die niedrige Niederschlagsmenge und Luftfeuchtigkeit im
April und Juni des Jahres 2010 am Standort Peine. Dies kdnnte sich negativ auf die

Infektion  bzw. die Lasionsentwicklung ausgewirkt  haben.  Gulnstige
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Infektionsbedingungen zeigten sich im Mai, der sich durch extrem hohe
Niederschlagsmengen und auch Luftfeuchtigkeit auszeichnete, so dass etwaige
Infektionen u.U. in diesem Zeitraum stattfanden. Auch hier lassen sich gewisse
Parallelen zum Standort Goéttingen ziehen. Die Verteilung der Niederschlage und
Hohe der Luftfeuchtigkeit ahneln sich im Versuchsjahr 2009/10 stark. Auch im
Versuchsjahr 2008/09 sind deutliche Analogien zu erkennen, auch wenn die
Luftfeuchtigkeit am Standort Peine deutlich hoher lag.

Der Witterungsverlauf auf der Insel Poel, der in Abb. 9 und 10 dargestellt ist, wies vor
allem milde Winter auf. Die durchschnittliche Bodentemperatur fiel in beiden Jahren
am Standort Poel nicht unter den Gefrierpunkt. Im Winter 2008/09 lag die
Bodentemperatur sogar geringfiigig Uber der Lufttemperatur. Im April divergierten
beide Jahre allerdings stark voneinander. Wahrend die Temperatur im Jahr 2009
sehr niedrig lag und dann stark anstieg, war sie im darauf folgenden Jahr schon im
April vergleichsweise hoch und stieg im folgenden Monat nur noch geringflgig an.
Verglichen mit den anderen Standorten scheint die Temperatur vor allem im Mai und
Juni beider Jahre auf der Insel Poel relativ hoch zu sein. Daruberhinaus fallt auf,
dass der Unterschied zwischen Boden- und Lufttemperatur am Standort Poel grofl3er

ist als an den anderen Standorten.
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Abb. 9: Durchschnittiche monatliche Luft- und Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C],
monatliche Niederschlagsmengen [} mm] und durchschnittliche monatliche rel. Luftfeuchte
[%] am Standort Poel des Versuchsjahrs 2008/09 fur den Zeitraum von August bis Juli.

Datenaufzeichnung vom Deutschen Wetterdienst (DWD), Messstation Rostock.
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Abb. 10: Durchschnittliche monatliche Luft- und Bodentemperatur in 5 cm Tiefe [°C],
monatliche Niederschlagsmengen [>mm] und durchschnittliche monatliche rel. Luftfeuchte
[%] am Standort Poel des Versuchsjahrs 2009/10 fur den Zeitraum von August bis Juli.

Datenaufzeichnung vom Deutschen Wetterdienst (DWD), Messstation Rostock.

In beiden Jahren konnten am Standort Poel relativ gleichmé&Rige Luftfeuchtigkeiten
und gleichmaRig verteilte Niederschlage beobachtet werden. Lediglich in dem fur die
Infektion wichtigen Zeitraum April bis Mai sank die Luftfeuchtigkeit in beiden Jahren
drastisch ab. Die Niederschlage fielen vor allem im Mai des Versuchsjahrs 2009 und
im April 2010 sehr gering aus. Dies konnte ein Grund dafur sein, dass in beiden

Jahren keine Apothecien in den angelegten Depots beobachtet werden konnten.

3.1.2 Feldversuch 2007/08

In den Feldversuchen sollte das Resistenzniveau der eingesetzten Sorten ermittelt
werden. Hierzu wurden im Versuchsjahr 2007/08 kommerziell erhéltliche Rapssorten
mit unterschiedlichen Einstufungen bzgl. ihrer Resistenz gegenuber Sklerotinia,
ermittelt vom Bundessortenamt, verwendet. Um einen ausreichenden Befall
sicherzustellen, wurde eine Variante durch eine kunstliche Myzelsuspension
inokuliert. Zusatzlich wurde eine Variante mit Cantus behandelt, um einen gesunden

Standard zu erzeugen. Eine unbehandelte Variante sollte den natirlichen Befall
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widerspiegeln. Die Bonitur erfolgte in den Feldversuchen in allen

Untersuchungsjahren zu BBCH 80 an der gesamten Pflanze im Bestand.

Die Bonitur ergab mittlere Befallshaufigkeiten von 8,6 bis 31% in der nicht
behandelten Variante, in der der natirliche Befall zugelassen wurde. 6,1 bis 25,5%
konnten in der inokulierten Variante und ein sehr niedriger Befall von lediglich 0,9 bis
5,4% in der mit Cantus behandelten Variante festgestellt werden. Eine Abstufung im
Resistenzniveau ist deutlich zu erkennen und spiegelt sich auch in den statistischen
Unterschieden zwischen den Genotypen, die in der Tab. 10 dargestellt sind, wieder.
Allerdings liel3 sich in allen drei Varianten eine vergleichsweise hohe Streuung der
Daten feststellen, die auch mit dazu beitrug, dass sich nicht sdmtliche Unterschiede
statistisch absichern lieRen. Au3erdem liel3 sich kein Genotyp identifizieren, der sich
deutlich von den Ubrigen abgrenzte.

Auffallig war, dass die Befallshaufigkeit in der Variante, in der der naturliche Befall
zugelassen wurde mit einer Ausnahme stets Uber der Befallshaufigkeit in der
inokulierten Variante lag. Dieser Unterschied lie3 sich in einigen Fallen sogar
statistisch absichern, wie es ebenfalls in Tab. 10 dargestellt ist. Zur Beurteilung des
Resistenzniveaus wurde daher die Variante mit natirlichem Befall herangezogen.
Die Befallshaufigkeit in der mit Cantus behandelten Variante lag sehr niedrig. Die

Blutenspritzung erfolgte zum richtigen Zeitpunkt und zeigte eine gute Wirksamkeit.
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Tab. 10: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung der eingesetzten

Genotypen in den drei Varianten Cantus, inokuliert und naturlicher Befall des Feldversuchs
2007/08 am Standort Gottingen zum Entwicklungsstadium BBCH 80. Unterschiedliche

Majuskel kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Varianten,

wahrend unterschiedliche Minuskel statistisch signifikante Unterschiede zwischen den

Genotypen innerhalb einer Variante kennzeichnen (n=4, Fischer-LSD, p<0,05).

BH [%] +SD

BH [%] +SD

BH [%] +SD

Genotyp , _

Natirlicher Befall Inokuliert Cantus
Toccata 8,61+2,93 6,13+1,76 % 1,26+0,59 "
Mohican  10,83+3,63 ** 7,67+2,16 A 2,36+1,92 abcdefghB
Oase 11,91+5,96 @A 7,90+5,33 20°AB 1,23+0,10 ®®
Zeppelin  12,92+7,51 2°A 12,25+3,26 2cdet 2,64+1,52 abcdefanB
Smart 13,43+3,65 2°°A 7,81+3,96 @B 1,48+0,60 °C
Olpop 14,02+3,72 24 10,34+4,23 30cdeA 1,79+0,52 a0cdeB
Caiman 14,21+2,22 30¢A 12,74+4,89 abcdetA 3,77+0,59 "B
Titan 14,72+2 57 2°ciA 11,70+5,64 2bcdetA 1,96+1,75 @bcderoB
Ladoga 14,88+2,66 A 9,64+4,31 2B 1,42+1,70 <€
Tenno 15,04+6,771 avcdeA 11,46+3,12 abcdefA 3,64+0,48 ©foniB
Trabant 15,17+3,42 abcdeiA 10,78+5,1] abcdetA 3,37+2,36 cdefoniB
Libretto 15,97+2,43 abcdeiA 11,82+5,45 abcdefA 0,92+0,37 %
Marcant 17,63+3,62 Pedefor 13,45+3,44 PedefA 2,55+0,70 2bcdefonB
Elektra 17,77+8,00 Pedefor 11,17+2,98 abcdetA 1,63+0,95 2cdB
Mika 17,92+3,47 Pedefor 13,39+2,37 Pede® 2,41+],13 abcdefghc
Viking 18,25+2,83 Pedefor 21,1645,25 9" 3,95+1,67 "B
Baldur 18,26+4,73 Pedefor 13,28+4,03 bedetA 3,32+0,80 cdefonis
Billy 20,56+5,53 cdefahA 13,744+1,29 bedet® 3,03+1,57 Pedefahc
Favorit 22,70+7,52 defahA 14,51+4,92 cdeloA 3,51+1,47] defonis
Lion 23,01+10,14 ©fhia 16,53+2,65 ¢4 4,31+2,46 "B
Hearty 23,33+5,54 "A 17,39+6,60 "™ 3,87+1,35 e
Talent 25,52+8,96 94 15,39+4,12 defonB 1,89+1,19 abcdefC
Bravour 27,62+13,23 A 22.04+10,61 M 5,14+2,20 B
Pacific 31,02+2,99 A 25,47+6,55 A 5,37+1,79 8

Zur besseren Beschreibung des Resistenzniveaus wurde im Anschluss an die Ernte

eine weitere Bonitur des Versuchs an den Stoppeln durchgefiihrt. Da es sich um eine

Nacherntebonitur handelte, konnte ein Grof3teil der Pflanze nicht mit in die visuelle
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Bonitur mit einbezogen werden. Die Befallshaufigkeiten lagen mit 13,8 bis 37,4%
(naturlicher Befall), 4,2 bis 30,1% (inokulierte Variante) bzw. 1,9 bis 7,5% (Cantus
Variante) allerdings geringfugig Uber denen der an der ganzen Pflanze ermittelten
Befallshaufigkeiten (Tab. 11).

Auch bei dieser Bonitur liel3 sich der Unterschied zwischen der inokulierten und der
Variante mit nattrlichem Befall wieder erkennen. Es lie3en sich allerdings nur bei

wenigen Genotypen statistische Unterschiede absichern.

Zu beachten ist auch, dass bei der Stoppelbonitur im Vergleich zur Bonitur der
gesamten Pflanze eine hoéhere Streuung der Daten zu beobachten war, was u.U. auf
Unterschiede in der Stoppellange zurickgefihrt werden kann. Aufgrund der

Erntetechnik variierte die Stoppellange zwischen 20 und 50 cm.
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Tab. 11: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung der eingesetzten

Genotypen in den drei Varianten Cantus, inokuliert und naturlicher Befall des Feldversuchs

2007/08 am Standort

Goéttingen nach der

Ernte an den verbliebenen Stoppeln.

Unterschiedliche Majuskel kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den

Varianten, wahrend unterschiedliche Minuskel statistisch signifikante Unterschiede zwischen

den Genotypen innerhalb einer Variante kennzeichnen (n=4, Fischer-LSD, p<0,05).

BH [%] +SD

BH [%] +SD

BH [%] +SD

Genotyp _ _
Natirlicher Befall Inokuliert Cantus

Toccata  13,77%6,18 * 16,74+10,68 PcdeAB 3,35+0,30 28
Oase 15,29+4,91 @ 14,76+4,65 3°cdeA 2,73+1,97 %8
Smart 16,02+4,91 2°A 4,15+3,99 28 2,11+2,50 %8
Olpop 17,40+6,06 2 14,67+7,01 A 3,41+2,89 B
Trabant 16,29+7,73 24 14,19+7,24 3°°A 2,94+1,09 %8
Mohican  14,36+9,79 5,45+4,74 A8 3,17+2,83 2B
Zeppelin  19,73+5,72 @A 18,12+9,15 %A 2,51+1,03 28
Tenno 16,46+9,69 2 14,50+6,63 3°cdA 2,23+3,22 %
Libretto 20,53+5,94 A 13,60+11,19 A 1,37+1,72 %8
Ladoga  16,96+9,79 ®* 17,09+6,85 PedeA 2,03+3,17 8
Caiman 20,79+11,94 3>°A 13,46+7,96 3°¢AB 2,99+3,66 %
Billy 27,44+8,30 2cder 15,32+6,63 2B 4,63+0,59 3¢
Mika 29,49+7,76 3bcdeA 21,44+6,86 c4A 4,54+1,95 3B
Favorit 27,99+9,7] abcdeA 17,26+7,18 bedeA 1,03+1,47 %8
Baldur 23,97+14,47 3bcdeA 21,91+8,04 cdefA 3,02+3,27 3B
Titan 24,20+16,71 3bcdeA 16,34+9,35 PedeAB 3,55+2,41 2B
Marcant  29,90+12,07 3vcdeA 26,72+10,46 A 1,55+1,27 %8
Viking 26,00+£16,73 2cdeA 22,89+10,69 “™ 1,94+2,93
Bravour  26,32+17,44 3dcdeA 17,69+15,10 ceAB 3,37+4,13 2"
Elektra 28,93+14,94 3bcdeA 19,20+13,96 ¢ 8 2,07+2,11 %
Pacific 31,74+14,34 PedeA 30,88+3,43 " 3,94+2,23 3B
Hearty 33,61+12,70 A 15,99+4,78 2vcdeB 7,0246,21 "B
Lion 37,06+13,65 %A 19,22+9,69 coe® 7,51+4,58 B
Talent 37,38+19,04 ** 26,25+5,49 %A 4,10+3,28 3B

Auf Basis der Ergebnisse der beiden Bonituren wurden die Genotypen Mohican und

Toccata als relativ resistente Genotypen bzw. Pacific und Lion als relativ anfallige

Genotypen als Standards fir die nachfolgenden Versuche ausgewahlt. Mohican und
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Toccata zeigten in beiden Bonituren die geringste Befallshaufigkeit in der Variante, in
der der naturliche Befall zugelassen wurde. Wahrend die Befallshaufigkeit von
Toccata bei 8,6 und 13,8 % lag, lag die von Mohican mit 10,8 und 14,4 % geringfligig
hoher. Pacific und Lion zeigten eine der hochsten Anfélligkeiten in der Bonitur der

Gesamtpflanze bzw. in der Stoppelbonitur von 31 und 31,7 % bzw. 23 und 37 %.

In Abb. 11 ist der Zusammenhang zwischen den beiden Boniturformen in den beiden
Varianten naturlicher Befall und Cantus durch eine Regression dargestellt. Die Grafik
zeigt, dass bei hoherem Befall, wie er in der Variante mit nattrlichem Befall
vorhanden war, ein signifikanter Zusammenhang gegeben ist. Liegt der Befall jedoch
niedriger, wie z.B. in der Cantus Variante zwischen 0 und 5%, so ist es nicht mdglich
einen Zusammenhang herzustellen. Die Geradengleichung der Regressionsgerade
spiegelt die héhere Befallshaufigkeit in der Stoppelbonitur ebenfalls wieder.

Befall an der Stoppel [%] vs. Befall an der Gesamtpflanze [%0]
35

= = N N W
o o1 o o1 O
.

Befall Ganzpflanze [%]

(631

e Natrlicher Befall

- . . . . Cantus Variante

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Befall Stoppel [%]

Natirlicher Befall p = 0,0000; R? = 0,6685; y = 2,999+0,6181*x

Cantus Variante p = 0,0601; R? = 0,1515; y = 1,9633 + 0,4758*x

Abb. 11: Lineare Regression zwischen der Befallshaufigkeit [%] zu BBCH 80 und der
Stoppeln in den Varianten mit natirlichem Befall und Behandlung mit Cantus am Standort
Gottingen im Versuchsjahr 2007/08. Fiur die Regressionsgerade und zur Ermittlung des
BestimmtheitsmalRes (R?) wurde ein lineares Modell angenommen. Zur Ermittlung der p-
Werte wurde der globale F-Test verwendet (n=24, p<0,05).
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3.1.3 Feldversuche 2008/09

Da die Inokulation im vorangegangenen Versuchsjahr nicht den gewinschten Erfolg
erzielte, wurde im Feldversuch 2008/09 darauf verzichtet. Um die natirliche Infektion,
die allerdings neben Wetterbedingungen hauptséachlich von der
Ausgangsverseuchung der Flache abhéngig ist, sicherzustellen, wurde jeweils eine
Halfte der Parzellen durch Ausbringen von Sklerotien kunstlich verseucht. Der
andere Teil wurde erneut durch eine Behandlung mit Cantus befallsfrei gehalten.
Dies fihrte zu einem unerwarteten Befall im Frihjahr des Versuchsjahrs. Anfang
April konnten bereits erste befallene Pflanzen in den inokulierten Teilen der Parzellen
entdeckt werden. In den nicht inokulierten Parzellenteilen war dies nicht der Fall. Die
ausgebrachten Sklerotien, die sich zu einem grol3en Teil in den obersten
Bodenschichten oder sogar auf der Bodenoberflache befanden, scheinen myzeliogen
ausgekeimt zu sein. Auf diese Weise konnten sie Blatter, die sich nahe der
Bodenoberflache befanden infizieren (siehe Abb. 12). Von dort wuchs der Pilz weiter
und es konnte, sofern das Blatt nicht rechtzeitig abgeworfen wurde, die gesamte
Pflanze infiziert werden. Die befallenen Pflanzen starben im Laufe des Frihlings ab
und die oberirdischen Pflanzenteile wurden vollstandig von dem Pilz infiziert und
zersetzt (siehe Abb. 12). Lediglich das Wurzelsystem und das Hypokotyl wurden
nicht befallen, so dass sich diese Teile der Pflanze auch spater noch finden liel3en.
Auf dem zersetzten Pflanzenmaterial bildeten sich frische Sklerotien, die allerdings in
dem betreffenden Jahr weder myzeliogen noch carpogen auskeimten. Der genaue
Zeitpunkt des Erstauftretens dieses Infektionstyps lasst sich nicht genau bestimmen.
Am 02. April 2009 wurden zum ersten Mal die beschriebenen Symptome beobachtet.
Da es zu diesem Zeitpunkt aber bereits abgestorbene Pflanzen gab, muss die
Infektion bereits zu einem friherem Zeitpunkt begonnen haben. Diese Art der
Infektion fand bis in den Mai hinein statt, so dass auch Anfang Mai noch frisch
infizierte Pflanzen gefunden werden konnten. Obwohl der obere Pflanzenabschnitt
gesund wirkte, konnte beobachtet werden, dass infizierte Pflanzen zum Zeitpunkt des
beginnenden Schossens / beginnende Blite umfielen. Dies ist auf die vollstdndige

Zersetzung der Sprossbasis zurlickzufuhren.
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Abb. 12: Infektion der Pflanzenbasis im Feldversuch 2008/09 am Versuchsstandort
Gottingen, oben: 02. April 2009, unten: 15. April 2009.

Uber den gesamten Zeitraum der Infektion lieR sich auRerdem beobachten, dass der
Pilz durch direkten Kontakt zwischen Pflanzen in der Lage war, auch benachbarte
Pflanzen zu befallen. Dies fihrte zum Teil zu einem nesterartigen Absterben der

Pflanzen.

Die Befallshaufigkeit dieses Infektionstyps wurde am 06. April 2009 (BBCH 19), in
den inokulierten Parzellenteilen bestimmt und ist zusammen mit der Befallshaufigkeit
zu BBCH 80, in den beiden Varianten in Tab. 12 angegeben. Darlberhinaus ist in
der Tabelle die Ertragsdifferenz zwischen der inokulierten und der mit Cantus

behandelten Variante angegeben.

Der Befall lag im Frihjahr 2009 mit 4,8 bis 17,8% niedriger als der Befall zu
BBCH 80, der etwa zwischen 10,3 und 21,2% lag. In der Cantus Variante konnte
wiederum nur ein sehr geringer Befall von 0,3 bis 2,6% festgestellt werden. Es kann

also auch in diesem Versuchsjahr von einer zeitlich gut abgestimmten




69 Ergebnisse

Blutenspritzung ausgegangen werden. Die Ertragsdifferenz bzw. der Ertragsverlust
lag zwischen -0,8 und 5,1 dt/ha Die Streuung der Daten waren vor allem beim
Frahjahrsbefall und der Ertragsdifferenz sehr grof3, was die Absicherung statistischer
Unterschiede erschwerte. Dennoch liel3en sich statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen absichern. Allerdings handelt es sich um flieBende
Ubergange, die es nicht ermdglichen einen hoch anfalligen oder resistenten Genotyp

zu identifizieren.

AulRerdem sollte bedacht werden, dass es aufgrund der Feldbonitur durch
aufplatzende Schoten und Abknicken von Pflanzen zu ertragswirksamen Effekten

gekommen sein kann.

Zu beachten ist bei diesem Ergebnis allerdings, dass es sich bei dem Fruhjahrsbefall
lediglich um eine Momentaufnahme handelt. Die Befallshaufigkeit wurde Anfang April
bestimmt, wahrend die Infektion bis in den Mai hinein stattfand. Zu einem spéateren
Zeitpunkt war es allerdings nicht mehr ohne weiteres moglich den Befall zuverlassig
zu bestimmen, da das Schossen der Pflanzen eine Bonitur ohne Beschadigung der
Pflanze nicht ermdglichte. Aufl3erdem muss beachtet werden, dass sich der
Frihjahrsbefall nicht vollstandig von dem Befall zu BBCH 80 differenzieren lasst. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch noch nach Mai Infektionen
stattfanden, die nicht auf Ascosporen zurtickzufiihren sind. Auch war es in einigen

Fallen nicht moglich eindeutig zuzuordnen wo die Infektion an einer Pflanze erfolgte.
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Tab. 12: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung der eingesetzten
Genotypen Anfang April zu BBCH 19 und zu BBCH 80 in den beiden Varianten Cantus und
inokuliert des Feldversuchs 2008/09 am Standort Goéttingen, sowie die Ertragsdifferenz
[dt/ha] zwischen den beiden Varianten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen

statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen innerhalb einer Variante (n=4,

Fischer-LSD, p<0,05).

BH [%] BBCH 19

BH [%] BBCH 80

BH [%] BBCH 80

Genotyp +SD +SD +SD Ertragsdif.
_ _ [dt/ha] +SD
Inokuliert Inokuliert Cantus

KWS-SCL-1  8,12+8,06 2> 12,82+3,63 2 1,69+1,38 Pedefo 1,34+8,65 *°
KWS-SCL-2  10,33+8,32 2" 11 84+6,15 2 1,12+1,52 abcdef 0,41+3,23 2
KWS-SCL-3  9,83+7,08 2> 16,09+3,05 s g5+1 22 abede -0,64£3,14 2
KWS-SCL-5  9,61+5,66 2 10,30+1,11 2 0,60+0,21 ®° 1,60+2,95 2
KWS-SCL-6  10,79+5,62 2% 17 58+3,45 P°®0 1 37+0 69 2 2 g5+3 01 2
LBN 241/78  5,44+4,81 % 20,66+8,26 ' 2,06x0,47 %' 1,73+2,00 2
Lion 10,22+7,72 2t 12 174509 %  (,31+0,62 ** 3,66+3,10 2
Mohican 11,66+11,72 29" 19 16+7,30 °™ 2,32+1,71 " -0,77+4,04°
NPZ1 9,37+4,29 2bcdef 18,04+3,12 %' 1,64+1,04 bedefo 4,44+4,54 *
NPZ2 18,25+5,42 ' 17,98+7,06 ' 0,6620,60 2 1,71+2,79 2
NPZ3 8,64+2,3] 2bcdef 21,18+11,30 2,58+1,04 ¢ 5,14+2,97 °
NPZ4 6,96x2,06 2 14,52+3,14 2t 0 81+1,28 abede 2,78+2,24 2
NSL 02/95 8,18+7,47 20cdef 18,28+3,25 ' 0,66+0,82 2 3,13+3,82 2
NSL 04/120  15,72+2,05 "% 21 99+6,77 9 0,29+0,37 4,59+3,04 «
Pacific 17,81+9,45 20,52+3,44 " 1,45+1,13 2 2 40+2,83 a0
SRG 2009/01 11,30+7,53 3% 18,13+6,42 %™ 2,14+0,80 ©" 0,90+2,78 2
SRG 2009/02 9,55+5,14 2> 16,76+6,18 2% ,57+0,45 ®° 2,46+2,17 2
SRG 2009/03 13,87+6,85 %" 12 91+3,40 2 0,93+0,75 2ccef 1,00+2,51 2
SRG 2009/04 7,12+4,23 2*de 15,63+4,79 2defe 2 1241 40 ©1 3,51+4,30
swi 16,27+10,31 " 14,08+4,15 %" 0,21+0,25 2 1,72+2,05 2
SW2 7,11+6,30 e 10,64+1,52 ° 0,68+0,62 2 3,53+2,63 @
SW3 17,10+6,85 % 17,7745,81 °  (,97+0,34 el 4,48+5,50
SW4 13,25+20,08 2%’ 11,98+2,63 2 1,71+0,72 ¢ 3,75+3,31 2
SYN Sclerol  8,04+6,77 2> 10,61+2,79 0,31+0,62 1,42+4,13 2
SYN Sclero2  6,09+5,69 11,99+2,83 2 1,03+0,97 20cdef -0,19+3,21 2
SYN Sclero3  11,54+8,82 %" 11 4442 14 2 1,06+0,77 20cdef 0,98+4,39 2
SYN Sclero4  6,58+2,83 2 11,61+45,24 2 1,71+0,95 ¢ -0,62+2,84

Toccata

4,82+6,74 ¢

12,35+3,32 @

2,304+2,21 ™

0,36+1,91 2°cd
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Bei der Bonitur zu BBCH 80 ergaben sich Unterschiede in der Bestandesdichte
zwischen den beiden Varianten (Daten nicht dargestellt). Im Mittel Gber alle Sorten
wurden ca. 12 Pflanzen weniger (Standardabweichung: 2,71) in der inokulierten
Parzelle gefunden. Die Vermutung liegt nahe, dass dies auf den Fruhjahrsbefall
zuriickzufiihren ist, bei dem im Mittel tber alle Sorten 10,48% der Pflanzen befallen
waren (Standardabweichung: 3,81). Die Spearman Rang Korrelation zwischen
diesen beiden Parametern ergab allerdings ein Rs von -0,042 bei einem p-Wert von
0,831 und ist somit nicht signifikant. Dies kdnnte wiederum ein Indiz dafir sein, dass
der Fruhjahrsbefall auch zu spateren Zeitpunkten noch zu erheblichen
Pflanzenverlusten fuhrte. 10,48% befallene Pflanzen entsprechen bei einer
Bestandesdichte von ca. 50 Pflanzen/m? etwa 5 Pflanzen, so dass auch spéter noch
Pflanzen infiziert worden sein mussten, um auf einem Gesamtverlust von

12 Pflanzen/m2 zu kommen.

Eine Bonitur der Stoppeln konnte im Versuchsjahr 2008/09 nicht durchgefihrt
werden, da es aufgrund von Wind zu einer deutlich starkeren Lagerbildung im
Vergleich zum Vorjahr kam und deshalb die Pflanzen z.T. deutlich tiefer

abgeschnitten werden mussten, um das gesamte Erntegut zu erhalten.

Der Zusammenhang zwischen der Differenz im Befall der beiden Varianten und der
Ertragsdifferenz ist in Abb. 13 dargestellt. Es konnte trotz der hohen Streuung vor
allem bei den Ertragsdaten ein signifikant positiver Zusammenhang abgesichert

werden.
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Ertragsdifferenz [dt/ha] vs. Befallsdifferenz [%]

Ertragsdifferenz [dt/ha]

8 10 12 14 16 18 20 22 24
Befallsdifferenz [%]
p =0,0498; Rs = 0,3742; y = -0,6329+0,1904*x

Abb. 13: Korrelationsanalyse zwischen der Befallsdifferenz [%] zu BBCH 80 und der
Ertragsdifferenz [dt/ha] zwischen den beiden Varianten Cantus und inokuliert am Standort
Gottingen im Versuchsjahr 2008/09 (Rangkorrelation nach Spearman, n=28, p<0,05).

Befallshaufigkeit BBCH 19 [%] vs. Befallshaufigkeit BBCH 80 [%0]
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Befallshaufigkeit BBCH 19 [%]
p = 0,0809; R?=0,1126; y = 11,9525+0,3214*x

Abb. 14: Lineare Regression zwischen der Befallshaufigkeit [%] Anfang April zu BBCH 19
und zu BBCH 80 am Standort Gottingen im Versuchsjahr 2008/09. Fir die
Regressionsgerade und zur Ermittlung des Bestimmtheitsmalies (R?) wurde ein lineares
Modell angenommen. Zur Ermittlung der p-Werte wurde der globale F-Test verwendet (n=28,
p<0,05).
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Zwischen der Befallshaufigkeit zu BBCH 19 und zu BBCH 80 liel3 sich, wie in Abb. 14

zu erkennen ist, kein signifikanter Zusammenhang herstellen.

Obwohl am Standort Peine auf dieselbe Weise wie am Standort Gottingen inokuliert
wurde, liel3 sich hier kein Frihjahrsbefall beobachten. Die Befallshaufigkeiten [%] der
einzelnen Genotypen sind fir die beiden Varianten in Tab. 13 zusammengefasst.
Zusatzlich wurde auch hier die Ertragsdifferenz zwischen den beiden Varianten
ermittelt und in der Tabelle dargestellt. Da es sich hierbei nicht wie in Gottingen um
ein voll randomisiertes Versuchsdesign mit zweigeteilten Parzellen handelte, war es
nicht maoglich, Ertragsdifferenzen fur die einzelnen Parzellen zu ermitteln. Aus
diesem Grund konnte keine statistische Verrechnung der Ertragsdifferenzen erfolgen.
Der Befall am Standort Peine war deutlich geringer und lag in der inokulierten
Variante zwischen 0 und 3% und in der mit Cantus behandelten Variante lediglich
zwischen 0 und 1%, so dass sich in beiden Varianten kaum statistische Unterschiede
absichern lieBen. Aufgrund dieses niedrigen Befalls waren keine deutlichen
Ertragseffekte zu beobachten. Allerdings ist die Spannbreite der Ertragsdifferenz
zwischen den beiden Varianten mit von -7,4 bis 7,8 dt/ha Ertragsdifferenz relativ
grof3. Aus diesem Grund wurde nicht versucht einen Zusammenhang zwischen der

Befallshaufigkeit und der Ertragsdifferenz herzustellen.

Aufgrund der niedrigen Befallshaufigkeiten wurde am Standort Peine auf eine Bonitur

an den Stoppeln verzichtet.
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Tab. 13: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung der eingesetzten
Genotypen zu BBCH 80 in den beiden Varianten Cantus und inokuliert des Feldversuchs
2008/09 am Standort Peine, sowie die mittlere Ertragsdifferenz [dt/ha] zwischen den beiden
Varianten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen innerhalb einer Variante (n=3, Fischer-LSD, p=<0,05).

BH [%] BBCH 80 +SD BH [%] BBCH 80 +SD Ertragsdiff.
Genotyp
Inokuliert Cantus [dt/ha]

NPZ3 0,00+0,00 * 0,33+0,58 -2,57
TOCCATA 0,00+0,00 * 0,00£0,00 @ 3,85
MOHICAN 0,33+0,58 0,00£0,00 @ 0,38
DSV4-09 0,33+0,58 0,00£0,00 @ -3,10
NSL02-95 0,33+0,58 0,33%0,58 & -2,30
SRG2009-05  0,33+0,58 * 0,00+0,00 @ 3,29
SwWi1 0,33+0,58 0,00+0,00 @ 4,71
DSV2-09 0,67+0,58 0,33+0,58 * 0,77
NPZ2 0,67+0,58 @ 0,00+0,00 @ 1,90
SRG2009-02  0,67+0,58 ** 0,00+0,00 @ 3,06
WVB2 0,67+0,58 0,33+0,58 * 1,21
LBN241-78 0,67+1,15 0,67+0,58 -3,09
SW3 0,67+1,15 @° 0,00+0,00 @ 7,51
SYNSCLERO2 0,67+1,15 ** 0,00+0,00 @ 2,59
KWS-SCL-2 1,00+1,73 ®° 0,00+0,00 @ 3,20
KWS-SCL-5 1,00+1,00 ° 1,00+1,73° -1,64
NSL04-120 1,00+1,00 ° 0,00£0,00 @ 1,17
WVB3 1,00+1,00 ° 0,33%0,58 & 3,34
PACIFIC 1,33+1,53 2° 0,33+0,58 & -7,87
NPZ1 1,33+2,31 2° 0,67+0,58 2,13
KWS-SCL-1 1,67+2,89 ®° 0,00+0,00 @ 7,81
SW2 1,67+1,53 *° 0,33+0,58 & -7,36
SRG2009-03  2,00+1,73 *° 0,00+0,00 @ -1,09
SYNSCLERO3 2,00+1,73 ** 0,00+0,00 @ -6,77
SYNSCLERO1 2,33+4,04 ** 0,00+0,00 @ 1,57
LION 2,33+0,58 ®° 0,00+0,00 @ -1,54
WVB1 2,67+0,58 0,00+0,00 @ -2,10
DSV1-09 3,00+2,65 ° 0,00+0,00 @ -0,71
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Aufgrund des niedrigen Befallsniveau und den grofRen Unterschieden in der

Ertragsdifferenz wird auf eine Korrelation dieser beiden Parameter verzichtet.

Auch am Standort Poel wurde wie oben beschrieben inokuliert. Allerdings liel3 sich
an diesem Standort weder ein Fruhjahrsbefall, noch ein Befall zu BBCH 80

beobachten, so dass auf die Darstellung dieser Versuchsergebnisse verzichtet wird.

Die Zusammenhange zwischen den verschiedenen Versuchsstandorten, aber auch
Versuchsjahren und den Ubrigen noch folgenden Screeningmethoden werden in

Kapitel 3.4 dargestellt.

3.1.4 Feldversuche 2009/10

Sowohl Inokulation, wie auch Bonitur erfolgten im Feldversuch 2009/10 wie fir das
Feldversuchsjahr 2008/09 beschrieben. Ein Frihjahrsbefall konnte auch in diesem
Versuchsjahr beobachtet werden, wobei dieser auf einem deutlich niedrigeren
Niveau lag. Der Befall variierte zwischen 0,5 und 5,5%, also in einem relativ engem
Bereich, was die Absicherung von statistischen Unterschieden nahezu unmoglich
machte. Da die Befallshaufigkeit zu BBCH 80 in diesem Jahr deutlich geringer war,
wurde die Bestimmung der Befallshaufigkeit zwei Wochen spéater durchgefuhrt, um

maoglichst viele befallene Pflanzen mit zu erfassen.

Auch der Befall zu BBCH 80, der zusammen mit dem Frihjahrsbefall und der
Ertragsdifferenz in Tab. 14 dargestellt ist, war in diesem Versuchsjahr mit Werten
zwischen 2,6 und 10,2% in der inokulierten Variante und O und 1,3% in der mit
Cantus behandelten Variante deutlich geringer als im Vorjahr. Aufgrund dieser engen
Spannweite und der dennoch relativ hohen Streuung der Daten konnten kaum
statistisch absicherbare Unterschiede festgestellt werden. Ein ahnliches Bilde zeigte
sich bei der Ertragsdifferenz zwischen den beiden Varianten, die zwischen -3,3 und
5,9 dt/ha lag, auch hier war es kaum mdglich signifikante Effekte abzusichern, was

z.T. auch an der verhaltnismé&fig hohen Streuung der Daten lag.
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Tab. 14: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung der eingesetzten
Genotypen Anfang April zu BBCH 19 und zu BBCH 80 in den beiden Varianten Cantus und
inokuliert des Feldversuchs 2009/10 am Standort Goéttingen, sowie die Ertragsdifferenz
[dt/ha] zwischen den beiden Varianten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen

statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen innerhalb einer Variante (n=4,

Fischer-LSD, p<0,05).

BH [%] BBCH

BH [%] BBCH

BH [%] BBCH

Ertragsdiff.
Genotyp 19 +SD 80 +SD 80 +SD it g] .
al
Inokuliert Inokuliert Cantus

DSV 1-09 2,50+0,58 @4 7 07+3,42 %" (0 62+0,18 5,11+3,24°
DSV 2-09 2,25+2,63 3 2 79+2 702 0,43+0,51 & 0,65+5,21 &
DSV 4-09 1,75+2,87%°  2.61+1,93% 0,30+0,60 & 4,94+6,49 °
KWS-SCL-1 2,75+1,71 %€ 9 89+2 49 ° 0,74+1,01 " -0,36+5,43 2
KWS-SCL-2 1,50+1,29 ¢ 7 54+1,45 " (0 13+0,26 * 2,79+4,73 %
KWS-SCL-5 1,00+1,15 % 7,91+1,21 Pt 0 64+0,45 4,68+2,23°"
Lion 1,50+1,73 &° 10,18+3,18 0,63+0,51 % 5,78+4,96 °
Mohican 1,75+2,22 3¢ 3 58+1,15 0,00+0,00 @ 5,39+7,91°
NIC06-1346CB 3,25+1,26 2 3 26+2 23 P 0,00+0,00 @ -0,95+2,01 2
NPZ1 2,75+1,71 @cde g 29+ 7 cdef 0,00+0,00 @ 0,41+3,71 %
NPZ2 0,75+0,96 @ 9,20+7,71 % 0,17+0,35 % 4,91+4,10°
NPZ3 1,75+1,71 3¢ 5 44+2 09 " 0 00+0,00 2 0,27+8,58 &
NPZ4 2,00+1,413°  508+2,21 %  0,00+0,00? 2,72+10,77
NSL 02/95 2,00+2,83 ®° 5 66+3,79 2" (0 00+0,00 ? -0,44+5,16 2
NSL 04/120 1,50+1,91 ¢  6,15+1,66 %" 0,41+0,48 * 1,47+452 %
Pacific 3,2542,75 3¢t 7 5041 24 3¢t 0 48+0,61 2° -1,2442,47
SRG 2009/02 2,50+2,38 34 7 1542 18 ¥l (0 39+0,46 5,86+7,79 °
SRG 2009/03 2,75+1,71 @ 10,15+5,28 0,15+0,30 & -3,28+4,75 2
SRG 2009/05 3,25+2,50 3cde 7 18+3 22 el 9 00+0,00 2 4,214571 2
Swi 0,50+1,00 2 5,43+3,33 3" 0 .48+0,34 * 4,38+4,87°"
SW2 1,25+0,50 ®°  8,60+2,67 % 0,17+0,34 @ 5,38+1,65°
SW3 1,50+1,29 ¢ 727+2 72 3¢l 38+0,47 -0,43+5,02 2
SYN Sclerol 2,001,833  9,33+7,72 % 0,17+0,34 1,30+3,80 &
SYN Sclero2 4,0042,94 % 4 42+0,58 3 0,00+0,00 @ 3,90+5,50 &
SYN Sclero3 5,00+3,56 % 9,98+5,06 °f 0,19+0,38 ® 5,28+8,62 °
Toccata 3,25+1,50 2% § 02+3,28 24t 0 27+0,31 2 1,56+5,99 &
WVB1 5,50+1,73 © 6,25+2,41 @cde 1 3241 33°¢ 0,12+2,84 %
WVB3 3,75+3,50 % g8 50+6,06 ¢ 0,28+0,55 & 1,64+3,42 %
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Auch in diesem Versuchsjahr ergaben sich bei der Bonitur der Befallshaufigkeit zu
BBCH 80 Unterschiede in der Bestandesdichte (Daten nicht dargestellt). Diese waren
deutlich geringer als im vorigen Jahr, mit im Mittel Gber alle Sorten 1,77 Pflanzen/m?
weniger in der inokulierten Variante (Standardabweichung: 3,41). Dies kann auf den
beobachteten Fruhjahrsbefall zurtickgefiihrt werden. Im Mittel Gber alle Sorten lag
dieser in diesem Versuchsjahr mit 2,41% (Standardabweichung: 1,2) ebenfalls
deutlich niedriger als im Vorjahr. Bei einer Bestandesdichte von 50 Pflanzen/m?
entsprechen 2,41% etwa 1,2 Pflanzen, so dass die beiden Werte im Versuchsjahr
2009/10 deutlich dichter beieinander lagen. Die Spearman Rang Korrelation
zwischen diesen beiden Parametern ergab allerdings ein Rs von 0,25 bei einem
p-Wert von 0,19 und ist somit wiederum nicht signifikant. Dass sich dieser
Zusammenhang nicht statistisch absichern lie3, kénnte an der relativ engen

Spannweite liegen, in der die Befallshaufigkeit gelegen hat.

Die in den Abb. 15 und 16 dargestellten Zusammenhange zwischen der
Ertragsdifferenz [dt/ha] und der Befallsdifferenz [%] bzw. zwischen der
Befallshaufigkeit [%] zu BBCH 19 und BBCH 80 lieBen sich nicht statistisch
absichern. In beiden Féllen lieR sich nur ein relativ hoher p-Wert bzw. niedriges

Bestimmtheitsmal erzielen.
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Ertragsdifferenz [dt/ha] vs. Befallsdifferenz [%]

Ertragsdifferenz [dt/ha]
N

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Befallsdifferenz [%]
p =0,7503; R = 0,0629; y = 2,3757-0,0026*x

Abb. 15: Korrelationsanalyse zwischen der Befallsdifferenz [%] zu BBCH 80 und der
Ertragsdifferenz [dt/ha] zwischen den beiden Varianten Cantus und inokuliert am Standort
Gottingen im Versuchsjahr 2009/10 (Rangkorrelation nach Spearman, n=28, p<0,05).

Befallshaufigkeit BBCH 19 [%)] vs. Befallshaufigkeit BBCH 80 [%0]
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Befallshaufigkeit BBCH 19 [%]
p=0,8331; R?=0,0017; y = 6,6839+0,0785*x

Abb. 16: Lineare Regression zwischen der Befallshaufigkeit [%] Anfang April zu BBCH 19
und zu BBCH 80 am Standort Gottingen im Versuchsjahr 2009/10. Fir die
Regressionsgerade und zur Ermittlung des Bestimmtheitsmalles (R?) wurde ein lineares
Modell angenommen. Zur Ermittlung der p-Werte wurde der globale F-Test verwendet (n=28,
p<0,05).
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Nach der Ernte wurde eine Bonitur der Stoppel durchgefiihrt. Die in Tab. 15
dargestellten Befallshaufigkeiten lagen zwischen 1,1 und 14,1% in der inokulierten
und zwischen 0 und 1,4% in der mit Cantus behandelten Variante. Damit weisen
diese Werte eine geringfigig hohere Spannweite auf als in der Bonitur der
Ganzpflanzen. Allerdings war bei dieser Bonitur auch die Streuung der Daten héher
als in der Bonitur der ganzen Pflanze. Aufgrund der geringen Spannweite der
Befallshaufigkeiten konnten kaum statistisch absicherbare Unterschiede festgestellt

werden.

Tab. 15: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung an der Stoppel der
eingesetzten Genotypen in den beiden Varianten Cantus und inokuliert des Feldversuchs
2009/10 am Standort Géttingen. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen innerhalb einer Variante (n=4,
Fischer-LSD, p<0,05).

Genotyp BH [%] Inokuliert BH [%] Cantus
+SD +SD
DSV 1-09 8,23+4,83 ' 0,45+0,89
DSV 2-09 3,03+1,47 *° 0,77+0,90 ®
DSV 4-09 1,05+1,22 2 0,00+0,00 @
KWS-SCL-1 14,06+6,48 ' 0,52+1,04
KWS-SCL-2 6,49+3,60 2> 0,00+0,00 2
KWS-SCL-5 2,96+2,66 *° 0,00+0,00 @
Lion 6,01+4,84 2cde 0,64+1,28
Mohican 2,97+2,59 &° 0,45+0,89 &
NIC06-1346CB 3,56+4,72 ¢ 0,78+0,91 @
NPZ1 7,68+5,68 " 0,39+0,78 &
NPZ2 4,86+2,47 3 0,52+1,04
NPZ3 3,7743,70 ®° 0,00£0,00 @
NPZ4 2,24+2.64 % 0,00+0,00 2
NSL02/95 4,15+2,14 ° 0,48+0,96 &
NSL04/120 5,06+3,38 2 0,43+0,86 &
Pacific 5,40+2,22 2 0,77+0,90
SRG2009/02 2,09+2,24 ® 0,00+0,00 @
SRG2009/03 6,89+3,28 2de 0,00+0,00 2
SRG2009/05 5,68+5,45 2cde 0,00+0,00 2
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Genotyp BH [%] Inokuliert BH [%] Cantus
+SD +SD
Swi 4,65+3,28 2 0,48+0,56
SwW2 11,44+7,85 1,41+0,98 °
SW3 3,88+3,84 ° 0,96+1,93 @
SYN Sclerol 6,51+4,62 2 0,48+0,96
SYN Sclero2 1,89+2,29 0,00£0,00 @
SYN Sclero3 5,56+4,81 2 1,20+1,45
Toccata 2,54%1,26 2° 0,00+0,00 2
WVB1 6,03+6,02 2>« 0,99+1,26 *
WVB3 10,30+7,77 ' 0,87+1,74 %

Obwohl sich die Befallshaufigkeit der unterschiedlichen Sorten nur geringfligig
unterschied, war es mdglich einen signifikanten Zusammenhang zwischen den
beiden Bonituren vor und nach der Ernte herzustellen (Abb. 17). Es konnte wie
schon im Versuchsjahr 2007/08 ein relativ hohes R2? von 0,42 erzielt werden.
Allerdings ist die Steigung der Geradengleichung in diesem Versuchsjahr mit 0,49
niedriger als im Versuchsjahr 2007/08, in dem sie 0,61 betrug. Dies deutet auf
groRere Unterschiede zwischen den beiden Bonituren hin als im Versuchsjahr
2007/08, wobei jedoch bedacht werden muss, dass die Befallshaufigkeit im ersten
Versuchsjahr deutlich héher lag. Auch 2007/08 konnte in der Cantus behandelten
Variante, in der der Befall deutlich niedriger war, lediglich eine Steigung von 0,47

ermittelt werden.
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BH [%] Stoppelbonitur vs. BH [%] Ganzpflanze

o
o

BH [%] Ganzpflanze

N W A~ 01 O N 0 ©

6 8 10 12 14 16
BH [%] Stoppelbonitur
p = 0,0002; R? = 0,4210; y = 4,279+0,4875*

o
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NN

Abb. 17: Lineare Regression zwischen der Befallshaufigkeit [%] an Pflanzen zu BBCH 80
und Stoppeln nach der Ernte in der Variante natirlicher Befall am Standort Goéttingen im
Versuchsjahr  2009/10. Fur die Regressionsgerade und zur Ermittlung des
BestimmtheitsmalRes (R2?) wurde ein lineares Modell angenommen. Zur Ermittlung der

p-Werte wurde der globale F-Test verwendet (n=28, p<0,05).

Hoher lag die Befallshaufigkeit in diesem Versuchsjahr dagegen am Standort Peine.
Auch wenn hier Kkein Frihjahrsbefall festgestellt werden konnte, lag die
Befallshaufigkeit in der inokulierten Variante in diesem Versuchsjahr zwischen 6,3
und 33% in der inokulierten und zwischen 0,3 und 4,7% in der mit Cantus
behandelten Variante. Eine Differenzierung zwischen den eingesetzten Genotypen
war also in diesem Jahr am Standort Peine relativ gut mdglich. Zu beachten ist dabei,
dass die Infektion an diesem Standort erst relativ spat stattfand, so dass sich auch
erst spat erste Symptome zeigten. Diese spéte Infektion reduziert den Einfluss des
Pathogens auf den Ertrag, weshalb u.U. in Abb. 18 kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Befallsdifferenz [%] und der Ertragsdifferenz [dt/ha] hergestellt werden
konnte. Die Ertragsdifferenz, die zwischen -15,7 und 9,1 dt/ha lag wurde u.U. auch
durch grol3ere Auswinterungsverluste an diesem Standort beeinflusst und sollte

deshalb nur bedingt in die weitere Auswertung mit einbezogen werden.
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Tab. 16: Mittlere Befallshaufigkeit [BH %] und Standardabweichung der eingesetzten
Genotypen zu BBCH 80 in den beiden Varianten Cantus und inokuliert des Feldversuchs
2009/10 am Standort Peine, sowie die mittlere Ertragsdifferenz [dt/ha] zwischen den beiden
Varianten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen innerhalb einer Variante (n=3, Fischer-LSD, p=<0,05).

BH [%] BBCH 80 BH [%] BBCH 80 Ertragsdiff.
Genotyp

+SD Inokuliert +SD Cantus [dt/ha]
DSV1-09 12,00+2,65 3 0,67+1,15° 0,9
DSV2-09 22,67+6,03 °f" 2,33+1,53 e -3,3
DSV4-09 9,00+2,65 0,67+1,15° -15,7
KWS-SCL-1 22,00+4,36 " 1,67+1,15 2 1,3
KWS-SCL-2 27,67+9,61 " 1,00+1,00 2,7
KWS-SCL-5 12,33+4,16 2 1,67+1,53 2 7,1
Lion 18,00+4,58 Pedef 1,00+0,00 2,1
Mohican 14,33+3,51 2% 3,67+2,08 P 4,7
NIC06-1346CB 16,67+7,23 Pedef 1,67+1,15 2 0,0
NPZ1 22,67+3,06 " 1,33+1,53 ° 7,0
NPZ2 14,67+6,51 % 2 67+2,08 e 1,1
NPZ3 10,00+4,58 * 4,33+2,89 % 9,1
NPZ4 6,33+3,06 @ 0,33+0,58 ° -5,1
NSL 02/95 17,67+6,03 "% 0,33+0,58 * 0,5
NSL 04/120 15,67+1,53 P 4,67+5,51 © 0,0
Pacific 16,00£3,61 " 433+1,15% -2,9
SRG 2009/02 15,33+6,35 2 0,33+0,58 @ 2,2
SRG 2009/03 20,67+6,66 ©"  0,67+0,58 ° 6,3
SRG 2009/05 22,00+5,00 ©f" 4,00+1,73 -11,7
Swi 29,33+6,11 " 0,67+0,58 ° 7,2
SwW2 10,67+4,04 ** 1,67+1,15 -6,1
SW3 33,00+£11,27 1,33+0,58 ®° -5,0
SYN Sclerol 25,00+6,24 " 2,00+1,73 2bcde 1,4
SYN Sclero2 13,67+1,53 2% 2 00+1,73 e 3,6
SYN Sclero3 18,33+8,14 %' 1,00+1,73 -6,0
Toccata 19,00+1,00 o 4,67+1,15 ® 0,2
WVB1 18,00+8,00 Pedef 1,67+0,58 2 -2,9
WVB3 19,004+5,57 cfo 2,00+2,00 2cde -6,5
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Ertragsdiff. [dt/ha] vs. Befallsdiff. [%]
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p=0,6149, Rg = 0,0994, y = -2,1745 + 0,0997*x

Abb. 18: Korrelationsanalyse zwischen der Befallsdifferenz [%] zu BBCH 80 und der
Ertragsdifferenz [dt/ha] zwischen den beiden Varianten Cantus und inokuliert am Standort

Peine im Versuchsjahr 2009/10 (Rangkorrelation nach Spearman, n=28, p<0,05).

Obwohl am Standort Poel Mitte April vereinzelt befallene Pflanzen beobachtet
werden konnten, gab es keinen nennenswerten Frihjahrsbefall. Folglich wurde auf
eine Bonitur verzichtet. Auch zu BBCH 80 gab es keine sichtbaren Befallssymptome,

so dass auch hier keine Bonitur durchgefihrt werden konnte.

3.2 Resistenzscreening im Gewachshaus

Es wurden insgesamt zwei Gewachshausscreenings durchgefiihrt, in denen das
Resistenzniveau von verschiedenen Genotypen unter kontrollierten Bedingungen
getestet werden sollte. Im ersten Gewéachshausscreening wurden vor allem von den
Zuchterhdusern zur Verfigung gestellte Genotypen verwendet, um eine grol3ere
Differenzierung als im zugelassenen Sortenmaterial zu finden. Die Zichterh&user
wurden gebeten, anfalliges und resistentes Material zur Verfigung zu stellen.
Daruiberhinaus wurden im ersten Gewachshausscreening chinesische Sorten, die

sich durch eine hdhere Resistenz auszeichnen sollten verwendet. Im Unterschied zu
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den durchgefuhrten Feldversuchen erfolgte hier die Erfassung der Ausbreitung des
Pilzes innerhalb der Pflanze Uber einen Zeitraum von neun Tagen. Aus der
ermittelten Lasionslange an den Tagen nach der Inokulation wurde der AUDPC-Wert

errechnet, der zusammen mit der Standardabweichung in Tab. 17 dargestellt ist.

Im ersten Gewachshausscreening lagen die Werte zwischen 4,1 und 53,4, so dass
sich eine wesentlich bessere Differenzierung zeigte als in den Feldversuchen.
Allerdings konnten aufgrund der verhaltnismafdig hohen Streuung der Daten nur
relativ grofRe Unterschiede statistisch abgesichert werden. Auffallend waren die
niedrigen AUDPC-Werte der chinesischen Sorten, die mit Ausnahme von You You 5
alle einen AUDPC-Wert unter 15 aufwiesen und es dem Pathogen somit nicht

ermoglichten sich schnell auszubreiten.

Erstaunlich ist auRerdem, dass die im Feldversuch 2007/08 ausgewahlten Standard
Genotypen Mohican, Toccata, Pacific und Lion sehr dicht beisammen lagen und
keinen statistisch absicherbaren Unterschied in der Befallsstérke zeigten.

Tab 17: AUDPC (Area under Disease Progress Curve) Werte der im Gewachshausscreening
eingesetzten chinesischen Sorten und von den Ziuchtern zur Verfigung gestellten
Genotypen mit Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen (n=8, Fischer-LSD, p<0,05).

Genotyp AUDPC+SD Genotyp AUDPC£SD

Wan You 14 4,08+4,22* NPZ2 32,30+18,27 Kmnopars
Wan You 19 5,20+7,28 *° SW3 34,09+15,90 'mnoparst
Tianhe Youl 5594597 ** NSL02/95 34,68+14,50 M"oPI
Yake 28 10,59+5,86 2 LBN241/78 34,79+15,49 'mnoparst
Rapid 11,36+18,69 **** KWS-SCL-5  35,20+23,55 Mot
Zhongshuang 9 11,44+12,20 2% WVB3 36,31+11,45 moparstu
KWS-SCL-6 13,95+18,65 *°" Lion 36,39+15,06 moParst
Zhong You 821  14,45+2,96 2% Pacific 37,27+16,65 P
SRG2009/01 15,66216,77 2>defon Toccata 38,20+11,19 "oparst
NPZ3 16,49+15,58 2°cdefon Mohican 39,05+10,98 °parst
NPZ1 17,29+19,65 vt WVB4 39,19+14,05 oot
SYN Sclerol 18,16+13,71 e WVB1 39,21+15,98 I
SW2 18,57+10,60 “9" WVB2 40,45420,55 Pt
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Genotyp AUDPC+SD Genotyp AUDPC+SD
Sswi 19,26+14,92 %Nk NPZ4 40,54+14,85 °pars
You You 5 22,40+18,84 ©fonik NSL04/120 41,33+6,43 Parst
SRG2009/02 22,79+18,20 defaniikim KWS-SCL-1 42,20+17,50 9
SYN Sclero2 23,96+17,10 efanikimn DSV 1-09 42,75+10,72 ™
DSV 4-09 26,93+17,57 "ohikimno SRG2009/05  43,56%7,35 ™"
KWS-SCL-3 27,92+18,65 9nikimnop SRG2009/03  46,05+11,24 S
SW4 28,76x16,48 "kimnopa KWS-SCL-4 47,20+6,06 "
SYN Sclero4 28,78+14,51 "kimnopa SYN Sclero3  49,48+7,56
DSV 2-09 29,93+19,05 Kimnopar DSV 3-09 53,44+4,78 "
KWS-SCL-2 31,96+17,77 Jimnoear

Da das erste Gewachshausscreening einen verhaltnisméafRig langen Zeitraum
benotigte und die Vermutung bestand, dass die z.T. relativ grof3e Streuung der Daten
auf Temperaturunterschiede wahrend dieser Zeit zurickzufuhren ist, wurde die
Temperatur im zweiten Screening kontinuierlich Uber den gesamten
Inokulationszeitraum erfal3t. Die ermittelten Tagesdurchschnittstemperaturen sind in
Abb. 19 dargestellt und weisen eine gewisse Variation Uber die Zeit auf. Am
auffalligsten ist ein recht starker Einbruch der Temperatur im Dezember 2009 bzw.
Januar 2010. Dieser Zeitraum wurde allerdings nicht zur Inokulation genutzt, sondern
diente einer erneuten Vernalisation der Pflanzen, die bis zu diesem Zeitpunkt keine
Anzeichen des Schossens zeigten und somit nicht inokuliert werden konnten. Ca.
zwei Drittel der Inokulationen wurden vor dem zur Vernalisation genutzten Zeitraum
durchgefiihrt, so dass bei diesen Pflanzen etwas geringere Unterschiede in der

Temperatur zum Inokulationszeitpunkt herrschten.

Es konnte eine relativ breite Temperaturspanne von ca. 15 bis 25°C wahrend des

gesamten Inokulationszeitraums verzeichnet werden. Tage mit extremen

Temperaturen von mehr als 25°C wurden nicht zur Inokulation genutzt.
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30 1 Tagesdurchschnittstemperatur [ C]
25 -
20 -
15 -

10 -

Tagesdurchschnittstemperatur [ C]

Abb. 19: Tagesdurchschnittstemperatur [°C] im Gewachshaus wahrend des

Inokulationszeitraums.

Im zweiten Gewachshausscreening wurden wilde Brassica-Arten und Resynthesen
verwendet, um resistente Genotypen aus weiter entfernten Genpools zu
identifizieren. Die ermittelten AUDPC-Werte lagen hierbei zwischen 6,9 und 52.
Diese relativ grol3e Spannweite zeichnete sich zudem zumindest zum Teil durch
relativ kleine Streuung der Daten aus, so dass einige Unterschiede als statistisch
signifikant abgesichert werden konnten (Tab. 18). AulRergewdhnlich war an diesen
Ergebnissen, dass es anders als beim vorherigen Screening eine groR3ere Gruppe
von Genotypen gab, die sich durch relativ niedrige AUDPC-Werte auszeichneten. Ab
dem Genotyp B. montana Pourr. stiegen die Werte und Standardabweichungen
verstarkt an. In dieser ersten Gruppe von ca. 20 Genotypen mit niedrigen AUDPC-
Werten befanden sich mit einer Ausnahme keine der verwendeten Resynthesen. Im
Gegensatz dazu handelte es sich bei 15 der 23 Genotypen mit den hdchsten
AUDPC-Werten um Resynthesen oder Rapssorten, so dass hier von einer deutlichen
Abgrenzung der beiden Gruppen gesprochen werden kann. Bei den zwolf Wildarten
in der zweiten Gruppe handelte es sich mit drei Ausnahmen ausschlief3lich um
Erucastrum sp. oder B. oleracea L. ssp., welche in der ersten Gruppe gar nicht bzw.
kaum vertreten sind. Auch die Streuung der Daten war in der Gruppe mit hohen
AUDPC-Werten deutlich hoéher, im Vergleich zur Gruppe mit niedrigen AUDPC-

Werten.
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Bei diesem Versuch konnte beobachtet werden, dass nicht jede Inokulation zu einer
Lasion fuhrte. Die Pflanzen, bei denen dies der Fall war, wurden nach drei Tagen an
einer anderen Stelle erneut inokuliert um dennoch L&sionslangen feststellen zu
kbnnen. Da dieses Phanomen haufiger auftrat, wurde aus der Anzahl an
Inokulationen, die nétig war, um eine Lasion zu erzielen, eine durchschnittliche
Inokulationseffizienz [%] ermittelt und fir jeden Genotyp in Tab. 18 dargestellt. Liegt
diese Effizienz bei 100%, so fuhrte jede Inokulation zu einer Lasion, wahrend bei
niedrigeren Effizienzwerten entsprechend mehrmals inokuliert werden musste. Die
Inokulationseffizienz lag zwischen 29,4 und 100% und wies somit ebenfalls eine sehr
breite Spannweite auf. Zu beachten ist, dass die zuvor beschriebene Gruppenbildung
auch hier zu beobachten ist. In der ersten Gruppe, die sich durch niedrige AUDPC-
Werte auszeichnete wurde eine tendenziell hdhere Inokulationseffizienz von
durchschnittlich 88,2% ermittelt, wahrend diese bei den Pflanzen, die sich durch

groRere Lasionen auszeichneten, bei etwa 59,4% lag.

Tab 18: AUDPC (Area under Disease Progress Curve) Werte der im Gewachshausscreening
eingesetzten wilden Brassica Arten und Resynthesen mit Standardabweichung und
Inokulationseffizienz [%]. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den Genotypen (n=8-11, Fischer-LSD, p<0,05).

Genotyp AUDPC+SD Inokulationseffizienz [%0]
B. drepanensis (Caruel) Ponzo 6,85+1,06 # 91,67
B. incana Ten. 1 7,34+1,88 % 91,67
B. montana Pourr. 4 8,38+2,18 # 100,00
B. insularis Moris 2 8,39+2,18 * 71,43
B. taurica Tzvel. 9,39+2,05 2 83,33
B. oleracea var. viridis 9,41%3,55 2 91,67
B. cretica Lam. ssp. aegea 9,43+3,06 * 83,33
B. montana Pourr. 2 9,51+3,94 2 72,73
B. incana Ten. 3 9,97+3,36 2™ 75,00
B. insularis Moris 1 10,41+2,13 2 100,00
B. incana Ten. 4 10,41+3,26 2 83,33
B. oleracea L. ssp. oleracea 3 10,78+5,58 90,91
B. villosa Biv. 1 10,93+1,87 @ 100,00
B. villosa Biv. 2 11,33%3,44 @ 90,91
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Genotyp

AUDPC+SD

Inokulationseffizienz [%)]

B. incana Ten. 2

B. montana Pourr. 5

MOL 1

. hilarionis Post.

. montana Pourr. 3

. montana Pourr. 1

. Oleracea L. ssp. oleracea 6

. oleracea L. ssp. oleracea 2

0 W 0 W W W @

. oleracea L. ssp. oleracea 4
INY 4

MAY 1

RUY 1

INY 3

Toccata

B. oleracea L. ssp. oleracea 1
ISY 1

HIY 1

B. cretica Lam.

CRY 1

B. oleracea L. ssp. capitata (L.)
INY 1

Erucastrum sp. 1

MOY 6

MOY 4

Erucastrum gallicum

OLY 2

Erucastrum sp. 2

OoLL1

Pacific

BOY 1

B. oleracea L. ssp. oleracea 5

B. insularis Moris 3

. bourgeaui (Webb in Christ) Kuntze

11,76+3,41
12,27+7,78 e
13,17+1,88 2°cdefan
14,56+4,61 20t
14,75 abcdefghijkimnop
15,13+7,74 2bcdefo
19,02+17,59 Pedefant
19,665,81 °*'oh
20,29+12,14 cdefanik
22,65+14,13 e
23,03+10,13 "MK
25,50+15,27 9nikim
26,35+16,34 "kmn
28,33+13,49 kimne
29,12+14,90 Kimne
29,56+14,48 Kimnopa
30,71+18,43 Kmnopa
31,05+11,97 Kmnopa
31,60+12,10 kmnopar
31,85+10,64 mPar
33,56+11,35 Mnopars
35,79+9,64 mnoparst
35,86+14,12 "oparst
36,55+20,52 o't
37,30+13,54 °prst
37,38+10,94 °Prst
38,68+14,36 P
38,90+12,08 '
40,07+16,74 o
40,50+17,06 "
41,81+17,73 S
45,37+16,25 "
52,02+22,62 "

76,92
81,82
100,00
100,00
90,91
88,89
52,63
45,45
77,78
32,26
57,89
58,82
29,41
44,00
41,67
30,77
45,45
42,31
34,38
55,00
57,14
62,50
100,00
68,75
76,92
100,00
57,89
86,67
55,00
60,00
61,11
90,91
77,78
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Fur die Deutung der Ergebnisse muss erwahnt werden, dass die Anzahl der
Wiederholungen in diesem Versuch allgemein zwischen 8 und 11 lag. Allerdings
konnten bei dem Genotyp MOL 1 lediglich drei und beim Genotyp B. montana
Pourr. 3 lediglich eine Wiederholung mit in den Versuch eingeschlossen werden, da
die Ubrigen Pflanzen dieser Genotypen entweder bei der zweiten Vernalisation
abstarben oder nicht zum Schossen kamen. Die Ergebnisse dieser Genotypen

wurden nicht mit in die Betrachtung einbezogen.

Wahrend die morphologischen Merkmale der Genotypen festgehalten wurden, wurde
festgestellt, dass der Genotyp B. cretica Lam. kein homogenes Erscheinungsbild
aufwies. Bei diesem Genotyp konnten Unterschiede in der Blitenfarbe, Stangelfarbe
und der Wuchsform beobachtet werden, so dass davon ausgegangen werden muss,
dass es sich hierbei um kein sortenreines Saatgut handelte. Die Ergebnisse flossen

somit nicht in die Betrachtung mit ein.

Die oben beschriebenen Unterschiede in den AUDPC-Werten und der
Inokulationseffizienz deuten einen Zusammenhang zwischen diesen beiden
Parametern an (Abb. 20). Es handelt sich um eine signifikant negative Korrelation,
wobei sich die Genotypen in drei Gruppen, die in Abb. 20 durch Ellipsen
gekennzeichnet wurden, einordnen lassen. Die erste Gruppe, deren Werte
vergleichsweise dicht beisammen liegen, scheint sich durch sehr niedrige AUDPC-
Werte, aber eine hohe Inokulationseffizienz auszuzeichnen. Wahrend die zweite
Gruppe sich durch mittlere AUDPC-Werte und eine niedrige Inokulationseffizienz
auszeichnet, scheint die dritte Gruppe, deren Werte am starksten streuen, hohe

Werte bei beiden Parametern aufzuweisen.

Bei der ersten Gruppe handelt es sich fast ausschlie3lich um Brassica Wildarten
unterschiedlicher Herkinfte. Die einzige Ausnahme bildet Mol 1, der allerdings
wegen der niedrigen Anzahl an Wiederholungen nicht gewertet werden sollte.
Dagegen finden sich in der zweiten Gruppe sechs Brassica Wildarten, sieben
Resynthesen und die im Feldversuch als relativ resistent eingestufte Sorte Toccata.
In der letzten Gruppe zeigt sich ein ahnliches Bild, denn sie besteht aus finf
Wildarten, sechs Resynthesen und der im Feldversuch als sehr anfallig eingestuften
Sorte Pacific. Bei genauerer Betrachtung der Wildarten in der zweiten und dritten
Gruppe fallt auf, dass es sich bei den elf Arten um sechs B. oleracea L. ssp., drei

Erucastrum sp., welche alle in der dritten Gruppe zu finden sind, und nur zwei andere
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Arten handelt. Alle Ubrigen Wildarten finden sich in der ersten Gruppe wieder, in der

sich allerdings nur zwei B. oleracea L. ssp. finden lassen.

Bei genauerer Betrachtung der Resynthesen fallt ins Auge, dass sich alle
Kreuzungen mit B. oleracea L. ssp. als Vater in der dritten Gruppe wiederfinden
lassen. Daruberhinaus befinden sich in dieser Gruppe nur zwei Resynthesen, bei
denen es sich um BOY 1 und INY 1 handelt, wobei es sich bei INY 1 um den
Genotyp aus der dritten Gruppe handelt, der am dichtesten an der zweiten Gruppe

liegt.

Inokulationseffizienz vs. AUDPC

100
S 90}
o
N
£ 70}
3
c 60}
je]
< 50t
=}
S 40%
<
30+
20 ' ' ' ' '
0 10 20 30 40 50 60
AUDPC

p = 0,0056; R, = -0,3977; y = 87,4883 - 0,6793*x

Abb. 20: Korrelationsanalyse zwischen den AUDPC (Area under Disease Progress Curve)
Werten und der Inokulationseffizienz [%] der im Gewadchshausscreening eingesetzten wilden
Brassica Arten und Resynthesen (Rangkorrelation nach Spearman, n=47, p<0,05). Ellipsen

kennzeichnen distinkte Gruppen.

Bei diesem Gewachshausscreening wurden aber nicht nur die AUDPC-Werte bzw.
die Inokulationseffizienz festgehalten, sondern auch einige morphologische
Parameter erfasst. Zu diesen zahlte der Trockengewichtsanteil der Stangel. Es
lieRen  sich  statistisch  signifikante ~ Zusammenhdnge  zwischen  dem

Trockengewichtsanteil der Stangel und den AUDPC-Werten bzw. der
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Inokulationseffizienz herstellen. Diese Zusammenhange sind in Abb. 21 und 22
dargestellt. Es wird deutlich, dass mit zunehmendem Trockengewichtsanteil die
Entwicklung des Pathogens in der Pflanze reduziert wird bzw. die
Inokulationseffizienz zunimmt. Zu beachten ist hierbei allerdings, dass es sehr grol3e
Unterschiede im Trockengewichtsanteil gab und dass bei beiden Parametern bis zu

einem Trockengewichtsanteil von ca. 30% die Streuung der Daten gro3er war.

AUDPC vs. Trockengewichtsanteil [%]
60

S50t

40t

30¢

AUDPC

20}

10}

O L L ' ' L L L N
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Trockengewichtsanteil [%]

p = 0.0000; Ry =-0,7991; y = =51,8813-1*x

Abb. 21: Korrelationsanalyse zwischen den AUDPC (Area under Disease Progress Curve)
Werten und dem Trockengewichtsanteil [%] der im Gewéchshausscreening eingesetzten

wilden Brassica Arten und Resynthesen (Rangkorrelation nach Spearman, n=47, p<0,05).

Bei einer genauen Betrachtung der Daten lasst sich erkennen, dass in dem Bereich
oberhalb eines Trockengewichtsanteils von ca. 35% lediglich die Wildarten zu finden
sind, die sich durch niedrige AUDPC-Werte auszeichneten. Die einzigen Ausnahmen
bilden die Genotypen MOL 1, B. montana Pourr. 1, B. montana Pourr. 3 und
B. oleracea L. ssp. oleracea 3. Diese Genotypen weisen auch bei einem niedrigeren
Trockengewichtsanteil von ca. 17,7; 22,7; 27,1 bzw. 29,2% vergleichsweise niedrige
AUDPC-Werte auf. Ein vergleichbares Bild ergab sich bei der Betrachtung der
Inokulationseffizienz. Die Genotypen mit niedrigen AUDPC-Werten zeichneten sich

hier nicht nur durch hohe Trockengewichtsanteile, sondern auch durch hohe
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Inokulationseffizienzen aus. Ausnahmen bildeten hier wiederum die Genotypen
MOL 1, B. montana Pourr. 1 und B. montana Pourr. 3. Wahrend B. montana Pourr. 1
und B. montana Pourr. 3 auch bei niedrigerem Trockengewichtsanteil hohe

Inokulationseffizienzen aufwiesen, lag diese bei MOL 1 vergleichsweise niedrig.

Inokulationseffizienz [%] vs. Trockengewichtsanteil
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Trockengewichtsanteil [%0]

p =0,0001; Rs = 0,5343; y = 36,8973+1,2169*x

Inokulationseffizienz [%]

Abb. 22: Korrelationsanalyse zwischen der Inokulationseffizienz [%] und dem
Trockengewichtsanteil [%] der im Gewachshausscreening eingesetzten wilden Brassica

Arten und Resynthesen (Rangkorrelation nach Spearman, n=47, p<0,05).

Als weiterer morphologischer Parameter wurde u. a. der Stangeldurchmesser der
Pflanzen direkt unterhalb der Inokulationsstelle festgehalten. In Abb. 23 ist der
Zusammenhang zwischen dem Stéangeldurchmesser und den AUDPC-Werten
dargestellt. Es ergab sich auch hier ein signifikanter Zusammenhang mit einem
vergleichsweise hohen Rs von ca. -0,78. Mit zunehmendem Sté&ngeldurchmesser
nimmt folglich der AUDPC-Wert ab. Eine detaillierte Betrachtung der Genotypen
zeigte, dass die wilden Brassica-Arten, welche niedrige AUDPC-Werte aufwiesen,
grol3ere Stangeldurchmesser aufzeigten. Auch dieser Zusammenhang zwischen dem
Stangeldurchmesser und der Inokulationseffizienz war mit einem p-Wert von 0,0002

und einem Rg von 0,521 signifikant absicherbar. Allerdings handelte es sich hierbei
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um einen positiven Zusammenhang, so dass mit zunehmendem Stangeldurchmesser

die Inokulationseffizienz zunahm.

AUDPC vs. Stangeldurchmesser [%]

0 L L N N L L L N N
00 02 04 06 08 10 12 14 16 1,8 2,0
Stangeldurchmesser [cm]
p =0,0000; Rs =-0,7750; y = 45,8761-23,8955*x

Abb. 23: Korrelationsanalyse zwischen den AUDPC (Area under Disease Progress Curve)
Werten und dem Stangeldurchmesser der im Gewachshausscreening eingesetzten wilden
Brassica Arten und Resynthesen (Rangkorrelation nach Spearman, n=47, p<0,05).

Um den Einfluss der Temperatur auf die Inokulation zu betrachten, wurden
verschiedene Korrelationen durchgefiihrt. Diese Korrelationen wurden stets zwischen
den beobachteten AUDPC-Werten und verschiedenen Malf3zahlen fir die Temperatur
durchgefiihrt. Es wurde neben der Maximumtemperatur auch die Minimumtemperatur
und Durchschnittstemperatur am Tag der Inokulation verwendet. Da u.U. nicht nur
die Temperatur am Tag der Inokulation, sondern auch an den darauf folgenden
Tagen bis zum Entfernen des Parafilms und Inokulums einen Einfluss haben kénnte,
wurden diese Temperaturen nicht nur auf Basis des Tages der Inokulation, sondern
auch auf drei Tagesbasen berechnet und fir die Korrelationen verwendet. In diese
Betrachtung ging jede Inokulation mit der dazugehorigen Temperatur als ein
Datenpunkt ein. Auf diese Weise werden nicht nur auch die nicht erfolgreichen

Inokulationen mit in die Betrachtung einbezogen, sondern auch eine Wechselwirkung
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zwischen dem Bluhzeitpunkt eines Genotyps, dessen Resistenzniveaus und der

Temperatur weitestgehend ausgeschlossen.

Wie in Tab. 19 ersichtlich, ergaben sich signifikante Zusammenhange zwischen der
Tagesmaximumtemperatur, der drei Tagesmaximumtemperatur, der drei
Tagesminimumtemperatur, der Tagesdurchschnittstemperatur bzw. der drei
Tagesdurchschnittstemperatur und dem AUDPC-Wert. Zu beachten ist hierbei
allerdings, dass die erzielten BestimmtheitsmalRe ohne Ausnahme sehr gering
waren. Darlberhinaus sollte bedacht werden, dass die p-Werte durch die extrem
hohe Anzahl an Datenpunkten stark positiv beeinflusst wurden. Es handelt sich

folglich, wenn auch um signifikante, so doch um nicht sehr enge Zusammenhange.

Tab. 19: Korrelationsanalyse zwischen der Tagesmaximumtemp., Mittel der Maximumtemp.
von drei Tagen, Tagesminimumtemp., Mittel der Minimumtemp. von drei Tagen,
Tagesdurchschnittstemp. bzw. Durchschnittstemp. von drei Tagen und dem AUDPC (Area
under Disease Progress Curve) Wert der im Gewachshausscreening eingesetzten wilden
Brassica Arten und Resynthesen. Statistisch signifikante Zusammenhange sind durch ein *

gekennzeichnet (Rangkorrelation nach Spearman, n=747, p<0,05).

AUDPC

Rs p
Tagesmaximumtemp. -0,0812 0,0264*
Mittel der Maximumtemp. von drei Tagen -0,1366 0,0002*
Tagesminimumtemp. 0,0142 0,6992
Mittel der Minimumtemp. von drei Tagen -0,0786 0,0318*
Tagesdurchschnittstemp. -0,1204 0,0010*

Durchschnittstemp. von drei Tagen -0,0931 0,0109*
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3.3 Oxalsauretest

Im Oxalsauretest wurden, neben den von den Zichterhdusern zur Verfigung
gestellten Genotypen, ebenfalls die chinesischen Rapssorten eingesetzt. In der
Tab. 20 ist die Anderung der Leitfahigkeit [uS] im bidest. Wasser korrigiert um die
Leitfahigkeit [US] zu Versuchsbeginn und die Anderung der Leitfahigkeit [uS] in der
Kontrollvariante nach einer Inkubation fur 2 h in 2 mM Oxalsaure dargestellt. Die

Anderung der Leitfahigkeit bewegte sich in einem Rahmen von ca. 1,3 bis 9 uS.

Tab. 20: Anderung der Leitfahigkeit [uS] im bidest. Wasser korrigiert um die Leitfahigkeit zu
Versuchsbeginn und die Anderung der Leitfahigkeit in der Kontrollvariante nach einer
Inkubation fiir 2 h in 2 mM Oxalsaure der chinesischen Sorten und der von den Zichtern zur
Verfligung gestellten Genotypen mit Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben

kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen (n=6,

Fischer-LSD, p<0,05).

Anderung der

Anderung der

Genotyp e Genotyp o
Leitfahigkeit [uS] +SD Leitfahigkeit [uS] +£SD

Zhongshuang 9  1,28+0,26 * Hearty 3,10+0,62 Pedefonik

You You 5 1,36+0,29 * WVB 2 3,20+1,50 cdefhikim

Toccata 1,70+0,84 *° DSV 2-09 3,20+2,11 cdefhikim

KWS 5 1,71+0,84 **° NPZ 2 3,32+0,97 cdefahikim

WVB 3 1,92+0,50 KWS 3 3,42+0,84 cdefonikim

WVB 1 1,96+0,98 *° KWS 4 3,58:+1,54 defghikim

Zhong You 821  2,02+0,79 %' DSV 3-09 3,681, 72 defohikim

WVB 4 2,13+0,67 SW 4 3.83+0,43 efohikm

Sw2 2,201,563 ! Tianhe Youl  3,93$0,40 "KM

NSL 04/120 2,23+0,94 ! SRG 2009/01  3,95+1,58 "hikim

DSV 1-09 2,25+0,99 27! KWS 1 4,13+0,55 ohikim

NPZ 4 2,28+0,50 2o Talent 4,13+1 07 ohikm

SRG 2009/05  2,32+1,66 Zeppelin 4,25+0,82 Nikim

Wan You 19 2,43+1,43 20010 Pacific 4,28+1,80 ™"

Wan You 14 2,45+1,59 avedelo Mohican 4,48+0,68 mn

NIC 06-1346CB  2,48+0,63 2°°¢" SYN Sclero2  4,60+2,40 ™

SW 3 2,531,472 20odeiont SRG 2009/02  4,85+1,13 ™™

SYN Sclero 3

2,57i1,03 abcdefghi

SW1

4,88+1,07 ™°
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Anderung der Anderung der
Genotyp Leitfahigkeit [uS] +SD Genotyp Leitfahigkeit [uS] +SD
KWS 2 2,57+0,77 @bedeton SRG 2009/03 6,13+1,45 "
NSL 02/95 2,75+0,88 2bedefahi NPZ 1 6,38+5,05 °°
NPZ 3 2,90+1,97 2bcdefahik KWS 6 6,82+2,21°
DSV 4-09 2,92+0,74 2bcdefahik LBN 241/78 7,16+1,98°
Lion 2,921,472 abcdefahik SYN Sclero 4 8,96+4,17 ¢

SYN Sclero 1 3,05+1,49 2pedefahik

Bei Betrachtung der eingesetzten Genotypen féllt auf, dass vor allem die
chinesischen Rapssorten Zhongshuang 9, You You 5 und Zhong You 821 relativ
niedrige Anderungen in der Leitfahigkeit aufwiesen und somit wiederum als relativ
resistent gegeniber dem Pathogen einzustufen sind. Lediglich Tianhe You 1 bildet

bei den chinesischen Genotypen eine Ausnahme.

Eine Auswahl von 19 Genotypen der wilden Brassica Arten und Resynthesen wurde
ebenfalls im Oxalsduretest eingesetzt. Zusatzlich wurde in diesem Ansatz das
Gewicht der eingesetzten Blattscheiben, Frisch- und Trockengewicht der Blatter, die
Behaarung und die Anzahl der Spaltoffnungen/mm? fir eine evtl. Korrektur der
Messwerte um einen dieser Einflussfaktoren festgehalten. Dies war notwendig, da zu
beflrchten war, dass aufgrund der hohen morphologischen Variabilitéat des Materials,
der Oxalsauretest keine verwertbaren Ergebnisse liefert. Von diesen Parametern
konnte allerdings lediglich die Anzahl der Spaltéffnungen/mm? genutzt werden, um
die Korrelation, die in Kapitel 3.4 vorgestellt wird, zu verbessern. Alle Ubrigen
Parameter hatten keinen positiven Einfluss auf die Korrelation. Aus diesem Grund ist
in Tab. 21 lediglich die Anderung der Leitfahigkeit [uS] im bidest. Wasser korrigiert
um die Leitfahigkeit [uS] zu Versuchsbeginn und die Anderung der Leitfahigkeit [uS]
in der Kontrollvariante nach einer Inkubation fir 2 h in 2 mM Oxalséure, die Anzahl
der Spaltéffnungen/mmz2 und die Anderung der Leitfahigkeit [uS] korrigiert um die
Anzahl der Spaltéffnungen/mm? dargestellt. Die Anderung der Leitfahigkeit lag in
diesem Versuch zwischen 2,8 und 9 pS. Da sich die Anzahl der Spalt6ffnungen/mm?2
jedoch sehr stark unterschied, sie lag zwischen 134 und 572, ergab sich durch die
Korrektur eine Anderung in der Reihenfolge der Genotypen. Die Anderung der

Leitfahigkeit korrigiert um die Anzahl der Spaltéffnungen/m? lag zwischen 0,0069 und
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0,0582 uS und zeichnete sich durch vergleichsweise geringe Standardabweichungen

aus.

Tab. 21: Anderung der Leitfahigkeit [uS] im bidest. Wasser korrigiert um die Leitfahigkeit zu
Versuchsbeginn und die Anderung der Leitfahigkeit in der Kontrollvariante nach einer
Inkubation fir 2 h in 2 mM Oxalsdure der eingesetzten wilden Brassica Arten und
Resynthesen mit Standardabweichung. Dargestellt ist aul3erdem die Anzahl der
Spaltéffnungen je mm2 mit Standardabweichung und die Anderung der Leitfahigkeit [US]
korrigiert um die Anzahl der Spaltéffnungen je mm2 mit Standardabweichung.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Genotypen (n=6, Fischer-LSD, p<0,05).

Genotyp

Anderung der
Leitfahigkeit
[uS] £SD

Spaltéffnungen /

mm?2 +SD

Anderung der
Leitfahigkeit [uS] /
Spaltéffnungen /

mmz2 +SD

B. drepanensis (Caruel) Ponzo

OLL1

B. incana Ten. 2

B. montana Pourr. 3

OLY 2
B. incana Ten. 4
INY 3

B. oleracea var. viridis

B. incana Ten. 1

B. oleracea L. ssp. capitata (L.)

ISY 1
HIY 1

B. oleracea L. ssp. oleracea 3

BOY 1

B. villosa Biv. 1

B. montana Pourr. 1

B. taurica Tzvel.

B. cretica Lam. ssp. aegea

CRY 1

2,78+0,58 2
3,02+0,50 *
3,180,54 *
3,47+0,95 *
3,83%0,79 **
3,9620,66 2
4,08+0,40 ™
4,18+1,06 ™
4,83+0,41 ©
4,92+1,00 °%
5,10+1,11 %
5,22+2,08 %
5,72+0,87 °¢
6,18+1,94 ™
6,28+0,87
6,55+1,04 ¢
6,58+0,80 ¢
8,30+1,14 "
8,95+2,00 "

311,46+56,04 ¢
134,58+36,96 *°
253,79+85,08
380,68+57,91 '
215,33+23,83 °
572,94+44,78
169,19+18,84
342,23+39,74 9"
380,68+31,80 '
226,87+26,97 %
184,57+48,39 "
115,36+14,59 2
296,08+33,96 ™
184,57+41,27 ™
292,24+66,33
234,56+44,78 %
365,30+49,30 "
323,00+32,63 ¢"
153,81+18,84

0,0089+0,0019 a
0,0224+0,0037 %
0,0125+0,0021
0,0091+0,0025 @
0,0178+0,0037 ™
0,0069+0,0011 @
0,0241+0,0024 %
0,0122+0,0031
0,0127+0,0011
0,0217+0,0044 %
0,0276+0,0060
0,0452+0,0180 ¢
0,0193+0,0029 >
0,0335+0,0105
0,0215+0,0030
0,0279+0,0044
0,0180+0,0022 "°
0,0257+0,0035 %
0,0582+0,0130 ¢
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3.4 Vergleich der Resistenzprifmethoden

Um abschlielRende Aussagen Uber das Resistenzniveau eines Genotyps machen zu
kénnen, mussten die drei oben beschriebenen Screeningmethoden in Beziehung
gesetzt werden. Dies geschah anhand von Spearman Rang Korrelationen, deren
Rangkorrelationskoeffizienten und p-Werte in Tab. 22 dargestellt sind. Es ist zu
erkennen, dass die meisten durchgefiihrten Korrelationen keinen signifikanten
Zusammenhang zeigten. Lediglich zwischen der Befallshaufigkeit zu BBCH 19 und
80 im Versuchsjahr 2008/09 am Standort Gottingen, der Befallshaufigkeit zu
BBCH 80 im Versuchsjahr 2008/09 am Standort Goéttingen und Peine und der
Befallshaufigkeit zu BBCH 80 im Versuchsjahr 2008/09 und 2009/10 am Standort
Gottingen bzw. der Befallshaufigkeit zu BBCH 80 im Versuchsjahr 2008/09 am
Standort Peine lieR sich ein signifikanten Zusammenhang herstellen. Die
Rangkorrelationskoeffizienten waren allerdings in zwei der vier genannten Falle
negativ, was bedeuten wirde, dass mit zunehmender Befallshaufigkeit im ersten

Versuch die Befallshaufigkeit im zweiten Versuch abnahm.

Besonders auffallig ist, dass die signifikanten Zusammenh&nge nur zwischen den
Feldversuchen gefunden werden konnten. Es liel3 sich in keinem Fall ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Gewachshausscreening bzw. dem Oxalséuretest und

den Feldversuchen absichern.
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Tab. 22: Korrelationsanalyse zwischen der Befallshaufigkeiten (BH) [%] zu BBCH 19 im
Versuchsjahr 2008/09 am Standort Gottingen, zu BBCH 80 im Versuchsjahr 2008/09 am
Standort Gottingen, zu BBCH 80 im Versuchsjahr 2008/09 am Standort Peine, zu BBCH 19
im Versuchsjahr 2009/10 am Standort Goéttingen, zu BBCH 80 im Versuchsjahr 2009/10 am
Standort Goéttingen, zu BBCH 80 im Versuchsjahr 2009/10 am Standort Peine, den AUDPC-
Werten aus dem Gewachshausscreening und der Anderung der Leitfahigkeit [uUS] im
Oxalsauretest. Statistisch signifikante Zusammenhénge sind mit * gekennzeichnet
(Rangkorrelation nach Spearman, n=19, p<0,05).

08/09 08/09 08/09 09/10 09/10 09/10

Go GO Pe Go GO Pe GWH
BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH BBCH  Screening
19 80 80 19 80 80

08/09GO0 Rs 0,474
BBCH80 p 0,040*

08/09 Pe Rs -0,022 -0,519
BBCH80 p 0,929 0,023*

09/10G6 Rs -0,366 -0,118 0,161
BBCH19 p 0,123 0,632 0,510

09/10G6 Rs 0,082 -0,467 0,856 0,068
BBCH80 p 0,737 0,044 0,000* 0,782

09/10Pe Rs 0,177 -0,274 0,266 -0,029 0,300
BBCH80 p 0,468 0,257 0,272 0,906 0,212

GWH Rs 0,277 0,056 0,186 0,342 0,261 0,086
Screening p 0,251 0,819 0,445 0,152 0,280 0,726

Oxalsaure Rs 0,192 0,176 0,088 0,199 -0,032 0,065 -0,155
-test p 0431 0,470 0,720 0,415 0,898 0,792 0,525
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Eine vergleichbare Analyse wurde auch fiir die eingesetzten Wildarten durchgefihrt,
die allerdings nicht in Feldversuchen gepruft werden konnten. Die zugehdrigen
Rangkorrelationskoeffizienten und p-Werte sind in Tab. 23 dargestellt. Deutlich zu
erkennen ist, dass sich kein Zusammenhang zwischen dem Oxalsauretest und den
im Gewachshausscreening ermittelten AUDPC-Werten bzw. der ermittelten
Inokulationseffizienz herstellen liel3. Erst durch die Korrektur der im Oxals&uretest
ermittelten Ergebnisse um die Anzahl an Spaltéffnungen/mm?2 &nderte sich dieses
Ergebnis, denn auf diese Weise gelang es signifikante Zusammenhange zwischen
den drei Parametern herzustellen. Die Rangkorrelationskoeffizienten dieser beiden
Zusammenhange sind mit 0,61 bzw. -0,61 relativ hoch. Zwischen den im
Gewachshausscreening ermittelten AUDPC-Werten und der Inokulationseffizienz
konnte ein nur unwesentlich héherer Rangkorrelationskoeffizient von -0,73 ermittelt
werden. Dies ist bemerkenswert, da es sich bei dem Oxalsduretest nicht nur um
einen anderen Versuch handelte und somit andere Pflanzen verwendet wurden,
sondern auch, da beim Oxalsauretest ein vollkommen anderer Gewebetyp verwendet
wurde. Die Ubrigen im Oxalsauretest ermittelten Korrekturfaktoren, wie z.B. das
Gewicht der Blattscheiben oder die Behaarung der Blatter, konnten das Ergebnis
dieser Korrelationsanalyse nicht verbessern und wurden aus diesem Grund nicht

verwendet.

Tab. 23: Korrelationsanalyse zwischen der Anderung der Leitfahigkeit [uS] im Oxalsauretest,
der Anderung der Leitfahigkeit [uS] im Oxalsauretest korrigiert um die Anzahl Spaltéffnungen
je mm2 den AUDPC (Area under Disease Progress Curve) Werten aus dem
Gewachshausscreening und der im Gewachshausscreening ermittelten Inokulationseffizienz
der eingesetzten wilden Brassica Arten und Resynthesen. Statistisch signifikante
Zusammenhange sind durch ein * gekennzeichnet (Rangkorrelation nach Spearman, n=19,
p=<0,05).

Oxalsauretest )
GWH Screening
Oxalsauretest korr. um Anzahl

AUDPC
Spaltéffnungen
Oxalsauretest korr. um Rs 0,653
Anzahl Spaltdffnungen p 0,002*
. Rs 0,016 0,607
GWH Screening AUDPC
p 0,949 0,006*
GWH Screening Rs -0,028 -0,611 -0,726
Inokulationseffizienz p 0,909 0,005* 0,000*
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3.5 Wurzelinokulation

Im Rahmen einer Bachelor Arbeit (Algermissen 2008) sollte der Einfluss
verschiedener Isolate von Sklerotinia bei divergierenden Temperaturbedingungen auf
die Wurzelinfektionen von Raps untersucht werden. Wurzelinfektionen kdénnen im
Feld beobachtet werden und die befallenen Pflanzen zeichnen sich nach dem
Absterben vor allem durch Sklerotien im Inneren der Wurzel aus. Da weder der
Infektionszeitpunkt, noch die Art der Infektion bekannt sind, wurden Pflanzen
inokuliert und bei verschiedenen Temperaturen weiter kultiviert um zunéchst den
Einfluss der Temperatur zu beobachten. Hierzu wurden drei Temperaturvarianten
gewahlt, deren Temperaturverlaufe im Boden Uber den Versuchszeitraum in Abb. 24
dargestellt sind. Neben einer 15°C und einer 20°C Variante wurde eine Variante
angelegt, in der die Pflanzen bei den im Winter 2008/09 vorherrschenden
Temperaturen kultiviert wurden. Aus dem aufgezeigten Temperaturverlauf (Abb. 24)
lasst sich erkennen, dass die Bodentemperatur Uber den gesamten
Versuchszeitraum zwar nicht konstant bei der Sollwerttemperatur lag, aber sich
deutlich unterschieden und im Mittel dicht an der gewilinschten Temperatur lagen. Bei
der AulRentemperaturvariante lag die Temperatur deutlich unter denen der anderen
Varianten und variierte fur einen langeren Zeitraum zwischen 0 und 5°C. Zum Ende
des Versuchszeitraums fiel die Temperatur dann allerdings weiter ab, so dass

Temperaturen bis nahezu -10°C verzeichnet werden konnten.
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25 7 Temperaturverlauf
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Abb. 24: Durchschnittliche Tagesbodentemperatur [°C] in den Topfen in den drei
Temperaturvarianten tber den Versuchszeitraum (Algermissen 2008).

Nach Ablauf des Versuchszeitraums wurden die Wurzeln gewaschen und die sich
entwickelnden L&sionen anhand einer Boniturskala von 1 bis 4 bonitiert, um
Unterschiede zwischen den Varianten ermitteln zu kénnen. Erwdhnenswert ist, dass
ein Grol3teil der Lasionen relativ oberflachlich war und im Gegensatz zu den im Feld
beobachteten Symptomen liel3 sich der Pilz nur sehr selten im Inneren des
Zentralzylinders wieder finden. An 77,5% der Pflanzen konnten L&sionen gefunden
werden, so dass von einer erfolgreichen Inokulation ausgegangen werden kann. In
der AulRentemperaturvariante fanden sich an 80% der Pflanzen Lasionen, wahrend
in der 15°C und der 20°C Variante an 70 bzw. 82,5% der Pflanzen L&sionen
festgestellt werden konnten. Es liel3en sich keine statistischen Unterschiede in der
Haufigkeit der Infektion zwischen den Temperaturvarianten gemittelt Uber alle
verwendeten Isolate absichern (n=40, Fischer-LSD, p<0,05), (Algermissen 2008). Die
GroRe der beobachteten Lasionen kann anhand der Boniturnoten, die fur alle
Varianten in Abb. 25 dargestellt sind, beurteilt werden. Auch konnte kein statistischer
Unterschied zwischen den verschiedenen Temperaturen festgestellt werden, obwohl
der Boden in der AuRentemperaturvariante regelmafig gefroren war und somit zu

dieser Zeit nicht mit einer Entwicklung des Pilzes gerechnet werden kann.
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Boniturnoten nach Temperatur
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Abb. 25: Durchschnittliche Boniturnoten (1-4) mit Standardabweichungen in den drei
Temperaturvarianten, das Mittel aller finf eingesetzten S. sclerotiorum Isolate.
Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Varianten (n=40, Fischer-LSD, p<0,05), (Algermissen 2008).

Durch Auslegen auf PDA- oder SSM-Medium bzw. durch Inkubation der Wurzeln in
einer feuchten Kammer wurde im Anschluss an die oben beschriebene Bonitur
versucht den Pilz S. sclerotiorum aus den L&sionen zu reisolieren. Die
Reisolationsraten sind in Abb. 26 fir jede Temperaturvariante dargestellt. Deutlich zu
erkennen ist, dass die Unterschiede zwischen den einzelnen Isolationsmethoden
vergleichsweise gering sind. Zwischen den Temperaturvarianten konnten allerdings
extreme Unterschiede beobachtet werden. Vor allem in der AuRentemperaturvariante
gelang es haufiger vitales pilzliches Material aus den Lasionen zu isolieren, wahrend

dies bei den beiden anderen Varianten eher selten gelang.
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Abb. 26: Reisolationsrate [%] von S. sclerotiorum aus Lasionen an der Wurzel mit Hilfe
verschiedener Methoden (Auslegen auf PDA- oder SSM-Medium bzw. Inkubation in der
Feuchten Kammer) in den drei Temperaturvarianten Uber die funf eingesetzten
S. sclerotiorum Isolate (n = 40), (Algermissen 2008).

Die funf eingesetzten Isolate zeigten allerdings, wie in Abb. 27 ersichtlich, statistisch
absicherbare Unterschiede in der Aggressivitat. Wahrend das Isolat aus Lubeck tber
alle Temperaturvarianten die hochste Aggressivitat zeigte, wiesen die beiden Isolate
aus Gottingen und Thule deutlich kleinere Lasionen auf.

Auch die Befallshaufigkeit unterschied sich zwischen den eingesetzten Isolaten.
Wahrend vor allem die Isolate SS LU und SS F sehr hohe Werte erreichten, zeigten

die Isolate SS GO und SS TH insgesamt eine reduzierte Befallshaufigkeit
(Algermissen 2008).
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Abb. 27: Durchschnittliche Boniturnoten (1-4) mit Standardabweichungen der finf
eingesetzten S. sclerotiorum Isolate (SS GO, SS TH, SS LU, SS F und SS 1.5) bzw. der
Kontrolle Uber die drei Temperaturvarianten. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den lIsolaten (n=24, Fischer-LSD, p<0,05),
(Algermissen 2008).

Getrennt nach Isolaten lieBen sich weitere Unterschiede zwischen den
Temperaturvarianten erkennen (Abb. 28). Wahrend die Isolate SS LU, SS F und
SS 1.5 in der Variante mit 15°C signifikant grof3ere Lasionen erzeugten als die
Isolate SS GO und SS TH, lieB sich in der Variante 20°C kein solcher Unterschied
absichern. In der AuBentemperaturvariante konnte lediglich das Isolat SS LU
signifikant von den Isolaten SS GO und SS TH abgegrenzt werden. Dies zeigt, dass
einzelne Isolate deutliche Unterschiede in ihren Temperaturbedirfnissen aufweisen.
Wahrend das Isolat SS LU in allen drei Varianten sehr groRRe Lasionen erzeugte,
riefen die Isolate SS GO und SS TH bei 20°C deutlich groRere Lasionen hervor als
bei z.B. 15°C. Eine geringfligig reduzierte Boniturnote konnte auch bei dem lIsolat
SS F in der AulRentemperaturvariante im Gegensatz zu den beiden Ubrigen Varianten
beobachtet werden. Das Isolat SS 1.5 dagegen verhielt sich gegensatzlich und rief
die grof3ten Lasionen bei kiithleren Temperaturen hervor (Algermissen 2008).
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Auch in der Befallshaufigkeit lieBen sich getrennt nach Isolaten Unterschiede
feststellen. Wahrend die Isolate SS GO und SS TH vor allem in der 20°C Variante
hohe Befallshaufigkeiten erreichten, war dies bei den drei Ubrigen Isolaten nicht der
Fall. Hier lieBen sich bei allen Temperaturen vergleichbare Befallshaufigkeiten

beobachten (Algermissen 2008).
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Abb. 28: Durchschnittliche Boniturnoten (1-4) mit Standardabweichungen der finf
eingesetzten S. sclerotiorum lIsolate (SS GO, SS TH, SS LU, SS F und SS 1.5) bzw. der
Kontrolle in den drei Temperaturvarianten. Unterschiedliche Majuskel, Minuskel oder
griechische Buchstaben kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Isolaten (n=8, Fischer-LSD, p<0,05), (Algermissen 2008).

3.6 Pflanzentransformation und Resistenztestung der Transformanten

Aus den 4020 verwendeten Hypokotylsegmenten konnten nach der Transformation
und Selektion 59 sprossbildende Kalli regeneriert werden. Aus diesen Kalli lie3en
sich zum groRten Teil Pflanzen regenerieren, die schlie3lich mittels PCR-Verfahren
auf eine erfolgreiche Transformation und die Anwesenheit der inserierten Gene hin

getestet werden konnten.
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Es lieRBen sich bei dem Konstrukt TOXDC 20 erfolgreiche Transformationsevents
identifizieren und zur Vermehrung nutzen. Bei dem Konstrukt DH10B handelte es
sich um 24 Events. Von diesen Linien wurden jeweils zehn anhand der vorhandenen
Saatgutmenge ausgewahlt und in den nachfolgenden Versuchen eingesetzt. Es
stellte sich heraus, dass alle eingesetzten Linien der T1 des Konstrukts TOXDC das
Genkonstrukt aufwiesen. Bei dem Konstrukt DH10B wiesen neun der zehn
eingesetzten Linien das Konstrukt auf, so dass davon ausgegangen werden muss,
dass bei einer Linie das Gen nicht stabil ins Genom eingebaut wurde. Der Anteil der

transgenen Pflanzen in den einzelnen Linien variierte und ist in Tab. 24 angegeben.

Tab. 24: Mittels PCR ermittelter Anteil transgener Pflanzen [%] der 20 eingesetzten Linien in

den Inokulationsversuchen.

Anteil transgener Pflanzen in Anteil transgener Pflanzen in

Inokulationsversuchen [%)] Inokulationsversuchen [%]
TOXDC-2 18,75 DH10B-59 68,75
TOXDC-4 76,47 DH10B-62 58,82
TOXDC-12 82,35 DH10B-67 88,24
TOXDC-14 82,35 DH10B-68 88,24
TOXDC-15 58,82 DH10B-73 81,25
TOXDC-17 64,71 DH10B-77 94,12
TOXDC-22 82,35 DH10B-93 76,47
TOXDC-44 94,12 DH10B-95 64,71
TOXDC-48 70,58 DH10B-97 64,71
TOXDC-54 82,35 DH10B-99 0,00

Der Anteil transgener Pflanzen im Oxalsduretest betrug allerdings bei den Linien
TOXDC-22, TOXDC-44, TOXDC-54, DH10B-67, DH10B-68 und DH10B-77 88,24%;
94,12%; 82,35%; 35,29%; 82,35% und 88,24% und unterschied sich somit deutlich

von den in Tab. 24 dargestellten Haufigkeiten.

Durch die Synthese der cDNA aus der extrahierten RNA und einer anschlie3enden
PCR-Untersuchung, um Teile der inserierten Gene nachzuweisen, lie3 sich in allen
Linien die fur die nachfolgenden Gewéchshausversuche genutzt wurden, die
Expression der inserierten Gene zeigen. Die einzige Ausnahme stellte hierbei die

Linie DH10B-99 dar, die das Gen nicht stabil ins Genom eingebaut zu haben scheint.




108 Ergebnisse

Da lediglich eine qualitative PCR eingesetzt wurde, kann keine Aussage Uber die

Hohe der Expression in den einzelnen Linien getroffen werden.

Um phéanotypische Unterschiede, die durch die Insertion der oben beschriebenen
Gene hervorgerufen werden, beobachten zu kdnnen wurden 19 der transgenen
Linien zusammen mit dem Wildtyp in Gewachshausversuchen eingesetzt. Hierzu
wurde, um moglichst schnell einen ersten Eindruck gewinnen zu kénnen, zunachst
das Blatt von noch jungen Pflanzen inokuliert und der Durchmesser der sich
entwickelnden Lasionen Uber die Zeit festgehalten, um daraus den AUDPC-Wert zu
errechnen. Diese AUDPC-Werte der einzelnen Linien sind in Abb. 29 dargestellt. Die
Lasionen an den Blattern waren zu Beginn des Versuchs rundlich. Sobald es dem
Pathogen allerdings gelang Leitgefal3e zu infizieren, kam es zu einer extrem
schnellen Ausbreitung entlang dieses Leitgefal3es. Dies fuhrte zu Lasionen, deren
Durchmesser nicht mehr ohne Weiteres genau zu bestimmen waren, so dass hierin
u.U. ein Grund fur die relativ hohe Streuung der Daten liegt. Zwar sind tendenzielle
Unterschiede zu erkennen, diese sind aufgrund der hohen Streuung der Daten
allerdings nicht immer signifikant. Auf3erdem ist zu beachten, dass sich der Wildtyp
Drakkar im Mittelfeld der eingesetzten Linien befindet und sich von keiner anderen
Linie signifikant unterscheidet. Da ein deutlicher Unterschied zumindest zum Wildtyp
Zu erwarten ware, ist zu vermuten, dass es sich bei den tbrigen Unterschieden, auch

wenn sie sich statistisch absichern liel3en um falsch positive Ergebnisse handelt.
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Abb. 29: Durchschnittiche AUDPC (Area under Disease Progress Curve) Werte nach einer
Inokulation am Blatt der im Gewachshausscreening eingesetzten transgenen Linien bzw. des
Wildtyps Drakkar mit Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen (n=2-96, HSD Test flr
ungleiche n, p<0,05).

Bei diesem Versuch konnten aufgrund der unterschiedlichen
Aufspaltungsverhéltnisse in den einzelnen Linien und zum Teil nicht geglickten
Inokulationen zwischen 6 und 16 Wiederholungen in die Auswertung mit einbezogen
werden. Ausnahmen stellen hierbei die Genotypen TOXDC-2, bei dem lediglich zwei
Wiederholungen genutzt werden konnten, und Drakkar, von dem 96 Werte in die
Auswertung eingingen. Die hohe Anzahl an Pflanzen des Genotyps Drakkar lasst
sich durch die Tatsache erklaren, dass samtliche Pflanzen inokuliert wurden und die
nicht transgenen Pflanzen als Kontrolle oder Wildtyp genutzt werden konnten. Die
Streuung der Daten ist allerdings trotz der hohen Anzahl an Pflanzen auch beim
Genotyp Drakkar vergleichsweise hoch. Um ein anderes Gewebe zu testen und u.U.
dennoch schnell erste Ergebnisse zu generieren, wurden im Anschluss an diesen
Versuch von den Pflanzen Blattstiele entnommen und diese inokuliert. Auch hierbei
wurde wieder die Ausbreitung des Pilzes Uber die Zeit beobachtet und daraus der
AUDPC-Wert errechnet. Die AUDPC-Werte der eingesetzten Linien sind in Abb. 30
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dargestellt und zeigen ein ahnliches Bild, wie schon im vorherigen Versuch
aufgezeigt. Wiederum lasst sich der Wildtyp Drakkar im Mittelfeld der eingesetzten
Linien finden. Bei diesem Versuch konnten allerdings keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Linien beobachtet werden. Auch ein Zusammenhang
zwischen den beiden Versuchen lie3 sich nicht herstellen (Lineare Regression;
p = 0,6745; R =0,01).
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Abb. 30: Durchschnittiche AUDPC (Area under Disease Progress Curve) Werte nach einer
Inokulation des Blattstiels der im Gewachshausscreening eingesetzten transgenen Linien
bzw. des Wildtyps Drakkar mit Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen (n=3-116,
HSD Test fur ungleiche n, p<0,05).

Die Anzahl der auswertbaren Wiederholungen lag in diesem Versuch zwischen 8 und
15, was wiederum zum gro3ten Teil an den unterschiedlichen
Aufspaltungsverhaltnissen der Linien lag. Lediglich bei dem Genotyp TOXDC-2
konnten nur drei Wiederholungen ausgewertet waren. Bei dem Wildtyp Drakkar
dagegen konnten 116 Wiederholungen genutzt werden. Schliel3lich wurde versucht,
die ausgewdhlten Linien analog zu den Gewachshausscreenings am Stangel zu

inokulieren und somit die dritte Gewebeart in die Betrachtung mit einzubeziehen. Die
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Ausbreitung der Lasion konnte allerdings in diesem Versuchsansatz aufgrund der
geringen Pflanzenhdhe nicht tber neun Tage, sondern lediglich Uber einen Zeitraum
von sieben Tagen beobachtet werden. Hieraus wurden die AUDPC-Werte errechnet
und in Abb. 31 dargestellt. Wie in der Abbildung zu erkennen ist, befindet sich der
Wildtyp im Mittelfeld und lasst sich von keiner anderen Linie signifikant
unterscheiden. Zwar gibt es hier wieder signifikante Unterschiede, &hnlich dem
Versuch in dem die Blatter inokuliert wurden. Da aber der Wildtyp davon wiederum
nicht betroffen ist, kdnnte es sich hierbei ebenfalls um falsch positive Ergebnisse
handeln. Auch zwischen diesem Versuchsansatz und den vorherigen liel3 sich mittels
einer linearen Regression kein statistisch signifikanter Zusammenhang absichern.
Der p-Wert der Regression zwischen diesem und dem Blattinokulationsversuch lag
bei 0,439, wahrend der zwischen diesem und dem Blattstielinokulationsversuch bei
0,991 lag.
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Abb. 31: Durchschnittliche AUDPC (Area under Disease Progress Curve) Werte nach einer
Inokulation des Sténgels der im Gewachshausscreening eingesetzten transgenen Linien
bzw. des Wildtyps Drakkar mit Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen (n=2-79,
HSD Test fur ungleiche n, p<0,05).
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Aufgrund der Aufspaltung und der Tatsache, dass einige Pflanzen durch vorherige
Inokulationen abstarben, konnten in diesem Versuch zwischen 8 und 16
Wiederholungen genutzt werden. Ausnahmen bildeten die Genotypen Drakkar mit 79
und TOXDC-2 mit lediglich zwei Wiederholungen. Zur Testung von transgenem
Pflanzenmaterial im Oxalsduretest, wurden je Genkonstrukt drei Linien und der
Wildtyp auch in diesem Test eingesetzt. Obwohl zu erwarten war, dass die
Differenzierung zwischen Wildtyp und transgenen Linien in diesem Test am
deutlichsten hervortritt, da hierbei der Einfluss der Oxalsdure ohne Anwesenheit des
Pilzes betrachtet wird, liel3 sich der Wildtyp Drakkar nicht statistisch von den tbrigen
Linien differenzieren (Abb. 32). Es konnte kein Einfluss der inserierten Gene auf den
Phanotyp nachgewiesen werden.
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Abb. 32: Anderung der Leitfahigkeit [uS] im bidest. Wasser korrigiert um die Leitfahigkeit zu
Versuchsbeginn und die Anderung der Leitfahigkeit in der Kontrollvariante nach einer
Inkubation fur 2 h in 2mM Oxalséure der eingesetzten transgenen Linien bzw. des Wildtyps
Drakkar mit Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen (n=5-6, HSD Test fir ungleiche n,
p<0,05).

Da lediglich qualitative Daten zur Genexpression vorliegen und sich kein
Ubereinstimmender Effekt durch die Geninsertion in den phanotypischen Daten
erkennen lasst, kann keine Aussage uber einen Zusammenhang zwischen der

Veranderung des Genotyps und Phanotyps getroffen werden.
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4 Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Screeningmethoden zur
Bewertung der Resistenz von Rapssorten oder Brassica-Wildarten gegenuber
S. sclerotiorum entwickelt. Die nachfolgende Diskussion wird zunachst die
Feldversuche, dann das Gewachshausscreening und schlie3lich den Oxalséuretest
naher betrachten. In einem anschlieBenden Methodenvergleich werden die
entwickelten Screeningmethoden kritisch zueinander in Beziehung gesetzt.
Weiterfihrende Ziele dieser Arbeit waren die Betrachtung der Wurzelinfektion und
die Erstellung eines resistenten Standards fir Gewachshaus- und Laborversuche, so
dass in dieser Diskussion auch auf die durchgefuhrten Arbeiten zur
Wurzelinokulation und zur Transformation von Raps zur Erzeugung eines resistenten

Standards eingegangen wird.

4.1 Beurteilung der Sklerotinia Resistenz anhand der Feldversuche

Vor allem die Wetterbedingungen sind fur eine Infektion der Rapsbestande durch
S. sclerotiorum entscheidend. Hier sind vorrangig die Temperaturen, aber auch
Niederschlage und relative Luftfeuchtigkeit zur Zeit der Bliite von Bedeutung (Koch et
al. 2007). In den drei Versuchsjahren bzw. an den drei Versuchsstandorten
herrschten z.T. deutlich unterschiedliche Bedingungen, wie in den Abb. 5 bis 10

dargestellt ist.

So konnen z.B. niedrige relative Luftfeuchtigkeiten zum Zeitpunkt der Blite, wie sie
am Standort Gottingen im Versuchsjahr 2009/10, am Standort Peine in den
Versuchsjahren 2008/09 und 2009/10 oder am Standort Poel im Versuchsjahr
2009/10 zu beobachten waren, ein Grund fur niedrige Befallshaufigkeiten sein. In
drei der vier erwahnten Feldversuche stimmt diese Einschatzung mit den erzielten
Ergebnissen tberein. Lediglich im Versuchsjahr 2009/10 am Standort Peine liel3 sich
eine deutlich hohere Befallshaufigkeit beobachten. Allerdings stieg die relative
Luftfeuchtigkeit in diesem Feldversuch im Mai auf durchschnittlich 80%, so dass
Infektionen zu einem spéateren Zeitpunkt stattgefunden haben kénnten. Dies deckt
sich mit den Beobachtungen, die an diesem Standort gemacht werden konnten, denn
die ersten Symptome wurden erst spat entdeckt und hatten kaum einen Einfluss auf

den Ertrag.
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Laut Koch (2005) wird eine Mindesttemperatur von 7 bis 11°C und eine minimale
Luftfeuchtigkeit von 80 bis 86% bendtigt, damit der Pilz die Pflanze infizieren kann.
Ein weiterer wichtiger Parameter fur die Infektion ist die Temperatur, die vor allem im
Jahr 2008/09 am Standort Poel niedrig war. Dies kénnte ebenso ein Grund fir die

fehlenden Infektionen darstellen.

Zwar kann die stundliche Temperatur und Luftfeuchtigkeit nicht an den oben
dargestellten Grafiken abgelesen werden, aber die Tatsache, dass das
Prognosesystem SkleroPro in allen Jahren eine Behandlungsempfehlung herausgab
zeigt, dass prinzipiell in allen Versuchen ausreichend infektionsguinstige Stunden
vorhanden waren. Auf der anderen Seite sollte bedacht werden, dass SkleroPro im
Jahr 2010 bei der Validierung der Ergebnisse zu einer Uberschatzung des Befalls in
58% der Falle neigte (Tschope und Kleinhenz 2010). SkleroPro gibt eine
Behandlungsempfehlung aus, sobald der zu erwartende Mehrertrag die Kosten durch
die Behandlung Ubersteigt. Folglich sind hierbei wirtschaftliche Schadensschwellen
von grol3er Bedeutung. Fur Hybridsorten liegen diese Schadensschwellen zwischen
25 und 13% zu tolerierendem Befall, wahrend sie fur Liniensorten von 16 bis 5%
Befallshaufigkeit reichen (Dunker und Tiedemann 2004), (Dunker 2006). Diese
Befallshaufigkeiten waéren auch in den Feldversuchen 2008/09 und 2009/10 am
Standort Goéttingen, 2008/09 am Standort Peine bzw. 2008/09 und 2009/10 am
Standort Poel aufgrund der Behandlungsempfehlung vor allem vor dem Hintergrund
der Inokulation der Bestédnde bzw. der Verseuchung der Flachen durch Sklerotien zu
erwarten gewesen. Trotz genauer Bonitur der Befallshaufigkeit bis in das
Schotenpaket hinein, lieBen sich diese Befallshaufigkeiten allerdings kaum
beobachten. Neben den o.g. Einflussfaktoren auf den Infektionserfolg und die
Befallshaufigkeiten mussen hier noch weitere nicht erfasste Parameter eine Rolle
gespielt haben. Eine mdgliche Erklarung waren z.B. Unterschiede in der
tatsdchlichen Niederschlagsmenge und der von SkleroPro zur Berechnung
verwendeten Daten der Wetterstationen. Da sich die Wetterstationen nicht in
unmittelbarer N&he der Versuche befanden, kann es hierbei zu erheblichen

Unterschieden gekommen sein.

Bemerkenswert war im Feldversuch 2007/08 am Standort Gottingen, dass der Befall
in der inokulierten Variante in vielen Fallen unter dem der nicht behandelten Variante

lag. In einigen Fallen lie3 sich dieser Unterschied sogar statistisch absichern, so
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dass von einem negativen Einfluss der Inokulation auf die Infektion ausgegangen
werden muss. Zu erwarten war hier ein deutlich hoherer oder zumindest
vergleichbarer Befall in der inokulierten Variante. Eine mdogliche Erklarung kénnte
eine induzierte Resistenz darstellen. Unter Umstanden wurde durch die scheinbar
nicht erfolgreiche Inokulation eine Resistenzreaktion in der Pflanze induziert, so dass
naturlich vorkommende Sporen an der Infektion gehindert wurden. Vergleichbare
Ergebnisse konnten von Nandini et al. (2010) erzielt werden. Hier wurden
Erdnusspflanzen (Arachis hypogaea L.) verschiedener Sorten mit Kulturfiltraten bzw.
Zellwandbestandteilen von Sclerotium rolfsii (Sacc.) behandelt. Im Anschluss an
diese Behandlung wurde die Aktivitat verschiedener Enzyme bestimmt und
festgestellt, dass die Aktivitat von Peroxidasen, aber auch der Phenylalanin-
Ammonium-Lyase, B-1,3 Glucanase und der Gehalt an Salicylsaure und Lignin durch
die Behandlung mit Kulturfiltraten bzw. Zellwandbestandteilen deutlich erhéht wurde.
Es ist bekannt, dass diese Substanzen Pflanzen direkt vor Befall schutzen kénnen
oder z.B. durch Zellwandverdickungen das Pathogen am Eindringen hindern kdnnen
(Zhu et al. 1994). Dartberhinaus wurde in der Arbeit von Nandini et al. (2010) die
Befallshaufigkeit von S. rolfsii im Feld drastisch reduziert. Ein &hnliches Phanomen
kénnte hier beobachtet worden sein, denn hier wurde der Pilz in Flissigmedium
angezogen, abgesiebt, zerkleinert und auf die Pflanzen ausgebracht. Mit den
Myzelfragmenten wurde, da das Myzel nicht gewaschen wurde, auch ein Rest des
Kulturfiltrats mit appliziert. Die Zerkleinerung des Myzels kann natirlich u.U.
zusatzlich zu einer nennenswerten Menge an Zellwandbestandteilen gefuhrt haben,
die dann ausgebracht wurden. Durch diese Elicitoren kénnte es zu einer systemisch
erworbenen Resistenz in den inokulierten Pflanzen gekommen sein, welche zu

einem niedrigeren Befall gefuhrt haben kénnte.

Alternativ kdnnte die vom Pathogen produzierte Oxalsaure fur die beobachteten
Effekte verantwortlich sein. Oxalsadure kann u.U. auch in den von Nandini et al.
(2010) benutzten Kulturfiltraten vorhanden gewesen sein. Ferrar und Walker (1993)
konnten zeigen, dass das von ihnen verwendete Isolat von S. rolfsii gro3ere Mengen
Oxalsaure in das Kulturmedium abgab, als das verwendete S. sclerotiorum Isolat.
Toal und Jones (1999) haben gezeigt, dass Oxalsaure lokale und systemische
Resistenz induzieren kann. Sie haben einzelne Blatter von Rapspflanzen mit
unterschiedlichen Oxalsaurekonzentrationen behandelt und diese Blatter, neben

weiteren Blattern dieser Pflanzen, mit S. sclerotiorum inokuliert. Die
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Lasionsausbreitung wurde in dieser Arbeit durch die Oxalséure an allen untersuchten
Blattern reduziert. Auch Oxalsaure, die aus dem Kulturfiltrat stammte und zusammen
mit den Myzelfragmenten ausgebracht wurde oder vom Myzel auf den Blattern

gebildet wurde, kdnnte die Resistenzantwort der Pflanzen hervorgerufen haben.

Beide Ansatze konnten die reduzierte Befallshaufigkeit in der inokulierten Variante
erklaren. Denkbar ware allerdings ebenso, dass das verwendete Nahrmedium einen
Einfluss gehabt haben konnte. So konnten sich aufgrund der hohen
Zuckerkonzentration in diesem Medium andere Pilze oder Mikroorganismen auf den
behandelten Blattern ausgebreitet haben, die die Infektion durch Ascosporen
verhindert haben. Sichtbar war ein solcher Pilzbelag auf den behandelten Pflanzen
allerdings nicht. Der hohe Zuckergehalt des Mediums konnte durch eine
Veranderung des osmotischen Potenzials der Losung auf den Bléattern einen Einfluss
ausgelibt haben. So wurde des Ofteren beschrieben, dass Ascosporen von
S. sclerotiorum in Wasser keimen (Achbani et al. 1996), (Whipps et al. 2002), auf den
Blattern befand sich allerdings eine Nahrldsung. Zwar ist die Zusammensetzung der
N&hrldsung in Kapitel 2.2 angegeben, es ist allerdings nicht bekannt, wie lang diese
Losung zum Trocknen auf den Blattern bendétigte. Die Auswirkung einer teilweise
angetrockneten Nahrlésung mit einem hoheren Zuckergehalt auf die Infektion kann
nicht abgeschatzt werden. Um diesen Effekt weitestgehend auszuschlieBen, wurde
stets in den Abendstunden inokuliert, so dass die Losung zumindest tGber Nacht nicht
austrocknen konnte. Am darauffolgenden Tag ist dies allerdings geschehen, so dass
die Konzentration des Nahrmediums nicht mehr genau bestimmt werden kann.
Sofern ausreichend Wasser in der Lésung vorhanden war, sollte ein Auskeimen der
Ascosporen allerdings mdglich sein. So haben z.B. Garg et al. (2010) oder Leone
und Tonneijck (1990) ausgekeimte Sporen in einem P;-Glukose Medium, bestehend
aus 62,5 mM KH:PO4und bis zu 5,5 mM Glukose, beobachtet. Die hier verwendete
Glukosekonzentration lag allerdings mit 0,1 M deutlich Uber diesen Werten. Durch ein
teilweises Austrocknen dieser Losung steigt die Konzentration sogar noch weiter, so
dass dies ebenfalls einen Grund fur die reduzierte Befallshdufigkeit darstellen

konnte.

Das beobachtete Resistenzniveau im Versuchsjahr 2007/08 spiegelte die Einstufung
nach der Bundessortenliste (Anonymus 2006), (Anonymus 2007), (Anonymus 2009)
nur bedingt wieder. Ein Vergleich der in Tab. 1 dargestellten Einstufungen nach der
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Bundessortenliste mit den Ergebnissen, die in Tab. 10 dargestellt sind, zeigt
allerdings gewisse Parallelen. So lassen sich alle Genotypen, die mit einer flunf
eingestuft wurden (moderat anfallig) mit einer Ausnahme unter den zwolf Genotypen
finden, die sich durch geringere Befallshaufigkeiten auszeichneten. Die Ausnahme
bildet der Genotyp Favorit, der trotz der funf in der Einstufung der Bundessortenliste
(Anonymus 2009) mit 22,7% unwesentlich weniger befallen wurde als Hearty, der mit
einer Einstufung von acht laut Bundessortenliste (Anonymus 2007) der anfalligste
Genotyp sein sollte. Trotzdem bleibt anzumerken, dass es Unterschiede im Vergleich
zur Einstufung der Bundessortenliste gab. So wurde z.B. der Genotyp Olpop trotz
einer sechs laut Bundessortenliste (Anonymus 2009) in den hier durchgefihrten
Versuchen als vergleichsweise resistent eingestuft. Auch andere Genotypen, wie z.B.
Mika, der eine hohe Anfalligkeit aufweisen sollte und sich in diesem Feldversuch
eher im Mittelfeld wiederfinden liel3, zeigen, dass die Ergebnisse nicht vollstandig
Ubereinstimmen. In der Bundessortenliste werden die Genotypen mit einer aus
Befallshaufigkeit und Befallsstarke zusammengesetzter Boniturnote versehen. Dies
stellt einen gravierenden Unterschied zu der hier vorliegenden Untersuchung dar,
denn eine Beurteilung der Befallsstarke fand nicht statt, bzw. war nicht méglich, da
die Lasionen wahrend des Boniturzeitraums weiter wuchsen und es somit zu einer
Verfalschung der Ergebnisse gekommen ware. Die beobachteten Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten lieBen sich somit trotz der Unterschiede in der Art der Bonitur
darstellen. Zwar lasst sich die Erhebung der Befallsstarke oft durch die Erhebung der
Befallshaufigkeit ersetzen, wenn das anféllige Gewebe zum Grol3teil befallen ist und
die Befallsstarke allgemein gering ausfallt (Analytis und Kranz 1972), aber bis heute
konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern fir
S. sclerotiorum nachgewiesen werden. Zwar konnten z.B. Ender et al. (2007) eine
signifikante Korrelation zwischen der Befallshaufigkeit und dem Befallsstarkeindex
herstellen, dies kann u.U. darauf zurlickgefuhrt werden, dass sie mit rekombinanten
Inzuchtlinien gearbeitet haben. Hierbei handelt es sich folglich um Genotypen mit
einem engen genetischen Hintergrund, was die Ergebnisse beeinflussen kann.
Dartiberhinaus ist fraglich, ob nicht Resistenzmechanismen im Sortenmaterial

vorhanden sind, die diese Beziehung beeinflussen kénnen.

Weitere Vergleiche der eingesetzten Genotypen fallen schwer, da in nur sehr
wenigen Veroffentlichungen die oben erwédhnten Genotypen genutzt wurden. In der

Arbeit von Rewerts (2003) z.B. stimmten lediglich die Genotypen Smart, Talent und
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Mohican mit den hier verwendeten Uberein. Die Ergebnisse zeigten, dass Mohican
und Talent in Feldversuchen eine sehr niedrige Befallshaufigkeit aufwiesen, wahrend
Smart deutlich haufiger befallen wurde. Dies deckt sich kaum mit den in dieser Arbeit
erzielten Ergebnissen, denn Smart und Talent verhielten sich im Feldversuch
2007/08 vollkommen gegensatzlich. Lediglich Mohican zeigte in beiden
Untersuchungen ein niedriges Befallsniveau. Zu beachten ist allerdings, dass die
Infektionsart in den beiden Arbeiten eine andere war. Wahrend in der hier
vorliegenden Arbeit lediglich der natirliche Befall zugelassen wurde, wurden die
Pflanzen bei Rewerts (2003) durch den Einstich mit myzeliberwachsenen
Zahnstochern in den Stangel inokuliert. Erste Resistenzmechanismen, wie z.B. eine
starkere Kutikula konnen hierbei nicht mehr zum Einsatz kommen. Folglich kdnnen
Unterschiede in der Reaktion der Genotypen auch auf der Infektionsart beruhen.
Rewerts selbst merkt an, dass die erzielten Befallshaufigkeiten gering waren. Er fihrt
dies auf ungeeignete Witterungsbedingungen zum Zeitpunkt der Inokulation und auf
suboptimales  Inokulum  zuriick. Vor allem die Unterschiede in den
Witterungsbedingungen aber auch Unterschiede in der Inokulumqualitat kénnen die
erzielten Ergebnisse stark verzerren, so dass es schwer fallt, eindeutige Aussagen

zu treffen.

Ein Teil der eingesetzten Genotypen wurde in den Sortenversuchen der UFOP
(Union zur Foérderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V.) verwendet. Die Ergebnisse
dieser Versuche werden durch eine mehrortige Prifung erzielt, so dass verschiedene
Umwelten mit einbezogen werden konnten. Im Versuch aus dem Jahr 2003 (Union
zur Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2004) konnten vier
Versuche in die Sklerotinia Bonitur mit einbezogen werden und acht der hier
verwendeten Genotypen wurden darin getestet. Es zeigte sich, dass vor allem
Mohican wie in den hier beschriebenen Versuchen sehr niedrige Boniturwerte fir
Sklerotinia aufwies. Toccata befand sich im Mittelfeld aller getesteten Sorten, war
allerdings besser als alle anderen, die in dieser Arbeit Verwendung fanden. Die
Genotypen Talent, Viking, Elektra, Baldur, Mika und Libretto hatten in den UFOP
Sortenversuchen allesamt Uberdurchschnittlich hohe Sklerotinia Boniturnoten. Dies
deckt sich mit Ausnahme von Libretto mit den hier erzielten Ergebnissen. Auch hier
wiesen die erwdhnten Genotypen einen Uberdurchschnittlichen Befall auf. Im UFOP
Sortenversuch 2004 (Union zur Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP)

2005) konnten sogar zwolf Orte in die Bonitur mit einbezogen werden. Hier zeichnete
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sich Mohican durch einen sehr guten Boniturwert aus, wahrend die Genotypen
Tenno, Viking, Elektra und Trabant durchschnittliche oder Uberdurchschnittliche
Werte zeigten. All diese Genotypen wiesen im Feldversuch 2007/08 mittlere
Befallshaufigkeiten auf und stimmen somit mit den Ergebnissen lberein. Oase zeigte
ein Ubereinstimmendes Bild in beiden Versuchen. Wahrend der Genotyp im UFOP
Sortenversuch eine sehr gute Boniturnote aufwies, zeigte er im hier durchgefuhrten
Feldversuch eine nur geringe Befallshaufigkeit. Gleiches gilt fur den UFOP
Sortenversuch 2005 (Union zur Férderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP)
2006), hier fiel Oase durch einen niedrigen Boniturwert auf. Die Genotypen Talent,
Elektra, Trabant, Bravour und Pacific dagegen wiesen allesamt tiberdurchschnittliche
Werte auf. Dies deckt sich erneut mit den hier erzielten Ergebnissen, denn alle
genannten Genotypen lie3en sich im besten Fall im Mittelfeld wiederfinden. Vor allem
die drei am haufigsten befallenen Genotypen im hier beschriebenem Feldversuch
Talent Bravour und Pacific wiesen im UFOP Sortenversuch sehr schlechte
Boniturnoten auf. Schlechter war lediglich der Genotyp Elektra, der sich in dem hier
beschriebenem Feldversuch jedoch im Mittelfeld wiederfinden lasst. Hier lassen sich
Parallelen zum nachfolgendem Sortenversuch der UFOP finden (Union zur
Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2007), in dem neun Orte
bericksichtigt werden konnten, denn hier zeigte der Genotyp Talent die hdchste
Boniturnote auf, wéahrend Elektra wiederum relativ schlecht und Oase sehr gut
abschnitt. Lediglich die Genotypen Ladoga, Billy und Trabant wiesen in diesem
UFOP Versuch keine Differenzierung auf, wéhrend sie in dem hier durchgefiihrten
Versuch dies sehr wohl taten. Im UFOP Sortenversuch 2007 (Union zur Férderung
von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2008) lasst sich ebenfalls die in dieser
Arbeit beobachtete Differenzierung der Genotypen wiederfinden. Die in der
vorliegenden Untersuchung als wenig anfallig eingestuften Sorten Oase und
Zeppelin zeichnen sich hier durch Boniturnoten unterhalb des Durchschnitts aus,
wahrend Sorten wie Elektra, Trabant, Talent oder Favorit in beiden Feldversuchen
bzw. Bonituren im besten Fall durchschnittiche Resistenzeigenschaften zeigen.
Lediglich vier der hier verwendeten Genotypen lassen sich im UFOP Sortenversuch
2008 finden (Union zur Foérderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2009).
Allerdings stimmen die Ergebnisse wiederum sehr gut Uberein, denn die Sorten Oase
und Zeppelin, die in dem hier durchgefihrten Versuch niedrige Befallshaufigkeiten

aufwiesen, zeichnen sich im UFOP Sortenversuch ebenso durch niedrige
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Boniturnoten aus. Anders verhalt es sich mit den Sorten Elektra und Trabant, die in
beiden Versuchen mittlere Befallshaufigkeiten bzw. Boniturnoten zeigten. Der UFOP
Sortenversuch 2009 zeichnet sich durch allgemein sehr niedrige Boniturnoten aus
(Union zur Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2010).
Daruberhinaus unterscheiden sich die in dieser Arbeit eingesetzten Sorten im UFOP
Sortenversuch kaum. Daher sind kaum Parallelen zwischen den Untersuchungen der

UFOP im Jahr 2009 und den eigenen zu erkennen.

Ein zum Teil vergleichbares Sortiment an Genotypen wurde von Ahlers (2006)
verwendet. Zwar wurde hier nicht die Befallshaufigkeit, sondern die Ausbreitung des
Pathogens innerhalb der Pflanze beurteilt, aber hier liel3 sich ebenso eine
Diskrepanz zwischen den erzielten Ergebnissen und der Einstufung der
Bundessortenliste erkennen. Im Vergleich der Ergebnisse von Ahlers (2006) und den
hier erzielten fallt auf, dass wiederum Oase in beiden Arbeiten als relativ resistent
eingestuft wurde, wéahrend die Genotypen Titan, Viking, Elektra und Mika in beiden
Fallen im Mittelfeld zu finden sind. Talent zeigte in beiden Arbeiten
Ubereinstimmende Ergebnisse und fiel negativ auf. Lediglich der Genotyp Smart
zeigte bei einer eher niedrigeren Befallshaufigkeit in der hier durchgefuhrten Arbeit

eine relativ schnelle Ausbreitung des Pathogens bei Ahlers (2006).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die erzielten Ergebnisse, wenn auch nicht
vollstandig mit der Bundessortenliste identisch sind, so doch einige Parallelen zu
anderen Versuchen dargelegt werden konnten. Vor allem die Ergebnisse der UFOP
Sortenversuche scheinen hier eine relativ verlassliche Datengrundlage darzustellen,
da sie an einer Vielzahl an Orten und Uber mehrere Jahre hinweg durchgefuhrt
wurden. Sie demonstrieren somit die Reproduzierbarkeit der hier erzielten

Ergebnisse.

In den nachfolgenden Feldversuchen wurde zu einem grof3en Teil von den Zichtern
zur Verfugung gestelltes Material verwendet. Da nicht bekannt ist um welche
Genotypen es sich bei diesem Material handelt, kbnnen keine Vergleiche zu anderen
Versuchen angestellt werden. Einzig bei den als Standard ausgewahlten Genotypen
Toccata, Mohican, Pacific und Lion ist bekannt um welche Sorten es sich handelt. Im
Feldversuch 2008/09 am Standort Goéttingen zeigten diese vier Genotypen allerdings
ein widersprichliches Ergebnis. Wahrend Toccata und Pacific mit ihrem

Resistenzniveau die Ergebnisse des Vorjahres bestatigten, war dies bei Mohican und
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Lion nicht der Fall. Welche Faktoren dafur verantwortlich sind lasst sich nicht ohne
weiteres sagen. Fest steht, dass der Befall deutlich niedriger war und die Abstufung
der Genotypen schlechter. Ein Einfluss der unterschiedlichen Isolate von Sklerotinia,
die zum Einsatz kamen kann weitestgehend ausgeschlossen werden. An
Sonnenblume wurden Studien zu mdglichen Wirt-Parasit Beziehungen durchgefthrt
und es konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede in der Aggressivitat der
eingesetzten Isolate gab, wobei das Ranking der getesteten Genotypen aber
unverandert blieb (Castafio et al. 1991), (Castafo et al. 2001). Erst nach erfolgter
Bonitur stellte sich heraus, dass es sich bei dem Genotyp LBN 241/78 um die Sorte
Pacific handelte, so dass dieser Genotyp in diesem Feldversuch doppelt getestet
wurde. Die Ergebnisse liegen mit einer Befallshaufigkeit von 20,66% fur LBN 241/78
und 20,52% fiur die Sorte Pacific sehr dicht beieinander und zeigen nicht nur, dass
der Stichprobenumfang ausreichend hoch gewahlt wurde, um die tatsachliche
Befallshaufigkeit widerzuspiegeln, sondern demonstrieren dariiberhinaus die Gite
des Versuchs. Aul3erdem stellte sich nach der Bonitur heraus, dass es sich bei dem
Genotyp NPZ 2 um die Sorte Visby mit einer Einstufung nach Bundessortenliste von
5 (Anonymus 2007) handelt. Im durchgefuhrten Feldversuch zeigte sich allerdings
eine deutlich hohere Anfalligkeit, so dass diese Daten nicht Ubereinstimmen. Auch
die Befallshaufigkeit, die fur den Genotyp NPZ 1, bei dem es sich um die Sorte
Lorenz handelt, stimmt nur wenig mit anderen Versuchen Uberein. Zwar wurde diese
Sorte in der Bundessortenliste (Anonymus 2007) mit einer sechs eingestuft und somit
als eher anfallig kategorisiert, was sich mit den hier erzielten Ergebnissen deckt,
allerdings liel3 sich diese Sorte in den UFOP Sortenversuchen 2006 (Union zur
Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP) 2007), die immerhin an neun
Standorten durchgefuhrt wurden, eher im Mittelfeld wiederfinden. Die Einstufung der
beteiligten Zuchterhauser bzgl. der Anfélligkeit der Genotypen liel3 sich in diesem
Versuch kaum wiederfinden. Von den funf als relativ resistent eingestuften
Genotypen wiesen nur zwei (LBN 241/78 und NPZ 1) in diesem Versuch hohe
Befallshaufigkeiten auf. Auf der anderen Seite zeichneten sich einige der als moderat
oder gering anféllig eingestuften Genotypen durch eine mittlere bis hohe

Befallshaufigkeit aus.

Die Befallshaufigkeiten, die in der Frihjahrsbonitur beobachtet wurden, stimmen
ebenfalls nicht mit den Befallshaufigkeiten zu BBCH 80 uberein, was aus der

Regression, die in Abb. 14 dargestellt ist, ersichtlich wird. Dies ist zum einen auf die
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z.T. extrem hohe Streuung der Daten im Fruhjahrsbefall zuriickzufihren. Zum
anderen aber auch auf Unterschiede im Habitus der Pflanzen. Die Streuung der
Daten machten es nahezu unmadglich statistische Unterschiede abzusichern, obwohl
der Befall mit bis zu 18% Befallshaufigkeit tberraschend hoch war. Abweichungen im
Habitus der Pflanzen fiihrten zu einer nicht gleichméRigen Ausbreitung des Befalls im
Bestand. Zeichnete sich eine Sorte durch eher vertikal ausgerichtete Blatter aus, so
fiel es dem Pathogen deutlich schwerer Nachbarpflanzen zu befallen. Dieser Befall
von Nachbarpflanzen, der fur das nesterartige Auftreten der Symptome
verantwortlich war, fuhrte zum einen zu der hohen Streuung der Daten, zum anderen
aber auch zu einer Verzerrung der Ergebnisse, so dass das Resistenzniveau der
Genotypen in den Hintergrund trat.

Ein vergleichbares Symptom lasst sich z.B. bei Sonnenblumen beobachten. Auch
hier keimen Sklerotien myzeliogen aus und infizieren Pflanzen direkt (Huang und
Dueck 1980), (Huang und Hoes 1980), (Huang 1985), (Adams und Tate 1976),
(Masirevic und Gulya 1992). Ein solcher Mechanismus ist ebenso bei Raps
vorstellbar, allerdings ist der Radius, in dem das Myzel eines Sklerotiums eine
Pflanze infizieren kann, begrenzt. Willetts und Wong (1980) berichten, dass der Pilz
nicht in der Lage ist Pflanzen zu infizieren, die sich mehr als 2 cm vom Sklerotium
entfernt befinden. Diese Tatsache, zusammen mit der extrem hohen Sklerotiendichte
in den oberen Bodenschichten in den hier durchgefuhrten Feldversuchen, erklart das
beobachtete Ph&dnomen der Fruhjahrsinfektion. Holley und Nelson (1986) zeigten
einen signifikant positiven Zusammenhang zwischen Inokulumdichte und
Befallshaufigkeit an Sonnenblume. Da hier der gleiche Infektionsweg vorhanden ist,
zeigt dies eindrucksvoll den Einfluss der hohen Sklerotiendichte auf den
Frihjahrsbefall in den hier durchgefiihrten Versuchen.

Die Feldversuche im Versuchsjahr 2008/09 am Standort Peine und Poel zeichneten
sich durch extrem niedrige Befallshaufigkeiten aus, so dass auf eine Diskussion der

Ergebnisse verzichtet wird.

Der Feldversuch 2009/10 am Standort Goéttingen wies ebenfalls einen relativ
geringen Befall auf. Hier ist die Differenzierung der Sorten nur gering. Aus diesem
Grund féllt die Einstufung der als Standard gewahlten Genotypen schwer. Zwar war
der Befall von Mohican nur gering, dagegen befanden sich sowohl Pacific wie auch

Toccata eher im Mittelfeld. Der hohe Befall von Lion wird ebenso durch die geringe
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Differenzierung von nur 6,6% zwischen Lion und Mohican Uberschattet. In diesem
Versuch wurden sechs von den beteiligten Zichtern als hoch anféllig eingestufte
Genotypen verwendet. Die Einstufung der Zuchter bzgl. der Resistenz der
Genotypen stimmte bei diesen sechs Genotypen bei KWS-SCL-1, NPZ1,
SRG 2009/03 und SYN Sclerol mit den erzielten Ergebnissen Uberein. Dagegen war
dies bei den Genotypen DSV 4-09 und NIC06-1346CB nicht der Fall. Auch bei den
als moderat anfallig eingestuften Genotypen lassen sich einzelne mit hohen
Befallshaufigkeiten finden. Noch niedriger stellt sich der Befall im Frihjahr dieses
Jahres dar, so dass abschlieRend gesagt werden muss, dass eine Bewertung der
eingesetzten Genotypen auf Basis dieser Ergebnisse nicht mdglich ist. Der
Frihjahrsbefall in diesem Feldversuch war feststellbar, lag allerdings auf einem
extrem niedrigen Niveau. Aus diesem Grund war es nicht mdglich einen signifikanten

Zusammenhang zwischen diesen beiden Befallsarten herzustellen.

Anders sah es dagegen im Feldversuch 2009/10 am Standort Peine aus. Hier war
die Befallshaufigkeit allgemein hoher, allerdings wurde Kkein Fruhjahrsbefall
beobachtet. Die als Standard ausgewahlten Genotypen wiesen allerdings alle eine
Befallshaufigkeit im mittleren Bereich auf. Eine deutliche Differenzierung war
zwischen ihnen, auch wenn Mohican wiederum den niedrigsten Befall dieser vier
Genotypen und Lion den hdchsten Befall aufwies, kaum erkennbar. Pacific und
Toccata zeigten keine klare Tendenz. In allen Versuchen zeigt Mohican immer eine
niedrige Befallshaufigkeit. So war dies im Feldversuch 2007/08, 2009/10 an den
Standorten Goéttingen und Peine aber auch in der Arbeit von Rewerts (2003) oder in
den UFOP Sortenversuchen (Union zur Férderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V.
(UFOP) 2004), (Union zur Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP)
2005) der Fall. Dieses sehr konsistente Ergebnis konnte im Feldversuch 2008/09 am
Standort Goéttingen nicht gezeigt werden. Dies zeigt, dass in diesem Versuch die

Befallshaufigkeit allgemein zu niedrig war um deutliche Aussagen treffen zu kénnen.

Im Feldversuch 2009/10 am Standort Peine wurden wiederum sechs von den
Zuchtern als hoch anfallig beschriebene Genotypen verwendet, die sich allerdings
nicht alle durch eine hohe Befallshaufigkeit auszeichneten. Wéahrend vier dieser
sechs Genotypen vergleichsweise hohe Werte zeigten und einer im Mittelfeld lag,
zeigte der Genotyp DSV4-09, wie schon am Standort Goéttingen zu beobachten war,

eine sehr niedrige Befallshdufigkeit. Die Einstufung des Zichters sollte also
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hinterfragt werden. Die beiden einzigen Genotypen dieses Feldversuchs tber die
zusatzliche Informationen verfiigbar waren, waren die Genotypen NPZ1 und NPZ2.
Wahrend es sich bei NPZ1 um die Sorte Lorenz handelte, die eine Einstufung nach
Bundessortenliste (Anonymus 2007) von sechs erhielt, handelte es sich bei NPZ2 um
die Sorte Visby mit der Einstufung von finf. Die erzielten Ergebnisse stimmen bei
diesen beiden Genotypen mit den Angaben der Bundessortenliste tberein, denn
NPZ1 zeigte eine deutlich hohere Befallshaufigkeit als NPZ2. Uber die Ubrigen
Genotypen lasst sich lediglich sagen, dass eine verhaltnismaRig gute Differenzierung
zu beobachten war, auch wenn die Einstufung der Zichter als moderat anfallig nicht

in allen Fallen bestatigt werden konnte.

In diesem Jahr lieR? sich kein nennenswerter Befall von S. sclerotiorum am Standort

Poel beobachten, so dass die Diskussion dieses Standorts entfallt.

Mit Ausnahme des Feldversuchs 2007/08 am Standort Goéttingen und 2008/09 und
2009/10 am Standort Poel wurde in jedem Versuch eine Ertragserfassung
durchgefiihrt. Dank dieser Ertragserfassung und der Behandlung mit Cantus als
Standard in jeweils einer Subparzelle konnte der Ertragsverlust fir die eingesetzten
Sorten bestimmt werden. Die Behandlung mit Cantus fihrte in allen Fallen zu einer
extrem niedrigen Befallshaufigkeit, so dass von einer zeitlich gut abgestimmten
Blutenspritzung ausgegangen werden kann. Es lieRen sich zwar Unterschiede im
Ertrag zwischen den inokulierten und der mit Cantus behandelten Subparzellen
feststellen, diese lie3en sich aber nur selten mit der Befallshaufigkeit korrelieren
(siehe Abb. 15 und 18). Lediglich im Feldversuch 2008/09 am Standort Gottingen
konnte eine schwache Korrelation zwischen der Befallshaufigkeit und dem
Ertragsverlust hergestellt werden (siehe Abb. 13). Dies liegt zum einen an der
verhaltnismaRig groRen Streuung der Daten beider Parameter, zum anderen aber
auch daran, dass die Versuchsflachen fur eine Ertragsbestimmung relativ klein
waren. Eine engere Korrelation der beiden Parameter ware zu erwarten gewesen,

konnte aber u.U. auch aufgrund der niedrigen Befallswerte nicht abgesichert werden.

In anderen Arbeiten konnten sehr wohl Zusammenhange zwischen der
Befallshaufigkeit und dem Ertragsverlust hergestellt werden. Hier ist zum einen die
Arbeit von Dunker (2006) zu nennen, in der je 1% Befallshaufigkeit ein Ertragsverlust
von 0,35% fur Hybridsorten und 0,4% fir Liniensorten beschrieben wird. Die

unterschiedliche Reaktion der Sortentypen kann in der hier vorliegenden Arbeit keine
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Bericksichtigung finden, da der Sortentyp der Genotypen nicht bekannt ist.
Unterschiedliche Reaktionen auf einen Befall erklaren allerdings zumindest zum Teill
die nicht signifikanten Korrelationen in dieser Arbeit. Bei Dunker (2006) konnte
ebenso gezeigt werden, dass die Ertragswirkung einer Infektion vom Zeitpunkt
derselben abhangt. Auch der Zeitpunkt der Infektion kann in der hier vorliegenden
Arbeit fur die meisten Feldversuche nicht genau benannt werden. Lediglich fur den
Feldversuch 2009/10 am Standort Peine ist bekannt, dass die ersten Symptome sehr
spat auftraten, was erklart, warum sich trotz des relativ hohen Befalls keine
eindeutige Wirkung auf den Ertrag zeigte. Auch Kirkegaard et al. (2006) konnten eine
deutliche Reduktion des Ertrags durch eine Infektion durch Sklerotinia feststellen.
Hier lag der Verlust mit 1,3% je 1% Befallshaufigkeit allerdings deutlich héher als bei
Dunker (2006) und zeigt somit den Einfluss klimatischer und anbautechnischer
Faktoren deutlich. Einen niedrigeren Ertragsverlust von 0,57% je 1%
Befallshaufigkeit wurde von del Rio et al. (2007) beschrieben. Interessant an dieser
Arbeit ist, dass sich kein Zusammenhang zwischen der Befallshaufigkeit und dem
Ertrag herstellen lie3, wenn der Befall unter 25% lag. Ein Befall von mehr als 25%
konnte in der hier vorliegenden Arbeit allerdings nur in dem Feldversuch 2007/08 am
Standort Gottingen, in dem keine Ertragserfassung durchgefiihrt werden konnte, und
im Feldversuch 2009/10 am Standort Peine, bei dem die Infektion allerdings sehr
spat stattfand, erreicht werden. Folglich ist es nicht verwunderlich, dass sich keine
hoch signifikanten Zusammenhange zwischen dem Ertrag und der Befallshaufigkeit
herstellen lie3en. Ertragsverluste werden u.U. bei niedrigen Befallshaufigkeiten durch
das hohe Kompensationsvermdgen des Rapses ausgeglichen, so dass eine gewisse
Befallshaufigkeit vorhanden sein muss, um signifikante Zusammenhange herstellen
zu konnen. Ebenso konnen andere Kulturpflanzen einen niedrigen Befall z.T.
kompensieren. Fur Bohnen (Phaseolus vulgaris L.) ist sogar beschrieben, dass
Ertragsverluste erst ab 30 bis 40% Befallshaufigkeit nachweisbar sind (Kerr et al.
1978).

Unterschiedliche Auswirkungen des Befalls auf den Ertrag verschiedener Sorten
konnten von Dunker (2006) anhand von Untersuchungen mit Linien- und Hybrid-
Sorten gezeigt werden. Zwischen verschiedenen Liniensorten konnten zwar bereits
Unterschiede im Befallsniveau und somit der Anféalligkeit demonstriert werden, die
Reduktion des Ertrags befand sich allerdings auf einem einheitlichen Niveau (Pope




126 Diskussion

et al. 1989). Hoffman et al. (1998) ermittelten bei Sojabohnen allerdings

unterschiedliche Reaktionen verschiedener Sorten auf den Ertrag.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die fehlenden oder nur schwachen
Korrelationen zwischen dem Ertragsverlust und dem Unterschied in der
Befallshaufigkeit in dieser Arbeit, welche in den Abb. 13, 15 und 18 dargestellt sind,
auf mehrere Faktoren zuriickgefihrt werden kann. Neben dem Einfluss der
unterschiedlichen Reaktionen der beiden Sortentypen in diesen Versuchen auf den
Ertragsverlust, dem Zeitpunkt der Infektion, der in der hier vorliegenden Arbeit weder
gesteuert noch erfasst wurde, und Ungenauigkeiten vor allem in der Erfassung der
Erntemenge aufgrund kleiner Parzellen, ist hier besonders das niedrige Befallsniveau
zu nennen. Die Versuche in denen der Befall hoher war, so dass ein Zusammenhang
héatte abgesichert werden konnen, eigneten sich aufgrund des Hagelereignisses am
Standort Gottingen in 2008 bzw. aufgrund des sehr spaten Befalls am Standort Peine
im Jahr 2010 nicht zur Erstellung aussagekraftiger Zusammenhange. Der einzige
signifikante Zusammenhang konnte im Versuch 2008/09 am Standort Gottingen
hergestellt werden. Hier lasst sich an der Gleichung der Regressiongerade ablesen,
dass je 1% Befall der Ertragsverlust um 0,19% zunahm. Dies deckt sich kaum mit
den Angaben aus der Literatur, welche im Allgemeinen deutlich héher liegen. Die
oben genannten Einflussfaktoren spielen auch hier eine entscheidende Rolle.
Interessant ist allerdings, dass sich dieser Zusammenhang signifikant absichern lief3,
auch wenn der Befall deutlich unter den von del Rio et al. (2007) beschriebenen 25%
lag. Als letzter Einflussfaktor kann hier auch die Art der Bonitur in der vorliegenden
Arbeit genannt werden. Um Aussagen Uber die Resistenzeigenschaften der
Genotypen treffen zu konnen, wurde jede L&sion erfasst. L&sionen, die im
Schotenpaket zu finden sind, haben einen wesentlich geringeren Einfluss auf den
Ertrag der Pflanze als Lasionen am Stangel. Es ist fraglich in wie weit auch Lasionen

an den Schoten in anderen Arbeiten mit in die Betrachtung einbezogen wurden.

Um fundierte Aussagen uUber die Wirkung des Befalls auf den Ertrag treffen zu
kénnen sollten weitere Versuche durchgefiihrt werden, in denen zum einen ein
deutlich hdéheres Befallsniveau erzielt werden musste, aber auch die Sortentypen
getrennt betrachtet werden muissten. Auch sollten grol3ere Parzellen fur eine
Ertragserfassung angelegt werden, die dariberhinaus im Kerndruschverfahren

beerntet werden sollten um Randeffekte weiter zu reduzieren.
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Auch wenn der Befall in allen Feldversuchen, in denen kuinstlich Sklerotien
ausgebracht wurden als eher gering einzustufen ist, so kann nicht von einer
fehlgeschlagenen Inokulation oder Verseuchung der Flachen gesprochen werden.
Ein Indiz fir den Erfolg der Verseuchung der Versuchsflache stellt ein weiterer
Feldversuch dar, der nur ca. 700 m vom Feldversuch 2009/10 am Standort Gottingen
entfernt lag, und somit vergleichbaren Bedingungen unterlag. In diesem Feldversuch
wurde ebenfalls auf eine Blutenspritzung verzichtet und die Befallsh&ufigkeit analog
zu den hier beschriebenen Versuchen erhoben. Es zeigte sich, dass die
Befallshaufigkeit in diesem Versuch im Mittel unter 3% lag (Winter 2011). Dies stellt
eine geringere Befallshaufigkeit als in dem hier beschriebenem Versuch dar, welche
bei durchschnittlich 6,9% lag, so dass von einer, wenn auch sehr geringen Erhéhung

des Befallsniveaus gesprochen werden kann.

Gugel und Morrall (1986) zeigten einen signifikant positiven Zusammenhang
zwischen der Anzahl an gekeimten Sklerotien je m2 und der Befallshaufigkeit. Hierbei
wurde die hochste Befallsh&ufigkeit von ca. 75% bei sechs Sklerotien je m2 erreicht,
so dass von einer ausreichend starken Verseuchung der Flachen in der hier

vorliegenden Arbeit ausgegangen werden kann.

Als zusatzliche Bonitur wurde in den Feldversuchen 2007/08 und 2009/10 am
Standort Goéttingen eine Bonitur der Stoppeln durchgefihrt. In beiden Féllen zeigte
die Stoppelbonitur héhere Befallshaufigkeiten als die Bonitur der Ganzpflanze zu
BBCH 80. Dies ist darauf zurtickzufihren, dass die Stoppelbonitur zu einem deutlich
spateren Zeitpunkt durchgefihrt wurde. Durch die zusétzliche dem Pathogen zur
Verfigung stehende Zeit konnten sich auch sehr kleine Lasionen entwickeln und
nach der Ernte erfasst werden. Die in den Abb. 11 und 17 dargestellten
Regressionsgeraden verdeutlichen allerdings, dass es Unterschiede zwischen den
beiden Versuchsjahren und zwischen den Varianten im Versuchsjahr 2007/08 gab.
Die Steigung der Geradengleichung unterscheidet sich in den drei Regressionen, so
dass es zu Unterschieden in der Einschétzung des Befalls kommt. Trotzdem konnten
signifikante Zusammenhange zwischen den beiden Boniturformen hergestellt werde.
Es kann davon ausgegangen werden, dass beide Formen zu einer reproduzierbaren

Einschatzung des Befalls genutzt werden kénnen.

Zu bedenken ist bei der Stoppelbonitur allerdings, dass sie mit gewissen

Unsicherheiten verbunden ist. Das Versuchsjahr 2008/09, in dem es zu einer
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starkeren Lagerbildung kam und folglich die Pflanzen sehr nah an der
Bodenoberflache abgeerntet werden mussten, demonstriert z.B., dass die
Stoppelbonitur nicht in jedem Jahr durchgefuhrt werden kann bzw. verlassliche
Ergebnisse liefert. Aul3erdem sollte bedacht werden, dass Unterschiede in der Lange

der Stoppeln das Ergebnis zusatzlich beeinflussen kénnen.

Um die Befallshaufigkeit weiter zu erh6hen, waren weitere Mal3hahmen wie z. B. die
Erhohung der Bestandesdichte zu nennen (Burdon und Chilvers 1982), (Twengstrom
et al. 1998). Durch eine Erh6hung der Bestandesdichte kdnnte zum einen das in den
Parzellen herrschende Mikroklima beeinflusst werden, zum anderen konnte aber
auch die Infektion benachbarter Pflanzen erleichtert werden. Jurke und Fernando
(2008) zeigten z.B. einen positiven Zusammenhang zwischen Bestandesdichte und
Befallshaufigkeit. Eine weitere MalRnahme zur Beeinflussung des Mikroklimas wére
die Bewasserung der Versuche. Twengstrom et al. (1998), Weiss et al. (1980) und
Abawi und Grogan (1974) beschreiben die Luftfeuchtigkeit als den wichtigsten
Parameter fur die Entwicklung des Pathogens an Bohnen. Durch eine Bewasserung
hatte diese erhoht werden konnen und somit die Infektion, aber auch die
Apothecienentwicklung (Wu und Subbarao 2008) gesteigert werden kénnen. Auch
Grau (1984) konnte eine Erhdéhung des Befalls durch eine Erhéhung der
Bestandesdichte und Bewdasserung des Bestands zum Zeitpunkt der Blite zeigen.
Nicht eindeutig waren dagegen die Ergebnisse von Nelson et al. (1989). Hier konnte
zwar ein Einfluss der Bestandes- und Inokulumdichte gezeigt werden, hohere
Bestandesdichten fiihrten aber nicht immer zu einem hdheren Befall. Eine Erhéhung
der Luftfeuchtigkeit hatte ebenso durch eine Folienabdeckung erreicht werden
kénnen. Allerdings fuhrte dies u.U. zu einer Erhdhung der Temperatur und einer
Verminderung der Ausbreitung von Ascosporen durch eine Reduktion des Winds.

Eine weitere Abanderung in der Versuchsanlage konnte eine andere
Inokulationsmethode darstellen. Hier ist nicht nur die von Rewerts (2003) oder Grison
et al. (1996) verwendete Zahnstochermethode denkbar, sondern auch eine einfache
Verdnderung des im Feldversuch 2007/08 verwendeten Nahrmediums. So
verwendeten z.B. Weiss et al. (1980) lediglich eine mit Dextrose angereicherte
Myzelsuspension. Die erwdhnte Zahnstochermethode hatte allerdings den Nachteil,
frihe Resistenzreaktionen der Pflanze zu umgehen. So wird z.B. die Kutikula

durchstochen und kann keinen Einfluss mehr auf die Resistenzreaktion nehmen.
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Wunden spielen bei der Infektion durch S. sclerotiorum eine wichtige Rolle.
Allerdings muss hierbei die Art der Wunde berlcksichtigt werden. Wahrend
Schnittverletzungen keinen grofRen Einfluss zu haben scheinen, erleichtert eine
Quetschung, wie sie auch beim Einstich eines Zahnstochers vorkommt, es dem

Pathogen erheblich das Gewebe zu infizieren (Hudyncia et al. 2000).

Vuong et al. (2004) beschreiben eine Inokulationsmethode, bei der durch das
Ausbringen von myzeliberwachsenen Sorghumkdrnern inokuliert wird. Auf diese
Weise wiuirden die Pflanzen nicht verletzt und dem Pathogen stiinden mehr
Nahrstoffe zur Verfigung, die zur Infektion genutzt werden kdnnten. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode ware, dass keine Nahrlosung verwendet werden musste, die
im Anschluss an die Inokulation austrocknen kann. Nicht zuletzt ist die Infektion
durch Ascosporen zu nennen. In Feldversuchen wurde diese Methode z.B. von Yue
et al. (2008) zur Infektion von Sonnenblumen erfolgreich genutzt. Die Produktion
ausreichender Mengen an Ascosporen erwies sich allerdings als nicht praktikabel.
Dartberhinaus zeigte die Inokulation mittels Sporen bei Rewerts (2003) keinen
Erfolg, so dass von dieser Methode Abstand genommen wurde.

Nach der Durchfuihrung der Feldversuche am Standort Poel stellte sich heraus, dass
auf den verwendeten Versuchsflachen regelmaRlig das biologische Fungizid
Contans®WG angewendet wurde. Dieses Fungizid besteht aus Sporen des Pilzes
Coniothyrium minitans, dessen antagonistische Wirkung gegeniber S. sclerotiorum
bereits des Ofteren demonstriert werden konnte (Bennett et al. 2005), (Jones und
Whipps 2002), (Gerlagh et al. 1996), (Gerlagh et al. 1999), (Teo et al. 1992),
(Trutmann et al. 1980). C. minitans parasitiert die im Boden vorkommenden
Sklerotien und verhindert auf diese Weise eine Infektion des Rapses sowohl durch
Ascosporen, wie auch durch eine myzeliogene Keimung der Sklerotien. Fur die
Effizienz dieses Antagonisten ist neben der Bodenfeuchtigkeit vor allem die
Temperatur von entscheidender Bedeutung. Huang und Erickson (2008) konnten
z.B. eine deutlich hohere Parasitierungsrate unter hoheren Temperaturen
beobachten. Tu (1997) berichtet, dass vor allem Sklerotien, die sich dicht an der
Bodenoberflache oder darauf befinden, durch wiederholte Befeuchtung und
Austrocknen Risse in der Rinde entwickeln konnten, die sie anfalliger gegenuber
Antagonisten machen. Durch die in diesen Feldversuchen gewahlte Ausbringung der

Sklerotien, ohne anschlieRende Einarbeitung in den Boden, trifft dies auf nahezu alle
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ausgebrachten Sklerotien zu. Der Einsatz dieses biologischen Bekdmpfungsmittels
zusammen mit den auf der Insel Poel vorherrschenden maritimen Klimabedingungen,
wie sie in den beiden Versuchsjahren beobachtet werden konnten und der Tatsache,
dass sich der Grof3teil der Sklerotien nahe der Erdoberflache befand, erklaren das
Ausbleiben einer Infektion am Standort Poel. Folglich ist es nicht weiter
verwunderlich, dass hier weder eine Friihjahrsinfektion, noch Apothecien oder eine
Infektion zum Zeitpunkt der Blite beobachtet werden konnte. Somit muss dieser
Versuchsstandort fur die durchgeflihrten Untersuchungen als ungeeignet angesehen
werden. Durch die Wahl eines anderen Versuchsstandorts hatte eine hohere

Befallshaufigkeit erzielt werden kénnen.

4.2 Beurteilung der Sklerotinia Resistenz anhand des Screenings im
Gewachshaus

In den beiden Gewachshausscreenings wurde ein grol3es Spektrum an Genotypen
getestet. Ziel hierbei war es, die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Pathogens
innerhalb der Pflanze zu bestimmen. Diese Ausbreitungsgeschwindigkeit kann einen
grolRen Einfluss auf den entstehenden Pflanzenschaden haben, weshalb sie zur
Beurteilung der Resistenz wichtig ist. Im ersten Gewachshausscreening wurden vor
allem die von den Zichtern zur Verfigung gestellten Genotypen eingesetzt.
Zusatzlich wurden die als Standard ausgewahlten Sorten aus dem Feldversuch
2007/08 und einige chinesische Genotypen verwendet. Uber die von den Ziichtern
zur Verfugung gestellten Genotypen ist nur wenig bekannt. Allerdings lasst sich
anhand der in Tab. 17 dargestellten Daten erkennen, dass die von den Zichtern als
hoch anfallig klassifizierten Genotypen sich in diesem Versuch nicht durchgehend als
anfallig erwiesen. Zwar gibt es einzelne Genotypen mit sehr hohen AUDPC-Werten
wie z.B. KWS-SCL-1 oder SRG2009/03, allerdings zeigten andere als anfallig
eingestufte Genotypen wie NPZ1 oder SYN Sclerol sehr niedrige AUDPC-Werte.
Auch die vier als Standard ausgewéahlten Genotypen liegen sehr dicht beieinander
und lassen sich mittels dieses Versuchs nicht differenzieren. Dies ist bemerkenswert,
da zumindest einige dieser Genotypen in den oben erwéhnten Versuchen sehr
konsistente Ergebnisse lieferten. Das beste Beispiel hierfur stellt der Genotyp
Mohican dar, der in fast allen Feldversuchen sehr positiv auffiel, hier allerdings nicht.
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Nach der Durchfiihrung des Versuchs wurde bekannt, dass es sich bei den beiden
Genotypen NPZ2 und WVB2 um die Sorte Visby handelte. Der Genotyp wurde also
doppelt getestet und zeigte AUDPC-Werte, die zwar nicht identisch, aber doch dicht
zusammen lagen. Statistisch lie3 sich kein Unterschied zwischen ihnen feststellen.
AulRRerdem wurde in diesem Versuch die Sorte Pacific unwissentlich zwei Mal
verwendet, da es sich bei dem Genotyp LBN241/78 um eben diese Sorte handelte.
Die AUDPC-Werte der Genotypen Pacific und LBN241/78 liegen sogar sehr dicht
beieinander und demonstrieren damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und die

Glte des Versuchs.

Von den hier verwendeten Genotypen wurde der Genotyp Mohican schon von
Rewerts (2003) verwendet. In dieser Arbeit zeichnete sich Mohican in
Gewachshausversuchen nach einer Inokulation mittels Zahnstocher durch eine
niedrige Befallshaufigkeit, wie sie hier im Feld beobachtet wurde, aber ein schnelles
Wachstum der Lasionen aus. Dies deckt sich mit der nicht wiedergefundenen
geringen Anfalligkeit von Mohican in diesem Gewachshausscreening. Lion dagegen
zeigte in von Rewerts (2003) durchgefuhrten Feldversuchen eine hohe
Befallshaufigkeit, was aber nicht mit der Befallsstarke Ubereinstimmte.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl bei Rewerts (2003) wie auch in
dieser Studie die Einstufung der Genotypen nach Bundessortenliste, soweit sie
bekannt ist, nicht wiedergefunden werden kann. Dies zeigte ebenfalls Ahlers (2006)
anhand von einem analog zu dem hier beschriebenen Gewachshausscreening
durchgefiihrten Versuch. In dieser Arbeit wurden vier der hier verwendeten
chinesischen Genotypen getestet. Aus beiden Arbeiten geht hervor, dass sich diese
Genotypen durch niedrige AUDPC-Werte auszeichnen. Lediglich das Ranking der
chinesischen Genotypen stimmt nicht Gberein. Wéhrend bei Ahlers (2006) vor allem
You You 5 positiv auffallt, liegt dieser in der hier vorliegenden Arbeit zwar im Bereich
niedriger AUDPC-Werte, allerdings ist der AUDPC-Wert deutlich hoher als der von
den Genotypen Wan You 14, Wan You 19 und Tianhe Youl. Allgemein kann von
einem hoheren Resistenzniveau in chinesischen Genotypen ausgegangen werden.
So zeigten Zhao et al. (2004), dass vor allem chinesische Genotypen unter
Gewachshausbedingungen eine hohe Resistenz aufweisen. Sie schliel3en sogar aus
ihren Ergebnissen, dass die resistentesten Genotypen, zu denen vor allem die
chinesischen zé&hlten, eine vollstandige Resistenz aufwiesen. Wahrend in dieser

Arbeit chinesisches Material im Allgemeinen sehr gute Ergebnisse lieferte, wird vor
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allem den Genotypen Zhongshuang 9 und Zhongyou 821 eine sehr hohe Resistenz
nachgesagt. Bei dem Genotyp Zhongyou 821 handelt es sich um eine Sorte, die sich
schon seit langerer Zeit in China eine grof3e Anbauflache einnimmt. So wurden ca.
25 bis 35% der gesamten Rapsanbauflache in den spaten 80igern und friihen
90igern mit dieser Sorte bestellt (Li et al. 1999), obwohl es sich um eine erucasaure-
und glukosinolathaltige Sorte handelt. Als Grund hierfir wird vor allem die gute
Resistenz gegenuber Sklerotinia genannt. Zhongshuang 9 dagegen ist eine 00-Sorte
mit hoherer Resistenz gegeniber Sklerotinia. In Feldversuchen konnte gezeigt
werden, dass dieser Genotyp deutlich kleinere Lasionen als Zhongyou 821
ausbildete (Wang et al. 1999). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der hier
vorliegenden Arbeit, denn auch hier zeigten beide Genotypen sehr kleine L&sionen
im Gewachshausscreening. In der Arbeit von Wang et al. (1999) wird allerdings nicht
von erzielten Befallshaufigkeiten gesprochen, so dass dieser Parameter nicht weiter
betrachtet werden kann. Allerdings wird berichtet, dass einige Enzyme, die an
Resistenzreaktionen beteiligt sein kdnnen, nach einer Infektion im Vergleich zu
anderen Genotypen erhoht waren. Hier sind neben der Phenylalaninammoniumlyase
auch eine Exo-Chitinase, (-1,3-Glucanase, Peroxidase und Polyphenoloxidase zu
nennen. Dies deutet auf eine Reaktion der Pflanze nach einer erfolgten Infektion hin
und nicht auf eine Abwehr der Infektion. Li et al. (2007) berichten, dass der Genotyp
Zhongyou 821 ein mittleres Resistenzniveau aufwies. Nach einer Inokulation mittels
Agarplugs oder Myzelsuspension konnte hier nur ein intermediares Resistenzniveau
im Vergleich zu den Ubrigen Genotypen, bei denen es sich um allerdings nicht nur
um B. napus, sondern auch um B. juncea handelte, gefunden werden. Allerdings lag
die Befallshaufigkeit in diesen Versuchen fur den Genotyp Zhongyou 821 eher

niedrig.

Fei et al. (2004) berichten von kleineren Lasionen am Genotyp Wanyoul4 im
Vergleich zum Genotyp Zhongyou821 nach einer Inokulation durch Zahnstocher.
Dies deckt sich ebenfalls mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, denn hier
zeigte Wanyoul14 nach einer ahnlichen Inokulation die geringsten AUDPC-Werte.

Noch interessantere Ergebnisse lieferte das zweite Gewachshausscreening, in dem
neben wilden Brassica-Arten auch Resynthesen eingesetzt wurden, um einen
breiteren genetischen Hintergrund zu untersuchen und weitere Resistenzquellen zu

identifizieren. Zum einen zeigte sich hier wiederum eine gute Differenzierung der
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eingesetzten Genotypen. Zum anderen fiel aber auf, dass sich die verwendeten
Genotypen hier in zwei Gruppen einteilen lie3en. Die erste Gruppe zeichnete sich
durch niedrige AUDPC-Werte aus und es lie3 sich lediglich eine Resynthese in
dieser Gruppe wiederfinden. Die zweite Gruppe dagegen wies einen deutlich
starkeren Anstieg der AUDPC-Werte auf, so dass von einer hoheren Anfalligkeit
gesprochen werden kann. In diesem Versuch fihrte nicht jede Inokulation zu einer
Lasion, so dass erneut inokuliert werden musste. Aus der Anzahl der Inokulationen,
die benétigt wurde um eine Lasion hervorzubringen, lie3 sich eine
Inokulationseffizienz ermitteln, die wiederum deutliche Unterschiede zwischen den
Genotypen aufwies. Die beiden Gruppen kdnnen auch hier identifiziert werden, so
dass nicht nur von Unterschieden in der Ausbreitungsgeschwindigkeit des
Pathogens, sondern von unterschiedlichen Abwehrreaktionen der Pflanze schon vor
der Infektion bzw. praformierten Resistenzfaktoren wie z.B. Unterschiede in der
Wachsschicht ausgegangen werden muss. Auffallig ist, dass die erste Gruppe, die
sich durch niedrige AUDPC-Werte auszeichnete, eine tendenziell hohere
Inokulationseffizienz aufwies. Dies starkt die Hypothese der unterschiedlichen
Resistenzmechanismen, wobei in vielen Genotypen nur ein solcher Mechanismus zu

finden ist, der dann entweder die Ausbreitung oder die Infektion beeinflusst.

Pflanzen, die von dem betreffendem Pathogen infiziert werden, haben mehrere
Maoglichkeiten dem entgegenzuwirken. Eine Mdglichkeit ware die Infektion allgemein
zu verhindern. Eine solche vollstandige Resistenz wurde allerdings im Fall von
S. sclerotiorum bis jetzt noch nicht beschrieben. Es ist anzunehmen, dass mehrere
auRere Faktoren, wie z.B. die Qualitdt und Menge der zur Verfligung stehenden
Nahrstoffe vor der Infektion, hier einen Einfluss haben kénnen. In der hier
vorliegenden Arbeit konnten einige Infektionen von den Pflanzen abgewehrt werden,
so dass von einem solchen Resistenzmechanismus auch hier ausgegangen werden
kann. Da aber bei einer erneuten Inokulation dennoch L&sionen zu beobachten
waren, mussen hierbei auch weitere Faktoren eine Rolle spielen, so dass die Abwehr
der Pflanzen Gberwunden werden kann. Dies zeigt, dass dieser auf den ersten Blick
sehr zuverlassig erscheinende Mechanismus bei einem hohen Befallsdruck und
gunstigen Bedingungen nicht zielfihrend sein kann. Auch wenn die Mehrzahl der
Infektionen abgewehrt wird, so reicht eine erfolgreiche Infektion aus, um die Pflanze
abzuttten. Bei den Wilden Brassica-Arten wurde dagegen ein anderer Mechanismus

beobachtet. Hier wurde die Infektion selbst nicht beeintrachtigt, die
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Ausbreitungsgeschwindigkeit innerhalb der Pflanze aber sehr wohl. Dieser
Mechanismus scheint weniger anfallig fir z.B. einen hohen Befallsdruck zu sein,
denn durch die Reduktion der Ausbreitung kann das Pathogen nicht so starke
Schaden hervorrufen. Auch aufRere Faktoren, wie die zur Infektion zur Verfigung
stehenden Nahrstoffe, spielen hierbei eine untergeordnete Rolle. Die Pflanze lasst
also die Infektion selbst zu und reduziert die Ausbreitungsgeschwindigkeit, so dass
auch unter wechselnden Umweltbedingungen sichergestellt ist, dass zumindest
einige wenige Samen ausgebildet werden kénnen. Dies unterscheidet sich vom oben
erwahntem Mechanismus, bei dem die Pflanze u.U. bereits zum Zeitpunkt der Blite
abgetottet wird. Es ist nicht Uberraschend, dass ein solcher Mechanismus vor allem
bei den Wildarten gefunden wurde, denn das Uberleben zumindest einiger weniger
Nachkommen ist die Voraussetzung dafir, dass die Gene der Pflanze an die nachste
Generation weitergegeben werden kénnen. Es handelt sich hierbei also um einen
evolutionaren Vorteil, der das Uberleben der Art sichert. Im Sortenmaterial wurde ein
solcher Mechanismus, sofern er einmal vorhanden war, wahrscheinlich durch die
Selektion entfernt. Wenn der Zichter die Resistenz beurteilen und verbessern will, so
stand ihm bis jetzt hierfur lediglich der Feldversuch zur Verfiigung. Hier kann meist
nur die Befallshaufigkeit ermittelt werden, so dass Genotypen, die die Infektion
zulassen aber die Ausbreitung reduzieren bei der Selektion auf resistente Genotypen

eliminiert werden.

Bei dem Versuch diese beiden Parameter in Beziehung zu setzen ergab sich eine
negative Korrelation. Anhand der Lage der einzelnen Datenpunkte in dieser
Korrelationsanalyse lieRen sich drei Gruppen identifizieren, die sich durch entweder
niedrige AUDPC-Werte und hohe Inokulationseffizienzen, mittlere AUDPC-Werte und
niedrige  Inokulationseffizienzen oder hohe AUDPC-Werte und hohe
Inokulationseffizienzen charakterisieren lassen. In diesen Gruppen lassen sich zum
Teil Unterschiede in der Art der Genotypen erkennen. So finden sich in der ersten
Gruppe fast nur Brassica Wildarten, allerdings kaum B. oleracea ssp.. Die zweite und
dritte Gruppe besteht zu etwa gleichen Teilen aus Wildarten und Resynthesen. Bei
den Wildarten handelt es sich fast ausschliel3lich um B. oleracea ssp. und
Erucastrum sp., wobei sich letztere ausschlielich in der dritten Gruppe finden
lassen. Scheinbar lasst sich vor allem in den verwendeten B. oleracea ssp. und
Erucastrum sp. keine Ausbreitungsresistenz gegen das Pathogen finden. Wurden

B. oleracea ssp. zur Erstellung der Resynthesen genutzt, so fiihrte das in den hier
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verwendeten Genotypen nicht nur zu hohen AUDPC-Werten, sondern auch zu
héheren Inokulationseffizienzen, denn all diese Resynthesen lassen sich in der
dritten Gruppe finden.

Auffallend war, dass sich keine Ausbreitungsresistenz in den verwendeten
Erucastrum sp. finden liel3, obwohl es sich hierbei um eine resistente Art handeln soll
(Pedras und Ahiahonu 2004), (Seguin-Swartz und Lefol 1999). Allerdings scheint es
hier Unterschiede zwischen einzelnen Genotypen zu geben, denn Seguin-Swartz
und Lefol (1999) konnten durch die Herstellung von Inzuchtlinien anfallige und
resistente Genotypen identifizieren, die im Anschluss zu Kreuzungsexperimenten
genutzt werden konnten. Eine hdohere Anzahl von Erucastrum sp. hatte in den hier
durchgefuihrten Experimenten verwendet werden mussen, um resistente Genotypen

in dieser Art zu finden.

Boland und Hall (1994) berichten von tber 400 Spezies, die von Sklerotinia befallen
werden kdnnen. Sie berichten hier von 48 Brassica-Arten, was allerdings nur wenig
Uber die Starke des Befalls aussagt. Um diese beurteilen zu kénnen, wurden von Kim
und Cho (2003) verschiedene Brassica-Kulturarten naher untersucht. Die
Befallshaufigkeit wurde im kommerziellen Anbau ausgezahlt und festgestellt, dass
B. oleracea L. var. capitata L. (Brokkoli) eine Befallshaufigkeit von bis zu 30%
aufwies. Geringer war die Befallsh&ufigkeit in Brassica campestris L. ssp. pekinensis
(Lour.) Olss. (Chinakohl) und B. napus L.. Bei B. oleracea L. var. botrytis L.
(Blumenkohl) und B. oleracea L. var. acephala DC (Grinkohl). lag die
Befallshaufigkeit mit nur 1 bis 2% extrem niedrig. Auch wenn nicht die gleichen
Bedingungen in den verschiedenen Anbauformen herrschten, kann anhand dieser
Daten ein Unterschied zwischen den Brassica-Arten festgestellt werden. Diese
Ergebnisse decken sich zum Teil mit den hier gefundenen Effekten, denn in dieser
Untersuchung lieRen sich ebenso B. oleracea ssp. finden, die sich durch hohe oder
niedrige Inokulationseffizienzen auszeichneten und somit die Variabilitdt in diesem

Material wiederspiegeln.

Sedun et al. (1989) zeigten, wie die hier vorliegende Arbeit, Unterschiede in der
Lasionsentwicklung verschiedener Brassica-Arten. Im Gegensatz zu den
vorgestellten Ergebnissen konnten allerdings keine Genotypen identifiziert werden,
die ein deutlich geringeres Lasionswachstum aufwiesen als die verwendeten

Rapsgenotypen. Trotzdem wurden Kreuzungen durchgefihrt, die zeigten, dass durch
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die Verwendung von als anféllig oder resistent eingestuftem Material eine
Veranderung im L&asionswachstum der Nachkommen hervorgerufen werden kann.
Sie schlussfolgern, dass die Verwendung interessanter Wildarten in der Zichtung
eine madgliche Strategie zur Verbesserung der Resistenz von Raps gegenuber

S. sclerotiorum darstellt.

Mei et al. (2010) verwendeten zum Teil die gleichen Brassica-Wildarten, wie sie auch
in der hier dargestellten Studie untersucht wurden. Sie konnten ebenfalls grof3e
Unterschiede in der Reaktion der Wildarten auf das Pathogen feststellen. Zwar
stimmen nicht alle Ergebnisse mit den hier erzielten Uberein, aber es kann gesagt
werden, dass deutliche Analogien zwischen den beiden Arbeiten zu finden sind. In
beiden Arbeiten wurden vor allem Wildarten wie z.B. B. incana, B. insularis, B. villosa
aber auch B. montana als sehr resistent beschrieben. Arten die in der hier
vorliegenden Arbeit keine Berlcksichtigung fanden, wie z.B. Brassica carinata,
Brassica nigra, Brassica juncea oder Brassica rapa zeigten eine deutlich hohere
Anfalligkeit. Unterschiede zu den eigenen Ergebnissen lie3en sich allerdings bei
einzelnen Genotypen finden. Hier ist u. a. der Genotyp B. insularis mit der
Akzessionsnummer K9338 zu nennen. Wahrend dieser Genotyp einen sehr hohen
AUDPC-Wert aufwies und eine eher mittlere Inokulationseffizienz zeigte, zeichnet er
sich in der Arbeit von Mei et al. (2010) durch vergleichsweise kleine Lasionen aus.
Andere Genotypen, die in beiden Arbeiten genutzt wurden, wie z.B. B. insularis mit
der Akzessionsnummer K8934, B. incana mit der Akzessionsnummer BRA 1262 oder
CGN18471 oder der Genotyp B. montana mit der Akzessionsnummer BRA1644
zeigten dagegen in beiden Experimenten vergleichbare Lasionsentwicklungen.
Unterschiede zwischen den beiden Arbeiten lassen sich durch klimatische Einfliisse,
verschiedene Inokulationsmethoden, Unterschiede zwischen den verwendeten
Isolaten oder nicht homogenes Saatgut, wie es in der hier vorliegenden Arbeit z.B.

beim Genotyp B. cretica der Fall war, erklaren.

Die in der vorliegenden Studie beobachteten unterschiedlichen
Inokulationseffizienzen der wilden Brassica-Arten konnten eine Erklarung fur z. T.
nicht tbereinstimmende Ergebnisse in der Arbeit von Mei et al. (2010) darstellen. Die
von Mei et al. (2010) beobachteten Lasionslangen koénnten durch nicht erfolgreiche
Inokulationen verzerrt worden sein. Ein Beispiel, an dem sich dieser Zusammenhang

demonstrieren lasst, stellt der Genotyp B. insularis mit der Akzessionsnummer K9338
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dar. Hier konnte eine Inokulationseffizienz von 78% beobachtet werden. Ein Fiunftel
aller Inokulationen fuhrte also zu keiner Lasion, was im Mittel zu einer deutlichen
Unterschatzung der Lasionsentwicklung fihren kann. Dennoch stimmen die
Kernaussagen der beiden Arbeiten Uberein und auch Mei et al. (2010)
schlussfolgern, dass wilde Brassica-Arten ein enormes genetisches Potential zur

Verbesserung der Resistenz in Raps darstellen.

Ein gravierender Unterschied zwischen den verwendeten Wildarten konnte der
Glukosinolatgehalt des Gewebes sein. So konnten Zhao und Meng (2003) einen
Zusammenhang zwischen dem Glukosinolatgehalt der Samen und der Resistenz
gegenuber Sklerotinia nachweisen, indem sie QTLs in Raps identifizierten, die fur
beide Eigenschaften als verantwortlich angesehen werden. Glukosinolate kdnnen
eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von Pathogenen haben (Mithen et al.
1986), (Mayton et al. 1996), (Mithen et al. 1987), (Mithen 1992). Neben der oben
genannten Arbeit konnten auch Fan et al. (2008) oder Rahmanpour et al. (2009) eine
hemmende Wirkung von Glukosinolaten auf das Wachstum von S. sclerotiorum
nachweisen. Das Pathogen scheint allerdings in der Lage zu sein, sich zu adaptieren

und somit seine Pathogenitéat zurtickzuerlangen.

Unter anderem Heaney und Fenwick (1980) konnten grof3e Unterschiede im
Glukosinolatgehalt verschiedener Brassica-Arten nachweisen. Bezogen auf die hier
verwendeten wilden Brassica-Arten lassen sich Unterschiede feststellen. So konnten
Mithen et al. (1987) die Glukosinolatgehalte der Arten B. oleracea, B. montana,
B. incana, B. drepanensis, B. insularis und B. cretica bestimmen. Es zeigten sich im
Gesamtglukosinolatgehalt der Arten aber auch in Populationen einer Art extrem
grofRe Unterschiede. Der Gesamtglukosinolatgehalt in B. oleracea lag z.B. zwischen
0,47 umol/g Frischmasse in einer B. oleracea var. botrytis Art und 9,08 umol/g
Frischmasse in einer B. oleracea. Besonders in den Arten B. incana und B. insularis
lieBen sich Populationen mit sehr hohen Glukosinolatgehalten finden. Auch die
einzelnen Glukosinolatspektren unterschieden sich. Wahrend in B. oleracea,
B. montana und B. incana vor allem Gluconapin vorherrschte, war dies bei

B. drepanensis vor allem Glucoiberverin und bei B. insularis Progoitrin.

Die Rolle von Glukosinolaten konnte an der Modellpflanze Arabidopsis thaliana
demonstriert werden. Gene, die mit der Bildung von Glukosinolaten assoziiert sind,

wurden nach der Infektion verstarkt exprimiert. DarUberhinaus konnte die
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antimikrobielle  Wirkung von  aliphatischen  Glukosinolaten  abgeleiteten
Isothiocyanaten in vitro demonstriert werden (Stotz et al. 2011). Eine Induktion der
Glukosinolatsynthese konnte ebenso in Raps beschrieben werden. Durch eine
Infektion mit Sklerotinia stieg vor allem in einem als resistent eingestuften
chinesischen Genotyp der Gehalt an Indolyl-Glukosinolaten und
2-Phenylethylglukosinolaten lokal und systemisch deutlich an. Dieser Anstieg war bei
einer zweiten Inokulation mit einer gesteigerten Resistenz der Pflanze verbunden (Li
et al. 1999). Ob Glukosinolate allerdings als verlasslicher Indikator fir eine Resistenz
genutzt werden kbénnen, ist zu Uberprifen. Zu beachten ist hierbei unter anderem,
dass sich der Glukosinolatgehalt im Gewebe und damit die Reaktion auf das
Pathogen wahrend des Tages verandert (Rosa et al. 1994), so dass zun&chst
wichtige Glukosinolate und ihre Gehalte zu verschiedenen Zeitpunkten Uberprift
werden mussten. Dreizehn der hier verwendeten wilden Brassica-Arten wurden von
Rudloff (2010) auf ihren Blattglukosinolatgehalt hin untersucht. Ein signifikanter
Zusammenhang konnte allerdings zwischen den in der hier vorliegenden Arbeit
ermittelten AUDPC-Werten oder den Inokulationseffizienzen und den
Gesamtglukosinolatgehalten bzw. den 12 nachgewiesenen Glukosinolaten in der
Arbeit von Rudloff (2010) nicht hergestellt werden. Es muss also von weiteren
Faktoren ausgegangen werden, die die Resistenzeigenschaften der Wildarten
bestimmen. Zu bedenken ist hierbei, dass sich die Glukosinolatspektren in den
Blattern z.T. deutlich von denen in Stangeln unterscheiden kénnen. Wichtiger als der
Blattglukosinolatgehalt konnte also hierbei der Stangelglukosinolatgehalt sein. Auch
eine Reaktion der Pflanze, wie z.B. eine gesteigerte Glukosinolatsynthese nach einer
Infektion, wie es von Li et al. (1999) beschrieben wurde, ist denkbar und kann nicht
anhand der Glukosinolatgehalte gesunder Pflanzen, wie sie in der Arbeit von Rudloff

(2010) verwendet wurden, abgeleitet werden.

Ein Parameter der auch in dieser Arbeit festgehalten wurde und einen signifikanten
Zusammenhang zur Lasionslangenentwicklung zeigte, war der
Trockengewichtsanteil der Stangel. Dieser hohere Trockengewichtsanteil ist u.U. auf
einen hoheren Ligningehalt des Gewebes zuriickzufihren. Lignin wurde schon von
Peltier et al. (2009) als wichtiger Parameter zur Einschatzung der Resistenz
gegenuber S. sclerotiorum an Sojabohnen beschrieben. Allerdings konnte in dieser
Arbeit mit zunehmendem Stangelligningehalt eine hohere Anfélligkeit der Genotypen

beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte durch einen transgenen Ansatz der
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Ligningehalt im resistenten Rapsgenotyp Zhongshuang 9 erhdht werden, was zu
einer hoheren Resistenz fuhrte (Yang et al. 2007). Vom ebenfalls als resistent
eingestuften Genotyp Zhongyou 821 wird berichtet, dass er sich durch festere
Stangel auszeichnet, was auf den Ligningehalt zurtickzufiihren sein kdnnte (Fei et al.
2004). Diese Ergebnisse sind uberraschend, da es sich bei S. sclerotiorum um einen
Oxalsaure produzierenden Pilz handelt (Marciano et al. 1989) und Oxalsaure in
vielen holzabbauenden Pilzen eine wichtige Rolle im Ligninstoffwechsel spielt
(Shimada et al. 1997), (Makela et al. 2002). Hier sind eine Vielzahl von Mechanismen
vorhanden, von denen neben der Chelatiesierung unstabiler Mn** lonen und der zur
Verfuigung Stellung von H,O; vor allem die Reduktion des pH-Werts auf3erhalb der
Hyphen von Bedeutung ist (Makela et al. 2002). Allerdings sind fur S. sclerotiorum
keine ligninabbauenden Enzyme bekannt (Peltier et al. 2009). Darlberhinaus konnte
keine Ligninabbau oder -modifikation durch den Pilz beschrieben werden (Peltier et
al. 2004), so dass es fraglich ist, ob Sklerotinia derartige Enzyme produzieren kann.
Lignin wére ein einfach zu bestimmender Parameter und somit fir Zuchtprogramme
einsetzbar. Allerdings muss bedacht werden, dass in der hier vorliegenden Arbeit
eine relativ grof3e Variabilitat in den AUDPC-Werten bei einem Trockengewichtsanteil
von weniger als 30% festgestellt wurde. Erst bei hoheren Trockengewichtsanteilen
von 35 bis 50% sinken die AUDPC-Werte drastisch. Solche hohen
Trockengewichtsanteile sind in Raps nur schwer zu realisieren, so dass dies nur ein

Baustein in der Resistenzziichtung sein kann.

Die vorgestellten Untersuchungen zeigten weiterhin, dass der Stangeldurchmesser
ebenfalls negativ mit dem AUDPC-Wert korreliert war. Vergleichbare Ergebnisse
konnten von Porter et al. (2009) beobachtet werden. Bei Li et al. (2006) wurde
allerdings kein einfach negativer linearer Zusammenhang, sondern ein quadratischer
Zusammenhang gefunden. Dies bedeutet, dass es ein Optimum fir den
Stangeldurchmesser gibt, bei dem die Lasionsausbreitung am geringsten ist. Daher
konnte dies ein weiterer Ansatzpunkt fir eine erfolgreiche Resistenzziichtung sein.
Bei hoheren Stangeldurchmessern steht dem Pathogen bei gleicher Lasionsléange
mehr Gewebe zur Kolonisation zur Verfligung, was einen negativen Zusammenhang

dieser beiden Parameter erklaren kdnnte.

Das bemerkenswerteste Ergebnis des zweiten Gewdachshausscreenings ist die

negative Korrelation zwischen den AUDPC-Werten und der Inokulationseffizienz.
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Dies deutet auf unterschiedliche Resistenzmechanismen hin. Wahrend in einigen der
wilden Brassica-Arten eine quantitative physiologische Resistenz vorhanden ist, die
die Ausbreitung des Pathogens innerhalb der Pflanze reduziert, scheint es in einigen
Rapsgenotypen Mechanismen zu geben, die die Infektion selbst beeinflussen oder
verhindern koénnen. Dieser zweite Mechanismus konnte vor allem in den beiden
verwendeten Rapssorten, aber auch in den Resynthesen beobachtet werden. Die in
der Abb. 20 dargestellte Gruppenbildung zeigt deutliche Unterschiede zwischen den
Genotypen. Negative Korrelationen zwischen der Lasionsausbreitung und der
Befallshaufigkeit konnten schon in anderen Arbeiten beobachtet werden. Auclair et
al. (2004) beschreiben z.B. eine solche negative Korrelation zwischen der
Ausbreitung der Lasionen und der Befallshaufigkeit an Sojabohnen. Allerdings
wurden diese Parameter in Gewachshaus- und Feldversuchen erhoben, so dass die
Autoren neben unterschiedlichen Resistenzmechanismen, zusatzlich divergierende
klimatische Bedingungen bzw. unterschiedliche Isolate des Pathogens als Erklarung
heranzogen. Da verschiedene Isolate im Allgemeinen Unterschiede in der
Aggressivitat aufweisen, es allerdings nicht zu Unterschieden im Ranking der
eingesetzten Genotypen kommt (Castafio et al. 1991), (Castafio et al. 2001), kann
diese Erklarung weitestgehend ausgeschlossen werden. Auch Wegulo et al. (1998)
oder Chun et al. (1987) konnten die beschriebenen negativen Korrelationen bei
Sojabohnen beobachten. Bei Wegulo et al. (1998) traten sie vor allem zwischen der
Befallshaufigkeit im Feld und der Lasionsausbreitung nach einer Inokulation des
Stangels mittels myzeluberwachsener Agarplugs (ahnlich der hier angewandten
Inokulationsmethodik) auf. In beiden Arbeiten wurden die Unterschiede wiederum auf
unterschiedliche klimatische Bedingungen oder Unterschiede im Pflanzenmaterial

zuruckgefuhrt.

In anderen Studien konnten oft nur schwache Korrelationen zwischen der
Befallshaufigkeit und der Lasionsentwicklung beobachtet werden (Vuong et al. 2004).
Dies deutet u.U. auf unterschiedliche Resistenzmechanismen hin, die allerdings
aufgrund zu geringer Unterschiede im verwendeten Material nicht eindeutig belegt
werden konnten. In der Arbeit von Vuong et al. (2004) konnten nicht nur Genotypen
von Sojabohnen gefunden werden, die sich durch hohe Befallshdufigkeiten und
geringe LasionsgrolRen auszeichneten, sondern auch Genotypen von
Sonnenblumen, was daraufhin deutet, dass das beobachtete Phanomen ebenso in

anderen Pflanzenarten zu finden ist.
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Keine der oben genannten Arbeiten haben die Unterschiede in Befallshaufigkeit und
Ausbreitungsgeschwindigkeit an einem so stark differenzierenden Material
untersucht. Folglich konnten keine so starken Abweichungen wie in der hier
vorliegenden Arbeit beobachtet werden. Die Nutzung dieser quantitativen
physiologischen Resistenz in der Zichtung ist vielversprechend und bis heute nicht
geschehen. Solange die Resistenz der Genotypen nur in Feldversuchen beurteilt
wird, fallt eine Bewertung der Ausbreitungsgeschwindigkeit schwer. Dies ist
wahrscheinlich der Grund, warum dieser Resistenzmechanismus bis jetzt keine
Beachtung fand. Dass die ausschlie3liche Nutzung der Befallshaufigkeit als
Resistenzparameter nicht die gewunschten Erfolge brachte, kann u.U. dadurch
erklart werden, dass auch wenige Infektionen bei gunstigen klimatischen
Bedingungen zu einer raschen Ausbreitung des Pathogens innerhalb der Pflanze
und somit zu starken Pflanzen- und Ertragsverlusten fuhren. Erst die Kombination
dieses Resistenzmechanismus mit der quantitativen physiologischen Resistenz, wie
sie in einigen der wilden Brassica-Arten zu finden ist, kann zu einer Reduktion der
Ertragsverluste durch ein erhdhtes Resistenzniveau fuihren. Folglich sollte ein
Gewachshausscreening zur Beurteilung dieses Resistenzmechanismus in die

Zuchtprogramme mit einbezogen werden.

Zwar konnten signifikante Zusammenhénge zwischen der Temperatur und den
AUDPC-Werten hergestellt werden, allerdings sind die Rs-Werte stets sehr gering
(Tab. 19). Dies bedeutet, dass nur ein sehr geringer Anteil der beobachteten
Variation durch Temperaturunterschiede zu erklaren ist. Beachtet werden sollte bei
diesen Korrelationen die extrem hohe Anzahl an Datenpunkten, die zu ihrer
Erstellung genutzt wurde. Durch eine starke Erh6hung der Anzahl an Datenpunkten
lassen sich Korrelationen deutlich leichter statistisch absichern, was auch hier der
Fall gewesen sein konnte. Es lasst sich kaum erklaren, dass sowohl steigende
Tagesmaximumtemperaturen oder Tagesdurchschnittstemperaturen, wie auch
Tagesminimumtemperaturen zu einer Reduktion der AUDPC-Werte fuhren. In
Literaturangaben lasst sich ebenfalls kein negativer Effekt von Temperaturen bis zu
27°C oder 28°C finden. Erst ab Temperaturen ab ca. 30°C kénnen negative
Auswirkungen auf die Lasionsentwicklung ermittelt werden (Heran et al. 1999),
(Young et al. 2004), (Harikrishnan und del Rio 2006), (Kora et al. 2003), (Hannusch
und Boland 1996). Solche hohen Temperaturen wurden allerdings nicht zur

Inokulation genutzt, so dass ein negativer Einfluss der Temperatur ausgeschlossen
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werden kann. Dartberhinaus sind die Temperaturen im Gewachshaus im
Tagesverlauf nicht konstant, so dass, selbst wenn kurzzeitig Temperaturen von 30°C
erreicht werden, die Temperatur wieder abfallt und zumindest in den Abend- oder
Nachtstunden eine Infektion mdglich ist. AuRerdem muss bedacht werden, dass die
Temperatur im Pflanzenbestand, durch die Transpiration der Pflanzen bedingt,

niedriger liegt als im Gbrigen Gewachshaus, wo die Temperatur festgehalten wurde.

Andere klimatische Einflisse, wie z.B. die Luftfeuchtigkeit, wurden zwar nicht
aufgezeichnet und konnten einen Einfluss auf die L&sionsentwicklung haben
(Harikrishnan und del Rio 2006), wurden allerdings wahrend des gesamten
Versuchszeitraums, nicht zuletzt durch die Bewasserung der Pflanzen, konstant hoch
gehalten. Nicht absolut konstant konnte dagegen die Lichtintensitat gehalten werden.
Peltier und Grau (2008) konnten zeigen, dass es eine optimale Lichtintensitat fur die
Ausbreitung der Lasionen und die Differenzierung der Genotypen gibt. Aufgrund
wechselnder Wetterbedingungen und von Aul3en einfallender Strahlung lasst sich die
Lichtintensitat im Gewachshaus trotz Zusatzbeleuchtung nicht vollkommen konstant
halten.

Anhand des Gewachshausscreenings, in dem die wilden Brassica-Arten und
Resynthesen verwendet wurden, konnte das Potential wilder Arten zur Verbesserung
der Resistenz gezeigt werden. Dass das Potential wilder Arten zur Verbesserung der
Resistenz gegenuber S. sclerotiorum nutzbar ist, demonstrierten Ronicke et al.
(2004) am Beispiel von Sonnenblumen. Dennoch handelt es sich hierbei um
langwierige Zuchtgénge, die die oben beschriebene Methode zur Bewertung der

guantitativen physiologischen Resistenz mit einbeziehen sollten.

4.3 Beurteilung der Sklerotinia Resistenz anhand des Oxalsauretests

Ein sehr schneller und zuverlassiger Test zur Beurteilung der Resistenz der
eingesetzten Genotypen gegeniber Sklerotinia ist der Oxalsauretest. Hierbei werden
Blattscheiben Oxalsdure ausgesetzt, diese durch bidest. Wasser ersetzt und die
Anderung der Leitfahigkeit in diesem Wasser (ber die Zeit gemessen. Der
Mechanismus hinter dieser Methode besteht darin, dass die Oxalsédure die
Zellmembranen schédigt, so dass lonen ausstromen, welche die Leitfahigkeit des
Wassers erhéhen. Somit zeigen Genotypen mit einer héheren Anfélligkeit eine
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starkere Erhdhung der Leitfahigkeit in der Losung. Dies kénnte durch dinnere
Zellwéande, aber auch auf eine geringere Widerstandskraft der Zellwande gegenuber
Oxalsaure durch Unterschiede im Zellwandaufbau erklart werden.

Oxalsaure wird als der wichtigste Pathogenitatsfaktor von S. sclerotiorum
beschrieben. So sind S. sclerotiorum Mutanten, die keine Oxalsaure bilden, nicht
pathogen (Godoy et al. 1990). Hierbei hat die Saure mehrere Funktionen, wie z.B.
einen direkten phytotoxischen Effekt, eine Erhdéhung der Aktivitat von
Endopolygalakturonidasen, eine Beeinflussung des SchlieBens der Stomata oder
Unterdrickung des ,oxidative burst’ (Hegedus und Rimmer 2005). Den ,oxidative
burst’ unterdriickt auch das nah verwandte Pathogen B. cinerea durch die Produktion
eines spezifischen Inhibitors (Unger et al. 2005), was die Bedeutung dieses
Mechanismus verdeutlicht. All diese Mechanismen erleichtern dem Pathogen eine

erfolgreiche Infektion des pflanzlichen Gewebes.

Diese neu entwickelte Screeningmethode wurde mit den von den Zichtern zur
Verfiigung gestellten Genotypen und einigen chinesischen Sorten durchgefihrt. Die
Daten ermdglichen wiederum eine Differenzierung zwischen den Genotypen, wobei
vor allem die chinesischen Sorten positiv auffielen. Besonders erwédhnenswert ist die
Sorte Zhongshuang 9, die die niedrigste Anderung der Leitfahigkeit aufwies. Hierbei
handelt es sich zu dem um den Genotyp mit der héchsten im Moment zur Verfigung
stehenden Resistenz (Wang et al. 1999). Das im Feldversuch ermittelte
Anfalligkeitsniveau der Standard Genotypen lie3 sich hier allerdings nicht
wiederfinden. Zwar zeigte Toccata eine geringe und Pacific eine starke Anderung der
Leitfahigkeit, bei Lion und Mohican lieRen sich aber gegensatzliche Ergebnisse
beobachten. Die Einstufung der Zichter lie3 sich nur bedingt wiederfinden. Einige
der als hoch anfallig klassifizierten Genotypen zeigten sehr starke Anderungen der
Leitfahigkeit und bestatigten damit die Einstufung der Zuchter. Dies war vor allem bei
SRG 2009/03, NPZ 1 und LBN 241/78 der Fall. Bei anderen, wie z.B.
NIC 06-1346CB, DSV 4-09 und SYN Sclero 1 konnte dies nicht beobachtet werden.

Im zweiten Ansatz wurden die wilden Brassica-Arten verwendet. Eine Differenzierung
anhand der Anderung der Leitfahigkeit zwischen den Genotypen war auch hier
moglich. Die wilden Brassica-Arten zeichneten sich allerdings durch grof3e
morphologische Unterschiede aus, so dass die Verlasslichkeit der Ergebnisse

fraglich war. Um zusatzliche Faktoren zur Korrektur der Ergebnisse zur Verfligung zu
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haben, wurden einige morphologische Parameter festgehalten. Die grof3en
morphologischen Unterschiede sind anhand der Anzahl an Spaltéffnungen je mm?2 in
Tab. 21 erkennbar. Die Korrektur der Anderung der Leitfahigkeit um die Anzahl der
Spaltéffnungen ergab aus diesem Grund ein vollkommen anderes Ranking als die

Anderung der Leitfahigkeit ohne diese Korrektur.

Aufgrund der groRen Bedeutung von Oxalséaure flr die Ausbreitung des Pathogens in
pflanzlichem Gewebe wurde schon friih versucht die Reaktion des Pflanzengewebes
auf Oxalsaure als Screeningfaktor zur Beurteilung der Resistenz verschiedener
Genotypen zu nutzen. Hierzu wurden verschiedene Methoden entwickelt, in denen
zunachst gezeigt werden konnte, dass Zellen von resistenten Genotypen hodhere
Oxalsaurekonzentrationen tolerieren konnten als Zellen von anfélligen Genotypen.
Abhangig von der Pflanzenanzucht und des Genotyps lagen die toxischen
Oxalsaurekonzentrationen hier zwischen 0,35 und 1,4 mM (Noyes und Hancock
1981). Diese Konzentrationen liegen unter der hier verwendeten Konzentration von
2 mM, so dass starke toxische Effekte auf die Zellen zu erwarten gewesen waren. In
der erwédhnten Arbeit wurden allerdings Zellsuspensionen und nicht wie in der
vorliegenden Arbeit Blattscheiben verwendet, so dass gro3e Unterschiede in der mit
Oxalséure in Kontakt kommenden Flache bestehen. Auch die schiitzende Funktion
der Kutikula kann in Zellsuspensionen nicht bertcksichtigt werden. Auf eine weitere
Erhohung der Konzentration wurde allerdings verzichtet, da Oxalsaure vor allem
durch die Schnittflachen der Blattscheiben in diese gelangen konnte. Es ist bekannt,
dass es Unterschiede in der Verteilung der Oxalsaure in Blattern gibt. So wird
Oxalsaure in Blattern anfélliger Genotypen deutlich gleichméaRiger verteilt, wenn
Oxalsaure Uber den Blattstiel aufgenommen wird. Dartberhinaus scheint sich die
Oxalséure in dem verwendeten resistenten Genotyp vor allem in den Blattadern zu
konzentrieren und nicht ins umliegende Gewebe zu gelangen (Tu 1985). Da auch in
den verwendeten Blattscheiben Blattadern vorhanden waren wurde zunachst
angenommen, dass der grofdte Teil der Oxalsdure durch die Schnittstelle und die
Blattadern in das Gewebe gelangt. Aus diesem Grund wurde in dem Ansatz mit den
Wildarten das Gewicht der Blattscheiben festgehalten, um auf diese Weise die Dicke
der Scheiben und somit die Gro3e der Schnittstellen bzw. der Adern abschéatzen zu

konnen.
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Durch hohere Oxalsaurekonzentrationen héatten die Effekte unterschiedlicher
Verteilung der Oxalsaure in den Blattscheiben u.U. nicht mehr betrachtet werden
kbnnen, da es zu einer starken Zerstorung des Gewebes hatte kommen kdnnen. Auf
der anderen Seite wurde von Kolkman und James (2000) eine deutlich héhere
Konzentration von 20 mM verwendet, um Welkesymptome an Bohnenpflanzen
hervorzurufen. Hierbei wurden allerdings ganze Pflanzen verwendet und ein Einfluss
des Stangelgewebes kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden. So kénnte eine
andere Reaktion beobachtet werden, wenn lediglich Blattmaterial, wie in der
vorliegenden Studie, verwendet werden wuirde. Die erzielten Ergebnisse dieser
Studie korrelierten signifikant mit im Feld beobachteten Befallshaufigkeiten,
Befallsstarken und Ertragen, obwohl mit der verwendeten Boniturskala nur eine
vergleichsweise ungenaue Einstufung der Genotypen erfolgen konnte. Dies

unterstreicht die Bedeutung der Oxalsaure als wichtigen Screeningfaktor umso mehr.

Vergleichbare Oxalsadurekonzentrationen wurden von Tu (1989) verwendet. Hier
konnte gezeigt werden, dass Konzentrationen zwischen 2 und 5 mM in der Lage sind
die Plasmamembranen zu schadigen. Daruberhinaus ergaben sich in dieser Arbeit
Unterschiede in den Schaden an Plasmamembranen resistenter und anfalliger
Genotypen. Diese Schaden an den Membranen sollten durch den gewéhlten Ansatz
in der vorliegenden Arbeit reproduziert werden, um somit den lonenefflux zu

beeinflussen.

Die Angaben Uber die von S. sclerotiorum in das Gewebe abgegebene
Oxalsduremenge variieren stark. Ferrar und Walker (1993) berichten von bis zu
17 mg Oxalsaure je g Frischgewicht in Bohnenschoten. In Kulturmedium lag dieser
Wert allerdings mit 3,65 mg je ml nach einer Inkubation von 10 Tagen deutlich
niedriger. Dies kann u.U. an den Unterschieden im Substrat liegen, denn die
Oxalsaureproduktion ist nicht nur stark vom Isolat des Pilzes, sondern auch vom
Kulturmedium abh&ngig (Marciano et al. 1989). Auch Durman et al. (2005) berichten
von relativ hohen Oxalsdurekonzentrationen von bis zu 110 pg Oxalsédure je mg
Trockengewicht. Dies hing allerdings stark vom verwendeten Isolat ab und konnte

um mehr als den Faktor sechs niedriger liegen.

Magro et al. (1984) dagegen berichten von bis zu 0,3 mg Oxalsaure je g
Frischmasse, was in etwa der hier verwendeten Oxalsaurekonzentration in der

Losung entspricht. Die verwendete Konzentration ist tendenziell eher gering,
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allerdings befindet sie sich im Rahmen der bei einer Infektion durch Sklerotinia

vorkommenden Konzentration.

Hohere Oxalsaurekonzentrationen fuhrten bei Tomaten zu starken Schaden an den
Blattscheiben, so dass nach einer Inkubation von Blattscheiben deutliche
Verfarbungen sichtbar wurden (Walz et al. 2008). Aus diesem Grund wurde die
Oxalsaurekonzentration niedrig gehalten, um eine Zerstérung der Zellen unabhangig

vom Resistenzniveau zu vermeiden.

Andere Effekte der Oxalsaure wie z.B. die Reduktion des pH-Werts (Zou et al. 2007)
und die Unterdriickung des ,oxidative burst’ (Cessna et al. 2000), (Kabbage et al.
2010) wurden in den hier durchgefuhrten Versuchen nicht betrachtet und kdnnten

ebenso einen Einfluss auf die Resistenzmechanismen der Pflanze austiben.

Zur Erfassung des Einflusses von Oxalsaure auf reaktive Sauerstoffspezies (Kim et
al. 2008), (Dickman et al. 2010) hatten andere Methoden angewendet werden
mussen. Zur Erfassung der Resistenzmechanismen stellt der Einfluss von Oxalsaure
auf reakt. Sauerstoffspezies allerdings einen ebenso brauchbaren Ansatz dar. So
konnte gezeigt werden, dass die gebildete Menge an H,O,- und OH-Radikalen mit
der Aggressivitat verschiedener Isolate von Botrytis cinerea korrelierte (Tiedemann
1997). Ein vergleichbarer Ansatz zur Bewertung der Resistenz in der Interaktion
Raps-Sklerotinia ware ebenso denkbar.

Ein oft beobachtetes Symptom von Oxalsaureapplikationen auf Blattgewebe ist eine
Welke. Daher wird das durch eine Infektion der Pflanzenbasis an Sonnenblumen
hervorgerufene Symptom Stangelwelke genannt (Brandle und Spring 2003), (Huang
und Dueck 1980). So konnten Chipps et al. (2005) Unterschiede in der Anfalligkeit
verschiedener Bohnengenotypen nicht nur durch Inokulationen beschreiben, sondern
auch durch die Bonitur von oxalsdurebedingten Welkesymptome. Sie schlussfolgern,
dass Unterschiede in der Resistenz zumindest teilweise auf unterschiedliche
Reaktionen gegenuber Oxalsaure zurtickgefuhrt werden kénnen. Die beschriebenen
Welkesymptome koénnen durch eine Akkumulation von Kalium und einen
Starkeabbau in den SchlieRzellen der Stomata, was zu einer Offnung der Stomata
fuhrt, erklart werden. Daruberhinaus stort Oxalsaure das ABA-induzierte Schliel3en
der Stomata (Guimaraes und Stotz 2004). Dies deutet auf einen Einfluss der

Oxalsaure auf die Stomata hin, welches auch in diesem Versuchsansatz beobachtet
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wurde. Bei den festgehaltenen Parametern im Ansatz mit den wilden Brassica-Arten
erwies sich lediglich die Anzahl der Spaltéffnungen je mm?2 als brauchbarer
Korrekturfaktor bei den Korrelationen zur Anderung der Leitfahigkeit. Dies unterstiitzt
die These, dass die Oxalsédure auf die Spaltoffnungen wirkt und evtl. hier ein
Eindringen der Saure in das Blatt stattfindet. Neben den Spaltéffnungen wurde das
Gewicht der Blattscheiben, und damit indirekt die Blattstarke, festgehalten. Dieser
Faktor hatte allerdings keinen positiven Einfluss auf die spateren Korrelationen, es
kann also davon ausgegangen werden, dass ein Eindringen der Oxalsaure durch die
Spaltéffnungen der primére Mechanismus ist. Es kann nicht geleugnet werden, dass
die Oxalsaure auf die Schnittstelle der Blattscheibe wirkt. Zellen an der Schnittstelle
sind entweder bereits verletzt oder der Oxalsdure leicht zuganglich, so dass ein
starker Schaden entsteht. Zellbestandteile, die einen Einfluss auf die Leitfahigkeit
haben, treten u.U. friih aus und befinden sich somit in der Oxalsaurelésung, in der
die Blattscheiben inkubiert wurden. Durch das wiederholte Waschen der
Blattscheiben vor der ersten Messung werden diese u.U. entfernt und kdnnen somit

nicht mehr erfasst werden.

Die anfangliche Hypothese, dass die Oxalsaure vornehmlich an den Schnittstellen
wirken kann, muss also in Frage gestellt werden. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung,
dass auch bei den Ubrigen Genotypen eine Bestimmung der Anzahl der
Spaltéffnungen je mm?2 hatte stattfinden missen. Mit dieser Information hatten die
Daten ebenfalls korrigiert werden kdnnen und somit die Aussagekraft des Versuchs
erhoht werden kénnen. Auf der anderen Seite muss bedacht werden, dass es sich
bei dem Uubrigen Material um Rapsgenotypen und nicht um Brassica-Wildarten
handelt. Vergleichbare Unterschiede in der Anzahl der Spalt6ffnungen sind nicht zu
erwarten, da es sich um vergleichsweise homogenes Material mit einem &hnlichen

genetischen Hintergrund handelt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit dem Oxalsauretest die Reaktion des
Blattgewebes auf Oxalsdure als einen der wichtigsten Pathogenitatsfaktoren
betrachtet werden sollte. Hierbei wurde das Augenmerk vor allem auf die Schaden
an den Zellmembranen gelegt und somit die vielfaltigen weiteren Wirkungen der
Oxalsaure aulRer acht gelassen. Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich
allerdings, dass neben den Schaden an den Zellmembranen auch der Einfluss auf

die Offnung der Stomata erfasst wurde. Obwohl nur ein kleiner Teil der Wirkungen
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von Oxalsaure auf den pflanzlichen Organismus betrachtet wurden, liel3 sich eine
Differenzierung der Genotypen durchfihren. Mdgliche Diskrepanzen zu anderen
Screeningmethoden konnen z.B. auf andere Wirkmechanismen von Oxalsaure,
andere vom Pathogen produzierte Enzyme oder Toxine oder ein Zusammenspiel

beider Faktoren zurtckgefuhrt werden.

Schon de Bary (1887) beschreibt eine membranauflosende Substanz bei der
Infektion durch S. sclerotiorum. Diese besteht zum einen aus Oxalsdure. Neben
Oxalsaure gibt S. sclerotiorum aber auch z.B. extrazellulare Proteasen (Billon-Grand
et al. 2002), Endopolygalakturonasen (Cotton et al. 2003), Pectinmethylesterase
Isoformen, Polymethylgalakturonasen (Fraissinet-Tachet und Fevre 1996), eine
Aspartyl-Protease (Poussereau et al. 2001) aber auch Nekrosen und Ethylen
induzierende Peptide (NEPs) (Dallal Bashi et al. 2010) oder Sclerin, wobei es sich
um eine Substanz mit phytohormonaler (Tokoroyama et al. 1969), (Barber et al.
1981), (Tokoroyama et al. 1968) aber auch toxischer (Pedras und Ahiahonu 2004)
Wirkung handelt, ab. Dies verdeutlicht, dass es sich bei Oxalsaure nicht um die
einzige Substanz handelt, auf die die Pflanze reagieren kann bzw. die durch den
pflanzlichen Stoffwechsel inhibiert oder abgebaut werden kénnte, um die Infektion zu

reduzieren.

4.4 Methodenvergleich zur Validierung der Ergebnisse

Mittels der in Tab. 22. dargestellten Korrelationen sollten die verwendeten
Screeningmethoden miteinander in Beziehung gesetzt werden. Zunachst wurde eine
Korrelation mit den Genotypen, die von den Zichtern zur Verfigung gestellt wurden,
durchgefuihrt. Es lasst sich erkennen, dass sich nur vier signifikante
Zusammenhange absichern lieBen. Bei diesen Zusammenhangen handelte es sich
um die Befallsh&ufigkeit im Feldversuch 2008/09 am Standort Gottingen zu BBCH 19
und 85, um die Befallshaufigkeit in den Feldversuchen 2008/09 am Standort
Gottingen und Peine zu BBCH 85, um die Befallshaufigkeit in den Feldversuchen
2008/09 und 2009/10 am Standort Gottingen zu BBCH 85 bzw. um die
Befallshaufigkeit im Feldversuch 2008/09 am Standort Peine zu BBCH 85 und die
Befallshaufigkeit im Feldversuch 2009/10 am Standort Goéttingen zu BBCH 85. Es
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lied sich in keinem Fall ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem

Gewachshausscreening bzw. dem Oxalsauretest und den Feldversuchen absichern.

Bei der Interpretation muss bemerkt werden, dass es sich bei dem Zusammenhang
der Befallshaufigkeit in den Feldversuchen 2008/09 am Standort Goéttingen und
Peine zu BBCH 85 bzw. bei dem Zusammenhang der Befallshaufigkeit in den
Feldversuchen 2008/09 und 2009/10 am Standort Goéttingen zu BBCH 85 um
negative Zusammenhange handelt. Je hoher also der Befall eines Genotyps in einem
der beiden Feldversuche war, desto niedriger war sie in dem anderen. Eine
Uberzeugende Erklarung lasst sich hierflr nicht finden, so dass u.U. von falsch
positiven Ergebnissen ausgegangen werden muss. Der signifikante Zusammenhang
zwischen der Befallshaufigkeit im Feldversuch 2008/09 am Standort Goéttingen zu
BBCH 19 und 85 I&sst sich durch die Tatsache erklaren, dass der Frihjahrsbefall,
wie oben beschrieben, nicht vollstandig vom Befall zu BBCH 85 differenziert werden
konnte. Wenn in beiden Befallswerten zumindest teilweise die gleichen Pflanzen
erfasst wurden, erklart dies den signifikanten Zusammenhang. Das hochste
Bestimmtheitsmald wurde bei dem Zusammenhang der Befallshaufigkeit im
Feldversuch 2008/09 am Standort Peine zu BBCH 85 und der Befallshaufigkeit im
Feldversuch 2009/10 am Standort Goéttingen zu BBCH 85 festgestellt. Hierbei handelt
es sich um einen hoch signifikanten Zusammenhang der dartberhinaus durch ein
sehr gutes Rs gekennzeichnet ist. Dabei gilt es zu bedenken, dass diese beiden
Feldversuche die niedrigsten Befallshaufigkeiten zeigten. Erstaunlicherweise liel3
sich vor allem das Resistenzniveau der Genotypen bei Schwachbefall in zwei

Umwelten reproduzieren.

In der zweiten Korrelationsanalyse, in der die Ergebnisse aus dem
Gewachshausscreening und dem Oxalsauretest der Wildarten verwendet wurden,
lieRen sich dagegen deutlich mehr signifikante Zusammenhénge absichern. Es ergab
sich zundchst ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen der
Inokulationseffizienz und den ermittelten AUDPC-Werten. Allerdings lie3en sich
beide Parameter nicht mit den Anderungen der Leitfahigkeit, die im Oxalsauretest
ermittelt wurden, korrelieren. Erst die Korrektur der Anderung der Leitfahigkeit um die
Anzahl der Spalt6ffnungen je mmz ergab signifikante Zusammenhange. Anhand des
Rs der Korrelation zwischen dem Oxalsauretest und den korrigierten Werten des

Oxalsauretests lasst sich der Einfluss der durchgefiihrten Korrektur abschatzen. Das
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niedrige Rs von 0,653 verdeutlicht die Unterschiede in der Anzahl der Spaltéffnungen
zwischen den verwendeten Genotypen und somit auch indirekt die allgemeinen
morphologischen Unterschiede. Dies macht wiederum die Notwendigkeit einer
Korrektur der ermittelten Daten deutlich. Die beiden durch die Korrektur der Daten
erhaltenen Rs sind mit 0,607, fur den Zusammenhang zwischen dem Oxalsduretest
und den AUDPC-Werten, und 0,611, fur den Zusammenhang zwischen dem
Oxalsauretest und den Inokulationseffizienzen, sehr hoch und liegen nur
unwesentlich unter dem Rs des Zusammenhangs zwischen den AUDPC-Werten und
der Inokulationseffizienz. Dies ist umso erstaunlicher, da es sich bei den AUDPC-
Werten und der Inokulationseffizienz um Daten aus demselben Versuch handelt,
wahrend es sich bei dem Oxalsauretest um einen anderen Versuch handelt, der

darlberhinaus lediglich einen Pathogenitatsfaktor des Pilzes betrachtet.

Der starke Zusammenhang zwischen den drei Parametern demonstriert die
Aussagekraft der Screeningmethoden. Dennoch bleibt die Frage bestehen, warum in
der ersten Korrelationsanalyse kein solch eindeutiger Zusammenhang gezeigt
werden konnte. Neben vielen weiteren Faktoren sind hier zun&chst unterschiedliche
klimatische Bedingungen in den einzelnen Versuchen zu nennen. Aber auch
Unterschiede in der Aggressivitat der verwendeten Isolate oder Genotyp-Umwelt

Interaktionen kdnnten eine entscheidende Rolle gespielt haben.

Schlussendlich muss gesagt werden, dass die beiden Oxalsauretests und
Gewachshausscreenings mit den von den Zuchtern zur Verfigung gestellten
Genotypen bzw. den Brassica-Wildarten unter mdglichst gleichen Bedingungen
durchgefiihrt wurden, sich aber nur bei den Wildarten ein Zusammenhang herstellen
lie3. Wenn alle tUbrigen Bedingungen keine Erklarung liefern kénnen, so muss der
Grund fur die Unterschiede im Material selbst zu finden sein. In der Tat handelte es
sich bei den wilden Brassica-Arten um deutlich starker differenzierendes Material, so
dass eine fehlende Korrelation bei den Rapsgenotypen auf zu geringe Unterschiede
im Resistenzniveau dieser Genotypen zurtickzufiihren ist. Nur anhand von stark
differenzierendem Material lassen sich Screeningmethoden miteinander in

Beziehung setzen.

Dass eine fehlende Differenzierung der Genotypen daflr verantwortlich ist, dass sich
die Methoden nicht in Einklang bringen lassen, wird zusétzlich in den Ergebnissen

der Feldversuche deutlich. Obwohl davon auszugehen ist, dass die beteiligten
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Zichter in der Lage sind ihr Material genau einzuschatzen, lief3 sich die Einstufung
der Resistenz selbst in den Feldversuchen nur ansatzweise reproduzieren. Die
Zuchter konnen die Resistenz der Genotypen nur anhand von Feldversuchen
beurteilt haben. Obwohl beide Einschatzungen der Resistenz auf Feldversuchen
beruhen, lasst sich das Ergebnis nicht reproduzieren. Auch die anderen
Screeningmethoden waren nicht in der Lage, die Einschatzung der Zichter

wiederzugeben.

Um ausreichend differenzierendes Material zur Verfugung zu haben, kdnnten die
Ergebnisse der Versuche mit den Brassica-Wildarten genutzt werden. Es lassen sich
Genotypen identifizieren, die deutlich geringere Lasionsausbreitungen aufweisen als
andere. Hiermit konnten Kreuzungen durchgefihrt werden, um spaltende
Populationen zu erzeugen, die bei ausreichend grof3er Anzahl an Genotypen in
Feldversuchen eingesetzt werden kénnten, um somit in Feldversuchen ausreichend
differenzierendes Material zu testen. Auf diese Weise kdnnte ein Zusammenhang

zwischen den Screeningmethoden statistisch abgesichert werden.

In einem weiterfihrenden Versuch, dessen Daten nicht dargestellt sind, wurde ein
kleinerer Satz Genotypen der KWS-Lochow GmbH mittels des Oxalsduretest
untersucht. Die erzielten Ergebnisse spiegelten die von der KWS-Lochow GmbH
angegebenen Einschatzungen resistenter Pflanzen wider. Als weniger resistent
eingestufte Genotypen zeigten dagegen eine hohere Anderung der Leitfahigkeit
(Breuer 2011). Hier kann also durchaus von einer Ubereinstimmung der
Einschatzung der Zichter und des Oxalsauretests gesprochen werden. In
nachfolgenden Versuchen soll eine F2-Population eingesetzt werden (Breuer 2011),
so dass davon ausgegangen werden kann, dass von der KWS-Lochow GmbH stark
differenzierendes Material zur Erstellung einer spaltenden Population genutzt wurde.
Dies zeigt erneut, dass die Ergebnisse bei starker differenzierendem Material sehr

wohl Ubereinstimmen.

Die hier beschriebenen Ergebnisse lassen sich mit solchen aus der Literatur in
Einklang bringen, denn auch in anderen Arbeiten lieBen sich oftmals keine
Korrelationen zwischen verschiedenen Screeningmethoden herstellen (Huang 2002).
Laut der Arbeit von Kull et al. (2003) variierten die Ergebnisse der dort verwendeten
Screeningmethoden stark, so dass es schwer fiel resistente Genotypen zu

identifizieren. Auf unterschiedliche klimatische Bedingungen kann dies nicht immer
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zuruckgefuhrt werden. So haben z.B. Yanar und Miller (2003) Inokulationen mit
Ascosporen und myzeliiberwachsenen Agarplugs unter gleichen Bedingungen
durchgefuihrt. Es war allerdings nicht méglich einen Zusammenhang zwischen den
beiden Methoden herzustellen. In anderen Fallen gelang es lediglich schwache
Zusammenhange zwischen Gewachshaus- und Feldversuchen zu zeigen (Hollowell
et al. 2008). Alle diese Arbeiten verdeutlichen, dass es nicht ohne Weiteres mdglich
ist, die Ergebnisse einer Screeningmethode auf einen Feldversuch zu tbertragen.

Auf der anderen Seite wird von Ubereinstimmungen in der Reaktion verschiedener
Genotypen von Sonnenblumen auf das Pathogen in verschiedenen Feldversuchen
berichtet (Huang 2002). Dies lasst sich mit der Hypothese in Einklang bringen, dass
fehlende Zusammenhange zwischen den Screeningmethoden auf nur unzureichend
differenzierendes Material zurickzufihren sind, denn in Sonnenblumen wird von

Unterschieden im Resistenzniveau berichtet (Huang 2002).

Auch wenn die Screeningmethoden keinen engen Zusammenhang aufwiesen, so
kénnen sie dennoch genutzt werden, um resistentes Material in den Wildarten zu
identifizieren. So haben Teran und Singh (2009) signifikante Unterschiede zwischen
den dort verwendeten Screeningmethoden gefunden, waren allerdings dennoch in
der Lage resistentes Material zu identifizieren. Dies deutet darauf hin, dass der
Grol3teil des dort verwendeten Materials eher geringe Unterschiede im
Resistenzniveau zeigte und sich nur einige wenige Genotypen vom Ubrigen Material

absetzten.

Bei Alfalfa konnten auf diese Weise identifizierte Genotypen genutzt werden, um
durch  Kreuzungen eine Verbesserung des Resistenzniveaus in der
Nachkommenschaft zu erzeugen (Pratt 1996). Eine vergleichbare Vorgehensweise

ware auch hier sinnvoll.

Einzig die Arbeit von Garg et al. (2008) beschreibt eine Korrelation zwischen einer
Inokulation im Gewéchshaus und den Ergebnissen eines Feldversuchs bei Raps.
Allerdings muss hierbei bedacht werden, dass in diesem Feldversuch ebenso die
Lasionslange und nicht wie in der hier vorliegenden Arbeit die Befallshdufigkeit
festgehalten wurde. Dennoch bleibt die Tatsache bestehen, dass unter
unterschiedlichen Umweltbedingungen und an sehr divergierenden Gewebearten

Ergebnisse erzielt werden konnten, die miteinander in Einklang zu bringen waren.
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Dies lasst sich allerdings wiederum auf das verwendete Material zuriickfihren, denn
bei Garg et al. (2008) wurden neben australischen auch chinesische Genotypen
verwendet, die sich durch hohe Resistenz auszeichnen sollen. Dadurch war eine

ausreichende Differenzierung des Materials gegeben.

Auch wenn sich nur wenige signifikante Zusammenhéange zwischen den Methoden
herstellen liel3en, so konnte anhand der wilden Brassica-Arten gezeigt werden, dass
die beschriebenen Methoden reproduzierbare Ergebnisse liefern, die zu einer
Auswahl von Genotypen genutzt werden kdnnen. Diese Genotypen stehen damit fir
Kreuzungen zur Verfiugung, um die gefundenen Resistenzeigenschaften zu

kombinieren bzw. in Raps zu Ubertragen.

4.5 Beurteilung der Wurzelinfektion unter Berucksichtigung der erzielten
Ergebnisse

Zur Testung des Temperatureinflusses auf die Wurzelinfektion wurden verschiedene
Varianten mit unterschiedlichen Temperaturregimen angelegt. Ein relativ einheitlicher
Temperaturunterschied konnte Uber den gesamten Versuchszeitraum gehalten
werden. Lediglich die AuRentemperaturvariante zeigte gréf3ere Variationen, so dass
es vor allem zum Ende des Versuchs zu sehr niedrigen Temperaturen kam. Dennoch

konnten in allen Varianten Infektionen der Wurzel beobachtet werden.

Uber alle Isolate gemittelt lieR sich trotz der groRen Unterschiede in der Temperatur
jedoch kein Unterschied in den Boniturnoten feststellen. Erst bei einer einzelnen
Betrachtung der Isolate bei unterschiedlichen Temperaturen gelang es, statistisch
absicherbare Unterschiede festzustellen. Es wird angenommen, dass es eine
spezifische Optimaltemperatur flr jedes der eingesetzten Isolate gibt. Wahrend die
Isolate SS LU und SS F bei allen Temperaturen vergleichbare Lasionen hervorriefen,
wurden bei den Isolaten SS GO und SS TH in der warmsten Variante die groften
Lasionen gefunden. Gegensatzlich war dies bei dem Isolat SS 1.5, was vor allem bei
niedrigen Temperaturen zu grof3en Lasionen fuhrte. Dies lasst sich mit Daten aus der
Literatur in Einklang bringen, in der von unterschiedlichen Temperaturoptima fur
Isolate aus unterschiedlichen Regionen berichtet wird (Huang und Kozub 1991).
Diese Unterschiede in den Temperaturoptima haben einen Einfluss auf den Zeitpunkt

der Infektion. So findet die Infektion bei Isolaten mit einem niedrigeren Optimum bei
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sonst gleichen Bedingungen friher statt und kann somit u.U. bereits im Fruhjahr zu
einer Infektion fuhren. Eine Parallele zu dem in dieser Arbeit beschriebenen
Frihjahrsbefall kann erkannt werden. Jedoch sollte bedacht werden, dass es sich um
verschiedene Symptombilder handelt. Wahrend bei der Infektion der Wurzel die
Lasion direkt an der Wurzel entstand, so wurden bei der Frihjahrsinfektion stets nur
an oberirdischen Pflanzenteilen Symptome beobachtet. Selbst wenn die Infektion im
Frahjahr weit fortgeschritten war, konnte kein Befall der Wurzel beobachtet werden.
Auf der anderen Seite konnte bei der Wurzelinfektion zwar in einzelnen Fallen Myzel
oberhalb der Erdoberflache gefunden werden, dies war vor allem in der
AulRentemperaturvariante der Fall, welches allerdings zu keinem Befall der
oberirdischen Pflanzenteile fuhrte.

Der Befall der Wurzel durch myzeliogen auskeimende Sklerotien ist in anderen
Kulturarten wie z.B. Sonnenblume sehr gut beschrieben und von grol3erer
Bedeutung (Hoes und Huang 1976), (Huang und Dueck 1980), (Huang und Hoes
1980), (Degener et al. 1998). Da Sonnenblumen und Raps z.T. unter vergleichbaren
klimatischen Bedingungen angebaut werden ist es verwunderlich, dass die
bodenburtige Infektion von Raps durch Sklerotinia nicht oder nur von deutlich
untergeordneter Bedeutung auftritt. Auf3er klimatischen Faktoren missen noch
andere Mechanismen von Bedeutung sein. So ist anhand der hier dargestellten
Daten zu erkennen, dass es in dem Wurzelinokulationsversuchen trotz direktem
Kontakt des Myzels zur Wurzel, hoher Bodenfeuchten, unterschiedlicher
Temperaturen und einem sehr langen Versuchszeitraum nur zu vergleichsweise
schwachen Symptomen kam. Keine der infizierten Pflanzen zeigte oberirdische
Symptome. Eine Sklerotienbildung trat erst nach einer weiteren Inkubation in der
Feuchten Kammer auf und nur bei wenigen Pflanzen konnten im Inneren der Wurzel
Sklerotien gefunden werden. Es muss eine eher geringe Anfalligkeit des
Wourzelgewebes vorhanden sein. Dies deckt sich mit den Beobachtungen im
Feldversuch, wo trotz einer starken Zersetzung der oberirdischen Pflanzenteile, die

Wourzeln nicht befallen wurden.

Ein Faktor, der einen fordernden Einfluss auf die Infektion der Wurzeln austiben
konnte, waren z.B. durch Insekten hervorgerufene Wunden. Vergleichbare Effekte
konnten bereits gezeigt werden. So kann ein Befall der Kleinen Kohlfliege

(Delia radicum L.) den anschlieBenden Befall von Verticillium longisporum férdern
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(Keunecke 2009). Vergleichbares wurde in anderen Systemen, wie z.B. Fusarium
(Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. lycopersici (Sacc.)) und Nematoden
(Meloidogyne incognita) an Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (Abawi und
Barker 1984) oder Phoma lingam (Tode) und der Kleine Kohlfliege an Raps
(Keunecke 2009), beschrieben. Wahrend in anderen Interaktionen von Insekten und
Pathogenen Insekten als Vektoren fungieren kénnen, ist bei Sklerotinia vor allem die
Verwundung der Pflanze von Bedeutung. Durch Wunden kénnte es dem Pathogen
ermdglicht werden schneller bzw. tiefer in das Pflanzengewebe einzudringen und
somit im Inneren der Wurzel Sklerotien zu bilden. Angesichts der Symptome bei
niedrigen Temperaturen in dem hier beschriebenen Versuch, ist eine durch Frost
hervorgerufene Verwundung der Pflanze als moglicher fordernder Faktor bei der
Infektion denkbar. An Kohl wurde bereits beschrieben, dass vor allem durch
Frostschaden eine Infektion durch Sklerotinia begtinstigt wird (Hudyncia et al. 2000).
Insektenfral® fihrte dagegen zu einer moderaten Erh6hung des Befalls (Dillard und
Cobb 1995). Dies erklart die vergleichbar hohen Befallswerte in der

AuRentemperaturvariante in dem hier beschriebenen Versuch.

Die hohen Befallswerte in der Aul3entemperaturvariante lassen sich mit Daten zur
Keimung von Sklerotien in Einklang bringen. Schon niedrige Temperaturen von 4°C
kénnen ausreichen, um die Keimung von Sklerotien auszulésen (Mylchreest und

Wheeler 1987), so dass das Pathogen bei niedrigen Temperaturen aktiv ist.

Dariiberhinaus lie3en sich in diesem Versuch Unterschiede in der Reisolationsrate
des Pathogens bei den verschiedenen Temperaturen feststellen. Bei jeder der
genutzten Methoden zur Isolation wurden in der AuRentemperaturvariante die besten
Ergebnisse erzielt. Es konnte kein deutlicher Unterschied zwischen den genutzten
Methoden erkannt werden, so dass davon ausgegangen werden muss, dass in den
beiden warmeren Varianten das Pathogen entweder nicht mehr lebensfahig war oder
durch andere Mikroorganismen stark unterdriickt wurde. In den beiden anderen
Varianten lagen die Reisolationsraten z.T. sehr niedrig. Eine weitere Entwicklung der
Symptome ware daher vor allem in der Aul3entemperaturvariante zu erwarten. Auch
wenn die Symptomauspragung bei den unterschiedlichen Temperaturen vergleichbar
war, deutet dies auf eine Anpassung an eher niedrigere Temperaturen hin, was eine

mogliche Infektion der Wurzel am Anfang der Vegetationsperiode belegene wiirde.
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Schlief3lich lieRen sich in dem Versuch Unterschiede in der Aggressivitat der Isolate
erkennen. Anhand von myzeliogenen Kompatibilitatsgruppen konnten selbst
innerhalb von zwei Rapsfeldern unterschiedliche Isolate von S. sclerotiorum
nachgewiesen werden (Kohn et al. 1991). Diese Gruppen weisen oft groRRe
Unterschiede in der Aggressivitat auf (Kull et al. 2004), (Hollowell et al. 2003), (Ekins
et al. 2007), (Viji et al. 2004). Allerdings konnten keine Genotyp-Isolat Interaktionen
nachgewiesen werden (Kull et al. 2004), (Hollowell et al. 2003). Es ist nicht
Uberraschend, dass hier Unterschiede in der Aggressivitat aufgezeigt werden
konnten. Vielmehr zeigen diese Unterschiede in der Aggressivitat, dass das
angewendete Boniturverfahren geeignet war, um Unterschiede zwischen den

Varianten nachzuweisen.

Als Schlussfolgerung kann aus diesen Versuchen abgeleitet werden, dass jedes
verwendete Isolat eine Optimaltemperatur zur Infektion und Symptomauspragung
aufweist. Vergleichbares ist auch schon in der Literatur beschrieben. Wahrend Koch
et al. (2007) ein sehr breites Temperaturoptimum zur Infektion von 16 bis 27°C
beschreiben, liegt dies z.B. bei Abawi und Grogan (1979) mit 20 bis 25°C niedriger.
Ein noch niedrigeres Optimum zur Infektion wird von Young et al. (2004)

beschrieben. Hier liegt es zwischen 16 und 22°C.

Dartberhinaus konnte in den hier durchgefuhrten Arbeiten bei niedrigen
Temperaturen eine vergleichbare Symptomauspragung beobachtet werden.
Zusammen mit der beschriebenen niedrigen Temperatur, die zur Keimung der
Sklerotien notwendig ist und der Hypothese, dass Frostschaden eine Infektion
fordern kénnen, kann von einer Wurzelinfektion zu Beginn der Vegetationszeit
ausgegangen werden. Die in den Feldversuchen beobachtete Frihjahrsinfektion
stutzt diese These, denn auch hier wurde die Infektion Anfang April zum ersten Mal
beobachtet. Die Sklerotien missen also vorher ausgekeimt sein und eine frihere
Infektion kann nicht ausgeschlossen werden. Vergleicht man die beiden
Versuchsjahre, in denen die Frihjahrsinfektion beobachtet wurde, so fallt auf, dass
sie im Versuchsjahr 2008/09 starker war, obwohl nach vergleichbaren Temperaturen
im Méarz die Temperaturen im April und Mai 2009 hoher lagen als in 2010. Am
Standort Peine dagegen, auf dem die Frihjahrsinfektion nicht beobachtet wurde,
kann im Versuchsjahr 2008/09 eine deutlich hohere Temperatur im April beobachtet

werden, die eine Infektion u.U. behindert hat. Nach initialer Infektion bei kalten
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Temperaturen férdern u.U. milde Temperaturen den weiteren Krankheitsverlauf. Im
Jahr 2009/10 lasst sich das Ausbleiben der Frihjahrsinfektion durch vergleichsweise
niedrige Niederschlage im April erklaren.

Sofern die Hypothese allerdings zutrifft, dass Wunden durch Insekten oder Frost eine
wichtige Rolle bei der Infektion der Wurzeln spielen, bedeutet dies, dass es nicht
ohne Weiteres mdglich ist fir diese Art der Infektion resistente Genotypen zu
identifizieren. Dies lasst sich begrinden, da stets andere Faktoren, wie
unterschiedlicher Insektenbefall oder Winterbedingungen, aber auch Winterharte der
Genotypen zur Ausprdgung der Symptome beitragen und den eigentlichen
Resistenzmechanismus  Uberdecken  konnen. DarlUberhinaus zeigen die
unterschiedlichen Temperaturoptima der verwendeten Isolate zusammen mit den
dennoch sehr homogenen Symptomauspragungen die stabile Auspragung des

Befalls, selbst bei nicht optimalen Bedingungen.

Einzig durch eine Reduktion der Ausbreitung des Pathogens innerhalb der Pflanze,
wie es in den wilden Brassica-Arten zu beobachten war, konnte der Befall hier
reduziert werden. Ein verminderter Infektionserfolg kann nicht zielfihrend sein,

sofern die Infektion durch Wunden gewahrleistet wird.

4.6 Beurteilung der Pflanzentransformation im Hinblick auf die
Wirksamkeit der inserierten Gene

Mittels des durchgefiihrten PCR-Verfahrens und der cDNA-Synthese konnte gezeigt
werden, dass die inserierten Gene in den meisten Fallen stabil in das Genom
eingebaut, an die nachste Generation weitergegeben und exprimiert wurden.
Dennoch zeigten die vier verwendeten Screeningmethoden Oxalsauretest, Blatt-,
Blattstiel- und Stangelinokulation keine Unterschiede im Phanotyp der

transformierten Pflanzen.

Beide Gene sollten Oxalsdure, den wichtigsten Pathogenitatsfaktor von
S. sclerotiorum (Hegedus und Rimmer 2005), abbauen und somit die Ausbreitung
des Pilzes innerhalb der Pflanze reduzieren oder sogar verhindern. Obwohl
S. sclerotiorum neben Oxalsdure zahlreiche weitere Substanzen abgibt, die zur

Infektion beitragen (Marciano et al. 1983), (Fraissinet-Tachet und Fevre 1996),
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konnte gezeigt werden, dass Mutanten von Sklerotinia, die nicht in der Lage sind,
Oxalsaure zu produzieren, nicht pathogen sind (Godoy et al. 1990). Laut Lu (2003)
gibt es drei Klassen von Enzymen, die Oxalsaure abbauen kdnnen. Hier sind Oxalat
Oxidasen, Oxalat-Decarboxylasen und Oxalyl-CoA-Decarboxylasen zu nennen. Da
die Decarboxylasen die Oxalsdure in CO, und Ameisensaure abbauen und
Ameisensaure einen negativen Effekt auf die Pflanzenzelle austiben kénnte, wurden
die meisten Transformationen mit Oxalat-Oxidase durchgefihrt. Hier gibt es einige
Beispiele, die die Wirksamkeit des Enzyms demonstrieren. Thompson et al. (1995)
konnten z.B. zeigen, dass transgene Brassica napus Pflanzen, die Aktivitdt von
Oxalat-Oxidase aufwiesen eine hohere Resistenz gegeniber exogen applizierter
Oxalséure aufweisen. Die Verbesserung der Resistenz von Raps gegenuber
S. sclerotiorum durch die Insertion einer Oxalat-Oxidase aus Triticum aestivum, wie
sie in der hier vorliegenden Arbeit verwendet wurde, konnte zusammen mit einer
Detoxifikation von Oxalsdure ebenso gezeigt werden. Hierbei kam es zu einer
Reduktion des Befalls von bis zu 90% (Dong et al. 2008).

Vergleichbare Ergebnisse liel3en sich auch an anderen Pflanzen, wie Sonnenblume,
Sojabohne oder Erdnuss zeigen. Hier konnte die Resistenz gegenlber
S. sclerotiorum oder S. minor durch die Insertion einer Oxalat-Oxidase aus Weizen
erheblich gesteigert werden (Donaldson et al. 2001), (Hu et al. 2003), (Livingstone et
al. 2005).

Die Wirkung der Oxalat-Decarboxylase konnte in der Literatur ebenso demonstriert
werden. In Tabak und Sojabohne wurde dieses Enzym erfolgreich exprimiert, was
ebenfalls zu einer starken Reduktion der Symptomauspragung fuhrte (Kesarwani et
al. 2000), (Cunha et al. 2010).

Die fehlende Wirkung in der vorliegenden Arbeit kann nicht auf die verwendeten
Konstrukte zuriickgefuhrt werden, da eben diese Konstrukte eine Wirkung gegeniber
S. sclerotiorum in Tomate und Tabak zeigten. In Tabak konnte dariberhinaus ein
durch die Oxalat-Decarboxylase reduzierter Oxalsauregehalt und eine starkere
Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies beobachtet werden. In Tomaten liel3 sich
dagegen der Oxalsaureabbau selbst nachweisen (Walz et al. 2007), (Walz et al.
2008).
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Weshalb die dargestellte Transformation in diesen Untersuchungen erfolglos blieb,
ist offen. Allerdings berichtet Glue (2009) ebenfalls von einer fehlenden Wirkung der
inserierten Gene. Hier wurde eine Oxalat-Oxidase aus Weizen, eine Oxalat-Oxidase
aus Gerste und eine Oxalat-Decarboxylase aus Flammulina velutipes in Zwiebel
(Allium cepa L.), Knoblauch (Allium sativum L.) und Tabak inseriert. Keines der drei
Gene fuhrte zu einer Verbesserung der Resistenz in Zwiebel oder Knoblauch.
Lediglich ein Event der Transformation an Tabak konnte identifiziert werden, in dem

die Oxalat-Decarboxylase zu einer hoheren Resistenz flhrte.

Zuruckgefuhrt wird dies zum einen auf eine unstabile Expression der Gene. Zum
anderen wurden auch Events identifiziert, bei denen histologisch eine Expression
gezeigt werden konnte. Es wird vermutet, dass die Expression zu gering war und
eine gewisse wirkungsvolle Konzentration erreicht werden muss, um einen
ausreichenden Effekt auf die Oxalsaurekonzentration im Gewebe hervorzurufen. Ein
ahnlicher Zusammenhang kénnte in den hier durchgefihrten Versuchen vorliegen.
Die Anzahl der Geninsertionen wirde einen ersten Anhaltspunkt hierfir geben. Auf
der anderen Seite erhoht eine hohe Anzahl an Insertionen die Wahrscheinlichkeit
eines ,gene silencing’, was ebenfalls als Erklarungsansatz in der Arbeit von Glue
(2009) herangezogen wird. In der hier vorliegenden Arbeit wurde weder die Anzahl
der Insertionen, noch die Hohe der Expression bestimmt, so dass beide Erklarungen
nicht ausgeschlossen werden kénnen. Die hohe Anzahl der Transformationen in der
Arbeit von Glue (2009) zusammen mit der geringen Anzahl an Events, die tatsachlich
eine Reduktion im Lasionswachstum aufwiesen verdeutlicht, dass nicht jede
Transformation oder Insertion automatisch zu einer deutlichen Veranderung des

Phanotyps fuhrt.

In den hier durchgefiihrten Versuchen zur Phanotypisierung der transgenen Pflanzen
wurden je Genkonstrukt nur zehn bzw. neun der 20 bzw. 24 erzeugten Events
genutzt. Eine Phanotypisierung der Ubrigen Events kodnnte dennoch zu einer
Identifikation eines resistenten Genotyps fiuhren. Diese Hypothese wird durch die
Auswahl der phéanotypisierten Events weiter untermauert. Es wurden hierbei je
Genkonstrukt diejenigen ausgewahlt, von denen die gré3te Saatgutmenge produziert
werden konnte. Es wurden folglich Events, bei denen es durch die Insertion der
Gene zu einer reduzierten Samenbildung kam, nicht berilicksichtigt. Eine solche

Reduktion der Samenbildung konnte beobachtet werden und kénnte ein Hinweis auf
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eine reduzierte Fitness dieser Linien sein. Eine solche Reduktion der Fitness kénnte
u.U. durch eine sehr hohe Expression oder Akkumulation der gewtinschten Enzyme
zu erklaren sein. Folglich sollten die nicht phanotypisierten Linien unbedingt in
weiteren Versuchen eingesetzt werden, um herauszufinden, ob sich auch in diesen

Events kein Effekt auf die Symptomauspragung finden lasst.

Neben der zu geringen Menge an Enzymen, die flr den nicht veranderten Phanotyp
verantwortlich sein kénnte, kdnnen auch weitere Erklarungen herangezogen werden.
Zum einen ist hier ein zu geringes Expressionslevel oder eine zu geringe Translation
zu nennen, die zu eben dieser niedrigen Enzymmenge fuhren kénnte. Zum anderen
ist aber auch eine nicht korrekte Faltung des Enzyms oder eine unvorteilhafte
Lokalisation denkbar. Bei falscher Quartarstruktur kann keine Aktivitdt erwartet
werden. Wenn Enzym und Substrat nicht aufeinandertreffen, weil das Enzym z.B. in
Vakuolen eingeschlossen ist, kann keine Aktivitat vom Enzym ausgehen, was die
Bedeutung der Lokalisation des Enzyms verdeutlicht. Eine weitere Erklarung kénnte
ein Abbau des Enzyms oder bereits der RNA innerhalb der Zellen sein. Sofern von
einer korrekten Bildung des Enzyms ausgegangen wird, ist allerdings eine
posttranslationale Modifikation oder Glykosylierung desselben denkbar. Gleiches gilt
fur die RNA, die durch eine Modifikation verandert wirde und somit nicht mehr zum
korrekten Produkt fihren kann. Denkbar ware ebenso die Notwendigkeit eines
Co-Faktors fur die Enzymaktivitst. So wurde fiur Oxalat-Oxidase z.B. die
Notwendigkeit von Kupfer oder Mangan als Co-Faktor beschrieben (Pundir und
Kuchhal 1989), (Requena und Bornemann 1999). Beide Elemente sollten allerdings
in der Pflanze vorhanden sein, so dass auch diese Erklarung als unwahrscheinlich
angesehen werden kann. Eine weitere Erklarung ware die Notwendigkeit eines
bestimmten pH-Wertes fur die Aktivitdt der Enzyme. Allerdings wurde sowohl fir die
Oxalat-Decarboxylase wie auch fur die Oxalat-Oxidase eine sehr breite pH-Spanne
fur die Aktivitat beschrieben (Mehta und Datta 1991), (Pundir und Kuchhal 1989), so
dass dies nicht als Begriindung herangezogen werden kann. Naturlich kénnen auch
andere Bedingungen fur die Aktivitdt suboptimal gewesen sein. Es bleibt aber zu
bedenken, dass eine Aktivitdt der Enzyme in anderen Pflanzen berichtet wurde (Walz
et al. 2007), (Walz et al. 2008).

Ein weiterer Grund fur die ausgebliebene Enzymaktivitat konnte die Inhibierung der
Oxalat-Oxidase durch funktionelle Thiolgruppen (-SH) (Pundir und Kuchhal 1989)
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sein. Schwefelwasserstoffverbindungen finden sich u.a. in Glukosinolaten, wie sie im
Raps vorkommen. Da Glukosinolate ebenso in Zwiebel und Knoblauch zu finden
sind, stellt dies eine Erklarung fur die fehlende Wirksamkeit der Oxalat-Oxidase in
der hier vorliegenden Arbeit, aber auch in der Arbeit von Glue (2009), dar. Es sollte
allerdings nicht vergessen werden, dass z.B. Thompson et al. (1995) die Wirkung
einer Oxalat-Oxidase in Raps zeigen konnten. Schwefelwasserstoffe konnen folglich
nicht die einzige Erklarung fur die nicht vorhandene Anderung des Phé&notyps
darstellen. Vermutlich sind auch das sortenspezifische Glukosinolatspektrum sowie

die Menge des gebildeten Enzyms hier von Bedeutung.

Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass Phosphat- und Sulfationen die
Aktivitat der Oxalat-Decarboxylase hemmen koénnen (Knowles und Hodgkinson
1972), (Kobos 1980). Beide lonen kommen in Pflanzenzellen vor, besonders Raps
zeichnet sich durch eine vergleichsweise hohe Schwefelkonzentration im Gewebe
aus, so dass sie als Inhibitoren in Frage kommen. Auch wenn in den beschriebenen
Arbeiten die Enzyme nicht aus den gleichen Organsimen stammten und die
beschriebenen Inhibitoren in den Ursprungsorganismen vorhanden sind, stellt dies

eine magliche Erklarung fur das beobachtete Phanomen dar.

Neben dem hier dargestellten Ansatz zur Erzeugung transgener Pflanzen mit
erhdhter Resistenz sind weitere Mdglichkeiten in der Literatur dargestellt. So konnten
Liu et al. (2010) z.B. durch die Insertion eines Chitinasegens die Resistenz
gegenuber S. sclerotiorum deutlich erhéhen. Alternativ kann die Expression bereits
vorhandener Gene und somit die Resistenz beeinflusst werden. Es konnte gezeigt
werden, dass in dem als resistent eingestuftem Genotyp Zhongshuang 9 die
Expression des Gens fir die BhMPK4 nach einer Infektion induziert wird, wahrend es
in einem anfalligen Genotyp nicht aktiviert wird. Durch die Uberexpression dieses
Gens liel3 sich die Resistenz gegeniber S. sclerotiorum stark erhéhen (Wang et al.
2009).

Auch andere biotechnologische Verfahren lassen sich zur gezielten Selektion
resistenter Genotypen nutzen. Oxalsaure als Selektionsmarker wurde z.B. von Liu et
al. (2005) eingesetzt, um aus einer Population an mutanten Genotypen zu
selektieren, die eine hohere Toleranz gegeniuber diesem Pathogenitatsfaktor
aufweisen. Die selektierten Mutanten zeigten eine deutlich erhdhte Resistenz

gegenuber dem Pathogen als der resistente Standard Zhongyou 821.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zunachst die bis jetzt nicht verwendeten
Transformationsevents aus dieser Arbeit phanotypisiert werden sollten. Sollte sich
kein Genotyp mit erhdhter Resistenz finden lassen, so ist dies kein Beweis dafr,
dass eine auf diese Weise durchgefiihrte Transformation keinen Erfolg bringen kann.
In anderen Arbeiten wurde eben dies bewiesen, so dass von einem
erfolgversprechenden Ansatz gesprochen werden kann. Daruberhinaus gibt es
weitere Ansatze, die zur Erzeugung von resistentem Material genutzt werden
kénnten, so dass biotechnologische Methoden in der Zichtung nicht vernachlassigt

werden sollten.
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5 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Bewertung der Resistenz
des momentan zur Verfugung stehenden Rapsmaterials gegentuber S. sclerotiorum
nicht ohne Weiteres moglich ist. Die hohe Variabilitdt der Ergebnisse, die starken
Genotyp-Umwelt Interaktionen und vor allem die geringen Unterschiede im
Resistenzniveau des Materials sind hierfur verantwortlich. Um dennoch die
Resistenzeigenschaften der zukinftigen Sorten beeinflussen zu kdénnen, missen
folglich Resistenzquellen aus anderen Genpools herangezogen werden. Es konnten
Quellen in chinesischem Material aber auch in Brassica-Wildarten gefunden werden,
die in der Rapszuchtung eingesetzt werden kdnnen. Vor allem in wildem Brassica-
Material lieRen sich dariberhinaus unterschiedliche Formen der Resistenz finden.
Die hier zum ersten Mal beschriebene Form der quantitativen physiologischen
Resistenz stellt hierbei das vielversprechendste Werkzeug zur Verbesserung der
Sorteneigenschaften dar. Durch die Reduktion des Wachstums des Pilzes kdnnen
Ertragsverluste reduziert werden. Besonders vor dem Hintergrund 6konomischer
Gesichtspunkte, konnte u.U. dadurch auf Blutenspritzungen verzichtet werden. Trotz
dieser Mdglichkeit, sollte bedacht werden, dass es sich hierbei um einen relativ
aufwendigen Zuchtgang handelt, in dem es schon bei der Erstellung der
Resynthesen zu Problemen kommen koénnte. Unter allen Umstanden mussten die
hier beschriebenen Screeningmethoden beriicksichtigt werden. Zusatzlich bleibt zu

klaren, inwieweit eine solche Resistenz die Anfalligkeit der Wurzel verringern kann.

Aus diesem Grund stellen biotechnologische Methoden, wie z.B. die Transformation
von bestehenden Sorten mit hohem Ertragspotential eine verlockende Alternative
dar. Einen Einfluss der hier durchgefiihrten Transformationen auf den Phanotyp
konnte zwar nicht gezeigt werden, aber Beispiele aus der Literatur zeigen
vielversprechende Resultate oder Alternativen. In Europa steht allein die fehlende
gesellschaftliche Akzeptanz dieser Methoden der Entwicklung und Forschung an
transgenen Genotypen entgegen. Aus diesem Grund kann im Moment nur durch
klassische Ziichtung mit chinesischem Material oder Resynthesen aus Wildarten das
Problem der fehlenden Variabilitat im vorhandenen Material gelost und neue

Resistenzquellen erschlossen werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung praktikabler Screeningmethoden zur
Bewertung der Resistenz von Rapssorten gegeniber S. sclerotiorum zur
Identifizierung madglicher Resistenzquellen fiur die Winterrapszuchtung. Drei
Methoden konnten entwickelt werden, die die Resistenzeigenschaften verschiedener
Genotypen auf unterschiedlichen Ebenen erfassen. Neben Befallsbonituren in
Feldversuchen, wurden ein Gewachshausscreening und ein Labortest durchgefihrt.
Dieser beruht auf der Reaktion des Pflanzengewebes auf den Pathogenitatsfaktor
Oxalsaure. Mit diesen Methoden wurde das von den beteiligten Zichterh&usern zur
Verfligung gestelltes Material phéanotypisiert, welches eine mdglichst grol3e
Differenzierung aufweisen sollte. Durch die Kombination dieser drei Methoden konnte
gezeigt werden, dass das der Ziichtung zur Verfigung stehende Material eine nicht
ausreichende Differenzierung im Merkmal der Resistenz gegenuber Sklerotinia
aufweist, um eine erfolgreiche Resistenzziichtung zu betreiben. Dennoch konnte die
Reproduzierbarkeit des Gewachshausscreenings und des Oxalsauretests anhand
von besser differenzierendem Material gezeigt werden. Bei diesem Material handelte
es sich um wilde Brassica-Arten, welche unterschiedliche Resistenzreaktionen
aufgezeigt haben. Wahrend in dem vorhanden Sortenmaterial oder den verwendeten
Resynthesen die Pathogenabwehr hauptsachlich auf einer Reduktion des
Penetrationserfolgs zu beruhen scheint, weisen die wilden Brassica-Arten eine
guantitative physiologische Resistenz auf, die die Ausbreitungsgeschwindigkeit des
Pilzes im pflanzlichen Gewebe reduziert. Durch diesen bis heute in der Zichtung
ungenutzten Mechanismus konnte die Resistenz im Zuchtmaterial erhéht werden.
Zusatzlich konnten in chinesischem Sortenmaterial Resistenzquellen identifiziert
werden. In diesen Genotypen wird ebenfalls die Ausbreitung des Pathogens und
nicht die Infektion selbst beeinflusst. Eine Nutzung dieser Resistenzquellen in
Feldversuchen, war allerdings, aufgrund mangelnder Resynthesen der wilden
Brassica-Arten bzw. mangelnder Winterharte des chinesischen Materials, nicht
moglich. Anhand zahlreicher Ubereinstimmungen zwischen dem Feldversuch
2007/08, in dem noch kein von den beteiligten Zichtern bereitgestelltes Material
verwendet wurde und den mehrortigen und mehrjahrigen Sortenversuchen der UFOP
(Union zur Foérderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V.), konnte die

Reproduzierbarkeit und Aussagekraft der Feldversuche demonstriert werden.
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Kinstliche Infektionen der Wurzeln bei unterschiedlichen Temperaturen im
Gewachshaus und der im Feld beobachtete Friuhjahrsbefall deuten darauf hin, dass
eine Infektion der Wurzel schon friih in der Vegetationsperiode stattfinden kann. U.U.
spielen Wunden, wie sie durch Insekten aber auch Frost hervorgerufen werden
kénnen, hierbei eine entscheidende Rolle. Resistenzreaktionen der Genotypen traten

hierbei nicht sehr deutlich auf.

In weiterfihrenden Arbeiten wurde durch eine Transformation der Sommerrapssorte
Drakkar versucht einen resistenten Standard fur das Gewachshausscreening und
den Oxalsauretest herzustellen. Hierfur erfolgte eine Insertion von Genen fir eine
Oxalat-Oxidase und eine Oxalat-Decarboxylase. Trotz erfolgreicher Transformation
und Expression der Konstrukte konnte in keiner der phanotypisierten
Transformationsevents ein Einfluss auf den Phénotyp beobachtet werden. Neben der
Reaktion des transgenen Materials in Gewéachshausversuchen auf das Pathogen
selbst, wurde die Reaktion auf Oxalsdure allein im Oxalsauretest betrachtet. Da hier
kein Einfluss der inserierten Gene auf den Phanotyp beobachtet werden konnte,
kann von einer mangelnden oder fehlerhaften Transkription bzw. Aktivitat der

Enzyme oder einer zu geringen Enzymmenge im Gewebe ausgegangen werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass Screeningmethoden fir die Zichtung
entwickelt wurden mit denen mogliche Resistenzquellen identifiziert werden konnten.
Der Ziuchtung stehen somit Mdglichkeiten zur Verfigung die Resistenz von Raps

gegeniber S. sclerotiorum zu verbessern.
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Summary

The aim of this work was the development of suitable screening methods for
resistance evaluation of oilseed rape cultivars against S. sclerotiorum. With these
methods, possible sources of resistance had to be identified. Three methods have
been developed, which evaluate the characteristics of resistance on different bases.
Beside field experiments, which are strongly depending on climatic conditions and
are very time and cost intensive, a greenhouse screening and a laboratory assay,
which determines the reaction of the tissue against the pathogenicity factor, oxalic
acid, have been developed. First genotypes, which were provided by the involved
breeders, have been screened with the mentioned methods for evaluating a broad
range of differentiation. Thus the complete variability, which is available for the
breeders, has been used. By combining the three different methods, it was possible
to show a lack of variation in this material. Therefore it is not possible to use this
material in further resistance breeding. Nevertheless the reproducibility of the
greenhouse screening and the oxalic acid assay was shown by using material with a
higher differentiation. This material consists out of wild Brassica species, which have
shown different resistance reactions. In the available cultivars and the used
resynthesized oilseed rape genotypes a mechanism seems to be existing, which
reduces the penetration efficiency and thus also the disease incidence. In the wild
Brassica species a quantitative physiological resistance can be found, which reduces
the rate of spread in plant material. This until now unused mechanism seems to be a
possibility to increase resistance in breeding material, assumed that the described
screening methods are used. Despite this mechanism sources of resistance have
been found in Chinese oilseed rape cultivars. These cultivars also decrease the rate
of spread but have no effect on the infectionefficiancy. The use of these sources of
resistance in field experiments, which are the third and maybe most important
method in breeding for resistance, was not possible. On the one hand the
resynthesized oilseed rape made out of the wild species was not available. On the

other hand the Chinese cultivars show an insufficient winter hardiness.

There were several similarities between cultivars in field experiment 2007/08, in
which no material from the breeders has been used, and the UFOP (Union zur
Forderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V.) variety trials, which are conducted on

several locations and in several years. Because of this it was possible to demonstrate
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the reliability and the significance of the field experiments. A prerequisite is therefore
a sufficient disease level, which can not be guaranteed because of changing climatic

conditions.

Artificial inoculations of roots under greenhouse conditions at different temperatures
besides the observation of spring infestation in the field, indicate infection of roots in
the field in the beginning of the growing season. Wounds, caused by insects or frost,
may play an important role in this kind of infection. Differences in reaction of the used

cultivars were not very obvious in spring infestation.

In further experiments a resistant cultivar as a standard for greenhouse screenings
and oxalic acid assays should be created by transformation of the spring oilseed rape
cultivar Drakkar. For this reason a gene coding for oxalate oxydase and a gene
coding for oxalate decarboxylase was used. A successful transformation and
expression of the inserted genes has been demonstrated. Nevertheless in none of
the phenotyped transformation events an influence of the genes on the phenotype
could be observed. Beside the reaction of this transgenic material on the pathogen
itself in greenhouse experiments, an oxalic acid assay was conducted to observe the
effect of oxalic acid itself. Because even in this assay there was no influence of the
genes on the phenotype a missing or incorrect transcription, an insufficient activity of

the enzymes or an insufficient amount of the enzyme in the tissue can be suggested.

Over all it can be stated, that suitable screening methods for further breeding have
been developed and possible sources of resistance have been identified. Thus tools
are available for breeders to increase resistance of oilseed rape against

S. sclerotiorum.
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8 Anhang

Tab. 1A: Acker- und pflanzenbauliche Mallnahmen im Sortenversuch 2007/2008 am
Standort Goéttingen (Schlag ,Hinter der Bahn®, Weende)

Vorfrucht 15.07.07 Ernte Wintergerste
Bodenbearbeitung 13.08.07 Pflug mit Packer
Saatbettbereitung 26.08.07 Kreiselegge und Walze

Aussaat 28.08.07 Parzellendrillmaschiene 50 kf K/m?2
Sklerotinia Inokulation 29.04.08 Sklerotinia Sprahinokulation

08.05.08 Sklerotinia Sprahinokulation
15.04.08 Sklerotinia Spruhinokulation

Nmin 20.02.08 30,8 kg N/ha

1. N- Dlngung 25.02.08 SSA (170 kg/ha) = 35,7 kg N/ha
2. N- Dingung 28.02.08 80 kg N/ha (AHL)

3. N- Dingung 09.04.08 80 kg N/ha (AHL)

Ngesamt (inCl. Nimin) 226,5 kg N/ha

S- Diingung 25.02.08 SSA (170 kg/ha) = 40,8 kg S/ha

Pflanzenschutz

1. Herbizid 29.08.07 VA: 1,7 I/ha Brasan, 0,7 I/ha Butisan
2. Herbizid 16.10.07 1 I/ha Gallant Super

1. Wachstumsregler 16.10.07 0,7 I/lha Moddus, 0,4 I/ha CCC 720
2. Wachstumsregler 01.04.08 0,6 I/ha Moddus, 0,3 I/lha CCC 720
1. Fungizid 05.10.07 2 I/ha Eria

2. Fungizid 12.04.08 2 I/ha Eria

3. Fungizid 07.05.08 0,5 kg /ha Cantus

1. Insektizid 05.10.07 0,15 I/ha Karate

2. Insektizid 16.10.07 0,3 I/ha Decis

3. Insektizid 01.04.08 0,1 I/lha Fastac SC
Schneckenkorn 30.08.07 Pro Limax ca.6 kg/ha

Ernte 25.07.08
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Tab. 2A: Acker- und pflanzenbauliche MalRnhahmen im Sortenversuch 2008/2009 am
Standort Géttingen (Schlag ,Grolde Breite®, Weende)

Vorfrucht 03.07.08 Ernte Wintergerste
Bodenbearbeitung 13.08.08 Pflug mit Packer
Saatbettbereitung 13.08.08 Kreiselegge und Walze
Aussaat 14.08.08 Parzellendrillmaschiene 50 kf K/m?
Sklerotinia Inokulation 08.12.08 Sklerotien ausgestreut

Nrmin 03.03.09 13,1 kg N/ha

1. N- DUngung 03.03.09 SSA (170 kg/ha) = 35,7 kg N/ha
2. N- Dingung 17.03.09 80 kg N/ha (AHL)

3. N- Dungung 02.04.09 80 kg N/ha (AHL)

Ngesamt (incl. Nimin) 208,8 kg N/ha

S- Dingung 03.03.09 SSA (170 kg/ha) = 40,8 kg S/ha

Pflanzenschutz

1. Herbizid 15.08.08 VA: 2,5 I/ha Nimbus

2. Herbizid 08.09.08 0,5 I/ha Agil S

1. Wachstumsregler 16.09.08 0,7 I/ha Caramba

2. Wachstumsregler 07.04.09 0,7 I/ha Moddus, 0,4 I/ha CCC 720
1. Fungizid 28.04.09 0,5 kg/ha Cantus

1. Insektizid 08.09.08 0,15 I/ha Sumicidin Alpha EC

2. Insektizid 07.04.09 0,1 I/ha Fastac super

3. Insektizid 16.04.09 0,3 I/ha Biscaya

Schneckenkorn 20.08.08 ca.6 kg/ha Spiess Urania

Ernte 27.07.09
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Tab. 3A: Acker- und pflanzenbauliche MalRnahmen im Sortenversuch 2009/2010 am
Standort Géttingen (Schlag ,Dragoneranger”, Weende)

Vorfrucht 16.07.09 Ernte Wintergerste
Bodenbearbeitung 14.08.09 Pflug mit Packer
Saatbettbereitung 18.08.09 Kreiselegge und Walze
Aussaat 20.08.09 Parzellendrillmaschiene 50 kf K/m?
Sklerotinia Inokulation 19.11.09 Sklerotien ausgestreut

Nrmin 08.03.10 40,9 kg N/ha

1. N- DUngung 10.03.10 SSA (170 kg/ha) = 35,7 kg N/ha
2. N- Dingung 18.03.10 80 kg N/ha (AHL)

3. N- Dungung 09.04.10 80 kg N/ha (AHL)

Ngesamt (incl. Nimin) 236,6 kg N/ha

S- Dingung 10.03.10 SSA (170 kg/ha) = 40,8 kg S/ha

Pflanzenschutz

1. Herbizid 22.08.09 VA: 3,5 I/ha Colzor Trio
2. Herbizid 17.09.09 0,5 I/ha Agil S

1. Wachstumsregler 28.09.09 0,6 I/ha Caramba

2. Wachstumsregler 08.04.10 0,7 I/ha Moddus, 0,4 I/ha CCC 720
1. Fungizid 05.05.10 0,5 kg/ha Cantus

2. Fungizid 10.05.10 0,5 kg/ha Cantus

1. Insektizid 17.09.09 0,1 I/ha Fastac Super
2. Insektizid 28.09.09 0,05 I/ha Karate Zeon
3. Insektizid 08.04.10 0,2 I/ha Trebon

4. Insektizid 20.04.10 0,3 I/ha Biscaya

5. Insektizid 27.04.10 0,3 I/ha Biscaya
Schneckenkorn 26.08.09 ca.6 kg/ha FCS

Ernte 31.07.10
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Tab. 4A: Acker- und pflanzenbauliche MalRnahmen im Sortenversuch 2008/2009 am
Standort Peine (Schlag ,Atila“)

Vorfrucht Wintergerste
Bodenbearbeitung Pflug mit Packer
Saatbettbereitung Kreiselegge und Walze
Aussaat 28.08.08 50 kf K/m?2

Sklerotinia Inokulation 12.08.08 Sklerotien ausgestreut
Nmin 34 kg N/ha

1. N- DUngung 08.09.08 NPK (16+9+14+3) = 48 kg N/ha
2. N- Dingung 20.03.09 99 kg N/ha (Piamon 33-S)
3. N- Dingung 02.04.09 69 kg N/ha (Harnstoff)
Ngesamt (INCl. Nmin) 250 kg N/ha

S- Dingung 20.03.09 36 kg S/ha (Piamon 33-S)

Pflanzenschutz

1. Herbizid 04.09.08 2,5 I/ha Butisan Top
2. Herbizid 16.09.08 0,8 I/ha Fusilade Max
1. Fungizid 14.04.09 0,5 kg/ha Cantus Gold
1. Insektizid 16.09.08 0,05 I/ha Karate Zeon
2. Insektizid 06.04.09 0,15 I/ha Talstar

3. Insektizid 14.04.09 0,3 I/ha Biscaya

Schneckenkorn 08.09.08 ca.3,5 kg/ha
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Tab. 5A: Acker- und pflanzenbauliche MalRnhahmen im Sortenversuch 2009/2010 am
Standort Peine (Schlag ,Atila“)

Vorfrucht Wintergerste

Bodenbearbeitung Pflug mit Packer
Saatbettbereitung Kreiselegge

Aussaat 29.08.09 50 kf K/m?2

Sklerotinia Inokulation 24.10.09 Sklerotien ausgestreut

Nrmin 30 kg N/ha

1. N- DUngung 11.09.09 41 kg N/ha (Kalkammonsalpeter)
2. N- Dingung 05.03.10 91 kg N/ha (Ammonsulfatsalpeter)
3. N- Dungung 06.04.10 81 kg N/ha (Kalkammonsalpeter)
Ngesamt (INCl. Nmin) 243 kg N/ha

S- Dungung 05.03.10 49 kg S/ha (Ammonsulfatsalpeter)

Pflanzenschutz

1. Herbizid 10.09.09 2,5 I/ha Butisan Top
2. Herbizid 17.09.09 0,8 I/ha Fusilade Max
1. Fungizid 08.04.10 2 I/ha Nutribor

2. Fungizid 28.04.10 0,5 kg/ha Cantus Gold
3. Fungizid 26.05.10 0,5 kg/ha Cantus Gold
1. Insektizid 17.09.09 0,3 I/lha Decis

2. Insektizid 08.04.10 0,13 I/ha Talstar

3. Insektizid 19.04.10 0,13 I/ha Talstar
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Tab. 6A: Acker- und pflanzenbauliche MalRnhahmen im Sortenversuch 2008/2009 am
Standort Poel

Bodenbearbeitung Pflug mit Packer

Aussaat 02.09.08 50 kf K/m?2

Sklerotinia Inokulation 10.12.08 Sklerotien ausgestreut

Nmin 30 kg N/ha

1. N- Dingung 16.09.08 25 kg N/ha (NPK, 5-12-24-4-7)
2. N- Dlingung 03.03.09 77 kg N/ha (NPK, 11-8-16-4-10)
3. N- Dingung 18.03.09 27 kg N/ha (Kalkammonsalpeter)
Ngesamt (inCl. Nmin) 159 kg N/ha

1. S- Diingung 16.09.08 35 kg S/ha (NPK, 5-12-24-4-7)
2. S- Dungung 16.09.08 70 kg S/ha (NPK, 11-8-16-4-10)
Sgesamt 105 kg S/ha

Pflanzenschutz

1. Herbizid 17.08.08 2,5 I/ha Devrinol FL

2. Herbizid 17.08.08 2,5 I/ha Ipifluor

3. Herbizid 30.08.08 3 I/ha Roundup Ultra Max
4. Herbizid 09.10.08 1 I/ha Fusilade Max

1. Fungizid 17.08.08 2 kg/ha Contans WG

2. Fungizid 13.10.08 0,3 kg/ha Cantus Gold

3. Fungizid 13.10.08 0,5 I/ha Folicur

1. Insektizid 03.09.08 0,1 kg/ha Trafo WG

2. Insektizid 07.04.09 0,125 I/ha Talstar

3. Insektizid 14.04.09 0,125 I/ha Talstar

Ernte 22.07.09
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Tab. 7A: Acker- und pflanzenbauliche MalRnahmen im Sortenversuch 2009/2010 am
Standort Poel

Bodenbearbeitung Pflug mit Packer

Aussaat 28.08.09 50 kf K/m?2

Sklerotinia Inokulation 10.08 Sklerotien ausgestreut

Nmin 30 kg N/ha

1. N- Dlngung 15.09.09 27 kg N/ha (Kalkammonsalpeter)
2. N- Dlingung 09.03.10 80 kg N/ha (NPK, 20-8-8-3-4)

3. N- Dingung 01.04.10 40,5 kg N/ha (Kalkammonsalpeter)
Ngesamt (inCl. Nmin) 182,5 kg N/ha

1. S- Dingung 09.03.10 16 kg S/ha (NPK, 20-8-8-3-4)

2. S- DUngung 24.03.10 66 kg S/ha (Kieserit)

Sgesamt 82 kg S/ha

Pflanzenschutz

1. Herbizid 23.08.09 3 I/ha Glyphosat

2. Herbizid 28.08.09 2,5 I/ha Butisan Kombi
3. Herbizid 28.08.09 0,25 I/ha Centium 36 CS
4. Herbizid 25.09.09 0,5 I’lha Agil S

1. Fungizid 17.08.09 2 kg/ha Contans WG

2. Fungizid 19.05.10 1 I/ha Cercobin FL

3. Fungizid 10.08.10 1 kg/ha Contans WG

Ernte 07.08.10
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