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Einleitung

1 Einleitung

Als sesshafte Organismen kdonnen sich Pflanzen den direkten biotischen und abiotischen
Einflissen aus ihrer Umwelt nicht einfach entziehen, wie es bewegliche Lebewesen kon-
nen. Um auf Umwelteinflisse reagieren zu kénnen, haben Pflanzen im Laufe der Evolu-
tion eine unlberschaubare Bandbreite an sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen
hervorgebracht. Nur die heute bereits bekannte Anzahl an Verbindungen wird auf tGber
50000 geschatzt (Wink 2011). Sekundarmetaboliten erfiillen verschiedenste Funktionen
innerhalb von Pflanzen. Sie oder ihre Abbauprodukte kdnnen als , Waffenarsenal der
Pflanze” zur Abwehr gegeniiber Befall mit Herbivoren, Insekten, Pilzen und anderen
Schaderregern beitragen, als Semiochemikalien eine Signalfunktion auf Bestauber, In-
sekten und deren Feinde, anderen Pflanzenarten oder symbiotische Mikroorganismen
ausiben oder aber auch spezielle endogene physiologische Funktionen besitzen
(Schoonhoven et al. 2005, Jander 2014, Wink 2011, Poelman & Dicke 2014).

Glucosinolate sind mit 130 derzeit bekannten Verbindungen eine vergleichsweise kleine
Gruppe von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen, die primar in der Ordnung der Brassica-
les vorkommen (Mithen et al. 2010). Darin enthalten ist auch die Familie der Kreuzblit-
ler, in der wichtige Nutzpflanzen wie Kohl, Rettich, Senf und auch der Raps (Brassica
napus subsp. napus L.) eingeordnet sind (Fahey et al. 2001).

Eine besondere Rolle nahmen die Glucosinolate in der Ziichtung von Raps als heute be-
kannte Olfrucht ein, welche aktuell in der EU die wichtigste und weltweit hinter Sojaél
und Palmél die drittwichtigste Olfrucht ist (Friedt & Snowdon 2010). Bis Ende der 1960er
Jahre enthielten Rapssorten hohe Gehalte an Glucosinolaten und Erucasaure im Samen.
Bestimmte Glucosinolatabbauprodukte beeintrachtigen bei einigen Saugetieren die Le-
ber- und Nieren- sowie Schilddriisenfunktion, was zu Wachstumshemmungen, Leis-
tungshemmung oder verminderter Fruchtbarkeit flihren kann (Fenwick & Heaney 1983).
Zusatzlich vermindern Glucosinolatabbauprodukte als antinutritiver Faktor die Fut-
teraufnahme (Tripathi & Mishra 2007). Fur die Tiererndhrung waren daher Glucosi-
nolate als Sekundarmetaboliten im Rapspresskuchen unerwiinscht und es wurde die
Suche nach Genotypen begonnen, die deutlich verminderte GSL-Gehalte aufwiesen.
Dies gelang mit der Entdeckung der polnischen Sommerrapssorte ,Bronowski‘ im Jahr
1969, welche auf ein Zehntel reduzierte Glucosinolatgehalte aufwies. Erst die Einkreu-
zung der Erucasaurefreiheit aus,Liho‘ und anschlieBend der Glucosinolatarmut aus ,Bro-
nowski‘ in Winterrapssorten fiihrte 1981 zur Zulassung der ersten Sorte mit 00-Qualitat
in Deutschland, welche die Grundlage fiir den groRflachigen Rapsanbau heute darstellt
(Friedt & Snowdon 2010).

Neben dieser eher historischen Bedeutung der Glucosinolate sind heute Glucosinolate
in der Griinmasse des Raps von gesteigertem Interesse: Da aus der Literatur bekannt ist,
dass Glucosinolate bzw. ihre Abbauprodukte zum einen flir Wirtsspezialisten attrahie-
rende oder abschreckende Reize darstellen kdnnen (Hopkins et al. 2009, Mithen 1992,
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Giamoustaris & Mithen 1995, Bjorkman et al. 2011, Agerbirk et al. 2009, Bruce 2014)
und zum anderen Glucosinolate ein Charakteristikum der Kreuzblitler sind (Fahey et al.
2001), erscheint es moglich, dass Glucosinolate spezifisch an der Vermittlung einer Re-
sistenz gegenliber Rapsschadlingen beteiligt sein konnen. Wichtige Rapsschadlinge sind
zwar durch Insektizide kontrollierbar, es ist aber bereits zur Resistenzentwicklung beim
Rapsglanzkafer gegeniber Pyrethroidinsektiziden gekommen (Nauen et al. 2012). Daher
muss auch die Verbesserung von Resistenzeigenschaften gegeniliber spezialisierten
Schadinsekten als langfristiges Zuchtziel neben den primaren Zielen Erhohung von Ertrag
und Olgehalt angesehen werden. Folglich wird in dieser Arbeit der Zusammenhang zwi-
schen Glucosinolaten und zwei spezialisierten Rapsstangelschadlingen untersucht. Falls
Zusammenhadnge bestehen, konnten Sorten mit besonderen Glucosinolatzusammenset-
zungen oder veranderten Glucosinolatgehalten in bestimmten Pflanzenteilen ein zu-
kiinftiges Ziel der Ziichtung sein.

Um den heutigen Kenntnisstand der involvierten Themengebiete darzulegen, wird zu-
nachst in Kapitel 1.1 ein kurzer Uberblick (iber die in dieser Arbeit untersuchten Raps-
schadlinge gegeben. AnschlieBend wird in Kapitel 1.2 das konstitutive Abwehrsystem
der Pflanze gegentiber Schaderregern, das sogenannte Glucosinolat-Myrosinase System
erlautert. In Kapitel 1.3 werden bekannte Beziehungen zwischen GSL mit Insekten wie-
dergegeben und anschlieBend in Kapitel 1.4 die Zielstellung der Arbeit dargelegt.

1.1 Schadlinge im Raps und Resistenzproblematik

Im europdischen Rapsanbau treten folgende sechs Insekten als Hauptschadlinge auf (Al-
ford et al. 2003):

e GroRer Rapserdfloh (Psylliodes chrysocephalus)

o Gefleckter Kohltriebrissler (Ceutorhynchus pallidactylus)
e GroRer Rapsstangelrissler (Ceutorhynchus napi)

e Rapsglanzkafer (Meligethes aneus und spp.)

e Echter Kohlschotenritssler (Ceutorhynchus assimilis)

e Kohlschotenmiicke (Dasineura brassicae)

Die grofte wirtschaftliche Bedeutung der genannten Schadlinge hat der Rapsglanzkafer
(Williams 2010). Durch die praxistiblichen Mehrfachbehandlungen mit Insektiziden zur
Bekdampfung des Glanzkéafers hat sich im letzen Jahrzehnt eine weitverbreitete Resistenz
gegenuber der Insektizidwirkstoffklasse der Pyrethroide entwickelt (Nauen et al. 2012).
Weiter berichten Zimmer et al. (2014) beim Rapserdfloh von ersten Wirkortresistenzen
gegenlber Pyrethroiden, sodass eine Resistenzentwicklung in anderen Schadlingsarten
aufgrund von hohen Selektionsdriicken auf die Schaderregerpopulationen nicht
unwahrscheinlich erscheint. Zudem wurde im Oktober 2013 ein Verbot der Beizung von
Rapssaatgut mit Neonicotinoiden erlassen, was die Wirkstoffpalette zur
Schadlingsbekampfung im Raps weiter einschrankt. Diese Beispiele zeigen, dass deutlich
hohere Insektizidbehandlungsindizes im Raps gegenliber anderen Kulturen wie Weizen
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oder Mais (Freier et al. 2014) ein konsequentes Resistenzmanagement der verbliebenen
Wirkstoffklassen erfordern. Die genannten Entwicklungen machen es notwendig im
Rahmen eines integrierten Pflanzenschutzes natirliche Resistenzquellen gegeniber
Schadinsekten im Raps als wichtige Alternative zum chemischen Pflanzenschutz zu
identifizieren. In dieser Arbeit werden die beiden zuerst im Frihjahr auftretenden
Stangelschadlinge grolRer Rapsstangelrissler und gefleckter Kohltriebrissler untersucht,
da Hinweise existieren, dass durch Klimaverdnderungen bedingte, steigende
Temperaturen im Frihjahr die Verbreitung beider Rissler fordern und damit das
Schadigungspotential in Zukunft steigen kann (Junk et al. 2012, Eickermann et al. 2014).

1.1.1 Grofer Rapsstingelriissler

Die Korper ausgewachsener Rapsstangelrissler (Ceutorhynchus napi) sind zwischen 3
und 4 mm lang und grau gefarbt mit schwarzen Beinen. Wirtspflanzen sind neben Raps
andere Kreuzblitler wie Kohlarten, Riibsen, Rettich oder Senf (Glinthart 1949). Adulte
des Rapsstangelrisslers finden sich friihestens ab Februar bei Temperaturen tiber 9 °C
in den Rapsfeldern des Vorjahres, wo sie sich verpuppt und Uberwintert haben. Der
Hauptzuflug in die neuen Rapsschldge findet bei Temperaturen zwischen 12 und 15 °C
statt, was jahresabhangig von Ende Februar bis Mitte April der Fall sein kann (Juran et
al. 2011). Nach dem Zuflug findet bei Weibchen ein kurzer ReifungsfraR an Bldttern statt,
woraufhin wenig spater mit Hilfe des Rissels FraBgange im Mark des schossenden Stan-
gels angelegt werden. In diese erfolgt die Ablage einzelner Eier, bevorzugt wenige Zen-
timeter unterhalb der Triebspitze (Abbildung 1.1 A, Glinthart 1949, Landschreiber 2007).
Es ist bekannt, dass Pflanzen Gber 22 cm Stangellange seltener mit Eiern belegt werden
und friihe Sorten gegenliber spateren Sorten weniger Larven enthalten (Blichi 1996).
Weibchen kdnnen bis zu 60 Eier ablegen (Juran et al. 2011). Charakteristisch ist eine
weile Umrandung der Einstichstellen und eine anschlieRende Verdickung, die als Gall-
bildung bezeichnet wird (Abbildung 1.1 A+D). Die Entwicklung des Embryos bis zum
Schlupf der Larve dauert in Abhangigkeit der Temperatur zwischen 8 und 16 Tagen. Die
Larven fressen anschlieBend zwischen drei und fiinf Wochen bis zu einer GréRe von ca.
7 mm im Stangelgewebe, welches von ihren Ausscheidungen braun verfarbt ist (Juran

Abbildung 1.1: Schadsymptome des Rapsstdngelrisslerbefalls. A Einstichstellen unterhalb Triebspitze
weill umrandet. B+C S-férmige Verkriimmung. D Gall- und Seitentriebbildung.
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et al. 2011, Landschreiber 2007). Von Mai bis Juni wandern die Larven aus dem Stangel
aus und verpuppen sich in der Erde in einem Erdkokon, in dem die Jungkafer auch lber-
wintern. Es wird eine Generation pro Jahr ausgebildet (Glinthart 1949, Juran et al. 2011).

Die Schadsymptome an Pflanzen sind das Verdrehen und Aufplatzen des Stangels,
Gallbildung um die Einstichstelle, sowie eine typische S-férmige Verkrimmung
(Abbildung 1.1 C-D, Ginthart 1949, Bichi 1996, Landschreiber 2007), welche
moglicherweise durch ein wuchsstoffahnliches Sekret verursacht wird das bei der
Oviposition von den Weibchen abgegeben wird (Glinthart 1949, Deubert 1952). Durch
die Verletzung des Gewebes beim Einstich zur Eiablage konnen sekundare Erreger wie
die Wurzelhals und Stangelfaule Phoma lingam in die Pflanze eindringen (Krause et al.
2006). Teils stirbt der Hauptrieb ab und es werden friih mehrere Nebentriebe
ausgebildet (buschiges Wachstum), was eine verzogerte und unregelmaRige Bliite nach
sich zieht (Glinthart 1949). In jedem Fall ist eine Wuchsdepression Folge eines Befalls.
Der Hauptschaden entsteht durch die Eiablage, weniger durch Larvenfral} (Dosse 1951,
Williams 2010). Bei starkem Befall konnen Ertragsverluste bis zu 50 % entstehen
(Landschreiber 2007).

1.1.2 Gefleckter Kohltriebriissler

Erwachsene Kohltriebrissler (Ceutorhynchus pallidactylus) sind mit 2,5 bis 3,5 mm et-
was kleiner als Rapsstangelriissler und zeigen einen hellen Fleck auf dem Riicken
(GUnthart 1949, Landschreiber 2007). Die Kafer Gberwintern unter Pflanzenresten wie
Laub oder im flachen Boden an geschitzten Stellen wie Waldrandern (Glinthart 1949,
Juran et al. 2011). Die Flugaktivitat beginnt ab 12 °C und erreicht ihr Maximum bei 14,5
°C, womit sie meistens spater als der Rapsstangelrissler einfliegen. Weiterhin fliegen
die Mannchen 10 - 15 Tage friher in die Rapsbestdnde ein als die Weibchen (Juran et al.
2011). Die Eiablage erfolgt nach einem ca. zweiwdchigem Reifungsfral® in kleinen Gele-
gen von zwei bis acht Eiern an die Unterseite der Petiolen, teilweise auch direkt in den
Stangel. Die Periode der Eiablage ist langer als beim Rapsstangelriissler und wird von
Gunthart (1949) von Ende Marz bis Ende Mai angegeben. Weibchen des Kohltriebriss-
lers bevorzugen Pflanzen zur Eiablage, die bereits vom Rapsstangelriissler belegt wor-
den sind (Dechert & Ulber 2004). Die Larven minieren zunachst in Blattstielen, in
spateren Stadien auch im unteren Stangel (Glinthart 1949). Die im Vergleich mit dem
Rapsstangelrissler kleineren Larven (ca. 4 - 5 mm) wandern Ende Mai bis Anfang Juni
aus den Wirtspflanzen aus und verpuppen sich im Boden. Nach drei bis vier Wochen
schlipfen die Jungtiere, die nach einem kurzen Reifungsfral in die Winterquartiere mig-
rieren (Glnthart 1949). Mit Kohltriebrisslerlarven belegte Pflanzen zeigen im Gegensatz
zum Stangelrissler keine Verkrimmung des Haupttriebes, wohl aber durch den Minier-
fralR der Larven verursachte braunliche FraRgange. Das Schadpotential des Kohltrie-
brisslers wird niedriger eingestuft als das des Stangelriisslers und kann bei hohem Befall
Ertragsverluste bis zu 20 % hervorrufen (Landschreiber 2007).
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1.2 Das Glucosinolat-Myrosinase System

Glucosinolate (GSL), oder im deutschen Sprachgebrauch auch Senfélglycoside genannt,
sind eine Gruppe von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen, die stickstoff- und schwefel-
haltig sind (Mithen 2001). Sie kommen in Pflanzen immer zusammen mit dem Enzym
Myrosinase vor. GSL und Myrosinase sind die beiden Bestandteile des zweiphasigen
GSL-Myrosinase Systems (Abbildung 1.2), welches einen konstitutiven Abwehrmecha-
nismus gegeniliber Schadorganismen und insbesondere herbivoren FraRfeinden dar-
stellt (Bones & Rossiter 1996). Die praformierten GSL und das sie hydrolysierende Enzym
liegen voneinander getrennt vor: Entweder in unterschiedlichen, aber benachbarten
Zellen oder auf subzelluldrer Ebene (Koroleva et al. 2000, Andreasson et al. 2001).

v
R S—Glu
T Glucosinolat
~0-50;
Gewebe-
o = Myrosinase
schidigung y Glucose
R. _SH
b4
~0-804
pH7 pH <3/ FE*
- (3)_TFP/ESP
R—N=C=5§ R—CN + S
Isothiocyanate R—S-CN Nitrile
Thiocyanate
R
NH ]
CHN
04% s
5
Oxazolidine-2-thione Epithionitrile

Abbildung 1.2: Das Glucosinolat-Myrosinase-System und dessen Abbauprodukte (nach Wittstock
und Halkier 2002, verdandert)

Bei einer Verletzung des Gewebes wird die Kompartimentierung von GSL und Enzym
aufgehoben und die als intakte Molekile nicht-toxischen GSL werden durch die Myro-
sinase abgebaut (Mithen 2001). Dabei entstehen zunachst unter Abspaltung von Glu-
cose instabile Aglucone, welche sich anschlieRend in Abhangigkeit der Struktur des
Ausgangsglucosinolates, den vorherrschenden Reaktionsbedingungen, sowie weiteren
die Myrosinase beeinflussenden Proteinen in verschiedene bioaktive und teils toxische
Verbindungen umwandeln (Halkier & Gershenzon 2006). Unter neutralen Bedingungen
werden vermehrt Isothiocyanate gebildet, wahrend saure pH-Werte die Bildung von Nit-
rilen fordern. Weitere GSL-Abbauprodukte kénnen Epithionitrile, Thiocyanate oder O-
xazolidine-2-thione sein, die unterschiedliche Wirkungen auf Herbivoren, Insekten und
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andere Organismen haben (Bones & Rossiter 2006). Die Abbauprodukte der GSL sind
geschmacksgebend flir Gemiisearten wie Brokkoli oder Kohl oder auch fiir die Scharfe
von Meerrettich, Senf und Wasabi (Watzl 2001).

1.2.1 Vorkommen und chemische Struktur

GSL kommen hauptsachlich in der Ordnung der Brassicales vor, welche auch die Familie
der Brassicaceae einschlieBt, die wiederum viele Nutzpflanzen wie Raps, Riibsen, ver-
schiedene Kohlarten, Senf oder Rettich und auch die wissenschaftliche Modellpflanze
Arabidposis thaliana enthalt (Daxenbichler et al. 1991, Fahey et al. 2001).

Die Grundstruktur der GSL besteht aus einem N-Hydroximinosulfatester der mit einem
thioglucosidisch gebundenen Molekil Glucose und einer variablen Seitenkette verbun-
den ist (Abbildung 1.2 oben). GSL werden aus den Aminosauren Methionin, Alanin, Va-
lin, Leucin, Isoleucin, Tryptophan, Tyrosin oder Phenylalanin synthetisiert (Halkier &
Gershenzon 2006). Bis heute sind tGber 130 GSL bekannt, von denen die grofSte Gruppe
die vom Methionin-abgeleiteten GSL sind (Fahey et al. 2001, Mithen et al. 2010, Agerbirk
& Olsen 2012). Von der groBen Anzahl bekannter GSL kommen bei den meisten Pflan-
zenarten aber nur einige wenige Haupt-GSL vor. Anhand der Ausgangsaminosaure aus
der sie synthetisiert werden, lassen GSL sich in 1) aliphatische GSL aus Methionin, 2)
indolische GSL aus Tryptophan und 3) aromatische GSL aus Phenylalanin bzw. Tyrosin
gruppieren. In den beiden Donorarten des amphidiploiden Raps, Brassica oleracea und
Brassica rapa, existiert eine grofRere Variabilitdt der vorkommenden Glucosinolate als
im Raps (Magrath et al. 1993). Im Raps kommen nahezu keine aliphatischen GSL mit
Seitenkettenldange von 3 C-Atomen (Propenyl-GSL) vor, sondern nur GSL mit 4 und 5 C-
Atomen langen Seitenketten (Butenyl bzw. Pentyl-GSL). Durch interspezifische Hybridi-
sierung erzeugte Rapsresynthesen konnen ein abweichendes, variableres GSL-Muster
besitzen (Gland 1982). In dieser Arbeit wurden im Raps insgesamt 11 GSL quantifiziert,
deren Namen und Strukturformeln der Seitenkette in Tabelle 1.1 aufgefiihrt sind. In der
Arbeit werden alle 6 aliphatischen GSL zusammengefasst auch als Alkenyl-GSL bezeich-
net, die 4 indolischen als Indol-GSL.

GSL haltige Pflanzen kommen immer mit Myrosinasen (EC 3.2.1.147) vor. Diese kataly-
sieren ausschlieBlich und spezifisch den Abbau von GSL und gehoéren zu den B-Thioglu-
cosidasen (Bones & Rossiter 2006). Sie sind stark glycolisierte Dimere, deren
Untereinheiten eine Masse zwischen 62 und 75 kDa aufweisen (Rask et al. 2000). Die
verschiedenen Isoenzyme, die teilweise substratspezifisch nur bestimmte GSL hydroly-
sieren (MacLeod & Rossiter 1986, Loebers et al. 2014), werden in den Geweben unter-
schiedlich stark exprimiert (Thangstadt et al. 2004). Myrosinasen werden in
Kreuzblitlern durch eine Genfamilie codiert, welche in die drei Unterfamilien MA, MB
und MC aufgeteilt wird (Rask et al. 2000). Mit den verschiedenen Myrosinasen sind so-
genannte ,,Myrosinase Binding Proteins” und ,,Myrosinase Asscociated Proteins“ assozi-
iert, deren Funktion noch unklar ist, aber nicht fir die Funktion der Myrosinase
notwendig sind (Chen & Halkier 1999). Die Anzahl der funktionellen Myrosinasegene in
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B. napus innerhalb der Unterfamilien wird auf 5 in MA, 10-15 in MB und weitern 5 in MC
geschatzt (Rask et al. 2000).

Tabelle 1.1: Namen, Abkiirzungen, Gruppierungen und Strukturformeln des chemischen Rests der
identifizierten Glucosinolate

Gruppe Trivialname Abkiirzung Chemischer Name Struktur Rest
g Glucoraphanin RAA  4-Methylsulfinylbutyl Hc,‘:'\/\/%-
g § Gluconapin GNA  3-Butenyl we PN
% g 3 Progoitrin PRO  2-Hydroxy-3-Butenyl ”?CAOCCHE
g g g Glucoalyssin ALY  5-Methylsulfinylpentyl %CIE\/\/\C&;
< § Glucobrassicanapin GBN  4-Pentenyl we? o
A Gluconapoleiferin GNL  2-Hydroxy-4-Pentenyl MA/T:CH:

Glucobrassicin GBC  3-Indolylmethyl ©j/
o
4-Hydroxyglucobrassicin 40H  4-Hydroxy-3-Indolymethyl [

4-Methoxyglucobrassicin ~ 4ME  4-Methoxy-3-Indolylmethyl Cm,cﬂz
o
|
o
\

Indol GSL
(INDSUM)

Neoglucobrassicin NEO 1-Methoxy-3-Indolymethyl

Gluconasturtiin NAS  2-Phenylethyl @ACH&

Aromati-
sche GSL

1.2.2 Lokalisierung innerhalb der Pflanze

Bei GSL-haltigen Pflanzen finden sich GSL und Myrosinasen in allen vegetativen und ge-
nerativen Pflanzenteilen, jedoch in gewebe- und altersspezifischen Konzentrationen
und -zusammensetzungen (Bones & Rossiter 1996, Porter et al. 1991, Brown et al. 2003).
Selbst kleinste Gewebe wie Trichome kdnnen GSL enthalten und synthetisieren (Frerig-
mann et al. 2012). Die Verteilung von GSL in Organen ist nicht gleichmaRig und statisch.
Innerhalb der Blatter von Arabidopsis wurde eine unterschiedliche Verteilung einzelner
GSL in Mittelrippe und Blattrand gefunden, welche mit dem FraRRbild der Larven von
Baumwolleulen Gbereinstimmte (Shroff et al. 2008). Die unterschiedliche Akkumulation
dreier Glucosinolate in verschiedenen Bereichen eines Pflanzenorgans wird von Sarsby
et al. (2012) fir Knospen, Kelchblatter und Schoten von Arabidopsis gezeigt.
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Damit die GSL in planta nicht durch die Myrosinase abgebaut werden, missen sie von-
einander getrennt sein. Es ist bekannt, dass Myrosinasen in den Vakuolen von Myrosin-
zellen lokalisiert sind, welche einerseits groRer und unregelmaliger geformt sind als die
Nachbarzellen und anderseits erhohte Proteingehalte aufweisen (Hoglund et al. 1991).
Diese Ideoblasten finden sich vereinzelt im Gewebe aller Orange verstreut, jedoch mit
sehr unterschiedlicher Dichte in den verschiedenen Organen (Husebye et al. 2002, An-
dreasson et al. 2001). Bei Arabidopsis finden sich die Myrosinzellen nur im Phloempa-
renchym, wahrend sie beim Raps in allen Geweben aufzufinden sind (Andreasson et al.
2001, Chen & Andreasson 2001). Die Lokalisierung der GSL hingegen ist nicht vollstandig
aufgeklart (Kissen et al. 2009). Studien an Meerrettich, Raps und Brassica juncea haben
gezeigt, dass die GSL mit Ascorbinsdure zusammen in Vakuolen von nicht spezifischen
Zellen gespeichert werden (Grob & Matile 1979, Yiu et al. 1984, Kelly et al. 1998). Bei
Arabidopsis sind allerdings in Blattern und Sprossachsen nahe des Phloems Zellen mit
vielfach héheren GSL-Konzentrationen gefunden worden; die sogenannten S-Zellen (Ko-
roleva et al. 2000). Die S-Zellen zeigen Anzeichen eines programmierten Zelltods und
weisen einen hohen Spezialisierungsgrad auf. Beispielsweise haben sie diinne Zellwande
und Zellorganellen sind zuriickgebildet. In der nahen Umgebung der S-Zellen wurden
Myrosinzellen gefunden, sodass eine raumlich Trennung von S-Zellen und Ideoblasten
besteht. Daher wird die primdre Funktion der S-Zellen im Zusammenhang mit dem
Schutz der Leitgefalle angenommen. Aber auch die Moglichkeit eines temporareren Zwi-
schenspeichers fiir GSL, die mit zunehmender Seneszenz in andere Pflanzenteile verla-
gert werden konnen, wird in Betracht gezogen (Koroleva et al. 2010). Ob im Raps
spezifische Zellen dhnlich der S-Zellen existieren, ist aus der Literatur heraus nicht be-
kannt, scheint aber nicht ausgeschlossen. Die Alternative ist die Speicherung der GSL in
nicht-differenzierten Zellen oder eine subzellulare Trennung. Allgemein sind die Lokali-
sierung und Expression der Komponenten des GSL-Myrosinase-Systems (GSL, Myro-
sinase und weiteren Proteinen) fiir Pflanzenart, Pflanzenteil, Entwicklungsstadium und
Genotyp spezifisch (Kissen et al. 2009).

1.2.3 Biosynthese und Steuerung

Die Biosynthesepfade der GSL sind groRtenteils in Arabidposis thaliana aufgeklart wor-
den und ein GroRteil der involvierten Gene ist heute identifiziert. Wichtige Ubersichts-
artikel finden sich bei Halkier & Gershenzon (2006), Grubb & Abel (2006) oder Sonderby
et al. (2010a). Ebenso sind wichtige Transkriptionsfaktoren fiir aliphatische und indoli-
sche GSL beschrieben worden (Hirai et al. 2007, Gigolashvili et al. 2007, 2009, Frerig-
mann & Gigolashvili 2014). Zwischen Arabidopsis und Brassica-Arten wurden
Uberschneidende QTL und orthologe Loci gefunden (Magrath et al. 1994, Kliebenstein
2009). Es kann daher angenommen werden, dass die Erkenntnisse zur Synthese auf-
grund der Syntenie mit Arabidopsis auf Raps lbertragbar sind. Aufgrund der komplexen
amphidiploiden Genomstruktur des Rapses (Chalhoub et al. 2014) ist eine insgesamt
vielfach hohere Anzahl an Genkopien im Raps gegentiber der diploiden Arabidopsis zu
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erwarten. Der Syntheseweg wird hier anhand der in Arabidopsis identifizierten Gene ge-

schildert.

Die Biosynthese umfasst drei Hauptschritte von der Ausgangsaminosaure bis zum mo-

difizierten Glucosinolat (Abbildung 1.3): Erstens die Seitenkettenverlangerung bei von

Methionin abgeleiteten GSL (blau hinterlegt in Abbildung 1.3), zweitens die Bildung der

Grundstruktur (violett) und drittens sekundare Modifikationen der Glucosinolate (griin,

Halkier & Gershenzon 2006).

Die aliphatischen GSL haben Seitenketten unterschiedlicher Lange, die im Schritt der

Kettenverlangerung festgelegt wird. Dazu wird Methionin im ersten Schritt von dem En-

zym BCAT4 (Branched-chain Amino Acid Aminotransferase) desaminiert, wodurch die

Aliphatische GSL
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Abbildung 1.3 Biosyntheseweg der aliphatischen und indolischen GSL in Arabidposis thaliana.

(Blau: Seitenkettenverlangerung. Violett:

Synthese des Grundgeriists. Griin: sekundare

Modifikationen bei den Haupt-GSL von B. napus. Rot: Transkriptionsfaktoren. Erklarungen im
Text. Abbildung zusammengestellt nach Yatusevich et al. 2010, Frerigmann & Gigolashvili 2014,

Pfalz et al. 2011, Schweizer et al. 2013, Sonde

rby et al. 2010a)
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2-Oxo Saure des Methionins entsteht. Daraufhin beginnt die Verlangerungsreaktion an
dessen Ende das 2-Oxo Intermedidr um eine Methylengruppe, also ein Kohlenstoffatom,
verlangert wurde (Sonderby et al. 2010a). Diese Reaktion lauft Gber eine Kondensation
durch eine von drei Methylthioalkylmalat-Synthasen (MAM1-3), gefolgt von einer Iso-
merisation durch eine von drei verschiedenen Isopropylmalat-lsomerasen (IPMI-
LSSU1/IPMI-SSU2/3) und schlieRlich eine oxidative Decarboxylierung zweier Isopropyl-
malat-Dehydrogenasen (IPMDH1/3) ab (Halkier & Gershenzon 2006). Die so verlangerte
2-Oxosaure kann dann entweder eine weitere Runde der Kettenverlangerung durchlau-
fen oder durch BCAT3 zu Homomethionin transaminiert werden und anschlieRend in
den zweiten Hauptschritt, der Bildung des GSL-Grundgerists Gibergehen. Die Desami-
nierung durch BCAT4 findet im Cytosol statt, alle weiteren Schritte der Kettenverldange-
rung im Chloroplasten. Das kettenverlangerte Methionin wird Uber einen noch
unbekannten Mechanismus wieder ins Cytosol transportiert (Sonderby et al. 2010a).
Der Locus, der fiir die verschiedenen MAM Gene codiert, ist in der Literatur in anderen
Arten auch als GSL-ELONG bekannt. MAM1 kann die ersten drei Runden der Kettenver-
langerung katalysieren, MAM2 nur die erste und MAM3 die ersten 6 Runden. Bei indo-
lischen GSL findet der Schritt der Kettenverlangerung nicht statt (Grubb & Abel 2006).

Die Ausbildung der Grundstruktur beginnt mit der Umformung der Vorlauferaminosau-
ren zu Aldoximen. Im Cytosol wird die Reaktion Gber P450 Cytochrome aus der Familie
CYP79 katalysiert. Im Falle der Indol-GSL lauten diese CYP79B2 und B3, bei aromatischen
GSL bzw. Phenylalanin CYP79A2. Bei von Methionin abgeleiteten Aminosduren kann
CYP79F1 alle Vorstufen umsetzen, CYP79F2 nur langkettige Vorstufen (Sonderby et al.
2010a).

Im zweiten Schritt werden die Aldoxime wiederum von P450 Cytochromen, hier aus der
Familie CYP83, zu Nitriloxiden oder aci-nitro Verbindungen oxidiert (Methionin-GSL von
CYP83A1, Tryptophan-GSL und Phenylalanin-GSL von CYP83B1). Im folgenden Schritt
wird mit Hilfe von Glutathion-S-Transferasen (Methionin-GSL von GSTF11/U20, Tryp-
tophan-GSL von GSTF9/F10) das aktivierte Aldoxim an Glutathion gebunden, welches als
Schwefeldonor dient. Das entstandene S-Alkyl-Thiohydroximat wird tber die Glutamyl
Peptidasen GGP1 und GGP3 hydrolysiert, bevor die C-S-Lyase SUR1 unter Abspaltung
von Pyruvat und Ammoniak Thiohydroximate bildet (Halkier & Gershenzon 2006). Im
Folgeschritt entstehen aus Thiohydroximaten durch die Konjugation der Glucose aus
Uridindiphosphat-Glucose Desulfo-GSL. Der Schritt wird von Glucosyltransferasen aus
der Familie UGT74 katalysiert (Methionin-GSL von UGT74C1, Tryptophan-GSL und Phe-
nylalanin-GSL von UGT74B1). Der letzte Schritt vom Desulfo-GSL zum GSL ist eine Sulfa-
tierung durch die Sulfotransferasen SOT16 (Tryptophan-GSL und Phenylalanin-GSL),
SOT17 oder SOT18 (Methionin-GSL). Die Sulfatgruppe stammt dabei aus PAPS (3'-Phos-
phoadenosin-5"-phosphosulfat, Grubb & Abel 2006).
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Im Anschluss an die Ausbildung des Grundglucosinolates wird durch sekundare Modifi-
kationen weitere Strukturvariabilitat geschaffen (Wittstock & Halkier 2002). Im Raps be-
sitzen die aliphatischen Haupt-GSL entweder vier oder fiinf Kohlenstoffatome in den
Seitenketten, wahrend GSL mit drei C-Atomen in der Seitenkette, wie Sinigrin oder Ibe-
rin Ublicherweise nicht oder nur in Spuren vorkommen (Velasco et al. 2008). In Abbil-
dung 1.3 sind daher nur die Haupt-GSL des Raps dargestellt. Als erste Modifikation der
aliphatischen GSL ist eine Oxygenierung am Schwefelatom des urspriinglichen Methio-
nins durch Flavin-Monooxygenasen moglich (Sonderby et al. 2010a). Bei 4C-GSL wird
Glucoerucin demnach zu Glucoraphanin und bei 5C-GSL Glucoberteroin zu Glucoalyssin.
Der Locus ist GSL-OX benannt und es sind 5 verschiedene Gene von Flavin-Mo-
nooxygenasen FMOgs.oxi-5 bekannt, die eine unterschiedliche Spezifitat fiir verschieden
lange Seitenketten zeigen (Sonderby et al. 2010a). Ein weiterer libergeordneter Locus
zur sekundaren Modifikation ist GSL-AOP, unter dem die beiden eng gekoppelten Loci
GSL-ALK und GSL-OHP subsummiert sind. Beide Loci kodieren fiir 2-Oxoglutarat-abhan-
gige Dioxygenasen. GSL-AOP kann als Locus mit drei Allelen angesehen werden (Klieben-
stein et al. 2005): GSL-ALK oder AOP2 ist das fiur die Umwandlung von
Methylsulfinylalkyl-GSL (wie RAA und ALY) zu Alkenyl-GSL verantwortliche Allel, welches
im Raps RAA zu GNA und ALY zu GBN umsetzt. Das zweite Allel, GSL-OHP oder AOP3,
wandelt die Methylsulfinylalkyl-GSL in Hydroxyalkyl-GSL um. Da diese im Raps nicht vor-
kommen, kann angenommen werden, dass die AOP3 Dioxygenase im Raps nicht funkti-
onell ist. Das dritte Allel ist GS-Null, welches die Ausgangs Methylsulfinyl-GSL nicht
verandert, da es fur kein funktionelles Genprodukt codiert (Kliebenstein et al. 2001).

Der dritte Locus, der fiir Sekundarmodifikationen von Methionin abgeleiteten GSL ver-
antwortlich sein kann, ist GSL-OH. Das Gen kodiert fiir eine 2-Oxo-Sdure-abhangige Dio-
xygenase, die Alkenyl-GSL hydroxyliert. Im Raps transformiert das Enzym so Gluconapin
zu Progoitrin, dem Haupt-GSL des Rapses, und Glucobrassicanapin zu Gluconapoleiferin
(Sonderby et al. 2010a).

Bei den Indol-GSL sind ebenfalls Modifikationen des Indolyl-3-Methyl-GSL (GBC) mog-
lich. Die P450 Cytochrome aus der Familie CYP81 sind in der Lage den Indolring des GBC
zu hydroxylieren, sodass durch CYP81F2/F3/F1 40H-Indolyl-3-Methyl-GSL und durch
CYP81F4 das instabile 10H-Indolyl-3-Methyl entstehen. Uber die beiden Indol-GSL Me-
thyltransferasen IGMT1 und IGMT2 kénnen 10H und 40H jeweils zu 4ME und NEO ka-
talysiert werden (Pfalz et al. 2011).

In Arabidopsis wird die GSL-Biosynthese durch sechs Transkriptionsfaktoren aus der
Genfamilie R2R3 MYB reguliert. MYB28, MYB76 und MY29 (auch ,HAGs” bzw. ,High
Aliphatic GSL") steuern die aliphatische GSL-Synthese, wahrend MYB34, MYB51 und
MYB122 (,,HIGs" bzw. ,High Indolic GSL“) die der Indol-GSL regulieren (Hirai et al. 2007,
Sonderby et al. 2010b, Gigolashvili et al. 2007, 2008 und 2009).
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Die drei Transkriptionsfaktoren MYB28, MYB76 und MYB29 funktionieren alle als Akti-
vatoren der aliphatische GSL-Synthese, wobei MYB28 der Hauptregulator ist und MYB76
und MYB29 eine geringere Rolle einnehmen. MYB76 spielt eine Rolle in der raumlichen
Verteilung der aliphatischen GSL im Blatt und moglicherweise in der Regulation des in-
nerpflanzlichen GSL-Transportes. Die Gene der Biosynthese sind direkte Ziele der MYBs
(Sonderby et al. 2010b, Gigolashvili et al. 2008). Die drei Transkriptionsfaktoren MYB51,
MYB34 und MYB122 zeigen sowohl additive als auch epistatische Effekte auf die Regu-
lation der Indol-GSL Synthese (Frerigmann & Gigolashvili 2014). Es besteht ein komple-
xes Netzwerk zwischen den Transkriptionsfaktoren, die auch eine gegenseitige
Regulation der MYBs einschliel8t. MYB51 spielt eine gréRere Rolle im Spross und bei In-
duktion mit Ethylen und Salicylsdure, wahrend MYB34 die Indol-GSL Synthese in der
Wourzel reguliert und bei Abscisinsdure- oder Methyljasmonatbehandlung eine wichtige
Rolle einnimmt. MYB122 hat eher eine untergeordnete Rolle, besitzt aber unter Stress-
bedingungen eine bestimmte Bedeutung. Alle drei Faktoren kénnen die Produktion von
GBC regulieren, nicht aber das Verhaltnis von 4ME zu NEO (Frerigmann & Gigolashuvili
2014). Schweizer et al. (2013) berichten von drei weitere Transkriptionsfaktoren aus der
Familie MYC, die mit allen sechs MYBs interagieren und essentiell fir die konstitutive
oder induzierte Synthese von GSL sind.

1.2.4 Hydrolyse und Abbauprodukte

Intakte GSL sind innerhalb der Pflanze nicht giftig. Erst bei Beschdadigung des Pflanzen-
gewebes kommen die in verschiedenen, aber benachbarten Kompartimenten gespei-
cherten GSL und Myrosinase zusammen und werden in verschiedenste Abbauprodukte
hydrolysiert (Abbildung 1.2, Bones & Rossiter 1996). Es sind vor allem diese unterschied-
lichen Abbauprodukte, die die biologischen Funktionen der GSL bestimmen. Welche Ab-
bauprodukte entstehen, hangt von der Struktur der Seitenkette des GSL, dem
Vorhandensein von spezifischen Proteinen mit Einfluss auf die Myrosinasen und Kofak-
toren wie Eisen und Ascorbinsdure und den Reaktionsbedingungen, insbesondere des
pH-Wertes ab (Halkier & Gershenzon 2006). Aus einem GSL spaltet die Myrosinase die
Bindung zwischen Schwefelatom und Glucoseeinheit und es entsteht ein instabiles Aglu-
con und Glucose. Ascorbinsdure erhéht in niedrigen Konzentrationen die Myrosinaseak-
tivitat (Halkier & Gershenzon 2006).

Das Hauptabbauprodukt unter neutralen Reaktionsbedingungen sind in den meisten
Pflanzen Isothiocyanate (Reaktion 1 in Abbildung 1.2). Wenn das GSL, wie bei Progoitrin,
am zweiten C-Atom eine Hydroxylgruppe tragt, sind die zunachst gebildeten Isothiocya-
nate instabil und formen Oxazolidine-2-Thione (Wittstock & Halkier 2002).

Weiterhin sind sogenannte , Specifier” Proteine bekannt, die in Verbindung mit Myro-
sinasen einen Einfluss auf das Ergebnis des GSL-Abbauproduktes haben (Wittstock &
Burow 2007). Das sogenannte Epithiospecifier Protein (ESP) steuert die Hydrolyse von
Alkenyl-GSL hin zu Epithionitrilen (Reaktion 4), aber auch den Abbau von Nicht-Alkenyl-
GSL und Indol-GSL zu einfachen Nitrilen. Nitrile kdnnen alternativ bei sauren pH-Werten
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oder Anwesenheit von zweiwertigen Eisenionen entstehen (Reaktion 3, Bones & Rossi-
ter 2006). Neben Isothiocyanaten, einfachen Nitrilen und Epithionitrilen, die in vielen
Pflanzen zu finden sind, sind Thiocyanate ein seltenes Abbauprodukt (Reaktion 5). Sie
finden sich jedoch in nur wenigen Pflanzenarten und wurden bisher nur bei Vorhanden-
sein der drei Ausgangs-GSL Sinigrin, Glucotropaeolin und Glucoerucin gefunden. In den
Abbau dieser GSL zu Thiocyanaten ist das Thiocyanate-Forming Protein (TFP) involviert,
welches allerdings dhnlich zu ESP auch die Bildung von Epithionitrilen und Nitrilen kata-
lysieren kann (Kuchernig et al. 2011).

Ein weiteres Protein namens ,Nitril Specifier Protein“ (NSP) wurde in Larven des Kohl-
weillings Pieris rapae gefunden, durch dessen Anwesenheit die Hydrolyse der GSL zu
Nitrilen anstatt von Isothiocyanaten umgeleitet wird. Vermutlich sind Nitrile im Gegen-
satz zu den Isothiocyanaten fiir die Larven weniger schadlich und werden ausgeschieden
(Wittstock et al. 2004).

Es ist wenig darliber bekannt, ob neben dem GSL-Abbau durch Myrosinase in vivo ein
,Sicherer” Abbau der GSL im intakten Gewebe durch andere Mechanismen stattfindet
und ob intakte GSL oder Metaboliten Funktionen in der Pflanze haben (Grubb & Abel
2006, Agerbirk & Olsen 2012). In Blattmaterial von Arabidposis-Myrosinase-Knockout-
mutanten zeigte sich beispielsweise keine Myrosinaseaktivitat mehr, aber dennoch fand
ein Abbau von Indol-GSL statt (Barth & Jander 2006). Interessant ist die Entdeckung der
Gene PEN2, und PEN3, welche fiir eine atypische Myrosinase kodieren und im Zusam-
menhang mit der Abwehr von pilzlichen Erregern stehen (Bednarek et al. 2009, Clay et
al. 2009).

Es gibt Hinweise, dass es zwischen den Indol-GSL und dem Auxin Indol-3-Essigsaure eine
Verbindung im Stoffwechsel gibt (Bak et al. 2001, Mikkelsen et al. 2000). Indol-GSL kén-
nen bei Anwesenheit von ESP durch Myrosinase zu Indol-Acetonitril umgesetzt werden.
Diese kann durch Nitrilasen dann zu Indol-3-Essigsaure hydrolysiert werden. Eine zweite
Querverbindung zur Bildung von Indol-3-Essigsdure kdnnte Uber Indol-3-Acetaldoxime
(IAOx) wahrend der Bildung des GSL-Grundgeriist bestehen: Werden die Enzyme ab-
warts des IAOx blockiert, erhoht sich das Niveau an Indol-Essigsdure. IAOx ist eine Ver-
zweigungsstelle fiir die Synthesewege von Indol-GSL, Indol-3-Essigsdaure und auch dem
Phytoalexin Camalexin (Halkier & Gershenzon 2006). Die genauen Mechanismen sind
allerdings nicht bekannt. Dies zeigt jedoch, dass der GSL-Stoffwechsel in komplexe Re-
gulationsnetzwerke eingebunden ist (Yan & Chen 2007).

1.2.5 Innerpflanzlicher Transport

Aufgrund der stark variierenden GSL-Gehalte zwischen Pflanzenteilen, zwischen Ent-
wicklungsstadien und zwischen jungen und alten Geweben eines Pflanzenteiles (Ben-
nert 1992, Clossais-Besnard & Larher 1991, Brown et al. 2003) und insbesondere der
vielfach hoheren Gehalte im Samen gegeniiber vegetativen Pflanzenteilen, stellt sich die
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Frage inwieweit Transportprozesse fiir die Verteilung der GSL in der Pflanze verantwort-
lich sind. Damit verbunden ist die Frage, wo die GSL des Samens synthetisiert werden.

Seit langem ist bekannt dass die GSL-Gehalte im Samen durch den Genotyp der Mutter
bestimmt werden (Kondra & Stefansson 1970). Weiterhin fand Lein (1972) mittels Pfrop-
fungen heraus, dass die Samen-GSL zum GroRteil in der Schote synthetisiert werden,
aber auch aus anderen Pflanzenteile stammen und ein Transport aus den Pfropfungsun-
terlagen erfolgt. GSL und Desulfo-GSL besitzen die physiochemischen Eigenschaften fiir
einen Transport im Phloem (Brudenell et al. 1999). Mittels radioaktiv markierten GSL
konnte bei Arabidopsis die Verlagerung von exogen zugefihrten GSL aus Blattern in den
Spross gezeigt werden. In der Studie werden intakte GSL im Phloemsaft nachgewiesen-
und als wahrscheinliche Transportform beschrieben (Chen et al. 2001). Von maternalen
Effekten freie Mikrosporenembryonen des Raps kénnen exogen zugegebenes Sinigrin
gegen ein Konzentrationsgefalle aufnehmen, was auf einen aktiven Symport der GSL
hindeutet (Igbal & Méllers 2003). Aufgrund von Genexpressionsdaten wichtiger Biosyn-
thesegene in Embryonen von Arabidopsis schlieBen Nour-Eldin & Halkier (2009), dass
Embryonen nicht zur GSL-Neusynthese fahig sind, dort aber Gene fiir Sekundarmodifi-
kationen der GSL exprimiert werden. Die lange vorhergesagten GSL-spezifischen Trans-
porter wurden 2012 in Arabidopsis nachgewiesen (Nour-Eldin et al. 2012). Die zwei
Protonen-Symporter aus der Klasse der Nitrat/Peptid Transporter, die GTR1 und GTR2
benannt wurden, sind flir den Langstreckentransport im Phloem verantwortlich. Sie
transportieren aktiv und spezifisch aliphatische GSL, und zwar unabhangig von der Sei-
tenkette. Indol-GSL werden nicht durch diese Transporter verlagert. GTR1 und GTR2 sind
in den Plasmamembranen lokalisiertet. GTR2 wird nur in den GefalRbiindeln exprimiert
und ist vermutlich fiir den Export in das Phloem zustandig, wahrend GTR1 auch im Me-
sophyll exprimiert wird und in der Verteilung der GSL innerhalb eines Blatt eine Rolle
spielt. Die Doppel-Knockout-Mutanten der beiden Transporter GTR1 und GTR2 sind im
Samen frei von GSL und zeigen eine deutliche Uberakkumulation von aliphatischen GSL
in Blattern und Schotenwanden. Damit wurde gezeigt, dass keine Neusynthese von GSL
im Embryo stattfindet und beide GTR Transporter eine Rolle im Transport in den Embryo
spielen. (Nour-Eldin et al. 2012, Nour-Eldin & Halkier 2013, Andersen et al. 2013).

Andersen et al. (2013) berichten, dass GTR Transporter an der Verlagerung von alipha-
tischen GSL zwischen Wurzel und Spross beteiligt sind. Somit ist der Langstreckentrans-
port von aliphatischen GSL im Phloem und Xylem malgeblich fiir die GSL-Verteilung
zwischen Organen verantwortlich und es bestehen unterschiedliche Source-Sink Bezie-
hungen zwischen vegetativen Organen wie Wurzeln und Blattern. Beim Ubergang in die
generative Phase dndern sich die Prioritaten der Sinks und GSL werden zu den Knospen
bzw. Bliten transloziert (Andersen & Halkier 2014). Weiterhin sind GTR1 und GTR2 auch
an der heterogenen Verteilung von GSL innerhalb von Blattern beteiligt. Auch kénnen
GSL von der Wurzel Giber das Xylem in den Spross transportiert werden (Madsen et al.
2014). Fur die Zukunft stellt sich die Frage, ob auch fir Indol-GSL spezifische Transporter
existieren und ein Langstreckentransport dieser erfolgt.
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1.2.6 Einflussfaktoren auf GSL-Gehalte

Wahrend hauptsachlich durch den Genotyp bedingt ist, welche GSL in Pflanzen vorkom-
men, sind die GSL-Gehalte von vielen Faktoren abhangig und unterliegen einer groRen
Variation (Bjorkmann et al. 2011). Der Genotyp, das Entwicklungsstadium und der Pflan-
zenteil konnen als ,pflanzeninnere” Faktoren der GSL-Variation angesehen werden
(Schilling 1991). In vielen Versuchen wurde eine groRe Variabilitat zwischen Genotypen
einer Art oder verwandten Arten festgestellt (Gland 1982, Bradshaw et al. 1984, Rosa
1999, Velasco & Becker 2000, Cleemput & Becker 2012). Einen ebenso wichtigen Ein-
flussfaktor auf die GSL-Gehalte stellt das Entwicklungsstadium da, in dem sich eine
Pflanze befindet (Brown et al. 2003, Stephani 1985, Fieldsend & Milford 1994a,b). In
verschiedenen Studien wurden typische Verldaufe der GSL-Gehalte in der Vegetationspe-
riode gefunden. Wahrend der Keimung und in Phasen mit starkem Wachstum nehmen
die Gehalte ab und zur Samenreife wieder zu (Bennert 1992, Porter et al. 1991, Clossais-
Besnard & Larher 1991, Schilling 1991). Auch zwischen verschiedenen Pflanzenteilen
gibt es groRe Unterschiede in den GSL-Gehalten und -zusammensetzungen (Milford et
al. 1989, Buchner 1988, Fieldsend & Milford 1994a, Rothe et al. 2004, Cleemput & Be-
cker 2008, Velasco et al. 2008, Fang et al. 2012). Generative Teile wie Knospen, Schoten
oder Samen haben haufig hohere Gehalte als Stangel oder Blatter und jiingere Pflanzen-
teile hohere Gehalte als dltere (Petersen et al. 2002, Brown et al. 2003). Auch die GSL-
Zusammensetzungen der Organe kdnnen spezifisch sein, beispielsweise weisen Wurzeln
mehr NAS auf als oberirdische Pflanzenteile (van Dam et al. 2009) und im Samen ist das
GSL 40H mit einem hohen Anteil vertreten (Bennert 1992). Selbst innerhalb von Pflan-
zenteilen, beispielsweise Blattern wurde eine bestimmte Verteilung der GSL gefunden
(Shroff et al. 2008).

Von inneren Faktoren unterscheiden sich duRere, abiotische Faktoren, deren Auswir-
kungen selten genau quantifiziert werden kénnen. So kann neben Dauer und Qualitat
der Belichtung auch die Temperatur einen Einfluss auf die GSL-Gehalte haben (Charron
& Sams 2004, Charron et al. 2005). Saisonale, witterungsbedingte Effekte und Standort-
faktoren wie die Bodengiite konnen GSL-Gehalte beeinflussen (Milford & Evans 1991,
Rosa et al. 1996, Rosa 1999, Schilling & Friedt 1991, Werteker & Kramreither 2002). Ag-
ronomische Parameter wie die Pflanzendichte (Milford & Evans 1991, Wentzell & Klie-
benstein 2008) oder Schwefel- und Stickstoffdiingung (Demes 1989, Milford & Evans
1991, Schonhof et al. 2007) spielen eine Rolle fiir die Variation der GSL-Gehalte, ebenso
wie die Wasserverfligbarkeit bzw. Trockenstress (Milford & Evans 1991, Del Carmen
Martinez-Ballesta et al. 2013). GSL sind nicht nur konstitutive sekundare Inhaltsstoffe,
sondern ihre Synthese kann auch induziert werden (Textor & Gershenzon 2009). Die
mechanische Verletzung oder Behandlung mit chemischen Verbindungen kann die Syn-
these der Gesamtgehalte oder von GSL-Gruppen wie den Indol-GSL erhéhen (Bodnaryk
& Rymerson 1994, Koritsas et al. 1991, Li et al. 1991a, Doughty et al. 1995). Zusatzlich
kénnen auch biologische Faktoren wie eine Verwundung der Pflanze durch Fral} (Velasco
et al. 2007), pilzliche Infektionen (Rask et al. 2000, Li et al. 1991b) oder ein Insektenbefall
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(Hopkins et al. 1998, Bartlet et al. 1999) die Synthese von GSL induzieren und so die GSL-
Gehalte verandern. Die GSL-Gehalte und -Zusammensetzungen unterliegen also dyna-
mischen Veranderungen in der Pflanze und sind nicht als statische GroRRe anzusehen.

1.3 Rolle der Glucosinolate in der Pflanze-Insekten Interaktion

GSL kénnen auf vielen Ebenen Auswirkungen auf die Interaktionen zwischen Pflanzen
und Schadorganismen haben (Hopkins et al. 2009). Sie spielen nicht nur eine Rolle in der
Interaktion zwischen Pflanze und Insekten, sondern interagieren auch mit Pilzen und
Nematoden (Schnug & Ceynowa 1990, Giamoustaris & Mithen 1997, Bednarek et al.
2009, Lazzeri et al. 2004). In Bezug auf Insekten sind GSL fiir Brassicaceaen ein zwei-
schneidiges Schwert: Einerseits konnen hohe GSL-Gehalte lber ihre toxischen Abbau-
produkte den Frall von Wirtsgeneralisten wie Tauben oder Schnecken abwehren bzw.
hemmen (Giamoustaris & Mithen 1995, Lambdon et al. 2003). Andererseits konnen GSL
Pflanzen aber flir Wirtspezialisten attraktiv machen, die sich durch Anpassung an ihre
GSL-haltigen Wirte eine okologische Nische nutzbar gemacht haben (Mithen 1992,
Giamoustaris & Mithen 1995, Bjorkman et al. 2011, Ahuja et al. 2011). So kénnen GSL
bzw. ihre Abbauprodukte fiir herbivore Insekten als Kairomone bei der Wirtspflanzenlo-
kalisation dienen oder bei der Evaluierung der Wirtsqualitat wichtige Reize fiir Frall und
Oviposition der Insekten bzw. ihrer Larven darstellen (Renwick 2002, Bartlet et al. 1997,
Miller 2009, Mewis et al. 2002, Hopkins et al. 2009).

Auf den Kohlschotenrissler Ceutorhynchus assimilis (iben die Isothiocyanate 3-Butenyl,
4-Pentenyl- und 2-Phenylethyl-Isothiocyanat als GSL-Abbauprodukte eine anziehende
Wirkung aus (Evans & Allen-Williams 1998, Bartlet et al. 1993, Moyes & Raybould 2001).
Auch Rapsglanzkafer (Meligethes aeneus) wurden haufiger in mit Isothiocyanaten be-
handelten Fallen gefunden als in unbehandelten Fallen (Smart & Blight 2000). 3-Butenyl-
Isothiocyanat wirkt attrahierend auf adulte Kohlblattlause und Senfblattlause, wahrend
die schwarze Bohnenlaus von Isothiocyanaten abgeschreckt wird (Nottingham et al.
1991). Das 4-Methoxyindol-3-ylmethyl-GSL (4ME) ist ein Deterrent fir die griine Pfir-
sichblattlaus (Kim & Jander 2007). Die indolischen GSL Glucobrassicin und Neoglu-
cobrassicin wirken attrahierend auf Rapserdflohe (Wallsgrove et al. 1999, Koritsas et al.
1991). Auf den groflen KohlweiRling zeigte Gluconasturtiin eine anziehende Wirkung
und wirkte auf dessen Larven fralRstimulierend (Miles et al. 2005). Hohe GSL-Gesamt-
gehalte wirken ebenfalls fraBstimulierend auf Rapserdflohe und erhohten die Anzahl
von Larven des KohlweilRlings Pieris rapae (Giamoustaris & Mithen 1995, Bartlet et al.
1994). Isothiocyanate reduzieren das Wachstum von Kohlweilinglarven (Agrawal &
Kurashige 2003). Die Oviposition der Kohlschabe wird durch die Isothiocyanate der GSL
Glucoiberin und Glucoraphanin stimuliert (Renwick et al. 2006). Und auch Glucobrassi-
cin wirkt als Ovipositionsreiz auf grofle und kleine KohlweiRlinge (Renwick et al. 1992,
Stadler et al. 1995, van Loon et al. 1992). Kleine und groRe Kohlfliegen reagieren eben-
falls positiv auf GSL (Baur et al. 1996, Roessingh et al. 1992).
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Im Laufe der Evolution haben einige der Spezialisten wie die Kohlschabe oder der kleine
KohlweilRling Moglichkeiten entwickelt um den GSL-Myrosinase Abwehrmechanismus
zu umgehen, indem sie GSL enzymatisch detoxifizieren und anschlieBend ausscheiden
(Ratzka et al. 2002, Wittstock et al. 2004). Die mehlige Kohlblattlaus sequestriert GSL
und macht sich in Verbindung mit einer insekteneigenen Myrosinase die GSL als eigenes
Abwehrsystem gegeniliber Pradatoren und Parasitoiden nutzbar (Winde & Wittstock
2011). Das GSL-Myrosinase System ist kein rein konstitutiver Abwehrmechanismus.
Nach einer Schadigung oder einem Befall kann die Synthese von GSL induziert werden
und so die Attraktivitat als Wirtspflanze fiir spater auftretende Schadlinge verandert
werden (Textor & Gershenzon 2008). Durch eine GSL-Induktion kénnen volatile GSL-Ab-
bauprodukte indirekt als eine Art ,Hilfeschrei” der Pflanze Nitzlinge anlocken (Pope et
al. 2008, Kos et al. 2012). Uber die vielschichtigen Wechselwirkungen zwischen GSL, In-
sekten und weiteren trophischen Ebenen wurden unzahlige Untersuchungen durchge-
fiihrt, weshalb fir detaillierte Informationen auf die Ubersichtsartikel von Ahuja et al.
(2010) und Hopkins et al. (2009) verwiesen wird.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund von Resistenzentwicklungen wichtiger Rapsschadlinge gegeniiber Insektizid-
wirkstoffen, einer eingeschrankten Wirkstoffpalette von Insektiziden und potentiell zu-
nehmender Bedeutung von Stangelrisslern im Zuge von Klimaveranderungen ist es eine
wichtige Aufgabe der Pflanzenziichtung natirliche Resistenzquellen gegeniiber Scha-
derregern im Raps zu identifizierten und mit diesen zusatzliche Alternativen zum chemi-
schen Pflanzenschutz bereitzustellen.

Die erste Zielsetzung dieser Arbeit bestand daher in der Evaluierung von Glucosinolat-
gehalten und —mustern in der Griinmasse als potentielle Resistenzfaktoren gegeniber
den spezialisierten Rapsstangelschadlingen Rapsstangelriissler und Kohltriebrussler.
Eng damit verknlipft war die zweite Zielsetzung, die Vererbung der GSL in Stangel und
Blatt zu untersuchen, um eine potentielle, Glucosinolat vermittelte Teilresistenz spater
fur die Pflanzenzlichtung nutzbar machen zu kdénnen.

Die zu diesem Zweck durchgefiihrten dreijahrigen Feldversuche mit 30 genetisch und
morphologisch sehr unterschiedlichen Rapsgenotypen lieferten eine Datengrundlage,
welche es in einem ersten Schritt ermoglichte, die Variation von Glucosinolatgehalten
und —mustern, sowie deren quantitativ-genetischen Parameter zu erfassen. Zentrale
Fragestellungen im Kapitel 3.1 lauteten:

(1) Wie grol3 ist die genetische Variation fiir einzelne Glucosinolate, Gruppen von
Glucosinolaten und fiir die Gesamtgehalte in der Grinmasse und im Samen?

(2) Wie grof8 ist der Umwelteinfluss auf Glucosinolatgehalte und —zusammen-
setzungen und gibt es signifikante Interaktionen zwischen Genotypen und
Umwelten?
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(3) Sind Veranderungen der Glucosinolatgehalte und —zusammensetzungen in der
Griinmasse vom Schossen zur Blite hin zu beobachten?

(4) Gibt es in der Grinmasse Unterschiede in den Glucosinolatgehalten und
—zusammensetzungen zwischen den Pflanzenteilen Blatt und Stangel?

(5) Gibt es Unterschiede in den Glucosinolatgehalten und —zusammensetzungen
zwischen Griinmasse und Samen? Wie ist die Beziehungungen zwischen Samen
und Griinmasse?

(6) Wie lasst sich die zeitliche und raumliche Glucosinolatverteilung innerhalb der
Pflanze erklaren?

In Kapitel 3.2 werden anschlieBend mogliche Zusammenhange zwischen dem Schad-
lingsbefall mit dem grofRen Rapsstangelrissler Ceutorhynchus napi sowie dem gefleck-
ten Kohltriebrissler Ceutorhynchus pallidactylus und Glucosinolaten untersucht. Es wird
untersucht, ob

(1) zwischen Genotypen eine Differenzierung im Befall mit Stangelschadlingen
festgestellt werden kann,

(2) lineare Zusammenhange zwischen Gehalten an einzelnen Glucosinolaten oder
Gruppen von Glucosinolaten mit den erfassten Befallsmerkmalen bestehen und

(3) sich starker oder weniger stark befallene Genotypen oder Gruppen von
Genotypen durch bestimmte Glucosinolatmuster auszeichnen.

Fir den Fall, dass Glucosinolate in der Griinmasse im Zusammenhang mit vorteilhaften
Effekten wie beispielsweise verminderter Anfalligkeit gegeniber Schadinsekten stehen
sollten, ist es aus Sicht der Pflanzenziichtung entscheidend, ob gezielte Manipulationen
hin zu bestimmten Glucosinolatgehalten oder —zusammensetzungen moglich sind. Dazu
ist das Wissen Uber die genetische Architektur und Regulation der Biosynthese von Glu-
cosinolaten unumganglich, sodass Kapitel 3.3 sich schlieRlich einem Experiment zur Kar-
tierung von Genomregionen widmet, die am Glucosinolatstoffwechsel beteiligt sind. Die
Kartierung von Quantitative Trait Loci (QTL) stellt dabei den ersten Schritt im Prozess bis
der Identifizierung der verantwortlichen Gene dar. Im Einzelnen soll durch die QTL-Kar-
tierung geklart werden,

(1) wo auf dem Genom QTL fiir Einzelglucosinolate und Gruppen von Glucosinolaten
lokalisiert sind, wie diese verteilt sind und

(2) inwiefern die GSL-Gehalte in den Pflanzenteilen Blatt, Stangel und Samen von
gemeinsamen oder verschiedenen Faktoren reguliert werden.

In Kapitel 4 werden dann die wichtigsten Ergebnisse der drei Themenfelder diskutiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Glucosinolatvariation und Schadlingsbefall

2.1.1 Versuchsaufbau

Zur Erfassung der GSL-Variation und des Befalls mit spezialisierten Stangelschadlingen
wurden dreijahrige Versuche an je vier Standorten mit einem 30 Genotypen umfassen-
den Prifsortiment als Blockversuch durchgefiihrt (Tabelle 2.1). Die Aussaat erfolgte in
Einzelkornsaat. Aussaat-, Dlinge-, Herbizid-, Fungizid- und ergdanzende PflegemaRnah-
men wurden ortsiblich durch die jeweiligen Versuchsbetriebe durchgefiihrt. Auf Insek-
tizidbehandlungen wurde mit Hinblick auf die Versuchsfragestellung verzichtet.

Tabelle 2.1: Aufbau der Versuchsserie 2011 bis 2013 (Abkiirzungen der
Standorte in Klammern)

Faktor Anzahl Stufen

Jahre (J) 3 2011, 2012, 2013

Gottingen-Reinshof (RH)
Gottingen-Weende (WE)

Standorte (O) 4 Einbeck/KWS (El)
Peine/Limagrain (PE)
Genotypen (G) 30 siehe Tabelle 2.2

Wiederholungen 2 (4)¢

$2012 und 2013 4 Wiederholungen am Standort Weende

2.1.2 Material

Unter dem gepriften Material (Tabelle 2.2) befanden sich neben 15 resynthetisierten
Rapslinien die Hybriden Visby und Mendel, dltere (Sollux, Liropa, Santana, Mansholt und
Samourai), als auch jlingere Sorten (Express, Oase, Grizzly, Campala), sowie die wieder-
holt auf sehr niedrigen GSL-Gehalt im Samen selektierte Linie GOE-1991 und drei nicht
angepasste Linien (Abukuma natane, Olimpiade und Gaoyou). Kriterien fiir die Auswahl
der Genotypen waren eine grolRe Variabilitdat im Gesamtgehalt und der Zusammenset-
zung der Glucosinolate in Samen und Griinmasse. Da in den Versuchen auch die Prafe-
renz von Schaderregern Uberprift werden sollte, war eine groRe Variabilitdt in
morphologischen Merkmalen ebenfalls erwiinscht. Einige der Genotypen wurden in vor-
herigen Arbeiten bereits im Zusammenhang mit dem Befall des Kohltriebrisslers von
Eickermann (2008) und Eickermann et al. (2011) untersucht.
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2.1.3 Probenahmen fiir Glucosinolatanalysen

In jedem Versuchsjahr wurden zu zwei Terminen (T1 und T2) Probenahmen fiir die GSL-
Analysen in der Griinmasse durchgefiihrt (Tabelle 2.3). Um einen Zusammenhang zwi-
schen Befall mit Stangelschadlingen und GSL untersuchen zu kénnen, wurden die ersten
GSL-Probenahmetermine unmittelbar mit dem beginnenden Zuflug der Rapsstangel-
rassler terminiert. Die zweiten GSL-Probenahmetermine wurden im jeweiligen Ver-
suchsjahr kurz vor Blihbeginn des Sortiments durchgefiihrt. Damit konnten
Veranderungen im GSL-Muster zwischen den beiden Probenahmeterminen verglichen
werden. Sofern moglich wurden zur Samenreife auch offen abgebliihte Samenproben
entnommen und GSL mit Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) und Hochdruckfliissigkeits-

chromatographie (HPLC) untersucht.

Tabelle 2.3: Aussaat- und Probenahmetermine T1 und T2 fiir Glucosinolatanalysen (GSL) sowie
Boniturtermine fiir Schadlingsbefall 2011 - 2013

Jahr Standort Aussaat GSLT1 GSL T2 Befarlls-
bonitur
Gottingen-Reinshof 08.09.2010 Auswinterung
Gottingen-Marienstein 13.09.2010  13. April 15. Mai 5. Mai
zou Einbeck-Rotenkirchen 02.09.2010  15. April 16. Mai 5. Mai
Peine-Hofschwicheldt 06.09.2010 Auswinterung
Gottingen-Reinshof 22.08.2011 28.Marz 30. April 3. Mai
Gottingen-Weendelsgraben  22.08.2011  27. Maérz 30. April 8. Mai
2012 Einbeck-Rotenkirchen 02.09.2011  29. Mérz 27. April 9. Mai
Peine-Mehrum 02.09.2011  30. Marz 01. Mai 10. Mai
Gottingen-Reinshof 21.08.2012  19. April 21. Mai 21. Mai
Gottingen-Weendelsgraben  22.08.2012  17. April 24. Mai 22. Mai
2013 Einbeck-Rotenkirchen 29.08.2012  18. April 21. Mai -
Peine- Grof} Biilten 30.08.2012  23. April 23. Mai 23. Mai

Aus jeder Parzelle wurden fiir eine Griinmassemischprobe mindestens finf Einzelpflan-
zen entnommen und in Blatt und Stangel getrennt, wie in Abbildung 2.1A exemplarisch
dargestellt ist. Um die durch das breite genetische Material bedingten Unterschiede in
den Entwicklungsstadien der Genotypen zu beriicksichtigen, wurde jeweils von der
Triebspitze des Haupttriebes ausgehend beprobt, zumal die Eiablagepunkte der
Rapsstangelriisslerweibchen ebenfalls im oberen Stangelsegment zu finden sind (Abbil-
dung 2.1B). Es wurden pro Einzelpflanze maximal 15 cm Stangel und die obersten fiinf
voll entfalteten Blatter verwandt. Um die unterschiedliche Pflanzenentwicklung der Ge-
notypen festzuhalten, wurde zu den beiden Probenahmeterminen die Pflanzenlange ge-
messen und eine Bonitur des BBCH-Stadiums durchgefiihrt.
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Beim Trennen der Pflanzen ist eine Verletzung des Gewebes nicht vermeidbar, sodass
ein GSL-Abbau durch das pflanzeneigene Enzym Myrosinase angenommen werden
musste. Um diese Verluste zu minimieren, wurden die Proben unmittelbar nach Ent-
nahme in Papierzweinahtflachbeutel (11,5*16cm, Artikel-Nr. 30710, Fa. Nette Papier
Gottingen) Uberfiihrt und auf dem Feld auf Trockeneispellets (-78 °C) gefroren. Bis zur
Inaktivierung des Enzyms durch Wasserentzug in der Gefriertrocknung verblieben die
Proben dementsprechend in der Gefrierkette.

L

.
Abbildung 2.1: A) Trennung einer Einzelpflanze in Blatt und Stangel bei der GSL-Probenahme B)
Einstichstellen der Stangelriisslerweibchen (Gottingen-Weende, Marz 2012)

a

2.1.4 Erfassung der Befallsparameter

Als Parameter des Befalls wurden im Rahmen der Dissertation von Schafer-Kosterke
(2015) von der Abteilung Agrarentomologie die Anzahl an Larven des GroRRen Rapsstan-
gelrisslers und des Gefleckten Kohltriebriisslers pro Pflanze im Hauptrieb bestimmt. Die
Bonitur wurde im Zeitfenster um die Bllte durchgefiihrt, bevor die Larven aus dem Stan-
gel auswandern konnten (Tabelle 2.3). Dazu wurden pro Parzelle mindestens 10 Pflan-
zen entnommen, deren Stangel aufgeschnitten und anschliefend unter einem Binokular
die Art der Larven bestimmt und ausgezahlt. Als weiterer Parameter fir die Entwicklung
der Larven innerhalb des Stangels wurde die Lange der Fraflgdnge in cm gemessen. In
Verbindung mit der Pflanzenldange zum Termin der Bonitur wurde der ,,Stem-Injury-Co-
efficient” (STIC) nach der Formel

Frafdganglange [cm
oric = Frafiganglange [cm]

Pflanzenlange [cm]

berechnet. Er stellt somit den von den Larven minierten, prozentualen Anteil an der Ge-
samtlange des Stangels dar. Weitere Einzelheiten sind der Dissertation von Schafer-Kos-
terke (2015) zu entnehmen.
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2.1.5 Auswertung

Die varianzanalytische Auswertung der Versuche erfolgte mit der Software PLABSTAT
Version 3Bwin (Utz 2005). Zunachst erfolgte die Verrechnung der Einzelorte als vollstan-
dig randomisierter Blockversuch. SchlieBlich wurde mit den Mittelwerten der Umwelten
eine Verrechnung als Serie Gber Umwelten mit gepoolten Fehlervarianzen durchgefiihrt.
Fir die Auswertung der dreijahrig angelegten Versuche Uber Jahre und Orte wurde jede
Jahr-Standort Kombination als Umwelt betrachtet, da die Anzahl der Standorte aufgrund
von Auswinterungsschaden in zwei von drei Jahren nicht konstant war. Im zugrunde ge-
legten Modell setzte sich dabei der Beobachtungswert xij des i-ten Genotyps in der j-ten
Umwelt im betrachteten Merkmal additiv aus folgenden Parametern zusammen:

xij= u+ gl+u]+ guU+eU mit
Xij Beobachtungswert des i-ten Genotyps in der j-ten Umwelt
u Versuchsmittel
Ji Effekt des i-ten Genotyps
Uj Effekt der j-ten Umwelt
guij Interaktionseffekt zwischen i-tem Genotyp und j-ter Umwelt
€ij Restfehler

Die Genotypen wurden dabei als fixer, die Umwelten als zufalliger Faktor definiert. Im
Teil GSL-Variation (Kapitel 3.1) waren fiir die Griinmasse-GSL am Termin T1 (T2) in der
finalen Auswertung 10 (9) Umwelten eingeschlossen. Fir die Samen-GSL umfasste die
Zahl der Umwelten 5. Zwei Genotypen mussten zur Aussaat 2012 aufgrund von Saatgut-
mangel getauscht werden, sodass in der Verrechnung der Serie die Anzahl der Priifglie-
der bei 28 lag. PLABSTAT schatzt die Heritabilitat h? nach folgender Formel (Falconer &
Mackay 1996):

2
hZ' _ E _ O-g
iws — - 2 2 mit
Voo g2y T 0e
9 u ur
2 . ey e . . .
h*iws Heritabilitdt im weiteren Sinn
Vp Phanotypische Varianz der Mittelwerte
Ve = ng Genotypische Varianz der Mittelwerte
aguz Varianz der Genotyp-Umwelt Interaktion
0e° Fehlervarianz
u Anzahl Umwelten
r Anzahl Wiederholungen

Fiir multiple Mittelwertvergleiche wurde sofern nicht anders angegeben Tukey’s HSD
Test aus dem R-Paket ,agricolae’ verwendet. Hauptkomponentenanalysen wurden mit
der Funktion prcomp aus dem R-paket ,stats’ durchgefiihrt, dazu wurden die die Daten
dazu jeweils durch Subtraktion des Mittels zentriert und durch Division mit der Stan-
dardabweichung skaliert (R Core Team 2013).
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2.2 Kartierungsexperiment Glucosinolatvererbung
2.2.1 Versuchsaufbau

Firr den Projektteil der QTL-Kartierung von Blatt, Stangel und Samen-GSL wurde an ins-
gesamt vier Standorten die DH-Population ,L16 x Express‘ jeweils als Gitteranlage mit
zwei Wiederholungen ausgesat (Tabelle 2.4). Die Populationsentwicklung und Vermeh-
rung wurde vom Projektpartner Limagrain GmbH durchgefiihrt. Aufgrund unterschied-
licher Saatgutmengen nach einjahriger Vermehrung variierte die Anzahl ausgesater DH-
Linien pro Standort.

Tabelle 2.4: Versuchsaufbau der DH-Population ,L16 x Express‘ an vier Standorten (Abkiirzungen in
Klammern) mit Aussaat- und GSL-Probenahmeterminen in der Vegetationsperiode 2012/2013 (WDH
Anzahl Wiederholungen)

Standort Anzahl DH-Linien WDH Aussaattermin  Probenahme GSL
Reinshof (RH) 150 2 03.09.2012 06.05.2013
Peine (PE) 120 2 01.09.2012 29.04.2013
Einbeck (El) 104 2 29.08.2012 30.04.2013
Hovedissen (HD) 90 2 28.08.2012 02.05.2013

. @ Alkenyl-GSL O Indol-GSL O Aromat-GSL
2.2.2 Material

60 -
Der Elter L16 der Population ist nach Girke Z 5 | ]
(2002) eine Resynthese aus Chinesischem %D ]
Brokkoli und Chinakohl. Der Samen ist frei g 101
von Erucasaure, jedoch hoch-GSL haltig. E 30
Die GSL-Gehalte in der Griinmasse (Abbil- %’
dung 2.2) sind mit rund 3 umol hingegen je- g 207
doch sehr niedrig. Insbesondere dessen g 10 4
relativer Anteil an Indol-GSL ist mit 57 % im N 0 ﬁ =
Vergleich zum Elter Express (19 %) erhoht. Explress 16 Express 116
Letzterer besitzt im Samen 00-Qualitat und ﬁ?.nif) ﬁnz,‘,l) fijf; (j;j,z
es finden sich in der Griinmasse im Mittel Griinmasse Samen

absolute GSL-Gesamtgehalte um 10 pmol. Abbildung  2.2: Mittlere  relative
Der relative Anteil an Alkenyl-GSL in der  Zusammensetzung der Populations-

Griinmasse von Express belduft sich auf 77 eltern L16 und Express in Griinmasse (10

0 . 0 . Umwelten) und Samen (5 Umwelten).
% gegenliber 40 % bei L16. Gesamtgehalte in Klammern.

2.2.3 Merkmalserfassung
Es wurden an allen vier Standorten zu je einem Termin Griinmasseproben und zur Sa-

menreife offen abgebliihte Samenproben enthommen (Tabelle 2.4). Die Vorgehens-
weise glich dabei der in Teil 2.1.3 beschriebenen. Aufgrund des Einflusses der
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Ontogenese auf den absoluten GSL-Gehalt in der Griinmasse wurde versucht die Probe-
nahmetermine anhand der Entwicklungsstadien der Eltern der Population an den Stand-
orten zu terminieren, um Ortseffekte zu minimieren. Als weitere phadnotypische
Merkmale wurden Blihbeginn, -ende und -dauer, als auch Pflanzenhdhe zur Reife auf-
genommen.

2.2.4 Genotypisierung

Fiir die Genotypisierung der DH-Linien konnte der 60k Brassica Infinium® SNP-Array von
[llumina mit Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Markern genutzt werden (Ganal et
al. 2012, Hayward et al. 2012). Die Analysen wurden bei Trait Genetics in Gatersleben
durchgeflhrt. Daflr wurden 150 DH Linien der Population im Gewachshaus angezogen
und aus 200 mg Blattmaterial DNA extrahiert. Die Extraktion und Aufreinigung erfolgte
per Kit (innuPREP Plant DNA Kit, Analytik Jena AG, Jena). AnschlieRend wurde die DNA-
Konzentration unter Zuhilfenahme des Standards Hoechst 33528 (Sigma Aldrich, USA)
photometrisch bestimmt (VersaFluor Fluorometer, BioRad, Miinchen), auf 50 ng/ul ver-
diinnt und die Proben in 96er-Microtiterplatten (Rotilabo, Carl Roth, Karlsruhe) zur Ana-
lyse verschickt.

2.2.5 Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte nach den Modellen in Kapitel 2.1.5
ebenfalls als Serie mit PLABSTAT (Utz 2005). Die Einzelorte wurden als Gitteranlage ver-
rechnet. Nach einem technischen Defekt wahrend eines Gefriertrocknungslaufs musste
ein Probensatz aus dem Versuch aus Einbeck verworfen werden, was zur Folge hatte,
dass der Ort aufgrund zu vieler fehlender Datenpunkte nicht ausgewertet werden
konnte. Nach Verrechnung der Einzelorte Reinshof (150 Linien), Peine (120 Linien) und
Hovedissen (90 Linien) wurde aufgrund der unterschiedlichen Anzahl Linien (Tabelle 2.4)
eine Verrechnung lber zwei Orte (Reinshof und Peine) mit 120 Linien, sowie eine Ver-
rechnung lber drei Orte mit 90 Linien vorgenommen.

Die Markerkarte der DH-Population in Kapitel 3.3 wurde mit dem R-Paket ,rqtl* erstellt
(Broman et al. 2003). Fir das Ordering der Marker innerhalb der Kopplungsgruppen
wurde RECORD (van Os et al. 2005) und fiir das QTL Mapping Windows QTL Cartogra-
pher 2.5 benutzt (Wang et al. 2012). In letzterem wurden im Modul Composite Interval
Mapping folgenden Einstellungen vorgenommen: Walk speed 1 cM, CIM Model 6 mit
funf Kontrollmarkern und einem Fenster von 10 cM, sowie Forward & Backward Regres-
sion mit pintojout = 0,1. Die LOD Grenzwerte der Merkmale wurden durch 500 Permutati-
onen bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % ermittelt. Der ,circleplot’ (Abbildung
3.27) wurde mit dem Perlscript ,circos’ erstellt (Krzywinski et al. 2009), die Visualisierung
der Kopplungskarte mit Mapchart 2.2 (Voorrips 2002).
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2.3 Probenaufbereitung und HPLC Analytik fiir Glucosinolatanalysen

Die Zwischenlagerung der Griinmasseproben erfolgte bei -20°C, das anschliefende Ge-
friertrocknen fir rund 97 Stunden (Christ EPS 2-40, Fa. Christ, Osterode am Harz). Die
getrockneten und hygroskopischen Proben wurden in 50ml Falcon-Réhrchen (CEL-
LSTAR® PP, mit Stehrand, Artikel 210261, Fa. Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen)
Gberfihrt und eine Mischung von Stahlkugeln (3 - 8mm Durchmesser, Menge in Abhan-
gigkeit des Materials und der Fiillhdhe) fiir das Vermahlen hinzufligt. Das Vermahlen
erfolgte flir 60 Sekunden in einem Vertikalschittler. Wurde Samenmaterial analysiert,
wurden die Proben in einer handelslblichen Kaffeemihle (KM 75, Krups) fiir zweimal
vier Sekunden vermahlen. Die homogenisierten Proben wurden bis zur Extraktion dun-
kel bei Zimmertemperatur gelagert.

In allen zu analysierenden Proben wurden gemaR Protokoll (Anhang 7.1) Desulfo-GSL
analysiert (nach Thies 1977 und Kraling et al. 1990, modifiziert). Dabei werden zundchst
in einer zweistufigen HeiRextraktion mit einem Methanol-Wassergemisch (70 % und 10
% MeOH) bei 75°C |6sliche Pflanzeninhaltsstoffe, unter anderem auch Glucosinolate ex-
trahiert. Im darauffolgenden spezifischen Aufreinigungsschritt werden die negativ gela-
denen GSL-Molekile an einen Anionenaustauscher (20mg DEAE-Sephadex A-25, Sigma-
Aldrich, USA) gebunden und ungebundene Substanzen des Extraktes mit destilliertem
Wasser von der Sdule gewaschen. Anschlielend werden die noch am Dextrangel gebun-
den Glucosinolate durch die GSL-spezifische H1-Sulfatase aus Helix pomatia (Thies 1979)

Tabelle 2.5: HPLC-System und Analysenparameter

Beschreibung Parameter

Shimadzu Prominence Series (Shimadzu Corp. Japan)

Pumpe LC-20AT Flussrate 0,6 ml / min
Autosampler SIL-20AC Kihltemperatur Proben 15°C
Controller CBM-20A

Ph i -Detek
otodiodenarray-Detektor Detektionswellenlange 229 nm

SPD-M20A
Saulenofen CTO-20A Saulentemperatur 35°C
Trennsaule Nucleodur 100-3 C18ec (Machery-Nagel)
Vorsaule LiChrospher 100 RP 18-5u (Merck Millipore)
Eluent A H2Odemi (< 18 MQ/cm, Elgastat UHQ)
Eluent B Acetonitril (ROTISOLV, Carl Roth)
Laufzeit pro Probe 35 min
Injektionsvolumen 30ul - 60ul
Min. 0-20 EluentBin A->1 % auf 20 %

Lssunesmitteleradient Min. 20 - 25 EluentBin A ->20%

8 & Min. 25 — 27 Eluent Bin A ->20 % auf 1 %

Min. 27 — 35 EluentBinA >1%
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Uber Nacht umgesetzt, sodass aufgereinigte Proben mit neutralen Desulfo-GSL von den
Saulen eluiert und nachfolgend direkt injiziert werden konnen. Die HPLC-Analysen wur-
den mit der Geratezusammenstellung und —einstellungen in Tabelle 2.5 durchgefiihrt.

Die Identifikation der Einzel-GSL (Abbildung 2.3) erfolgte per Abgleich der Retentions-
zeiten mit vorhandenen Referenzsubstanzen. Waren diese nicht verfligbar wurden ver-
bleibende Peaks aus bekannten Standardproben oder durch den Vergleich der
Peakreihenfolgen von Referenzchromatogrammen zugeordnet (Wathelet 1987, EU-
Kommission 1990, Kréling et al. 1990, Wathelet et al. 2004).
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Abbildung 2.3 Zuordnung der Einzelglucosinolate mit Retentionszeiten (Notation: GSL-Name,
Retentionszeit, Peakflache. Abkiirzungen siehe Tabelle 1.1)

Die Quantifizierung der Einzel-GSL erfolgte liber die Hinzugabe einer konstanten Stoff-
menge des internen Standards Glucotropaeolin, welcher in B. napus nicht vorkommt.
Unter Zuhilfenahme der relativen Responsefaktoren wurden die Gehalte der einzelnen
Desulfo-GSL (DS-GSL) mit folgender Formel ermittelt (EU-Kommission 1990):
Peakflacheps_cst, Stof fmenge ¢r;, (Lmol)

Gehaltne_ IxgTM™1) = l. RF
ehaltps-gsy (wmol * g ) Peakflachegr, e " Einwaage (mg)
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3 Ergebnisse

3.1 Quantitative Variation von Glucosinolatgehalt und -muster unter
Freilandbedingungen

3.1.1 Varianzkomponenten und Heritabilitaten

In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse der Varianzanalyse (iber Umwelten getrennt nach Ter-
min und Pflanzenteil dargestellt. Insgesamt konnten elf Glucosinolate (GSL) gefunden
werden, welche, je nach entsprechender Aminosadure aus der diese synthetisiert wer-
den, in die Gruppen der Alkenyle, Indole und aromatischen Glucosinolate subsummiert
wurden, um die Darstellung zu vereinfachen. Die Ergebnisse der Einzel-GSL sind im An-
hang 7.2 zu finden.

Tabelle 3.1: Varianzkomponenten und Heritabilitit (h?) der Serienverrechnung in der Griinmasse an
zwei Terminen (T1/T2) fiir zwei Pflanzenteile Blatt (BL) und Sténgel (ST) sowie zur Samenreife (T3) im
Samen (SA)

Varianzkomponenten h?

Merkmal Termin Material
erkma ermin ateria Genotyp Umwelt G*U Fehler [%]
o BL 6124 ** 3569 ** 10,74 ** 1098 98
ST 111,33 ** 42,34 ** 17,74 ** 307 98
Gesamt- BL 4,73 ** 559 ** 364 ** 024 92
GSL T2 ST 10,78 ** 8,07 ** 6,116 ** 070 93
T3 SA 100140 ** 34,43 ** 4388 ** 1152 99
o BL 5746 ** 2556 ** 9,65 ** 169 98
ST 96,49 ** 2527 ** 1585 ** 242 08
Alkenyl- BL 391 ** 487 ** 241 ** 091 o1
GSL T2 ST 907 ** 669 ** 528 ** 054 93
T3 SA 981,03 ** 2841 ** 41,14 ** 1054 99
o BL 044 ** 190 ** 0,60 ** 015 85
ST 126 ** 366 ** 079 ** 030 92
Indol- - BL 003 ** 0,11 ** 001 ** 002 87
GsL ST 0,04 ** 024 ** 0,05 ** 002 82
T3 SA 043 ** 039 ** 034 ** 015 81
o BL 008 ** 001 ** 005 ** 001 94
Aromat- ST 0,37 *x 0,05 *x 0,14 *x 0,04 95
GSL o BL 0,002 ** 0,001 ** 0003 ** 0002 75
(NAS) ST 008 ** 011 ** 004 ** 003 91
T3 SA 043 ** 005 ** 0,08 ** 001 96

Fiir den Gesamt- und Alkenylgehalt an T1 wurden sehr grol3e genotypische Varianzkom-
ponenten geschatzt, die 1,7 bis 3,8-fach groRer als die der Umwelten waren. An T2 lag
dieses Verhaltnis zwischen 0,8 und 1,35. An beiden Terminen gab es fiir diese beiden
Merkmale signifikante Genotyp-Umwelt Interaktionen, deren GroéRBe der Varianzkompo-
nenten am ersten Termin zwischen 16 und 18 % und am zweiten Termin zwischen 57
und 77 % der genotypischen Varianzkomponente betrug. In Verbindung mit geringen
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Restfehlern errechnen sich Heritabilitaten zwischen 97 und 98 % an T1 und zwischen 91
und 93 % an T2.

Die fir die Indol-GSL ermittelten Heritabilitaten lagen im Bereich zwischen 81 und 92 %.
Die zwei Falle niedrigerer Heritabilitaten (T1 BL und T2 ST) resultierten aus jeweils leicht
groReren Varianzkomponenten der Genotyp-Umwelt Interaktionen gegeniber derjeni-
gen der Genotypen. Weiterhin waren die genotypischen Varianzkomponenten fiir die
Indol-GSL kleiner als die des Faktors Umwelt, was als Hinweis auf einen hoheren Um-
welteinfluss gegeniliber den anderen GSL-Gruppen gedeutet werden kann. Bei NAS als
Vertreter der aromatischen GSL waren die Heritabilitdten in drei von vier Fallen groRer
als 90 %. In der Kombination T2 Blatt (h? 75 %) waren erh6hte Varianzkomponenten fir
Fehler und Genotyp-Umwelt Interaktion auffallig. Zudem fallt auf, dass fiir alle vier
Merkmale in Tabelle 3.1 die genotypischen Varianzkomponenten fiir Stangel-GSL kon-
sistent hoher waren als fir Blatt-GSL und in 15 der 16 Falle die Heritabilitdten der Stan-
gel-GSL Merkmale groRere Werte annahmen als fiir Blatt-GSL. Auch war die Relation des
Restfehlers zur Gesamtvarianz am zweiten Termin haufig héher als am ersten Termin.

3.1.2 Mittlere GSL-Zusammensetzung der Genotypen in Griilnmasse und Samen

In Abbildung 3.1 ist die Gber Umwelten gemittelte Zusammensetzung der untersuchten
28 Genotypen jeweils fiir die Griinmasse und den Samen dargestellt. Im GSL-Gesamt-
gehalt bestanden deutliche Unterschiede zwischen der Griinmasse mit rund 11 pmol
und den Samen mit ca. 58 pumol. Weiterhin wird im rechten Teil der Abbildung deutlich,
dass der relative Anteil der Einzel-GSL am Gesamtgehalt zwischen Samen und Griin-
masse unterschiedlich war. Wahrend die Alkenyl-GSL in der Griinmasse knapp 81 % aller
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Abbildung 3.1: Mittlere GSL-Gehalte (+Standardfehler) und GSL-Zusammensetzung von 28
Genotypen in Griinmasse und Samen (*** signifikante Unterschiede im GSL-Gesamtgehalt
zwischen Gruppen bei p=0,001. Tukey‘s HSD, 138 df error)



Ergebnisse

GSL ausmachten, waren es im Samen 92 %. Der relative Anteil an Indol-GSL und dem
aromatischen NAS war wiederum in der Griinmasse mit rund 15 % bzw. 4 % hoher als
im Samen. Hauptbildner in beiden Organen war jeweils PRO (Samen 60 % und Grin-
masse 32 %), gefolgt von GBN in der Griinmasse (25 %) bzw. GNA im Samen (19 %). Die
nachstgroflere Fraktion stellte ALY in der Griinmasse (15 %) und GBN im Samen (6 %)
dar. In der Griinmasse machten die Indol-GSL GBC und NEO zusammen weitere 15 % des
GSL-Gesamtgehaltes aus, wahrend sie im Samen zur Summe unter 1 % beitrugen. Der
Anteil NAS betrug im Samen knapp 1,5 % und in der Griinmasse ca. 4 %. Der Anteil an
40H im Samen mit 5,6 % im Vergleich zu 0,5 % in der Grlinmasse bedeutet, dass es sich
im untersuchten Material um ein samenspezifisches GSL handelte.

3.1.3 Einfluss des Probenahmetermins

Aus Abbildung 3.2 ist ersichtlich, dass der Probenahmetermin einen hochsignifikanten
Einfluss auf den GSL-Gesamtgehalt hatte. Hatten die Genotypen im Mittel (iber Umwel-
ten und Pflanzenteile in der Griinmasse zum ersten Termin T1 zu Beginn des Schossens
noch knapp tber 18,1 umol, so reduzierte sich ihr Gehalt am Termin 2 (T2) zu Beginn
der Blite auf 4,1 umol. Der relative Anteil der GSL-Gruppen war von dieser Abnahme
nur marginal tangiert: Wahrend der Anteil Alkenyl-GSL um 1,7 % auf 79,4 % abnahm,
waren ebendiese 1,7 % als Zunahme beim NAS zu verzeichnen. Damit blieb der Anteil
der Indol-GSL konstant bei 15,3 %.
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Abbildung 3.2: Einfluss des Probenahmetermins auf GSL-Gehalte
(xStandardfehler) und GSL-Zusammensetzung in der Griinmasse (***signifikante
Unterschiede im GSL-Gesamtgehalt zwischen Terminen bei p=0,001. Tukey‘s HSD,
108 df error)



Ergebnisse

Verdanderung T1 zu T2 [%]

+25 1
@ Veranderung Alkenyl-GSL [%] @ Veranderung Indol-GSL [%]

+20 O Verdnderung Aromat-GSL [%] ® Gesamt-GSL Veranderung absolut [umol/g TM]

+15 ]

+10 A ] —

?:EEEEDBEHHHWHHHHHHHHﬂ__
* HHHUQUUHUHUUU o I L

-25 4

-30 41

-35 4

AP >N DD T D INSNN 2 @@ OO DO R R

& R & & &»%0\\0 L & §%0{$o%@d¢b é"b TP &@«\ Q@e é@e%u P O K &
3

Vp\) [ @'b (90 0\\@ 2 % Y ' v %@\Q

Abbildung 3.3: Veranderung der relativen GSL-Zusammensetzung per Genotyp in der Griinmasse von
T1 zu T2 geordnet nach den gemittelten Betragen der Veranderungen

Betrachtet man fiir jeden Genotyp die relativen Verdanderungen der GSL-Anteile von T1
zu T2 (Abbildung 3.3), so fallt auf, dass zwischen den Genotypen eine grofie Variation in
der Veranderung der GSL-Zusammensetzung existierte. Einerseits finden sich links im
Diagramm Genotypen, deren GSL-Zusammensetzung sich zwischen den Terminen kaum
anderte. Die 14 Genotypen von ,Abukuma natane’ bis ,Grizzly* wiesen alle Veranderun-
gen im Bereich unter 5 % auf. Andererseits gab es aber auch solche Genotypen, bei de-
nen Verschiebungen zwischen den Gruppen von bis zu 18 % beobachtet werden
konnten.

Genotypen mit starkeren absoluten Abnahmen (schwarze Punkte in Abbildung 3.3),
scheinen im Diagramm geringe Veranderungen aufzuweisen. Bei niedrig-GSL Typen bei-
spielsweise, deren absolute Abnahmen im GSL-Gesamtgehalt gering sind, fallen die re-
lativen Veranderungen vergleichsweise grol} aus. Zwischen den Genotypen bestanden
weiterhin Unterschiede in der Art der Verschiebung: Bei 18 Genotypen war der Anteil
der Alkenyl-GSL reduziert, dafiir der Anteil Indol-GSL und Aromat-GSL erhéht. Am deut-
lichsten ist dies bei Samourai zu erkennen, dessen Anteil Alkenyl-GSL an T2 um knappe
19 % unter dem an T1 lag, im Gegenzug dafiir der Anteil Indol-GSL um ca. 14 % sowie
NAS um ca. 5 % erhoht waren. Die umgekehrte Veranderung findet sich beispielsweise
bei Liropa, dessen Indol-GSL Gehalt in der Griinmasse von T1 zu T2 um knapp 18 % ver-
mindert war, dafiir 12,6 % mehr Alkenyl-GSL und 4,8 % mehr aromatische GSL an T2
enthielt. Bei den Genotypen R140, H10 und H113 hingegen wurden zu T2 héhere Anteile
NAS (+5,5 %, +2,1 % und +1,9 %) beobachtet.
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Betrachtet man anstatt der GSL Gruppen die Verschiebungen der Anteile an Einzel-GSL
(Tabelle 3.2), so féllt auf, dass bei 26 der 28 Genotypen der Anteil an GBN vermindert
war, und zwar im Mittel der Genotypen um ca. 8 %. Weiterhin war PRO um knapp 2 %
vermindert, GNL (+3,1 %), ALY (+1,9 %) und RAA (+1,2 %) dafiir jedoch erhoht. Bei den
Indol-GSL fanden sich im Mittel hohere Anteile an 4ME (+1,6 %) und 40H (+1,4 %) und
NEO (+0,4 %) gegenliber einer Verminderung des Anteils an GBC um 2,5 %. Zwischen
den einzelnen Genotypen variierten diese beschriebenen Verschiebungen der Einzel-
GSL jedoch stark ohne eindeutig erkennbares Muster.

Tabelle 3.2: Veranderung der relativen Glucosinolatanteile per Genotyp in der Griinmasse von T1 zu T2
geordnet nach den gemittelten Betrdgen der Verdnderungen (ALK Alkenyl-GSL, IND Indol-GSL, ARO
Aromat-GSL)

Diff. Verinderung der Glucosinolatanteile von T1 zu T2 [% Anderung]
Gesamt- .
Genotyp | GSL | Alk | IND | ARO Alkenyl-GSL Indol-GSL Mitt-
[umol/g Ie_re
TM] NAS | PRO GBN ALY GNA GNL RAA [GBC NEO 4ME 40H Diff.
Abukuma -9,0 -0,3| +0,4| -0,0f -3,8 -2,7 -03 +19 +2,5 +2,1| -1,6 -1,7 +2,6 +1,1 +0,2
L122 -23,4 +0,6| -1,00 +0,4 +1,8 -7,8 +3,5 +14 +1,5 +0,2| -1,0 -1,2 +0,2 +0,9 +0,7
S3 -22,3 -1,1| +0,5| +0,6) +0,4 -2,6 -0,1 +1,3 +0,2 -0,3| -0,5 +0,2 +0,5 +0,2 +0,7
S14 -21,9 +0,6| -1,2| +0,7 +5,2 -12,1 +4,8 +0,6 +1,3 +0,8 -1,3 -0,6 +0,2 +0,4 +0,8
H327 12,9 | +1,7] -0,2| -1,5 +2,9 -44 51 +69 +1,2 +02| -22 -0,7 +2,1 +0,7| +1,1
G53 19,4 | +1,6 -1,7 +0,1 -05 -60 +1,0 +4,3 +1,2 +1,6/ -22 -0,7 +0,8 +04 +1,1
H113 -20,7 -0,5| -1,4/ +19 -1,8 -44 +39 +03 +1,3 +0,3| -34 -0,3 +0,8 +1,6 +1,2
Sollux -31,9 +0,6| -1,9 +1,3/ +1,4 -7,4 +4,5 +0,6 +04 +1,2| -1,8 -0,7 +0,2 +0,5 +1,3
H10 -10,7 -0,8/ -1,3| +2,1| -5,1 +2,2 -2,7 +3,6 +2,2 -104 -3,2 -0,8 +0,7 +2,1 +1,4
R53 -14,1 -2,1 +1,9 +0,2| +40 -89 +3,0 -48 +4,4 +0,1| -2,7 +0,7 +1,8 +2,1 +1,4

Campala -12,9 -2,2| +2,2| +0,00 -09 -85 +2,7 -0,8 +3,9 +1,4| -50 +2,7 +1,8 +2,6 +1,5
Mansholt -21,1 +2,7| -3,1 +0,3| +84 -11,8 +4,0 +0,3 +1,0 +0,8 -44 +0,0 +0,8 +0,5 +2,1
GOE1991 -5,3 +3,6| -2,6/ -1,00 -0,1 +1,1 -99 +15 +7,8 +3,2| -7,4 -1,7 +3,1 +34| +24

Grizzly -18,3 -4,3| +3,3| +1,00 -35 -83 +45 -0,2 +2,3 +0,8 -03 +1,7 +1,1 +0,7 +2,9
Olimpiade -11,8 -5,4| +3,3| +2,1| -2,5 -10,7 +4,2 -0,4 +1,0 +2,9| +0,2 +0,5 +1,7 +1,0 +3,6

R140 -16,6 -2,5/ -3,0/ +5,55 41 -44 +13 +3,4 +1,0 +0,3| -6,1 +0,6 +1,3 +1,2 +3,7
Oase -10,2 -7,1 +4,2| +29| -64 -96 +2,0 +0,1 +48 +2,1| -0,6 +1,6 +2,0 +1,2 +4,7
Santana -5,0 +3,6| -7,2| +3,5| 41 -35 +4,4 +0,1 +54 +1,3] -85 -3,4 +1,9 43,0 +4,8

Express -14,0 -7,6| +4,3| +3,3] -65 -86 +29 -0,8 +39 +1,4| +1,0 +0,5 +1,5 +1,2 +5,0

Mendel -11,8 -7,6/ +3,9| +3,7| -2,2 -12,8 +1,3 -0,4 +4,7 +1,8 -0,3 +1,9 +1,3 +1,00 45,1
H149 -15,9 -7,7| +6,8/ +0,9/ -1,4 -81 +1,4 -1,2 +1,2 +0,3| +3,7 +1,3 +1,5 +0,3 +5,2
S30 -9,1 -10,6| +6,8 +3,8, -7,3 -11,1 +3,8 -1,3 +4,0 +1,2| +0,6 +2,8 +2,1 +1,3 +7,1
Gaoyou -15,7 | -11,7| +6,0| +5,7| -5,0/-159 +6,2 -1,1 +3,3 +0,9| -0,3 +2,8 +2,3 +1,3| +7,8
H30 -11,2 | -12,5 +11,8 +0,7(-11,6 -12,1 +4,8 -0,8 +55 +1,7| +4,3 +2,9 +2,5 +2,1 +8,3
L16 -3,5 |+10,0 -13,6| +3,6/ +0,6 -1,2 +3,0 +0,3 +55 +1,8/-18,1 -1,8 +3,3 +3,00 +9,1
Visby -9,2 -15,4 +13,8/ +1,6| -7,6 -16,6 +0,5 -1,1 +7,2 +2,2| +2,1 +6,1 +3,4 +2,2| +10,3
Liropa -4,5 |+12,8 -17,6| +4,8/ +2,6 -3,3 +3,2 +2,4 +57 +2,2/-149 -56 +1,7 +1,2| +11,8

Samourai | -10,4 |-18,7 136 +51 -7,4 -17,2 +1,6 -1,4 +3,7 +20 +3,1 +50 +3,2 +2,3| +125
Mittel | -140 | -2,9] +1,0| +1,9 -1,9 -7,7 +1,9 +05 +3,1 +12| -25 +0,4 +1,6 +1,4 +4.2
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3.1.4 Einfluss von Standort und Jahr

Neben dem Probenahmetermin unterlagen die GSL-Gehalte in der Griinmasse Umwelt-
effekten, welche in Abbildung 3.4 zusammengefasst sind. Das Gesamtmittel (orange ge-
strichelte Linie) der GSL-Gesamtgehalte Uber alle 10 Umwelten lag bei 11,1 umol. In den
Jahren 2012 und 2013 unterschieden sich die GSL-Gesamtgehalte kaum (gelbe und
blaue Linie) und auch die Rangierung der Einzelorte blieb in der Reihenfolge Peine <
Reinshof < Einbeck < Weende gleich. Eine Ausnahme stellte das Jahr 2011 dar, in dem
die Gehalte mit 6,4 umol deutlich unter den Jahresmitteln aus 2012 und 2013 lagen.
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Abbildung 3.4: Einfluss von Standort und Jahr auf GSL-Gehalte (+ Standardfehler)
in der Griilnmasse gemittelt iiber 2 Termine und 2 Pflanzenteile (Orangene Line:
Gesamtmittel iiber alle Umwelten. Rote, gelbe und blaue Linie: Jahresmittel.
Standorte: MS Marienstein, PE Peine, El Einbeck, RH Reinshof, WE Weende)

3.1.5 Einfluss des Pflanzenteils

Zu den zwei Probenahmeterminen wurden jeweils Blatter und Stangel gleichzeitig un-
tersucht. Im GSL-Gesamtgehalt zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Blatt
(9,7 umol) und Stangel (12,6 umol), welche damit 2,9 umol ausmachten (Abbildung 3.5).
Der Anteil an Alkenyl-GSL lag im Stangel 4,5 % niedriger als im Blatt, wahrend die Indol-
GSL um 1,1 % bzw. das aromatische GSL NAS zu 3,4 % vermehrt im Stangel zu finden
waren.
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Abbildung 3.5: Einfluss des Pflanzenteils auf GSL-Gehalte (t Standardfehler)
und GSL-Zusammensetzung in der Griinmasse (* signifikante Unterschiede
im GSL-Gesamtgehalt zwischen Pflanzenteilen bei p=0,05. Tukey‘s HSD, 108

df error)

3.1.6 Korrelationen zwischen Glucosinolatgehalten und Pflanzenentwicklung

Neben den GSL-Profilen wurden als Parameter fiir die Pflanzenentwicklung die Pflan-
zenldnge und das BBCH-Stadium der Genotypen an den Probenahmeterminen erfasst
(Tabelle 3.3). Auf den ersten Blick fallt auf, dass ein Grof3teil der Korrelationskoeffizien-
ten ein negatives Vorzeichen aufwies. An beiden Terminen lief3en sich signifikant nega-
tive Korrelationen der Pflanzenlange mit dem Gehalt an Indol-GSL finden, die am ersten

Termin starker ausgepragt waren (rs.=-0,57 und rst = -0,59) als am zweiten Termin (rs.
=-0,40 und rst = -0,38).

Tabelle 3.3: Korrelationskoeffizienten zwischen Glucosinolatgruppen und Pflanzenldnge bzw.

BBCH-Stadium an zwei Terminen T1 / T2 fiir je zwei Pflanzenteile Blatt (BL) und Stéingel (ST). n.s.
nicht signifikant. *, ** Korrelation signfikant verschieden von Null bei p=0,05, 0,01

I:I:‘ Merkmal N:r‘;"atf Gesamt-GSL Alkenyl-GSL Indol-GSL Aromat-GSL
. BL -0,20 n.s. -0,14 n.s. -0,57 ** -0,23 n.s.
Pflanzenlange
1 ST -0,23 n.s. -0,16 n.s. -0,59 ** -0,23 n.s.
BL - .S. -0,27 n.s. - * .S.
BBCH-Stadium 0,30 n.s 0,27 n.s 0,46 0,05n.s
ST -0,43 * -0,38 * -0,59 ** -0,15 n.s.
. BL 0,06 n.s. 0,10 n.s. -0,40 * -0,34 n.s.
Pflanzenlange
- ST 0,02 n.s. 0,09 n.s. -0,38 * -0,43 *
BL 16 n.s. -0,16 n.s. -0,20n.s.  -0,13 n.s.
BBCH-Stadium 0,16 n.s 0,16 n.s 0,20 n.s 0,13 n.s
ST -0,29 n.s. -0,27 n.s. -0,28 n.s.  -0,23 n.s.
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Fiir die BBCH-Stadien existierten am ersten Termin fiir Blatt und Stangel neben einer
signifikanten negativen Korrelation zwischen den Indol-GSL (rs. = -0,46 und rst = -0,59)
weiterhin negative Zusammenhange zwischen Gesamt-GSL (rst = -0,43) und Alkenyl-GSL
(rst =-0,38) im Stangel. Diese Korrelationen lieRen sich jedoch am zweiten Termin nicht
wiederfinden. Weiterhin war das aromatische GSL NAS am Termin 2 im Stangel negativ
mit der Pflanzenlange korreliert (rst = -0,43).

3.1.7 Korrelationen der Glucosinolatgehalte zwischen Pflanzenteilen

Fir die linearen Zusammenhdnge zwischen Blatt- und Stangelmaterial (Tabelle 3.4 und
Abbildung 3.6) fanden sich an beiden Terminen hohe bis sehr hohe positive Koeffizien-
ten fiir Gesamt- und Alkenyl-GSL (r = 0,83 bis 0,97), hohe fiir NAS (r = 0,78 und 0,87) und
mittlere fir Indol-GSL-Gehalte (r = 0,61 bis 0,68). An Termin 2 war dieser Zusammen-
hang zwischen beiden Griinmasseteilen in Abhdngigkeit des einzelnen GSL stets geringer
ausgepragt. Bei dem GSL GNL war die Korrelation nicht signifikant von Null verschieden.

Tabelle 3.4: Korrelationskoeffizienten zwischen Glucosinolatgehalten der Pflanzenteile Blatt und
Stiangel mit Samenglucosinolatgehalten zu je zwei Terminen T1 / T2 (n.s. nicht signifikant; *, ** ***
Korrelation signfikant verschieden von Null bei p=0,05, 0,01, 0,001)

Blatt - Stangel Samen - Stidngel Samen - Blatt
Merkmal 1 T2 T1 T2 T1 T2
Gesamt-GSL 0,96 *** (0,83 *** 0,53 ** 0,64 *** 0,68 *** 0,62 ***
Alkenyl-GSL 0,96 *** (0,86 *** 0,55 ** 0,64 *** 0,66 *** 0,63 ***
PRO 0,97 *** (0,92 *** 0,55 ** 0,59 *** 0,66 *** 0,53 **
GBN 0,96 *** (0,84 *** 0,31 n.s. 0,44 * 0,39 * 0,43 *
ALY 0,93 *** (0,85 *** 0,51 ** 0,57 ** 0,55 ** 0,48 *
GNA 0,98 *** (0,89 *** 0,42 * 0,64 *** 0,49 ** 0,57 **
RAA 0,84 *** (0,49 ** 0,78 *** 0,51 ** 0,94 *** 0,89 ***
GNL 0,58 ** -0,08 n.s. -0,05 n.s. -0,19 n.s. 0,16 n.s. -0,19 n.s.
Indol-GSL 0,68 *** 0,61 *** 0,18 n.s. 0,30 n.s. 0,01 n.s. -0,03n.s.
GBC 0,60 *** (0,51 ** -0,17 n.s. 0,14 n.s. -0,06 n.s.  -0,08 n.s.
NEO 0,80 *** (0,55 ** -0,19 n.s. -0,24 n.s. -0,15n.s. -0,02 n.s.
40H 0,76 *** (0,52 ** 0,25 n.s. 0,05 n.s. 0,09 n.s. 0,18 n.s.
4ME 0,69 *** 0,44 * -0,002 n.s.  -0,05 n.s. 0,12 n.s. -0,10n.s.
NAS 0,87 *** (0,78 *** 0,42 * 0,53 ** 0,47 * 0,37 n.s.

Fiir die Beziehung der GSL-Gehalte zwischen Samen und Blatt bzw. Stangel fanden sich
im Vergleich zur Griinmasse insgesamt geringer ausgepragte Zusammenhange: Gesamt-
und Alkenylgehalt besalRen Korrelationskoeffizienten zwischen r =0,53 und 0,68. Fir die
Einzel-GSL dieser Gruppe lagen diese im Bereich von r = -0,19 bis 0,94. Fiir GNL bestand
als einziges der Alkenyl-GSL kein signifikanter Zusammenhang zwischen Griinmasse und
Samen.
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Sowohl fiir den Indol-Gehalt als Gruppe, als auch fir die Einzel-GSL dieser Gruppe fan-
den sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen Samen und Blatt bzw. Samen
und Stangel. Die Werte der Korrelationskoeffizienten variierten im Bereich um Null zwi-
schen r =-0,24 bis 0,30. Fiir NAS zeigten sich mittlere, positive Korrelationskoeffizienten
von r = 0,37 bis 0,53 fir den Zusammenhang zwischen Griinmasse und Samen. Im Ver-
gleich dazu war die Korrelation zwischen Blatt und Stangel mit r = 0,87 (T1) und r = 0,78
(T2) deutlich starker ausgepragt.

Durch die insgesamt hohen Korrelationen zwischen Blatt und Stangel finden sich jeweils
nur geringe Unterschiede in der Hohe der Korrelationen Samen-Blatt und Samen-Stan-
gel. Am Termin 1 fallt auf, dass fir die Einzel-GSL der Alkenyle im Stangel geringere Kor-
relationskoeffizienten vorlagen als im Blatt. Zu Termin 2 hatten sich diese Unterschiede
jedoch egalisiert.

Flr vier GSL-Gruppen sind in Abbildung 3.6 die beschriebenen Korrelationen als Punkte-
diagramm visualisiert. Aufgrund der hohen Korrelation zwischen Blatt- und Stangel-GSL
wurden diese zum Merkmal Griinmasse zusammengefasst. Beim Gesamt- und Alkenyge-
halt fallt auf, dass es einen Genotypen (L16, griiner Punkt) gibt, der einen hohen Samen-
gehalt und gleichzeitig einen sehr niedrigen Griinmassegehalt < 2 umol besitzt. Die
umgekehrte Kombination aus niedrigem Samengehalt und hohem Griinmassegehalt
(unterer rechter Bereich des Diagramms) trat in diesem Materialsatz jedoch nicht auf.
Weiterhin ldsst sich die Gruppe von Genotypen mit 00-Qualitdt im Samen fur Gesamt-,
Alkenyl- und NAS-Gehalte klar identifizieren, wahrend fiir den Indol-Gehalt keine Grup-
pierung zu erkennen ist.
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Abbildung 3.6: Korrelationsdiagramme fiir die Korrelationen der GSL-Gehalte von vier
Glucosinolatgruppen (Gesamt, Alkenyl, Indol, NAS). Links: Zwischen Stangel (y-Achse) und
Blatt (x-Achse) gemittelt lGber 2 Termine. Rechts: Zwischen Samen (y-Achse) und
Griinmasse (x-Achse, gemittelt iiber Blatt und Stdngelgehalte und zwei Termine). r
Korrelationskoeffizient nach Pearson. p p-Wert.
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3.1.8 Glucosinolatprofile und Hauptkomponentenanalysen

Die beschriebenen Einflussfaktoren Probenahmetermin, Standort und Jahr sowie Pflan-
zenteil fihren zu einer groRen Variation der GSL-Gehalte und -Zusammensetzungen in
den Genotypen. Abbildung 3.7 versucht diese Variabilitat bezogen auf die Genotypen
zusammenzufassen. Im oberen Teil der Abbildung sind die Absolutgehalte der Genoty-
pen getrennt nach Griinmasse (GM) und Samen (SA) dargestellt, wahrend der untere
Teil die relative Zusammensetzung darstellt. Die Werte der Griinmasse sind jeweils ge-
mittelt iber zwei Probenahmetermine sowie die beiden Pflanzenteile Blatt und Stangel.

Fiur die GSL-Gehalte lasst sich erkennen, dass sowohl in der Griinmasse, als auch im Sa-
men innerhalb der Sortentypen weiterhin eine quantitative Variation existierte. Die GSL-
Gehalte der Genotypen mit ++-Qualtitdt im Samen variierten in der Griinmasse von 7
pmol bei H30 bis zu ca. 26 umol bei Sollux. Im Samen lag der Wertebereich der Gesam-
gehalte innerhalb dieser Gruppe zwischen 40 umol bei R53 und 101 umol bei H327.
GrolRe Unterschiede zwischen Samen und Griinmassegehalt waren bei H327 (90 umol
Differenz), H10 (84umol) oder L122 (82umol) erkennbar. Auch die 0+-Resynthese L16,
deren Samengehalt mit fast 54 umol mehr als das 18-fache des Gehaltes der Griinmasse
von 2,7 umol betrug, fiel auf.

Die Variation innerhalb der Genotypen mit 00-Qualitat war erwartungsgemaR geringer
als in Genotypen mit ++-Qualitat, aber dennoch vorhanden. Beispielweise besald Grizzly
in der Gruppe der 00-Linien in der Griinmasse mit fast 13 umol deutlich héhere GSL-
Gehalte als Liropa oder GOE-1991 (< 4umol). Zwischen letztgenannten fand sich im Sa-
men wiederum ein Unterschied der GSL-Gehalte von rund 8 umol.

Bezliglich der GSL-Zusammensetzungen (Abbildung 3.7 unten) wird deutlich, dass in den
++-Genotypen mit hohen Gesamtgehalten (wie Sollux, S3, Mansholt und L122) die GSL
PRO, GBN und GNA in der Griinmasse dominierten und dementsprechend Anteile an
Indol-GSL unter 20 % enthalten waren. Als Genotypen mit den hochsten Anteilen an
Indol-GSL in der Griinmasse hingegen fanden sich L16, Santana und Liropa (> 50 % Indol-
GSL). Aus der Gruppe der ++-Resynthesen fielen R53 und H10 mit erhéhten Indol-Gehal-
ten auf. ,Abukuma natane’ wies gegenliber den restlichen Genotypen in der Griinmasse
einen erhohten Anteil an NAS (griin) mit ca. 11 % auf. Die Samen der 00-Linien und Hyb-
riden enthielten Anteile an 40H (lila) Giber 10 %.

Um zu Gberprifen, inwiefern die Klassifizierung der Genotypen nach Sortentypen auf-
grund der Samenqualitdt mit den Glucosinolatgehalten und -Zusammensetzungen in der
Grinmasse Ubereinstimmt, wurde als multivariate Methode eine Hauptkomponen-
tenanalyse mit den absoluten GSL-Gehalten zum einen (Abbildung 3.8) und den relati-
ven GSL-Zusammensetzungen zum anderen (Abbildung 3.9) durchgefihrt.
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Fir die Analyse der GSL-Absolutwerte (Abbildung 3.8) zeigte sich im positiven Bereich
der ersten Hauptkomponente (PC1) eine Gruppe Genotypen, die aus Resynthesen (blau)
und Linien mit ++-Qualitat (rot) im Samen bestand. Am auffalligsten ist der Genotyp S3,
welcher hinter Sollux den héchsten GSL-Gehalt in der Griinmasse mit rund 21 pmol auf-
wies (siehe auch Abbildung 3.7). Die als ++-Linien klassifizierten Genotypen (rote
Punkte) Abukuma natane, Gaoyou und Olimpiade waren in ihren GSL-Gehalten dhnlich
niedrig und sind im Diagramm von den héherhaltigen Mansholt und Sollux getrennt.
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Abbildung 3.8: Hauptkomponentenanlyse der absoluten GSL-Gehalte in
der Griinmasse von 28 Genotypen gemittelt iiber Termine und Umwelten

Linksseitig, im negativen Bereich der ersten Hauptkomponente finden sich diejenigen
Genotypen mit sehr niedrigen GSL-Gehalten in der Griinmasse. Darunter befinden sich
neben den Linien und den beiden Hybriden mit 00-Qualitat im Samen auch die Resyn-
thesen L16 und S30, welche im Samen zwar erucasaurefrei, aber hoch-GSL haltig sind.
Eine Ausnahme stellt H30 dar, welche den niedrigsten GSL-Gehalt der ++Resynthesen in
der Griinmasse besall. Andersherum dhnelte Grizzly in seinem Griinmassegehalt eher
Genotypen wie Gaoyou und Abukuma natane aus der Gruppe der Linien mit ++-Qualitat
im Samen.




Ergebnisse

Fir die relative GSL-Zusammensetzung der Genotypen fand sich in der Hauptkompo-
nentenanalyse eine Gruppe aus den Genotypen L16, Santana und Liropa, deren GSL-
Anteile in der Griinmasse durch hohe Anteile an GBC und NEO gekennzeichnet waren
(Abbildung 3.9). Der Genotyp S3 lasst aus beiden Abbildungen einen gleichzeitig erhoh-
ten Anteil an PRO und GNA erkennen. H30 besal} analog einen Anteil an ALY mit Gber
30 %. In den Genotypen Sollux, S14, L122 und Mansholt war hingegen der Anteil an GBN
erhoht.
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Abbildung 3.9: Hauptkomponentenanlyse der GSL-Zusammensetzung in der Griinmasse von 28
Genotypen gemittelt Giber Termine und Umwelten
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3.2 Zusammenhang zwischen Befall mit Rapsstiangelschiadlingen und
Glucosinolatgehalten und -mustern

3.2.1 Variation des Befalls mit C. napi und C. pallidactylus

In der im vorherigen Kapitel beschriebenen Versuchsserie zur Variation der GSL-Gehalte
wurde durch die Abteilung Agrarentomologie auch der natiirliche vorhandene Befall mit
zwei spezialisierten Rapsstangelschadlingen bestimmt (vgl. Dissertation Schéfer-
Kosterke 2015). Abbildung 3.10 zeigt die Variation des natirlichen Befalls mit dem gro-
Ren Rapsstangelrissler C. napi (links) und dem gefleckten Kohltriebrissler C. palli-
dactylus (rechts) anhand der Anzahl Larven pro Pflanze.
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Abbildung 3.10: Variation des natiirlichen Befalls mit GroBem Rapsstédngelriissler C. napi (links) und
Geflecktem Kohltriebriissler C. pallidactylus (rechts) in den einzelnen Umwelten 2011 - 2013.
Unterschiede zwischen Genotypen innerhalb der Umwelten nach Kruskal-Wallis-Test: n.s. keine
signifikanten Unterschiede, ** (***) sign. bei p=0,01 (0,001). Boxplots: + Mittelwert. — Median.
Gefiillte Box enhdlt mittlere 50 % der Werte. Whisker entsprechen dem 1,5-fachen des
Interquartilabstands. Schwarze Punkte Ausreil3er.
Es zeigte sich flr Rapsstangelriissler und Kohltriebrissler, dass der natiirlich vorherr-
schende Befallsdruck an 6 bzw. 7 der 9 Umwelten mit weniger als 2,5 Larven pro Pflanze
insgesamt auf einem niedrigen Niveau lag. Flir den Rapsstangelrissler fiihrte der Befalls-
druck zu einer signifikanten Differenzierung der Genotypen im Befall an zwei Umwelten,
jeweils am Standort Weende. Im Jahr 2012 lag die Spannweite der Genotypen zwischen
5,9 und 16,0 Larven pro Pflanze, im Folgejahr 2013 zwischen 0,2 und 9,1 Larven pro
Pflanze. Fir den Kohltriebrissler hingegen fanden sich in keiner der 9 Umwelten geno-
typische Unterschiede im Befall. Auffallend ist die Umwelt Peine 2013 in der die Geno-
typen im Mittel zwar mit 12,6 Larven pro Pflanzen befallen wurden, jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden konnten. Dies
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ist auf hohe Restfehler im Verhaltnis zur genotypischen Varianz zuriickzufiihren (Daten
nicht gezeigt).

Fiir die Merkmale Fraflganglange und den daraus abgeleiteten Stem-Injury-Coefficient
lagen Daten aus 4 Umwelten vor. Im Mittel wies die Umwelt Peine 2012 die hochsten
FraBganglangen mit 48,1 cm auf, gefolgt von 2013 Weende mit 26,0 cm und 2012 We-
ende mit 25,1 cm, sowie 2013 Reinshof mit 16,6 cm (Abbildung 3.11). In Relation zur
Stangelldange hatten die Genotypen in der Umwelt 2013 Reinshof mit 15 % (5 —27 %) im
Mittel (Spanne) den niedrigsten Anteil MinierfraB. In aufsteigender Reihenfolge lagen
die Werte der Genotypen fiir das Merkmal Stem-Injury-Coefficient in der Umwelt 2013
Weende bei 26 % (4 — 54 %), in der Umwelt 2013 Peine bei 45 % (28 — 63 %) und in der
Umwelt 2012 Weende bei durchschnittlich 53 % (40 - 65 %). Hochsignifikante genotypi-
sche Unterschiede konnten sich in den Umwelten Weende 2012 und 2013 absichern
lassen, wahrend dies fur die Umwelten 2013 Peine und 2013 Reinshof nicht zutraf.
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Abbildung 3.11: Variation von Fraflgangldnge und Stem-Injury-Coefficient in vier Umwelten.
Unterschiede zwischen Genotypen innerhalb der Umwelten nach Kruskal-Wallis test: n.s.
keine Unterschiede, ** (***) sign. bei p=0,01 (0,001)

3.2.2 Korrelationen zwischen Befallsmerkmalen wund Glucosinolaten in
Einzelumwelten

Aufgrund der fehlenden signifikanten genotypischen Unterschiede im Befall und der ge-
ringen Variation des Befalls zwischen einem GroRteil der Umwelten erschien eine Ver-
rechnung der Befallsmerkmale lber die Umwelten wenig aussichtsreich, weshalb die
Umwelten 2012 Weende und 2013 Weende jeweils als Einzelorte fiir die Auswertung
verblieben. Das Merkmal Kohltriebrisslerlarven pro Pflanze wird trotz fehlender signifi-
kanter Unterschiede zwischen Genotypen mit dargestellt.
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Abbildung 3.12 gibt eine Ubersicht, ob zwischen den vier ermittelten Befallsmerkmalen
und den jeweils relevanten Gehalten an Stangel-GSL an den beiden ausgewahlten Um-
welten in Weende lineare Zusammenhange bestanden. Fir die Fragestellung der Wirts-
pflanzenattraktivitdt waren die Stangel-GSL zum ersten GSL-Probenahmetermin mit
beginnendem Schadlingszuflug relevant. Fiir den Rapsstangelriissler zeigten sich in bei-
den Jahren keine signifikanten Korrelationen zwischen Befall und Einzel-GSL oder GSL-
Gruppen. Die Korrelationskoeffizienten lagen zwischen raon = -0,34 und rgsc = 0,34. Im
Jahr 2012 fanden sich Korrelationskoeffizienten fiir den GSL-Gesamtgehalt von rgsisum =
0,16, fur die Summe der Alkenyl-GSL von raiksum = 0,13 und fiir die Summe der Indol-GSL
von rinpsum = 0,17 (Abbildung 3.12 und Abbildung 3.13). Im Jahr 2013 waren diese mit
restsum = 0,10, raksum = 0,08 und rinosum = 0,05 nur unwesentlich von Null verschieden.
Bei den GSL RAA und 40H wiesen die Korrelationskoeffizienten fiir den Rapsstangelriss-
lerbefall negative Vorzeichen auf, wahrend diese flir NAS positiv waren.
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Abbildung 3.12: Korrelationskoeffizienten zwischen Stangelglucosinolaten und Befallsmerkmalen am
Standorte Weende 2012 (n=23 Genotypen) und 2013 (n=26 Genotypen)

Fiir den Kohltriebrisslerbefall lagen die Korrelationen mit Koeffizienten zwischen
rneo,aly = -0,37 und raon = 0,51, wobei letztere signifikant von Null verschieden war. Auf-
grund der nicht statistisch absicherbaren genotypischen Unterschiede fiir den Kohltrie-
brisslerbefall (vgl. Abbildung 3.10) ist solch eine Korrelation statistisch nicht zu
erwarten. Das Korrelationsdiagramm der beiden Merkmale (Anhang 7.4) bestatigt die
Annahme der Scheinkorrelation, denn 12 der 26 Genotypen wiesen den Wert Null auf,
wahrend zwei Genotypen mit 40H Gehalten Gber 0,05 umol zur Auspragung der Korre-
lation beitrugen. Weiterhin fallt auf, dass flir den Kohltriebriissler 18 der 28 angegeben
Korrelationskoeffizienten negative Vorzeichen hatten (rétlich).

Fiir die Merkmale FraRganglange und Stem-Injury-Coefficient konnten keine signifikan-
ten Zusammenhange zu den GSL-Gehalten im Stangel am zweiten GSL-Probenahmeter-
min gefunden werden. Der Wertebereich der Koeffizienten lag fiir das Merkmal
FraRganglange zwischen rgna = 0,41 und raon = -0,40, sowie zwischen ryeo = -0,23 und
rame = 0,33 fiir das Merkmal STIC. Wie fir die vorherigen Merkmale befanden sich die
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Korrelationskoeffizienten im Bereich um Null. Fiir die einzelnen GSL fallt insgesamt kein

klares Muster auf, da die Richtungen der Korrelationen nicht konsistent waren und die

Vorzeichen wechselten.

Rapsstangelriisslerbefall [Larven / Pflanze]

Betrachtet man die Daten des Befalls mit Rapsstangelrisslerlarven zwischen den Jahren
2012 und 2013 (Abbildung 3.14), so stimmte die Rangierung der Genotypen zwischen
den beiden Umwelten kaum U(berein, was sich in einer nicht signifikant von Null ver-
schiedenen Korrelation (r=0,146) duBert. Dennoch gab es Genotypen, die in beiden Um-
welten Ubereinstimmend niedriger befallen waren als das Mittel der Genotypen
(unterer linker Quadrant). Insbesondere fallt der Genotyp S30 auf. Auch fand sich eine
Gruppe von Genotypen, die vom Rapsstangelrissler starker als das Mittel der Genoty-
pen befallen wurden (oberer, rechter Quadrant). Darunter befanden sich die Genotypen
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Abbildung 3.13: Korrelationsdiagramme zwischen Rapsstadngelriisslerbefall und vier GSL-Gruppen
am Standorte Weende getrennt nach zwei Jahren 2012 (rot) und 2013 (blau) (r Pearson

Korrelationskoeffizient, p p-Wert)

Mendel, Visby, Mansholt und L122.
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Abbildung 3.14: Korrelation des Rapstdngelriisslerbefalls (RSR) zwischen den
Umwelten Weende 2012 und 2013 (gestrichelte Linien: Mittelwerte der Umwelt,
r Pearson Korrelationskoeffizient, p p-Wert)

Die gleiche Betrachtungsweise fiir das Befallsmerkmal Stem-Injury-Coefficient (Abbil-
dung 3.15) zeigt, dass S30 in beiden Jahren mit 5 % im Jahr 2013 und 40 % im Jahr 2012
auch jeweils den niedrigsten Anteil Minierfrall im Stangel aufwies. Fir beide Befalls-
merkmale ibereinstimmend liber dem Genotypenmittel lagen in beiden Umwelten die
Genotypen Mendel und Mansholt. Die Korrelation des Stem-Injury-Coefficient zwischen
den beiden Umwelten war zwar leicht starker ausgepragt (r=0,369) als fiir den Rapsstan-
gelrusslerlarvenbefall (r=0,149), aber weiterhin nicht signifikant von Null verschieden.
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Abbildung 3.15: Korrelation des Merkmals Stem-Injury-Coefficient zwischen den
Umwelten Weende 2012 und 2013 (gestrichelte Linien: Mittelwerte der Umwelt, r
Pearson Korrelationskoeffizient, p p-Wert)
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3.2.3 Unterschiede in Glucosinolatgehalten und -zusammensetzungen zwischen
unterschiedlich stark befallenen Genotypen

Um zu vergleichen, ob in den Glucosinolatgruppen Unterschiede zwischen starker und
weniger stark befallenen Genotypen bestanden, wurden fiir die Merkmale Rapsstangel-
rasslerbefall und Stem-Injury-Coefficient Gruppen gebildet und die GSL-Gehalte der ent-
haltenen Genotypen gemittelt. Flir den Rapsstangelrisslerbefall wurden anhand von
Abbildung 3.14 die Genotypen S30, Campala, Oase und G53 als Gruppe ,,- Befall”“ zusam-
mengefasst. Die Gruppe ,+ Befall” bestand aus Mendel, Visby, Mansholt und L122. Fiir
den Stem-Injury-Coefficient (Abbildung 3.15) wurden fiir ,,+ Befall“ Mendel, Liropa,
H149 und ,— Befall” aus S30, S14, Campala, Express und Oase gewahlt.
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Abbildung 3.16: Vergleich der Stangelglucosinolatgehalte (links) und -zusammensetzungen
(rechts) an Termin 1 von Genotypen, die, gemittelt Gber die Umwelten Weende 2012 und
2013, niedrig, mittel oder hoch mit Rapsstangelriisslerlarven befallen wurden (Klammern:
Anzahl Rapsstingelriisslerlarven / Pflanze)

Aus Abbildung 3.16 (links) wird zunachst deutlich, dass die im Mittel tiber die beiden
Umwelten Weende 2012 und 2013 sehr niedrig befallene Resynthese S30 mit ca.
18umol auch gleichzeitig den geringsten Gesamt-GSL-Gehalt hatte. Fir die Niedrig-Be-
fallsgruppe (,,—Befall”) lag dieser bei 25umol und damit 5 umol unter dem Mittel aller 22
Genotypen. Die Hochbefallsgruppe mit 34 umol lag wiederum ca. 4 umol tiber dem Mit-
tel. Mendel als am starksten befallener Genotyp (10,8 Larven pro Pflanze) wies mit
knapp 24 umol hingegen einen um 10 pmol niedrigen GSL-Gesamtgehalt auf, als die
Hochbefallsgruppe und lag damit auf dem Niveau der Gruppe mit geringem Befall.

Bezliglich der GSL-Zusammensetzung (Abbildung 3.16 rechts) unterschieden sich Nied-
rig- und Hochbefallsgruppe fiir die Anteile der Einzel-GSL nur marginal vom Mittel der
Genotypen. S30 ist gleichfalls unauffallig, wohingegen Mendel einen héheren Anteil an
GBC und NEO aufwies, welcher in der Summe ca. 11 % tGber dem Genotypenmittel lag.
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Dieser erhohte Anteil an Indol-GSL war auf der Seite der Alkenyle mit erniedrigten An-
teilen von ALY (-8 %) und PRO (-5 %) sowie einem erhdhten Anteil an GBN (+3 %) ver-
bunden.

Flir das Merkmal Stem-Injury-Coefficient am zweiten GSL-Probenahmetermin wies das
Mittel aller Genotypen einen GSL-Gesamtgehalt von 6,2 umol auf und im Mittel waren
39 % des Stangels miniert (Abbildung 3.17). Die GSL-Gehalte der Niedrig- bzw. Hochbe-
fallsgruppe lagen mit 5,1 umol respektive 4,8 umol unter dem Mittel der Genotypen.
Ihre Stangel waren je zu 30 % bzw. 47 % durch die Schadlinge miniert. Weiterhin gaben
weder die GSL-Gehalte des am hdchsten geschadigten Genotyps Mendel mit 3,6 umoaol,
noch die am niedrigsten geschadigte Resynthese S30 mit 3,9 umol Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen Schadigung und GSL-Gehalten.
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Abbildung 3.17: Vergleich der Stdngelglucosinolatgehalte (links) und -zusamensetzungen

(rechts) an Termin 2 von Genotypen, deren Stingel, gemittelt liber die Umwelten Weende

2012 und 2013, wenig, mittel oder hoch durch Larven von Stiangelschadlingen miniert wurden

(Klammern: Stem-Injury-Coeffcient in %)
Beziiglich der GSL-Zusammensetzung wies Mendel analog zum ersten Probenahmeter-
min (Abbildung 3.16) einen erhdhten Gehalt an Indol-GSL auf (42 %). Auch S30 zeigte
mit 31 % einen erhéhten Gehalt an Indol-GSL gegeniiber dem lber dem Mittel der Ge-
notypen mit 22 %. Der Anteil NAS lag mit 7 % bei S30 Gber dem von Mendel mit 3 %,
unterschied sich jedoch nur geringfligig vom Mittel der Genotypen (5 %). Fiir die Alkenyl-
GSL fallt bei S30 ein erhohter Anteil an ALY (27 %) und ein mit 7 % relativ geringer GBN-
Anteil auf. Weiterhin waren in der Gruppe ,—Befall“, sowie beim Genotyp S30 die Ge-
halte an PRO (25 % und 27 %) gegeniiber der Gruppe ,+Befall” (38 %) und dem Mittel
(36 %) vermindert.
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3.2.4 Hauptkomponentenanalysen

Mit den iber die Umwelten Weende 2012 und 2013 gemittelten GSL-Gehalten und GSL-
Anteilen wurde fir jeden Termin eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt. Fir
den ersten GSL-Probenahmetermin zeigt die Einfarbung mit Klassen des gemittelten
Rapsstangelriisslerbefalls sowohl fiir den GSL-Gehalt (Abbildung 3.18), als auch fir die
GSL-Zusammensetzung (Abbildung 3.19) weder fiir die niedrig befallenen Genotypen,
noch fir die hoch befallenen Genotypen eindeutige abgegrenzte Gruppierungen. Die

Verteilung erscheint vielmehr zufallig.
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Abbildung 3.18: Hauptkomponentenanalyse der GSL-Gehalte im Stdngel an Termin 1
gemittelt iiber die Umwelten Weende 2012 und 2013 (22 Genotypen eingefirbt mit

Klassen des mittleren Rapsstdngelriisslerbefalls)

Die Genotypen S30 und Oase zeigten fiir den GSL-Gehalt Ahnlichkeiten, jedoch findet
sich auch der hoch befallene Genotyp GOE1991 in der nahen Umgebung der beiden Ge-
notypen (Abbildung 3.18). In der GSL-Zusammensetzung des Genotyps S30 finden sich
keine Besonderheiten (Abbildung 3.19): Der Punkt liegt im Zentrum des Diagramms, zu-
sammen mit der hochbefallenen Linie Express, sowie mittel befallenen Samourai und

Visby.



Ergebnisse

3- = o
&~ s3
S
IS
—_2- %@
o
g O6s3
ke @ Befall mit
g l .Liropa Ngel. g .Grizzly ge\'GBNXe\ RSR-Larven/PFL
(_U - -ref ‘\A»?
3 . Stangel 4 RA  pRO O ® hoch (>8.5
é 0- Santana Stangel,NEg&E’,‘rT’ Stange! PR ( )
Stangel. .re ress . .
§ SténgeIAME.re\ gmoura'osasm,ux ® mittel (5.5 - 8.5)
0 1 ® niedrig (< 5.5)
‘-:l/_ H327 Mansholt
O ® P2z
o %‘ d}éo
27 = %113
“, \z %
30 7 %
® coE1991 ) 2
! 1
-4 -2 0 2

PC1 (52.0% explained var.)

Abbildung 3.19: Hauptkomponentenanalyse der GSL-Zusammensetzung im Stdangel an Termin
1 gemittelt iber die Umwelten Weende 2012 und 2013 (22 Genotypen eingefarbt mit Klassen
des mittleren Rapsstadngelriisslerbefalls)

Fir das Befallsmerkmal Stem-Injury-Coefficient und die Einzel-GSL am Termin 2 zeigten
die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalysen ein dhnliches Bild wie an Termin 1. We-
der fir die Absolutgehalte (Abbildung 3.20), noch die Zusammensetzung (Abbildung
3.21) konnten einzelne GSL identifiziert werden, fir die sich stark und weniger stark ge-
schadigte Genotypen als Gruppe differenzieren lieRen. Auch hier erscheint die Vertei-
lung der Genotypen innerhalb der Schadensklasse zufallig.
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Abbildung 3.20: Hauptkomponentenanalyse der GSL-Gehalte im Stiangel an Termin 2
gemittelt iiber die Umwelten Weende 2012 und 2013 (22 Genotypen eingefirbt mit
Klassen der Stangelschadigung)
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Abbildung 3.21: Hauptkomponentenanalyse der GSL-Zusammensetzung im Stangel an
Termin 2 gemittelt (iber die Umwelten Weende 2012 und 2013 (22 Genotypen eingefirbt
mit Klassen der Stangelschadigung)

3.2.5 Unterschiede in Glucosinolatzusammensetzungen zwischen unterschiedlich
stark befallenen Umwelten

Aus der Literatur ist bekannt, dass durch die Schadigung einer Pflanze eine Veranderung
im Sekundarmetabolismus induziert werden kann. In diesem Datensatz bestand durch
die zwei GSL-Probenahmetermine die Méglichkeit Unterschiede zwischen den Terminen
zu vergleichen. Da aufgrund des Versuchsaufsbaus im Freiland keine unbefallene Nega-
tivkontrolle existierte, wurde durch Teilung des Datensatzes in Umwelten mit hohem
und niedrigem Befall versucht zu priifen, ob sich Verdanderungen der GSL-Zusammenset-
zung innerhalb der Gruppen ergaben. Aus der Anzahl Rapsstangelrissler- und Kohltrie-
brisslerlarven wurde dazu zunadchst fir jede Umwelt das mittlere Befallsniveau an
Stangelschadingen ermittelt. AnschlieBend wurden jeweils diejenigen vier Umwelten
mit hochstem und niedrigstem Niveau als Gruppe zusammengefasst. Die Gruppe ,,+Be-
fall“ besaB einen mittleren Befall von 4,8 Larven pro Pflanze und umfasste die Umwelten
2012 Weende, 2013 Weende, 2013 Peine und 2012 Reinshof. In der Gruppe ,,—Befall”
waren die Umwelten 2012 Einbeck, 2011 Marienstein, 2012 Peine und 2013 Reinshof
enthalten. Diese unterschied sich mit ihrem Befallsmittelwert von 1,1 Larven pro Pflanze
hochsignifikant von der Gruppe ,,+Befall” (p-Wert ANOVA <2e-16 *** und Tukey‘s-HSD
0.56 mit je 177 DFerror, ANOVA nicht gezeigt).

Die GSL-Zusammensetzungen der beiden Gruppen sind getrennt fiir die zwei Probenah-
metermine in Abbildung 3.22 dargestellt. In der Gruppe der weniger stark befallenen
Umwelten gab es zwischen Termin 1 und Termin 2 fiir den Anteil an Alkenylen einen
marginalen Unterschied von 0,8 %. Die Indol-GSL (NAS) besalRen jedoch am zweiten Ter-
min einen um 3,4 % (2,5 %) niedrigeren (héheren) Anteil als am ersten Probenahmeter-
min. In der Gruppe der Umwelten ,,+Befall“ waren an T2 die Anteile an Indol-GSL mit 4,5
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% gegenliber T1 starker erhoht, als die von dem aromatischen GSL NAS (1,1 %). Diese
Erhéhung ging mit einem um 5,7 % verminderten Anteil an Alkenyl-GSL einher.

EAlkenyl-GSL  @EIndol-GSL  @NAS

100%

37%]  [eam] [REE] [39%

12,1%) 8,7%
20,1%,

24,6%
80%

60%

Ba3%  [851%
. ,

40% 77,2%
71,5%

Gluconsinolatanteil [%]

20%

0% T T i

—Befall T1
(16.4 umol)
— Befall T2
(5.0 pmol)
+Befall T1 |
(21.3 umol)
+Befall T2 |
(3.9 umol)

Abbildung 3.22: GSL-Zusammensetzung von niedrig (,-Befall“) und hoch
(,+Befall“) mit Stdngelschddlingen befallenen Umwelten 2zu zwei
Probenahmeterminen T1 und T2 (Gesamt-GSL-Gehalte in Klammern)

Da sich in der ,—Befall” Gruppe das Verhaltnis von Alkenylen und Indolen zwischen T1
und T2 kaum unterschied und der Anteil Indol-GSL gegeniber NAS vermindert war,
konnte die Veranderung des Alkenyl-Indol-Verhaltnisses in den ,,+Befall“ Umwelten zu-
gunsten der Indole als Indiz fiir eine induzierte Veranderung aufgrund des Befalls inter-
pretiert werden. In diesem Fall wiirden die Moglichkeiten bestehen, dass als Folge der
Schadigung entweder mehr Indol-GSL synthetisiert wurden und/oder dass durch die
Schadigung der Pflanze vermehrt Alkenyl-GSL abgebaut wurden.
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3.3 Kartierung von Genomregionen fiir den Glucosinolatstoffwechsel in
Blatt, Stingel und Samen der DH-Population ,L16 x Express’

3.3.1 Merkmalsvariation

Tabelle 3.5 zeigt die Ergebnisse der zweiortigen Varianzanalysen mit 120 DH Linien ge-
trennt nach Blatt, Stangel und Samen. Die QTL-Kartierung wurde auch fiir eine Variante
mit 90 Linien an drei Orten durchgefiihrt und ist im Anhang 7.6 zu finden.

Bis auf einige Ausnahmen fand sich fir den GroRteil der GSL eine signifikante genotypi-
sche Variation, wie auch signifikante Interaktionen zwischen Genotypen und Umwelten.
Merkmale ohne signifikante genotypische Variation waren im Stangel die GSL-Merkmale
RAA, GNL, und 4ME, im Blatt RAA, GNL, 40H und 4ME und im Samen GNL und 4ME. Sie
wurden fur die QTL-Kartierung entfernt.

Die Heritabilitat der Merkmale mit signifikanter genotypischer Variation lag im Stangel
(Blatt) zwischen 60 und 88 % (53 bis 89 %). Es fallt auf, dass sich in der Griinmasse fir
die Alkenyl-GSL durchweg hohere Heritabilitaten (84 bis 92 %) finden lieRen als fiir GSL
aus der Gruppe der Indole (54 bis 77 %). Flir NAS lag die Heritabiltat im Stangel mit 83
% hoher als im Blatt (53 %). Die Varianzkomponente der Genotyp-Umwelt Interaktion
betrug fir die Summe der GSL und Alkenyl-GSL im Stangel ca. ein Viertel derer der Ge-
notypen und im Blatt ca. ein Flinftel. Fir die Indol-GSL als Gruppe besal die Genotyp-
Umwelt Interaktion in Stangelmaterial ungefahr ein Drittel der Grof3e der genotypischen
Varianzkomponente. In Blattmaterial war dieses Verhaltnis mit zwei Dritteln nahezu
doppelt so groR. Im Fall von NAS im Blatt war die Varianzkomponente der Genotyp-Um-
welt Interaktion sogar leicht groBer als die der Genotypen, wodurch die niedrigere He-
ritabilitdat im Vergleich zum Stdngel bedingt ist. Die hohen Heritabilitdten auch fir
kleinere GSL-Fraktionen wie NEO, NAS oder GBC sind ein Hinweis auf reproduzierbare
Analyseergebnisse und Versuchsdurchfiihrung.

Im Samen fanden sich im Vergleich zur Griinmasse hohere genotypische Varianzkompo-
nenten und héhere Heritabilitaten der GSL Merkmale. Letztere lagen im Bereich von 70
% fiir 40H und 98 % fir GSLSUM, ALKSUM, PRO, GBN und GNA. Die Varianzkomponen-
ten der Genotyp-Umwelt Interaktion sind im Verhaltnis zur genotypischen Varianzkom-
ponente insbesondere fiir die Alkenyl-GSL sehr klein (unter 2 % oder 1:50), wahrend
dieses Verhaltnis fur die Indol-GSL ca. zwischen 1:5 (INDSUM, 40H) und 1:30 (NEO) lag.
Aus diesem erhohten Einfluss der Interaktion resultieren ahnlich wie bei der Griinmasse
leicht niedrigere Heritabilitaten fur die Indol-GSL von 70 % fiir 40H bis zu 92 % fiir NEO
im Vergleich zu den Alkenyl-GSL (95 bis 98 %).

In Blatt und Stangel besal} der Elter L16 mit 0,67 und 1,45 umol gegeniber dem Elter
Express mit 5,03 und 7,31 umol die niedrigeren GSL-Gehalte (Abbildung 3.23 und Tabelle
3.5). Im Samen war die Reihenfolge umgekehrt und L16 hatte als 0+-Resynhese die ho-
heren Gehalte mit 59,02 umol gegeniiber der 00-Sorte Express mit 26,43 umol. Der GSL-
Gesamtgehalt der DH-Linien variierte im Samen zwischen 14,56 und 97,04 pmol (Mittel
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48,59 umol). Die Haufigkeitsverteilung der GSL-Gehalte im Samen (Abbildung 3.23) zeigt
zwei voneinander getrennte Gruppen von DH-Linien, welche auf die Hauptwirkung eines
Genes (1:1 Spaltung) hinweisen konnte. Flr die Gesamtgehalte in Blatt (links) und Stan-
gel (rechts) ist im Histogramm in Abbildung 3.23 keine solche Trennung in Gruppen zwi-
schen den Eltern erkennbar. Besonders fiir die Blattgehalte fallt auf, dass die Verteilung

Tabelle 3.5: Variation der GSL-Gehalte in Blatt, Stangel und Samen sowie Pflanzenldnge und Bliihbeginn
von 120 DH-Linien der DH-Population ,L16 x Express‘ und deren Eltern gemittelt Giber zwei Orte (Werte
in pmol/g TM, sofern nicht anders angeben. SD Standardabweichung. o% Genotypische
Varianzkomponente. 6%y Varianzkomponente Genotyp-Umwelt Interaktion. h? Heritabilitit in %. PFLL
Pflanzenlidnge in cm zur GSL-Probenahme. BOF Bliihbeginn in Tagen nach 1. Januar. NIRXL NIRS-Olgehalt
in %. NIRXP NIRS-Proteingehalt in %. NIRGSL NIRS-Glucosinolatgehalt in umol/g TM. NIR18:1 NIRS-
Olsdureanteil in %. NIR18:3 NIRS-Linolensiureanteil in %. NIRERU NIRS-Erucasiureanteil in %. n.s. keine
signifikanten Unterschiede, * [**] sign. bei p=0,05 [0,01])

Eltern DH - Population
Merkmal
Express L16  Mittel SD  Min Max o’ o’eru h? [%]
GSLSUM 7,31 1,45 543 3,86 0,42 16,39 12,91 ** 3,28 ** 86
ALKSUM 6,45 0,94 4,40 3,69 0,01 14,77 11,90 ** 2,97 ** 86
PRO 2,56 0,47 1,64 1,37 0,00 6,04 1,65 ** 0,34 ** 88
# GBN 1,93 0,11 1,70 1,55 0,00 5,41 2,04 ** 0,69 ** 83
E'>_ ALY 1,05 0,14 0,63 0,51 0,00 2,45 0,23 ** 0,04 ** 88
_ E GNA 0,71 0,05 0,37 0,33 0,00 1,30 0,09 ** 0,03 ** 84
§° < RAA 0,09 0,00 0,00 0,01 0,00 0,07 0,00 n.s. 0,00 n.s.

:‘mrg GNL 0,13 0,17 0,05 0,04 0,00 0,25 0,00 n.s. 0,00 n.s. 0
INDSUM 0,79 0,51 0,88 0,46 0,17 3,08 0,16 ** 0,05 ** 77
. GBC 0,66 0,43 0,65 0,35 0,14 2,32 0,09 ** 0,05 ** 73
§ NEO 0,07 0,03 0,17 0,12 0,00 0,58 0,01 ** 0,00 * 64
'§ 40H 0,03 0,04 0,04 0,02 0,00 0,11 0,01 ** 0,00 n.s. 60
- 4ME 0,03 0,01 0,03 0,02 0,00 0,10 0,00 n.s. 0,00 n.s. 52
NAS 0,07 0,00 0,14 0,16 0,00 0,80 0,02 ** 0,00 ** 83
GSLSUM 5,03 0,67 3,72 2,87 0,34 12,74 7,44 ** 1,32 ** 89
ALKSUM 4,51 0,52 3,22 2,79 0,14 12,00 7,09 ** 1,19 ** 89
PRO 1,01 0,10 0,87 0,81 0,00 3,65 0,58 ** 0,13 ** 86
A GBN 2,17 0,15 1,48 1,37 0,00 5,98 1,71 ** 0,30 ** 89
i ALY 0,42 0,02 0,35 0,32 0,00 1,23 0,10 ** 0,01 ** 92
E’ GNA 0,69 0,04 0,32 0,34 0,00 1,63 0,10 ** 0,02 ** 89

% < RAA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - - - - -
@ GNL 0,22 0,21 0,20 0,06 0,01 0,34 0,00 n.s. 0,00 n.s. 4
INDSUM 0,49 0,15 0,47 0,21 0,12 1,08 0,02 ** 0,02 ** 55
» GBC 0,44 0,13 0,38 0,18 0,08 0,87 0,02 ** 0,01 ** 58
§ NEO 0,04 0,01 0,06 0,05 0,00 0,25 0,00 ** 0,00 n.s. 69
'§ 40H 0,00 0,01 0,01 0,02 0,00 0,09 0,00 n.s. 0,01 * 0
- 4ME 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,05 0,00 n.s. 0,01 ** 18

NAS 0,03 0,00 0,04 0,06 0,00 0,28 0,002 ** 0,001 ** 53
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Fortsetzung Tabelle 3.5

Merkmal Eltern DH - Population
Express L16  Mittel SD  Min Max o’ oGy h?
GSLSUM 26,43 59,02 48,59 23,80 14,56 97,04 554,97 ** 11,07 ** 98
ALKSUM 22,11 52,96 43,01 23,10 9,60 90,59 526,36 ** 8,90 ** 98
PRO 14,54 29,02 25,04 14,04 5,28 54,47 192,96 ** 3,69 ** 98
Z# GBN 0,99 7,19 4,95 3,87 0,32 19,28 14,72 ** 0,26 ** 98
9; ALY 0,97 6,23 4,06 3,02 0,33 13,32 8,71 ** 0,57 ** 95
E’ GNA 4,93 9,02 7,99 4,62 1,49 18,83 20,91 ** 0,26 * 98
< RAA 0,57 1,39 0,88 0,54 0,00 2,11 0,28 ** 0,00 n.s. 97
GNL 0,10 0,10 0,10 0,04 0,00 0,26 0,00 n.s. 0,00 n.s. 35
INDSUM 4,13 4,59 4,46 0,65 2,96 6,25 0,30 ** 0,07 * 72
5 _, GBC 0,19 0,59 0,29 0,14 0,07 0,73 0,02 ** 0,00 ** 89
§ 78,3 NEO 0,05 0,04 0,08 0,08 0,00 0,46 0,01 ** 0,00 n.s. 92
T 40H 3,89 3,95 4,09 0,57 2,70 5,80 0,23 ** 0,05 * 70
B 4ME 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00 0,10 0,00 n.s. 0,00 n.s. 83
NAS 0,19 1,48 1,12 1,06 0,00 5,98 1,07 ** 0,07 ** 95
NIRXL 45,53 43,32 44,46 1,13 42,39 47,22 0,94 ** 0,35 ** 73
NIRXP 22,15 24,00 23,25 1,00 20,06 25,39 0,74 ** 0,29 ** 74
¥ NIRGSL 22,62 53,49 41,74 20,69 12,34 87,92 422,97 ** 2,42 * 99
z NIR18:1 65,65 64,15 64,54 1,55 60,76 68,27 1,90 ** 0,24 * 79
NIR18:3 11,74 11,53 11,53 0,68 10,06 13,17 0,38 ** 0,00 n.s. 85
NIRERU -2,43 -0,96 -2,08 1,48 -5,55 2,09 1,42 ** 0,25 n.s. 69
_ ; PFLL 83,75 68,75 62,30 9,28 37,77 83,85 159,60 ** 25,47 ** 69
& % BOF 123,00 126,50 126,30 1,89 121,49 130,79 3,07 ** 0,64 ** 86

Richtung Null verschoben ist und wenige Linien tiber dem Gehalt von Express lagen (5
umol). Es existierten sowohl fiir Blatt-, Stangel- als auch fiir Samen-GSL DH-Linien, die
mit > 10 umol bzw. > 70 umol deutlich Gber dem Wert des héheren Elters lagen (Trans-
gression).

Die Blattgehalte lagen fir Eltern und DH-Linien stets unter denen des Stangels (Tabelle
3.5). Bei den Gehalten an Indol-GSL im Stangel (Blatt) wird deutlich, dass Express zwar
den hoheren Absolutgehalt mit 0,79 umol (0,49 umol) besitzt, L16 jedoch durch den
niedrigen Gesamtgehalt mit 1,45 pumol (0,67 umol) relativ einen héheren Anteil an Indol-
GSL aufweist. In den Samen hingegen besitzen sowohl Express (4,13 umol) als auch L16
(4,59 umol) dhnliche Indol-Gehalte. Aufgrund des hohen Anteils an Alkenyl-GSL im Sa-
men von L16 (52,96 umol) besitzt hier jedoch Express den hoheren Anteil an Indol-GSL.
Interessanterweise liegt das Mittel der DH-Linien im Stangel fiir Indol-Gehalt mit 0,88
pmol sogar leicht hoher als der hohere Elter Express (0,79 umol); das Maximum sogar
bei 3,08 umol.
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Anzahl DH-Linien
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Abbildung 3.23: Histogramme der Gesamt-GSL-Gehalte in den Pflanzenteilen Blatt, Stingel und Samen
von 120 DH-Linien der DH-Population ,L16 x Express‘ und deren Eltern

In den Samen der DH-Linien schwankte die Summe der Alkenyl-GSL (Mittel + Stan-
dardabweichung) zwischen 9,60 und 90,59 umol (43,01 + 23,10 umol), wahrend die
Summe der Indol-GSL zwischen 2,96 und 6,25 umol (4,46 + 0,65 umol) variierte. Das
aromatische GSL NAS war in den Samen der DH-Linien zwischen 0,00 und 5,98 umol
enthalten und lag im Mittel bei 1,12 pmol (x 1,06 umol).

Routinemalig wurden per Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) auch Qualitatsparameter
der Samen bestimmt. Der Olgehalt (NIRXL) lag im Mittel der DH-Population bei 44,46 %
und damit zwischen Express (45,53 %) und L16 (43,32 %). Die Variation der DH-Linien im
Olgehalt lag zwischen 42,39 und 47,22 %. Fiir den Proteingehalt (NIRXP) zeigten die DH-
Linien eine Variation zwischen 20,06 und 25,39 %. Die per NIRS ermittelten GSL-Gehalte
(NIRGSL) lagen im Mittel 6,8 umol unter den per HPLC ermittelten Werten. Die Korrela-
tion zwischen den beiden Messmethoden HPLC und NIRS betrug r = 0.98** (siehe auch
Abbildung 3.25).

Bezliglich der Pflanzenlange zur GSL-Beprobung (PFLL) war Express mit 84 cm gegeniiber
L16 mit 69 cm der langer gewachsene Elter. Die DH-Linien wiesen Ldangen zwischen 38
und 84 cm auf und waren im Mittel mit 62 cm kirzer als der Elter L16. Fiir den Bliihbe-
ginn (BOF) existierte ein Unterschied von etwas liber 9 Tagen zwischen erst- und letzt-
blihender DH-Linie.
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3.3.2 Korrelationen zwischen Merkmalen und Pflanzenteilen

Die Beziehungen zwischen den GSL-Merkmalen in Blatt und Stangel sind in Abbildung
3.24 dargestellt. Insgesamt gab es nur geringe Unterschiede zwischen Blatt und Stangel.
Innerhalb der Gruppen der Alkenyl-GSL und der Indol-GSL bestanden erwartungsgemaf’
hohe positive Korrelationen zwischen den einzelnen GSL. Der kleinste Korrelationskoef-
fizient innerhalb der Alkenyl-GSL findet sich zwischen ALY und GNA (0.86) und innerhalb
der Indol-GSL zwischen GBC und NEO (0.43). Zwischen Gesamtgehalt und Alkenylgehalt
bestand jeweils eine starke positive Beziehung mit r >= 0.98, da die Alkenyle den Haupt-
anteil der GSL ausmachten. Fir die Korrelationen zwischen GSL-Gesamtgehalt und NAS
fanden sich Koeffizienten von rg. = 0,64 und rsr= 0,71. Die Summe der Indol-GSL war
zwar signifikant mit dem GSL-Gesamtgehalt korreliert, jedoch war die Korrelation
schwach ausgepragt mit rg. = 0,25 bzw. rst= 0,20. Zwischen Pflanzenldange und Indol-GSL
gab es negative Korrelationen im Bereich von rg. =-0,41 bis -0,55 und von rst = -0,49 bis
-0,64. Je langer die Pflanzen also zur GSL-Beprobung waren, desto geringer war ihr Ge-
halt an Indol-GSL.
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Abbildung 3.24: Merkmalskorrelationen in Blatt (links) und Stdngel (rechts) von 120 Linien der
DH-Population ,L16 x Express’ (* Korrelation signifikant von Null verschieden bei p=0,05)
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Im Samen (Abbildung 3.25) exisiterten ebenfalls hochsignifikante positive Korrelationen
zwischen den einzelnen Alkenyl-GSL und dem GSL-Gesamtgehalt: Fiir GBN (r = 0,76) und
ALY (r = 0,67) lagen die Koeffizienten niedriger als fiir PRO (r = 0,97), GNA (r = 0,88) und
RAA (r = 0,90). Die Indol-GSL als Gruppe hingegen waren nicht signfikant mit dem Ge-
samtgehalt korreliert (r = -0,06), wohl aber GBC negativ (r = -0,37). Zwischen NAS und
Gesamt-, Alkenyl- und den Einzelglucosinolaten der Alkenyle gab es signifikante positive
Korrelationen im Bereich von r = 0,37 bei GNA bis 0,92 bei GBN. Zwischen NAS und den
Indol-GSL gab es jedoch keine signifikante lineare Beziehung (r = -0,14 bis 0,07). Die Kor-
relation zwischen per HPLC und NIRS ermitteltem GSL-Gesamtgehalt lag mit r = 0,98
nahe an Eins. Zwischen Olgehalt (NIRXL) und Proteingehalt (NIRXP) war die Beziehung
erwartunggemal negativ mit einem Korrelationskoeffizienten von r = -0,67. Weiterhin
waren HPLC und NIRS GSL-Gesamtgehalte (GSLSUM und NIRGSL) jeweils negativ mit
dem Olgehalt (r =-0,44) korreliert.
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Abbildung 3.25: Merkmalskorrelationen im Samen von 120 Linien der DH-
Population ,L16 x Express‘ (* Korrelation signifikant von Null verschieden bei
p=0,05)
Die Korrelationen zwischen Pflanzenteilen waren generell in der Griinmasse zwischen
Blatt und Stangel starker ausgepragt als zwischen Griinmasse und Samen (Tabelle 3.6).
So lagen die Korrelationskoeffizienten zwischen Blatt und Stangel fiir den GSL-Gesamt-
gehalt (r = 0,95) und die Alkenyl-GSL (r = 0,89 bis 0,95) hoher als diejenigen der Indol-
GSL (r = 0,67 bis 0,83) und NAS (r = 0,76). Fiir 40H war die Korrelation (r = -0,12) nicht
signifikant von Null verschieden. Zwischen Samen und Stangel (Blatt) lagen die Korrela-
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tion des Gesamtgehalts und Alkenyl-GSL bei r = 0,53 (0,52) und r = 0,54 (0,52). Die Ge-
halte an ALY waren weder im Blatt, noch im Stangel mit dem Samen korreliert. Im Stan-
gel traf selbiges fiir GBN zu. Im Blatt war keiner der Gehalte an Indol-GSL mit denen im
Samen korreliert. Im Stangel war dies nur bei GBC der Fall (r = 0,19). Die signifikanten
Korrelationen der Gehalte an NAS lagen zwischen Blatt und Samen mit r = 0,37 leicht
niedriger als zwischen Stangel und Samen (r = 0,42).

Die vier in Tabelle 3.6 fett hervorgehobenen Merkmale sind im Detail als Korrelationsdi-
agramm in Abbildung 3.26 dargestellt. Fir die Gesamt- und Alkenyl-Gehalte zwischen
Blatt und Stangel liegen die Punkte der DH-Linien nahe an der Diagonalen. In der Griin-
masse erkennt man jedoch, dass keine DH-Linie mit Samengehalten unter 50 umol hohe
Gehalte in Stangel oder Blatt enthielt. Fir DH-Linien, die mit Gehalten gréRer 50 umol
dem Resyntheseelter L16 dhnelten, ist in der Griinmasse eine deutliche Variation tber
den Gehalten des Elters Express zu erkennen. Ein wichtiges Ergebnis ist somit, dass in
dieser DH-Population keine Linien existierten, welche hohe Gesamtgehalte in der Griin-
masse mit niedrigen Samengehalten vereinten (oben links in den Diagrammen).
Tabelle 3.6: Korrelationskoeffizienten und p-Werte fiir den Zusammenhang

zwischen den Pflanzenteilen Blatt, Stangel und Samen von 120 DH Linien der
DH-Population ,L16 x Express’

Blatt / Stingel Samen / Stingel Samen / Blatt
Merkmal
re o] re P rp P

GSLSUM 0,95 <0,001 0,53 <0,001 0,52 <0,001
ALKSUM 0,95 <0,001 0,54 <0,001 0,52 <0,001
PRO 0,94 <0,001 0,62 <0,001 0,60 <0,001

GBN 0,95 <0,001 0,14 0,118 0,23 0,013

ALY 0,95 <0,001 0,09 0,318 0,06 0,51

GNA 0,90 <0,001 0,52 <0,001 0,44 <0,001
INDSUM 0,83 <0,001 0,17 0,067 0,09 0,356
GBC 0,80 <0,001 0,19 0,034 0,07 0,439

NEO 0,67 <0,001 0,11 0,233 0,16 0,079

40H -0,12 0,213 0,07 0,420 -0,04 0,667

NAS 0,76 <0,001 0,42 <0,001 0,37 <0,001

Fiir die Summe der Gehalte an Indol-GSL zwischen Samen und Griinmasse zeigen die
Punktewolken eine groRRe Streuung und keine Anordnung entlang der Diagonalen. Im
Gegensatz dazu ist zwischen Blatt und Stangel eine lineare Beziehung erkennbar. NAS-
Gehalte im Blatt und Stdangel konnten bei einem gewissen Anteil der Linien nicht detek-
tiert werden. Dennoch lasst sich der Zusammenhang zwischen Blatt und Stangel erken-
nen: Linien mit hoheren Stangelgehalten an NAS zeigten auch hohere Blattgehalte.
Zwischen Grinmasse und Samen ist die Korrelation (r = 0,42 bzw. 0,37) weniger stark
ausgepragt, aber dennoch signifikant von Null verschieden.
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Abbildung 3.26: Korrelationsdiagramme zwischen Blatt-, Stangel- und Samen-GSL fiir die vier GSL-Gruppen

Gesamt-, Alkenyl-, Indol- und NAS-Gehalt von 120 DH-Linien der DH-Population ,L16 x Express‘ sowie deren
Eltern (r Korrelationskoeffizient nach Pearson, p p-Wert)
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3.3.3 Markerkarte

Fir die Erstellung der Markerkarte wurden zunachst in Excel aus der vom Service Provi-
der erhaltenen Tabelle mit Markerscores zwischen den Eltern monomorphe Marker her-
ausgefiltert (Schritt 1 in Tabelle 3.7). Von den 52157 Markern waren rund 33 % der
Marker polymorph. Marker mit extrem gestorten Spaltungen wurden in Schritt 2 und 3
gefiltert. Weiterhin wurden solche Marker nicht selektiert, die fiir einen der Eltern als
Fehlwert oder Ambiguity Code gewertet waren, also nicht eindeutig den Basen A, C, G
oder T zugeordnet waren (Schritte 4 und 5). Als nachstes wurden Marker mit mehr als
10 % fehlenden Datenpunkten (Schritt 6) und auch Linien mit einem Anteil von mehr als
30 % fehlenden Markern entfernt (Schritt 7). Darauffolgend wurden die Werte Matrix
aus 13814 Markern und 146 Linien exportiert und in R/qtl eingelesen. Dort wurden in
Schritt 8 mit der Funktion findDupMarkers cosegregierende Marker herausgefiltert, da-
mit die Gruppierung in Kopplungsgruppen mit 8GB Arbeitsspeicher funktionierte.

Tabelle 3.7: Schritte zur Erstellung der Markerkarte

Schritt  Beschreibung Anzahl Linien Anzahl Marker relativ
0 Genotyptabelle vom CSP 150 52157 100,0%
1 Monomorphe gefiltert 150 17247 33,1%
2 Allelfrequenz Express >=0,1 150 16887 32,4%
3 Allelfrequenz L16 >=0,1 150 15687 30,1%
4 Elter Express ungleich A|C|T|G 150 15222 29,2%
5 Elter L16 ungleich A|C|T|G 150 14054 26,9%
6 Fehlende Datenpunkte pro Marker < 10% 150 13814 26,5%
7 Fehlende Marker pro Linie <30 % 146 13814 26,5%
8 Cosegregierende Marker gefiltert (R/qtl) 146 8206 15,7%
9 Auffallige Linien mit hoher Anzahl an 136 8206 15,7%

Crossover (>60) entfernt
10 Cosegregierende Marker gefiltert (RECORD) 136 4007 7,7%
Einzelmarker mit groRer Expansion der

11 136 4003 7,7%
Kopplungsgruppen entfernt

12 Gesamtkarte 136 4003 7,7%
Framework QTL-Mapping 136 788 1,5%

AnschlieBend wurden mit der Funktion countXO durch Zahlen der Crossover eines jeden
Individuums insgesamt 10 Linien mit auffallig erh6hter Anzahl an Crossovern identifiziert
und diese fur die Kartenerstellung entfernt (Schritt 9). Im Folgenden wurde in R/qtl die
Gruppierung in Kopplungsgruppen vorgenommen und fiir die Ermittlung der Reihen-
folge der Marker innerhalb der einzelnen Kopplungsgruppen (Ordering) die Matrizes der
Markerscores nach RECORD exportiert (Schritt 10). Die relativ geringe Anzahl von 136
Linien fUhrte zu einer verminderten Auflésung der Kartierung, weshalb weitere 4199
Marker als cosegregierende Marker klassifiziert wurden. Die Reihenfolgen der Marker
wurden wieder in R Gbernommen und auf Plausibilitat gepriift. Dabei wurden 4 Marker
entfernt, die eine grofle Expansion einzelner Kopplungsgruppen verursachten (Schritt
11). In der Gesamtkarte wurden insgesamt 4003 Marker oder knapp 8 % der Gesamt-
marker kartiert (Tabelle 3.8). Fir die QTL-Kartierung wurden 788 gleichmaRig liber die
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Tabelle 3.8: Ubersicht iiber die Markerkarte der DH-Population ,L16 x Express (Angaben in cM, Mittl.
Abstand: mittlerer Abstand zwischen zwei Markern in cM)

Kopplungs- Anzahl Marker - Mittl. Anzahl Liicken GroRte
Lange .
gruppe  Gesamt Framework Abstand >5cM >10cM >20cM Licke

AO01 187 32 83,0 1,9 2 9,2
A02 108 21 95,5 3,1 3 2 2 31,6
A03 389 70 138,8 1,3 2 7,3
A04 303 41 78,9 1,3 1 5,2
AQ5 139 25 116,0 3,9 7 4 1 30,5
A06 355 62 120,4 1,4 1 5,2
AQ07 312 45 92,4 1,5 2 6,7
A08 52 11 62,8 5,2 2 1 32,9
A09 176 37 112,4 2,6 6 1 13,1
Al10 231 29 69,5 1,6 3 8,2
Cco1 207 38 108,7 2,1 6 1 15,3
C02 176 42 131,6 2,9 10 2 11,2
Cco3 286 68 196,1 2,3 10 3 16,9
co4 199 45 105,4 1,7 4 8,4
C0o5 160 48 121,6 2,1 4 9,9
C0o6 138 31 91,2 2,3 4 1 16,5
Cco7 209 46 108,0 1,8 3 8,1
Cco8 199 31 83,1 1,8 3 8,8
Cc0o9 177 66 134,8 2,4 3 2 1 20,9

A Genom 2252 373 969,8 19 29 9 4 32,9
C Genom 1751 415 1080,5 2,1 47 9 1 20,9
Gesamt 4003 788 2050,3 2,0 76 18 5 32,9

Karte verteilte Marker manuell ausgewahlt und die Markerwerte der 10 entfernten Li-
nien wieder hinzugefligt. Die erstellte Markerkarte besaR eine Gesamtlange von 2050
Centimorgan (cM), wovon 970 cM auf das A Genom und 1081 cM auf das C Genom ent-
fielen (Tabelle 3.8). Die Anzahl kartierter Marker war auf dem A Genom mit 2252 héher
als auf dem C Genom mit 1751. Die Langen der einzelnen Kopplungsgruppen (KG) vari-
ierten von rund 63 cM bei A09 bis 196 cM bei C03. Betrachtet man den mittleren Ab-
stand zwischen zwei Markern (ohne cosegregiernde Marker berechnet) so
unterschieden sich Cund A Genom kaum (2,1 vs. 1,9 cM). Zwischen den Kopplungsgrup-
pen innerhalb der Genome gab es jedoch groBe Unterschiede. Die Spannweite des mitt-
leren Abstands zwischen zwei Markern war im C-Genom geringer (1,7 bis 2,9 cM) als im
A-Genom (1,3 bis 5,2 cM). Dies macht deutlich, dass Kopplungsgruppen wie A08 und
AO5 mit mittleren Markerabstédnden von 5,2 cM und 3,9 cM weniger gut mit Markern
abgedeckt waren als beispielsweise A03 und A04 mit je 1,3 cM mittlerem Abstand zwi-
schen zwei Markern. Um einen Hinweis (iber die Verteilung der Marker und damit die
GleichmaRigkeit der Abdeckung der Kopplungsgruppen zu bekommen, ist zusatzlich je-
weils die Anzahl der Licken gréfRer 5, 10 und 20 cM sowie die grofSte Liicke aufgefiihrt.
Neben 76 Liicken kleiner 5 cM insbesondere auf den KG C02, C03 und A05, gab es ins-
gesamt 5 (18) Liicken groRBer als 20 (10) cM, davon 4 (9) auf dem A-Genom. Auf dem A
Genom waren drei dieser Gruppen (A02, A05 und A08) auch gleichzeitig diejenigen mit
den groBten mittleren Markerabstanden. Ein interessantes Ergebnis ist, dass trotz der
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hohen Gesamtmarkeranzahl des Assays diese nicht gleichmaRig tber die Kopplungs-
gruppen verteilt waren und so Bereiche mit sehr geringer Markerdichte existierten (vgl.
auch Markerverteilung in Abbildung 3.27). Bei der Kopplungsgruppe A08 wird dies be-
sonders deutlich: Von deren Gesamtlange mit rund 63 cM ist ein Bereich von 33 ¢cM und
ein weiterer von 15 cM durch keinen Marker abgedeckt.

3.3.4 Quantitative Trait Loci

Fir die 20 betrachteten Merkmale wurden insgesamt 145 QTL gefunden, von denen 115
QTL zu den 12 Glucosinolatmerkmalen gehoérten (Tabelle 3.9 und Anhang 7.5).

Tabelle 3.9: Quantitative Trait Loci (QTL) von 20 Merkmalen in drei Pflanzenteilen Blatt, Stingel und
Samen in der DH-Population ,L16 x Express‘ (KG Kopplungsgruppe. Additiveffekt: Effekt der Substitution
eines Allels von L16 durch Express, angegeben jeweils in Einheit des Merkmals, bei Glucosinolaten in
pumol/g TM. R? Anteil erklirter phinotypischer Varianz. LOD-GW LOD Grenzwert bei p=0,05. PFLL
Pflanzenlinge. BOF Bliihbeginn. NIRXL NIRS-Olgehalt. NIRXP NIRS-Proteingehalt. NIRGSL NIRS-
Glucosinolatgehalt. NIR18:1 NIRS-Olsdureanteil. NIR18:3 NIRS-Linolensidureanteil. NIRERU NIRS-
Erucasdureanteil)

Pflanzen- Position Konfidenz-in- Additiv- R? LOD-
arm Merkmal ateile KG C[‘Z'\tn;’ t(:.rv:IT[cM] :‘:etkt [%) Lob gw

GSLSUM-BL-1  GSLSUM Blatt A03 101,8 100,7 -104,3 1,73 0,35 15,18 3,26
GSLSUM-BL-2  GSLSUM Blatt AO5 57,8 46,0 -72,8 -0,87 0,07 3,73 3,26
GSLSUM-BL-3  GSLSUM Blatt A06 62,9 58,4 -66,0 1,11 0,13 6,73 3,26
GSLSUM-ST-1  GSLSUM  Stangel  A03 100,8 100,3 -102,4 2,49 0,41 18,22 3,29
GSLSUM-ST-2  GSLSUM  Sténgel co9 26,3 25,4 -32,0 -1,51 0,07 5,03 3,29
GSLSUM-SA-1  GSLSUM  Samen Cco2 120,5 119,9 -120,7 -20,25 0,67 35,73 3,21
GSLSUM-SA-2  GSLSUM  Samen coo 1,8 0,8-4,8 15,31 0,17 15,18 3,21
GSLSUM-SA-3  GSLSUM  Samen Cco9 30,4 27,0-31,4 -15,19 0,18 15,35 3,21
ALKSUM-BL-1  ALKSUM Blatt A03 100,8 100,0 -102,2 1,75 0,37 16,59 3,29
ALKSUM-BL-2  ALKSUM Blatt A06 41,3 33,7 -43,6 0,91 0,10 5,57 3,29
ALKSUM-BL-3  ALKSUM Blatt co7 48,9 46,8 -55,7 -0,83 0,08 4,551 3,29

ALKSUM-ST-1  ALKSUM  Stangel  AO3 100,8 100,5-101,8 2,31 0,38 21,62 3,14
ALKSUM-ST-2  ALKSUM  Stdngel  CO2 125,7  124,7 -129,9 -0,95 0,06 4,70 3,14

ALKSUM-ST-3  ALKSUM  Stangel  CO9 4,8 1,5-7,9 2,26 0,16 11,15 3,14
ALKSUM-ST-4  ALKSUM  Stangel  CO09 27,3 26,1-29,9 -2,07 0,16 10,68 3,14
ALKSUM-SA-1  ALKSUM  Samen Cc02 120,5 120,3-120,7 -19,21 0,65 34,20 3,12
ALKSUM-SA-2  ALKSUM  Samen C09 2,8 1,4-41 18,31 0,25 15,82 3,12
ALKSUM-SA-3  ALKSUM  Samen Cco9 30,4 27,3-31,4 -13,61 0,14 11,99 3,12
INDSUM-BL-1  INDSUM Blatt A02 53,9 48,0 -65,6 0,10 0,21 9,99 3,15
INDSUM-BL-2  INDSUM Blatt AO3 67,6 54,0-77,5 -0,05 0,06 3,31 3,15
INDSUM-BL-3  INDSUM Blatt A08 38,5 35,2 -40,5 -0,07 0,11 4,73 3,15
INDSUM-BL-4  INDSUM Blatt co7 50,5 47,9 -52,5 0,10 0,21 10,36 3,15
INDSUM-ST-1  INDSUM  Stangel  A02 52,9 51,1-54,5 0,19 0,17 7,34 3,17
INDSUM-ST-2  INDSUM  Stdngel  A08 38,5 16,6 -43,1 -0,15 0,10 4,36 3,17
INDSUM-ST-3  INDSUM  Stangel  CO7 55,7 52,7 -61,3 0,22 0,20 8,51 3,17
INDSUM-SA-1  INDSUM  Samen AO03 124,8  118,3 -126,2 -0,23 0,12 6,70 3,12
INDSUM-SA-2  INDSUM  Samen A04 26,8 23,4 -31,7 -0,21 0,10 5,88 3,12

INDSUM-SA-3  INDSUM  Samen C05 44,9 42,0 -50,9 -0,28 0,17 9,19 3,12
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Fortsetzung Tabelle 3.9

Qe P g P Ko M % oo 00
PRO-BL-1 PRO Blatt AO3 100,8 99,8 -104,4 0,39 0,22 11,46 3,14
PRO-BL-2 PRO Blatt Cco6 9,0 0,0-19,8 -0,21 0,06 3,51 3,14
PRO-BL-3 PRO Blatt co9 0,0 0,0-0,8 0,56 0,18 9,39 3,14
PRO-BL-4 PRO Blatt C09 35,0 28,7 -39,1 -0,70 0,29 7,92 3,14
PRO-ST-1 PRO Stangel  A03 100,8 100,3 -102,4 0,79 0,32 18,57 3,36
PRO-ST-2 PRO Stangel Cc02 125,7 125,1-129,9 -0,40 0,07 5,39 3,36
PRO-ST-3 PRO Stangel co9 4,8 1,6-7,7 0,90 0,18 11,69 3,36
PRO-ST-4 PRO Stangel C09 28,3 26,2 -29,7 -0,97 0,27 11,97 3,36
PRO-SA-1 PRO Samen AO03 80,1 76,6 -81,3 436 0,09 5,61 3,27
PRO-SA-2 PRO Samen A03 109,3 108,1 -111,0 545 0,13 10,03 3,27
PRO-SA-3 PRO Samen C02 120,5 119,6 -121,0 -10,70 0,54 20,69 3,27
PRO-SA-4 PRO Samen Cco9 4,8 3,6-6,1 791 0,13 8,96 3,27
PRO-SA-5 PRO Samen C09 28,3 19,2 -38,5 -3,86 0,07 3,82 3,27
ALY-BL-1 ALY Blatt AO3 100,8 100,0 -102,3 0,18 0,31 16,34 3,11
ALY-BL-2 ALY Blatt Co9 1,8 0,8-49 0,19 0,214 7,83 3,11
ALY-BL-3 ALY Blatt Cc0o9 36,0 33,1-39,6 -0,28 0,27 13,29 3,11
ALY-ST-1 ALY Stangel A03 100,8 100,3 -103,7 0,30 0,33 18,21 3,19
ALY-ST-2 ALY Stangel C02 127,2 123,6 -129,9 -0,15 0,08 5,78 3,19
ALY-ST-3 ALY Stangel Co9 4,8 1,6 -8,5 0,32 0,17 10,58 3,19
ALY-ST-4 ALY Stangel Cc0o9 27,3 26,3 -29,7 -0,32 0,21 11,06 3,19
ALY-SA-1 ALY Samen A03 2,0 0,0-8,7 -0,77 0,06 3,52 3,11
ALY-SA-2 ALY Samen AO3 88,7 88,2 -90,9 -1,06 0,12 5,56 3,11
ALY-SA-3 ALY Samen A03 100,8 97,8 -101,8 -1,33 0,19 9,94 3,11
ALY-SA-4 ALY Samen C02 21,1 16,2 -33,1 -0,73 0,05 3,18 3,11
ALY-SA-5 ALY Samen Cc02 120,5 113,8 -123,7 -1,47 0,23 11,29 3,11
GNA-BL-1 GNA Blatt AO3 100,8 99,8 -101,8 0,17 0,25 11,77 3,02
GNA-BL-2 GNA Blatt AO6 41,3 34,4 -45,0 0,13 0,214 7,41 3,02
GNA-BL-3 GNA Blatt co3 47,7 42,5 -55,2 -0,08 0,06 3,37 3,02
GNA-BL-4 GNA Blatt Cco7 52,7 42,1 -56,5 -0,11 0,09 4,87 3,02
GNA-ST-1 GNA Stangel A03 100,8 100,0 -101,8 0,21 0,40 18,17 3,07
GNA-ST-2 GNA Stangel AO6 61,4 56,1 -65,5 0,10 0,08 5,03 3,07
GNA-ST-3 GNA Stangel co7 22,3 20,4 -25,2 -0,11 0,09 5,60 3,07
GNA-SA-1 GNA Samen AO3 109,3 108,3 -111,5 1,87 0,14 13,75 3,33
GNA-SA-2 GNA Samen Cco2 120,5 119,8 -120,8 -3,45 0,52 32,83 3,33
GNA-SA-3 GNA Samen co4 24,2 21,7 -37,4 0,92 0,04 4,24 3,33
GNA-SA-4 GNA Samen Cco9 4,8 3,7-12,0 1,95 0,08 7,78 3,33
GNA-SA-5 GNA Samen C09 27,3 25,9-31,4 -1,35 0,04 4,60 3,33
GBN-BL-1 GBN Blatt AO3 100,8 100,2 -101,8 0,88 0,38 17,57 3,09
GBN-BL-2 GBN Blatt A06 41,3 34,0 -43,6 0,46 0,11 6,08 3,09
GBN-BL-3 GBN Blatt co7 48,9 46,8 -55,6 -0,41 0,08 4,76 3,09
GBN-ST-1 GBN Stangel A03 100,8 100,4 -101,8 0,99 0,38 19,22 3,25
GBN-ST-2 GBN Stangel Cco6 9,9 0,0-20,7 -0,32 0,04 3,31 3,25
GBN-ST-3 GBN Stangel Cco9 1,8 0,8-4,8 0,87 0,13 7,77 3,25
GBN-ST-4 GBN Stangel Cco9 36,0 33,1-39,1 -1,19 0,24 7,68 3,25
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Fortsetzung Tabelle 3.9

Qe P g P Ko M % oo 00
GBN-SA-1 GBN Samen AO3 100,8 98,2 -102,4 -1,57 0,16 9,55 3,28
GBN-SA-2 GBN Samen Cc02 120,5 119,4 -121,1 -2,25 0,31 16,35 3,28
GBN-SA-3 GBN Samen co9 0,8 0,0-4,3 2,53 0,17 10,24 3,28
GBN-SA-4 GBN Samen C09 34,0 32,5-38,5 -3,23 0,31 16,72 3,28
GBC-BL-1 GBC Blatt A02 52,9 50,8 -55,1 0,07 0,15 6,55 3,36
GBC-BL-2 GBC Blatt co7 51,5 50,5-52,7 0,09 0,24 9,57 3,36
GBC-ST-1 GBC Stangel A02 52,9 51,0 -54,5 0,12 0,12 5,59 3,02
GBC-ST-2 GBC Stangel co7 56,5 55,9 -59,9 0,25 0,22 9,63 3,02
GBC-SA-1 GBC Samen AO01 0,0 0,0-7,4 -0,04 0,09 5,27 3,19
GBC-SA-2 GBC Samen A03 88,7 86,0 -90,3 -0,08 0,35 14,41 3,19
GBC-SA-3 GBC Samen A10 1,7 0,0-8,0 -0,06 0,18 8,14 3,19
GBC-SA-4 GBC Samen Cc02 112,9 111,7 -119,0 0,04 0,07 3,37 3,19
GBC-SA-5 GBC Samen Cc02 127,2 126,5 -129,9 0,05 0,10 5,01 3,19
NAS-BL-1 NAS Blatt C02 36,8 34,0 -38,2 -0,02 0,13 4,66 3,07
NAS-BL-2 NAS Blatt Co9 37,0 31,7 -49,4 -0,03 0,16 4,98 3,07
NAS-ST-1 NAS Stangel AO3 6,2 0,0-11,3 0,05 0,10 4,34 3,10
NAS-ST-2 NAS Stangel A03 97,6 91,3 -99,2 0,05 0,08 3,51 3,10
NAS-ST-3 NAS Stangel C02 45,4 41,4 -51,5 -0,04 0,07 3,00 3,10
NAS-ST-4 NAS Stangel co7 23,0 22,5-27,4 -0,04 0,07 3,11 3,10
NAS-SA-1 NAS Samen AO3 100,8 98,7 -102,4 -0,31 0,07 3,97 3,11
NAS-SA-2 NAS Samen Cc02 129,9 123,1-130,9 -0,49 0,20 9,57 3,11
NAS-SA-3 NAS Samen Cc0o9 4,8 2,1-7,9 0,78 0,23 10,32 3,11
NAS-SA-4 NAS Samen Cco9 27,3 26,3 -29,7 -0,85 0,31 12,07 3,11
NEO-BL-1 NEO Blatt A02 37,7 36,7 -42,5 0,02 0,16 8,07 3,09
NEO-BL-2 NEO Blatt A02 54,9 52,9 -75,2 0,02 0,10 4,82 3,09
NEO-BL-3 NEO Blatt co3 160,2 157,0 -165,7 -0,02 0,26 9,70 3,09
NEO-ST-1 NEO Stangel AO1 3,5 0,0-11,5 0,04 0,11 4,89 3,33
NEO-ST-2 NEO Stangel A02 36,7 15,9 -38,2 0,04 0,08 3,57 3,33
NEO-ST-3 NEO Stangel AO8 37,5 21,8 -41,8 -0,03 0,08 3,86 3,33
NEO-ST-4 NEO Stangel co3 160,7 156,7 -166,3 -0,03 0,08 3,76 3,33
NEO-ST-5 NEO Stangel co7 37,7 33,0-39,9 0,03 0,08 3,80 3,33
NEO-SA-1 NEO Samen A03 99,2 88,5-102,4 -0,03 0,09 3,22 3,16
NEO-SA-2 NEO Samen A09 37,8 33,0 -53,3 0,03 0,10 3,48 3,16
NEO-SA-3 NEO Samen Co5 49,9 38,2 -53,7 0,03 0,09 3,76 3,16
NEO-SA-4 NEO Samen Co5 73,6 66,8 -81,0 0,03 0,13 5,60 3,16
RAA-SA-1 RAA Samen AO3 109,3 107,6 -111,0 0,21 0,15 12,03 3,33
RAA-SA-2 RAA Samen Cc02 120,5 119,6 -121,0 -0,38 0,49 27,41 3,33
40H-SA-1 40H Samen A03 121,0 118,1-125,8 -0,22 0,14 5,57 3,29
40H-SA-2 40H Samen A04 26,8 23,3 -31,7 -0,19 0,11 4,14 3,29
40H-SA-3 40H Samen A10 28,8 25,9 -38,6 -0,16 0,07 3,04 3,29
40H-SA-4 40H Samen co3 12,1 11,8 -25,0 -0,18 0,10 4,05 3,29
40H-SA-5 40H Samen Co5 44,9 42,1-54,1 -0,26 0,19 9,60 3,29
40H-SA-6 40H Samen Cco6 84,5 69,5 -86,1 -0,15 0,07 3,07 3,29

NIRXL-SA-1 NIRXL Samen Cco2 127,2  122,7 -129,9 0,40 0,12 5,19 3,16
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Fortsetzung Tabelle 3.9

Pflanzen- Position Konfidenz-in- Additiv- R? LOD-
arm Merkmal teil KG [cM] tervall [cM]  effekt [%) Lob GW

NIRXL-SA-2 NIRXL Samen Co3 193,2  192,7 -195,2 0,58 0,14 6,02 3,16
NIRXL-SA-3 NIRXL Samen Co9 118,6  113,9-122,6 0,36 0,09 4,02 3,16

NIRXP-SA-1 NIRXP Samen  AO03 61,4 55,5 -66,6 -0,33 0,10 3,85 3,04
NIRXP-SA-2 NIRXP Samen AQ5 2,0 0,0-10,0 -0,61 0,21 6,64 3,04
NIRXP-SA-3 NIRXP Samen co4 22,7 20,0 -26,4 0,28 0,07 3,17 3,04
NIRXP-SA-4 NIRXP Samen Co6 89,8 87,7 -90,8 -0,28 0,08 3,27 3,04
NIRXP-SA-5 NIRXP Samen co7 67,2 66,4 -70,3 0,33 0,10 4,42 3,04
NIRGSL-SA-1 NIRGSL Samen AO3 109,3 108,0-111,3 6,78 0,10 7,16 3,32
NIRGSL-SA-2 NIRGSL Samen  A04 18,6 11,1-26,4 4,59 0,05 3,82 3,32
NIRGSL-SA-3 NIRGSL Samen C02 120,5 119,7 -120,8 -15,82 0,55 25,21 3,32
NIRGSL-SA-4 NIRGSL Samen C0o9 4,8 1,7 -6,5 11,07 0,11 11,07 3,32
NIR181-SA-1 NIR181 Samen AO03 80,1 75,6 -86,5 -0,87 0,21 6,84 3,20
NIR181-SA-2 NIR181 Samen AO3 109,3 108,5-111,0 0,67 0,12 4,18 3,20
NIR181-SA-3 NIR181 Samen Al10 27,3 22,4 -36,9 -0,56 0,13 5,47 3,20
NIR181-SA-4 NIR181 Samen Al0 48,4 45,8 -53,1 -0,46 0,09 3,38 3,20
NIR183-SA-1 NIR183 Samen A09 75,4 74,0 -77,0 0,25 0,10 5,61 3,25
NIR183-SA-2 NIR183 Samen Al0 27,3 26,4 -29,4 0,34 0,25 11,97 3,25
NIR183-SA-3 NIR183 Samen co1 56,4 55,9 -63,7 -0,20 0,08 4,47 3,25
NIR183-SA-4 NIR183 Samen Cco1 68,4 64,9 -71,8 -0,23 0,11 5,82 3,25
NIR183-SA-5 NIR183 Samen Co2 87,1 83,5-95,6 0,20 0,08 4,45 3,25
NIRERU-SA-1 ~ NIRERU Samen co1 51,4 39,2 -56,4 0,50 0,11 3,82 2,97
NIRERU-SA-2  NIRERU Samen C05 73,6 63,9 -75,9 -0,49 0,10 4,13 2,97

PFLL-1 PFLL - A02 52,9 51,4 -54,7 -4,06 0,18 6,71 3,26

PFLL-2 PFLL - A02 68,1 55,1-81,4 -4,40 0,22 4,94 3,26

PFLL-3 PFLL - AO3 114,4  110,8 -115,4 2,87 0,09 3,62 3,26

BOF-1 BOF - A02 52,7 43,3 -55,1 0,75 0,15 6,73 3,29

BOF-2 BOF = AO02 65,1 55,1-79,4 0,83 0,18 6,11 3,29

BOF-3 BOF - AO3 114,4  111,5-115,6 -0,78 0,16 7,76 3,29

BOF-4 BOF = Cco4 101,0 97,7 -103,9 -0,60 0,09 5,52 3,29

Von diesen 115 QTL wurden 31 QTL im Pflanzenteil Blatt, 35 im Stangel und 49 QTL im
Samen kartiert. Auf den Kopplungsgruppen A03, C09, C02 und C07 lagen mit jeweils 28,
26, 16 und 10 QTL ein Grofteil der QTL mit Bezug zu GSL. Auf der Kopplungsgruppe C01
fand sich hingegen kein QTL. Auch auf den Gruppen A05, A0O9 und C04 wurde nur je ein
QTL kartiert. Die QTL mit den grofRten Anteilen erklarter phanotypischer Varianz wurden
jeweils im Samen fiir die GSL-Gruppen GSLSUM (67 %), ALKSUM (65 %) und Einzelgluco-
sinolate PRO (54 %) , GNA (52 %) und RAA (49 %) auf der Kopplungsgruppe C02 bei 120,5
cM kartiert. Im Stangel erklarte der grofSte QTL 41 % der Variation des GSL-Gesamtgeh-
altes (GSLSUM-ST-1), im Blatt waren es 38 % des Gehalts an GBN (GBN-BL-1).
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Die Darstellung in Abbildung 3.27 visualisiert kreisférmig die erstellte Markerkarte der
Population ,L16 x Express’ mit 19 Kopplungsgruppen (KG) und zugleich die darin kartier-
ten GSL-QTL. Die oberen Ringe beinhalten KG, Markerverteilung und Abweichung von
1:1 Spaltung. Die darauffolgenden Ringe stellen GSL-Merkmale dar. Jeder Punkt inner-
halb eines Kreisstiicks symbolisiert einen QTL. Die Farbung der Punkte gibt Aufschluss
Uber den Pflanzenteil des kartierten QTL. Die GroRe der Punkte ist proportional zum
Anteil erklarter phanotypischer Varianz (R?).

Zunéchst ist erkennbar, dass sich Ansammlungen der QTL fur die Alkenyl-GSL (blauliche
Ringe), Indol-GSL (rétliche Ringe) und NAS (violetter Ring) teils auf unterschiedlichen
Kopplungsgruppen finden, teils aber auch tberlappen (vgl. auch Markerkarte in Anhang
7.5). Flr die Gruppe der Alkenyl-GSL, deren Einzel-GSL und den Gesamtgehalt fallen die
KG A03, C02 und C09 mit Ansammlungen von QTL ins Auge. Auf der KG C02 wurden
hauptsachlich QTL fir Samen-GSL (rot) gefunden. Im Vergleich dazu Gberwogen auf der

-« Kopplungsgruppen - 401

Pflanzenteil Cog = T‘é = 2 N
@ stingel QTL z % %; e Positon % s 5 F = . 070
@ e aTl 2 % % = )"a’kmm”“"g\%@ g §409 @ o
@ samenQTL ® % oa_;, Z W\\\\“\\\%\\\\\w Mo Euf!ﬂh‘!mm, I S ® ox

) % % \\\ 3 12 spaltung Eﬁ‘!m\. //l/‘ & ¢ oo

- : V16 i

i N / - GSLSUM-;\ ) ~

@ B
@ R
.\ -

3
o I gy (A

S 5 o
.S
& o 2 g 9

oM
80 oM
o 09

uﬁn
g = =

Co1

100

Abbildung 3.27: Circleplot der kartierten QTL fiir alle Glucosinolatmerkmale in der Population ,L16 x
Express’. Jeder Punkt symbolisiert einen QTL. Farbung der Punkte anhand des Pflanzenteils. GroBe der
Punkte proportional zum Anteil erklirter Varianz (R?).
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KG A03 QTL fiir GSL in Blatt und Stangel (blau und griin). Dort waren fir alle Alkenyl-GSL
bis auf RAA die QTL in Blatt und Stangel co-lokalisiert. Fiir die GSL PRO, GBN, GNA, ALY
und RAA im Samen wurden an dhnlicher Position QTL kartiert, jedoch mit kleineren An-
teilen erklarter Varianz. Auf der KG C09 war die Co-Lokalisation der QTL zwischen den
Pflanzenteilen fir die einzelnen GSL sehr unterschiedlich: Fir die QTL von GSLSUM,
ALKSUM und GBN fanden sich Uberlappungen der Positionen zwischen Samen und Stan-
gel, fir PRO zwischen Samen, Stangel und Blatt. Flir ALY gab es Giberlappende QTL zwi-
schen Stangel und Blatt, wahrend fiir GNA nur QTL im Samen kartiert wurden. Abseits
von den drei genannten KG mit Haufungen an QTL wurden fir die Alkenyl-GSL weitere
einzelne, kleinere QTL auf den KG A05, A06, C03, C04, CO6 und CO7 kartiert.

Fir die Indol-GSL in Blatt und Stangel lieRen sich auf den KG A02 bei ca. 55 cM und C07
bei ca. 50 cM bei zwei Regionen mit co-lokalisierenden QTL ausmachen. Fir das GSL NEO
existierte ein weiterer Griinmasse-QTL auf CO3 bei ca. 160 cM. Interessanterweise fan-
den sich fir die Indol-GSL keine Positionsiiberlappungen der QTL zwischen Samen und
Grinmasse. Denn QTL im Samen (Anzahl) wurden jeweils auf A01 (1), A03 (4), A04 (2),
A09 (1), A10 (2), C0O2 (2), CO5 (4) und CO6 (1) kartiert. Auffallend war ein QTL fiir GBC mit
35 % erklarter Varianz auf CO3 bei 88 cM. Fir das samenspezifische GSL 40H wurden
insgesamt 6 QTL detektiert. Derjenige mit dem groBten Anteil erklarter Varianz von 19
% lag auf KG CO5 bei 45 cM.

Flir das aromatische GSL NAS konnten insgesamt zehn QTL kartiert werden, davon zwei
im Blatt und je vier in Stangel und Samen. Zwei groflere QTL im Samen wurden auf C09
bei 5 und 27 cM lokalisiert. Auf selbiger KG bei 37 cM wurde ein QTL im Blatt mit 16 %
erklarter Varianz gefunden. Die QTL fiir NAS im Stangel erklarten jeweils unter 10 % der
phanotypischen Varianz und lagen auf den KG A03, C02 und CO7.
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4 Diskussion

4.1 Quantitative Variation von Glucosinolatgehalt und -muster

Aus der Literatur sind zahlreiche abiotische Einflussfaktoren auf die GSL-Gehalte von
Brassica-Arten bekannt (siehe Kapitel 1.2.6). Neben abiotischen Einflussfaktoren auf die
konstitutiven Gehalte an GSL kénnen auch Veranderungen der GSL-Gehalte durch Her-
bivorenfraR, Insektenbefall, mechanische Verwundung oder kiinstliche Behandlung mit
wuchsstoffdahnlichen Substanzen wie Salicyl- oder Jasmonsadurederivaten induziert wer-
den (Textor & Gershenzon 2009). Folglich variieren die GSL-Gehalte und -zusammenset-
zungen auf unterschiedlichen Ebenen, insbesondere

e zwischen Genotypen,

e zwischen Standorten und zwischen Jahren,

e zwischen Entwicklungsstadien im Vegetationsverlauf,
e zwischen unterschiedlich gestressten Einzelpflanzen,
e zwischen und innerhalb von Pflanzenteilen.

GSL-Gehalte und -muster stellen somit immer eine einzelpflanzenspezifische Moment-
aufnahme des jeweiligen Pflanzenzustandes dar, welche durch die Interaktionen aller
genetischen, biotischen und abiotischen Faktoren verursacht worden sind (Rosa et al.
1997). Daraus ergibt sich die Fragestellung wie sich die raumlich-zeitliche Variation der
GSL-Gehalte im Hinblick auf die potentielle Funktion der GSL erklaren lasst. Zunachst
werden jedoch einzelne Aspekte der in Kapitel 3.1 untersuchten Faktoren und Versuche
diskutiert.

(1) Wie groRR ist genetische Variation fir einzelne Glucosinolate, Gruppen von
Glucosinolaten und fiir die Gesamtgehalte in der Griinmasse und im Samen?

Die Varianzanalysen tGber Umwelten zeigten insgesamt sehr groRe Anteile der genoty-
pischen Varianzkomponenten in Stangeln, Blatt und Samen. Eine groRe genetische Vari-
ation ist mit Hinblick auf die Auswahl der Genotypen aus Resynthesen, alten und neuen
Sorten zu erwarten gewesen. Problematisch an dieser sehr variablen Zusammensetzung
des Genotypensortiments ist, dass es zu einem GSL-Probenahmetermin, bei dem alle
Genotypen gleichzeitig beprobt wurden, deutliche Unterschiede in der Pflanzenentwick-
lung zwischen Genotypen gab. Da sich die GSL-Gehalte im Verlauf der Ontogenese ver-
andern und insbesondere wahrend des Langenwachstums abnehmen (Bennert 1992),
sind die Griinmassegehalte zwischen Genotypen nicht direkt vergleichbar (Smith & Grif-
fith 1988). Stephani (1985) und Porter et al. (1991) weisen darauf hin, dass eine Ver-
gleichbarkeit der Griinmassegehalte zwischen Genotypen durch eine klar definierte
Probenahme erreicht werden kann. In den Versuchen dieser Arbeit wurden daher Pflan-
zen stets von der Sprossspitze aus beprobt und Mischproben aus mindestens 5 Einzel-
pflanzen gebildet, um Fehler durch entwicklungsbedingte Unterschiede der Genotypen
zu minimieren. Dennoch kann ein derartiger Fehler nicht ausgeschlossen werden. Dieser
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wirde sich durch eine zusatzliche, umweltbedingte Varianz in den genotypischen Vari-
anzkomponenten wiederspiegeln, sodass eine Uberschitzung letzterer angenommen
werden misste. Insbesondere am ersten GSL-Probenahmetermin wahrend des Schoss-
beginns, bei dem es grofRe Entwicklungsunterschiede zwischen Genotypen gab, fallen
im Verhaltnis zu den Varianzkomponenten der Umwelt und Genotyp-Umwelt Interak-
tion sehr hohe genotypische Varianzkomponenten auf. Zum zweiten GSL-Probenahme-
termin mit beginnender Blite und damit am Ende des Langenwachstums befanden sich
die Genotypen in homogeneren Entwicklungsstadien, was sich im Verhaltnis zu den an-
deren Varianzkomponenten in niedrigeren und weniger verzerrten genotypischen Vari-
anzkomponenten manifestiert. Um eine entwicklungsbedingte Verzerrung zu umgehen,
miussten die Genotypen im gleichen Entwicklungsstadium zu verschiedenen Terminen
geerntet werden. In dem Fall ware die Summe der Umweltbedingungen, die auf die Ge-
notypen wirkt, nicht einheitlich. Eine Beprobung zu mehreren Terminen erscheint aus
ziichterischer Sicht mit Hinblick auf hohe Prifumfange wenig praktikabel. Zudem ist flr
die Untersuchung des Aspekts der Wirtspflanzenwahl durch Riisselschadlinge die Mo-
mentaufnahme der GSL-Gehalte und —Zusammensetzungen zum Zeitpunkt des Schad-
lingszuflugs im Friihjahr relevant.

Im Hinblick auf die Giite der Versuche fanden sich in der Serienverrechnung der GSL-
Daten insgesamt kleine Versuchsfehler und hohe Heritabilitdaten, insbesondere auch fiir
kleinere GSL-Fraktionen wie Neoglucobrassicin oder Gluconasturtiin. Dies deutet auf
eine reproduzierbare Probenahme und Analytik hin.

(2) Wie groR ist der Umwelteinfluss auf Glucosinolatgehalte und —zusammensetzungen
und gibt es signifikante Interaktionen zwischen Genotypen und Umwelten?

Im Vergleich zu den genotypischen Varianzkomponenten waren die Varianzkomponen-
ten der Umwelten vergleichsweise klein. Dies spricht fiir eine Gberwiegend genetische
Steuerung der GSL-Gehalte in diesem Material. Die oben angesprochene Uberschitzung
der genetischen Variation und damit einhergehende Unterschatzung der Umweltvarianz
kann aufgrund der Probenahme fiir die Griinmassegehalte nicht ausgeschlossen wer-
den. Die Samengehalte, welche zur Samenreife keine entwicklungsbedingten Verfal-
schungen enthalten diirften, zeigten vergleichbare Relationen zwischen den vier
Varianzkomponenten wie in der Griinmasse, was insgesamt fiir eine hohe genetische
Determinierung der GSL-Gehalte spricht.

Zwischen den Gruppen von GSL und auch einzelnen GSL gab es allerdings Unterschiede.
Fiir Indol-GSL im Vergleich zu Alkenyl-GSL und Gluconasturtiin wurden groRere relative
Anteile der Varianzkomponenten der Umwelt gegeniiber den relativen Summen der Va-
rianzkomponenten der Genotypen und der Genotyp-Umwelt Interaktion gefunden, was
als Hinweis auf eine groRere Beeinflussung der Indol-GSL Gehalte durch Umweltein-
flisse im Vergleich zu den Alkenyl-GSL interpretiert werden kann. Auch Schilling (1991)
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flhrt niedrigere Heritabilitaten fiir Indol-GSL auf gesteigerte Genotyp-Umwelt Interak-
tionen zurtick.

Fir alle GSL-Merkmale bestanden signifikante Interaktionen der Genotypen mit den
Umwelten. Dies zeigt, dass die GSL-Gehalte der Genotypen in Abhangigkeit der Umwel-
ten unterschiedlich ausgepragt waren. Da in dem Faktor Umwelt sowohl die Effekte aus
Standorten und Jahren enthalten waren und die Zahl der Umwelten fiir Griinmasse-
merkmale mit neun recht grol8 war, sind diese Interaktionen nicht unerwartet, wie auch
Milford & Evans (1991) bestatigen. Die Variation zwischen Standorten und Jahren (Kapi-
tel 3.1.4) verdeutlicht das Vorkommen von Interaktionen. Zwischen den Jahren 2012
und 2013 gab es keinen deutlichen Jahreseffekt, wahrend die Gehalte in 2011 nur halb
so hoch waren wie 2012 und 2013. Die Ursachen dafir bleiben unklar, wobei die Vege-
tationsperiode 2010/11 durch einen strengen Winter mit Auswinterung zweier Orte und
einem spat einsetzenden Vegetationsbeginn gekennzeichnet war. Beziiglich der Stand-
ortvariation gab es eine groRe Variation von ca. 8 umol in Peine 2013 und 16 umol in
Weende 2012. Interessant an den Jahren 2012 und 2013 ist, dass die Rangierung der
Orte im Gesamtgehalt gleich blieb. Rosa et al. (1997) erwahnen einen Einfluss der Bo-
dengite auf die Gesamtgehalte. Und auch Milford & Evans (1991) berichten von Stand-
orten mit wiederholt niedrigen Gesamtgehalten, was die konsistente Reihenfolge der
Standorte in 2012 und 2013 beziglich ihrer Gesamtgehalte erklaren konnte. Inwiefern
die Interaktionen einzelner Genotypen mit der Umwelt an einem Standort zwischen den
beiden Jahren gleichartig waren, wird bei dieser Annahme allerdings nicht berlcksich-
tigt. Weiterhin wird in Studien von abiotischen Faktoren wie beispielsweise Temperatur,
Photoperiode und Einstrahlungsintensitat (Charron et al. 2005, Charron & Sams 2004)
oder auch Wasserversorgung, Temperatursumme nach Blite oder Nahrstoffversorgung
(Milford & Evans 1991) der Pflanze berichtet, die einen Einfluss auf die Gesamtgehalte
haben kdnnen. Zieht man zudem biotische Einflussfaktoren hinzu, die eine Induktion der
GSL-Synthese bewirken kénnen verkompliziert sich das Bild weiter (Textor & Gershen-
zon 2009). Es muss daher angenommen werden, dass die Orts- und Jahreseffekte der
GSL-Gehalte durch komplexe Pflanze-Umwelt Interaktionen zustande kommen.

(3) Sind Veranderungen der Glucosinolatgehalte und —zusammensetzungen in der
Grinmasse vom Schossen zur Blite hin zu beobachten?

Als deutlichster Einflussfaktor auf die GSL-Gesamtgehalte hat sich in dieser Arbeit der
Probenahmetermin herausgestellt (Abbildung 3.2). Die Probenahmetermine zu Schoss-
beginn (T1) und zu Bliihbeginn (T2) miissen dazu in den Verlauf der GSL-Gehalte im Laufe
der Ontogenese eingeordnet werden. Der Vergleich mit Werten aus anderen Studien ist
problematisch, da neben unterschiedlichen Genotypen auch die Entwicklungsstadien
und Pflanzenfraktionen fiir die Probenahme nicht immer klar zugeordnet werden kon-
nen.
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Die hier festgestellte mittlere Abnahme der GSL-Gehalte von rund 18 pumol zu Schossbe-
ginn auf 4 umol zu Blithbeginn steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Studien (JUrges 1982, Stephani 1985, Clossais-Besnard & Larher 1991, Porter et al. 1991,
Bennert 1992, Fieldsend & Milford 1994a,b). Allen Studien finden unabhangig von den
untersuchten Genotypen adhnliche Verlaufe der Gesamtgehalte in der Griinmasse wah-
rend des Vegetationsverlaufs. Dieser ist durch eine starke Abnahme der Gesamtgehalte
(umol/g TM) in den ersten Tagen nach der Keimung gekennzeichnet. Mit beginnender
Photosynthese sinken die Gehalte weiter ab, die Gesamtmengen (umol/Pflanze) steigen
jedoch an. Dies deutet auf eine hohere Rate der Trockenmassebildung gegentiber der
GSL-Synthese hin, sodass die Gehalte durch diesen Verdiinnungseffekt sinken (Porter et
al. 1991, Rosa 1999). Hin zum Rosettenstadium als Uberwinterungsform stagnieren oder
erhohen sich sowohl die Gesamtgehalte als auch Gesamtmengen leicht. Wahrend des
Schossens (hohe Biomassezunahme) bis zum Bliihbeginn nehmen die Gesamtgehalte
weiter stark ab, wahrend die GSL-Gesamtmengen pro Pflanze steigen (Bennert 1992).
Ab der Schotenbildung hin zur Reife werden weiter GSL synthetisiert, sodass die Ge-
samtmenge pro Pflanze, aber auch die Gehalte bzw. Konzentrationen in den Schoten
steigen. Es bleibt anzumerken, dass dieser allgemeine, auf die Gesamtpflanze bezogene
Verlauf der GSL-Gehalte weiter differenziert werden muss, da Unterschiede sowohl zwi-
schen verschiedenen Pflanzenteilen, als auch innerhalb dieser bestehen (Porter et al.
1991).

Jirges (1982) findet beispielsweise bei einer hoch- und niedrig-GSL haltigen Sorte eine
Abnahme der Alkenylgehalte in der gesamten Griinmasse von deren Maximum zu Ve-
getationsbeginn (10 Wochen vor Bliite) von 39 bzw. 7 umol auf 21 bzw. 2 umol zu Bliih-
beginn und eine weitere Abnahme zu Beginn der Schotenbildung auf 15 % der
Ausgangsgehalte. Im Verlauf der Samenausbildung steigen dort die Gehalte wieder auf
ihre Ausgangswerte. Dieser Anstieg der Gesamtgehalte in der Griinmasse kann in der
Untersuchung auf die Steigerung der Gehalte in generativen Geweben zurlickgefiihrt
werden. Auch Clossais-Besnard & Larher (1991) finden eine Abnahme der GSL-Gehalte
in der Griinmasse wahrend des vegetativen Wachstums. Mit Einsetzen der Bliite ist
diese Abnahme besonders stark. Ab der Schotenbildung steigen auch dort die Gesamt-
gehalte wieder an. Der von 4 bis 16 umol angegebene Bereich der Gesamtgehalte ist
vergleichbar mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Bei Bennert (1992) ist der Wertebereich
zu Schossbeginn in Abhangigkeit von Jahr und Sortentyp deutlich niedriger. Eine Ab-
nahme wird aber dennoch festgestellt.

Neben der Veranderung der GSL-Gesamtgehalte veranderte sich auch die GSL-Zusam-
mensetzung wahrend der Ontogenese (Tabelle 3.2). Die prozentuale Veranderung der
Zusammensetzung von T1 zu T2 ist vom Genotyp abhangig, im Mittel aber relativ gering.
Tendenziell scheint die relative Veranderung in Genotypen mit geringen absoluten Ab-
nahmen von T1 zu T2 gréBer zu sein (Abbildung 3.3). Mdglicherweise fiihren aufgrund
der niedrigen Gehalte héhere Fehler in der Analytik bzw. Probenahme zu vermeintlich
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groBen prozentualen Anderungen. Es existierten allerdings auch Genotypen wie bei-
spielsweise ,Abukuma natane’, die eine geringe absolute Abnahme und keine nennens-
werte prozentuale Anderung aufwiesen. Insgesamt war im Mittel der Genotypen der
Anteil von GBN um 8 %, von PRO um 2 % und von GBC um 2,5 % vermindert, wahrend
der Anteil von GNL um 3 % und von NAS und ALY um je 2 % erhéht war. Bei Fieldsend &
Milford (1994b) werden minimal ansteigende Anteile PRO und leicht abnehmende An-
teile von NAS, GBC und GBN wahrend des Schossens in der 00-Sorte ,Ariana‘ angegeben.
Bennert (1992) stellt vom Schossen zur Bliite einen abnehmenden Anteil GBN, aber an-
steigenden Anteil PRO bei der Sorte ,Jet Neuf” fest. Auch dort sind die Anderungen mit
< 10 % als eher gering einzustufen. Bei Stephani (1985) lassen sich keine deutlichen An-
derungen der Alkenylanteile von ,Jet Neuf’ zwischen Langenwachstum und Blihbeginn
feststellen. Zusammenfassend scheint in der Phase des Schossens keine drastische Um-
stellung der GSL-Zusammensetzung stattzufinden, was fiir die Hypothese eines Verdiin-
nungseffektes der GSL-Gehalte in Phasen mit starkem Wachstum spricht.

(4) Gibt es in der Grinmasse Unterschiede in den GSL-Gehalten und -Zusammen-
setzungen zwischen den Pflanzenteilen Blatt und Stangel?

Im Mittel der beiden Probenahmetermine lagen die Blattgehalte um ca. 3 umol niedriger
als die des Stangels, mit leicht erhéhten Anteilen an Alkenylen im Blatt (Kapitel 3.1.5).
Zu Bliihbeginn berichten Cleemput & Becker (2008) von Gehalten von 2,8 umol im Stan-
gel und 1,5 umol im Blatt. Weiter finden Cleemput & Becker (2012) Blattgehalte von 1
pmol und Stangelgehalte von 2 umol zur Probenahme Anfang Mai, welche damit zeitnah
am zweiten GSL-Probenahmetermin dieser Studie lag. Zur Schnittreife von Futterraps
ermittelt Jirges (1982) hohere Gehalte im Stangel als im Blatt und differenziert zwischen
weiteren Organen. Demnach hatte der obere, jlingere Teil der Sprossachse héhere Ge-
halte als der untere. Tragblatter sowie Blatter der Seitensprosse wiesen hohere Gehalte
als die Blatter des Hauptsprosses auf. Die Unterschiede zwischen Organen waren fir die
Indolgehalte geringer als fiir die Alkenylgehalte. Zehnfach héhere Gehalte im Stangel als
im Blatt schildern Rothe et al. (2004) in ihrer Studie. Im Herbst weisen Bradshaw et al.
(1983 und 1984) in Kohl und resynthetisiertem Raps hdhere Gehalte in Sprossachsen
nach. Auch Bennert (1992) stellt hohere Gehalte in Stangeln gegeniber Blattern fest.
Dort wird im Rosettenstadium zwischen unterschiedlich alten Blattern eine Abnahme
mit zunehmendem Alter festgestellt, was auch in den Studien von Jirges (1982), Porter
et al. (1991) und Li et al. (1999a) bestitigt wird. In Ubereinstimmung werden in Ara-
bidopsis thaliana héhere Konzentrationen in jlingeren als in dlteren Organen und starke
Abnahmen in seneszenten Blattern gefunden (Brown et al. 2003). Den Autoren zur Folge
konnen fiir die Abnahmen der Gehalte entweder Abbauprozesse im intakten Gewebe
oder eine Translokation in andere Organe urséachlich sein.

Die Korrelationen der Einzel-GSL und GSL-Gruppen (3.1.7) zwischen Blatt und Sténgel
waren fiir Gesamtgehalt, Alkenlye und NAS am Termin 1 sehr hoch, an Termin 2 etwas
niedriger. Die Beziehung der Indol-GSL zwischen Blatt und Stangel lag mit 0,68 an Termin
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1 bzw. 0,61 an Termin 2 leicht niedriger. Dies zeigt, dass die Indol-GSL zwischen den
Pflanzenteilen eine erhdhte Variabilitdt aufwiesen und damit eher einer gewebespezifi-
schen Regulation unterliegen als die Alkenyl-GSL. Da das physiologische Alter bestimm-
ter Fraktionen eines Pflanzenteils (z.B. obere vs. untere Sprossachse) einen groRen
Einflussfaktor auf die GSL-Gehalte zu haben scheint, muss beim Vergleich der Zusam-
menhadnge zwischen Pflanzenteilen auch immer beachtet werden, ob gleichaltrige oder
unterschiedlich alte Fraktionen verglichen werden. Hier wurden die Proben von Blattern
und Stangeln zum gleichen Zeitpunkt und aus dem gleichen Bereich entnommen, sodass
durch die Mischprobe ein ahnliches physiologisches Alter der Pflanzenteile angenom-
men werden kann und die hohen Korrelationen darin begriindet sind. In anderen Unter-
suchungen werden sowohl hohe Korrelationen mit 0,86 (Cleemput & Becker 2008) und
mittlere mit 0,65 (Cleemput & Becker 2012) angefiihrt.

Es kann festgehalten werden, dass sich die Pflanzenteile Blatt und Stangel in den Ge-
samtgehalten zwar signifikant unterschieden, die hohen Korrelationen aber auf eine
starke Ahnlichkeit der Pflanzenteile beziiglich ihrer GSL-Zusammensetzung hinweisen.

(5) Gibt es Unterschiede in den GSL-Gehalten und -Zusammensetzungen zwischen
Grinmasse und Samen? Wie ist die Beziehung zwischen Samen und Griinmasse?

Die Samen der hier untersuchten Genotypen besalRen mit im Mittel 58 umol fast sechs-
fach mehr GSL als das Mittel der Griinmasse mit 11 umol. Diese Mittelwerte sind jedoch
aufgrund der Abhangigkeit der Grinmassegehalte vom Entwicklungsstadium stark
durch die zwei Probenahmetermine beeinflusst. Es sind aber keine Studien bekannt in
denen héhere Maximalgehalte in der Griinmasse als im Samen gefunden wurden. Auch
bei Typen mit 00-Qualitat und sehr niedrigen Samengehalten wie hier GOE-1991 (Abbil-
dung 3.6) war der Griinmassegesamtgehalt stets niedriger als der des Samens. Es scheint
als stelle der Samen als Speicher- und Uberdauerungsorgan immer das Maximum der
Gesamtgehalte dar. Es stellt sich somit die Frage, wie sich hohe Samengehalte erklaren
lassen. Damit verknipft sind die Fragen, wo die Synthese der GSL des Samens stattfindet
und inwieweit Transportprozesse von GSL aus anderen Pflanzenteilen involviert sind.
Dazuist es hilfreich zunachst die Korrelationen zwischen Griinmasse und Samenmaterial
zu betrachten.

Zwischen Samen und Stangel, respektive Samen und Blatt konnten in Kapitel 3.1.7 fir
die Gesamt-und Alkenylgehalte fiir beide Termine der Probenahme mittlere Korrelatio-
nen im Bereich zwischen 0,53 und 0,68 ermittelt werden. Fiir das aromatische GSL NAS
lagen diese zwischen 0,37 und 0,53. Fiir die Indol-GSL gab es jedoch keine signifikanten
Beziehungen zwischen Samen und vegetativem Gewebe. Fiir die Alkenyl-GSL bedeutet
dies, dass die Gehalte zwischen vegetativer Phase und Samenreife nicht ganzlich unab-
hangig sind. Gabe es keinen Zusammenhang (wie bei den Indol-GSL) wiirden alle vier
Kombinationen von Genotypen zwischen den zwei Pflanzenteilen vorkommen (Abbil-
dung 3.6). Bei einem sehr strengen Zusammenhang (wie zwischen Blatt und Stangel)
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wirden sich nur die Kombinationen ,hoch Samen/hoch Griinmasse’ und ,niedrig Sa-
men/niedrig Grinmasse’ finden. Das Ergebnis, dass fur die Alkenyl-GSL die Genotyp-
Kombination aus ,hoch Samen‘ und ,niedrig Griinmasse’ existiert, die umgekehrte Kom-
bination aus ,niedrig Samen‘ und ,hoch Griinmasse’ jedoch nicht (zumindest nicht in die-
sem Material), deutet auf ein Verbindung zwischen GSL der Griinmasse und GSL der
Samen hin. Es konnte als Hinweis auf einen aktiven Transport von der Griinmasse als
Syntheseort und Source in die Samen als Sink interpretiert werden. Dies wiirde erklaren
weshalb die GSL-Gehalte der Griinmasse stets unterhalb derer von Samen liegen. Aus
wissenschaftlicher Sicht ware das Vorhandesein der Kombination aus ,niedrig Samen’
und ,hoch Griinmasse‘ zur Untersuchung der Pflanze-Schadling Beziehungen und Wir-

kungen von GSL auf Schadlinge sehr interesssant.

In der Literatur finden sich sehr unterschiedliche Korrelationen zwischen Samen und
Grinmaterial, was neben der Materialauswahl auch auf unterschiedliche Probenahme-
zeitpunkte zurlickzuflihren ist. So findet Jlirges (1982) zu Blihbeginn bei 18 Rapsgeno-
typen eine Korrelation der Alkenylgehalte von 0,76 und zur Schnittreife nach 8 Wochen
bei 20 Futterrapssorten sogar eine Korrelation der Alkenylgehalte von 0,86. Hohe Kor-
relationen finden auch Schilling & Friedt (1991) mit 0,85 bzw. Stephani (1985) von 0,72
bis 0,85. In Ubereinstimmung mit dieser Arbeit finden weder Herrmann (1992) noch
Schilling (1991) eine Korrelation der Indolgehalte mit denen anderer Pflanzenteile. In
Material mit 00-Qualitat existiert bei Demes (1989) keine signifikante Korrelation (r =
0,20). Allerdings wurden dort Pflanzen im Rosettenstadium verwendet. Uber ebenfalls
niedrige Korrelationskoeffizienten von 0,34 zwischen Blatt- und Samen-GSL berichten
Cleemput & Becker (2008). Leicht héhere Koeffizienten von 0,47 (0,39) finden Cleemput
& Becker (2012) zwischen GSL im Samen- und Blatt (Stangel). Schilling & Friedt (1991)
weisen darauf hin, dass die Korrelation fiir den GSL-Gesamtgehalt im Bereich von Sa-
mengehalten unter 20 umol deutlich enger ist.

Neben der Beziehung zwischen Griinmasse und Samen ist auch die mittlere Zusammen-
setzung beider Pflanzenteile interessant. Uberproportionale Anteile von PRO, GNA und
40H im Samen wurden bei Buchner (1988), Clossais-Besnard & Larher (1991) und Ben-
nert (1992) festgestellt. Betrachtet man die GSL-Zusammensetzung der Samen (Abbil-
dung 3.1), so konnen die héhere Anteile von 40H, PRO und GNA im Samen und
verminderte Anteile an GBC, GBN und ALY im Vergleich zur Griinmasse bestatigt wer-
den. Es wird angenommen, dass der Embryo nicht zur de-novo Synthese von GSL fahig
ist (Bergmann 1970, Nour-Eldin & Halkier 2009). Da der GSL-Gehalt von Kreuzungen ma-
ternal determiniert wird, wird als Ort der Synthese der Samen-GSL die Schotenwand an-
genommen (De March et al. 1989, Lein 1972a, Buchner 1988, Bilsborrow et al. 1993).
Zusatzlich wird aber auch ein Transport aus anderen Pflanzenteilen in den Sink Schote
als wahrscheinlich erachtet (Clossais-Besnard & Larher 1991, Bennert 1992, Bilsborrow
et al. 1993). Bennert (1992) zeigt weiterhin, dass die Schotenwéande bis 30 Tage nach
Bestdaubung Alkenyl-GSL akkumulieren und bis zur Reife im Gegensatz zu den Samen je-
doch kaum GSL mehr aufweisen, was ebenfalls auf Transportprozesse hindeutet. Von
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Herrmann (1992) wird in Futterungsversuchen eine Hydroxylierung von GBC bzw. des-
sen Vorstufen zu 40H im Embryo nachgewiesen, jedoch kein Umbau von Alkenylen. Eine
Erklarungsmoglichkeit flir die Unterschiede der GSL-Zusammensetzung zwischen Samen
und Griinmasse besteht in GSL-Transportern mit einer Spezifitat fir bestimmte Alkenyl-
GSL.

(6) Wie lasst sich die zeitliche und rdaumliche Glucosinolatverteilung innerhalb der
Pflanze erklaren?

Aus physiologischer Sicht werden Mengen von Inhaltstoffen in der pflanzlichen Zelle
durch die Summe der Prozesse Neusynthese, Abbau und Transport bestimmt (Chen &
Andreasson 2001). Fur die Reduktion der GSL-Gehalte in seneszenten Organen, die
kaum eine GSL-Neusynthese aufweisen, kdnnen entweder ein Abbau oder eine Reallo-
kation verantwortlich sein. Uber einen Abbau der GSL innerhalb der intakten Pflanze,
womoglich auch durch Myrosinase-ahnliche Enzyme, ist wenig bekannt (Brown et al.
2003).

Mit der Entdeckung von zwei GSL spezifischen Transportern (GTR1 und GTR2) in Ara-
bidopsis konnte der seit langem angenommene Langstreckentransport von aliphati-
schen Glucosinolaten nachgewiesen werden (Nour-Eldin et al. 2012). Die Doppel-
Knockout-Mutante gtrigtr2 ist im Samen frei von GSL und zeigt eine deutliche Uberak-
kumulation von aliphatischen GSL in Blattern und Schotenwanden. Die Ergebnisse im-
plizieren, dass keine Neusynthese von GSL im Embryo stattfindet und GTR1 und GTR2
fir den Transport der GSL in den Embryo verantwortlich sind (Nour-Eldin et al. 2012,
Nour-Eldin & Halkier 2013). Indol-GSL werden nicht durch die beiden GTR-Transporter
verlagert. Der Langstreckentransport von aliphatischen GSL im Phloem und Xylem hat
damit einen entscheidenden Einfluss auf die Verteilung zwischen Organen. Es liegen
Source-Sink-Beziehungen vor, die sich im Laufe der Pflanzenentwicklung andern und da-
mit eine Erklarung fur Veranderungen der GSL-Gehalte liefern (Andersen et al. 2013,
Andersen & Halkier 2014, Madsen et al. 2014).

Demnach synthetisieren in vegetativen Stadien sowohl Wurzel als auch Blatter GSL, wel-
che bidirektional zwischen den Organen transportiert werden. Die Wurzeln sind dabei
ein primarer Sink fir langkettige aliphatische GSL; in den Bldttern werden kurz- und lang-
kettige aliphatische GSL akkumuliert (Andersen et al. 2013). Inwieweit schwefelreiche
S-Zellen nahe den GefdaRbahnen eine (temporare) Senke fur GSL darstellen, ist nicht ab-
schlieBend geklart (Nour-Eldin & Halkier 2009, Koroleva et al. 2010, Sarsby et al. 2012).

Wenn die Pflanze mit dem Beginn des Schossens von der vegetativen in die generative
Phase Ubergeht, andern sich die primaren Sinks fur GSL hin zu den Bliten und spater zu
den Schoten und Samen (Andersen & Halkier 2014, Watanabe et al. 2013). Bezliglich der
Herkunft der Alkenyl-GSL im Samen kann davon ausgegangen werden, dass ein Teil in
der Schotenwand synthetisiert wird und ein Teil per Langstreckentransport liber Phloem
und Xylem aus anderen vegetativen Pflanzenteilen stammt (Chen & Andreasson 2001,
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Nour-Eldin & Halkier 2009, Petersen et al. 2002, Lein 1972a). Die in dieser Arbeit gefun-
dene Korrelation von 0,62 zwischen Samen und Griinmassegehalten stitzt diese Hypo-
these. Dieser Argumentation folgend wiirde im Umkehrschluss eine kaum vorhandene
Korrelation der Indol-GSL von 0,14 hingegen bedeuten, dass diese keinem bzw. nur ei-
nem minimalem Transport aus vegetativem Gewebe in den Samen unterliegen.

Flr die samenspezifische GSL-Zusammensetzung im Vergleich zu der Grinmassezusam-
mensetzung kann entweder ein selektiver GSL-Transport in den Embryo verantwortlich
sein oder aber der Embryo ist in der Lage Modifikationen von bestimmten GSL oder GSL-
Vorstufen vorzunehmen. Die Hinweise aus der Literatur sprechen fir die zweite Mog-
lichkeit: Die Ergebnisse von Hermann (1992) zeigen, dass eine Hydroxylierung von Indol-
GSL im Rapsembryo stattfindet. Von Kliebenstein et al. (2007) wird in Arabidopsis ein
Kandidatengen fir die samenspezifische Akkumulation von Benzoyloxy-GSL gefunden.
Auch Nour-Eldin & Halkier (2009) kommen aufgrund von Genexpressionsdaten in Ara-
bidopsis zu dem Schluss, dass Gene fiir die GSL-Neusynthese im Embryo nicht funktional
sind, wohl aber diejenigen fiir sekundare Modifikationen.

Die erwdhnte Verschiebung von Source-Sink-Beziehungen konnte ein physiologischer
Grund fiir die Befunde aus vielen Studien sein, dass vegetative Pflanzenteile mit gerin-
gem physiologischem Alter héhere konstitutive Gehalte an Sekundarmetaboliten ent-
halten als seneszente und dass generative Teile haufig hohere Gehalte aufweisen als
vegetative (Brown et al. 2003, van Dam et al. 1996, Ohnmeiss & Baldwin 2000, McCall
& Fordyce 2010, Strauss et al. 2004, Porter et al. 1991, Petersen et al. 2002).

Eine Erklarung fur diese haufig beobachtet Verteilung von GSL innerhalb von Pflanzen
versucht die ,,Optimal Defence Theory” (ODT) aufgrund der unterstellten Funktion von
GSL in der Abwehr der Pflanze zu geben. Sie ist eine von mehrere Hypothesen aus dem
Feld der ,Theorie der Pflanzenabwehr”, deren Ziel es ist die phanotypische, genetische
und geographische Variation von pflanzlichen Abwehrmechanismen zu erklaren und
vorherzusagen (Stamp 2003).

Die ODT nach McKey (1974) zieht drei Hauptfaktoren in Betracht: 1) Das Risiko bzw.
Wahrscheinlichkeit mit der eine Pflanze oder bestimmte Pflanzenteile angegriffen wer-
den, 2) die Wichtigkeit eines Pflanzenteils fir die Fitness bzw. Reproduktion der Pflanze
und 3) die Kosten eines Abwehrmechanismus im Sinne von Nahrstoffen und Energie, die
nicht fiir das Pflanzenwachstum zur Verfligung stehen. Demnach ist die Vorhersage der
Hypothese, dass Pflanzenorgane mit niedrigem Befallsrisiko und geringer Wichtigkeit fiir
die Vollendung der Pflanzenentwicklung auch niedrige Gehalte an konstitutiven Ab-
wehrstoffen enthalten, deren Synthese jedoch gut induziert werden kann. Umgekehrt
sollten ,wertvolle” Organe, mit hohem Risiko geschadigt zu werden, ein hohes Niveau
an konstitutiven Abwehrstoffen aufweisen (Zangerl & Bazzaz 1992).

Experimentell konnten Lambdon et al. (2003) zum Beispiel bestatigen, dass zum einen
dltere Blatter von Tauben und Schnecken haufiger befressen wurden als jlingere und
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dass zum anderen das Verhaltnis von GSL zu Stickstoff in jingeren Blattern im Maximum
war. Es sei allerdings angemerkt, dass die Rolle der GSL in der Schadlingsabwehr eine
vieldiskutierte und offene Frage ist, da hohe Gehalte an konstitutiven Inhaltsstoffen
nicht nur eine Schutzfunktion gegeniiber Wirtsgeneralisten ausliben kdnnen, sondern
auch angepasste Wirtsspezialisten anziehen kénnen (Ahuja et al. 2010).

Wenn man davon ausgeht, dass die Synthese von Abwehrsubstanzen fiir die Pflanze mit
Kosten in Form von Energie und Nahrstoffen verbunden ist, erscheint eine Umverteilung
zwischen Organen im Zeitverlauf aus Sicht der Pflanze effizient, da Kosten fiir Neusyn-
these vermieden und durch den Transport eine optimale Verteilung in der Pflanze si-
chergestellt werden kann. Unterstitzt wird die ,,Kostenannahme®” der ODT von Bekaert
et al. (2012), die in einem Modell bei Arabidopsis errechnen, dass fiir das Vorhalten der
Glucosinolatabwehr eine um 15 % erhdhte Photosyntheseleistung bendtigt wird. Auch
experimentell konnte gezeigt werden, dass die GSL-Synthese Kosten verursacht, da ver-
schiedene GSL-Knock-Out Mutanten hohere standardisierte Wachstumsraten aufwie-
sen als Wildtypen (Zist et al. 2011).

Zusammengefasst lassen der Nachweis eines GSL-Transportmechanismus und die Ver-
schiebung von Source-Sink-Beziehungen im Zeitverlauf die in dieser Arbeit gefundenen
Ergebnisse zur Variation der GSL-Gehalte innerhalb der Rapspflanze und wahrend der
Pflanzenentwicklung plausibel erscheinen. In Verbindung mit der dargestellten Literatur
sind folgenden Hypothesen als Erklarung der Ergebnisse denkbar:

(1) Zum ersten GSL-Probenahmetermin im Langenwachstum stellen der obere Teil
des Hauptsprosses und die ihn umgebenden Blatter (die beprobt wurden) einen
primdren Sink dar. Es finden sich hohe Gehalte, weil die SproRspitze der
Pflanzenteil ist, der spater flr die Reproduktion benétigt wird und daher einen
hohen Wert fir die Fitness der Pflanze innehat.

(2) Zum zweiten Probenahmetermin bei Blihbeginn werden niedrigere Gehalte in
der Grinmasse gefunden als zum ersten Termin, weil SproR und Blatter ein
hoheres physiologisches Alter aufweisen und einen niedrigeren Stellenwert flr
die Fitness der Pflanze besitzen. Sie stellen nun eine Quelle fiir den primaren
Senke, die Knospen bzw. spater die Bliiten dar.

(3) Diese ist das Organ, welches nun maximalen Schutz durch GSL gegeniber
FraRfeinden bendtigt. Dementsprechend lassen sich hohe Gehalte der Knospen
bzw. der Blite teils durch die Reallokation von GSL aus vegetativen Geweben per
Langstreckentransport und teils durch Neusynthese erklaren.

(4) Nach der Bestaubung bilden zunachst die jungen Schoten und spdter Embryonen
die wichtigste Senke fiir GSL.

(5) Im Zuge der zunehmenden Seneszenz der Pflanze werden GSL aus &lteren
Geweben in die Samen (hoher Fitnesswert) verlagert. Da in abgeworfenen
Blattern kaum nennenswerte Gehalte an GSL gefunden werden, sind diese
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bereits vor dem Blattabwurf umgelagert worden, um einen Verlust mit Hinblick
auf investierte Nahrstoffe und Energie zu minimieren.

(6) Mit dem Absterben der Pflanze und der Samenreife besitzen die Samen als
Uberdauerungsorgane die héchsten GSL-Gehalte. Die Samen-GSL stammen zum
Teil aus den vegetativen Pflanzenteilen und sind in die Schote transportiert
worden. Der andere Teil ist in den Schotenwanden synthetisiert worden.

(7) Die GSL-Zusammensetzung im Samen wird durch sekundare Modifikationen von
GSL im Embryo erreicht. Der Embryo ist nicht zur Neusynthese von GSL fahig.

Die Identifizierung erster GSL-Transporter ist ein Puzzleteil im Verstandnis der Interakti-
onen zwischen Pflanzen und ihrer Umwelt. Obwohl das GSL-Myrosinase System ein in
Arabidopsis gut untersuchtes Modellsystem ist, dessen Gene und Transkriptionsfakto-
ren der Biosynthese weitgehend bekannt sind (Grubb & Abel 2006, Kliebenstein 2009,
Schweizer et al. 2013, Frerigmann & Gigolashvili 2014), zeigt das Beispiel der inner-
pflanzlichen und temporalen GSL-Variation, dass die Regulation des GSL-Stoffwechsels
auf hoheren Ebenen durch ein komplexes, dynamisches Netzwerk in der Pflanze gesteu-
ert wird (Kliebenstein 2014a, Yan & Chen 2007). In diesem ist der Sekundarstoffwechsel
der GSL durch Querverbindungen mit dem Primarstoffwechsel von Stickstoff und
Schwefel (Sonderby et al. 2010a, Yatusevich et al. 2010), mit durch abiotischen oder
biotischen Stress ausgelosten Signalkaskaden (Steinbrenner et al. 2012, del Carmen
Martinez-Ballesta et al. 2013) und endogenen Prozessen der Pflanzenentwicklung, wie
der Seneszenz, verkniipft (Watanabe et al. 2013). Erste Erkenntnisse Giber das Zusam-
menspiel solcher regulatorischer Netzwerke zeigen, dass ein umfassendes Verstandnis
Uber die Reaktion der Pflanze auf Umwelteinfliisse oder Schadlingsbefall trotz wichtiger
wissenschaftlicher Fortschritte noch in weiter Ferne liegt (Kliebenstein 2014a).

4.2 Zusammenhang zwischen Befall mit Rapsstingelschiadlingen und
Glucosinolatgehalten und -mustern

Wirtspflanzenresistenzen gegeniiber Schadinsekten kénnen auf zwei Mechanismen be-
ruhen: Antixenosis oder Antibiosis (Schoonhoven et al. 2005). Antixenosis oder auch
Nicht-Praferenz bezeichnet dabei die Eigenschaften resistenter Genotypen, fiir Schadin-
sekten kein attraktiver Wirt zu sein, indem eine negative Reaktion beim Schadorganis-
mus hervorgerufen wird und sie damit nicht als Niederlassungsort, Nahrungsquelle oder
Eiablageort praferiert werden. Antibiose hingegen beschreibt den negativen Einfluss
von Pflanzeneigenschaften auf die Physiologie von Insekten oder ihren Nachkommen,
die sich in verminderter Fruchtbarkeit, verzogertem Wachstum oder kiirzerer Lebens-
dauer duBert. Resistenzen kdnnen allgemein durch morphologische Eigenschaften oder
Pflanzeninhaltsstoffe vermittelt werden (Schoonhoven et al. 2005). Von den sekundéaren
Pflanzeninhaltsstoffen ist bekannt, dass sie einen Einfluss auf die Wirtspflanzenattrakti-
vitdt und -qualitat haben kdnnen (Mithen 1992, Bennet & Wallgrove 1994, Giamoustaris
& Mithen 1995, Hopkins et al. 2009, Bruce 2014).
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Da Glucosinolate (GSL) ein Charakteristikum der Kreuzblitler sind und die Funktion des
GSL-Myrosinase System als konstitutiver Abwehrmechanismus gegeniiber Wirtsgenera-
listen gesehen wird (Bones & Rossiter 1996), liegt es nahe zu vermuten, dass GSL oder
ihre Abbauprodukte einen Einflussfaktor auf das Verhalten spezialisierter Insekten bei
der Wirtspflanzenwahl, bei der Eiablage oder beim FraR haben kénnen. Diese Vermu-
tung wird durch zahlreiche Untersuchungen gestiitzt, welche eine Fiille an Literatur ge-
neriert haben und beispielsweise von Hopkins et al. (2009) oder Bjorkman et al. (2011)
zusammengefasst wurden.

Das Verhalten von spezialisierten Insekten bei der Wirtspflanzenwahl kann in drei
Hauptschritte unterteilt werden: 1) Suche, 2) Kontaktevaluation und 3) Akzeptanz
(Schoonhoven et al. 2005). Es stellt sich die Frage, in welcher dieser Phasen GSL eine
Rolle fiir Insekten spielen konnen. Wahrend das Insekt in der Phase der Suche nach ge-
eigneten Wirtspflanzen (iber einen gewissen Abstand zu dieser hauptsachlich durch vi-
suelle und olfaktorische Reize beeinflusst wird (Bruce et al. 2005), spielen in der Phase
der Wirtsevaluation und —akzeptanz auf der Pflanze sensorische, gustatorische und ol-
faktorische Reize eine Hauptrolle (Schoonhoven et al. 2005).

In der Phase der Wirtspflanzensuche kénnen GSL also nur liber volatile Abbauprodukte
insbesondere Isothiocyanate einen olfaktorischen Reiz fir das Insekt darstellen (Halkier
& Gershenzon 2006, Blight & Smart 1999). Dass vielmehr die Abbauprodukte der GSL
anstatt der Ausgangs-GSL die aktiven biologischen Verbindungen sind, ist sehr wahr-
scheinlich (Agrawal & Kurashige 2003, Renwick 2002, Renwick et al. 2006, Bartlet et al.
1993, Agerbirk et al. 2009). Da GSL in der Pflanze aber im intakten Gewebe in der Va-
kuole vorliegen und nicht ohne Myrosinase zu volatilen Stoffen abgebaut werden kon-
nen (Kissen et al. 2009), misste die Pflanze entweder beschadigt werden oder die GSL
durch einen unbekannten Abbauprozess im intakten Gewebe umgesetzt werden, damit
volatile GSL-Abbauprodukte durch die Pflanze abgegeben werden kénnen. In diesem
Fall konnen die Abbauprodukte der GSL entweder das Schadinsekt als , Attractant” in
Richtung der Pflanze anziehen oder als ,Repellent” von der Pflanze abschrecken
(Schoonhoven et al. 2005, Hopkins et al. 2009).

Befindet sich das Insekt auf der Pflanze kénnen in der Phase der Kontaktevaluation so-
wohl die intakten GSL als auch deren Abbauprodukte gustatorische oder olfaktorische
Reize darstellen. Beispielsweise kann durch einen Probeanstich des Gewebes oder einen
Reifungsfral} eine Umsetzung der GSL durch Myrosinase erfolgen. Demnach kénnen GSL
oder deren Hydrolyseprodukte als ,Stimulans” Fral} oder Eiablage fordern oder als ,,De-
terrent” hemmen (Schoonhoven et al. 2005, Hopkins et al. 2009). Ob intakte GSL auf der
Blattoberflache des Raps vorkommen ist nicht abschlieBend geklart (Stadler & Reifen-
rath 2009, Badenes-Perez et al. 2011).

(1) Kann zwischen Genotypen eine Differenzierung im Befall mit Stangelschadlingen
festgestellt werden?
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Als ersten Schritt galt es zu klaren, ob eine genetisch bedingte Variation fir die Anfallig-
keit gegenliber den Stangelrisslern innerhalb des vorhandenen Materialsatzes besteht.
Die hier untersuchten Genotypen wurden dazu (iber die Wirtspflanzen- und Eiablage-
praferenz der Schadlinge anhand der Merkmale ,Larven pro Pflanze” und , Anteil Stan-
gelfrall” phanotypisiert.

In den Freilandversuchen hat sich gezeigt, dass der Befallsdruck durch Rapsstangelriiss-
ler (RSR) und Kohltriebrissler (KTR) im Mittel auf einem niedrigen Niveau unter 3 Larven
pro Pflanze lag (Kapitel 3.2.1). Fiir den RSR wurden nur am Standort Weende in den
Jahren 2012 und 2013 signifikante genotypische Unterschiede fiir die Merkmale RSR-
Larven pro Pflanze (RSR-LPP) und Stem-Injury-Coefficient (STIC) festgestellt. Die Uber-
einstimmung dieser zwei Merkmale zwischen den Jahren 2012 und 2013 am Standort
Weende war gering (RSR-Larven 0,15 und STIC 0,37), was auf hohe Genotyp-Jahr Inter-
aktionen fir die beiden Befallsmerkmale schlieRen ldsst. Flr die Anzahl KTR-Larven pro
Pflanze (KTR-LPP) gab es in keiner Umwelt eine signifikante Differenzierung der Genoty-
pen. Wahrend der durchschnittliche Befall in einigen Umwelten gleichbleibend niedrig
war, wie zum Beispiel in Einbeck, wies der Standort Weende einen hoheren mittleren
Befall auf. Dies zeigt, dass der je nach Jahr und Standort schwankende Befall in einem
GrofRteil der Umwelten nicht ausreichend war, um eine Differenzierung zwischen den
Genotypen zu verursachen. Anderseits ist es moglich, dass der Befallsdruck zu hoch ist
und alle Genotypen gleichmaRig stark befallen werden. Fir den KTR-Befall kénnte das
der Fall in der Umwelt ,Peine 2013‘ gewesen sein, in dem es ein hohes Befallsniveau
vorlag, aber dennoch keine statistische signifikante Differenzierung moéglich war. In dem
Boxplot (Abbildung 3.10) ist zu erkennen, dass die genotypische Spannweite der mittle-
ren Anzahl Larven pro Pflanze in dieser Umwelt von 6 bis 21 Larven sehr groR war und
es eine deutliche Differenzierung der Genotypen gab, diese jedoch nicht statistisch sig-
nifikant war. Es ist wahrscheinlich, dass ein hoher Versuchsfehler bei nur zwei Wieder-
holungen die Ursache fiir die fehlende Signifikanz ist.

Insgesamt bleibt Gber die Versuchsanstellung im Freiland festzuhalten, dass sich die Bo-
nitur des Russlerbefalls schwierig gestaltete. Auch im Hinblick auf die zeitaufwandige
Bonitur des Larvenbefalls sollten fiir zukiinftige Versuchsfragestellungen die Versuchs-
standorte sorgfaltig ausgewahlt werden. Bevorzugt werden sollten wenige Orte mit
vorab bekanntem, hohem Befallsdruck, welche dann auch mit einer héheren Anzahl an
Wiederholungen angelegt werden kénnen. Fir kleinere Prifumfange kdnnen auch Ver-
suche im Halbfreiland eine Alternative sein, bei denen die Schaderregerdichte kontrol-
liert werden kann (vgl. Kapitel 2 bei Schafer-Kosterke 2015).

Ein weiteres Problem, welches in Kapitel 4.1 bereits angesprochen wurde, ist das Vor-
handensein von Unterschieden in der Pflanzenentwicklung zwischen Genotypen zu ei-
nem bestimmten Zeitpunkt. Die gleichzeitige Variation in vielen verschiedenen
Merkmalen kann die Wirtspflanzenwahl oder Eiablagepraferenz der Stangelrissler be-
einflussen. So berichtet Blichi (1996), dass es eine Prdferenz der RSR-Weibchen fiir die
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Eiablage in Abhangigkeit von der Stangellange gibt und Pflanzen kleiner als 22 cm be-
vorzugt belegt werden. Eine negative Korrelation zwischen der Anzahl abgelegter Eier
pro Pflanze und der Lange des Haupttriebes konnte von Schafer-Kosterke (2015) besta-
tigt werden. So ist es moglich, dass Pflanzen tiber 22 cm oder allgemein friihe Genotypen
sich dem Befall der Schadlinge entziehen und nicht mehr mit Eiern belegt werden. Dieser
,Frihzeitigkeitseffekt” kann aber zlichterisch nicht genutzt werden, weil er keine gene-
tische Resistenz darstellt (Schoonhoven et al. 2005).

(2) Bestehen lineare Zusammenhange zwischen Gehalten an einzelnen Glucosinolaten
oder Gruppen von Glucosinolaten und den erfassten Befallsmerkmalen?

In Kapitel 3.2.2 wurde versucht mit Korrelationen zwischen Merkmalen, die den Befall
abbilden und Gehalten von einzelnen GSL oder Gruppen von GSL zu einem bestimmten
Zeitpunkt ein Zusammenhang herzustellen. Untersuchungen zur Beziehung zwischen
GSL und RSR-Befall sind bis dato nicht bekannt. Fiir den KTR existiert eine Studie in der
auch der GSL-Gehalt als Faktor in Betracht gezogen wird (Eickermann 2008, Eickermann
etal. 2011).

In dem hier untersuchten Material wurden weder signifikante Korrelationen zwischen
der Anzahl RSR-Larven pro Pflanze (RSR-LPP) noch zwischen dem Stem-Injury-Coeffi-
cient (STIC) und Gehalten an einzelnen GSL oder Gruppen von GSL gefunden. Ferner lie-
Ren sich keine eindeutigen Tendenzen der Korrelationskoeffizienten hin zu positiven
oder negativen Beziehungen ableiten. Fir die Anzahl KTR-Larven pro Pflanze (KTR-LPP)
bestand keine signifikante genotypische Variation, sodass keine aussagefahigen Korre-
lationen zu erwarten waren. Die bei Eickermann et al. (2011) festgestellten positiven
Korrelationen des STIC von KTR-Larven mit den Blattgehalten an NAS, GBC und 4ME und
die negative Korrelation zwischen 40H konnten nicht bestatigt werden. Positive Korre-
lationen bedeuten fiir den Larvenfral} im Stangel eine Frallstimulierung, flir negative
Korrelationen eine FraBhemmung.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

1) Es besteht kein eindeutiger linearer Zusammenhang zwischen GSL-Gehalten
und der Wirtspflanzenattraktivitat oder Eiablagepraferenz der beiden
Stangelrissler und andere morphologische oder chemische Faktoren sind
ausschlaggebend fiir das Verhalten der Insekten.

2) Die Art und Weise der Versuchsanstellung war nicht in der Lage einen
moglicherweise bestehenden Zusammenhang aufzudecken.

Beziiglich der Versuchsanstellung ist zunachst kritisch anzumerken, dass nur zwei Um-
welten ausgewertet wurden, in denen es abgesicherte Unterschiede fiir die Befallsmerk-
male RSR-LPP und STIC zwischen den Genotypen gab. Die Ubereinstimmung der
Genotypenrangierung zwischen den beiden Jahren war fiir beide Merkmale niedrig, so-
dass hohe Genotyp-Jahr Wechselwirkungen bestanden. Die niedrige Anzahl der Geno-
typen mit 23 in 2012 bzw. 26 in 2013 ldsst generelle Aussagen nicht zu, sodass die
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Ergebnisse nur fir die untersuchten Genotypen gelten und in anderen Materialsatzen
andere Zusammenhange gelten kénnen.

Weiter stellt sich die Frage, ob das Merkmal ,Anzahl Larven pro Pflanze’ die Wirtspflan-
zenattraktivitat bzw. Eiablagepraferenz der Schadlinge korrekt abbildet. Denn die Zeit-
spanne zwischen Auswahl der Wirtspflanze und Akzeptanz zur Eiablage durch die
Schadlinge (ab Marz) und der durchgefiihrten Larvenbonitur in den Stangeln (Mai) ist
vergleichsweise groR. Die Ei- und Larvenmortalitat oder auch die Parasitierung der Lar-
ven durch Nutzlinge kénnten zu einer Diskrepanz zwischen Anzahl abgelegter Eier und
Anzahl Larven im Stangel zu einem spateren Zeitpunkt gefiihrt haben und damit die
durch ,Anzahl Larven pro Pflanze’ beabsichtigte Erfassung der Eiablagepraferenz des
Schadlings verzerrt haben. Die Larvenmortalitat kann Aufschluss dariiber geben, ob Ge-
notypen bereits durch Reaktionen wie die beim Stangelrissler beobachtete Gallbildung
einen unterschiedlichen antibiotischen Effekt auf den Schadlingsbefall zeigen. In diesem
Zusammenhang findet Schafer-Kosterke (2015) zwar Unterschiede in dem Verhaltnis
aus Larven zu abgelegten Eiern zwischen acht Genotypen, die sich aber nicht statistisch
absichern lieRen. Bezlglich der Parasitierung findet Eickermann (2008) Parasitierungs-
raten fur RSR zwischen 11 % und 15 %, sowie fiir KTR zwischen 17 % und 28 %. Weiter
stellt der Autor in mehreren Jahren signifikante genotypische Unterschiede der Parasi-
tierungsraten fiir beide Schadlinge fest. Dies wiirde bedeuten, dass genetisch bedingte
Unterschiede in der Anfalligkeit von Genotypen (,Larven pro Pflanze‘) durch den Faktor
Parasitierung verfalscht sind. Auf Genotypen, die bereits zur Eiablage nur mit einer nied-
rigen Anzahl an Eiern belegt worden sind, diirfte der Einfluss jedoch gering sein, sodass
diese weiterhin identifiziert werden kénnen.

Das Beispiel der Larvenmortalitat zeigt auch, dass nicht eindeutig differenziert werden
kann, welcher Resistenzmechanismus fir Unterschiede in der ,Anzahl Larven pro
Pflanze’ verantwortlich ist. Das Merkmal ,abgelegte Eier pro Pflanze’ stellt eine Prafe-
renz dar und ist damit dem Resistenzmechanismus Antixenosis zuzuschreiben, wahrend
eine von der Pflanze ausgehende Reaktion auf die Larvenentwicklung, wie Larvenmor-
talitdt dem Resistenzmechanismus der Antibiosis entspricht. Da in dem erfassten Merk-
mal ,Anzahl Larven pro Pflanze’ beiden Prozesse miterfasst werden, ist eine
Differenzierung schwierig.

Das Beispiel der Larvenparasitierung veranschaulicht, dass die ,Anzahl Larven pro
Pflanze’ neben der Interaktion Schadling-Pflanze auch durch Insekten-Insekten Interak-
tionen beeinflusst worden sein kann. Eine solche Interaktion beschreiben auch Dechert
& Ulber (2004), die feststellen, dass KTR-Weibchen solche Pflanzen zur Oviposition be-
vorzugen, die bereits mit Eiern oder Larven des RSR belegt sind. Dies wiirde fiir genoty-
pische Unterschiede der KTR-LPP bedeuten, dass diese durch die Wirtspraferenz der
RSR-Weibchen verzerrt sind.
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Ahnlich wie der beschriebene ,Priming” Effekt auf KTR-Weibchen durch die vorherige
Belegung mit RSR ist es denkbar, dass eine Pflanzenschadigung durch Generalisten oder
ein vorheriger Befall anderer spezialisierter Schadlinge die Wirtspflanzenpraferenz von
RSR-Weibchen beeinflussen kénnte. Denn auch die Pflanze kann beispielsweise durch
Oviposition oder Fra mit der Aktivierung von Signalkaskaden zur Induktion von Ab-
wehrmechanismen auf einen Befall reagieren (Hilker & Meiners 2006, Verhage et al.
2010, Textor & Gershenzon 2009). Zum Beispiel kann in der Pflanze eine Induktion der
GSL-Synthese oder anderer Substanzen erfolgen (Koritsas et al. 1991, Mewis et al. 2005,
Kim & Jander 2007). Diese induzierten Verbindungen kdnnen entweder einen direkten
Schutz gegen Schaderreger bieten oder aber indirekt durch Anlockung von Pradatoren
oder Parasitoiden zur Abwehr der Pflanze beitragen (Kos et al. 2012, Jonsson et al. 2005,
Howe & Jander 2008, Gols & Harvey 2009). Das Bild der Interaktionen verkompliziert
sich weiter, wenn man in die Moglichkeit Betracht zieht, dass auch Pflanzen einer Art
bestimmte Signalverbindungen empfangen und entsenden kénnen. Sogenannte ,Green
leafy volatiles” sind in der Lage bei benachbarten, nicht befallenen Pflanzen der gleichen
Art die Synthese von Jasmonsdure und bestimmten Terpenen zu induzieren und sie so
auf einen bevorstehenden Befall vorzubereiten (Engelberth et al. 2004). Diese Beispiele
verdeutlichen, dass nicht nur die genotypischen Unterschiede fiir einen Befall wichtig
sind, sondern auch die komplexen Interaktionen zwischen Schadlingen, Pflanzen und
Nitzlingen.

Ein weiterer Grund fir eine nicht aufgedeckte Korrelation zwischen GSL und RSR-Befall
kénnte mit dem Zeitpunkt der GSL-Bestimmung zusammenhangen. Die Pflanzenproben
wurden mit dem Einsetzen des RSR-Zufluges entnommen und dadurch versucht sicher-
zustellen, dass ein enger zeitlicher Bezug zwischen GSL-Bestimmung und dem Zeitpunkt
der Wirtspflanzenwahl bzw. -akzeptanz durch die Schadlinge besteht. Es ist denkbar,
dass der Zeitpunkt der GSL-Probenahme nicht fir die Wirtswahl der Schadlinge repra-
sentativ war. Dagegen sprechen jedoch die Ergebnisse der Eizahlbestimmung im Zeit-
verlauf aus dem gleichen Versuch, welche belegen, dass 2013 am Standort Weende
bereits ab dem 22. April Eier in den Stangeln zu finden waren (vgl. Kapitel 3 bei Schéafer-
Kosterke 2015). Die Pflanzenproben zur GSL-Analyse wurden an dem Standort am 17.
April entnommen (Tabelle 2.3), sodass eine enge zeitliche Koinzidenz gegeben war.

Einen anderer wichtiger Punkt mit Hinblick auf das Bezugsystem der GSL-Gehalte wird
bei Milford et al. (1989) diskutiert. Die Autoren hinterfragen, ob es fiir Fragestellungen
deren Fokus auf der Untersuchung der Beziehung zwischen Insekten- oder Pilzbefall mit
GSL liegt, ideal ist die GSL-Gehalte wie liblich in umol pro g TM auszudriicken. Sie argu-
mentieren, dass Konzentrationen bezogen auf eine Einheit Gewebewasser anstatt auf
TM die physiologischen Gegebenheiten in der Zelle, welche fiir Schadorganismen rele-
vant sind, besser abbilden. Vor dem Hintergrund von heterogenen Verteilungen der GSL-
Gehalte innerhalb von Pflanzenorganen (Shroff et al. 2008, Madsen et al. 2014) verdeut-
licht dieser Punkt, dass die aus einer vergleichsweise grolRen Masse an Pflanzenmaterial
(um eine reprasentative Probe zu erhalten) ermittelten GSL-Gehalte, moglicherweise
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nicht die Gehalte in dem Bereich der Pflanze wiederspiegeln, in dem die Stangelschad-
linge aktiv sind. Kurzum miissen die Gehalte aus einer Mischprobe nicht die physiolo-
gisch flr den Schadling relevanten Gehalte abbilden, sodass auch keine Korrelation
zwischen den Merkmalen erwartet werden kann. Beispielweise sind fiir die Eiablage von
KTR-Weibchen und ersten Larvenstadien hauptsachlich die Blattstiele der exakte Ort der
Aktivitat (GUnthart 1949). In Arabidopsis wurde gezeigt, das Petiolen und Mittelrippen
von Blattern hohere GSL-Gehalte aufweisen als der Blattrand (Madsen et al. 2014) und
das Muster der GSL-Verteilung entgegengesetzt dem FraBmuster von Baumwolleu-
lenlarven war (Shroff et al. 2008). Auch die GSL-reichen S-Zellen in Arabidopsis haben
eine bestimmte Verteilung und sind aulRerhalb der Phloems angeordnet (Koroleva et al.
2000, 2010).

Von mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Isothiocyanate die biologisch akti-
ven Verbindungen sind, die das Schadlingsverhalten beeinflussen (Evans & Allen-Willi-
ams 1998, Renwick et al. 2006, Moyes & Raybould 2001). Dieses Ergebnis impliziert, dass
nicht nur die Gehalte und Zusammensetzungen an intakten GSL, sondern auch die Ver-
teilung und Aktivitat aller am GSL-Myrosinase System beteiligten Faktoren einen Einfluss
auf die GSL-Abbauprodukte als Endergebnis haben. Zu diesen Faktoren zahlen neben
den verschiedenen Isoenzymen der Myrosinase auch Specifier Proteine (Wittstock &
Burow 2007). Die Expression der Myrosinasen im Raps unterliegt einer Variation zwi-
schen Pflanzenteilen und Entwicklungsstadien (Falk et al. 1992). Li et al. (2000) bestati-
gen ihrer Studie, dass zwischen DH-Linen von B. juncea Unterschiede in der
Myrosinaseaktivitdt bestehen. Weiter kdnnen sie zeigen, dass die mit der unterschiedli-
chen Myrosinaseaktivitat verbundenen Freisetzungsraten von GSL-Abbauprodukten ei-
nen Einfluss auf das Verhalten von Kohlmotten als Wirtspezialisten haben. In einem
Freilandversuch mit Erdflohen zeigte sich ein um 10 % verminderter Fral} zwischen
Rlibsengenotypen mit hoher und niedriger Myrosinaseaktivitat (Siemens & Mitchell-
Olds 1996).

Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung der Bedeutung der Myrosinase stellt der soge-
nannte ,MINELESS’ Raps dar, bei dem ein transgen eingebrachtes Konstrukt mit einer
Ribonuclease das kontrollierte Absterben der Myrosinzellen zur Folge hat (Borgen et al.
2010). In MINELESS Pflanzen ist die Myrosinaseaktivitat stark vermindert und GSL-Hyd-
rolyseprodukte sind in deutlich reduzierten Mengen vorhanden, aber nicht komplett
verschwunden (Borgen et al. 2010, Ahuja et al. 2011). In einem Experiment mit Kohl-
blattlausen als Wirtsspezialisten und Pfirsichblattldusen als Generalisten konnte gezeigt
werden, dass die Reduktion der Myrosinaseaktivitat in den MINELESS Pflanzen gegen-
Uber der Kontrolle und der damit verbundenen Reduktion an Isothiocyanaten die Anfal-
ligkeit gegeniiber den Schadlingen veranderte. Kohlblattlduse bevorzugten weiterhin
die Kontrolle, weil hohere Gehalte an Isothiocyanaten auf sie attrahierend wirkten. Pfir-
sichblattlduse hingegen danderten ihre Praferenz und zogen MINELESS Pflanzen vor, da
diese niedrigere Gehalte an Isothiocyanaten enthielten, welche einen Repellent darstel-
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len (Borgen et al. 2012). Eine weitere Auswirkung der Reduktion von GSL-Abbauproduk-
ten in den MINELESS Pflanzen kdnnte eine verminderte Attraktion von Blattlausparasi-
toiden sein, da diese Isothiocyanate als Botenstoff wahrnehmen kénnen (Pope et al.
2008).

Die genannten Beispiele illustrieren die Wichtigkeit der GSL-Abbauprodukte in der
Wirtsfindung und —akzeptanz. Moglicherweise ist die Variation der GSL-Gehalte weniger
wichtig und der Einfluss der Myrosinaseaktivitat bzw. weiterer Faktoren des GSL-Abbaus
auf die Pflanze-Schadling Interaktion kénnte ein Ansatzpunkt weiterfiihrender Arbeiten
sein.

(3) Zeichnen sich starker oder weniger stark befallene Genotypen durch bestimme
Glucosinolatmuster aus?

Beim Versuch Beziehungen zwischen GSL und Insektenbefall herzustellen, wie hier am
Beispiel der Stangelrissler, ist im Voraus unklar, ob die quantitativen Gesamtgehalte,
die Gehalte einzelner GSL-Gruppen oder einzelner GSL oder aber die relative Zusam-
mensetzung, also ein GSL-Muster von Kombinationen mehrerer GSL oder das Gesamt-
muster aller GSL ausschlaggebend sind. Die Fiille an Literatur zeigt, dass die GSL-Pflanze
Beziehungen je nach Insektenart und Pflanzenart unterschiedlich sind und aufgrund ih-
rer Komplexitat nicht generalisierbar sind (Bjorkman et al. 2011, Hopkins et al. 2009).
SchlieBt man neben den Ausgangs-GSL auch die Variation der GSL-Abbauprodukte mit
ein (Agerbirk & Olsen 2012, Bones & Rossiter 2006), die ein ,Gemisch von Abbaupro-
dukten” bilden, kommt eine weitere Ebene hinzu auf der GSL wirken kénnen.

Um zu Uberpriifen, inwieweit die qualitative oder quantitative Zusammensetzung der
Genotypen fir den RSR-Befall wichtig ist, wurden Gruppen von hoch und niedrig befal-
lenen Genotypen gebildet und deren GSL-Profile und Gehalte verglichen (Kapitel 3.2.3).
Fiir den RSR-Befall zeigte die Gruppe der héher befallenen Genotypen gegentiber der
Gruppe der weniger befallenen Genotypen einen hoheren GSL-Gesamtgehalt an Termin
1, der durch hohere Alkenyl-Gehalte bedingt war (Abbildung 3.16). Wenn ein héherer
Befall tatsachlich mit hoheren Alkenyl- oder Gesamtgehalten einherginge, miisste sich
das auch in der entsprechenden Korrelation zeigen, was nicht der Fall war. Zudem hatte
der am hochsten befallene Genotyp Mendel geringere Gesamtgehalte als das Mittel und
lag auf dem Niveau der Niedrigbefallsgruppe. Am zweiten GSL-Probenahmetermin gab
es fiir den STIC zwischen hoch und niedrig befressener Gruppe nur geringfligige Unter-
schiede in Gesamtgehalten. Auch beziiglich der GSL-Zusammensetzungen zeigten sich
fir den RSR-Befall und Anteil Minierfral zwischen Hoch- und Niedriggruppe nur mini-
male Unterschiede. Es sei angemerkt, dass fiir die Darstellungen der RSR-Befall liber die
zwei ausgewerteten Jahre gemittelt wurde, aber die Rangierung der Genotypen zwi-
schen den Jahren nicht gut Gbereinstimmte (r = 0,15). Dadurch war die Auswahl der Ge-
notypen fir die Bildung der Befallsgruppen (Niedrig/Mittel/Hoch) problematisch und ist
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fir die Ergebnisse als kritisch anzusehen: Um klare Unterschiede in der RSR-Larvenanz-
ahl zwischen der Hoch- und Niedriggruppe zu erhalten, wurden innerhalb der beiden
Gruppen nur jeweils vier Genotypen selektiert. Die mit diesen Genotypen gemittelten
GSL-Profile kdnnen also durch die nicht reprasentative Auswahl auch Zufallseffekte dar-
stellen.

Zusatzlich zu den Vergleichen der GSL-Profile wurden Hauptkomponentenanalysen der
GSL-Zusammensetzungen als multivariate Methode durchgefiihrt, um zu tGberprifen, ob
sich Gruppierungen zwischen hoch und niedrig befallenen Genotypen mit bestimmten
GSL zeigten (Kapitel 3.2.4). Weder fiir den Befall mit RSR noch fiir den STIC konnten
Gruppen von Genotypen festgestellt werden, die niedrig oder hoch befallen waren und
mit einzelnen GSL zusammenhingen.

Die in beiden Jahren niedrig befallene Resynthese S30 zeigte keine Besonderheiten in
ihrem GSL-Profil, auch nicht in der Verrechnung liber alle vorhandenen Umwelten (Ka-
pitel 3.1.8). Wie eingangs erwahnt besteht das grundsatzliche Problem, ob einzelne GSL,
Kombinationen einzelner GSL oder die Zusammensetzung aller GSL fir eine Reizausl6-
sung beim Insekt wichtig sind. Damit stellt sich die Frage wie wahrscheinlich es ist, dass
spezifische GSL die alleinigen, exklusiven Wirtsreize fiir Insekten darstellen (Hopkins et
al. 2009). Fir die Akzeptanz bzw. Oviposition auf einer Wirtspflanze erscheint es mog-
lich, dass einzelne GSL spezifisch einen Reiz stimulieren kénnen, um den potentiellen
Wirt als tatsachliche taugliche Wirtspflanze zu erkennen. Dass allerdings in der Phase
der Wirtspflanzenlokalisation die An- oder Abwesenheit einzelner, artspezifischer vola-
tiler Verbindungen eine Attraktion zu Pflanzen bewirken, dirfte laut Bruce et al. (2005)
fur die meisten Insekten-Pflanze Interaktionen eher eine Ausnahme sein. Dennoch sind
bei Kreuzblitlern Beispiele wie Kohlschotenrussler (Blight et al. 1995), Kohlmotte (Han
et al. 2001, Renwick et al. 2006) oder Kohlblattlaus (Nottingham et al. 1991) bekannt,
bei denen insbesondere Isothiocyanate als Kairomone fungieren. Diese Wirtsreize mis-
sen aber nicht zwangsldufig exklusiv sein: Fir den Meerrettichblattfloh sind sowohl
Flavonoidglucoside als auch GSL Schllisselreize und stimulieren in Kombination synergis-
tisch den FraR (Nielsen 1979). Bei der kleinen Kohlfliege wurde eine nicht-GSL Verbin-
dung gefunden, die selbst in sehr niedrigen Konzentrationen noch die Oviposition besser
stimulierte als das GSL Glucobrassicin (Roessingh et al. 1997, Marazzi et al. 2004). Van
Loon et al. (2002) finden Flavonoide und GSL als FraBstimulantien, zudem wird eine
Kombination der getesteten Substanzen praferiert. Auch Wachse kdnnen einen Einfluss
auf die Eiablage der Kohlmotte haben (Spencer 1996).

Die Beispiele demonstrieren erstens, dass GSL oder Abbauprodukte keine ausschliefli-
chen Wirtsreize darstellen und zweitens, dass Kombinationen von Verbindungen auf-
grund ihrer synergistischen Wirkungen dem Insekt helfen Wirtspflanzen von
Nichtwirtspflanzen besser unterscheiden zu kénnen (van Loon et al. 2002). Es wurde
daher postuliert, dass verschiedene Klassen von Sekundarmetaboliten als ,Fingerabdri-
cke” einer Pflanze wahrgenommen und fir die Wirtserkennung benutzt werden (Stadler
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et al. 2002, van Loon et al. 2002, Badenes-Perez 2011 und 2014). Analog dazu kdénnen
volatile Verbindungen wahrend der Wirtslokalisierung als ,, Duftgemisch angesehen
werden (Bruce et al. 2005). Dabei kdnnen nicht nur positive Reize wahrgenommen wer-
den, sondern auch Nichtwirtspflanzen aktiv vermieden werden. Bei der schwarzen Boh-
nenlaus wurden an der Antenne Rezeptoren fiir Isothiocyanate gefunden, welche die
Insekten von isothiocyanathaltigen Nichtwirtspflanzen abstoBen (Nottingham et al.
1991).

Zusammengefasst wird aus den Ergebnissen dieses Kapitels deutlich, dass in dem unter-
suchten Material keine eindeutige Beziehung zwischen GSL-Gehalten oder Profilen und
der Wirtspflanzenpraferenz des Rapsstangelriisslers bestand. Da die Variabilitat und Ak-
tivitat der GSL-Abbauprodukte weitaus grofer ist als die der intakten GSL (Agerbirk &
Olsen 2012, Agerbirk et al. 2009), ist eine Beziehung zwischen den GSL-Abbauprodukten
und der Schadlingspraferenz der Rapsstangelrissler nicht auszuschlieBen. Bei weiteren
Untersuchungen sollten also auch genotypische Unterschiede in der Myrosinaseaktivitat
beachtet werden. Auch wurden nur die linearen Beziehungen zwischen GSL und Schad-
lingsbefall ausgewertet, die Interaktionen zwischen einzelnen GSL oder Kombinationen
wurden von GSL jedoch nicht bericksichtigt. Aus den Versuchen ist deutlich geworden,
dass hier nur die Unterschiede der Genotypen in ihren GSL-Zusammensetzungen und
-Gehalten betrachtet worden sind, die Genotypen sich aber in vielen weiteren Merkma-
len unterschieden haben, die einen Einfluss auf den Stangelriisslerbefall gehabt haben
kénnen.

Die verminderte Anfilligkeit der Resynthese S30 konnte durch Versuchsanstellungen
unter Labor- und Halbfreilandbedingungen bestatigt werden (vgl. Dissertation Schafer-
Kosterke 2015). Dennoch fiel sie nicht durch ihre GSL-Zusammensetzung oder GSL-
Gesamtgehalt auf, sodass zukiinftige Untersuchungen zeigen miissen, ob die
verminderte Anfalligkeit von S30 validiert werden kann und wenn ja, welche
Resistenzmechanismen verantwortlich sind. Die Bandbreite moglicher Faktoren ist
allerdings grof und reicht von morphologischen Merkmalen wie der
Blattoberflachenstruktur bis hin zur riesigen Variation von Sekundarmetaboliten
(Schoonhoven et al. 2005). Ein positives Beispiel fir eine durch Sekundarmetaboliten
vermittelte Resistenz stellt die Identifizierung eines Flavonoids dar, welches fiir eine
Teilresistenz  gegenliber dem Kohlschotenrissler Ceutorhynchus  obstrictus
verantwortlich ist (Lee et al. 2014).
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4.3 Kartierung von Genomregionen fiir den Glucosinolatstoffwechsel

Nach der Einflihrung der Glucosinolatarmut aus der Sommerrapssorte ,Bronowski’
wurde die Vererbung der GSL-Gehalte im Rapssamen friih untersucht (Kondra & Stef-
fanson 1970). Wahrend sich viele Studien mit der Lokalisierung von QTL fiir die GSL-
Gesamtgehalte im Samen beschaftigt haben (Uzunova et al. 1995, Howell et al. 2003,
Quijada et al. 2006, Hasan et al. 2008, Li et al. 2014, Lu et al. 2014), findet sich nur jeweils
eine Untersuchung in Raps (Feng et al. 2012), Ribsen (Lou et al. 2008) und Kohl (Sotelo
et al. 2014), die QTL fiir GSL in vegetativen Pflanzenteilen untersuchen. Weiterhin wer-
den haufig nur vom Methionin abgeleitete GSL untersucht und indolische oder aromati-
sche GSL vernachldssigt. Hier wurden drei Pflanzenteile flr jeweils neun einzelne GSL,
die Gruppen Indol- und Alkenyl-GSL sowie den GSL-Gesamtgehalt untersucht. Anhand
der Verteilung der QTL in Abbildung 3.27 und der Karte in Anhang 7.5 sollen folgende
Annahmen diskutiert werden:

(1) Die Akkumulation von aliphatischen und indolischen GSL wird durch getrennte QTL
gesteuert.

Auf den Kopplungsgruppen (KG) A03 bei 100 cM, C02 bei 120 cM und C09 bei 5 und 25
cM finden sich fur nahezu alle aliphatischen GSL-Merkmale QTL an ahnlichen Positionen.
Diese Kartierung von mehreren QTL an dhnlichen Positionen auf einer KG wird im Fol-
genden als ,,Co-Lokalisation” bezeichnet. Es sei aber kritisch angemerkt, dass co-lokali-
sierende QTL nicht gleichbedeutend mit einem kausalen Locus fiir die co-lokalisierenden
QTL sind. Aufgrund der niedrigen Auflosung der QTL-Kartierung kdnnen auch unter-
schiedliche, aber nah nebeneinander liegende Loci fiir QTL an sehr ahnlichen Positionen
verantwortlich sein, sodass diese dann als co-lokalisiert bezeichnet wurden, aber eigent-
lich verschiedene Loci hinter den ahnlich positionierten QTL stehen.

Im Gegensatz zu den ,,QTL-Hotspots” der aliphatischen GSL auf KG A03, C02 und C09
liegen die QTL Ansammlungen der Indol-GSL hingegen auf den KG A02 (55 cM) und C07
(53 cM) in Blatt und Stangel und auf KG C05 (45 cM) im Samen. Diese getrennte Lokali-
sierung der QTL von aliphatischen GSL von denen der indolischen GSL ist grundsatzlich
zu erwarten, da zwar die Syntheseschritte zur GSL-Bildung gleich sind, aber fiir aliphati-
sche und indolische GSL von unterschiedlichen Enzymen katalysiert werden. Beispiels-
weise sind fiir die Aldoximbildung der Indol-GSL die Enzyme CYP79B2 und B3 zustandig,
fur die aliphatischen GSL sind dies jedoch CYP79F1 und CPY79F2 (Sonderby et al. 2010a).

In den genannten Bereichen gibt es jedoch auch einige QTL, die zwischen den GSL-Grup-
pen indolischen GSL und aliphatischen GSL co-lokalisieren. Beispielsweise finden sich auf
KG CO7 bei ca. 53 cM QTL im Blatt fiir die GSL GBN, GNA und PRO, deren Position mit
QTL von indolischen GSL Uberlappt. Auch auf A03 (10 cM) finden sich QTL fir GBC und
NAS im Samen, die mit den aliphatischen QTL im Samen co-lokalisieren. Eine mogliche
Erklarung fiir die Co-Lokalisation von QTL zwischen den eigentlich getrennten Synthese-
wegen der GSL-Gruppen konnte sein, dass die QTL mit denjenigen Enzymen assoziiert
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sind, die in der Formung der GSL-Grundstruktur identische Syntheseschritte fiir beide
Gruppen katalysieren (z.B. SUR1, GGP1/3 und UGT74B1 in Abbildung 1.3, Sonderby et
al. 2010a). Dies konnte auch auf der KG C09 bei 5 cM und 30 cM zutreffen, bei denen
aliphatischen QTL mit den drei QTL von NAS co-lokalisieren.

(2) GSL-Gehalte in Blatt und Stangel unterliegen einer identischen genetischen
Regulation.

Fir einen Grofteil der gefundenen QTL co-lokalisieren diese in Blatt und Stangel,
insbesondere bei den QTL mit hoheren Anteilen erklarter phanotypischer Varianz.
Beispielsweise kartieren die QTL aliphatischer GSL auf KG A03 im Blatt mit denjenigen
im Stangel an sehr dhnlicher Position. Oder aber auch die QTL indolischer GSL auf KG
A02 und CO7 in Blatt und Stangel. Es existieren aber einige Ausnahmen bei denen QTL
entweder nur im Blatt oder nur im Stangel gefunden wurden. Dabei handelt es aber
hauptsachlich um QTL mit geringen Anteilen erklarter Varianz, was bedeuten kénnten,
dass die ,fehlenden” QTL des anderen Pflanzenteils moglicherweise vorhanden sind,
aber nicht detektiert wurden, weil sie unter dem LOD-Grenzwert lagen. Dagegen
wiederrum spricht, dass es auf der KG C09 grofRere QTL gibt, die nur im Stangel gefunden
wurden und nicht im Blatt (beispielsweise bei GBN und ALKSUM auf KG C09). Interessant
ist, dass diese QTL im Stangel dann wiederum nah an QTL im Samen lokalisiert wurden.
Die Erklarungsmoglichkeit fur diese QTL-Kombinationen in mehreren Pflanzenteilen,
aber auch in nur einem Pflanzenteil ware dann eine organ- bzw. gewebespezifische
Expression der zugrundeliegenden Gene.

Fiir die Hypothese einer identischen Regulation in Blatt und Stangel sprechen auch die
phanotypischen Korrelationen zwischen Blatt und Stangel. Sie verdeutlichen, dass enge
Zusammenhdnge zwischen den zwei Pflanzenteilen fir aliphatische GSL (0,95),
indolische GSL (0,83) und NAS (0,76) bestehen. Vor dem Hintergrund, dass die
Pflanzenentwicklung und Lokalisierung der Pflanzenteile einen groRen Einflufd auf GSL-
Gehalte hat (Porter et al. 1991), muss hier aber angemerkt werden, dass die Blatter und
Stangel zum selben Zeitpunkt und von einem sehr dhnlichen Bereich an der Planze
(oberer Teil des Hauptsprosses) entnommen wurden. Die mittleren Gehalte in Blattern
waren zwar niedriger als die der Stangel, dennoch waren sich beide Teile bezliglich ihres
physiologischen Alters und Ortes an der Pflanze sehr dhnlich. Deshalb ist eine teilweise
Co-Lokalisation der QTL in Blatt und Stangel, die auf der gleichzeitigen Expression der zu
Grunde liegenden Gene beruht, plausibel, obwohl es sich botanisch um verschiedene
Pflanzenteile handelt.

(3) Die Akkumulation der GSL-Gehalte im Samen wird teils von den gleichen
Genomregionen wie in Blatt und Sténgel, teils aber auch durch fiir Samen spezifische
Genomregionen gesteuert.
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Im Gegensatz zum Vergleich zwischen Blatt und Stangel vergleicht man bei Samen und
Grinmasse (Blatt und Stiangel zusammengefasst) nicht nur verschiedene Pflanzenor-
gane, sondern auch verschiedene Zeitpunkte, hier Griinmasse vor Blite und Samen zur
Samenreife. Unterschiedliche QTL zwischen Pflanzenteilen kénnen also auch auf eine
unterschiedliche Expression zwischen Zeitpunkten zurtickzufiihren sein.

Die QTL der Indol-GSL in der Griinmasse wurden fir keines der vier einzelnen Indol-GSL
an derselben Position wie die QTL im Samen kartiert. Dies bedeutet, dass in Samen und
Grinmasse verschiedene genetische Faktoren fiir die Variation der Indol-GSL verant-
wortlich sind. Auch sind Korrelationen zwischen Samen und Blatt (0,09) bzw. Stangel
(0,17) nicht vorhanden. Also gehen hohe Indol-Gehalte im Samen nicht mit hohen Indol-
Gehalten in der Griinmasse einher und umgekehrt.

Fir alle aliphatischen GSL und auch NAS wurden QTL spezifisch im Samen auf der KG
C02 (120 cM) gefunden. Auf KG A03 (100 cM) aber sind die QTL der einzelnen aliphati-
schen GSL in Blatt, Stangel und Samen co-lokalisiert. Dies verdeutlicht, dass ein Teil der
Variation der GSL-Gehalte im Samen von den gleichen genetischen Faktoren reguliert
wird wie in der Griinmasse und ein Teil der Variation von samenspezifischen Genpro-
dukten bedingt wird. Damit stellt sich die Frage, welche Genprodukte der Biosynthese
fir die samenspezifischen QTL in Frage kommen.

Eine Moglichkeit sind Transkriptionsfaktoren, die speziell im Samen exprimiert sind und
damit alle Gene der aliphatischen GSL-Synthese gleichzeitig beeinflussen kénnen. Oder
aber es handelt sich um Gene fiir GSL-Transporter wie GTR2 oder GTR1 (Nour-Eldin et
al. 2012), welche durch unspezifischen Import in den Samen bzw. Schote die Gehalte
aller GSL erhéhen. Damit konnten auch die kleineren QTL fiir NAS und GBC auf KG C02
(120 cM) erklart werden.

Zunachst soll jedoch ein Vergleich der Ergebnisse zu den Samen-QTL mit anderen Arbei-
ten erfolgen: Erste QTL-Kartierungen fanden fiir die GSL Gesamtgehalte im Samen je
zwei Major-QTL und Minor-QTL (Uzunova et al. 1995) bzw. zwei Major-QTL und drei Mi-
nor-QTL (Toroser et al. 1995), die in der Summe 62 % bzw. 71 % der phanotypischen
Varianz erklaren. Zwei der QTL von Toroser et al. (1995) lassen sich den KG A09 und C02
von Uzunova et al. (1995) zuordnen. Howell et al. (2003) bestatigen in einer weiteren
Kartierungspopulation vier der zuvor gefunden QTL auf den KG A09, C02, CO7 und C09,
welche 86 % der phanotypischen Variation erklaren. Die QTL auf KG A09 und C02 konn-
ten nochmals bestatigt werden und erklarten mit einem weiteren QTL auf KG A02 65 %
der Variation (Quijada et al. 2006). Basunanda et al. (2010) finden zwei der QTL auf KG
C07 (22 %) und auf KG C09 (61 %) wieder. Auch Hasan et al. (2008) bestatigen die vier
zuvor gefundenen QTL auf den KG C09, C02, CO7 und A09.

Betrachtet man das Histogramm der DH-Linien fiir die GSL-Gesamtgehalte im Samen
(Abbildung 3.23), so lasst die zweigipflige Verteilung die Beteiligung eines Genes vermu-
ten. Es wurden insgesamt drei QTL fir den GSL-Gesamtgehalt im Samen gefunden, die
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einige Besonderheiten aufweisen. GSLSUM-SA-1 auf KG C02 bei 120,5 cM mit 67 % er-
klarter phanotypischer Varianz und einem groRBen Additiveffekt von -20,3 umol ist
hochstwahrscheinlich der QTL auf KG C02 aus den friiheren Arbeiten. GSLSUM-SA-2 und
GSLSUM-SA-3 kartieren beide am Beginn von KG C09 bei 2 bzw. 30 cM. Sie besitzen ent-
gegengesetzte Additiveffekte fast gleicher Hohe (+15,3 bzw. -15,2 umol) und erklaren
17 % bzw. 18 % der phanotypischen Varianz. Betrachtet man die Markerkarte, so fallt
auf, dass zwischen 5 und 26 cM keine Marker kartiert sind und die Marker vor dieser
Licke nicht die erwartete 1:1 Spaltung zeigen (Abbildung 3.27). Die Kopplung der QTL
ist auch die Erklarung fiir die vergleichsweise niedrigen Anteile erklarter Varianz durch
die beiden QTL, obwohl ihre Additiveffekte groR sind. Da die Effekte dieser beiden QTL
sich nahezu aufheben und sie gekoppelt vererbt werden, erklart der QTL GSLSUM-SA-1
den Hauptteil der phanotypischen Varianz. Die entgegengesetzten Effekte der beiden
QTL auf C0O9 zeigen, dass je ein Allel von jedem Eltern stammt und Express an dem Locus
des QTL auf KG C09 bei 2 cM noch ein hoch-GSL Allel tragt. Daflir spricht auch der recht
hohe GSL-Gehalt von Express im Samen mit 26,4 umol. Die Moéglichkeit dass 00-Sorten
hoch-GSL Allele tragen kdénnen, wird im Rahmen der Introgression von neuen niedrig-
GSL Allelen diskutiert (Toroser et al. 1995, Howell et al. 2003, Hasan et al. 2008).

Es ist aber nicht auszuschlieRen, dass einer der beiden QTL am Anfang von KG C09 ein
Artefakt darstellt und auf KG C02 nur ein QTL vorhanden ist, der dann auch einen héhe-
ren Anteil der Varianz erklaren wirde. Der Grund fir ein Artefakt konnte mit der Liicke
auf KG C09 zwischen 5 und 26 cM ohne kartierte Marker zusammenhangen. Daher
wurde versucht weitere Marker in der Liicke zu kartieren, was aufgrund von fehlenden
polymorphen Markern jedoch nicht gelang. Gegen die Annahme eines Artefakt-QTL
spricht aber, dass sich die beobachtete Transgression der DH-Linien mit insgesamt zwei
beteiligten Genen (je eins auf KG C02 und C09) nicht erklaren liel3e.

Hasan et al. (2008) schlagen fir den QTL auf KG C09 als Kandidatengen CYP83B1, fiir den
QTL auf KG A09 CYP79A2, fur den QTL auf KG C02 ATR1/MYB34 und fir den QTL auf KG
C07 MAM1/MAM3 vor. Diese Kandidatengene kdnnen hier alle nicht beteiligt sein, denn
CYP83B1 ist in der Synthese der Indol-GSL involviert und es wurden auf KG C09 keine
QTL fur Indol-GSL gefunden. CYP79A2 ist in der Synthese aromatischer GSL involviert
und es wurden keine QTL fiir NAS auf KG A09 gefunden. MYB34 ist ein Transkriptions-
faktor der Indol-GSL Synthese und misste alle Indol-GSL beeinflussen; hier wurden auf
KG C02 aber nur 2 kleine QTL fur GBC gefunden. Die vorgeschlagenen Kandidatengene
MAM1/3 auf KG CO7 (Kettenverlangerung) treffen hier auch weniger wahrscheinlich zu,
da nur drei kleinere aliphatische QTL im Blatt auf KG 07 kartiert worden sind. Wenn
MAM1/3 involviert wéare, missten bei allen aliphatischen GSL auch QTL an gleicher Po-
sition kartiert werden.

Von den aus der Literatur bekannten QTL kénnen sowohl in der hier untersuchten Po-
pulation der QTL auf KG C02 bei 120 cM und der QTL auf KG C09 bei 30 cM bestatigt
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werden. Bei Delourme et al. (2013) liegt der QTL in einer Konsenskarte aus vier DH-Po-
pulationen auf KG C02 zwischen 110 und 126 cM und der QTL auf KG C09 zwischen 20
und 22 cM. Die Position des letztgenannten QTL liegt in einer der vier Kartierungspopu-
lationen (,Tapidor x Ningyou7‘) bei 29 cM und ist damit vergleichbar mit der des QTL auf
KG C09 bei 30 cM aus dieser Arbeit.

Von Harper et al. (2012) wird ein transkriptomischer Ansatz zur Kartierung der GSL QTL
im Samen verfolgt. Die Autoren kdnnen nachweisen, dass die zuvor gefundenen QTL auf
den KG A09, CO2 und C09 fiir den orthologen Transkriptionsfaktor HAG1 (MYB28 /
At5g61420) aus Arabidopsis codieren. Weiter kdnnen sie zeigen, dass zwei Deletionen
auf KG A09 (13 kb) und KG C02 (580 kb) die Transkriptionsfaktoren BnaA.HAG1c bzw.
BnaC.HAG1a enthielten. Da niedrig-GSL Genotypen diese Deletionen aufweisen, sind die
stark reduzierten GSL-Gehalte durch die Deletionen verursacht (Harper et al. 2012).
MYB28 ist ein positiver Regulator der aliphatischen GSL-Synthese und zeigt Promoter-
aktivitat in generativen Organen (Gigolashvili et al. 2007). Fiir die Reduzierung des GSL-
Gesamtgehaltes auf ca. ein Zehntel in 00-Sorten wurden in unterschiedlichem Material
zwischen zwei und flnf additiv wirkende, rezessive vererbte Gene verantwortlich ge-
macht (Kondra & Steffanson 1970, Lein 1972b, Riicker & Rébbelen 1994, Magrath et
al.1993). Die zwei Deletionen der Transkriptionsfaktoren kénnen damit zum Teil erkla-
ren warum in ,Bronowski‘ lediglich die aliphatischen GSL auf ein Zehntel reduziert sind,
die Indol-GSL Synthese hingegen nicht betroffen ist.

Da der hier gefundene QTL GSLSUM-SA-1 auf KG C02 auch bei 120 cM kartiert wurde,
stellt BnaC.HAG1a ein potentielles Kandidatengen dar. Weitere Hinweise dafiir finden
sich in der Studie von Li et al. (2014), die eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS)
mit 472 Genotypen fiir verschiedene Merkmale der Samenqualitat durchfiihren. Sie fin-
den die vier bekannten Assoziationen fir Samen-GSL auf den KG A09, C02, CO7 und C09
und eine weitere auf C04. Fir alle vier bekannten Loci werden wie bei Harper et al.
(2012) Orthologe des Arabidposis Transkriptionsfaktors HAG1 als Kandidatengene be-
nannt. Durch das gleiche Markersystem konnten Marker zwischen dieser Arbeit und der
Untersuchung von Li et al. (2014) verglichen werden. Fir die Assoziation der Samen-GSL
auf A09 wird das Kandidatengen BnaA.HAG1c vorgeschlagen. Die Uberpriifung des Mar-
kers Bn-A01-p9004629 in der hier untersuchten Population ,L16 x Express’ zeigte, dass
die Allele der DH-Eltern monomorph waren und damit auf AO9 auch kein Samen-QTL auf
KG AQ9 erwartet werden kann.

Fiir die KG C02 wird von Li et al. (2014) das Kandidatengen BnaC.HAG1a vorgeschlagen,
bei dem die Base Guanin das hoch-GSL Allel und die Base Adenosin das niedrig-GSL Allel
codiert. Flir den entsprechenden SNP Marker Bn-scaff 26086 _1-p11779 besitzt in der
Population dieser Arbeit der Elter L16 Guanin als Base und Express Adenosin. Dies be-
deutet, dass L16 das hoch-GSL Allel tragt und bestatigt die obige Annahme von
BnaC.HAG1a als Kandidatengen fiir den QTL auf KG C02 im Samen bei 120 cM. Der SNP
Bn-scaff_17526_1-p1140588 auf der KG C09, welcher in der Studie von Li et al. (2014)
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mit dem Kandidatengen BnaC.HAG1c assoziiert ist, fehlt in der Population ,L16 x Express’
fur alle DH-Linien sowie beide Eltern, was ein Hinweis auf eine Deletion sein konnte.

Die Assoziationsstudie von Lu et al. (2014) identifiziert am Beginn der KG C09 im Bereich
zwischen 2 und 5 Megabasen BnaC.HAG3b als Kandidatengen fiir den GSL-Gesamtgehalt
im Samen. BnaC.HAG3b kdénnte damit ein potentielles Kandidatengen fiir einen der QTL
GSLSUM-SA-2 bzw. GSLSUM-SA-3 sein. Die Marker waren leider nicht direkt vergleich-
bar, sodass eine weitere Uberpriifung anhand der physikalischen Position des Markers
aus der Studie auf dem Rapsreferenzgenom notwendig ist. Der Transkriptionsfaktor
MYB29 fiir den BnaC.HAG3b codiert, ist wie HAG1 ein positiver Regulator der Synthese
aliphatischer GSL, welcher in vegetativen und generativen Pflanzenteilen exprimiert
wird (Gigolashvili et al. 2008). Da die kartierten QTL auf der KG C09 aliphatische GSL und
NAS, aber nicht die Indol-GSL betreffen, erscheint ein Einfluss von MYB29 auf mehrere
Gene der Synthese aliphatischer GSL plausibel.

Neben Untersuchungen fiir QTL im Samen gibt es wenige Studien zu vegetativen Pflan-
zenteilen. In Blattern von Ribsen wurden QTL fiir INDSUM, ALKSUM, GBN und GNA (zu-
sammengefasst als Ali-QTL3.2) auf KG A03 zwischen 90 und 110 cM kartiert, welche
denjenigen QTL dieser Arbeit fir aliphatische GSL auf der KG A03 zwischen 85 und 100
cM entsprechen konnten (Lou et al. 2008). Weitere QTL finden sich fir GNA und
ALKSUM auf KG A06 bei 60 cM (Ali-QTL6.1) und auf KG A08 fiir INDSUM zwischen 56 und
65 cM (Ind-QTL8.1), welche mit GSLSUM-BL-3 auf KG A06 bei 63 cM und INDSUM-BL-4
auf KG AO8 bei 51 cM entsprechen kénnten. Die Ubereinstimmungen der QTL zwischer
dieser Arbeit und der von Sotelo et al. (2014), die Blatter, Samen und Knospen von Bras-
sica oleracea untersuchen, sind sehr gering. Ein QTL im Samen fiir NEO zwischen 82 und
86 cM auf KG CO5 liegt in der Nahe von NEO-SA-4, der in ,L16 x Express’ bei 74 cM auf
KG CO5 kartiert wurde.

In der Untersuchung von Feng et al. (2012) werden Rapssamen und -blatter gleichzeitig
untersucht. Sie finden zwar mit 193 QTL im Samen und 59 QTL im Blatt eine grof3e Anzahl
an QTL, die aber aus verschiedenen Experimenten stammen. Nach Zusammenfassung
verbleiben 17 QTL im Blatt, deren groRter QTL q.msG-C8b mit 8,1 % nur einen sehr ge-
ringen Anteil der phanotypischen Varianz erklaren konnte. Von den bekannten vier Sa-
men-QTL wurden in der Untersuchung von Feng et al. (2012) die Samen-QTL auf A09
und C02 gefunden, wobei der QTL q.mcG-C2c auf KG C02 bei 94 cM mit dem hier kar-
tierten QTL GSLSUM-SA-1 auf KG C02 bei 120 cM in der Population ,L16 x Express’ Gber-
einstimmen konnte. Nach dem Abgleich aller QTL mit den Ergebnissen dieser Arbeit
ergab sich lediglich eine Uberstimmung beim QTL q.msG-A4a auf KG A04 bei 26 cM, der
im Konfidenzintervall zwischen 23 und 32 ¢cM des QTL 40H-SA-2 liegt.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die Vergleichbarkeit von QTL aus verschiedenen
Studien problematisch ist. Daher sollten als nachster Schritt Kandidatengene identifi-
ziert werden, um die QTL zu validieren. Mit der Ver6ffentlichung der Genomsequenzen
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des amphidiploiden Raps (Chalhoub et al. 2014) und dessen beiden Ausgangsarten Bras-
sica rapa (Wang et al. 2011) und Brassica oleracea (Liu et al. 2014) wurden auch die aus
Arabidopsis bekannten Gene fiir die GSL-Synthese und Myrosinasen in den drei Geno-
men identifiziert, was Moglichkeiten fir die Identifizierung der Kandidatengene eroff-
net. Beispielsweise kdnnte man mit den Primersequenzen der flankierenden SNP eines
QTL und gleichzeitig mit den Sequenzen der bekannten Gene der GSL-Synthese aus den
anderen Arten deren physikalische Positionen auf dem Referenzgenom lokalisieren und
nach Ubereinstimmungen suchen. Allerdings ist dabei die Auflésung der QTL-Kartierung
ein kritischer Punkt, welche hier eher durch die niedrige Anzahl an DH-Linien limitiert
sein dirfte, als durch die Anzahl der SNP Marker. Insbesondere wenn Loci eng gekoppelt
sind, wie beim QTL GSL-AOP bei dem drei Gene fiir funktionelle Enzyme in einem Bereich
von unter 300 kb co-segregieren (Kliebenstein et al. 2001), ist die Positionierung der QTL
wahrscheinlich sehr ungenau.

Verkompliziert wird die Suche nach Kandidatengenen durch die hohe Anzahl an Genko-
pien im allopolyploiden Raps. Bis heute wurden in B. olearcea 101 Gene und in B. rapa
105 Gene gefunden die mit der Biosynthese oder Transkriptionssteuerung der GSL zu-
sammenhangen (Liu et al. 2014). Im GSL-Abbau (Myrosinasen, Specifier Proteine etc.)
sind in beiden Arten 22 Gene bekannt. Von den 101 bzw. 105 Biosynthesegenen lassen
sich im Rapsgenom 97 syntenische Orthologe finden und von den 22 Abbaugenen 15
Orthologe. Weiterhin existieren 3 Orthologe fiir den GSL-Transporter GTR1 und 2 Ortho-
loge fiir GTR2 zwischen den Elternarten (Chalhoub et al. 2014). In B. napus liegt dem-
nach die Anzahl der im GSL-Metabolismus involvierten Gene bei > 200.

Diese hohe Anzahl an Genen verdeutlicht die Komplexitat des GSL-Metabolismus und
die Schwierigkeit gezielt die GSL-Gehalte oder GSL-Zusammensetzungen im Sinne eines
,Metabolic Engineering’ von Pflanzen zu verdandern (Kliebenstein 2014b). Wenn die
Funktionen der Gene, der Transkriptionsmechanismen des GSL-Stoffwechsels und des-
sen Verknilipfungen zu anderen Stoffwechselwegen allerdings sehr genau bekannt sind
und negative Nebeneffekte ausgeschlossen werden kénnen, besteht ein groles Poten-
tial in der gezielten Eleminierung unerwiinschter oder der Anreicherung gewiinschter
GSL in bestimmten Pflanzenorganen von Nutzpflanzen (Chen & Andreasson 2001).
Durch die Entdeckung von spezifischen GSL-Transportern ist der GSL Transport in der
Pflanze ein sehr aktuelles Thema (Nour-Eldin & Halkier 2013). Eine denkbare Anwen-
dung der gezielten Veranderung des GSL-Transports sind beispielsweise Rapssorten, die
im Samen vollstdandig GSL-frei sind, bei denen die GSL im Rest der Pflanze aber weiter
funktionell bleiben (Nour-Eldin et al. 2012). Inwiefern sich aber solche Pflanzen tatsach-
lich ,konstruieren” lassen und welche physiologischen Auswirkungen auf die Pflanze ein
Eingriff in den Metabolismus mit sich bringt, ist nicht vorhersehbar und wird die zukinf-
tige Forschung zeigen.
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5 Zusammenfassung

Raps (Brassica napus L.) ist heute die drittwichtigste Olfrucht weltweit. Einer der Haupt-
griinde fir die groBe Anbaubedeutung liegt in der Ziichtung von Sorten mit niedrigem
Gehalt an Glucosinolaten (GSL) im Samen, welche die Koppelnutzung des Ols und des
Rapskuchens in der Tierfltterung moglich machte. GSL sind schwefelhaltige, sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe und ein Charakteristikum der Familie der Kreuzblitler, zu der Raps
zahlt. Die Funktion der GSL in der Pflanze wird zusammen mit dem sie abbauenden En-
zym Myrosinase als konstitutiver Abwehrmechanismus gegeniber unspezifischen
FraRfeinden gesehen, dem sogenannten Glucosinolat-Myrosinase System. Raps wird
aber auch von Schadlingen befallen, die speziell nur Kreuzblitler als Wirtspflanzen ak-
zeptieren. Bei einigen spezialisierten Schadlingsarten der Kreuzblltler konnte gezeigt
werden, dass GSL oder ihre Abbauprodukte einen Einfluss auf das Verhalten bei der
Wirtspflanzenwahl, bei der Eiablage oder beim Fra® haben kénnen. Es besteht also die
Moglichkeit, dass Uber GSL in der Griinmasse eine quantitative Resistenz gegeniber
Schadinsekten vermittelt wird und die genetische Variation von GSL im Rapsgenpool
eine natdirliche Resistenzquelle darstellt. Jedoch ist die Vererbung der GSL in Blatt und
Stangel im Gegensatz zu den GSL im Samen wenig untersucht.

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand daher einerseits in der Evaluierung von GSL-Ge-
halten und -mustern als potentielle Resistenzfaktoren gegeniliber den spezialisierten
Rapsschadlingen ,GroRer Rapsstangelrissler” (Ceutorhynchus napi) und ,Gefleckter
Kohltriebrissler” (Ceutorhynchus pallidactylus) und andererseits in einer genetischen
Analyse der GSL-Gehalte in Blatt und Stangel. Dazu wurden dreijahrige Feldversuche an
vier Standorten durchgefiihrt, in denen 28 genetisch sehr unterschiedliche Genotypen,
darunter 15 Rapsresynthesen und 13 dltere und neuere Zuchtsorten hinsichtlich der Va-
riation von GSL-Gehalten und —Zusammensetzungen in Griinmasse und Samen und de-
ren Anfalligkeit gegenliber den beiden Rapsstangelschadlingen evaluiert wurden. Die
Daten des Schadlingsbefalls wurden in der Abteilung Agrarentomologie erhoben und
entstammen der parallel durchgefiihrten Dissertation von Schafer-Késterke (2015). Um
die Selektionsmdglichkeiten auf unterschiedliche GSL-Gehalte in Samen und Griinmasse
zu eruieren, wurde die Vererbung von GSL in einem weiteren Experiment mit Hilfe einer
DH-Population untersucht. Die Hauptfrage dieser QTL-Kartierung war, inwieweit am
GSL-Stoffwechsel beteiligte Genomregionen sich zwischen Stangeln, Blattern und Sa-
men unterscheiden.

In der Auswertung der Versuchsserie zur Variation der GSL konnte fiir die elf identifi-
zierte GSL eine groRe genetische Variation mit hohen Heritabilitdten festgestellt wer-
den. Als grofRer Einflussfaktor auf die GSL-Gehalte der Genotypen erwies sich das
Entwicklungsstadium der Pflanzen: Die tiber 28 Genotypen gemittelten GSL-Gesamtgeh-
alte in der Grlinmasse nahmen vom ersten Probenahmetermin von 18 umol im Schossen
zum zweiten auf 4 umol bei Blihbeginn ab. Weiterhin hatten Samen im Mittel der Ge-
notypen um 47 umol héhere GSL-Gehalte als die Griinmasse, und Stangel um ca. 3 umol
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hohere Gehalte als Blatter. Auch die mittlere GSL-Zusammensetzung der Genotypen un-
terschied sich deutlich zwischen Samen und Griinmasse, jedoch nicht zwischen den zwei
Probenahmeterminen. Zuséatzlich hatten Standort und Jahr einen Einfluss, wobei in den
Jahren 2012 und 2013 die Standorteffekte groRer als die der Jahre waren. Zwischen den
Pflanzenteilen Blatt und Stangel bestand eine hohe Korrelation von 0,96 fir den GSL-
Gesamtgehalt. Zwischen Samen und Griinmasse war die Beziehung fiir die GSL-Gesamt-
gehalte mit 0,60 weniger deutlich und fiir die Gruppe der indolischen GSL mit 0,14 nicht
mehr vorhanden. Die komplexe zeitliche und raumliche Verteilung der GSL innerhalb der
Pflanze wird im Zusammenhang mit der Bedeutung von Transportprozessen diskutiert.

Bei der Untersuchung der Beziehung zwischen dem Befall durch Stangelschadlinge und
GSL stellte sich heraus, dass der nattrliche Schadlingsdruck im Freiland mit durchschnitt-
lich 2,6 Rapsstangelrisslerlarven pro Pflanze und 2,8 Kohltriebriisslerlarven pro Pflanze
sehr niedrig war. Daher konnte eine Differenzierung der Genotypen im Rapsstangelriss-
lerbefall nur an einem Standort in den Jahren 2012 und 2013 statistisch abgesichert wer-
den. Fir den Kohltriebriisslerbefall gab es an keinem Standort statistisch absicherbare,
genotypische Unterschiede. In den beiden ausgewerteten Umwelten zeigten sich keine
signifikanten Beziehungen zwischen GSL-Gesamtgehalt, Alkenyl-GSL, Indol-GSL oder den
elf einzelnen GSL und dem Befall mit Rapsstangelriisslerlarven pro Pflanze. Hauptkom-
ponentenanalysen und Vergleiche zwischen unterschiedlich stark befallenen Gruppen
von Genotypen lieRen ebenfalls nicht auf lineare Zusammenhange zwischen GSL-Gehal-
ten oder -Zusammensetzungen und der Wirtspflanzenpraferenz des Rapsstangelrisslers
oder auch des StangelfraBes der Larven schlielRen. Allerdings fiel die Resynthese S30 in
beiden ausgewerteten Umwelten durch eine niedrige Anzahl an Rapsstangelrissler-
larven und einen niedrigen Anteil MinierfraR auf. GSL-Zusammensetzung und GSL-
Gesamtgehalt von S30 zeigten jedoch keine Besonderheiten.

Flr die Kartierung von am GSL-Stoffwechsel beteiligten Quantitative Trait Loci (QTL)
wurden GSL in Blatt, Stangel und Samen von 120 DH-Linien der DH-Population ,L16 x
Express’ untersucht. Die beiden Populationseltern L16 und Express unterscheiden sich
nicht nur durch unterschiedliche GSL-Gesamtgehalte im Samen (L16 59,0 umol vs. Ex-
press 26,4 umol) und in der Griinmasse (L16 1,1 umol vs. Express 6,2 pmol), sondern
auch in der relativen Zusammensetzung von Alkenyl- und Indol-GSL (L16 31 % Indol-GSL
vs. Express 10 % Indol-GSL). Die liber zwei Orte gemittelten GSL-Gehalte der Population
waren zum Knospenstadium in der Griinmasse mit 5,4 umol in Stangeln und 3,7 umol in
Blattern sehr niedrig, zur Reife in den Samen mit 48,6 umol jedoch hoch. Die Heritabili-
taten der Merkmale mit signifikanter genotypischer Variation lagen im Stangel zwischen
0,64 und 0,86, im Blatt zwischen 0,55 und 0,89 und im Samen zwischen 0,70 und 0,98.
Die Korrelationen der GSL-Gesamtgehalte zwischen Blatt und Stangel lag bei 0,95, die-
jenige zwischen Stangel (Blatt) und Samen bei 0,52 (0,53). Die erstellte Kopplungskarte
enthielt 4003 SNP-Marker, deren 19 Kopplungsgruppen 2050 centiMorgan abdeckten.
Der mittlere Abstand zwischen zwei Markern lag bei 2 cM. Es wurden insgesamt 115 QTL
gefunden von denen 49 QTL fiir die GSL-Gehalte im Samen, 35 QTL fir die Gehalte im
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Stangel und 31 QTL fiur die Gehalte im Blatt verantwortlich waren. Fir aliphatische GSL
zeigten sich drei Hauptregionen auf den Kopplungsgruppen A03, C02 und C09. Wahrend
auf A03 und C09 QTL aus allen Pflanzenteilen lokalisiert wurden, regulierten die QTL auf
C02 spezifisch die Gehalte im Samen. Fir Indol GSL-Gehalte von Blatt und Stangel exis-
tierten zwei Hauptregionen auf den Kopplungsgruppen A02 und C07, welche von denen
im Samen (auf A03, C02 und C05) getrennt lokalisiert waren. Die Ergebnisse zeigen, dass
1) die Akkumulation von aliphatischen und indolischen GSL durch gentrennte Genomre-
gionen gesteuert wurde, 2) GSL-Gehalte in Blatt und Stangel durch identische Genom-
regionen kontrolliert wurden und 3) die GSL-Akkumulation im Samen teils von den
gleichen Regionen des Genoms wie in Blatt und Stangel, teils aber auch durch fiir Samen
spezifische Genomregionen reguliert wurde.
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7 Anhang

Anhang 7.1: Protokoll fiir GSL-Analysen DNPW Abteilung Pflanzenziichtung

Schritt

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.

Gradient HPLC-Analysen von Desulfoglucosinolaten in Raps

1-5¢

200 mg

2 ml
200pl

2ml

2x1ml
100 pl

3 x 500 ul
700 pl

30 — 70pl
200yl

Beschreibung

Saat mit modifizierter IKA-Miihle 10 s mahlen

oder:

Saat mit Kaffeemihle Krups (KM 75) 2*4 sec mahlen

Mabhlgut in 12/75 PP-R&hrchen geben und genaues Gewicht notieren
Rohrchen 1 min im Wasserbad bei 75°C anwéarmen

70 % Methanol hinzugeben, Enzym wird zerstort

6 mmol Glucotropeolin in Wasser: interne Standardlésung ”
(144 mg GTL/50ml Wasser)

mit Mixomat mischen

nach 5 min und am Ende der Extraktion (nach 10 min) mischen
zentrifugieren: 5 min bei 4000 rpm

dekantieren in neue 12/75 PP-Réhrchen

10 % Methanol zum Sediment, ins Wasserbad

Schritte 6 - 8 wiederholen

dekantieren und vereinigen der Uberstande

mischen

Austauscherséaule mit 2ml dest. H20 spllen

Aufgabe des Extraktes auf eine 20 mg Sephadexsaule

Menge Probenlésung Glucosinolatgehalt der Probe
in pl in umol/g Saat
1000 0- 5
500 5-40
200 40 — 150

HPLC-Wasser

gereinigter H-1 Sulfatase-Stammldsung (1:2,5 mit Wasser verdinnt)
Desulfatierung Gber Nacht bei 39°C

HPLC-Wasser

Elution in 12/75 PP-Réhrchen auffangen und mischen

Extrakt in Einmal-Spritze aufziehen

in Probengléschen Uberfihren

Der Extrakt ist bei -18°C mindestens 1-2 Wochen lagerfahig.

des Extraktes zur Injektion in das HPLC-Gerat

6 mol Imidazolformiat zur Regeneration der Austauschersaulen

HPLC-Bedingungen:

Gradient: 0-20min 1 ->20 % Acetonitril
20 - 25 min 20 % Acetonitril
25-27 min 20 -> 1 % Acetonitril
27 -35min 1 % Acetonitril

in Wasser, FlieBgeschwindigkeit: 0,6 ml / min

Saule: NUCLEODUR 100-3 C18 ec

(Machery-Nagel Cat No. 760051.30)

Detektionswellenlange: 229 nm
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Anhang 7.1 fortgesetzt

Relative UV-Responsefaktoren:

Neoglucobrassicin (NEO) 0,20
4-Methoxy-Glucobrassicin (4ME) 0,25
4-Hydroxy-Glucobrassicin (40H) 0,28
Glucobrassicin (GBC) 0,29
Glucosinalbin (SIB) 0,50
Gluconasturtiin (NAS) 0,95
Glucotropeolin (GTL) 0,95
Sinigrin (SIN) 1,00
Gluconapoleiferin (GNL) 1,00
Glucoalyssin (ALY) 1,07
Glucoiberin (IBE) 1,07
Glucoraphanin (RAA) 1,07
Progoitrin (PRO) 1,09
Gluconapin (GNA) 1,11
Glucobrassicanapin (GBN) 1,15
Glucoibervirin (IBV) 1,18
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Anhang 7.2: Varianzkomponenten fiir Genotyp (G), Umwelt (U), GxU Interaktion (GU), Versuchsfehler
und Heritabilitdten (h?) fiir Glucosinolate (Abkiirzungen siehe Tab. 1.1) in der Griinmasse zu zwei
Terminen (T1/T2) fiir zwei Pflanzenteile Blatt (BL) und Sténgel (ST) sowie Pflanzenlinge und BBCH-
Stadium

Varianzkomponenten )

Merkmal Termin Material

G U GU Fehler
= BL 61,24 ** 35,69 ** 10,74 ** 1,98 97,97
Gesamt-GSL ST 111,33 ** 42,34 ** 17,74 ** 3,07 98,16
BL 4,73 ** 5,59 ** 3,64 ** 0,24 91,65
T2 ST 10,78 ** 8,07 ** 6,16 ** 0,70 93,40
BL 57,46 ** 25,56 ** 9,65 ** 1,69 98,06
Alkenyl-GSL T ST 96,49 ** 25,27 ** 15,85 ** 2,42 98,14
T2 BL 3,91 ** 4,87 ** 2,41 ** 0,91 91,38
ST 9,07 ** 6,69 ** 5,28 ** 0,54 93,35
1 BL 0,44 ** 1,90 ** 0,60 ** 0,15 85,42
Indol- ST 1,26 ** 3,66 ** 0,79 ** 0,30 92,04
GSL - BL 0,03 ** 0,11 ** 0,01 ** 0,02 86,51
ST 0,04 ** 0,24 ** 0,05 ** 0,02 81,50
BL 10,01 ** 4,23 ** 1,90 ** 0,38 97,77
PRO T ST 21,05 ** 4,33 ** 3,29 ** 0,59 98,19
T2 BL 0,79 ** 0,40 ** 0,21 ** 0,26 93,79
ST 2,69 ** 1,22 ** 1,05 ** 0,12 95,38
BL 0,03 ** 0,00 ** 0,01 ** 0,00 95,70
RAA T ST 0,03 ** 0,01 ** 0,01 ** 0,01 94,00
T2 BL 0,00 ** 0,01 ** 0,00 * 0,00 83,69
ST 0,01 ** 0,01 ** 0,01 ** 0,00 85,39
= BL 0,00 ** 0,00 ** 0,00 n.s. 0,01 61,27
GNL ST 0,00 ** 0,01 ** 0,00 + 0,01 70,80
2 BL 0,00 ** 0,01 ** 0,00 ** 0,00 63,33
ST 0,00 n,s 0,01 ** 0,00 ** 0,00 10,95
1 BL 1,43 ** 0,62 ** 0,25 ** 0,07 97,76
ALY T ST 4,05 ** 0,81 ** 0,58 ** 0,16 98,22
- BL 0,08 ** 0,12 ** 0,09 ** 0,01 88,23
ST 0,57 ** 0,27 ** 0,29 ** 0,04 94,00
1 BL 1,17 ** 0,17 ** 0,23 ** 0,04 97,72
GNA T ST 1,34 ** 0,16 ** 0,37 ** 0,04 97,05
™ BL 0,28 ** 0,07 ** 0,01 n.s. 0,09 96,14
ST 0,05 ** 0,07 ** 0,06 ** 0,01 86,82
BL 11,02 ** 4,58 ** 2,55 ** 0,34 97,44
GBN T ST 11,99 ** 4,79 ** 2,95 ** 0,42 97,26
™ BL 0,31 ** 0,99 ** 0,65 ** 0,06 79,93
ST 0,44 ** 0,45 ** 0,58 ** 0,06 86,23
BL 0,33 ** 1,08 ** 0,31 ** 0,12 88,64
T ST 0,64 ** 0,71 ** 0,30 ** 0,11 93,92
GBC T2 BL 0,019 ** 0,030 ** 0,008 ** 0,008 91,45
ST 0,016 ** 0,062 ** 0,020 ** 0,007 84,03
1 BL 0,000 n.s. 0,000 n.s. 0,000 ** 0,000 54,08
A0H ST 0,001 ** 0,004 ** 0,001 ** 0,001 88,18
2 BL 0,000 ** 0,000 ** 0,001 ** 0,000 73,17
ST 0,001 ** 0,001 ** 0,000 ** 0,001 90,21
1 BL 0,001 ** 0,002 ** 0,001 ** 0,001 87,46
AME T ST 0,002 ** 0,010 ** 0,002 ** 0,001 89,37
2 BL 0,001 ** 0,006 ** 0,002 ** 0,001 74,25
ST 0,001 ** 0,003 ** 0,001 ** 0,001 87,93
BL 0,03 ** 0,14 ** 0,09 ** 0,01 76,12
T ST 0,23 ** 1,21 ** 0,39 ** 0,08 82,56
NEO ™ BL 0,002 ** 0,024 ** 0,004 ** 0,005 60,69

ST 0,004 ** 0,051 ** 0,012 ** 0,005 67,91
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Anhang 7.2 fortgesetzt

Varianzkomponenten

Merkmal ~ Termin  Material h?
erkma ermin ateria G U GU Fehler

1 BL 0,08 ** 0,01 ** 0,05 ** 0,01 93,68
NAS ST 0,37 ** 0,05 ** 0,14 ** 0,04 95,38
o BL 0,002 ** 0,001 ** 0,003 ** 0,002 75,48
ST 0,08 ** 0,11 ** 0,04 ** 0,03 91,22
Pflanzen- T1 6,52 ** 5,35 ** 3,77 ** 1,25 91,23
lénge T2 338,81 ** 204,27 ** 44,23 ** 17,36 95,65
BBCH- T1 7,28 ** 14,56 ** 4,03 * 11,00 70,76

Stadium T2 0,27 ** 0,01 n.s. 0,12 + 0,27 67,67
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Anhang 7.3: Mittlere Glucosinolatzusammensetzung (in pmol/g TM, Abkiirzungen siehe Tab. 1.1) von 28 Genotypen
zu zwei Probenahmeterminen (T1/T2) in den Pflanzenteilen (PFL) Blatt (BL) und Stdngel (ST) sowie
Glucosinolatzusammensetzung im Samen (SA) zur Samenreife (T3)

Genotyp ::I: PFL Gesamt ALK IND PRO RAA GNL ALY GNA 40H GBN GBC NAS 4ME NEO
1 BL 15,48 11,80 2,32 493 0,18 0,23 217 049 000 380 184 1,36 010 0,38

ST 98 581 211 3,72 002 021 129 000 001 057 0,74 193 0,24 1,12

A::tkaunrza - BL 2,73 2,13 0,46 073 013 022 0,26 015 000 0,64 025 0,14 0,12 0,09
ST 461 29 08 150 008 009 0,72 013 008 043 038 081 0,17 0,22

T3 SA 83,66 75,88 5,64 49,26 2,26 0,04 4,84 1424 3,84 524 1,77 2,14 0,00 0,03

1 BL 12,69 898 354 285 002 0,19 1,19 054 001 4,19 263 0,17 0,08 0,82

ST 17,49 11,06 6,07 404 003 025 1,72 057 007 445 333 036 020 247

Campala - BL 1,34 084 050 0,12 0,04 0,13 0,17 004 000 034 0,22 0,00 0,05 0,23
ST 313 203 102 08 003 0,11 038 009 0,13 05 044 0,08 0,07 0,38

T3 SA 17,90 14,44 3,39 894 019 006 107 3,19 305 099 0,23 0,07 0,02 0,09

1 BL 14,55 12,41 1,89 4,00 002 0,23 1,37 1,11 001 568 143 0,25 0,08 0,37

ST 19,12 13,95 4,30 533 004 0,26 227 101 006 504 226 087 0,19 1,79

Express ™ BL 1,79 1,36 041 0,20 0,04 0,20 0,15 0,17 001 0,60 0,22 0,02 0,07 0,11
ST 381 260 08 09 005 0,10 062 0,14 007 0,70 045 035 0,06 0,28

T3 SA 28,28 23,78 4,12 15,74 0,24 0,06 1,16 489 3,87 169 0,20 0,38 0,00 0,05

1 BL 23,05 20,11 2,68 680 066 018 1,82 243 001 8,22 218 0,26 0,05 044

ST 25,24 22,01 262 938 062 021 247 205 004 728 145 061 0,12 1,01

G53 - BL 4,02 356 04 063 022 0,10 0,26 082 0,00 153 0,27 0,01 0,06 0,12
ST 556 49 044 253 019 009 069 048 005 097 024 0,17 0,05 0,10

T3 SA 88,90 85,99 2,27 53,50 11,54 0,08 2,68 14,27 2,5 392 0,10 064 0,00 0,02

1 BL 16,31 14,01 193 456 002 0,21 231 0,73 003 6,18 161 037 0,06 0,23

ST 21,23 17,73 224 709 015 0,28 371 0,79 0,11 571 147 126 0,14 0,52

Gaoyou - BL 192 147 038 032 002 020 031 009 001 053 020 0,07 0,07 0,10
ST 4,16 29 066 126 006 008 104 009 009 043 0,28 054 0,10 0,19

T3 SA 75,03 70,95 2,95 42,77 131 0,04 5,17 16,27 2,69 539 0,16 1,13 0,00 0,10

1 BL 582 384 18 142 003 026 1,51 008 001 054 143 0,09 0,07 0,38

ST 7,19 522 160 214 005 0,28 199 006 004 070 064 037 0,14 0,78

GOE1991 ™ BL 1,06 082 0,24 021 005 0,19 0,14 004 000 0,19 0,10 0,00 0,07 0,07
ST 1,29 0% 033 043 004 009 026 002 009 006 010 0,06 0,04 0,10

T3 SA 11,85 9,55 2,22 684 023 005 054 150 195 039 0,18 0,08 0,01 0,08

T BL 19,33 17,29 1,83 4,57 002 0,25 169 18 002 89 1,37 021 0,10 0,34

ST 23,94 19,71 3,54 605 007 024 288 169 007 878 19 069 0,18 1,34

Grizzly ™ BL 2,76 2,27 0,47 037 003 014 025 033 000 1,15 0,25 0,02 0,07 0,15
ST 399 321 059 105 004 009 0,77 020 006 106 0,25 0,19 0,05 0,23

T3 SA 27,55 23,58 3,74 14% 030 004 145 510 33 1,73 020 0,23 0,01 0,18

m BL 13,91 10,49 2,85 4,70 0,25 0,26 256 056 0,01 216 222 057 005 0,57

ST 15,25 10,91 2,94 493 050 0,21 3,13 054 007 160 1,17 1,40 0,17 1,53

H10 ™ BL 2,50 1,8 059 057 004 019 0,26 021 002 061 033 003 0,03 0,21
ST 519 3,70 084 158 008 0,10 103 036 016 055 032 065 008 0,28

T3 SA 93,62 87,66 4,00 57,43 2,26 0,07 7,13 1508 3,70 569 0,27 196 0,01 0,02

1 BL 24,76 20,63 3,24 9,19 0,07 0,17 3,72 1,21 0,03 6,27 269 089 0,02 0,50

ST 30,28 23,74 4,21 1250 0,14 0,23 534 083 020 470 18 2,33 0,09 2,06

H113 ™ BL 581 497 068 188 003 0,19 1,06 037 007 144 034 0,16 0,09 0,18
ST 782 59 098 324 006 008 1,72 0,17 020 068 032 08 005 041

T3 SA 86,49 82,84 3,37 61,05 2,02 0,06 2,77 1392 3,24 3,02 0,11 0,28 0,00 0,02

1 BL 21,29 18,68 235 787 00 016 216 182 0,00 662 195 0,26 0,10 0,30

ST 22,51 19,30 2,55 10,14 0,11 0,22 2,71 156 0,03 456 158 066 0,16 0,78

H149 ™ BL 490 3,73 1,13 1,46 003 0,16 052 041 000 1,15 088 0,04 0,11 0,14
ST 7,04 570 102 3,28 005 009 098 037 004 093 053 032 0,14 0,31

T3 SA 57,86 53,50 3,45 31,30 1,74 0,03 283 1428 3,14 332 024 091 0,03 0,04

1 BL 11,84 10,09 1,69 3,12 0,03 0,26 3,74 007 001 287 106 0,06 004 0,58

ST 14,59 11,72 2,47 4,45 0,11 035 453 0,14 0,07 214 121 040 0,15 1,04

H30 T BL 1,51 101 049 0,07 005 0,21 046 000 0,02 0,22 0,24 001 0,06 0,17
ST 259 18 064 063 004 0,11 102 000 008 006 029 0,09 0,07 0,20

T3 SA 83,56 79,61 3,09 60,12 184 0,04 4,14 1101 267 246 0,24 0,8 0,00 0,18
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Genotyp -::I: PFL Gesamt ALK IND PRO RAA GNL ALY GNA 40H GBN GBC NAS 4ME NEO
1 BL 17,90 14,41 3,02 5,70 0,07 030 306 137 003 391 211 047 0,11 0,77
ST 16,97 12,82 3,25 521 0,34 035 345 093 009 254 146 090 0,21 149
H327 - BL 501 4,19 0,79 152 o004 017 052 09 002 098 043 003 0,15 0,29
ST 403 302 08 1,57 o008 0,11 0,71 0,26 0,07 0,29 030 0,19 0,12 0,33
T3 SA 100,88 97,41 3,25 65,58 1,37 0,08 2,47 2517 3,01 2,74 0,22 0,22 0,00 0,02
1 BL 24,37 21,27 2,69 8,57 008 021 3,77 083 002 781 202 041 0,11 0,54
ST 35,49 29,40 4,74 12,72 0,20 0,24 6,79 104 008 8,41 250 135 0,26 1,90
L122 ™ BL 3,84 332 o050 1,12 003 0,21 0,70 0,25 0,04 101 035 0,02 0,02 0,09
ST 925 7,84 099 3,77 006 009 207 034 010 151 051 0,42 0,09 0,29
T3 SA 83,35 77,41 4,09 4563 2,14 0,05 8,09 1456 3,74 694 032 18 0,02 0,01
1 BL 331 133 191 054 002 024 019 001 002 033 142 0,07 0,07 040
ST 561 202 341 091 004 024 034 005 0,11 044 19 0,18 0,12 1,22
L16 ™ BL 0,78 0,37 039 009 002 014 002 002 002 0,08 0,18 0,02 0,05 0,14
ST 1,24 059 054 025 003 008 0,16 000 0,07 007 0,22 0,11 0,06 0,19
T3 SA 53,57 47,29 483 2592 082 0,10 5,79 7,58 4,13 708 061 145 0,05 0,04
1 BL 564 240 3,11 0,79 002 0,21 0,23 019 0,02 09 221 0,13 0,11 0,77
ST 6,07 2,71 3,04 105 006 0,26 053 0,16 009 065 130 0,32 0,20 1,45
Liropa ™ BL 1,14 0,71 o041 0,16 003 0,20 005 0,07 000 0,20 0,18 0,02 0,05 0,18
ST 1,64 086 056 035 005 007 022 008 006 009 0,24 0,22 0,07 0,19
T3 SA 19,74 1497 4,16 7,58 0,27 006 2,13 331 38 162 0,25 061 0,00 0,05
1 BL 24,41 21,12 2,74 7,71 004 0,16 3,37 126 001 858 239 055 0,09 0,25
ST 34,26 27,43 4,78 10,47 0,31 0,21 6,36 1,26 0,08 882 3,69 205 0,27 0,74
Mansholt ™ BL 5,77 524 048 216 004 0,18 082 053 001 151 0,29 0,05 0,10 0,08
ST 10,76 889 1,13 435 0,19 0,09 258 0,23 0,10 145 0,70 0,74 0,13 0,20
T3 SA 77,74 72,80 4,00 44,85 1,24 0,02 6,23 1446 3,47 6,00 048 094 0,00 0,05
1 BL 11,83 9,62 2,02 3,27 001 022 09 1,04 001 409 163 019 0,08 0,30
ST 16,40 11,82 3,84 461 008 031 164 1,11 0,08 4,07 235 0,74 0,16 1,25
Mendel ™ BL 1,64 1,17 0,40 0,28 005 0,19 0,23 0,127 0,00 0,35 0,25 0,07 0,05 0,10
ST 3,07 205 0,76 093 005 012 0,37 017 006 041 0,40 0,26 0,05 0,25
T3 SA 17,81 14,16 3,60 9,30 0,22 0,07 043 354 327 060 0,27 005 0,00 0,06
m BL 10,30 852 1,53 2,78 002 0,23 1,20 0,73 001 356 129 0,25 0,07 0,16
ST 14,49 11,22 2,52 430 0,10 0,25 203 0,79 009 3,75 154 0,75 0,13 0,76
Oase ™ BL 1,75 1,39 033 0,27 004 019 0,15 0,28 0,00 056 0,20 0,03 0,08 0,05
ST 2,58 1,75 056 069 007 010 050 0,09 0,07 030 0,27 0,27 0,04 0,18
T3 SA 19,68 1582 3,56 997 021 004 093 369 313 098 0,28 030 0,01 0,14
1 BL 15,59 13,27 2,03 533 021 0,26 201 038 000 461 1,74 0,29 0,03 0,26
ST 16,16 13,16 1,85 588 0,31 0,20 292 064 003 321 095 115 0,14 0,73
Olimpiade ™ BL 240 1,84 055 062 005 0,12 0,24 019 004 062 034 001 0,07 0,20
ST 571 4,47 0,71 204 032 008 136 016 005 051 036 053 0,11 0,19
T3 SA 83,18 78,70 3,93 50,73 2,26 0,08 293 1966 3,24 3,04 063 055 0,01 0,05
m BL 21,97 17,68 3,66 7,43 071 019 3,11 060 0,02 564 345 0,63 0,03 0,16
ST 24,06 18,29 3,81 8,22 0,72 0,24 360 0,70 005 481 2,76 19 0,19 0,81
R140 ™ BL 454 3,67 075 105 0,21 0,17 064 043 004 117 052 0,12 0,11 0,08
ST 838 610 09 281 023 008 141 037 013 120 0,44 132 0,12 0,27
T3 SA 94,35 89,83 2,48 4892 9,16 0,10 4,59 1883 233 823 0,12 2,04 0,01 0,02
1 BL 14,24 1060 3,28 3,13 0,15 0,19 131 1,54 0,02 4,28 264 036 0,09 0,53
ST 20,00 13,51 546 4,15 0,4 015 182 2,18 0,10 5,07 3,68 1,03 0,24 1,44
R53 ™ BL 2,45 1,79 063 050 001 0,23 0,24 018 006 063 036 0,03 0,06 0,15
ST 364 237 104 104 005 010 050 019 009 049 060 0,23 0,11 0,24
T3 SA 39,93 35,24 4,25 20,28 1,27 0,06 198 959 3,78 206 039 044 0,01 0,07
1 BL 26,84 25,08 160 7,04 004 023 38 137 0,02 12,51 09 0,16 0,06 0,57
ST 30,58 27,07 291 891 0,12 0,22 6,36 107 0,09 1039 104 060 0,15 1,63
S14 ™ BL 53 493 039 121 002 0,19 101 0,30 000 220 0,15 0,03 0,04 0,20
ST 825 7,50 0,51 3,27 o012 0,10 207 036 008 158 0,15 0,24 0,04 0,24
T3 SA 99,58 94,51 3,13 61,83 165 0,04 595 18,10 2,67 694 0,25 194 0,01 0,20
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Anhang 7.3 fortgesetzt

Genotyp :;:: PFL Gesamt ALK IND PRO RAA GNL ALY GNA 40H GBN GBC NAS 4ME NEO
1 BL 27,85 26,47 0,96 1462 0,23 0,29 108 563 000 462 082 042 0,06 0,08

ST 37,46 34,66 1,68 2166 044 034 197 601 006 424 115 1,12 0113 0,34

s3 o B 997 9,38 047 435 006 015 039 28 001 159 030 012 008 0,08
ST 10,73 9,77 047 7,23 0,09 009 056 1,12 006 068 0,23 049 008 0,10

T3 SA 81,43 77,26 3,13 50,91 148 005 1,02 22,18 277 162 029 1,04 0,00 0,07

BL 1035 867 1,556 2,67 001 024 124 064 001 3,87 120 0,12 0,08 027
ST 12,68 10,04 2,14 360 0,19 028 223 057 0,07 317 1,17 050 0,17 0,73
s30 o B 2,03 152 049 024 003 021 020 015 001 069 025 002 009 0,114
ST 2,74 1,85 060 0,71 0,07 009 070 004 007 024 027 029 006 0320

T3 SA 5066 46,15 3,62 29,43 0,89 0,06 4,03 728 3,37 446 0,17 089 000 0,08

BL 1056 869 1,76 2,62 005 0,18 1,32 062 002 390 143 0,11 0,08 0,23
ST 14,91 11,84 2,42 4,13 0,09 022 251 072 011 417 1,31 065 0,18 0,82
Samourai Bl 1,56 0,90 0,66 0,16 004 0,15 0,13 009 002 033 034 000 0,14 0,16
ST 3,14 2,01 075 0,74 0,08 0,10 065 009 011 035 031 0,38 006 0,27

T3 SA 2327 19,01 3,93 12,83 0,21 006 1,23 355 352 113 030 0,33 0,03 0,08

BL 519 2,62 2,48 097 005 021 052 0712 002 075 1,8 0,09 0,09 0,57

ST 759 3,56 3,74 159 006 021 09 0114 0111 066 1,83 029 0,27 1,53

santana r, BL 1,04 058 046 0,10 004 0,16 0,11 003 003 014 024 000 0,05 0,14
ST 1,73 0,86 0,69 034 002 008 032 003 008 007 031 0,18 0,08 0,22

T3 SA 2167 17,22 4,12 10,87 0,19 006 1,59 3,24 362 127 038 033 002 0,10

BL 3535 31,44 320 948 0,09 023 48 2,12 003 1466 220 071 017 0,80
ST 49,06 42,87 4,21 1453 035 029 895 262 0711 1613 2,14 198 025 1,71
Sollux ~_~ BL 6,06 545 052 1,30 007 009 088 065 001 246 025 009 005 021
ST 14,53 12,81 0,89 4,85 028 0,12 341 062 0712 353 043 083 009 0,25

T3 SA 89,10 84,23 3,93 5596 1,28 0,03 3,98 1822 3,68 4,76 020 094 001 0,04

BL 9,40 801 1,35 2,73 004 020 165 049 001 29 1,14 004 005 0,15
ST 11,75 9,77 1,80 3,69 005 026 242 053 008 28 1,17 018 0,10 0,45
visby Bl 099 0,70 029 0112 004 017 015 008 001 0,14 0,16 000 0,06 0,06
ST 1,69 1,14 048 049 003 008 038 002 006 014 0,19 007 005 0,18

T3 SA 16,79 12,88 3,88 873 0,16 005 0,75 2,67 3535 052 033 0,03 001 0,19

T1

T1

T1

T1

T1

Anhang 7.4: Korrelationsdiagramm zwischen Kohltriebrisslerbefall und Gehalt an 40H im Stidngel am
Standort Weende 2012
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Anhang 7.5: Framework Markerkarte der DH Population ,L16 x Express’ mit 145 QTL aus zweiortiger
Verrechnung (QTL im Samen: rot, QTL im Stdngel: griin, QTL im Blatt: blau, QTL weiterer Merkmale:
schwarz, Konfidenzintervalle innen: LOD-1, aussen: LOD-2)
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Anhang 7.5 fortgesetzt
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Anhang

Anhang 7.6: Quantitative Trait Loci (QTL) in zwei Pflanzenteilen Blatt und Sténgel aus Verrechnung iiber
drei Orte mit 90 Linien (KG Kopplungsgruppe, Additiveffekt in pumol/g TM, R? Anteil erklirter
phédnotypischer Varianz, LOD-GW LOD Grenzwert bei p=0,05)

are werkmal PR ke PO O ettele B0 % ow
GSLSUM-BL-1 GSLSUM  Blatt AO3 100,8 100,2 - 104 1,77 0,30 11,78 3,23
GSLSUM-BL-2 GSLSUM  Blatt AO3 111,3 109,3 - 111,5 1,47 0,23 8,09 3,23
GSLSUM-BL-3 GSLSUM  Blatt A06 31,0 30,5- 31,8 0,95 0,09 3,76 3,23
GSLSUM-BL-4 GSLSUM  Blatt AO6 41,3 34,0 - 43,6 1,23 0,15 6,74 3,23
GSLSUM-BL-5 GSLSUM  Blatt C03 39,4 34,9 - 41,8 -0,91 0,08 3,75 3,23
GSLSUM-BL-6  GSLSUM  Blatt Cco7 48,9 46,8 - 56,4 -1,01 0,09 4,40 3,23
GSLSUM-ST-1  GSLSUM  Stangel  A03 100,8 100,3 - 102,1 2,83 0,48 14,38 3,42
GSLSUM-ST-2  GSLSUM  Stdngel  A06 64,8 62,9 - 66,8 1,77 0,12 598 3,42
ALKSUM-BL-1 ALKSUM  Blatt AO03 100,8 100,3 - 101,8 1,78 0,32 12,44 3,14
ALKSUM-BL-2 ALKSUM  Blatt AO3 111,3 109,3 - 111,5 1,48 0,24 855 3,14
ALKSUM-BL-3 ALKSUM  Blatt A06 31,0 30,5- 31,8 0,92 0,09 3,77 3,14
ALKSUM-BL-4 ALKSUM  Blatt AO6 41,3 33,6 - 43,6 1,15 0,14 6,46 3,14
ALKSUM-BL-5 ALKSUM  Blatt Cco3 39,4 33,1- 41,8 -0,87 0,08 3,70 3,14
ALKSUM-BL-6 ALKSUM  Blatt Cco7 49,9 46,8 - 56,2 -1,04 0,11 4,83 3,14
ALKSUM-ST-1 ALKSUM  Stangel  AO03 100,8 100,5 - 101,8 2,67 0,47 16,90 3,15
ALKSUM-ST-2 ALKSUM  Sténgel  CO09 2,8 0,8 - 16,7 1,20 0,07 3,48 3,15
ALKSUM-ST-3  ALKSUM  Stdngel  C09 37,0 31,9- 50,8 -2,65 0,20 5,61 3,15
ALKSUM-ST-4 ALKSUM  Sténgel CO09 52,8 52,1- 54,3 -1,17 0,08 4,18 3,15
INDSUM-BL-1 INDSUM  Blatt A02 52,9 52,6 - 54,8 0,10 0,34 11,19 3,17
INDSUM-BL-2 INDSUM  Blatt A02 63,1 55,1-73,4 0,10 0,39 9,01 3,17
INDSUM-BL-3 INDSUM  Blatt co7 40,9 39,9- 42,1 0,07 0,15 5,46 3,17
INDSUM-BL-4 INDSUM  Blatt Cco7 50,5 46,8 - 55,9 0,07 0,15 5,60 3,17
INDSUM-BL-5 INDSUM  Blatt C09 61,7 58,6 - 70,4 -0,05 0,08 3,12 3,17
INDSUM-ST-1 INDSUM  Stangel  AO2 52,9 51,4 - 54,3 0,15 0,21 8,66 3,27
INDSUM-ST-2 INDSUM  Stangel  AO6 35,3 33,3-43,3 0,09 0,07 3,16 3,27
INDSUM-ST-3 INDSUM  Stdngel  AO8 20,8 8,0-39,1 -0,15 0,16 4,57 3,27
INDSUM-ST-4 INDSUM  Stdngel  CO7 54,7 52,7 - 64,0 0,15 0,18 7,55 3,27
PRO-BL-1 PRO Blatt AO03 87,2 87,0- 90,9 0,29 0,12 4,33 3,09
PRO-BL-2 PRO Blatt AO3 97,6 93,1- 99,2 0,36 0,20 7,50 3,09
PRO-BL-3 PRO Blatt C09 0,0 0,0-0,8 0,52 0,17 6,64 3,09
PRO-BL-4 PRO Blatt C09 37,0 30,9 - 44,1 -0,60 0,29 9,34 3,09
PRO-ST-1 PRO Stangel  AO3 100,8 100,5 - 101,8 0,83 0,33 15,24 3,30
PRO-ST-2 PRO Stangel  CO9 4,8 0,9- 11,3 0,82 0,15 8,09 3,30
PRO-ST-3 PRO Stangel  CO9 36,0 34,1- 44,0 -0,64 0,14 5,79 3,30
ALY-BL-1 ALY Blatt AO03 100,8 100,4 - 102,1 0,20 0,38 14,84 3,26
ALY-BL-2 ALY Blatt AO3 111,3 109,3 - 112,4 0,16 0,24 8,08 3,26
ALY-BL-3 ALY Blatt C09 0,0 0,0-0,8 0,10 0,06 3,43 3,26
ALY-BL-4 ALY Blatt C09 37,0 33,3- 41,5 -0,26 0,28 9,62 3,26
ALY-BL-5 ALY Blatt C09 52,8 52,1- 55,3 -0,12 0,13 6,41 3,26
ALY-ST-1 ALY Stangel  AO3 100,8 100,5 - 102,2 0,37 0,49 15,74 3,33
GNA-BL-1 GNA Blatt AO03 100,8 99,7 - 108,1 0,19 0,21 8,34 3,02
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Anhang

Anhang 7.6 fortgesetzt

an erma P o Pt ertdeminar dddie % wop 00
GNA-BL-2 GNA Blatt AO6 31,0 30,5 - 31,8 0,17 0,16 5,59 3,02
GNA-BL-3 GNA Blatt AO6 41,3 36,5- 429 0,21 0,26 9,91 3,02
GNA-BL-4 GNA Blatt co3 38,4 36,7 - 46,2 -0,11 0,06 2,99 3,02
GNA-BL-5 GNA Blatt co7 48,9 42,1 - 52,7 -0,15 0,12 5,14 3,02
GNA-ST-1 GNA Stangel  A03 97,6 92,9 - 98,6 0,22 0,39 14,40 3,39
GNA-ST-2 GNA Stangel A06 64,8 62,9 - 68,7 0,11 0,09 4,26 3,39
GBN-BL-1 GBN Blatt A03 100,8 100,3 - 103,6 0,86 0,29 12,11 3,19
GBN-BL-2 GBN Blatt AO6 31,0 30,5- 31,8 0,53 0,11 4,70 3,19
GBN-BL-3 GBN Blatt AO6 41,3 36,5 - 43,2 0,67 0,19 8,63 3,19
GBN-BL-4 GBN Blatt Al10 15,5 7,8 - 25,7 -0,41 0,07 3,67 3,19
GBN-BL-5 GBN Blatt Cco3 39,4 30,9 - 41,8 -0,42 0,07 3,50 3,19
GBN-BL-6 GBN Blatt co7 49,9 46,8 - 55,8 -0,56 0,12 5,63 3,19
GBN-ST-1 GBN Stangel A03 100,8 100,5 - 102,2 1,26 0,58 18,80 3,22
GBN-ST-2 GBN Stangel  C09 74,1 72,3-76,4 -0,42 0,06 3,72 3,22
GBC-BL-1 GBC Blatt AO4 37,6 34,1 - 46,6 -0,05 0,12 485 3,49
GBC-BL-2 GBC Blatt AO06 41,3 37,8-43,4 0,06 0,16 5,92 3,49
GBC-ST-1 GBC Stangel  A02 52,9 51,1 - 54,8 0,10 0,24 6,56 3,30
GBC-ST-2 GBC Stangel A06 35,3 33,0 - 37,8 0,09 0,11 4,46 3,30
GBC-ST-3 GBC Stangel  CO7 55,7 53,8 - 61,9 0,15 0,30 11,74 3,30
NAS-BL-1 NAS Blatt A02 42,6 36,7 - 46,3 0,02 0,10 3,09 3,11
NAS-BL-2 NAS Blatt A02 60,1 52,9- 75,9 0,03 0,20 5,53 3,11
NAS-BL-3 NAS Blatt C02 36,8 33,8 - 38,2 -0,02 0,10 3,28 3,11
NAS-ST-1 NAS Stangel AO3 6,7 3,5-11,4 0,05 0,10 3,80 3,11
NAS-ST-2 NAS Stangel A06 65,8 54,0 - 74,0 0,06 0,14 4,78 3,11
NAS-ST-3 NAS Stangel CO02 49,4 41,2 - 57,3 -0,05 0,09 3,11 3,11
NAS-ST-4 NAS Stangel  CO5 25,8 11,9 - 30,3 -0,05 0,09 3,36 3,11
NEO-BL-1 NEO Blatt A02 40,4 38,7 - 44,7 0,02 0,19 8,06 3,09
NEO-BL-2 NEO Blatt AQ5 86,1 73,4 - 97,6 -0,01 0,07 3,50 3,09
NEO-BL-3 NEO Blatt A08 37,5 16,6 - 39,2 -0,01 0,07 3,50 3,09
NEO-BL-4 NEO Blatt Cco3 159,2 155,8 - 162,3 -0,02 0,22 8,96 3,09
NEO-ST-1 NEO Stangel A0l 1,5 0,0-5,3 0,04 0,29 19,97 3,23
NEO-ST-2 NEO Stangel A01 17,9 16,9 - 27,4 0,03 0,15 3,95 3,23
NEO-ST-3 NEO Stangel  A02 42,6 42,5 - 50,7 0,03 0,16 4,22 3,23
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