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Einleitung

1 Einleitung

Der Mensch nutzt und verandert seit jeher die ihn umgebende Umwelt. Die
Auswirkungen des starken Bevolkerungswachstums haben bis heute zu
einer massiven Ausbeutung natirlicher Ressourcen und Bedrohung der
globalen Biodiversitat gefihrt. Der durch den Menschen verursachte
,globale Wandel® beinhaltet folgende fiinf Aspekte, die einen
entscheidenden Einfluss auf die natirliche Biodiversitat haben (Dukes &
Mooney 1999, Sala 2000): (i) veranderte Landnutzung, welche zu
haufigeren Stérungen und Habitatfragmentierung flihrt, (ii) anthropogener
Klimawandel durch Treibhausgase, (iii) erhdhte atmosphéarische Stickstoff-
deposition und saurer Regen, (iv) biologische Invasionen durch Ver-
schleppung von Arten Uber ihre natirlichen Verbreitungsgebiete hinaus und
(v) die Erhéhung des CO,-Gehaltes der Atmosphére.

Seit Beginn der Neuzeit expandierte der europaische Handel nach Ubersee
und Uberwand damit biogeographische Fernverbreitungsbarrieren, die zuvor
einen Austausch zwischen Okosystemen seit Millionen Jahren fast génzlich
unterbunden hatten. Grofte Mengen an Organismen wurden sowohl ab-
sichtlich als auch zufallig zwischen Regionen verschleppt und konnten sich
zum Teil im neuen Areal ansiedeln. Als statistische Faustregel fur die Eta-
blierung von Pflanzen auf3erhalb ihres natirlichen Verbreitungsgebietes gilt
die ,Zehnerregel® (engl. tens rule): 10% der eingeschleppten Pflanzen
halten sich zunachst (unbestdndig) in einer neuen Region. Von diesen
kénnen wiederum 10% sich dauerhaft in naturnahen Lebensrdumen eta-
blieren, und weitere 10% dieser Etablierten haben unerwiinschte Aus-
wirkung auf Artengemeinschaften, ©kosystemare Funktionen oder das
menschliche Wohl (Williamson & Brown 1986).

Als einheimisch in Europa gelten in der Regel Arten, die hier entstanden
sind oder nach der letzten Eiszeit diesen Raum besiedelt haben (Kowarik
2003). Bei den eingewanderten bzw. eingeschleppten, nicht-heimischen
Pflanzen differenziert man zeitlich zwischen Archaophyten (als Wendepunkt
werden entweder die Entdeckung Amerikas durch Kolumbus 1492 n. Chr.
oder das Jahr 1500 verwendet, PySek 1998, Kowarik 2002, Kowarik 2003,
BfN 2005) und Neophyten (spater eingewandert). Zu ersteren gehéren z.B.
zahlreiche Elemente unserer Ackerbegleitflora (Agrostemma githago L.,
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Centaurea cyanus L., Matricaria recutita L., Papaver rhoeas L.), die aus
dem mediterranen Raum oder Asien durch den Ackerbau nach Deutschland
gelangten. Zumindest im Naturschutz werden diese den indigenen Arten
gleichgestellt behandelt. Zu den Neophyten gehéren zahlreiche inter-
kontinentale Einwanderer wie Senecio inaequidens DC. (Sudafrika) oder
Solidago canadensis L. (Nordamerika) Erstere wurde unbeabsichtigt mit
Schafswolle importiert, letztere wurde zunachst als Zierpflanze eingefuhrt.
Kulturpflanzen (Zier- und Nutzpflanzen) sind eine wichtige Quelle fiir Neo-
phyten, wenn sie — wie Raps (Brassica napus L.) — in der Lage sind,
auRerhalb der Kultur Flachen zu besiedeln.

Anpassungen, die fur den Erfolg kolonisierender Arten (Arten, die neu in ein
Habitat einwandern und neue Populationen griinden) verantwortlich sind,
kénnen vor dem Erreichen eines neuen Gebietes vorhanden sein (Pra-
adaptationen) und/oder sich erst zu einem spateren Zeitpunkt aufgrund des
veranderten Selektionsregimes evolutiv entwickeln (Brown & Marshall
1981).

1.1 Evolution von Unkrautern

Nutzpflanzen haben durch Zichtung und Selektion vom Menschen ge-
winschter Merkmale eine mehr oder weniger umfangreiche Domestikation
erfahren. Der umgekehrte Prozess der Dedomestikation (Verwildern) fuhrt
zu verwilderten Pflanzen (engl. feral plants), welche von Nutzpflanzen
abstammen, aber nicht des menschlichen Einflusses bedurfen, um sich zu
reproduzieren. Das Verwildern ist ein kontinuierlicher Prozess, der aber sehr
schnell stattfinden kann (Gressel 2005). Vom Menschen unerwiinschte
Pflanzen, die auf Nutzflichen oder anthropogen gestérten, ruderalen
Habitaten vorkommen, bezeichnet man als Unkrauter (engl. weeds, Baker
1965, Baker 1974, Elistrand et al. 1999). Unkrauter stammen aus drei
verschiedenen Quellen (Mooney & Cleland 2001): Verwilderte Pflanzen und
Volontéare, die nach dem Anbau von Nutzpflanzen wie z.B. Raps auftreten,
kénnen sich auf gestorten Standorten etablieren (Gressel 2005, Warwick &
Stewart 2005). Neben diesen dedomestizierten Pflanzen kdnnen sich auch
natlrliche Pionierpflanzen an menschliche Stérungen anpassen. Dazu
gehdren Ackerunkrauter, die sich co-evolutiv mit den Nutzpflanzen ent-
wickeln und sich an die landwirtschaftlichen Bedingungen anpassen (engl.
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crop mimics, z.B. Camelina sativa (L.) CR. in Leinfeldern, Hjelmqvist 1950).
AuRerdem kénnen Unkrauter durch Hybridisierung und Introgression
(Aufnahme von Genen eines Taxons in den Genpool eines anderen durch
Ruckkreuzung von Hybriden mit einem Elter) entstehen, zum Teil durch
Kreuzung von Kulturpflanzen mit ihren wilden Verwandten (z.B. beobachtet
in den Gattungen Sorghum, Helianthus oder Oryza, Ellstrand et al. 1999).

1.2 Die Gattung Brassica

Die Merkmale der Arten der Gattung Brassica wurden folgender Literatur
und Floren zusammengefasst: Rich 1991, Korber-Grohne 1995,
McNaughton 1995a und 1995b, Schmeil 1996, Rothmaler 2000 und 2002.

Brassica ist die namengebende Gattung der 3709 Arten in der 338
Gattungen umfassenden, monophyletischen Familie der Brassicaceae
(Kreuzblitler, Cruciferae, Al-Shebaz et al. 2006). Die Familie ist
morphologisch gut charakterisiert durch die Stellung und Anzahl der Bliten-
organe. In der disymmetrischen Bliite stehen vier Kelchblatter alternierend
zu vier Kronblattern. Es folgen zwei kurze aulere und vier langere innere
Staubblatter sowie ein oberstandiger Fruchtknoten, der aus zwei Frucht-
blattern gebildet wird. Die Frucht ist eine Schote oder ein Schétchen und
wird von einer falschen Scheidewand in zwei Kammern geteilt. Zahlreiche
Kulturpflanzen entstammen den Brassicaceae und werden als Gemise-,
Ol-, Gewiirz-, Arznei- und Futterpflanzen angebaut (Kérber-Grohne 1995).
Die Gattung Brassica umfasst 38 Arten (Warwick et al. 2000). Ihr
entstammen alle Kohlsorten (z.B. Grinkohl, Brokkoli, Chinakohl),
verschiedene Ruben (z.B. Steckribe, Stoppelribe, Kohlrabi), Senf-Arten
(z.B. schwarzer Senf) und Olfriichte (z.B. Raps, Riibsen, brauner Senf). Die
Olfriichte aus der Gattung Brassica bilden zusammen weltweit die
drittwichtigste Quelle fir Pflanzendle nach Sojabohne und Palmél (Hall et al.
2005). Der Ursprung der Kulturarten liegt in den drei diploiden Arten
Brassica rapa L. (syn. B. campestris, Ribsen, Genom AA), Brassica
oleracea L. (Kohl, Genom CC) und Brassica nigra (L.) KOCH (schwarzer
Senf, Genom BB). Durch allopolyploide Hybridisierung sind aus diesen drei
Arten drei tetraploide Arten hervorgegangen (U 1935, Abbildung 1):
Brassica napus (Raps, Steckriibe, Genomkombination AACC), Brassica
carinata A. BRAUN (Abessinischer Senf, Genomkombination BBCC) und



Einleitung

Brassica juncea L. CZERN. (brauner oder indischer Senf, Genomkombination
AABB).

1.2.1 Brassica napus L.
Die amphidiploide Art B. napus (AACC, 2n=38) teilt sich in Olraps (B. napus
ssp. oleifera, syn. ssp. napus, Olraps), Futterraps und Steckriibe (B. napus
ssp. napobrassica (L.) HANELT, syn. ssp. rapifera, Steckriibe, Kohiribe,
Wrunke). Drei Lebensformtypen sind von B. napus bekannt. Die Steckriibe
ist bienn, Uberdauert das erste Jahr als Rosette mit einer Speicherriibe und
kommt, wie auch der Futterraps, erst im zweiten Jahr zur Bliite. Der Olraps
I&sst sich auch in zwei Subspezies teilen: B. napus ssp annua (Sommer-
raps) und B. napus ssp. biennis (Winterraps). Sommerraps hat eine thero-
phytische Lebensweise. Er keimt im Fruhjahr, bliht im Friihsommer und
Uberdauert den Winter als Same. Die winterannuelle Form ist ein Hemi-
kryptophyt, der im ersten Jahr keimt, als Rosette den Winter (iberdauert und
im Folgejahr zur Blite kommt. Die Blitenbildung bendtigt eine Vernalisation
und wird von Langtagbedingungen gefordert. Raps bildet eine kraftige
Pfahlwurzel und eine mehr oder weniger verzweigte kraftige Sprossachse,
die je nach Standort und Sorte bis zu zwei Meter hoch werden kann
(Abbildung 2). Die Laubblatter sind blaugrin, bereift, die unteren unbehaart,

Brassica nigra

BB
2n=16
Brassica carinata Brassica juncea
BBCC AABB
2n=34 2n=36

/ \

Brassica oleracea Brassica napus  Brassica rapa

CC —» AAcC <« AA
2n=18 2n=38 2n=20

Abbildung 1: Das U’sche Dreieck illustriert die verwandtschaftlichen Beziehungen der drei
diploiden und der resultierenden allotetraploiden Brassica-Arten (U 1935). A, B, C:

Bezeichnung flr die Genome, 2n= Chromosomenanzahl im doppelten Chromosomensatz.
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gestielt und bilden zuerst eine vegetative Rosette. Am Staéngel stehen sie
wechselstandig, sind meist kahl und halb stangelumfassend gedhrt. Am
unteren Stangel sind die Blatter fiederspaltig. Die Teilung nimmt nach oben
hin ab. Der Blitenstand ist eine Traube, in der die Knospen die
aufgebliihten Bluten Uberragen. Die Bluten sind gelb, stark duftend und
proterogyn. Die Kelchblatter stehen aufrecht ab. Am Grund der Bllten
befinden sich Nektarien. Raps ist selbstkompatibel und zeigt ein gemischtes
Befruchtungssystem mit im Mittel etwa 30% Auskreuzung (Bateman 1955,
Becker et al. 1992, Husken & Dietz-Pfeilstetter 2007).

Die Pollen werden sowohl durch Insekten, durch direkten Kontakt der
Pflanzen im Feld und durch Wind Ubertragen (Hisken & Dietz-Pfeilstetter
2007). Besonders die Honigbiene Apis mellifera, aber auch andere Bienen,
Bombus-Arten, Schwebfliegen (Syrphidae) und Kaferarten sind effektive Be-

Abbildung 2: Morphologie von Raps (Brassica napus L. ssp. oleifera (DC.) Metzger). A:
Habitus, B: unteres Laubblatt, C: oberes Laubblatt, D: Bliite, E: Kelchblatt, F: Kronblatt, G:
Staubblatter und Fruchtknoten, H: Narbe, I: Schote, J: Querschnitt Schote, K: Samen.
Copyright P. Donovan (aus Rich 1991).
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stduber (Steffan-Dewenter 2003, Weekes et al. 2005, Jauker & Wolters
2008). Die Frucht ist eine geschnabelte, 5-10 cm lange Schote die
zahlreiche Samen enthalt (durchschnittlich etwa 15-20 Samen pro Schote,
maximal bis 40, Diepenbrock 2000). Die Samen sind kugelig blauschwarz
bis braunschwarz und fett- und proteinreich. Sie besitzen keine primare
Dormanz (Pekrun et al. 1997). Die Ausbreitung erfolgt autochor (Samen
fallen beim Offnen der Schote auf den Boden und kénnen sofort keimen),
zoochor (Menzel 2006) und in groBem Mafstab und Uber lange Distanzen
hinweg hemerochor. Hierbei spielen der Verlust bei Ernte und Transport
sowie die unbeabsichtigte Verschleppung z.B. adhasiv an Fahrzeugen (von
der Lippe & Kowarik 2007a, 2007b) und durch Erdaushub z. B. beim
StralRenbau (Haeupler et al. 2004, Menzel 2006) wichtige Rollen.

Eine Wildform des amphidiploiden Hybriden Raps aus den Elternarten
Ribsen und Kohl ist nicht bekannt. Aufgrund verschiedener Zytoplasma-
typen im Raps wird ein multipler Ursprung angenommen (Song & Osborn
1992). Der genau Entstehungsort und der genaue Zeitpunkt der Entstehung
sind ungeklart. Vermutet wird eine Entstehung im Mittelmeerraum, wo beide
Elternarten naturlich vorkommen (Abbildung 3). Zeitlich kann dies schon in
vorrémischer Zeit stattgefunden haben oder auch erst wahrend des
Mittelalters geschehen sein. Die Zuordnung historischer Quellen zu den
Arten B. napus und B. rapa erweist sich als schwierig, da aufgrund der
Ahnlichkeiten der Arten bis ins 17. Jahrhundert zwischen diesen nicht
unterschieden wurde. Im Altertum berichten rémische Schriftsteller von der
Nutzung von Brassica-Riben im Mittelmeerraum (Dioskorides und Plinus d.
A., 1. Jh. n. Chr,, zitiert in Kérber-Grohne 1995). Auch fiir die im Mittelalter
in Deutschland angebauten Riiben ist nicht sicher belegt, ob ausschlief3lich
B. rapa oder auch B. napus verwendet wurde. Erst ab 16. Jahrhundert
findet man in den Krauterblichern der Renaissance Abbildungen, die den
heutigen Steckriiben stark gleichen. Fiir Raps als Olfrucht ist der Anbau erst
seit dem 17. Jh. in den Niederlanden sicher belegt.

Seit Mitte der 1980er Jahre werden in Deutschland fast ausschlieRlich
glucosinolat- und erucasdurearme Doppel-Null-(00-) Winterrapssorten
angebaut. Diese konnen fur Lebensmittel (Speise6l, Margarine) und
proteinreiches Tierfutter (Pressriickstande) verwendet werden. Rapsol wird
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als nachwachsender Rohstoff z.B. fur die Produktion von Bio-Diesel und als
technisches Ol verwendet. Daneben findet die Steckriibe als Wintergemiise
und Viehfutter Verwendung. Friher wurden junge Raps-Blatter aulerdem
als Schnitt-, Scherkohl gegessen. Auerdem ist Raps Bestandteil von
Grindingungs- und Futtermischungen. Wahrend in Kanada, USA,
Australien, Std- und Ostasien vorwiegend Sommerraps angebaut wird, ist
in Europa der Winterraps dominierend. Der Anbau erfolgt meist in einer 3-4
jahrigen Fruchtfolge, mit Getreide als Vor- oder Nachfrucht (Breckling et al.
2003). Neben den klassischen Liniensorten werden zunehmend Hybrid-
sorten angebaut, die durch erhéhte Produktivitdt auffallen. Die Zuchtziele
beziehen sich auf Winterharte, Vegetationsdauer, Wuchsform, Stand-
festigkeit, Platzfestigkeit der Schoten, Kornertrag sowie Olgehalt und OI-
zusammensetzung. Durch Resynthese von Raps aus den Ursprungsarten
und Kreuzung mit nah Verwandten wird in der Pflanzenziichtung die
genetische Basis der Kultursorten erweitert und neue Eigenschaften werden
integriert. Gentechnisch veranderter Raps wird bisher vor allem in den USA
und Kanada grofRflachig angebaut, mit einem Schwerpunkt auf herbizid-
resistenten Sommerrapssorten.

Raps ist eine der wichtigsten Nutzpflanzen in Europa und gewinnt
zunehmend an Bedeutung als nachwachsender Rohstoff zur Energie-
produktion (Biodiesel). Deutschland und Frankreich haben die gréRten
Anteile an der europdischen Rapsanbauflache (EU 2007: >6 Mio. ha, Utz &

Abbildung 3: Verbreitungsgebiete von Brassica napus (verandert nach MPIZ Kdéln 0.J.).
Grau: Anbaugebiete (Australien erganzt), schwarz: vermutliche Ursprungsregion im Mittel-
meerraum.
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Ollier 2007). Im Untersuchungszeitraum fand in Deutschland eine
Steigerung der Rapsanbauflache 2004 von 1,26 Millionen Hektar auf 1,5
Millionen Hektar in 2007 statt (Statistisches Bundesamt 2004, 2007). 2008
ist ein Rickgang der Rapsanbauflache auf 1,4 Millionen Hektar in
Deutschland aufgrund gestiegener Getreidepreise, obligatorischer Flachen-
stilllegungen und ungtinstiger Herbstwitterung zu verzeichnen (Statistisches
Bundesamt 2008). Unter den deutschen Bundeslandern belegte Nieder-
sachsen 2007 Platz vier im Rapsanbau (2007: 150.000 ha, 2008: 120.000
ha, UFOP). Das Untersuchungsgebiet im siidwestlichen Niedersachsen
umfasst die Stadt Osnabriick und ihr Umland (etwa 30 km Radius,
Abbildung 17) und schlieBt sowohl Agrarbiotope als auch ruderale
Standorte im landlichen und urbanen Raum ein. Winterraps wird hier vor
allem als Olfrucht angebaut, ist aber auch in verschiedenen Saatgut-
mischungen enthalten.

Raps kann als Unkraut unabhangig von der Kultur offene, ruderale Stand-
orte besiedeln. In der floristischen Kartierung werden solche verwilderte
Rapspopulationen oft nicht erfasst, und zur Verbreitung und dem Grad der
Einbiirgerung von wild wachsendem Raps gibt es wenige Daten (Wiss-
kirchen & Haeupler 1998, Breckling et al. 2003). Ob dauerhafte, selbst
reproduzierende Raps-Populationen im Untersuchungsgebiet vorkommen,
soll in der vorliegenden Studie untersucht werden.

1.2.2 Brassica oleracea L.
Aus dem diploiden Wildkohl (Sammelart B. oleracea L., Genom CC, 2n=18)
wurden zahlreiche Kultursorten gezichtet. Hierzu gehéren: B. oleracea var.
acephala (Grinkohl), var. botrytis (Blumenkohl), var. capitata (Kopfkohl),
var. gemmifera (Rosenkohl), var. gongylodes (syn. ssp caulorapa, Kohlrabi),
var. italica (Brokkoli), var. medullosa (Markstammkohl) und var. sabauda
(Wirsing).

Die Wildform des Kohls ist ein mehrjahriger Zwergstrauch, der an den
Klsten und Gebirgen des Mittelmeers sowie auf Kalk- und Kreidefelsen an
der Atlantikkiste vorkommt. Das nérdlichste Vorkommen und einzige Wild-
vorkommen in Deutschland findet man auf Helgoland. Im Gegensatz zu den
Wildformen sind die Kultursorten des Kohls bienn und meist unverholzt. Die
verschiedenen Wildformen des Mittelmeerraumes werden von einigen
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Autoren als finf Arten-Komplexe gefiihrt, die sich jedoch untereinander
kreuzen lassen. Sie unterscheiden sich durch ihre Wuchsform, Blatt-
beschaffenheit und Blutenfarbe. Die Form der Atlantikkiste (B. oleracea
ssp. oleracea) kommt an Kistenfelsen als verholzter Strauch vor, ist
verzweigt, niedrig und gedrungen. Die Blatter sind graugriin und bewachst,
die Bliten sind gelb (Abbildung 4). Kohl ist ein obligater Auskreuzer auf-
grund eines sporophytischen Selbstinkompatibilitatssystems (SI, Bateman
1955, Nasrallah & Nasrallah 1989). Die keltischen Wortstamme kol und kal,
bresic sowie kap haben sich zu den heutigen Wértern Kohl, Brassica,
Kappes (= Kopfkohl) entwickelt und liefern friiheste Nachweise auf die
Nutzung des Kohls. Im Mittelmeerraum wird Kohl mindestens seit dem
Altertum (in Griechenland im 4. Jh. v. Chr.) als Nutzpflanze kultiviert. Plinius
(23-79 n. Chr., zitiert in Kérber-Grohne 1995) beschreibt die wichtige Rolle
des Kohls bei den Romern, der schon damals in verschiedenen Sorten be-

Abbildung 4: Morphologie von Kohl (B. oleracea L. ssp. oleracea). A: Habitus, B: unteres
Laubblatt, C: oberes Laubblatt, D: Bliite, E: Kelchblatt, F: Kronblatt, G: Staubblatter und
Fruchtknoten, H: Narbe, I: Schote, J: Querschnitt Schote, K: Samen. Copyright P.
Donovan (aus Rich 1991).



Einleitung

kannt war. In Deutschland ist Kohl seit dem Mittelalter von wichtiger Be-
deutung fir die Erndhrung. Die Formenvielfalt der Kultursorten ist in unter-
schiedlichen Regionen des Mittelmeerraumes durch Mutation und Selektion
hervorgegangen. Genutzt werden unterschiedliche Teile der Pflanze. Der
Kopfkohl besitzt einen kurzen Haupttrieb und bildet einen festen Kopf aus
Blattern. Bei Brokkoli und Blumenkohl wird der gestauchte Blitenstand
gegessen. Markstammkohl und Kohirabi haben einen verdickten Stangel,
wahrend der Grunkohl frosthartes Blattgemuse bildet. Rosenkohl ist die
jungste Kulturform mit verdickten Seitenknospen (Réschen), die verwendet
werden. Der Schwerpunkt des Kohlanbaus liegt in Asien und Europa, aber
auch in den USA und weiteren Landern wird Kohl angebaut.

1.2.3 Brassica rapa L. (synonym B. campestris L.)

Aus der diploiden Wildart B. rapa ssp. campestris (synonym B. rapa ssp.
sylvestris (L.) JANCHEN, B. rapa ssp. eu-campestris, Genom AA, 2n=20) mit
euro-asiatischen Vorkommen sind in einem europdischen und einem
asiatischen Zweig zahlreiche interfertile Unterarten und Kulturformen hervor
gegangen. Hierzu gehéren (i) die Olfriichte B. rapa ssp. oleifera (Ribsen,
Olriibe, Rilbsamen, Riibsenreps, Ursprung Europa), ssp. dichotoma (Toria,
Indischer Raps) und ssp. tricularis (syn. ssp. sarson, Sarson, letztere beide
mit Ursprung im Fernen Osten). (ii) In Asien wurden aus den letzteren
Subspezies die Blattgemise B. rapa ssp. pekinensis (Chinakohl), ssp.
chinensis (Pak Choi), ssp. narinosa (Taatsai) und ssp. nipposinica (Mibuna,
Mizuna) geziichtet. (iii) Aus den europaischen Olriibsen entstand die
urspriinglich bienne Ribenform B. rapa ssp. rapa, aus der zahlreiche Futter-
riben und Gemuisesorten hervorgegangen sind (syn. ssp. rapifera, mit
Ribe: Stoppel-, Herbst-, Weilk-, Wasser-, Mai-, Markische Riibe, Teltower
Rubchen, als Stéangelgemuise: Rubstiel; Stielmus). Daneben gibt es Formen,
die bisher keiner Unterart zugeordnet wurden, wie Brocoletto (&hnlich
Brokkoli mit vergréRerten Knospen, Sideuropa), das Blatigemuse
.Southern Greens“ (USA) sowie zahlreiche Hybridziichtungen. Neben
diploiden Ribsensorten werden in Deutschland auch tetraploide Ribsen-
sorten angebaut.

Ob die annuelle, wilde Ursprungsform aller Kulturformen (ssp. campestris,
Wildriibe) heute noch existiert oder ob die heute als Unkrauter auftretenden
Populationen auf verwilderte Olrlibsen zuriickgehen, ist unsicher

10



Einleitung

(McNaughton 1995a). Als Unterscheidungsmerkmal dient die Samenfarbe,
die bei Subspezies oleifera rotbraun ist, wahrend Subspezies campestris
graue bis schwarze Samen besitzt (Weber 1995, Oberdorfer 2001). Es ist
unbekannt, ob letztere im Untersuchungsgebiet vorhanden ist (Weber
1995).

Wie auch beim Raps gibt es bei Olriibsen eine winter- und eine
sommerannuelle Lebensform. Ribsen ahnelt in seiner Morphologie dem
Raps (Abbildung 5, artspezifische morphologische Unterscheidungs-
merkmale siehe Kapitel 2.2.4). Im Unterschied zum Kulturraps sind die
Schoten und Samen kleiner und die Samen erucasaurehaltig. Riibsen sind
selbstinkompatibel, also obligate Auskreuzer (Bateman 1955, Nasrallah und
Nasrallah 1989). Wilde Riibsen zeigen im Vergleich zu den Kulturformen
einen groen Anteil von Samen mit primarer Dormanz (Landbo &
Jorgensen 1997).

Abbildung 5: Morphologie von Ribsen (B. rapa L. ssp. sylvestris (L.) JANCHEN). A:
Habitus, B: unteres Laubblatt, C: oberes Laubblatt, D: Blite, E: Kelchblatt, F: Kronblatt, G:
Staubblatter und Fruchtknoten, H: Narbe, I: Schote, J: Querschnitt Schote, K: Samen.
Copyright P. Donovan (aus Rich 1991).
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Rubsen wird als Kulturpflanze kultiviert und kommt als Pionier an gestdrten
Standorten vor. In England sind wilde Ribsenvorkommen entlang von Flis-
sen bekannt (Wilkinson et al. 2003). Die generelle Einordnung von B. rapa
als Neophyt (FloraWeb, BiolFlor, Garve 2007) statt als Archaophyt ist
aufgrund historischer Funde und historischer Nutzung in Mitteleuropa
umstritten (Korber-Grohne 1995, Dull & Kutzelnigg 2005). Andere Autoren
hinterfragen, ob zumindest die Wildriibe (B. rapa ssp. campestris) auch
indigen ist (Loos 2004). Das Verbreitungsgebiet von B. rapa erstreckt sich
heute von Europa iber Nordafrika bis Asien einschlieRlich China. Alteste
Samenfunde aus Mitteleuropa stammen aus steinzeitlichen Siedlungen
(Oberdorfer 2001, Heyland 2006). Hier trat die Wildform wahrscheinlich als
Unkraut auf. Eine prahistorische Nutzung in Europa ist unsicher. Seit dem
Altertum ist die Nutzung der Riben im Mittelmeerraum belegt. Mindestens
seit dem friihen Mittelalter wird Riibsen in Deutschland als Gemisepflanze
kultiviert. Wilde Vorkommen verschiedener Pflanzen wurden im 13. Jahr-
hundert zur Olgewinnung besammelt, hierzu gehérte eventuell auch der
Ribsen. Im 16. oder 17. Jahrhundert wurden Ribsen zur Gewinnung von
Leuchtél und auch als Speisedl angebaut. Heute werden die verschiedenen
Unterarten vor allem in Europa, Vorderasien bis Pakistan, Nordchina und
Mittelasien kultiviert. Wirtschaftliche Bedeutung hat Olriibsen in Kanada,
Schweden und Westasien mit abnehmender Tendenz. Er wachst niedriger
als Raps und liefert einen geringeren Kornertrag mit weniger Olgehalt.
AuRerdem werden Winterriibsen als Zwischenfriichte, zur Griindiingung, als
Erosionsschutz, zur Stickstoffanreicherung des Bodens, als Grinfutter und
zunehmend als Koferment zur Biogasgewinnung angebaut. Rlbsen ist
sowohl in seiner Riben- als auch in seiner Olform Bestandteil von
Futtermischungen fur Wild.

1.2.4 Nah verwandte Arten aus den Brassicinae
Der Tribus Brassiceae, zu dem die Gattung Brassica gehort, ist nach
molekularen Daten monophyletisch, allerdings ist die Gattung Brassica dies
nicht (Abbildung 6, Warwick und Black 1991, Warwick & Sauder 2005).
Brassica wird in den Subtribus Brassicinae eingeordnet, der nach
Restriktionsanalysen der Chloroplasten DNA aus zwei Linien besteht. Zur
Rapa-Oleracea-Linie (A- bzw. C-Genom) gehdren neben den namens-
gebenden Brassica-Arten B. rapa und B. oleracea die Arten Diplotaxis
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tenuifolia sowie Eruca sativa. Zur Nigra-Linie (B-Genom) gehoéren B. nigra,
Sinapis arvensis, S. alba, sowie Hirschfeldia incana (Warwick & Black 1991,
Warwick et al. 1992). Neuere Studien zeigen, dass die Stellung von
einzelnen Taxa innerhalb des Subtribus und der Linien markerabhangig
variiert (Yang et al. 1998, Heenan et al. 2002) oder dass zwar zahlreiche
Gruppierungen der zwei Linien erhalten bleiben, nicht jedoch die Linien an
sich (Warwick & Sauder 2005). Fir die Gattung Raphanus wird ein hybrido-
gener Ursprung angenommen (Yang et al. 2002). Loos (2004) schlagt auf
der Basis der molekularen Untersuchungen eine neue Gliederung und teil-
weise Umbenennung der zum Teil polyphyletischen Taxa Brassicinae vor,
die die phylogenetischen Abstammungen beriicksichtigt.

TAXA h=

1
5 {3 o Brassica rapa - crop 10
19 Brassica rapa - weed
4 (B ? Brassica oferacea g
Brassica oleracea ssp. aiboglabra 9
11 j“‘1< Brassica macrocarpa 9
g 1 Brassica villosa
6 12 { Brassica drepanensis 9
Brassica rupestris 9
Diplotaxis erucoides 7 RAPA/
Brassica deflexa 7 OLERACEA
Sinapis aucheri 7 LINEAGE
Raphanus safivus 9
Raphanus raphanistrum 9
Brassica oxyrhina 9
Brassica barrelieri 10
Diplotaxis teniufolia 11
Eruca sativa 11
Brassica gravinae 10 j
Brassica nigra 8
Sinapis arvensis 9
Sinapis alba 12
Sinapis flexuosa 12
Brassica fruticosa 8
Sinapis pubescens
ANC T ssp. pubescens 9
S. pubescernrs ssp. aristidis 9
S. pubescerns ssp. indurata 9 NIGRA
S. bolvinii 18 LINEAGE
S. pubescens ssp. virgata g
Hirschfeldia incana 7
Brassica tournefortfi 10
Erucastrum canariense 9
Coincya cheiranthos 12

Reboudia microcarpa 8

Abbildung 6: Phylogenetischer Baum der diploiden Arten des Subtribus Brassicinae nach
Warwick & Black (1991) basierend auf einer PAUP Analyse der Chloroplasten-
Restriktionsdaten. Die Zahlen (iber den Asten zeigen die minimale Anzahl von
Mutationsschritten wahrend der Evolution der Taxa. Anzahl der art- oder gattungs-
spezifische Mutationen sind in Klammern angegeben. ACN: Hypothetischer gemeinsamer
Vorfahre.

13



Einleitung

Hier soll jedoch die gangige Nomenklatur der Arten verwendet werden.
Hybridisierungen zwischen den Linien und Gattungen sind in verschiedenen
Studien nachgewiesen worden (FitzJohn et al. 2007). Hybridisierungen
zwischen Brassica und Sisymbrium (Tribus Sisymbrieae) waren bisher nicht
erfolgreich (FitzJohn et al. 2007), weshalb auf diese nicht weiter einge-
gangen werden soll.

Die meisten der nahen Verwandten von Raps, Kohl und Ribsen stammen
urspriinglich aus dem Mittelmeerraum, werden in Deutschland kultiviert oder
treten als Archaophyten oder Neophyten auf. Typischer Weise besiedeln sie
stérungsreiche Habitate wie Flussufer, ruderale Standorte oder kommen als
Ackerunkrauter vor. Sie sind annuell oder bienn. Alle im Folgenden
beschriebenen Arten aus dem Subtribus Brassicinae werden als potenzielle
Kreuzungspartner von Raps dikutiert (Chévre et al. 2004).

Brassica nigra (L.) KOCH. (Schwarzer Senf) ist eine alte Kulturpflanze und
gilt in Deutschland entlang vieler Flusslaufe als eingeburgert (FloraWeb).
Der Sareptasenf (B. juncea (L.) CZERN.) kommt an ruderalen Standorten vor
und wurde aus Asien eingeschleppt. Die Samen von Sinapis alba L.
(WeiRer Senf) kénnen als Gewiirz, Mostrich und Olquelle verwendet
werden. Ofter wird S. alba als Griinmasse (Viehfutter) und zur Griindiingung
(Zwischenfrucht) angebaut. Sinapis arvensis L. (Ackersenf) ist ein Unkraut
auf Ackern und in ruderalen Habitaten und ist archéphytisch als Kulturfolger
aus dem MittelImeerraum eingewandert (Diill & Kutzelnigg 2005). Raphanus
sativus L. wird als Rettich und Radieschen kultiviert, ist aber in seiner
Olform, wie auch die Sinapis-Arten, in zahlreichen Bliihstreifen-, Griin-
dinger und Futtermischungen enthalten und kann aus dem Anbau
verwildern. Die verwandte Art Raphanus raphanistrum L. (Hederich, Archao-
phyt, bzw. Neophyt bei FloraWeb) ftritt als Unkraut und an ruderalen
Standorten spontan auf. An ruderalen Standorten kénnen auflerdem die
tetraploide Art Diplotaxis muralis (L.) DC. (Mauer-Doppelsame) und die
diploide Art D. tenuifolia (L.) DC. (schmalblattriger Doppelsame) als aus-
dauernde, etablierte Neophyten vorkommen. Hirschfeldia incana (L.)
LAGREZE-FOSSAT (Bastardsenf, Grausenf) stammt wie auch die Diplotaxis-
Arten aus dem Mittelmeerraum und besiedelt ebenfalls ruderale Standorte.
Erucastrum gallicum (WILLD.) O.E. ScH. (Franzdsische Hundsrauke) gilt fir
Deutschland als Archaophyt (FloraWeb). Eruca sativa MILLER (syn.
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E. vesicaria (L.) CAV EM. THELL., Rauke) ist eine alte, mediterrane Kultur-
pflanze, die in den letzten Jahren als Rucola wieder in Mode gekommen ist
(unter dem selben Namen wird auch D. tenuifolia verwendet).

1.3 Genfluss, Hybridisierungen und Introgression
1.3.1 Vorraussetzungen

In der umfassendsten Definition kann Genfluss als der Austausch von
Genen zwischen verschiedenen, verwandten Populationen definiert werden,
welcher bei Pflanzen durch Migration von Pollen oder Diasporen geschieht.
Besteht Genfluss zwischen genetisch differenzierten Populationen einer Art
spricht man auch von intraspezifischen Hybridisierungen. Ob zwei Taxa
erfolgreich  hybridisieren, hangt von pra- und postzygotischen
Reproduktionsbarrieren ab (Rieseberg & Carney 1998). Voraussetzungen
sind unter anderem, dass die Pflanzentaxa in ausreichender raumlicher
Nahe vorkommen und sich in ihren Blihphasen Uberschneiden. Die
Vektoren der Pollenverbreitung muissen einen Transfer von Pollen
ermoglichen (z.B. unspezialisierte Bestauber, Wind), Pollen und Narbe
missen kompatibel sein und der Fremdpollen muss sich gegen arteigene
Konkurrenz behaupten, um nach Pollenkeimung und Pollenschlauch-
wachstum die Eizelle erfolgreich zu befruchten. SchlieRlich muss sich die
befruchtete Eizelle zu einem keimungsfahigen Samen und weiter zu einem
lebensfahigen, fertilen Hybriden entwickeln. Kreuzen die Hybriden mit einem
Elter zurlck, kénnen sich artfremde Gene dauerhaft im Genpool eines
Kreuzungspartners etablieren (Introgression). Fir diesen Prozess ist die
Fitness der Hybrid- und Folgegenerationen entscheidend. Hybridisierungen
zwischen Taxa sind ein haufiger und wichtiger Faktor fur die pflanzliche
Evolution und ein wichtiger Artbildungsmechanismus (Arnold 1992,
Rieseberg & Ellstrand 1993).

1.3.2 Genfluss bei Raps
FitzJohn et al. (2007) fassen zusammen, dassvon 43 getesteten Arten 23
erfolgreich mit Raps hybridisierten (F4-Hybride in mindestens einer Studie
bei Handbestaubung). Tabelle 1.1 zeigt die bedeutendsten potenziellen
Hybridisierungspartner von Raps in Deutschland, differenziert zwischen
erfolgreichen Hybridisierungen durch Handbestdubungen und unter Frei-
landbedingungen und nachgewiesener Introgression in natirlichen
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Populationen. Hinsichtlich der Introgression wird ausschlief3lich der Gen-
fluss von der Kulturart in die Wildpopulation betrachtet. Mit In-vitro-
Techniken zur Uberwindung postzygotischer Barrieren (embryo rescue,
ovary culture) kénnen kunstlich weitere Arten mit Raps gekreuzt werden.
Diese Methoden finden in der Pflanzenziichtung Anwendung, um artfremde
Eigenschaften in die Kulturpflanze zu integrieren.

Tabelle 1.1: Status und Auskreuzungspotenzial der wichtigsten in Deutschland
vorkommenden Verwandten von Raps. Status: W: Wild-, K: Kulturpflanze, N: Neophyt, A:
Archdophyt, Statusangaben aus Schmeil (1996), Diill & Kutzelnigg (2005), Wisskirchen &
Haeupler (1998), BiolFlor und FloraWeb. *kennzeichnet Abweichungen in den
Statusangaben bei FloraWeb oder BiolFlor. Kreuzungserfolg: -: negativ (Hybride nur mit
Hilfe von Labormethoden erzeugt), H: Handbestdubungen, F: spontan unter Feld-
bedingungen (Cheévre et al. 2004, FitzJohn et al. 2007).

Kreuzungs- Introgression in
Art Status in Deutschland erfolg mit wilde

Raps Populationen
Brassica napus K, N (unbestéandig) H, F -
Brassica rapa K, A, bzw. *N (eingeblrgert) H, F Ja
Brassica oleracea Yerg'eesI?épr:?j?gd)), KN H, F Ja
Brassica nigra K, N (eingeburgert) H Nein
Brassica juncea N (unbestandig) - -
ZZ’Z’;?}?:;W Abzw. *N H,F Nein
Raphanus sativus K, N (unbestandig) H Nein
Sinapis arvensis A H, F Nein
Sinapis alba K, N (unbestandig) H -
Diplotaxis muralis N (eingeblrgert) H -
Diplotaxis tenuifolia N (eingeblrgert) H -
Hirschfeldia incana N (eingeblrgert) H, F Nein

Eruca sativa

Erucastrum gallicum

K, N (unbestandig)
A
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Genfluss zwischen angebautem Raps, verwildertem Raps und nahen
Verwandten wird besonders hinsichtlich des moéglichen Anbaus transgener
Rapssorten in Deutschland kontrovers diskutiert. Es wird beflirchtet, dass
sich die transgenen Eigenschaften durch Hybridisierung und Introgression
mit verwilderten oder wilden Verwandten auerhalb des Anbaus etablieren
kénnen. Verwilderte Rapspopulationen sind ein Unsicherheitsfaktor, da sie
als Trittsteine flir Genfluss dienen konnen. Wenn transgene Eigenschaften
die Fitness von Populationen erhéhen, kénnte ein erhohtes Invasion-
spotenzial der Kulturart oder kreuzkompatibler Arten in landwirtschaftlichen
oder naturlichen Habitaten resultieren (u.a. Pilson & Prendeville 2004). Um
abschatzen zu kénnen, wie bedeutend der Faktor Genfluss fiir eine Region
ist, sind lokale Studien unabdingbar, da sich in den einzelnen Agrarrdumen
die Anbaupraxis, die Sortenwahl und die Artenzusammensetzung der nahen
Verwandten stark unterscheiden kénnen (Hall et al. 2005).
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1.4 Fragestellungen

Diese Studie umfasst drei groRe Themenkomplexe: 1) die Persistenz und
die Variabilitdt von Unkrautrapspopulationen, 2) Auskreuzungen zwischen
Raps und nah verwandten Arten sowie 3) hierbei im Speziellen:
Untersuchungen zum Hybridisierungspotenzial von Raps und tetraploidem
Ribsen. Im Rahmen dieser Themenkomplexe lassen sich folgende Fragen
aufstellen, die in dieser Studie bearbeitet werden sollen.

Teil 1: Untersuchungen an Unkrautraps: Herkunft, Persistenz und
genetische Variation

¢ Bleiben Unkrautrapspopulationen im Osnabricker Land Uber mehrere
Vegetationsperioden hinweg als uberdauernde und selbsterhaltende
(sich selbst reproduzierende) Populationen auferhalb des Anbaus
bestehen und kdnnen sie somit als Trittsteine fir Genfluss dienen?
¢ Sind Unkrautrapspopulationen ein Spiegelbild der aktuell angebauten
Rapssorten?
o Bestehen sie aus einzelnen oder mehreren Sorten?
o Welche Quellen fiir genetische Variabilitdt konnen identifiziert
werden?
e Kommt es zu (intraspezifischen) Hybridisierungen zwischen den
unterschiedlichen Quellen?
e Weichen Unkrautpopulationen hinsichtlich phanotypischer Merkmale
und der Variabilitat dieser Merkmale von Sortenraps ab?
Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurden verwilderte Rapspopulationen
Uber einen Zeitraum von finf Vegetationsperioden im Osnabriicker Land
mittels Kartierungen erfasst. Populationen aus dem Untersuchungsgebiet
wurden mit Hilfe molekularer Marker (Mikrosatelliten) charakterisiert und mit
Rapssorten verglichen (Elling et al. 2009a). Die letzte Fragestellung wurde
in einem Freilandversuch mit Unkrautraps von Friedrich Koller (2007,
unveroffentlicht) in Form einer Diplomarbeit bearbeitet. Das Saatgut stammt
aus den Aufsammlungen aus dieser Studie. Einzelne Ergebnisse des
Freilandversuches sollen hier zusammengefasst im Gesamtkontext
diskutiert werden.
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Teil 2: Potenzielle Kreuzungspartner
o Besteht die Moglichkeit der Hybridisierung von Raps und nahen
Verwandten - sowohl raumlich als auch zeitlich?
o Welche nah verwandten, potenziellen Hybridisierungspartner
kommen im Untersuchungsgebiet zusammen mit Raps vor?
o Uberschneiden sich die Bliihphasen im Untersuchungsgebiet?

e Konnen Hybride identifiziert werden?
Durch Kartierungen von Brassica-Populationen im Untersuchungsgebiet
wurden potenzielle Hybridzonen zwischen verschiedenen nah verwandten
Arten identifiziert. Mit Hilfe durchflusszytometrischer Messungen und Mikro-
satelliten-Untersuchungen wurden Hybride identifiziert und hinsichtlich ihrer
Pollenfitness charakterisiert.

Teil 3: Tetraploider Riibsen

e Kann tetraploider Ribsen mit Raps bei Handbestaubung
hybridisieren?

e In welchem Ausmalf finden Hybridisierungen zwischen tetraploiden
Ruibsen (?) und Raps (&) unter Freilandbedingungen statt?

o Welche Charakteristika (Genomkomposition, Morphologie,
Fitness) weisen die F;-Nachkommen auf?

e Sind homoploide (tetraploiden) Hybride aus B. napus und
tetraploidem B. rapa fitter als triploide Hybride zwischen B. napus und
diploidem B. rapa oder fiihrt die unbalancierte Chromosomenzahl in
den tetraploiden Hybriden (2n=4x=39) zu einer reduzierten Fitness?

Diese Fragestellungen sind im Rahmen der vorliegenden Studie neu
aufgeworfen worden. Ziel ist es, das Potenzial von tetraploidem Ribsen mit
Raps auszukreuzen, abzuschatzen und mit dem von diploidem Ribsen zu

vergleichen. Hybridisierungen zwischen den Arten wurden durch Hand-
bestaubungen und in einem Freilandversuch erzielt. Die resultierenden
Hybride aus tetraploiden Ribsen und Raps wurden morphologisch,
durchflusszytometrisch, molekular und hinsichtlich ihrer Pollenfertilitat
charakterisiert (Elling, Hochkirch, Neuffer & Bleeker 2009b, zur Ver-
offentlichung angenommen). Ein groRer Teil der Fragestellungen wurde in
der Diplomarbeit von Maren Hochkirch (geb. Miller 2007, unverdffentlicht)
bearbeitet und im Rahmen der vorliegenden Arbeit vervollstandigt.
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2 Material und Methode

2.1 Untersuchungsgebiet: Raum Osnabriick

Die floristischen und populationsbiologischen Erhebungen erfolgten in den
Jahren 2004 bis 2008 im sudwestlichen Niedersachsen in einem ca. 30 km
Radius um die Stadt Osnabriick. Zum Untersuchungsgebiet gehdéren neben
dem Stadtgebiet Osnabriick der angrenzende Landkreis Osnabriick, sowie
Teile der umgebenden nordrhein-westfalischen Gemeinden des Tecklen-
burger Landes und des Minsterlandes. Das Untersuchungsgebiet umfasst
sowohl urbane Gebiete als auch Agrarbiotope. Der Osnabriicker Raum ist
topographisch gepragt durch die von Nordwesten nach Siidosten ver-
laufenden HOhenziige des Teutoburger Waldes mit seinen eiszeitlich
Lossablagerungen, das Osnabriicker Hiigelland, das Wiehengebirge und
die flachen Geest- und Hochmoorgebiete im Norden. Klimatisch liegt
Osnabriick aufgrund seiner milden, feuchten Winter und gemaRigt warmen,
humiden Sommer im Ubergangsbereich zwischen dem ozeanischen Klima
und der subozeanischen, 6stlich angrenzenden Klimaregion (Abbildung 7,
effektive Klimaklassifikation nach Troll & Pfaffen 1964). Abbildung 8 zeigt
die mittlere Temperatur und den monatlichen Niederschlag fir den
gesamten Untersuchungszeitraum.

Osnabriick, 95m

1971-2000

o 50 100 & —
2 5
5 =&
o 50 @ g
[ 10 E
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k104 3 5 7 9 11 0 =

Monat

Abbildung 7: Klimadiagramm fir Osnabriick. Niederschlag: graue Kurve, Temperatur:
schwarze Kurve. Angegeben sind die langjahrigen Mittel fur die einzelnen Monate (1971-
2000), Jahresmittel fur Osnabriick: 9,4°C, 856 mm (Muhr 2007). Humides Klima: die
Niederschlagskurve Ubersteigt die Temperaturkurve (Temperatur zu Niederschlag im
Verhéltnis 1:2, 6kologisches Klimadiagramm nach Walter-Lieth, Walter et al. 1960).
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211 Rapsphéanologie in Niedersachsen 2004-2008

Schwankungen der Witterung (Abbildung 8) flhrten zu zeitlich
verschobenen Phanologien der untersuchten Pflanzen in den einzelnen
Jahren. Fir die Phanologie von Winterraps im landwirtschaftlichen Anbau in
Niedersachsen und Deutschland liegen detaillierte Angaben des Deutschen
Wetterdienstes vor. Winterraps wird in Niedersachsen Ende August (mehr-
jahrigen Mittel fir Niedersachsen: 27.08.) gesat und lauft Anfang September
(Mittel: 06.09.) auf. Nach der Uberwinterung als Rosette schieRen die
Pflanzen Anfang April (Mittel: 04.04.), bilden ihre Knospen Mitte April aus
(Mittel: 11.04.) und beginnen Ende April zu blihen (Mittel: 28.04., Abbildung
9). Die Bluhphase endet Ende Mai (Mittel: 24.05.). Die Ernte erfolgt Ende
Juli (Mittel: 23.07.).

Zwischen den Untersuchungsjahren traten erhebliche Unterschiede in den
Eintrittsterminen auf. 2004 begann die Rapsblite im niedersachsischen
Jahresmittel etwa flinf Tage vor dem mehrjahrigen Mittelwert (Abbildung 9).
Die Ernte verspatete sich um etwa eine Woche, allerdings mit Rekord-
ertragen. Nach einem milden Winter 2004/2005 lag der Beginn der
Rapsblite 2005 finf Tage vor dem Mittelwert. Das Blihende lag etwa vier
Tage spater als im Mittel. Nach einem warmen Juni und einem nassen Juli
erfolgte die Ernte etwa drei Tage spater als im Mittel. Dem kalten Winter
2005/2006 folgte ein nasser Frihling, der zu einer Verspatung des
Blihbeginns und -endes fiihrte (ca. acht bzw. finf Tage). Erst im Juni setzte
eine trocken, warme Sommerwitterung ein, so dass der Riickstand
aufgeholt wurde (Ernte einen Tag nach dem Mittelwert). Der Winter
2006/2007 war der warmste seit Beginn der regelmafRigen Wetterauf-
zeichnungen und wurde gefolgt von einem warmen Frihjahr, so dass die
Rapsblute 22 Wochen vorzeitig begann und entsprechend frih endete. Im
nassen Sommer 2007 erfolgte die Ernte Mitte Juli (neun Tage vor
Mittelwert). Zur Aussaat 2007 waren die Bedingungen unglnstig nass, der
folgende Winter war mild und die Rapsblite trat 2008 fiinf Tage vor dem
Mittel ein. Die Bliite endete ebenfalls einige Tage friiher, die Ernte erfolgte
ein Tag vor dem langjahrigen Mittelwert.
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Flughafen Miinster/Osnabriick, 52°08°N, 07°42’E, 95m
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Abbildung 8: Wetterdaten fir den Flughafen Miinster/Osnabriick fir August 2003 bis Juli
2008. Rote Linie: mittlere monatliche Temperatur (2 m tUber dem Erdboden), blaue Linie:
monatliche Summe der Niederschldge (Niederschlagswert fir April 2008 fehlt, Deutscher
Wetterdienst, Stand August 2008). Humide Monate: Niederschlagskurve liegt Gber der
Temperaturkurve, aride Monate: Niederschlagskurve liegt unter oder gleich der
Temperaturkurve (Temperatur zu Niederschlag im Verhdltnis 1:2, &kologisches
Klimadiagramm nach Walter-Lieth, Walter et al. 1960).
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Abbildung 9: Phanologie von Winterraps in Niedersachsen: Blihbeginn (Deutscher
Wetterdienst). Die Karte gibt die Verteilung der Eintrittstermine 2008 in Tagen flr einzelne
niedersachsische Regionen an. Die Graphik rechts zeigt die Eintrittsdaten seit 1992 im
Vergleich zum langjahrigen Mittel.
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2.2 Pflanzenmaterial: Anzucht und Herkunft

2.2.1 Kartierungen im Raum Osnabriick
Zu Beginn der Rapsblite wurden in den Jahren 2004 und 2005 vor allem
verwilderte Rapspopulationen erfasst. Die Bestande wurden zumeist per
PKW aufgefunden. Von 2005 bis 2007 wurden vorwiegend Mischbestande
verschiedener Brassica-Arten hinzugenommen. Alle seit 2004 kartierten
Populationen wurden jahrlich zur Blitezeit auf ihr Bestehen hin kontrolliert.
Dabei wurden folgende Parameter aufgenommen: Fundort (auf Basis der
topographischen Karten 1:25.000, LNG Niedersachsen und Landes-
vermessungsamt NRW), Standort (reduziert auf folgende Haupttypen: 1.
Straltenrand, Beete, Grinstreifen, 2. Ausfallraps, Ackerrander, Durchwuchs,
3. Baugebiete, -brachen, 4. Gleise und Bahniibergange, 5. angebaute Wild-
acker, Zwischenfriichte und Blihstreifen), PopulationsgroRe, Brassica-
Artenzusammensetzung und Kreuzblitler-Begleitflora. Die Artbestimmung
erfolgte mit folgenden Bestimmungsbuichern: ,Rothmaler - Exkursionsflora
von Deutschland® (Band 3, 2000; Band 4, 2002), ,Schmeil, Fitschen - Flora
von Deutschland® (Schmeil 1996), ,Flora von Sidwest-Niedersachsen und
dem benachbarten Westfalen* (Weber 1995) und ,Crucifers of Great Britain
and Ireland“ (Rich 1991). Bei Unsicherheiten wurden Belegexemplare mit
den Brassicaceen-Experten AG Botanik nachbestimmt. Fir weitere Unter-
suchungen wurde Blattmaterial geerntet, auf Eis transportiert und bei minus
80°C gelagert. Im Frihjahr (April bis Mai; z.T. bis Juni) aufgefundene
Bestande wurden zur Fruchtreife (Juli bis August) vor der Ernte der
Rapsfelder abermals hinsichtlich des erfolgreichen Samenansatzes kon-
trolliert. Saatgut wurde individuell geerntet. Nach Trocknung erfolgte die
Lagerung zunéachst bei 4°C und schliellich eingeschweil’t bei minus 20°C.
In Bestdanden mit diploidem B. rapa wurde die Samenfarbe des ge-
sammelten Saatgutes notiert, welche als innerartliches Bestimmungs-
merkmal der Unterarten B. rapa ssp. oleifera (Samen rotbraun) und B. rapa
ssp. campestris (grau bis schwarz) gilt.
In Ribsenbestanden erfolgte zunachst eine morphologische Zuordnung zu
den beiden Zytotypen (diploid, tetraploid), welche anhand durchflusszyto-
mertischer Mesungen Uberpriift wurde.
Die Fundortdaten wurden von UIf Schmitz (Universitat Dlsseldorf) in GIS
basierte topographische Karten integriert und graphisch aufgearbeitet
(ArcView-AcMapTM 8.3, ESRI, USA).
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2.2.2 Kultursorten

Zu Vergleichszwecken wurden von den Ziichtern Proben zertifizierter Raps-
und Ribsensorten zur Verfugung gestellt (Tabelle 7.2 im Anhang C). Nach
Angaben der Landwirtschaftskammer Weser-Ems (2004, pers. comm.)
waren die wichtigsten und haufigsten zu Beginn der Studie angebauten
Rapssorten im Raum Osnabriick Smart, Talent, Express, Artus und die
kohlhernieresistente Sorte Mendel. Weiterhin wurden die Liniensorten Fortis
und Viking, die Hybridsorte Elekira sowie die im Probeanbau befindlichen
Sorten Titan und Libretto von der LWK fiir Osnabriick empfohlen.

2.2.3 Anzuchtbedingungen

Die Anzucht der Kultursorten und Nachkommen aus den Kartierungen
erfolgte im Gewachshaus der AG Botanik unter kontrollierten Bedingungen
(Photoperiode 14 h, min. 10°C, max. 27°C). Hierfur wurden Kunststofftopfe
verschiedener Groflen verwendet. Das Pflanzsubstrat bestand aus 10%
Lehm, 30% Sand, 10% Bimskies, 50% Kompost, sowie pro Kubikmeter 1kg
Polycrecal (min. Volldinger, Aglukon Spezialdiinger GmbH & Co. KG,
Disseldorf), 1 kg Hornspane, 1 kg kohlensaurer Kalk und 75 g Radigen
(Eisenpraparat). Wahrend der Kultur wurde bei Bedarf mit 2% Hakaphos rot
(Fa. Meyer, Rellingen) gediingt. Gegen tierische Pflanzenschadlinge wie
Blitenthripse (Frankliniella occidentalis) und Blattlduse (Aphidina) wurden
Tamaron bzw. Lizetan Combigranulat (Bayer Crop Science Deutschland
GmbH, Langenfeld) bei Bedarf eingesetzt. Gegen Pilzbefall (Grauschimmel,
echter Mehltau) wurde mit Euparen (MWG, Fa. Meyer, Rellingen) bzw.
Ortiva Rosen Pilz-frei (COMPO GmbH & Co. KG, Munster) gespritzt. Im 4-6
Blatt Stadium wurde Blattmaterial geerntet und bei minus 80°C flr weitere
Untersuchungen gelagert. Vegetative Pflanzen im Rosettenstadium wurden
bei 5°C in der Klimakammer der Botanik (Aufheizung bis max. 10°C, Photo-
periode 8 h) fir ca. sechs Wochen zur Blihinduktion vernalisiert und an-
schliefend zur Blite im Gewachshaus kultiviert oder ins Freiland ausge-
pflanzt. Schoten wurden nach Totreife der Pflanze geerntet.

2.2.4 Morphologische Charakterisierung der Pflanzen
Artspezifische morphologische Merkmale wurden bei potenziellen Hybriden
im juvenilen 4-6 Blatt Stadium sowie bei adulten Pflanzen dokumentiert.
Raps unterscheidet sich von Rubsen durch dunkelgrine, bewachste,
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unbehaarte Rosettenblatter. Die Blatter von Ribsen sind hingegen heller,
unbewachst und mit steifen Haaren besetzt. Adulte Rapspflanzen besitzen
gedhrte Stangelblatter, die den Stangel nicht vollstandig umfassen. Bei
Ribsen sind die Stangelblatter stangelumfassend geodhrt. Im Blitenstand
von Raps Ubersteigen die ungedffneten Knospen die gedffneten Bliten. Die
Kelchblatter sind aufsteigend. Beim Ribsen Uberragen die gedffneten
Bliten die Knospen, und die Kelchblatter sind schrdg bzw. waagerecht
(Rich 1991). Autotetraploider B. rapa entspricht morphologisch der diploiden
Ausgangsform, weist allerdings grof3ere Bliten auf als diese (Davis et al.
1996), oftmals ist die ganze Pflanze groRer und kraftiger.

2.3 Freilandversuch mit Unkrautraps

Im Rahmen der Diplomarbeit von Friedrich Koller (2007, unverdffentlicht)
wurde ein Freilandversuch mit Saatgut verwilderter Rapspopulationen
(gesammelt 2004) aus dem Osnabriicker Land durchgefiihrt. Der Versuchs-
aufbau, die Durchfihrung und ein Ausschnitt der Ergebnisse (Blihbeginn
von vernalisiertem Raps) sollen nur kurz dargestellt werden, um ent-
scheidende phanologische und phanotypische Unterschiede der unter-
suchten verwilderten Rapspopulationen zu Rapssorten gemeinsam mit den
molekularen Untersuchungen im Kontext des evolutiondren Potenzials ver-
wilderter Rapsbestande zu diskutieren. Die Auswertung der Gesamtheit der
Pflanzen und Parameter findet sich in der Originalarbeit.

Auf den Versuchsflaichen des botanischen Gartens der Universitat
Osnabruck wurden 2005 die Individuen unterschiedlicher Herkunft unter
vergleichbaren Bedingungen kultiviert (engl. common garden experiment,
Gartenringexperiment, Abbildung 10). Verwendet wurde Saatgut von 14
verwilderten Rapspopulationen, sowie von drei Bestanden mehrerer
Brassica-Arten (Tabelle 7.3 im Anhang D). Aus jeder Population wurden von
3-7 Mutterpflanzen je 10 Nachkommen ausgeséat. Zum Vergleich wurde aus
zertifiziertem Saatgut der vier Winterrapssorten Elektra, Express, Fortis und
Smart je 50 Nachkommen gezogen (Tabelle 7.2 im Anhang C). AuRBerdem
wurden die Fs;-Nachkommen von je 5 Mutterpflanzen der zertifizierten
Winterrapssorte Talent und der Sommerrapssorte Heros verwendet. Zudem
wurden je zehn weitere Individuen der nah verwandten Arten B. rapa
(diploid, tetraploid), B. oleraceae, Raphanus sativus und Sinapis arvensis in
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den Versuch integriert. Die Anzucht erfolgte in Multitopfplatten Anfang Marz
2005 in der offenen Vegetationshalle des Botanischen Gartens. Eine Halfte
der Nachkommen wurde in der Klimakammer (5°C, Kurztag 8h/16h) fir ca.
6 Wochen vernalisiert und Mitte Mai auf der Versuchsflache ausgepflanzt.
Die andere Halfte verblieb in der Vegetationshalle und wurde Ende April auf
der Versuchsflache ausgepflanzt. Der Versuchsaufbau entspricht einer
randomisierten Blockversuchsanlage (siehe auch Neuffer & Hurka 1986,
Neuffer & Bartelsheim 1989), in der je ein Nachkomme jeder Mutterpflanze
pro Block (10 Blocke) zuféllig zueinander (nach Zufallszahlen) angeordnet
wurden. Pro Pflanze wurden bei Vollreife zehn Schoten geerntet. Folgende
phanologische und phanotypische Daten wurden aufgenommen: Keimung,
Bliihbeginn, Blihende, Blihdauer, Pflanzenhéhe, Schotenlange, Samen pro
Schote und Tausendkorngewicht. Hier sollen exemplarisch die Ergebnisse
fur den Bluhbeginn dargestellt werden. Der Bliuhbeginn ist fur anuelle Arten
neben der Keimung einer der wichtigsten Schritte in ihrer Phanologie. Da
der reproduktive Erfolg anueller Arten allein auf Samen basiert, ist zu
errwarten, dass die Zeit bis zur Blite einem hohen Selektionsdruck
unterliegt (Neuffer & Hurka 1986).

Von Nachkommen der drei Mischbestande wurde Blattmaterial geerntet und
per Durchflusszytometrie analysiert (siehe Kapitel 2.4). Die Auswertung
dieser Teilergebnisse erfolgt im Kapitel 3.6.1 unter dem Aspekt der inter-
spezifischen Hybridisierung.

Abbildung 10: Freilandversuch mit Unkrautraps im Botanischen Garten der Universitat
Osnabriick 2005.
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2.4 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie (engl. flow cytometry, FC) wurde in zahlreichen
Studien verwendet, um triploide Hybride zwischen Raps und Ribsen
nachzuweisen (z.B. Allainguillaume et al. 2006, Warwick et al. 2003). Die
Methode beruht auf einer Fluoreszenzfarbung der DNA. Durch Anregung
des Farbstoffes mit Laser- oder UV-Licht und Detektion der Fluoreszenz-
intensitat kann auf den relativen DNA-Gehalt einer Probe geschlossen
werden. Dabei verhalt sich die Strahlungsintensitat proportional zum DNA
Gehalt pro Zellkern. Zu Vermeidung von Messfehlern wurde in jedem Lauf
ein interner Standard verwendet, der zusammen mit der zu messenden
Probe verarbeitet wurde (Dolezel 1991). In den Messungen wurde Pisum
sativum L. (Erbse) als interner Standard verwendet (=1s).

Zirka 0,5-1 cm? frisches oder gefrorenes Blattmaterial der zu messenden
Probe und des internen Standards wurden im DAPI-Farbepuffer (CyStain
UV Ploidy-Kit, Partec, Minster) mit einer scharfen Rasierklinge zerhackt.
Die Probe wurde nach kurzer Inkubation durch einen 50 um Nylon-Filter
filtriert (CellTrics, Partec). Die Analyse erfolgte mit dem Partec PA-I Durch-
flusszytometer. Histogramme der Fluoreszenzintensitat wurden uber 512
Kanale bei linearer Amplifikation erstellt. Mindestens 10.000 Partikel wurden
gemessen. Die integrierte Software berechnet die Mittelwerte und
Variationskoeffizienten (CV) fir die erfassten Peaks. Der G1 Peak des
internen Standards wurde gleich 1s gesetzt und das Verhaltnis der Probe
zum internen Standard berechnet:

G1 Probe / G1 P. sativum = relative DNA-Gehaltes [s]

Der Quotient des relativen DNA-Gehalts wurde genutzt, um die Proben zu
vergleichen. Die Reproduzierbarkeit wurde durch stichprobenartige Wieder-
holungen uberprift. Verwendet wurden im Zweifelsfall Messungen mit dem
kleinsten Variationskoeffizienten (CV) fir den Probenpeak. Ploidie-Unter-
suchungen wurden verwendet, um Artbestimmungen zu Uberprifen,
Hybride zu detektieren und Nachkommen zu analysieren (Teil 2 und 3).

2.5 Mikrosatelliten-Untersuchungen

Mit Hilfe molekulare Fingerprint-Methoden lassen sich intraspezifischen
Genfluss und interspezifischen Hybridisierungen nachweisen (Bleeker &
Hurka 2001, Durka et al. 2005; Bleeker et al. 2008). Auf Mikrosatelliten
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basierende Fingerprintmethoden (SSR, engl. simple sequence repeats und
ISSR, engl. inter simple sequence repeats) fanden bei Raps Verwendung,
um Genfluss zwischen Raps und nachen Verwandten zu analysieren und
Nachkommen aus dem Bodensamespeicher Rapssorten zuzuordnen
(Pascher et al. 2001, Bond et al. 2004, Ford et al. 2006, Dietz-Pfeilstetter et
al. 2006, Jgrgensen et al. 2007). In der vorliegenden Studie werden Primer
verwendet, die kerngenomische Mikrosatetellitenloci in Raps amplifizieren.
Unterschiede in der Lange der amplifizierten Produkte werden als Merkmale
verwendet.

2.5.1 Chemikalien und Enzyme
Die verwendeten Chemikalien, Enzyme, deren Hersteller sowie die Rezepte
fur die verwendeten Puffer sind im Anhang A zusammen gestellt. Alle
hitzestabilen Gerate, Behaltnisse und Lésungen wurden bei 121°C auto-
klaviert.

2.5.2 DNA-Isolierung
Aus frischem bzw. tiefgekiihltem Blattmaterial wurde mit dem Invisorb®Spin
Plant Mini Kit (Invitek, Berlin) Gesamt-DNA isoliert. Das Verfahren erfolgte
nach Anleitung des Herstellers, wobei das Blattmaterial zunachst im Lysis
Buffer P mit Seesand gemorsert wurde. Die DNA wurde bei 4°C bis zur
Verwendung gelagert.

2.5.3 Mikrosatellitenprimer

Es wurden vier Primerpaare nach den Untersuchungen von Pascher et al.
(2001) und Lowe et al. (2003) ausgewahlt, die sechs Loci im allotetraploiden
B. napus amplifizieren: Na12E06a, Na12C08, Na12C06 und Na12E01
(Tabelle 2.1). Die vervielfaltigten Mikrosatellitenloci bestehen aus GA-
Motiven zwischen 23-50 Widerholungen und haben eine Fragmentlange
von 101-353 bp. Reverse Primer wurden am 5-Ende mit entweder HEX
(griin), 6-FAM (blau) oder NED (gelb) fluoreszenzmarkiert.
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Tabelle 2.1: Verwendete Mikrosatellitenprimer. *Bei kartierten Loci ist die Kopplungs-
gruppe in Raps und die Distanz auf dieser in Zentimorgan angegeben (Lowe et al. 2003).

Primer Primersequenz F/R Tm [°C] 5-Markierung Motiv_ Loci in Raps*
Na12E06a F TTGGGTTGACTACTCGGTCC 60 - 23x GA 2
(9- 64,4;15-41)

Na12E06a R CCGTTGATTTGGCTAAGACC 59,6 6-FAM

Na12C08 F GCAAACGATTTGTTTACCCG 60,3 - 50x GA 1 (11-72,9)
Na12C08 R CGTGTAGGGTGATCTAGATGGG 60,7 6-FAM

Na12C06 F AACGGATGAAGAACACATTGC 60 - 37x GA 1 (1-83,7)
Na12C06 R TAGGGCCTGTTATTCGATGG 60 HEX

Na12E01 F ATTCCATGACTCCATTGTC 584 - 29x GA 2, nicht kartiert
Na12E01 R AAATCCCTTGTCTCTGTCG 59,3 NED

2.5.4 PCR Reaktion
Die Mikrosatelliten-PCR-Reaktion wurde im 10 pl MaRstab unter Ol nach
einem Protokoll und Programm von Rudolph (2001) durchgefihrt:

dNTPs 0,2 mM
MgCl, 1,5 mM

10x Puffer BioTherm 1x

Primer F (unmarkiert) 0,5 uM
Primer R (markiert) 0,5 uM
Biotherm DNA-Polymerase 1U

DMSO 2%

DNA 1ul (ca. 25ng)
H,O ad 10l

Die PCR-Reaktion erfolgte auf einem Biometra Trio Block als “Touch-down”
Programm, mit insgesamt 40 Zyklen. Das Programm beinhaltet eine
Temperaturerniedrigung, welche die Annealingtemperatur beginnend bei
65°C schrittweise auf 55°C (optimale Annealingtemperatur der Primer)
herabsetzt:
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Schritt Temperatur  Dauer Temperaturveranderung
1. 94°C 2 min

2. 94°C 1 min

3. 65°C 30 sec -1°C

4. 72°C 45 sec

5. 94°C 1 min

6. 65°C 30 sec -1°C

7. 72°C 45 sec

Die Schritte 2.-7. zehn Mal wiederholen
(mit jeweils einer Temperaturerniedrigung von -1°C je Zyklus, bis 55°C erreicht sind).
8. 94°C 1 min

9. 55°C 30 sec
10. 72°C 45 sec
Schritte 8.-10. 17 mal wiederholen

11. 72°C 20 min

2.5.5 Verdiinnung der PCR-Produkte
Fir die Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte vereinigt und mit
Formamid, Gelladepuffer und mit fluoreszenzmarkiertem GS 500 ROX-Size
Standard (Applied Biosystems, interner Standard) versehen. Dafiir wurden
nach Ausbeute und Fluoreszenzstarke folgende Verhaltnisse verwendet:

4,8ul Mischung Gelladepuffer und GS 500 ROX Size Standard (Anhang A)
0,4ul PCR Produkt Primerpaar Na12E06a, FAM markiert

0,5ul PCR Produkt Primerpaar Na12C08, FAM markiert

1,0l PCR Produkt Primerpaar Na12C06, HEX markiert

1,5ul PCR Produkt Primerpaar Na12E01, NED markiert

0,8ul Wasser

Gesamt: 9,0pl

Die Bestandteile wurden gemischt und bei 94°C fiir drei Minuten denaturiert
und anschlieend bis zum Auftrag auf das Gel auf Eis gelagert.

2.5.6 Vorbereitung des Gels
Der Gellauf erfolgte auf Polyacrylamidgelen, bestehend aus 40ml SequaGel
Extended Range, 10 ml SequaGel Complete Buffer Reagent und 300 pl
10% Ammoniumpersulfat (APS). Verwendet wurden Glasplatten einer
Lange von 36 cm (Applied Biosystems). Als Laufpuffer diente 1x TBE.
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2.5.7 Gellauf am ABI 377

Die Gelektrophorese wurde am ABI PRISM 377 DNA SEQUENCER (PE
Applied Biosystems) durchgefuhrt. 2,4 pl des Gemisches aus Ladepuffer,
internem Standard und Proben wurde je rechteckige Tasche auf das Gel
aufgetragen. Der Lauf wurde fir drei Stunden bei 51°C und 200 W
durchgefiihrt. Verwendet wurde das Filterset A. Die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse wurde durch unabhangige Wiederholungen eines Teils der
Proben uberprft.

2.5.8 Auswertung der Gele

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte zunachst mit den Programmen
GeneScan und Genotyper 3.6 NT (PE Applied Biosystems, USA). Uber die
Banden bekannter Lange des internen Standards kénnen den PCR-
Produkten genaue Langen zugeordnet werden. Deutliche Banden in der
erwarteten Spanne flir die einzelnen Primerpaare wurden manuell als
vorhanden (1) oder fehlend (0) bewertet und eine binare Matrize erstellt, die
als Grundlage fur weitere Auswertungen diente. Aufgrund der Polyploidie
von Raps und da einige Primerpaare mehrere Loci und damit multiple Allele
amplifizieren, war eine kodominante Auswertung der Daten nicht mdglich.
Deshalb wurden die Daten in Form von ,Allel-Phanotypen” ausgewertet und
wie dominante Marker behandelt (Becher et al. 2000). Um
verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den untersuchten Individuen
aufzudecken, wurden, basierend auf den bindren Matrizen, individuelle
Distanzen zwischen allen Paaren von Individuen (Allel-Phanotypen)
berechnet (verwendete Ahnlichkeits- bzw. Distanz-Koeffizienten: simple
matching Koeffizient, euclidean squared distances). Diese Distanzmatrizen
dienten als Grundlage fur die Berechung hierachischer Clusteranalysen
(UPGMA mit 1000 Bootstrap Wiederholungen, Treecon 1.3b, Antwerpen)
und PCO-Analyse (engl. principal coordinate analysis, dt. Haupt-
koordinatenanalyse, MVSP 3.13.m, Kovach Computing Services, UK).

Die individuelle Zuordnung von Raps-Einzelindividuen zu Rapssorten wurde
mit AFLPop 1.0 Uber die ,Re-allocation“ Prozedur geprift (Duchesne and
Bernatchez 2002). AFLPop berechnet, basierend auf den Banden-
haufigkeiten dominanter Marker, fir jedes einzelne Individuum die
Wahrscheinlichkeit, mit der dieses aus einer der Quellpopulationen (hier
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eine der Ursprungssorten) stammt. Die Zuordnung wurde als erfolgreich
bewertet, wenn es zehn Mal wahrscheinlicher war, dass ein Individuum zu
einer bestimmten Sorte gehdrte, als zu allen anderen (minimum log
likelihood difference, MLD = 1). Individuelle P-Werte der Wahrscheinlichkeit
der Zugehorigkeit zu einer Sorte aus empirischen Verteilungen wurden aus
Simulationen gewonnen und als weiteres Kriterium verwendet. Ein sehr
niedriger P-Wert eines Individuums X innerhalb einer Quellpopulation S ist
ein Zeichen dafiir, dass es unwahrscheinlich ist, dass dieses Individuum zu
der Quellpopulation gehort. Ein Individuum wurde als nicht zugeordnet
interpretiert, wenn P < 0.001, basierend auf einer ,re-sampling“ Prozedur
mit 1000 kinstlich durch AFLPop erstellten Individuen. Vor der Daten-
analyse wurde Uber ,loci filtering” das Clustern redundanter Loci reduziert.
Aufgrund der unterschiedlichen und niedrigen Zahl der Individuen pro Sorte
wurden die ,zero frequencies“ durch 1/(n+1) und die "unit frequencies®
durch 1-1/(n+1) ersetzt. AFLPop wurde dann verwendet, um Individuen der
verwilderten Rapspopulationen ihrer wahrscheinlichsten Herkunftssorte
sowie Fq-Hybriden zwischen den Sorten zuzuordnen (,Allocation” Prozedur).
Fir die erfolgreiche Zuordnung wurden dieselben Kriterien verwendet wie
fur die Re-Allocation Prozedur.

Die Verteilung des relativen Anteils der genetischen Variation innerhalb und
zwischen den untersuchten Gruppen (Sorten, Populationen) wurde mit einer
AMOVA berechnet (engl. analysis of molecular variance, ARLEQUIN 3.1,
Excoffier et al. 2005).

Allele, die in einer Art, nicht aber in den anderen vorkamen wurden als
artspezifische diagnostische Allele verwendent, um Hybride zwischen den
Arten zu identifizieren (Teil 2, Teil 3).

2.6 Pollenfertilitat

Die mannliche Fitness wurde mit Hilfe von Pollenfarbungen mit
Karminessigsaure abgeschatzt (Eber et al. 1994, Warwick et al. 2003,
Leflon et al. 2006). Intakte Pollenkdrner mit generativen Kernen sind
einheitlich rund und werden rot angefarbt, wahrend abgestorbene
Pollenkdrner ungefarbt und oft verkrippelt sind. Von den zu unter-
suchenden Pflanzen wurden mehrere Bliiten kurz vor dem Aufplatzen der
Pollensacke in 70%igem Ethanol konserviert. Je eine innere Anthere wurde
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auf einem Objekttrager mit einem Tropfen 1%iger Kaminessigsaure
versetzt. Durch leichtes Klopfen auf das Deckglas 6ffnete sich die Anthere
und die Pollen verteilten sich. Nach kurzer Inkubation wurde bei 100x
VergrofRerung mindestens 300, moéglichst 500 Pollenkérner pro Staubblatt
zufallig ausgezahlt. Der prozentuale Anteil gefarbter Pollen gemittelt Gber
drei Bliten pro Pflanze wurde als individueller Vergleichswert verwendet.
Als Referenz fiir die mannliche Fertilitdt der Elternarten wurde die Pollen-
fertilitdt von Rapssorten (n=5), diploiden (n=5) und tetraploiden Ribsen-
sorten (n=5) bestimmt und mit potenziellen Hybriden verglichen (siehe Teil 2
und 3).

2.7 Kreuzungsversuche mit tetraploiden Riibsen
2.7.1 Vorversuch

In einem Vorversuch sollte in kleinem Rahmen geklart werden, ob sich
Raps, diploider und tetraploider Riibsen Gberhaupt miteinander kreuzen, ob
daraus Samen resultieren, diese keimen und zu lebensfahigen, fertilen
Pflanzen heranwachsen. Exemplarisch wurden Kreuzungen mit einer
geringen Zahl von Einzelpflanzen tetraploider Ribsen- (Buko, n=1, Perko
PVH, n=3), diploider Rubsen- (Herbstribe Rondo, n=1) und Rapssorten
(Smart, n=2, Fortis, n=1, Tabelle 7.2 im Anhang C) durchgefiihrt. Die
Anzucht erfolgte bis zur Bllite wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben. Zunachst
wurden die Antheren der Mutterpflanzen im spaten Knospenstadium
vorsichtig manuell entfernt. Eine Papiertiite (handelsiibliche Butterbrottiite)
schutzte den Blitenstand vor unbeabsichtigter Fremdbestaubung, solange
die Narbe empfangnisbereit war. Brassica rapa ist ein obligater Auskreuzer,
mit einem sporophytischen Selbstinkompatibilitdtssystem (SI-System) zur
Vermeidung von Selbstbefruchtung. Es ist bekannt, dass bei Brassica das
SI-System erst 1-2 Tage vor der Anthese in den Narben exprimiert wird.
Geschieht die Bestaubung in der Knospe (engl. bud pollination), wird das
SI-System umgangen und es kann eine vollstandige Samenentwicklung
auch bei inkompatiblen Genotypen stattfinden (Nasrallah & Nasrallah 1989).
Diese Methode wird zum Beispiel zur kinstlichen Erzeugung von Hybriden
oder zur Herstellung homozygoter Inzuchtlinien selbstinkompatibler Arten in
der Ziichtung und Forschung verwendet. Die Bestaubung erfolgte deshalb
zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten: a) Bestaubung in der Knospe (vor
Exprimierung des SI-Systems) und b) Bestdubung nach dem Aufblihen (SI-
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System wird exprimiert). Zwei bis drei Antheren mit gedffneten Pollensacken
wurden aus unterschiedlichen Bliten des Pollendonors enthnommen und auf
der Narbe der Mutterpflanze abgestreift. Tabelle 3.13 gibt die Anzahl der
Bestaubungen und die Charakteristika der Nachkommen an. Nach Abreifen
der Schoten wurde der Kreuzungserfolg dokumentiert und die entstandenen
Samen ausgesat (Anzucht wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben). Die Nach-
kommen wurden morphologisch (Kapitel 2.2.4), durchflusszytometrisch
(Kapitel 2.4) und hinsichtlich ihrer Pollenfertilitat (Kapitel 2.6) analysiert.

2.7.2 Hauptversuch

Fir die Handkreuzungen wurden die tetraploiden Ribsensorten Buko und
Perko PVH (je sechs Mutterpflanzen und sechs Pollenspender), die
Rapssorten Smart und Talent (sieben Mutterpflanzen, sechs Pollenspender)
sowie Nachkommen der wilden diploiden Rubsenpopulation 18 (acht
Mutterpflanze, sechs Pollenspender) aus dem Osnabriicker Land verwendet
(siehe Tabelle 7.1 im Anhang B und Tabelle 7.2 im Anhang C). Die Anzucht
erfolgte, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben. Die Kreuzungen erfolgten, wie in
Kapitel 2.7 beschrieben, nach dem Aufblihen der Bliten. Hierdurch wird
vermieden, dass durch Umgehung des SI-Systems kiinstlich mehr Hybride
erzeugt werden, als bei naturlicher Blutenentwicklung mdglich sind.

2.7.21 Kreuzungsschema

Das Kreuzungsschema ist angelehnt an die Versuche von Hauser et al.
(1998a). Raps soll in den folgenden Tabellen als ,n“ diploider Rubsen als
o2 und tetraploider Rubsen als ,r4“ abgekirzt werden. Kreuzungen
innerhalb und zwischen den beiden Rapssorten (2nxJn), den diploiden
Rubsensorten (r2xr2) bzw. den tetraploiden Ribsensorten (r4xr4, diese drei
Kreuzungen werden im Folgenden als intratypische Kreuzungen
zusammengefasst) wurden zwei Bliten jede Mutterpflanze mit Pollen von
zwei zufallig ausgewahlten Pollenspendern bestaubt. Bei Hybrid-
kreuzungen, d.h. Kreuzungen zwischen den Arten bzw. unterschiedlichen
Zytotypen (nxr2, nxr4, r2xr4 und reziprok), erhalt jede Mutterpflanze Pollen
von zwei zufalligen Pollenspendern, jede Kreuzung wird jedoch wiederholt
(je zwei Blite pro Donor = 4 Bliten pro Mutterpflanze). Aufgrund von
Schwierigkeiten bei der Anzucht wurde in der Zahl der Mutterpflanzen vom
urspriinglichen Plan von je sechs Bestaubungen pro Sorte abgewichen.
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Tabelle 2.2: Vereinfachtes Kreuzungsschema. Vor der Sorte steht die Anzahl der
verwendeten Pflanzen. Die Tabelle gibt die Anzahl der durchgefiihrten Kreuzungen pro
Sorte wieder. Weil = intratypische Kreuzung, grau = Hybridkreuzungen.

a Raps Rlbsen 4x Rugien
Q 6x 6x 6x 6x 6x
Smart Talent Buko Perko Pop18
7x
Smart 19 22 34 33 32
Raps 7
X 20 23 35 34 35
Talent
B6x
Riibsen Buko 28 26 13 13 26
4x 6x
Perko 29 27 15 14 28
Ribsen 8x
2% Pop18 33 34 33 33 16

Zudem wurden einige Bestaubungen wiederholt. Insgesamt wurden 655
(urspriinglich geplant 492) Bestaubungen durchgefuhrt. Tabelle 2.2 gibt die
geplanten und die durchgefiihrten Kreuzungen der jeweiligen Typen wieder.

2.7.3 Dokumentierte Parameter
Folgende Parameter wurden analog zu Hauser et al. (1998a) dokumentiert:
- Anteil der Kreuzungen, die sich zu Schoten entwickelt haben.
- Vollstandig entwickelte Samen pro Schote.
- Anteil vollstandig entwickelter Samen an der Gesamtsamenzahl pro
Schote.

2.8 Freilandversuch mit tetraploiden Riibsen
2.8.1 Pflanzenmaterial, Versuchsaufbau und -durchfiihrung

Verwendet wurde zertifiziertes Saatgut der im Untersuchungsgebiet haufig
angebauten Rapssorten Smart und Talent (Landwirtschaftskammer Weser-
Ems 2004, pers. comm.) sowie der tetraploiden Riubsensorten Buko and
Perko PVH (Tabelle 7.1 im Anhang C). Die Anzucht im Gewachshaus
erfolgte wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben (Ausaat am 26.01.2006). Nach der
Vernalisation (5 Wochen nach Aussaat fir 7 Wochen bei ca. +5°C, Kurztag
8h/16h) fand eine klimatische Akklimatisation in der offenen Vegetations-
halle des Botanischen Gartens der Universitat Osnabriick statt (16 Tage),
bevor die Pflanzen am 14.05.2006 (108 Tage nach Aussaat) auf das
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Versuchsfeld gepflanzt wurden. Das Experiment bestand aus 16 kreis-
férmigen Versuchsansatzen (Abbildung 45 im Anhang H). Jeder Ansatz
bestand aus einer zentralen tetraploiden Ribsenpflanze, die in einem
Radius von 0,5m von jeweils sieben Rapspflanzen umgeben wurde. In
jedem Ansatz wurden eine einzige Ribsen- und eine einzige Rapssorte
verwendet, sodass sich vier verschiedene Kombinationsmoglichkeiten der
Sorten ergeben. Jede dieser Kombinationen wurde vier Mal wiederholt (=16
Ansatze). Der Abstand zwischen den Kreisen betrug mindestens 10 m.
Dieses Design wurde gewahlt, um das Vorkommen einzelner tetraploider
Riibsen, umgeben von Raps, zu simulieren. Der Beginn der Uberlappung
der Blihphase beider Arten wurde am Blltenstand der Ribsenpflanzen auf
Hohe der Knospen mit Draht markiert, so dass differenziert Samen aus
dieser Phase geerntet werden konnten. Von jeder zentralen Ribsen-Mutter-
pflanze wurden 15 reife Schoten geerntet (Erntetermine 07.08. und
13.08.2006). In einem Kreis (Kreis P) wurden aufgrund des GbermaRigen
Schadlingsbefalls und der daraus resultierenden Reduktion der Samenzahl
zusatzlich alle weiteren Samen geerntet. Die Schoten wurden fur drei Tage
bei 30°C getrocknet und dann bis zur Aussaat bei Raumtemperatur
gelagert.

2.8.2 ldentifizierung und Charakterisierung der Hybride

Aus jeder Schote wurden drei zufallig ausgewahlte, normal entwickelte
Samen ausgesat. Waren weniger Samen in einer Schote vorhanden,
wurden alle Samen verwendet. In Kreis P wurden die zusatzlich geernteten
Samen (nicht nach Schoten differenziert) hinzugenommen. Die Keimrate
wurde dokumentiert. Die Anzucht erfolgte wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben.
Die molekular untersuchten Pflanzen wurden vernalisiert und bis zur Blite
kultiviert.

Die Nachkommenschaft von tetraploidem Ribsen wurde hinsichtlich ihrer
juvenilen Morphologie (Kapitel 2.2.4), ihres relativen DNA-Gehaltes (Kapitel
2.4), mittels Mikrosatellitenuntersuchungen (Kapitel 2.5) und hinsichtlich
ihnrer Pollenfertilitat (Kapitel 2.6) analysiert und mit tetraploiden Ribsen und
Raps verglichen.

Der relative DNA-Gehalt aller Nachkommen wurde mit der gemessenen
Spanne fur tetraploiden Rubsen (Mutter) verglichen. Wich der relative DNA
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Gehalt von dieser ab, wurde der Nachkomme in die molekulare
Untersuchung aufgenommen. Aus den beobachteten Werten fur die Eltern
Raps und Riubsen wurden Erwartungswerte fir potenzielle Hybride
berechnet.

Insgesamt wurden 205 Nachkommen mittels Mikrosatellitenanalysen mit
den drei Primerpaaren Na12E06a, Na12C08 und Na12E01 (5 Loci)
untersucht. Als Referenz fir die Merkmale der Elternsorten wurden jeweils
zwolf Individuen beider Riibsensorten und jeweils 13 Individuen der beiden
Rapssorten verwendet. Banden, die in mindestens einer der beiden
Rapssorten, jedoch nicht in den Ribsensorten gefunden werden konnten,
wurden als diagnostische Rapsallele definiert. Das Auftreten von
morphologischen oder molekularen Rapsmerkmalen innerhalb der
tetraploiden RuUbsennachkommenschaft wurde als ein Hinweis auf
Hybridisierung gewertet.

FinfunddreiRg der identifizierten Hybride (zufallig ausgewahlte Nach-
kommen mit Rapsallelen Uber die ganze Spanne der relativen DNA-
Gehalte) wurden hinsichtlich ihrer Pollenfertilitdt analysiert und mit jeweils
finf Raps- und tetraploiden Rubsenpflanzen verglichen.

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten aus den Kartierungen, den
Untersuchungen der Pollenfertilitdit, den Kreuzungsversuchen und den
Feldversuchen erfolgte mit den Programmen SPSS 15.0.1 (SPSS Inc.,
USA) und R 2.5.0 (R Developement Core Team, 2007). Mittelwerte sind in
dieser Arbeit mit den zugehoérigen Standardabweichungen (+/- SD)
angegeben. Ein Vergleich der Mittelwerte erfolgte je nach Datenlage und
Varianzhomogenitat als T-Test, Anova (engl. analysis of variance) oder als
Kruskal-Wallis-Rangtests.
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3 Ergebnisse
Teil 1: Untersuchungen an Unkrautraps

3.1 Kartierungen von Unkrautraps 2004-2008

Die Erfassung verwilderter Rapspopulationen im Untersuchungsgebiet
wurde 2004 mit 66 Populationen begonnen. 2005 kamen weitere zwolf
Populationen dazu, sodass insgesamt 78 Populationen Uber einen Zeitraum
von funf bzw. vier Untersuchungsjahren kartiert werden konnten. Abbildung
13 zeigt Lokalisation der Fundorte der 78 kartierten Rapspopulationen im
Osnabriicker Land. Von den 78 verwilderten Rapspopulationen befanden
sich 50 an Strallenrandern, Beeten und Grunstreifen, dem haufigsten
Standorttyp verwilderter Rapspopulationen (siehe Abbildung 12 und Anhand
E: Abbildung 41). Finf Populationen konnten auf Baugebieten und
Baubrachen (Abbildung 11) lokalisiert werden, drei entlang von Gleisen und
auf Bahnubergangen (Abbildung 12). Zwanzig Ausfallrapspopulationen,
Population an Ackerrandern und Durchwuchsraps (Abbildung 12) wurden in
die Studie aufgenommen.

Die PopulationsgroRen reichten von einzelnen oder wenigen Individuen bis
zu mehr als 1000 Pflanzen. Zwischen den einzelnen Jahren bestanden
grolRe Unterschiede in der Populationsdynamik. Abnahmen der Populations-
gréflen wurden im Mittel haufiger (pro Jahr in 47,6% der Populationen +/-
Standardabweichung SD = 29%) als Zunahmen (18,5% +/-SD = 15,2%)
beobachtet. Beruhte die Zunahme allein auf Rapsanbau, wurden die Falle
aus der Analyse ausgeschlossen (12 Falle).

Sechzehn Populationen (20,5%) konnten nur im ersten Jahr (zu Beginn der
Studie 2004 bzw. 2005, Abbildung 13 und Tabelle 7.6 im Anhang E) aufge-
funden werden. An den anderen 61 Fundorten (79,5%) wuchsen in mehr als
einem Jahr Rapspflanzen. Diese Bestande werden im Folgenden als
Jpersistent” bezeichnet. Von diesen waren 21 Fundorte in zwei, 24 in drei,
12 in vier und vier in allen finf Jahren mit Raps besiedelt (Tabelle 7.6 und
Abbildung 42 im Anhang E). Der Anteil des Wiederfundes im Folgejahr
betrug 57,6% fir Populationen, die 2004 beprobt wurden. Dreilig Prozent
der bestehenden Rapspopulationen 2005 konnten im Folgejahr wieder
aufgefunden werden. Fur die Populationen aus 2006 betrug die Wiederfund-
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Abbildung 11: Die wichtigsten Standorttypen verwilderter Rapspopulationen im
Osnabriicker Land 1. Baugebiete & Baubrachen. Oben links: Rapsbestand eines Neubau-
gebietes bei Kloster Oesede (2008), oben rechts: Neubaugebiet bei Kloster Oesede
(2007), unten links: Pop87 (Raps) Gewebegebiet Bissendorf (2008), unten rechts: Raps
(Pop199) Gewerbepark Kattenvenne (2007).
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Abbildung 12: Die wichtigsten Standorttypen verwilderter Rapspopulationen im
Osnabricker Land 2. Oben: Ackerrander und Anbauflachen. Beide Fotos zeigen Durch-
wuchsraps in Getreidefeldern. Mitte: StraRenrénder, Beete & Griinstreifen. Links: Raps
auf einem Grunstreifen an einer Landstrasse (2007), rechts: Pop57 an der Autobahn A1
(2007). Unten: Bahniibergénge & Gleise. Links: Rapspflanze an einem Bahniibergang bei
Listringen (2008), rechts: Raps im Gleisbett (2008).
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rate 73,7% und fir 2007 39,5%. Im Mittel ergibt sich somit eine Wiederfund-
rate von 50,2% (+/- SD = 19,4%).

Nach einem Fehlen einer Population im Vorjahr wurden im Mittel der Jahre
29,7% (+/-SD = 11,8%) der Flachen wiederbesiedelt. Insgesamt zeigen 40
der 78 (51,3%) Standorte intermittierende Rapsvorkommen, d.h. Raps-
bestéande fehlen in einem oder mehreren Untersuchungsjahren, treten aber
spater wieder am selben Standort auf. Im Jahr 2008 waren 34,6% der
urspriinglichen Fundorte mit Raps besiedelt, vier davon dauerhaft iber den
ganzen Untersuchungszeitraum, die meisten intermittierend (23, Tabelle 7.6
im Anhang E). An zehn Fundorten wurden in mindestens einem der Jahre
Rapsfelder angesat. Neueintrag von Raps durch Aussaat betrifft demnach
die Halfte der 20 kartierten Populationen in Agrarhabitaten (Ackerrand &
Durchwuchs). In finf Fallen sind verwilderte Populationen durch Aussaat
von Raps nur scheinbar persistent, da in nur einem Jahr verwilderter Raps,
in den anderen Jahren Rapsfelder vorhanden waren.

Von den 66 im Jahr 2004 kartierten verwilderten Populationen zeigten
48,5% einen erfolgreichen Samenansatz (mindestens eine Pflanze mit
reifen Samen pro Population). Der Anteil der verwilderten Populationen mit
erfolgreichem Samenansatz betrug 30,0% im Jahr 2005, 45,0% in 2006,
39,5% in 2007 und 44,4% in 2008 (im Mittel 42,5% +/- SD = 8,1%) . Das
Abreifen der Schoten wurde vor allem durch Mahen der Grassstreifen und
andere Pflegemalnahmen verhindert.

Die verwilderten Rapspopulationen hatten ihre Hauptblitephase parallel
zum angebauten Winterraps, je nach Witterung ab Anfang April bis Ende
Mai. Eine Population (Pop121) blihte erst Anfang Juli, eine weitere Anfang
August (Pop223). Einzelpflanzen konnten bluhend bis in den November
beobachtet werden. Insbesondere kamen verletzte Pflanzen spater im Jahr
erneut zur Blite. Dadurch verlangerte sich die Blihphase, einige Pflanzen
durchliefen diesen Zyklus mehrfach von neuem und trugen gleichzeitig reife
Fruchte und Bllten.
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Verwilderte Rapspopulationen konnten sympatrisch mit beiden Elternarten
von Raps gefunden werden. An finf der seit 2004 bzw. 2005 kartierten
Fundorte wurde Ribsen (diploid und tetraploid), in einem Fall verwilderter
Kohl gefunden. Die individuelle morphologische Zuordnung zu einer Art
wurde durchflusszytometrisch tberpriift (siehe Teil 2).

Persistenz von verwildertem Raps
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Abbildung 13: Verwilderte Rapspopulationen im Raum Osnabriick 2004-2008. Raps-
vorkommen in nur einem der finf Untersuchungsjahre in gelb, Rapsvorkommen in mehr
als einem Untersuchungsjahr in rot. Populationen, die auch molekular mit Mikrosatelliten

untersucht wurden, sind mit roten Sternen markiert.
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3.2 Freilandversuch mit Unkrautraps

Exemplarisch wurde aus der Vielzahl der Ergebnisse des Freilandversuches
der Faktor ,Blihbeginn bei vernalisierten Pflanzen® als einer der wichtigsten
phanologischen Schritte im Lebenszyklus anueller Arten ausgewahit. Alle
weiteren Ergebnisse sind der Arbeit von Koller (2007, unverdffentlicht) zu
entnehmen.

Insgesamt zeigten sowohl die Rapspopulationen als auch die Rapssorten
eine sehr hohe Keimbereitschaft von 99,6% bzw. 98%. Die verwendeten
Winterrapssorten blihten nach Vernalisation im Mittel 112,3 Tage nach
Aussaat (+/- SD = 5,2; CV = 2,97%, N= 111, Tabelle 7.4 im Anhang D) mit
einer Spannweite von 106 bis 122 Tagen (sowie ein extremer Ausrei3er mit
150 Tagen). Der Sommerraps blihte friher, im Mittel 106,3 Tage nach
Aussaat (+/- SD = 3,9; min. 103, max.121 Tage, CV = 3,26%, N = 25). Die
Blihspanne der verwilderten Population reichte von 95 bis 149 Tage nach
Aussaat mit einem Mittelwert von 114,8 Tagen (+/- SD = 8,2; CV = 3,83%, N
= 277). Ein Vergleich der Variationskoeffizienten (CV) fir die drei Gruppen
zeigte keine signifikanten Ergebnisse.

Abbildung 14 vergleicht den Blihbeginn der untersuchten Sorten und
verwilderten Populationen im Einzelnen. Population 90 musste aus der
Analyse ausgeschlossen werden, da diese erst im zweiten Jahr zur Blute
kam und demnach unter den Versuchsbedingungen bienn ist. Eine
Ribenbildung wie bei der zweijahrigen Steckriibe (ebenfalls B. napus)
konnte nicht beobachtet werden. Die Mittelwerte des Blihbeginns der
einzelnen Populationen und Sorten unterschieden sich hochsignifikant
(P<0,001, Kruskal-Wallis-Rangtest). Auch die Variationskoeffizienten der
einzelnen Populationen unterschieden sich sehr signifikant (ANOVA, P=
0,0013), d.h. es gab sowohl Unterschiede der Blihzeitpunkte als auch in
der Variabilitat des Blihbeginns. Einige Populationen zeigten besonders
auffallige Parameter. Zum Beispiel bliihte Population 105 besonders spat
(Mittelwert = 132,2 +/- SD = 6,5; N = 20, min. 125 - max. 149 Tage).
Population 123 blihte besonders frih (Mittelwert = 105,2 +/- SD = 2,6; N =
23, min. 103 - max. 111 Tage) und ahnelte dem Sommerraps (Abbildung
14).

Die parallel ausgesaten verwandten Arten blihen alle nahezu parallel zu
den Winterrapssorten (Tabelle 7.4 im Anhang D).
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Abbildung 14: Box Plot der Unterschiede im Blihbeginn verschiedener verwilderter Raps-
populationen und der verwendeten Sommer- und Winterrapssorten (Box = erste bis dritte
Quantile, Balken: Median, Spanne: kleinster und gréRter Wert (ohne Ausreiler),
AusreilRer: o mehr als 1 %2, und * mehr als drei Interquantilenldngen auflerhalb der Box).
Population 90 fehlt in der Abbildung, da diese nicht im ersten Jahr zur Blite kam.

3.3 Mikrosatelliten Untersuchungen an Unkrautraps

Zunachst wurden 80 Individuen aus zwdlf aktuellen B. napus Sorten
untersucht: die Winterrapssorten Artus, Elektra, Express, Fortis, Libretto,
Mendel, Smart, Titan, Talent und Viking, die Sommerrapssorte Heros sowie
eine Steckribensorte (Anhand C: Tabelle 7.2). Primerpaar Na12C06
amplifizierte innerhalb der zwolf Sorten 14 verschiedenen Allele, Primerpaar
Na12C08 13 Allele, Na12E01 16 Allele und Na12E06a 6 Allele unter-
schiedlicher Langen. Alle diese Merkmale sind in Raps polymorph.
Insgesamt konnten innerhalb der zwolf Sorten (Tabelle 3.1) ein (Artus,
Mendel) bis sieben (Fortis, Smart) Multi-Locus-Phanotypen gefunden
werden. Die Sommerrapssorte Heros zeigte die hochste Diversitat mit
insgesamt 17 Allelen, die durch die vier Primerpaare amplifiziert wurden.
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Die Winterrapssorten hatten zwischen sieben und 14 Allele. Neun Allele
konnten in der Steckribensorte gefunden werden. Die PCO-Analyse
(Abbildung 15) zeigt eine Trennung in zwei Hautgruppen der Winter-
rapssorten. Die Sommerrapssorte gruppiert am Rande einer der beiden
Gruppen. Die Steckribe ist von den Winterrapssorten klar zu trennen. Eine
AMOVA (Tabelle 3.2) wurde berechnet, um die Verteilung der genetischen
Variation innerhalb und zwischen den Sorten zu veranschaulichen. Diese
zeigte, dass der Hauptteil der Variation zwischen den Sorten liegt (79,1%).
Da die geringe Anzahl an Markern nicht ausreichte, um eine gute Trennung
aller zwolf Sorten vorzunehmen, wurde die Sortenzahl auf die finf im
Untersuchungsgebiet zu Untersuchungsbeginn am haufigsten angebauten
Winterrapssorten sowie Sommerraps und Steckriibe reduziert (Land-
wirtschaftskammer Weser-Ems 2004, personliche Mitteilung). Bis auf die
kohlhernieresistente Sorte Mendel sind diese Sorten schon seit mindestens
funf Jahren erhaltlich (Bundessortenamt 2003).
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Abbildung 15: PCO-Analyse (Euclidean Squared Distances) der zwolf untersuchten
Rapssorten. Die erste Achse erklart 38,7%, die zweite 23,5% der Unterschiede. Hybrid-
Winterrapssorten sind mit Rauten, Linien-Winterrapssorten mit Dreiecken gekenn-
zeichnet. Die Sommerrapssorte Heros kennzeichnen rote Kreise, die untersuchte Steck-

ribensorte rosa farbene Kreise.
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Tabelle 3.1: Genetische Variation der zwolf B. napus Sorten an den sechs untersuchen
Mikrosatellitenloci.

diagnostische

Multi- Allele im
Lebens- Locus- reduzierten
Sorte Typ zyklus N Allelzahl Phanotypen Datensatz
Elektra WR, H winter- 8 9 3 -
annuell
Fortis WR, L winter- 10 14 7 -
annuell
Libretto WR, L winter- 4 9 2 -
annuell
Titan WR, H winter- 5 12 4 -
annuell
Viking WR, L winter- 5 8 2 -
annuell
* Artus WR, H winter- 5 8 1 2
annuell
* Express WR, L winter- 7 1 3 1
annuell
* Mendel WR, H winter- 5 7 1 0
annuell
* Smart WR, L winter- 8 9 7 1
annuell
* Talent WR, H winter- 9 10 4 1
annuell
* Heros SR sommer- 5 17 5 2
anuell
* B. napus Steckriibe bienn 9 9 3 3
ssp. napo
brassica
Gesamt 80 49 42
(12 Sorten)
* reduzierter 48 44 24
Datensatz
(7 Sorten)

Tabelle 3.2: Verteilung der genetischen Variation (AMOVA) innerhalb und zwischen den
12 analysierten B. napus Sorten (P<0,001). FG: Freiheitsgrade; SSQ: engl. sums of
squares, dt. Quadratsummen

Prozent der

Quelle der Variation FG SSQ Varianzkomponente Variation
Zwischen den 12 Sorten 1 323, 2 4,27 79,1
Innerhalb der 12 Sorten 68 76,7 11,13 20,9
Gesamt 79 399,9 54 100
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Im reduzierten Datensatz (N=48, 7 Sorten, Tabelle 3.1) wurden ein (Artus,
Mendel) bis sieben (Smart) Multi-Locus-Phanotypen gefunden. In sechs
Sorten konnten diagnostische Allele (Allele, die in allen Individuen der
betreffenden Sorte, nicht jedoch in anderen Sorten vorkommen) gefunden
werden. Steckriibe zeigte drei, die Winterrapssorte Artus und die Sommer-
rapssorte Heros jeweils zwei und die Sorten Talent, Smart und Express
zeigten ein diagnostisches Allel.

Abbildung 16 zeigt das Ergebnis der UPGMA Analyse, basierend auf
paarweisen Distanzen (Euclidean Squared Distances) zwischen den 24
Multi-Locus-Phanotypen. Alle sieben Sorten bilden einzelne Cluster, die
durch Bootstrap-Werte zwischen 51% (Smart) und 99% (Artus, Mendel)
unterstutzt werden.

Die Trennung der Sorten konnte Uber die ,Re-Allocation” Prozedur
(AFLPop) bestatigt werden. Mit Ausnahme eines Individuums der Sorte
Smart, konnten alle Individuen erfolgreich ihrer Ursprungssorte zugeordnet
werden. Das einzelne Individuum der Sorte Smart zeigte einen MLD<1 und
wurde deshalb als nicht zugeordnet interpretiert.

Talent
66

§ Express

Aa

5

A

Smart
—ggiArtus
89
—99| Mendel
% Steckriibe
79 Sommerraps
Heros

Abbildung 16: Cluster Analyse (UPGMA, 1000 Bootstrap Wiederholungen), basierend auf
paarweisen Unterschieden zwischen den 24 Multi-Locus-Phanotypen der finf Winter-
raps-, einer Sommerraps- und einer Steckribensorte (N= 48).
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Achtzehn verwilderte Rapspopulationen (161 Individuen) wurden untersucht
(Tabelle 3.3). Sieben dieser Populationen konnten an StralRenrandern,
Beeten oder Grunstreifen, vier in Baugebieten oder -brachen und sieben als
Ausfallraps, an Ackerrandern oder als Durchwuchs gefunden werden. An 16
Fundorten wurde in mehr als einem Jahr Raps aufgefunden (Abbildung 13).
An zwei Stellen (Populationen 54 und 87) konnte sympatrisch Ribsen
aufgefunden werden.

Der auf sieben Sorten reduzierte Datensatz wurde zusammen mit den
verwilderten Rapspopulationen untersucht. Innerhalb dieser insgesamt 209
Individuen amplifizierte Primerpaar Na12C06 21 verschiedenen Allele,
Primerpaar Na12C08 27 Allele, Na12E01 25 Allele und Na12E06a 14 Allele
unterschiedlicher Langen. Alle diese Merkmale sind in Raps polymorph.
Innerhalb der verwilderten Rapspopulationen wurden 78 Allele durch die
vier Primerpaare amplifiziert, nur 35 davon wurden auch in den Rapssorten
gefunden. Die verwilderten Raps-Populationen unterscheiden sich in ihrer
genetische Diversitat. Einige Populationen zeigen eine hohe Anzahl an
Allelen im Vergleich zu den analysierten Rapssorten. Besonders hervorzu-
heben sind hierbei Population 59 mit 27 Allelen, Population 54 mit 26
Allelen und Population 11 mit 22 Allelen. Bei anderen Populationen ist die
Variabilitdt vergleichbar mit den untersuchten Rapssorten. Hierzu gehort
Population 87, 114 und 202 mit jeweils elf Allelen und Population 223 mit
zehn Allelen. Die AMOVA zeigte, dass die Variation innerhalb der
verwilderten Populationen deutlich hdher ist als die Variation der B. napus
Sorten (66,3% gegenuber 15,7%, Tabelle 3.4). Wahrend bei den Sorten der
Hauptteil der Variation zwischen ihnen liegt und dadurch eine gute
Trennung der Sorten ermdglicht, zeigen die verwilderten Populationen den
Hauptteil der Variation innerhalb der Populationen. Die genetische
Differenzierung der Populationen ist deutlich geringer als die der Sorten.
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Tabelle 3.3: Genetische Variation der 18 verwilderten Rapspopulationen an den sechs
untersuchten Mikrosatellitenloci und Daten der Kartierungen. * gemischter Bestand mit
Ribsen.

Anzahl Multi- Anzahl der Anzahl der

Popula-  der Anzahl Locus- Jahre mit  Jahre mit

tions- Indivi-  der Phano- Raps- Samen-

nummer duen Allele  typen Habitattyp bestand ansatz

Pop10 10 13 8 StralRenrand, Beete, 5 4
Grinstreifen

Pop11 11 22 10 Baugebiete, Bau- 4 1
brachen

Pop14 8 14 6 StralRenrand, Beete, 3 1
Grinstreifen

Pop17 10 19 7 StralRenrand, Beete, 2 1
Grinstreifen

Pop54* 15 26 15 Ausfallraps, Acker- 3 3
rander, Durchwuchs

Pop57 8 19 8 StralRenrand, Beete, 5 3
Grinstreifen

Pop59 17 27 11 Ausfallraps, Acker- 3 2
rander, Durchwuchs

Pop61 8 18 7 Baugebiete, Bau- 3 1
brachen

Pop69 9 17 9 StralBenrand, Beete, 2 1
Grinstreifen

Pop71 6 13 6 Ausfallraps, Acker- 3 1
rander, Durchwuchs

Pop87* 9 11 7 Baugebiete, Bau- 4 3
brachen

Pop90 9 15 9 Baugebiete, Bau- 4 3
brachen

Pop97 9 20 9 Ausfallraps, Acker- 2 1
rander, Durchwuchs

Pop105 4 15 4 Ausfallraps, Acker- 1 1
rander, Durchwuchs

Pop114 10 11 7 StralRenrand, Beete, 4 0
Grinstreifen

Pop115 8 12 7 StralBenrand, Beete, 2 1
Grinstreifen

Pop202 5 11 5 Ausfallraps, Acker- 1 1
rander, Durchwuchs

Pop223 5 10 4 Ausfallraps, Acker- 3 2

rander, Durchwuchs
Gesamt 161 78 139
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Tabelle 3.4: Verteilung der genetischen Variation (AMOVA) innerhalb und zwischen den
sieben analysierten B. napus Sorten und verwilderten Populationen (P<0,001). FG:

Freiheitsgrade; SSQ: engl. sums of squares, dt. Quadratsummen

Varianz- Prozent der
Quelle der Variation FG SSQ komponente  Variation
Sieben B. napus Sorten
Zwischen den Sorten 6 204,35 4,89 84,35
Innerhalb der Sorten 41 37,17 0,91 15,65
Gesamt 47 241,52 5,79
18 verwilderte Rapspopulationen
Zwischen den Populationen 17 288,22 1,56 33,70
Innerhalb der Populationen 143 439,64 3,07 66,30
Gesamt 160 727,86 4,64

Einhundertdrei der untersuchten Individuen (64%) konnten den
Referenzsorten und F4-Hybriden zwischen diesen Sorten (mit MLD>1) bei
der ,Allocation®-Prozedur mit AFLPop 1.0 zugeordnet werden. Neun dieser
Individuen wurden wegen ihres P-Wertes unter 0,001 als nicht zugeordnet
interpretiert, da dieser zeigt, dass die Wahrscheinlichkeit der richtigen
Zuordnung zu einer bestimmten Sorte sehr gering ist. Insgesamt wurden
somit 94 Individuen aus verwilderten Populationen (58%) unter Anwendung
der genannten Kriterien erfolgreich den Brassica-Sorten zugeordnet
(Tabelle 3.5). Die haufigste Sorte innerhalb der verwilderten Raps-
populationen ist Smart mit 40% der zugeordneten Individuen. Innerhalb
einer Population wurden zwischen einer und vier Sorten gefunden. Zwei bis
drei Sorten wurden in den allelreichsten Populationen detektiert (Pop59:
Heros, Steckriibe; Pop54: Mendel, Smart, Heros; Pop11: Express, Smart,
Talent). Verwilderte Populationen mit einer geringen Diversitat (niedrige
Allelzahl) bestanden entweder aus einer einzigen (Pop202 und Pop223:
Smart) oder zwei Sorten (Pop114: Smart, Talent). Zwischen der Anzahl der
detektierten Sorten und der Anzahl der Allele in einer Population besteht
eine positive Korrelation (r=0.53, p<0.05; Spearmans Rang Korrelation).
Drei der verwilderten Individuen wurden als Hybride der ersten Generation
zwischen den Sorten identifiziert: ein ExpressxSmart Hybrid wurde in
Population 10 gefunden, ein Individuum der Population 11 wurde als
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SmartxHeros Hybrid identifiziert und ein MendelxHeros Hybrid wurde in
Population 54 entdeckt (Tabelle 3.5). In den Populationen 10 und 54 waren
die Ausgangssorten vorhanden, wahrend in Population 11 nur eine der
Elternsorten (Smart) gefunden werden konnte.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Zuordnung der Rapspflanzen aus 18 verwilderten
Populationen zu den sieben untersuchten B. napus Sorten. Die Zahlen in den Spalten
geben die Anzahl der Individuen aus den verwilderten Rapspopulation an, die erfolgreich
den jeweiligen Sorte unter den angewendeten Kriterien zugeordnet wurden (MDL=1,
P>0,001, AFLPop).

Nicht
Steck- zuge- Ge-
Smart Talent Express Mendel Artus Heros rilbe Hybride ordnet samt
Pop10 4 1 1 1 Express 3 10
xSmart
Pop11 3 3 1 1 Smart 3 11
xHeros
Pop14 2 1 5 8
Pop17 1 1 3 5 10
Pop54 2 3 5 1 Mendel 4 15
xHeros
Pop57 1 7 8
Pop59 11 1 5 17
Pop61 1 2 5 8
Pop69 1 2 6 9
Pop71 4 1 1 6
Pop87 1 8 9
Pop90 2 1 6 9
Pop97 2 1 2 2 2 9
Pop105 4 4
Pop114 5 4 1 10
Pop115 5 1 2 8
Pop202 4 1 5
Pop223 5 5
Gesamt 38 11 6 3 3 18 12 3 67 161
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Teil 2: Potenzielle Kreuzungspartner

3.4 Kartierungen von Brassica-Populationen 2004-2008

Insgesamt wurden seit dem Jahr 2004 bis 2008 113 Brassica-Populationen
im Osnabricker Land in die Untersuchung aufgenommen (Abbildung 17
und Tabelle 7.1 im Anhang E). Hierbei handelt es sich um eine Erweiterung
des Datensatzes der verwilderten Rapspopulationen (Teil 1) um weitere
Brassica-Arten, weitere Standorte (z.B. Wildacker und Blihstreifen) und
nach 2005 kartierte Populationen.
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Abbildung 17: Fundorte aller 2004-2008 kartierten Brassica-Bestande, jeweils mit
Populationsnamen.
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Im ersten Jahr (2004) wurden 73 Populationen kartiert, unter denen reine
Rapspopulationen dominierten. Weitere Populationen, vorwiegend Misch-
bestéande verschiedener Brassica-Arten, wurden in den Folgejahren hinzu-
genommen (2005: 19, 2006: 11, 2007: 10). Somit wurden insgesamt 113
Populationen fir einen Zeitraum von maximal finf Jahren kartiert.

Die Artbestimmung erfolgte zunachst anhand morphologischer Merkmale
und wurde mit durchflusszytometrischen Messungen uberprift (Kapitel 3.5).
Drei Arten aus der Gattung Brassica wurden im Untersuchungsgebiet
gefunden: B. napus, B. rapa und B. oleracea. Funfundsiebzig der 113 unter-
suchten Populationen waren reine Rapspopulationen, 18 reine Ribsen-
populationen und 20 waren Mischbestéande aus mindestens zwei Brassica -
Arten (Tabelle 3.6, Abbildung 18). Innerhalb der morphologisch als Ribsen
identifizierten Pflanzen konnten diploide und tetraploide Individuen mittels
durchflusszytometrischer Messungen identifiziert werden. In neun
Bestanden traten ausschlief3lich diploide, in 13 nur tetraploide und in 15
beide Zytotypen auf. Tetraploide Ribsen werden separat in Kapitel 3.8
hinsichlich ihrer Bedeutung fiir den Genfluss mit Raps behandelt.

Tabelle 3.6: Zusammesetzung nach Anzahl der Brassica-Arten innerhalb der Besténde.

2004 2005 2006 2007 2008
Eine Brassica-Art 70 55 23 45 28
Zwei Brassica-Arten 2 7 11 13
Alle drei Brassica- Arten 0 0 1 3 2
Gesamt 72 62 35 61 38

Es wurde beobachtet, dass sich Winterraps und -riibsen zu einem grof3en
Anteil in ihrer Blihphase (April/ Mai) berschneiden, wobei der Ribsen
meist einige Tage vor dem Raps aufbliiht. Kohl ist in der Regel bienn, blihte
aber ebenfalls Giberschneidend mit Raps und Riibsen im zweiten Jahr.

Vierundfiinfzig der 113 Populationen wurden an StralRenrandern,
Grunstreifen und Beeten kartiert (Abbildung 19). Neben Populationen an
Ackern (23) und an Bahngleisen (3), wurden auch 25 angeséte Bestande in
die Untersuchung aufgenommen. Hierbei handelt es sich um Wildacker oder
Blihstreifen-Ansaaten, die sich meist aus mehreren verschiedenen
Brassica-Arten (24 unter Beteiligung von Ribsen, 13 mit Raps, drei mit
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Kohl) und anderen nah verwandten Brassicaceen (Sinapis, Raphanus)
zusammensetzen und im Hinblick auf interspezifische Hybridisierungen
interessant sind.

Die GroRen der Populationen reichen von einzelnen Indiviuden bis hin zu
tausenden Pflanzen. Abbildung 43 (im Anhang E) zeigt die Grofken der
einzelnen Populationen in den funf Untersuchungsjahren und illustriert die
Populationsdynamiken. Abnahme und Zunahme der Populationsgréfe von
einem Jahr auf das Folgende unterscheiden sich im Mittel nicht signifikant
voneinander, variieren jedoch stark zwischen den vier Folgejahren (33,0 +/-
SD = 24,2% vs. 17,0 +/- SD = 11,8%; Kruskal Wallis Rangtest: P=0,168).
Fir diesen Vergleich wurden Rapsfelder ausgeschlossen (insg. 11 Falle).

An 91 der 113 Fundorte (80,5%) wurden in mehr als einem
Untersuchungsjahr Brassica-Bestande gefunden (Abbildung 20). Im Mittel
konnten 49,4 +/- SD = 17,4% der Bestande des Vorjahres im Folgejahr am
selben Standort wieder aufgefunden werden (im Detail 2004/2005: 43 von
73 Populationen, 2005/2006: 19 von 62, 2006/2007: 24 von 35, 2007/2008:
24 von 61). Insgesamt zeigen 46 der 103 Uber mindestens 3 Jahre
kartierten Populationen (44,7%) ein intermittierendes Vorkommen (d.h. die
Bestande fallen fiir ein oder mehrere Jahre aus, bevor die Flache wieder
besiedelt wird). Eine Wiederbesiedlung nach einem Fehlen einer Population
im Vorjahr wurde im Mittel auf 24,9% (+/- SD = 17,4%) der Flachen
beobachtet.

Von den insgesamt 18 kartierten Raps-Ribsen-Mischbestanden waren 12
angepflanzte Wildacker oder Blihstreifen. Bei sechs Misch-Bestéanden
handelte es sich um nicht angepflanzte, verwilderte Populationen. Sech-
zehn der 18 Bestande konnten in mehr als einem Untersuchungsjahr am
selben Fundort wieder aufgefunden werden, darunter alle verwilderten
Populationen.

Der Anteil der verwilderten Populationen mit erfolgreichem Samenansatz
unterlag starken Schwankungen und betrug 49,3% im Jahr 2004, 30,7%
2005, 55,9% in 2006, 27,9% 2007 und 38,5% in 2008 (mindestens eine
Pflanze mit reifen Samen pro Population, Abbildung 44 im Anhang E). Im
Mittel ergibt sich daraus ein Anteil von 40,1% (+/- SD = 11,5%) der
Populationen pro Jahr mit reifen Samen.
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Abbildung 18: Artenkombinationen aller 113 in den Jahren 2004 bis 2008 kartierten
Brassica-Bestéande. Links: Anteil der Artenkombinationen an der Gesamtzahl der

Bestande, rechts: Arten- und Zytotypenkombinationen der einzelnen Brassica-Bestande.
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Gesamtzahl der Standorte. WA: Wildacker
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Abbildung 20: Persistenz aller 2004-2008 kartierten Brassica-Bestande. Gelb: Fund in nur

einem einzigen Untersuchungsjahr, rot: Fund in mehr als einem Untersuchungsjahr.

Kleine rotbraune Samen, entsprechend der kultivierten Olform des Riibsens
(B. rapa ssp. oleifera), konnten bei den diploiden Rlbsensorten der
Wildacker beobachtet werden und wurden auch in diploiden verwilderten
Rubsenpopulationen (z.B. Pop18: Wegrand, Pop19: Brache, Pop219,
Pop279: Feldrand) gefunden. Die tetraploiden Sorten und die tetraploiden
verwilderten Populationen besitzen schwarzbraune Samen, welche deutlich
groRer sind als die der diploiden Ribsen. AusschlieRlich in den diploiden,
verwilderten Rubsenindividuen des Mischbestandes Pop54 (Ackerrand, bis
2008 persistent) konnten kleine, schwarze Samen gefunden werden, wie sie
fur die Wildform des Rubsens (B. rapa ssp. campestris) zu erwarten sind.
Dies ist der erste Hinweis auf indigene Bestdnde der wilden Subspezies
campestris in Sidwest-Niedersachsen. In Population 54 kamen im Jahr
2004 Raps und Rubsen in einem kleinen Bestand (je ca. 10 Individuen) als
Unkraut am Rand eines Getreidefeldes vor. 2005 und 2008 wurden am
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selben Ackerrand je ca. 50 Rubsen gefunden, wahrend das Feld mit Raps
bestellt war.

Neben Raps, Ribsen und Kohl wurden 16 weitere Arten aus den
Brassicaceen an denselben Standorten gefunden: Alliaria petiolata (M.
BIEB.) Cavara et Grande, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Barbarea
vulgaris W.T. AITON, Capsella bursa-pastoris (L.) MEDIK., Cardamine hirsuta
L., Cardamine pratensis L., Diplotaxis muralis (L.) DC., Erysimum
cheiranthoides L., Raphanus raphanistrum L., Raphanus sativus L., Sinapis
alba, L., Sinapis arvensis L., Sisymbrium altissimum L., Sisymbrium irio L.,
Sisymbrium officinale (L.) Scop. und Thlaspi arvense L.. Mischbestande
zwischen Brassica und den verwandten Gattungen Diplotaxis, Raphanus
und Sinapis sind im Hinblick auf intergenerische Hybridisierungen von
besonderem Interesse (Diplotaxis: ein gleicher Fundort, aber nicht
sympatrisch mit Raps; Raphanus: sympatrisch mit Raps an sechs
Fundorten, davon einer mit Raps und R. raphanistrum; und Sinapis:
sympatrisch an zehn Fundorten, Abbildung 36, Tabelle 7.1 im Anhang B).

3.5 Durchflusszytometrie aller untersuchter Arten

Zu Vergleichszwecken wurde der relative DNA-Gehalt von Raps-, Riibsen-
und Kohlsorten bestimmt. Insgesamt wurden 61 Individuen aus 17 Raps-
sorten, 13 Individuen aus 13 Kohlsorten, zwolf Individuen aus sechs
diploiden und 40 Individuen aus zwei tetraploiden Riibsensorten gemessen.
Aus den relativen DNA-Gehalten der untersuchten Brassica-Sorten im
Verhaltnis zu P. sativum (=1s) wurden Mittelwerte und Spannweiten fur die
Arten berechnet (Tabelle 3.7). Diese dienen als Vergleichswerte zur
Bestimmung der kartierten Individuen und der Nachkommen der Kreuzungs-
versuche.

Tabelle 3.7: Relative DNA-Gehalte der untersuchten Brassica-Sorten und Ribsen-
Zytotypen. 4x: tetraploid, 2x: diploid, Interner Standard: P. sativum (=1s)

Anzahl der Anzahl der Standard-
Sorten Individuen  Mittelwerte abweichung Minimum Maximum
B. napus 17 61 0,314s 0,007s 0,299s 0,333s
B. oleracea 13 13 0,179s 0,003s 0,174s 0,187s
B. rapa 2x 6 12 0,134s 0,003s 0,129s 0,140s
B. rapa 4x 2 40 0,266s 0,006s 0,254s 0,280s
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Aulerdem wurden exemplarisch relative DNA-Gehalte der nah verwandten
Arten Diplotaxis muralis (n=3), Raphanus sativus (n=8), R. raphanistrum
(n=4), Sinapis alba (n=3) und S. arvensis (n=8) bestimmt. Der relative DNA-
Gehalt eines Individuums von B. nigra (gesammelt am Rhein bei Dissel-
dorf) wurde ebenfalls gemessen.

Die Verhaltnises der gemessenen relativen DNA-Gehalte der Arten
zueinander kénnen mit den Verhaltnissen der Arten zueinander in anderen
Studien (als absolute DNA-Gehalte) verglichen werden (Tabelle 3.8).

Die Chromosomenzahlen aller Arten wurden gegen die jeweiligen Mittel-
werte des relativen DNA Gehaltes aufgetragen und eine Regressionsgerade
ermittelt (Abbildung 21). Innerhalb des Verwandtschaftskreises lassen sich
Ploidiestufen (2x, 4x) klar trennen. Innerhalb einer Ploidiestufe ist das
Verhaltnis zwischen Chromosomenzahl und relativem DNA-Gehalt hin-
gegen nicht linear, sondern hangt stark von der individuellen Grofte der
Chromosomen ab (Tabelle 3.8). Ein gutes Beispiel liefern die Eltern von

Tabelle 3.8: Relative DNA-Gehalte der neun untersuchten Arten. 2n: Chromosomenzahl,
N: Anzahl der Messungen, int. Std.: interner Standard, SD: Standardabweichung. Die
Literaturwerte stammen aus *Johnston et al. (2005) und **Bennett & Leitch (2004).

Relativer Literaturwerte fir die
N DNA- absolute DNA-Gehalte
Art Ploidie 2n= Gehalt SD *I** [pg}
interner 2X 14 int. 1s - k.A./ 9,75
Standard: Std.

Pisum sativum
Brassica napus  4x 38 61 0,314s 0,007s 2,31/ 2,3

Brassica 2x 18 13 0,179s 0,003s 1,42/ 1,55
oleracea

Brassica rapa 2x  2x 20 12 0,134s 0,003s 1,08/ 1,15
Brassica rapa 4x  4x 40 40 0,266s 0,006s k.A.JK.A.

Diplotaxis 4x 42 3 0,338s 0,005s k.A./ k.A.
muralis

Raphanus 2X 16 4 0,135s 0,003s k.A./ k.A.
raphanistrum

Raphanus 2x 18 6 0,147s 0,006s 1,17/ 1,1

sativus

Sinapis alba 2X 24 3 0,133s 0,008s 1,13/1,0

Sinapis arvensis  2x 18 9 0,146s 0,009s k.A./ 0,75
Brassica nigra 2X 16 1 0,155s - k.A./ 1,55
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Abbildung 21: Lineare Regression der Chromosomenzahlen aller neun untersuchten
Arten aus der Brassica-Verwandtschaft gegen den mittleren relativen DNA Gehalt
(interner Standard P. sativum =1s).

Raps:Im Vergleich liegt der relative DNA-Gehalt des C Genoms von Kohl
(n=9) nach den Messungen 33,6% Uber dem des A-Genom des Ribsens
(n=10). Das C-Genom von B. nigra (n=8) enthalt 15,7% mehr DNA als das
A-Genom des Ribsens.

3.6 Identifizierung potenzieller Hybride

3.6.1 Durchflusszytometrie

Aus den Kartierungen im Osnabricker Land wurden insgesamt 399
Brassica-Individuen (Blattmaterial vom Standort und Nachzuchten aus
Saatgut) durchflusszytometrisch untersucht. Zudem wurde im Freiland-
versuch mit Unkrautraps (Koller 2007, unveréffentlicht) Blattmaterial von
Nachkommen aus drei Mischbestanden (91 Individuen von 18 Mutter-
pflanzen) untersucht. Die Individuen sollen den Brassica-Arten und
Hybriden zwischen den Arten zugeordnet werden, indem die Morphologie
des Individuums und dessen relativer DNA-Gehalt mit den gemessenen
minimalen und maximalen Messwerten der untersuchten Arten (Tabelle 3.7)
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verglichen wird. Zunachst wurden aus den Mittelwerten der Arten und
Rubsen-Zytotypen (Tabelle 3.7) Erwartungswerte fir Hybride zwischen
diesen berechnet (Tabelle 3.9). Vor allem Hybride zwischen Eltern
unterschiedlicher Ploidiestufen unterscheiden sich deutlich von ihren Eltern
in ihrem relativen DNA-Gehalt und kdénnen so detektiert werden. Unter
Beteiligung unreduzierter Gameten der Eltern sind weitere Genom-
kombinationen und Ploidiestufen madglich. Auf einige dieser wird in Kapitel
3.11 im Zusammenhang mit tetraploiden B. rapa naher eingegangen.

Von den 399 untersuchten Brassica-Proben aus den Kartierungen konnten
348 (87%) aufgrund ihres relativen DNA-Gehaltes der gemessenen Spanne
einer Art bzw. eines Zytotyps zugeordnet werden: 115 wurden Raps, neun
Kohl, 112 diploidem Ribsen und 112 tetraploidem Rubsen zugeordnet.
Weitere 46 entsprachen morphologisch einer der Arten, lagen aber
aullerhalb der fir die Sorten gemessenen Spannweiten: Zwei morpho-
logisch dem Raps entsprechende Pflanzen besallen einen nur geringfligig
von Raps abweichenden relativen DNA-Gehalt (0,298s). Siebzehn ent-
sprachen dem diploiden Riibsen, 16 dieser lagen relativ nah an den fir die

Tabelle 3.9: Mogliche Genomkombinationen unter Beteiligung reduzierter Gameten der
Elternarten. 2x: diploid, 4x tetraploid. Angegeben sind die Mittelwerte fiir die Arten sowie
die Erwartungswerte fir die Hybriden (kursiv). Intertypische (zwischen Arten oder
Zytotypen) Hybride sind grau hinterlegt.

Kohl Riibsen 2x |Riibsen 4x | Raps
d cc AA AAAA AACC
Q 0,179 0,134 0,266 0,314
reduzierter c A AA AC
Gamet
Kohl
CcC C CcC AC AAC ACC
0,179 0,179s |0,157s 0,223s 0,247s
Riibsen
2x A
AA AC AA AAA AAC
0,134 0,157s |0,134s 0,200s 0,224s
Riibsen
4x AA
AAAA AAC AAA AAAA AAAC
0,266 0,223s | 0,200s 0,266s 0,290s
Raps
AACC AC ACC AAC AAAC AACC
0,314 0,247s | 0,224s 0,290s 0,314s
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diploiden Sorten gemessenen Werte (13-mal zwischen 0,126s und 0,128s,
dreimal 0,142s-0,146s). Ein Individuum aus einem gemischten Bestand von
tetraploidem und diploidem Ribsen (Pop188) zeigt mit 0,118s einen
deutlich niedrigeren DNA-Gehalt als fir diploiden Ribsen zu erwarten ist.
Von den 27 morphologisch dem tetraploiden Ribsen zugeordneten
Pflanzen wiesen einige deutlich geringere Werte auf (0,242s-0,253s). Diese
Werte liegen nahe dem Erwartungswert fur einen triploiden Kohl-Raps-
Hybriden (ACC, 0,247s, Tabelle 3.9), jedoch waren nur an einem der zwolf
der betroffenen Fundorte Kohl und Raps gemeinsam anzutreffen.

In funf Fallen (Werte zwischen 0,222s und 0,227s) wurden relative DNA-
Gehalte gemessen, wie sie fur triploide Raps-Rubsen-Hybride zu erwarten
sind (Erwartungswert AAC: 0,224s, Tabelle 3.9). Eine Pflanze stammt aus
der Population 219. Vier Pflanzen entstammen dem Saatgut einer einzigen
Mutterpflanze der Population 54. In beiden Populationen sind sowohl Raps
als auch diploide Ribsen prasent. Im Freilandversuch von Koller (2007,
unveroffentlicht) fiel ein weiterer Nachkomme derselben Mutterpflanze aus
Population 54 aufgrund seines relativen DNA-Gehaltes von 0,221s als
triploider Hybrid auf. Insgesamt wurden von der Mutterpflanze 54-5 neun
Nachkommen untersucht. Fiinf waren triploid (56% der Nachkommen), vier
entsprachen diploidem Ribsen.

3.6.2 Mikrosatelliten-Untersuchungen

Die Mikrosatellitenanalysen wurden wie in Kapitel 2.5 beschrieben
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 440 Individuen der Gattung Brassica (428
Individuen) und nahe verwandter Gattungen (12 Individuen) aus den
Kartierungen sowie aus Sorten mit den vier Mikrosatellitenprimerpaaren
untersucht. Manuell wurden artspezifische Banden zugewiesen, um
potenzielle Hybride zwischen den Arten zu identifizieren.

Insgesamt wurden 434 Individuen mit den vier Mikrosatellitenprimerpaaren
untersucht. Davon gehdren 422 zu den drei Brassica-Arten B. napus,
B.rapa und B. oleracea, und 12 Individuen gehbéren zu anderen
Brassicinae. Die Individuen entstammen entweder aus den Kartierungen
(Tabelle 7.1 im Anhang B) oder aus Sorten (Tabelle 7.2 im Anhang C).
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In Raps (insgesamt 217 Individuen aus 12 Sorten mit 80 Individuen sowie
aus 16 reinen Rapspopulationen mit 137 Individuen, siehe Kapitel 3.3)
konnten insgesamt 94 Allele Uber die sechs Loci amplifiziert (Na12E06a: 14
Allele, Na12C08: 28, Na12C06: 22, Na12E01: 30 Allele). Alle Loci und
Allele sind polymorph. Nullallele (kein amplifiziertes Produkt, z.B. aufgrund
von Mutationen in der Primerbindestelle oder fehlendem Locus) sind in drei
Primerpaaren sichtbar, allerdings jeweils nur in einzelnen Individuen:
Nullallele konnten nicht bei Na12E06a, in 2 Individuen bei Na12CO08, in 2
Individuen bei Na12C06 und in 7 Individuen bei Na12E01 detektiert werden.

Es wurden insgesamt 103 Individuen aus Rubsensorten und reinen
Ribsenpopulationen molekular untersucht (Tabelle 3.10). Darunter waren
29 Individuen aus sechs diploiden und 19 Individuen aus zwei tetraploiden
Sorten. Auflierdem wurden 18 diploide und 37 tetraploide Individuen aus
den Kartierungen untersucht. Insgesamt wurden 51 Allele verschiedener
Lange gefunden. Die Primerpaare Na12EO6a und Na12C08 amplifizieren
keine Allele in Ribsen, Na12C06 zeigt 14, Na12E01: 37 Allele. Allerdings
zeigten bei Na12C06 78% und bei Na12E01 30% der Individuen kein
Fragment (Nullallele). Dies schrankt die Verwendbarkeit der Primerpaare in
Rubsen stark ein.

In Kohl (11 Individuen aus 11 Sorten) wurden insgesamt 33 Allele (8, 16, 1,
8) gefunden. Allerdings amplifizierte das Primerpaar Na12C06 nur in einem
Individuum ein Allel, 10 zeigten Nullallele. Primerpaare Na12E01 und
Na12CO08 zeigten in je einem Individuum ein Nullallel.

Die Primerpaare amplifizierten keine Allele in den nah verwandten Arten
Raphanus raphanistrum (2 Individuen), R. sativus (2), Sinapis alba (1),
S. arvensis (4), Diplotaxis muralis (2) und Brassica nigra (1).

63



Ergebnisse

Tabelle 3.10: Amplifizierte Fragmentzahl durch die Mikrosatelliten-Primerpaare in den
Arten

Fragmente pro Fragmente pro Individuen mit
Primerpaar Primerpaar Individuum Nullallelen
Brassica napus (N=217)
Na12E06a 14 1-2 0
Na12C08 27 0-4 2
Na12C06 22 0-4 2
Na12E01 24 0-3 7
Gesamt 87
Brassica rapa (N=103)
Na12E06a 0 0 103
Na12C08 0 0 103
Na12C06 14 0-3 80
Na12E01 37 0-4 31
Gesamt 51
Brassica oleracea (N=11)
Na12E06a 8 1-2 0
Na12C08 16 0-4 1
Na12C06 1 0-1 10
Na12E01 8 0-2 1
Gesamt 33

Gemischte Bestdnde von Raps und Riibsen

91 Individuen aus vier Mischbestéanden (Pop54: 40 Individuen, Pop56: 36,
Pop87: 10, Pop219: 5) aus Raps und Riibsen (diploid und/oder tetraploid)
wurden untersucht. Zunachst fand eine morphologische und durchfluss-
zytometrische Zuordnung der Individuen zu den Arten statt. AnschlieRend
wurden die Allele der Individuen mit denen verglichen, die in Raps bzw.
Rubsen (jeweils Sorten und reine Populationen der beiden Arten) gefunden
wurden. Allele, die in mehr als einem Individuum in nur einer der beiden
Arten auftraten, wurden als artspezifische Allele gewertet. Das Auftreten von
artspezifischen Raps-Allelen in Individuen der Mischbestande, die aufgrund
ihres DNA-Gehaltes dem Ribsen zugeordnet wurden, gab einen Hinweis
auf Hybridisierung bzw. Introgression. Insgesamt konnten 49 artspezifische
Rapsallele (Na12E06a: 13 Allele, Na12C08: 22, Na12C06: 10, Na12E01: 4)
gefunden werden, die in mehr als einem Rapsindividuum auftraten. In
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Rubsen konnten 11 solche Allele (Na12C06: 2, Na12E01: 9), fir Kohl ein
Allel (Na12C08) gefunden werden. Drei Allele waren fir Kohl und Raps (C-
Genom) spezifisch. Insgesamt waren somit etwa die Halfte der 130 in den
Sorten und reinen Populationen gefundenen Allele zur Artdifferenzierung
tauglich. Die andere Halfte kam entweder nur in einzelnen Individuen,
ausschlieB3lich in Kohl, oder sowohl im A- als auch im C-Genom vor. Von
den artspezifischen Allelen konnten 17 (15 Raps-, ein Raps-Kohl-, ein
Ribsenallel) in Individuen gefunden werden, die nach Morphologie und
Durchflusszytometrie nicht der entsprechenden Art angehoren.

Von den drei untersuchten Bestanden aus Raps und diploiden Ribsen war
einer (Pop87, 10 Individuen) unauffallig. In Population 54 (40 Individuen)
wurden triploide Nachkommen (54-5.11 mit 3 Rapsallelen) sowie ein
Rubsennachkomme mit Rapsallele gefunden. In Population 219 wurde ein
etablierter Triploider (219-5 mit 3 Raps- und ein Raps-Kohl-Allel) sowie zwei
Riubsenpflanzen mit Rapsallelen detektiert (drei Auffallige von finf
untersuchten). Besonders auffallig ist Population 56, aus der 36 Individuen
molekular untersucht wurden. Hierbei handelt es sich um einen Wildacker,
der schon 2003, also vor Beginn der Untersuchung Bestand hatte (Bleeker
personliche Mitteilung). Tetraploide Riibsen waren hier deutlich haufiger als
diploide. In 12 von 20 untersuchten tetraploiden Ribsen wurden 1-4 Raps-
merkmale gefunden. Zwei von drei diploiden Riibsen zeigten je ein Raps-
allel, ebenso wie zwei von elf Rapspflanzen einen Ribsenmarker zeigten.
Weitere triploide F4-Hybride wurden nicht gefunden.

3.7 Charakterisierung der triploiden F-Hybride

3.7.1 Morphologie

Neun Nachkommen von Mutterpflanze 5 aus Population 54 wurden
untersucht, funf davon waren triploid. Die vier diploiden Nachkommen
zeigten ausschlieBlich morphologische Riibsenmerkmale. Die triploiden
Nachkommen zeigten bewachste oder unbewachste juvenile Blatter (beide
Eltern), meist nicht stangelumfassende adulte Blatter (Rapsmerkmal,
Abbildung 22), und Blitenstdnde wie Raps zum Teil aber mit kleineren
Bluten als Raps.
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Abbildung 22: Zwei Nachkommen der Population 54 von Mutterpflanze 5 aus dem
Freilandversuch mit Unkrautraps. Nachkomme 54-5.1 (diploid) weist ausschlieRlich
morphologische Rulbsenmerkmale auf, wahrend Nachkomme 54-5.3 eine Raps-
morphologie zeigt, triploid ist und aus interspezifischer Hybridisierung hervorgegangen ist.

3.7.2 Pollenfertilitat

Die Pollenfertilitdt von drei triploiden Nachkommen aus den Kartierungen
wurde wie in Kapitel 2.6 beschrieben bestimmt und mit den potenziellen
Eltern B. rapa und B. napus verglichen. Die Pollenfertilitdt der drei unter-
suchten triploiden Hybride liegt mit durchschnittlich 58,0% deutlich niedriger
als die der potenziellen Eltern Raps und Rubsen (Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11: Pollenfertilitdt von Raps, diploidem Riibsen und triploiden Raps-Ribsen-

Hybriden

Art N Mittel [%] SD [%]g Maximum [%] Minimum [%]
Raps 5 97,7 21 99,8 94,8
Ribsen2x 5 95,1 3,9 98,3 88,8

Hybride 3x 3 58,0 11,2 69,8 47,4
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Teil 3: Tetraploider Riibsen

3.8 Kartierungen von tetraploiden Riibsen 2004-2008

Tetraploider Rubsen entspricht in seiner Morphologie und den art-
spezifischen Merkmalen dem diploiden Riibsen, unterscheidet sich jedoch
von diesem in der Blitengrofte (Abbildung 23, Abbildung 24). Die
morphologische Zuordnung wurde mittels Durchflusszytometrie Uberpruft.
Nach diesen Untersuchungen wurde teraploider Ribsen wahrend der
Kartierungen im Osnabricker Land an 28 verschiedenen Standorten
aufgefunden (Tabelle 7.1 im Anhang B). Wildacker waren die haufigsten
Standorte tetraploider Ribsen (22), aber verwilderte Populationen traten
auch an Ackerrandern (2), Brachflachen (2) und StralRenrandern (2) auf
(Abbildung 25). An acht Fundorten kam tetraploider Ribsen als einzige
Brassica-Art vor, die restlichen 20 Fundorte waren mit gemischten
Bestdnden aus tetraploidem Ribsen und diploidem Ruibsen (7),
tetraploidem Ribsen und Raps (5) und tetraploidem Ribsen, diploidem
Ribsen und Raps (8) besiedelt. In drei dieser Bestdnde konnte aulRerdem
Kohl gefunden werden. Gemischte Bestdnde aus tetraploidem Ribsen und
diploiden Ribsen oder Raps fanden sich vor allem auf Wildackern und
Blihstreifen, haufig zusammen mit weiteren Arten aus den Brassicinae
(Abbildung 26, Tabelle 3.12).

Tabelle 3.12: Populationen mit tetraploidem Riibsen 2004-2008

2004 2005 2006 2007 2008

Bestdnde mit tetraploidem Riibsen gesamt 6 10 14 18 10
davon sympatrisch mit diploidem Riibsen 5 6 5 8 6
davon sympatrisch mit Raps 1 4 8 12 6
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Abbildung 23: Blutengréie von diploidem Ribsen (links), tetraploidem Ribsen (Mitte) und
Raps (rechts).

Abbildung 24: Morphologische Merkmale von Raps und tetraploiden Rubsen. Links:
Stangel von Raps mit nicht stdngelumfassend gedhrten Blattern, Mitte: Blitenstande von
Raps (links) und tetraploidem Ribsen (rechts), rechts: Sténgel von tetraploidem Ribsen
mit stangelumfassender Ohrung.

Abbildung 25: Verwilderter tetraploider Riibsen.Links: Tetraploider Riibsen am Ackerrand
(Pop264, 2007), rechts: tetraploider Riibsen als Unkraut (Osnabriick Pye 2008).
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Abbildung 26: Artenkombinationen der Wildacker und Blihstreifen im Untersuchungs-
gebiet 2004-2008
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3.9 Vorversuch: Kreuzungen mit tetraploiden Riibsen

Im Vorversuch konnte fiir alle Bestdubungen unter Beteiligung tetraploider
Ribsen ein Samenansatz beobachtet werden (Tabelle 3.13). Ein Vergleich
zwischen den Ergebnissen der Knospenbestdubung (bud pollination) und
Bestdubung bei geodffneten Bliten sowie zwischen inter- und intra-
spezifischen Kreuzung oder der Richtung der Kreuzungen erscheint
aufgrund der geringen und variierenden Zahl der Bestdubungen und
resultierenden Hybride nicht sinnvoll. Alle 15 normal entwickelten Samen
keimten, aber nur sechs Keimlinge entwickelten sich zu adulten Pflanzen.
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Tabelle 3.13: Ergebnisse der Vorversuche bei Kreuzung von tetraploidem Ribsen mit
Raps und diploiden Ribsen. a) Bud pollination (bus poll.), b) Bestadubung gedffneter
Bliten, r4: tetraploider B. rapa, r2: diploider B. rapa, n: Raps. Erwartete Genom-
zusammensezung unter der Beteiligung reduzierter elterlicher Gameten.

Erw.
a) g)choten E)reu— g)choten I&Z'F)orname enirrt:-te
Kreu-  mit zungen mit _ NachkommenZU-
zun-gen norm.  gedffneternorm.  Samen Keim- Adulte (rc, sammen-
9xJ bud poll. Samen Bliten  Samen gesamt linge HybridePollenvitalitat)y setzung
nxr4 27 2 12 1 6 6 1 H5 AAAC
(0,306s, 85,1%)
rdxn 24 3 7 0 3 3 2 H1 AAAC
(0,282s, 88,0%)
H7
(0,266s, 72,2%)
r2xr4 8 1 - - 5 5 2 H3 AAA
(0,270s, 98,3%
H4
(0,268s, 96,9%)
r4xr2 9 1 4 0 1 1 1 H2 AAA

(0,190s, 39,9%)

3.9.1 Interspezifische Hybride

Die gemessenen relativen DNA-Gehalte der Nachkommen wurden mit den
Erwartungswerten des relativen DNA-Gehaltes fir Hybride verglichen (eine
genaue Beschreibung der Vorgehensweise findet sich in Kapitel 3.11.1.2
und Tabelle 3.16). Der Erwartungswert flr tetraploide Hybride (Genom-
zusammensetzung AAAC) aus Raps (AACC) und tetraploiden Ribsen
(AAAA ) liegt bei 0,290s.

Einer der potenziellen Hybriden aus Raps und tetraploidem Rubsen (H7)
wies einen relativen DNA-Gehalt aus, wie er flr einen intraspezifischen
tetraploiden Ribsen (AAAA) zu erwarten ware. Zwei (H1, H5) zeigten vom
Erwartungswert fur tetraploide Hybride (AAAC) nach oben und unten ab-
weichende relative DNA-Gehalte. In ihrer Morphologie wiesen die letzteren
beiden einzelne Merkmale des potenziellen Vaters Raps auf (bewachste
Blatter bzw. nicht-sténgelumfassende Ohrung der Blatter), einer der beiden
zeigte eine stark verlangsamte juvenile Entwicklung. Alle drei Nachkommen
zeigten eine hohe Pollenfertilitdt zwischen 72,2-88%.
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3.9.2 Ribsen-Zytotypen

Der Erwartungswert des relativen DNA-Gehaltes fir triploide Ribsen (AAA)
liegt bei 0,200s, fir intraspezifische tetraploide Riibsen (AAAA) bei 0,266s.
Ein Nachkommen der Kreuzungen der Riibsenzytotypen war triploid, wie es
bei reduzierten elterlichen Gameten zu erwarten ware. Zwei Nachkommen
waren tetraploid und entstanden vermutlich aus unreduzierten Gameten des
diploiden, miuitterlichen Elters. Wahrend der triploide Nachkomme eine
reduzierte Pollenfertilitat zeigte (39,9%, H2), wiesen die beiden Tetraploiden
hohe Pollenfertilitditen von 96,9 bzw. 98,3% (H3, H4) auf. Die Hybride
zwischen den RUbsenzytotypen zeigten jeweils die BlitengroRe des
vaterlichen Elters.

3.10 Hauptversuch: Kreuzungen mit tetraploiden Riibsen

Zur besseren Ubersicht sind die die verschiedenen Kreuzungstypen (z.B.
nxr2 und reziprok r2xn) in diesem Abschnitt einheitlich farbig gekenn-
zeichnet. Tabelle 3.14, Abbildung 27 und Tabelle 7.9 (Anhang G) stellen die
zentralen Ergebnisse der Arbeit zusammen. Eine detaillierte Auswertung ist
in der Arbeit von Maren Hochkirch (geb. Mduller 2007 unveréffentlicht)
nachzulesen.

Insgesamt erscheint die Anzahl normal entwickelter Samen pro Kreuzung
(Abbildung 27, B) als ein gutes Maf3, um den Erfolg von Kreuzungen zu
messen, da sie im Gegensatz zum Schotenansatz den Beitrag der
Kreuzung zur nachsten Generation mit berlcksichtigt. Bei den innerartlichen
Kreuzungen erwies sich Raps mit 9,33 Samen pro Kreuzung am
erfolgreichesten, wahrend die selbstinkompatiblen Risenzytotypen nur bei
einem Viertel (diploider Ribsen) bzw. der Halfte (tetraploider Riibsen) der
Kreuzungen Uberhaupt Schoten ansetzten. Diese enthielten verglichen mit
Raps eine signifikant geringere Samenzahl (0,5 bzw. 1,2 Samen pro
Kreuzung). Vermutlich ist dies auf die geringe Zahl an Mutterpflanzen damit
Genotypen der sebstinkompatiblen Art zwischen diesen zurtickzufiihren.
Aus allen Hybridkreuzungen (Raps x Ruibsen) resultierten normal ent-
wickelte Samen. Es entstanden unter Beteiligung von diploidem Ruibsen im
Mittel deutlich mehr Samen pro Kreuzung (1,95) als zwischen tetraploidem
Ribsen und Raps (0,37). Raps als Mutterpflanze war bei Hybridisierungen
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Tabelle 3.14: Anzahl

der Kreuzungen,

Schoten und Samen der verschiedenen
Kreuzungstypen. n: Raps, r2: diploider Rubsen, r4: tetraploider Riibsen.

x4 nxn | r2xr2 - nxr2

r4xr2 gesamt

Kreuzungen 84 16

Schoten 51 4
Samen 784 8

54

Anteil Schoten/Kreuzung
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05
04
03
02
01
0+ .
nxn

Normal entwickelte Samen/Kreuzung

r4xr2

Normal entwickelte Samen/Schote

P P

r4xr2

rzxr2
B
12
10
8
6
4
2
04 ==
nxn r2xr2
C
20
15
10
5
0
nxn r2xr2
D
1
08
0,6
04
0,2
0
nxn r2xr2

Abbildung 27: Graphische Darstellung Ergebnisse der Kreuzungen (Tabelle 7.9).
Angegeben sind die Mittelwerte flr die einzelnen Kreuzungstypen und der zugehdrige
Standardfehler des Mittelwertes. A) Anteil Schoten pro Kreuzung, B) Anzahl normal
entwickelter Samen pro Schote, C) Anzahl der normal entwickelten Samen pro Kreuzung
und D) Anteil normal entwickelter Samen pro Schote.
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erfolgreicher als Raps als Pollendonor. Wenn Raps als Pollendonor
fungierte, setzten beide Ribsenzytotypen geringe Schoten- und Samen-
zahlen an. Es wurden signifikante reziproke Unterschiede beobachtet, wenn
sich die Ploidie der Kreuzungspartner unterschied: Hybridisierungen
zwischen diploidem Ribsen und Raps waren erfolgreicher, wenn Raps als
Mutterpflanze fungierte (3,57 vs. 0,33 Samen pro Kreuzung). Kreuzungen
zwischen den beiden Rubsenzytotypen waren in beide Richtungen wenig
erfolgreich (0,11 bzw. 0,06 Samen pro Kreuzung) und unterschieden sich
nicht signifikant voneinander.

3.11 Freilandversuch mit tetraploiden Riibsen

Im Freiland blihten erste Ribsenpflanzen 126 Tage nach Aussaat. Erste
Rapspflanzen blihten 138 Tage nach Aussaat. Die Bliihphasen von tetra-
ploidem Ribsen und Raps Uberschnitten sich somit flir etwa drei Wochen
(maximal 26 Tage). Bis zum 09.07.2006 (164 Tage nach Aussaat) hatten
die zentralen Ribsenpflanzen ihre Blihphase abgeschlossen. Trotz groRen
Schadlingsbefalls (v.a. Meligethes aeneus, dt. Rapsglanzkafer, Ceuto-
rhynchus assimilisi, dt. KohlschotenrUssler, Dasineura brassicae, dt. Kohl-
schotengalmicke) konnten an den meisten Pflanzen Anfang August
Schoten mit drei oder mehr Samen geerntet werden (im Mittel 9.0, +/- SD =
6.0 Samen pro Schote, max. 26). Insgesamt wurden 2207 Samen geerntet.
Von den 709 ausgesaten Samen keimten 530 (75%) nach 3-14 Tagen
(Abbildung 28). Dreizehn Keimlinge starben binnen weniger Tage, sodass
517 Nachkommen fir weitere Untersuchungen zur Verfligung standen. Die
Anzahl der Nachkommen zwischen den Kreisen variierte zwischen 12 in
Kreis G und 51 in Kreis P (Tabelle 7.10 im Anhang H).

3.11.1 Identifizierung und Charakterisierung der Hybride
Um zwischen intra- und interspezifischen Nachkommen differenzieren zu
kénnen, wurden morphologische Merkmale, Ploidielevel und molekulare
Merkmale untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.10 (Anhang H)
detailliert fiir die einzelnen Mutterpflanzen aufgefiihrt.
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709 Samen
530 Keimlinge
Jungpflanzen
517 Durchflusszytometrie,
/ \ Blattmorphologie
auffallig unauffallig
103 414
103 102 Molekular
l l untersucht
57 13 B. napus Allele

Abbildung 28: Diagramm des Vorgehens und der Ergebnisse der Untersuchung.

3.11.1.1  Morphologie

Blattmorphologische Merkmale der 517 Jungpflanzen wurden im 4-6 Blatt
Stadium dokumentiert. Insgesamt fielen 45 der Nachkommen durch ein oder
mehrere rapsspezifische Merkmale auf: zwolf Pflanzen hatten dunkelgriine
Blatter, 14 Pflanzen hatten keine oder nur sehr wenige Haare auf den
Blattern und 28 Pflanzen hatten bewachste Blatter. Alle auffalligen Pflanzen
wurden molekular untersucht. Die anderen Nachkommen glichen den
tetraploiden Ribsen-Mutterpflanzen. In den Kreisen C, H, M und O wurden
keine Nachkommen mit Rapsmerkmalen der Blattmorphologie gefunden,
wahrend die Kreise K und P mit zehn bzw. neun Pflanzen die hdchste
Anzahl an Nachkommen mit Rapsmerkmalen zeigten (Tabelle 7.10 im
Anhang H).

3.11.1.2 Durchflusszytometrie
Die relativen DNA-Gehalte wurden im Verhaltnis zum internen Standard
P. sativum (=1s) gemessen. Raps (AACC) hat einen relativen DNA-Gehalt
von 0,314s (+/- SD = 0,006s, Tabelle 3.15). Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Rapssorten gefunden werden (P =
0,295). Tetraploider Riibsen hat einen relativen DNA-Gehalt von 0,266s
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Tabelle 3.15: Relative DNA-Gehalte der verwendeten Raps- und tetraploiden Ribsen-
sorten. Interner Standard: P. sativum (=1s).

Art Sorte N Mittel +/- SD Min. Max.

B. napus Smart 20 0,315s 0,005s 0,306s 0,328s
Talent 20 0,313s 0,007s 0,299s 0,324s
Gesamt 40 0,314s 0,006s 0,299s 0,328s

B. rapa Buko 20 0,267s 0,007s 0,256s 0,280s
Perko 20 0,265s 0,006s 0,254s 0,276s
Gesamt 40 0,266s 0,006s 0,254s 0,280s

(+/- SD = 0,006s), ohne signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Sorten (P=0,507). Raps und tetraploider Rubsen lassen sich klar durch
ihren relativen DNA-Gehalt voneinander trennen (P<0,001). Der geringste
bei tetraploidem Ribsen gemessene Wert (0,254s) und der héchste Wert
(0,280s) wurden als Spanne fir tetraploiden Riibsen verwendet.

Eine Fremdbestdubung und erfolgreiche Befruchtung des selbst-
inkompatiblen Ribsens durch einen Riibsen eines benachbarten Kreises
fuhrt zu intraspezifischen Ribsen-Nachkommen. Wird jedoch eine zentrale
Ribsenpflanze durch den umgebenden Raps bestdubt und es entwickelt
sich ein Nachkomme, ist dieser hybridogenen, interspezifischen Ursprungs.
In diesem Fall und wenn beide Arten normale, reduzierte Gameten
beisteuern, wird der resultierende Hybrid wie die Eltern tetraploid sein und
eine Genomzusammensetzung von AAAC (2n=39) aufweisen. Ein
Erwartungswert fir diesen Hybriden lasst sich aus den gemessenen
Mittelwerten fir die Elternarten abschatzen:
Y2 B. rapa aana + V2 B. napus ancc = Hybrid apac =
%2 *0,314s + 2 * 0,266s = 0,290s

Erwartungswerte fur alle potenziellen Nachkommen aus reduzierten und
unreduzierten Gameten der Elternarten sind in Tabelle 3.16 und Abbildung
29 angegeben.

Die 517 untersuchten F{-Nachkommen zeigten eine weite Spanne an

relativen DNA-Gehalten zwischen 0,239s - 0,464s (Abbildung 29 und
Abbildung 30). Die Mehrheit von 433 Individuen (83,8%) zeigte relative
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DNA-Gehalte innerhalb der fir tetraploiden Ribsen gemessenen Spanne
(zwischen 0.254s und 0.280s). Insgesamt zeigten 84 Pflanzen von
tetraploidem Ribsen abweichende Werte und wurden in die molekularen
Untersuchungen aufgenommen. Die Anzahl der Nachkommen mit von
tetraploiden RuUbsen abweichenden relativen DNA-Gehalten variierte
zwischen den Kreisen. Wahrend in Kreis M kein Nachkomme einen
auffalligen relativen DNA-Gehalt zeigte, wurden in Kreis K 18 auffalligen
Nachkommen gefunden (Tabelle 7.10 im Anhang H). Zusammen
genommen hatten 23 kleinere Werte als tetraploider Ribsen, 61 zeigten
groRere Werte als fiir eine intraspezifische Kreuzung reduzierter Gameten
erwartet worden waren (Abbildung 30). Vier Pflanzen hatten den relativen
DNA-Gehalt von Hexaploiden.

Tabelle 3.16: Erwartungswerte des relativen DNA Gehaltes flir Nachkommen unter-
schiedlicher Ploidiestufen aus reduzierten und unreduzierten Gameten der Elternarten.
Interner Standard P. sativum =1s.

Erwartungswerte

Resultierende des mittlereren Spanne

Mutterlicher Véaterlicher Genom- Ploidie- relativen DNA Mittel +/-

Gamet Gamet kombination  level Gehaltes +/-SD SD

tetraploider Interspezifische

B. rapa Raps Hybride

AA AC AAAC 4x 0,290s 0,006s 0,284s-
0,296s

AA AACC AAAACC 6x 0,447s 0,009s 0,438s-
0,456s

AAAA AC AAAAAC 6x 0,423s 0,009s 0,414s-
0,432s

AAAA AACC AAAAAACC 8x 0,580s 0,012s 0,568s-
0,592s

tetraploider tetraploider Intraspezifische

B. rapa B. rapa Nachkommen

AA AA AAAA 4x 0,266s 0,006s 0,260s-
0,272s

AA AAAA AAAAAA 6x 0,399s 0,010s 0,389s-
0,409s

AAAA AA AAAAAA 6x 0,399s 0,010s 0,389s-
0,409s

AAAA AAAA AAAAAAAA  8x 0,532s 0,013s 0,519s-
0,545s
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Abbildung 29: Beobachtete relative DNA Gehalte fir tetraploiden Ribsen und Raps
(Mittelwerte +/- Standardabweichung), Erwartungswerte fiir verschiedene Hybride der bei-
den Arten und intraspezifische Ribsen-Nachkommen aus reduzierten und unreduzierten
Gameten (Mittelwerte +/- Standardabweichung). sowie Verteilung der relativen DNA-
Gehalte der 517 F1-Nachkommen, unter denen sich 4 hexaploide Pflanzen befinden. Die
PunktgrofRe gibt die Anzahl der Individuen pro GréRenklasse an (Aufteilung der Nach-
kommen in 51 Klassen). Interner Standard: P. sativum =1s.
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Abbildung 30: Spanne der relative DNA-Gehalte der Nachkommenschaft von tetraploiden
Ribsen (517 Pflanzen), Nachkommen innerhalb der Spanne von tetraploiden B. rapa in
hellgrau markiert (N=433), davon abweichende Nachkommen in schwarz (N=84). Interner
Standard P. sativum =1s.
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3.11.1.3 Mikrosatelliten-Untersuchungen

In einem ersten Schritt wurden 26 Individuen der beiden Rapssorten und 24
Individuen der beiden Ribsensorten analysiert, um artspezifische Raps-
marker zu identifizieren. Finfundzwanzig Allele wurden detektiert, die
ausschlieBlich in den untersuchten Rapssorten und nicht im tetraploiden
Ribsen vorkamen (Na12E06a: 6 Rapsallele, Na12C08:11 and, Na12E01:
8).

Von den Nachkommen zeigten 103 Pflanzen morphologische Raps-
merkmale (45) und/oder von tetraploidem Ribsen abweichende relative
DNA-Gehalte (84). Diese wurden in die molekularen Untersuchungen aufge-
nommen. Weitere 102 zufallig ausgewahlte Pflanzen aus den 414 ver-
bleibenden Nachkommen ohne Auffalligkeiten wurden ebenfalls untersucht.
Somit wurden insgesamt 205 Nachkommen untersucht (Abbildung 28).

Siebzig Hybride konnten unter den 205 untersuchten Nachkommen
aufgrund des Vorhandenseins von Rapsallelen nachgewiesen werden
(Abbildung 28 und Abbildung 31). Zwischen einem und sechs Allelen waren
pro Hybrid vorhanden. Zwischen den Kreisen variierte die Zahl der
Nachkommen mit Rapsallelen. In den Kreisen H, M, N und O konnten keine
Nachkommen mit Rapsallelen gefunden werden, wahrend in den Kreisen P
und K 18 bzw. 19 Pflanzen molekulare Rapsmarker zeigten (Tabelle 7.10 im
Anhang H). Auch unter den 102 =zufallig ausgewdahlten unauffélligen
Pflanzen konnten 13 Hybride identifiziert werden (12,7%, Abbildung 31).
Rapsallele zusammen mit morphologischen Rapsmerkmalen konnten in 31
Pflanzen gefunden werden (Abbildung 31). Von den 84 Pflanzen mit
relativen DNA-Gehalten auflerhalb der Spanne von tetraploiden Ribsen
hatten 50 Rapsallele (Abbildung 31).

FinfunddreiBig Nachkommen zeigten relative DNA-Gehalte innerhalb des
Mittelwertes +/- SD des tetraploiden AAAC Hybriden. Von diesen wiesen 27
auch Rapsallele auf. In drei der vier Hexaploiden konnten Rapsallele
detektiert werden.
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abweichender DNA-Gehalt
(84 Pflanzen)

32
Molekulare Morphologische
Merkmale Merkmale
(70 Pflanzen) (45 Pflanzen)

Hybride (84 Pflanzen)

Abbildung 31: Anzahl der Nachkommen mit morphologischen Rapsmerkmalen, Raps-
allelen in den Mikrosatellitenanalysen und von tetraploidem Ribsen abweichenden
relativen DNA Gehalten. Zur Abschatzung einer Hybridisierungsrate wurden die
Ergebnisse der morphologischen und molekularen Untersuchungen kombiniert (84
Pflanzen, grauer Kasten).

3.11.1.4 Pollenfertilitit der Hybride

Die Halfte der 70 Hybride (mit Rapsallelen in den Mikrosatelliten-
untersuchungen) wurden hinsichtlich ihrer Pollenfertilitdt untersucht. Alle 35
zeigten zahlreiche farbbare Pollenkérner (Abbildung 32). Die Pollenfertilitat
der Hybride lag im Mittel bei 82,5% (+/- SD = 12,0%) und reichte von 43,8%
bis zu 98,8% (Tabelle 3.17). Die Pollenviabilitat der Elternarten lag fiir den
tetraploiden Ribsen im Mittel bei 97,6% (+/- SD = 2,1%, Tabelle 3.17) und
fur Raps im Mittel bei 97,7% (+/- SD = 2,1%). Damit ist die Pollenfertilitat der
Elternarten signifikant héher als die der Hybriden (P<0,001). Dennoch lag
die Pollenfertilitdt von neun der 35 Hybriden in derselben Hohe wie die von
Raps und tetraploidem Ribsen (Uber 95%), 20 von 35 besitzen Pollen-
fertilitdten Gber 80%. Unter den hexaploiden Nachkommen wurde eine hohe
mittlere Pollenfertilitdt beobachtet (94,3% +/- SD = 3,6%, zwischen 90,3%
und 97,2%).
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Tabelle 3.17: Pollenfertilitdt von Raps, tetraploidem Riibsen und den Hybriden (mit Raps-

allelen) aus dem Freilandversuch.

Art N Mittel [%] Maximum [%] Minimum [%]
Raps 5 97,7 99,8 94,8
Ribsen4x 5 97,6 99,9 95,3
Hybride 35 82,5 98,8 438
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Abbildung 32 a-d: Pollenfarbung mit Karminessigsaure von Hybriden und tetraploidem
Ribsen. a: Hybrid Ko02I, FC: AAAC-Hybrid, Morphologie: Blatter bewachst, SSR: mit
Rapsallelen, Pollenfertilitat: 62%. b: Hybrid JoO1lll, FC: AAAC-Hybrid, Morphologie:
Blatter bewachst, SSR: mit Rapsallelen, Pollenfertilitat: 81%. c: Hybrid Pp14l, FC: hexa-
ploid, Morphologie: juvenile Blatter mit ausschlieBlich Rapsmerkmalen, SSR: mit Raps-
allelen, Pollenfertilitat: 97%. d: tetraploider Rubsen (Sorte Perko), Pollenfertilitat: 98%
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4 Diskussion

Das Ziel der Arbeit bestand darin, fir den Raum Osnabrick (Teil 1) das
Uberdauerungspotenzial verwilderter Rapspopulationen und ihre genetische
Variabilitat, Teil 2) das Auskreuzungspotenzial von Raps in nahe Verwandte
und dabei im Speziellen (Teil 3) das Auskreuzungspotenzial von Raps und
tetraploiden Riibsen zu untersuchen.

Die folgende Diskussion gliedert sich in die Methodendiskussion und
anschlieRend in die Diskussion der Ergebnisse der drei Versuchsteile in
Bezug auf die Ausgangsfragen (Kapitel 1.4). In einem abschlieRenden
Kapitel (Teil 4) sollen die Ergebnisse der vorliegenden Studie in den
umfassenderen Kontext von Genfluss zwischen Kulturpflanzen und wilden
Verwandten gestellt werden. Die mdglichen evolutiondren Folgen von
Hybridisierungen sollen beleuchtet und abschlieBend hinsichtlich des
moglichen Anbaus von transgenem Raps diskutiert werden.

Methodendiskussion

4.1 Methode: Kartierungen im Raum Osnabriick

Die Kartierung der Brassica-Populationen erfolgte im ersten Jahr (2004)
mehr oder weniger zuféllig vor allem entlang von Verkehrswegen zwischen
April und Juli. Nah verwandte, potenzielle Kreuzungspartner von Raps
wurden zumeist an Fundorten kartiert, an denen auch Raps gefunden
wurde, und durch Zufallsbeobachtungen erganzt. Die Blltezeiten wurden im
Rahmen der Kartierungen nur zeitlich punktuell aufgenommen. Eine
flachendeckende und dauerhafte Kartierung konnte aufgrund des damit
verbundenen personellen und zeitlichen Aufwandes nicht durchgefihrt
werden. In den folgenden Jahren wurden vermehrt Mischbestande
verschiedener Arten hinzugenommen, sodass reine Rapspopulationen ab
2005 im Verhaltnis der Arten unterreprasentiert sind. Fir das Unter-
suchungsgebiet ist es deshalb nicht mdglich, die Haufigkeit von Brassica-
Populationen oder einzelner Arten bzw. die Verteilung im Bezug auf
Rapsanbaugebiete quantitativ zu bewerten. Im GroRraum Bremen konnte
aullerhalb der Anbaugebiete etwa eine verwilderte Rapspopulation pro
Quadratkilometer nachgewiesen werden (Menzel 2006).
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Da insgesamt punktuell kartiert wurde, kann keine Aussage daruber
gemacht werden, wie sich die Populationen im Einzelnen Uber den
Jahresverlauf entwickeln und wann einzelne Populationen oder Flachen von
Storungen betroffen sind. Viele Populationen wurden im Jahresverlauf z.B.
durch PflegemaRnahmen zerstort. Wenn solche Stérungen nach der Blite
stattfinden, konnen die Populationen zumindest als Pollenquellen dienen.
Viele Pflanzen treiben nach Verletzungen erneut aus, blihen und fruchten.
Oftmals finden PflegemalRnahmen wahrend der Samenreife statt (z.B.
Mahen der Stralenrandstreifen). Populationen, die bei Begutachtung der
Samenreife fehlten, kdnnten in einigen Fallen trotzdem einen Samenbeitrag
geleistet haben, wenn die Stérung ausreichend spat erfolgte.

4.2 Methode: Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine ginstige und schnelle Methode, um
relative DNA-Gehalte zu messen. Die Messdaten sind gut reproduzierbar.
Durchflusszytometrie wurde in zahlreichen Studien erfolgreich angewendet,
um den Ploidiegrad in der Gattung Brassica zu ermitteln (Warwick et al.
2003, Allainguillaume et al. 2006, Warwick et al. 2008).

Die Methode beruht auf einer Fluoreszenzfarbung der DNA. In der
vorliegenden Studie wurde der Farbstoff DAPI verwendet, welcher
bevorzugt an AT-reiche Regionen von doppelstrangiger DNA bindet.
Aufgrund der Basenpraferenz des Farbstoffes sind DAPI-Messungen
weniger geeignet als interkalierende Farbstoffe (Ethidiumbromid, PI), um
absolte DNA-Gehalte mittels Durchflusszytometrie zu bestimmen (Dolezel et
al. 1998). Deshalb wurden in der vorliegenden Studie ausschlieflich relative
DNA-Gehate im Verhaltnis zum internen Standard Pisum sativum mit-
einander verglichen. Die Genomgrof3e innerhalb der Art P. sativum ist
konstant (Greilhuber & Eber 1994, Baranyi & Greihuber 1996). Erbse wird
als Standard fiir durchflusszytometrische Messungen empfohlen (Marie &
Brown 1993, Bennett & Leich 1997, Dolezel et al. 1998, Johnston et al.
1999). Unterschiedliche absolute Werte fiir die GenomgroRe von Erbse
(z.B. 2C=8,37 pg nach Marie & Brown 1993, 8,75 pg nach Dolezel et al.
1998, 9,56 pg nach Johnston et al. 1999, bzw. 9,75 pg nach Bennett &
Leitch 2004), beruhen auf unterschiedlichen Messsmethoden und sind stark
von der Qualitat der Kalibrierung des primaren Standards abhangig.
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4.3 Methode: Mikrosatelliten-Untersuchungen

In den letzten Jahrzehnten fanden in O©kologischen und evolutionaren
Fragestellungen auf Populations- oder Artniveau zunehmend molekulare
Fingerprints wie zum Beispiel AFLPs (eng. amplified fragment length
polymorphisms), Mikrosatelliten (SSR, engl. simple sequence repeats),
ISSR (engl. inter sequenze simple repeats) und andere Methoden
Verwendung. Im Kontext der invasiven Pflanzenarten konnten mit Hilfe
molekularer Marker Quellen (Herkunfte) fremder Arten identifiziert und
intraspezifischer und interspezifischer Genfluss zwischen heimischen und
fremden Taxa analysiert werden (Beispiele aus den Brassicaceae: Bleeker
and Hurka 2001: Rorippa, Bleeker et al. 2008: Cardamine, Durka et al.
2005: Alliaria).

In der Gattung Brassica stehen bei der Anwendung molekularar Marker
verschiedene Themenkomplexe im Vordergrund: Raps und Ribsen dienen
als Modellarten fur die aktuelle Kopplungsgruppenanalysen, basierend auf
molekularen Fingerprint Methoden (Piquemal et al. 2005, Choi et al. 2007,
Suabe et al. 2008) sowie zahlreiche DNA-Sequenzen in Datenbanken
verfiigbar sind (brassica.info). Zurzeit wird das A-Genom von B. rapa als
erstes der Gattung komplett sequenziert (Multinational Brassica Genome
Project). In der Ziichtungsforschung finden molekulare Marker Anwendung,
um funktionelle Gene zu identifizieren und Sorten und Variataten zu
charakterisieren (z.B. Rudolph 2001, Tommasini et al. 2003). Jgrgensen et
al. (2007) nutzten ISSR Marker, um das Vorhandensein von Verun-
reinigungen in zertifiziertem Saatgut nachzuweisen. Die Untersuchung von
intra- und interspezifischem Genfluss ist in der Sicherheitsforschung an
gentechnisch verandertem Raps ein wichtiges Themengebiet. In Studien mit
gentechnisch veranderten Sorten werden in der Regel die gentechischen
Veranderungen als Markergene verwendet. Zusatzlich kdnnen auch andere
Marker Anwendung finden. In Studien, in denen nicht mit GVOs (gen-
technisch veranderten Organismen) gearbeitet wird, spielen molekulare
Fingerprint-Methoden zum Nachweis von Genfluss und Hybridisierung eine
entscheidende Rolle. SSRs und ISSRs wurden verwendet, um Ausfallraps,
Voluntare nach dem Anbau, Saatgut aus dem Bodensamenspeicher und
verwilderte Populationen Ursprungssorten zuzuordnen (Pascher et al. 2001,
Bond et al. 2004, Jegrgensen et al. 2007, Dietz-Pfeilstetter et al. 2006).
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Hybridisierungen und Introgression zwischen Raps und Rubsen wurden mit
verschiedenen molekularen Markern in Kombination mit Durchfluss-
zytometrie analysiert und nachgewiesen (Allainguillaume et al. 2006,
Warwick et al. 2003, Warwick et al. 2008). Ford et al. (2006) wiesen mit
SSRs Introgression zwischen Raps und wildem Kohl nach. Auch zur
Untersuchung von Hybridisierungen zwischen Raps und Raphanus wurden
Fingerprint-Methoden erfolgreich angewendet (Warwick et al. 2003,
Ammitzbell & Jgrgensen 2006). In der vorliegenden Studie wurden
Mikrosatelliten als molekulare Marker verwendet, um intraspezifischen
Genfluss in Unkrautrapspopulationen zu analysieren und Hybride zwischen
Raps und Riibsen zu detektieren.

Mikrosatellitensequenzen kommen sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten vor und sind zahlreich im Genom und vor allem in nicht
kodierenden Regionen vorhanden (Jarne & Lagoda 1996, Li et al. 2002).
Sie bestehen aus kurzen Kern-Einheiten mit 1-6 bp, die sich mehrfach
tandemartig wiederholen. Kerncodierte Mikrosatelliten werden biparental
vererbt und besitzen ein bis wenige Loci mit vielen Allelen pro Locus.
Aufgrund ihrer repetitiven Struktur ist eine Verlangerung oder Verkirzung
dieser Sequenzen leicht moglich (im Vergleich zu Punktmutationen in
proteinkodierenden Genen hohe Mutationsraten von 10210 Ereignisse pro
Locus und Generation, Schlbtterer 2000, Li et al. 2002). Die hohe
Mutationsrate beruht auf zwei Mechanismen. Einerseits kdnnen Mutationen
durch ungleiches Crossing-over zwischen ahnlichen Sequenzen zustande
kommen, andererseits kann es durch Versetzungsfehlpaarung (engl.
slipped strand mispairing, Verrutschen bzw. Schlaufenbildung) eines mikro-
satellitenhaltigen DNA-Stranges wahrend der Replikation zur Verlangerung
oder Verkirzung des Motivs um eine oder mehrere Einheiten kommen.
Weber und May (1989) sowie Litt und Luty (1989) entdeckten etwa
zeitgleich Polymorphismen in Mikrosatelliten und schlugen diese als
molekulare Marker vor. Mikrosatelliten sind in Saugetieren zu Hundert-
tausenden vorhanden und hochgradig polymorph. Sie eignen sich deshalb
sowohl als Marker zur Genkartierung als auch fir Populations-
untersuchungen (Lagercrantz et al. 1993). In Pflanzen sind sie etwa 5-fach
weniger haufig, aber ebenfalls hochpolymorph. Das haufigste Wieder-
holungsmotiv bei Pflanzen ist (A),, dann folgen (AT), und (GA),. Dagegen
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findet sich in Sdugern am haufigsten das Dinukleotidmotiv (GT),, welches
bei Pflanzen relativ selten ist (Lagercrantz et al. 1993, Jarne & Lagoda
1996, Schldtterer 2000). Auch wenn Mikrosatelliten in der Regel als neutrale
Marker betrachtet werden, scheinen einige Einfluss auf die Chromatin-
organisation zu haben oder an der Regulation von DNA Stoffwechsel-
prozessen und Genenaktivitaten beteiligt zu sein (zusammengefasst in Li et
al. 2002).

In B. rapa wurde das Vorkommen von Mikrosatelliten auf einen SSR pro 4,8
kb geschatzt und ist nicht rein zufallig verteilt (Hong et al. 2006, Hong et al.
2007). In nicht protein-kodierenden Bereichen sind SSRs haufiger als in
kodierenden Regionen. In B. rapa wurden Mikrosatelliten gehauft in 5’
flankierenden Regionen von Genen und in genreichen Regionen gefunden.
Trinucleotide sind insgesamt die haufigste Form (34%) und dominieren vor
allem in Exons. Nach reinen (A),-Motiven (28,8%) sind (GA), (15,4%) und
(AT)- (13,7%) die haufigsten Wiederholungsmotive in Ribsen. (GA),
Motive wurden in der vorliegenden Studie verwendet. Sie treten vermehrt in
5'-flankierenden Genregionen auf (Hong et al. 2007). Fir Brassica waren
zunachst wenige Mikrosatellitenloci bekannt und zuganglich (Uzunova &
Ecke 1999, Vargese et al. 2000, Pascher et al. 2001, Lowe et al. 2002),
mittlerweile ist ihre Zahl vor allem durch die Verdéffentlichung von Lowe et al.
(2003) in die Hunderte frei verfligbarer Primersequenzen gestiegen
(brassica.info).

Aufgrund des Mutationsmechanismus von Mikrosatelliten unterscheiden
sich die meisten amplifizierten Fragmente in ihrer Ldnge genau um ein
Vielfaches des Mikrosatellitenmotives. Langenunterschiede kdénnen aber
auch durch Mutationen in den flankierenden Bereichen zustande kommen
und zu abweichenden FragmentgrofRen fihren. Sequenzierungen sind die
einzige Moglichkeit, die Herkunft einer Langenanderung zu ergriinden. Trotz
dieser Einschrankung wurde in den Untersuchungen angenommen, dass
Fragmente gleicher Lange gemeinsamen Ursprungs (homolog) sind. Da
Fragmentlangen beobachtet wurden, die von einem Vielfachen des
Mikrosatellitenmotivs abweichen, konnte nicht mit dem speziell fir
Mikrosatelliten entwickelten Mutationsmodell gearbeitet werden.
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Die ausgewahlten Mikrosatellitenprimerpaare wurden aus Raps isoliert
(Lowe et al. 2003) und fur die Untersuchung von Rapssorten und
Unkrautraps von Pascher et al. (2001) verwendet. Das Set aus vier
Primerpaaren amplifizierte zuverlassig polymorphe Fragmente in B. napus
unter identischen Reaktionsbedingungen, die sich (trotz Stotterbanden in
Na12EOQ01) gut auswerten lieRen. Die Fragmentgrofien stimmten mit den
Literaturwerten (Pascher et al. 2001, Lowe et al. 2003) gut Uberein. Nur
sehr wenige Nullallele (fehlende Amplifikate) konnten in vereinzelten
Rapsindividuen aufgedeckt werden (max. in 3,2% der untersuchten
Individuen, Tabelle 4.1). Nullallele waren nicht in den Rapssorten prasent,
traten aber in einigen verwilderten Rapspopulationen auf. Die Mikro-
satellitenloci verhielten sich in Raps nicht einheitlich. Wahrend einige Sorten
zwei Fragmente zeigten, wurden in anderen multiple Fragmente amplifiziert
(vergl. auch Bond et al. 2004, Rudolph 2001, Pascher et al. 2001). In
vergleichbaren Studien wurden Nullallele in ca. 10% (Bond et al. 2004) der
Primerpaare gefunden, von Rudolph (2001) sogar in 34% der Primerpaare
bzw. in 52% der polymorphen Primerpaare. Wahrend Rudolph (2001) nur
bei 15% der Primerpaare mehr als zwei Allele beobachtete, waren multiple
Bandenmuster bei Bond et al. (2004) haufiger (ca. 26% der Primerpaare),
und Plieske und Struss (2001) fanden sogar durchschnittlich vier Allele pro
Mikrosatellitenprimerpaar in Raps. Fur zwei der Primerpaare (Na12CO08,
Na12CO06) passen die Fragmentzahlen mit bis zu vier Allelen pro Individuum
nicht zu der Angabe, dass die Primerpaare nur einen Locus amplifizieren
wurden (Lowe et al. 2003). Werden mehr als zwei Allele amplifiziert, muss
mehr als ein Locus vorhanden sein. In Fallen in denen Primerpaare
mehrere Loci amplifizieren ist es schwierig zuzuordnen, welche Bande in
wie vielen Kopien vorliegt. Dieses ist ein typisches Problem in polyploiden
Arten. Raps besitzt sowohl weitreichende Homologien zwischen dem A- und
C-Genom, als auch Duplikationen innerhalb der Genome, die multiple
Fragmente bedingen konnen. Allelfrequenzen koénnen allerdings nur
berechnet werden, wenn eine genaue Zuordnung der Allele zu einem Locus
(kodominante Auswertung) moglich ist (Bond et al. 2004). Mehrere
Tatsachen machten eine kodominante Auswertung unmoglich: die
vorliegenden Nullallelen, die allotetraploide Struktur des B. napus Genom
mit in weiten Teilen homologen A- und C-Genomen, Probleme bei der
Zuordnung der Banden zu den einzelnen Loci (Na12E06a, Na12E01) und
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die Tatsache, dass zum Teil mehr Allele amplifiziert wurden, als fiir einen
Locus erwartet wurden.

Eine Auswertung als Allelphanotypen (Becher et al. 2000) vermeidet
Fehlaussagen, die durch eine falsche Zuordnung von Allelen zu Genotypen
entstehen konnten. Die Auswertung erfolgte deshalb, wie auch in anderen
Studien von Mikrosatelliten in Raps, analog zu dominanten Markern
(Pascher et al. 2001, Bond et al. 2004). Es wurden nur solche Methoden
verwendet, die fur dominante Marker wie AFLPs legitim sind und nicht
darauf basieren, dass sich die Loci im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
befinden.

Alle vier Primerpaare amplifizieren vergleichsweise allelreiche Mikro-
satellitenloci (siehe Tabelle 4.1, vergleiche Rudolph 2001: polymorphe Loci
mit durchschnittlich nur 3,7, maximal 11 Allele). In Raps lagen die
beobachteten Allelzahlen fiir drei der Primerpaare héher und flir einen
niedriger als die von Pascher et al. (2001) beobachteten Zahlen (Tabelle
4.1). Viele der gefundenen Allele kamen nur in den verwilderten
Populationen vor und waren dort nur in wenigen Individuen zu finden. Diese
seltenen Allele erschweren die Zuordnung zu Ausgangssorten, da ihr
Ursprung nicht bekannt ist.

In dieser Studie wurde mit einem sehr kleinen Markerset, bestehend aus
vier Mikrosatellitenprimerpaaren, welche sechs Loci im allotetraploiden
Rapsgenom amplifizieren, gearbeitet. Trotzdem waren diese ausreichend,
um generelle Aussagen uber die Variabilitdt von Rapssorten und ver-
wilderten Rapspopulationen zu treffen, sieben B. napus Sorten voneinander
zu differenzieren und eine Zuordnung verwilderter Individuen zu diesen
Sorten zu erreichen. Mit einem etwas grofieren (7 Primerpaare), aber in
weiten Teilen Ubereinstimmenden Markerset konnten Pascher et al. (2001)
in dominanter Auswertung 19 Kultursorten voneinander trennen. Bei
Pascher et al. (2001) gruppierten nur wenige Individuen aus verwilderten
Rapspopulationen mit den Sorten, der GroRteil bildete eine separate
Gruppe, die sich nicht zu Ausgangssorten zurlickfiihren lie. Diese
verwilderten Populationen zeigten zusatzliche Allele (Pascher et al. 2001),
wie sie auch bei den im Osnabriicker Land gesammelten verwilderten
Rapspopulationen beobachtet wurden.
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Fiur die Analyse der Verwandtschaftsverhaltnisse von Ribsen waren die
verwendeten Primerpaaren nicht geeignet. Zwei Primerpaare (Na12CO06,
Na12E01) zeigten in 30% bzw. 78% Ribsen-Individuen Nullallele, die eine
kodominante Auswertung verboten. Die beiden anderen Primerpaare
amplifizierten gar keine Allele in Ribsen (Na12E06a, Na12C08), obwohl flr
ersteren ein A-genomischer Locus in Raps bekannt ist (Lowe et al. 2003).
Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den Untersuchungen von
Pascher et al. (2001), die zumindest schwache Amplifikate in einigen der
Ribsenpflanzen erfassten. Auch fir Kohl wichen die Ergebnisse von denen
von Pascher et al. (2001) ab, welche fir Na12C08 und Na12C06 keine
Allele in Kohl nachweisen konnten. In den vorliegenden Untersuchungen
amplifizierte Na12C08 16 Allele und Na12CO06 ein Allel in den untersuchten
Kohlsorten. Die dokumentierten Amplifikate in Kohl fir Na12C08 passen
auch gut zur C-genomischen Lokalisation des Mikrosatelliten in Raps (Lowe
et al. 2003). Allerdings konnten in dieser Studie bis zu vier Allele pro Kohl-
individuum nachgewiesen werden, was auf einen duplizierten Locus
hindeutet. Auch in einigen Rapspflanzen wurden mehr als zwei Fragmente
detektiert, die diese Theorie stitzen.

Insgesamt konnten Abweichungen zu den Ergebnissen von Pascher et al.
(2001) in der Zahl der Allele pro Individuum und im Vorhandensein von
Fragmenten in den untersuchten Arten beobachtet werden. Ein Grund
hierfir konnen die unterschiedlichen PCR-Bedingungen (MgCl,-Konzen-
tration, DMSO, Annealingtemperatur) sein, die die Spezifitdt der Primer
verandern und damit die Fragmentzahl beeinflussen kdnnen, wenn zwei
Loci mit nahezu, aber nicht komplett identischen Primerbindesequenzen
vorliegen.

Zur Detektion der Introgression von Rapsgenen in Ribsen eigneten sich die
Marker zumindest teilweise recht gut, da sie sicher in Raps amplifizierten
und so artspezifische Allele fur Raps identifiziert werden konnten. Fir den
Nachweis von Genfluss in die reziproke Richtung waren sie hingegen
ungeeignet. In Studien, die die Hybridisierung zwischen zwei Arten
untersuchen, sind kleine Markerzahlen durchaus ublich. Ford et al. (2006)
verwendeten vier A-genomische Mikrosatelliten, um Introgression von Raps
in B. oleracea nachzuweisen. Bei der Untersuchung des Genflusses von
Raps in tetraploiden Rubsen ware es allerdings vorteilhaft und einfacher
gewesen, reine vaterliche Marker (bei Raps als potenzieller Vater am
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glnstigsten C-genomische Marker) zu verwenden. In diesem Fall hatte die
aufwendige Laserdetektion der genauen FragmentgroRen sogar unter-
bleiben kdnnen und eine Auftrennung auf Agarosegelen hatte ausgereicht,
um das Auftreten von Fragmenten in Hybriden nachzuweisen. Die
Untersuchungen an tetraploiden Ribsen zeigten zudem, dass es fiur die
genaue Berechnung von Hybridisierungsraten entscheidend ist, die
gesamte Variabilitit des potenziellen Pollendonors zu erfassen, da
ansonsten die Gefahr besteht, dass die Hybridisierungsrate unterschatzt
wird. Die verwendeten Loci erwiesen sich als sehr allelreich. Nicht
zugeordnete Allele in der Nachkommenschaft von tetraploidem Ribsen
deuteten darauf hin, dass die Stichprobe der Referenzpflanzen nicht
ausreichend umfangreich gewahlt wurde (Kapitel 4.12.1.3). Fir den
Nachweis von Hybridisierungen eignen sich folglich monomorphe und
moglichst homozygote Loci, die nur im vaterlichen, nicht aber im mutter-
lichen Elter amplifizieren, am besten, da sie zu eindeutigen Ergebnissen
fuhren. Neben Mikrosatelliten kdnnen auch andere Markersysteme, wie

Tabelle 4.1: Erwartungswerte und Beobachtungen der Mikrosatellitenuntersuchungen.
Erw.: erwartet, Beob: beobachtet, *bei kartierten Loci ist die Kopplungsgruppe in Raps
und die Distanz auf dieser in Zentimorgan angegeben. ' Lowe et al. 2003, 2 Pascher et al.
2001.

Beob.
Beob. Allelzahl Beob.
Erw. GréRen Raps AllelzahlBeob. Nullallele

Loci GréRe Raps, Erw. (N=217)/ Rdubsen Allelzahl Raps/
(kartiert Raps "2 Riibsen, Allel-zahl Rapssorten (2x, 4x, Kohl  Riibsen/
Name Raps™ ) [bp] Kohl [bp] in Raps % (N=80) N=103) (N=11) Kohl [%)]

Na12E06a 2 105/ 101-132 11 14/ 6 0 8 0/ 100/ 0
(9- 64,4;105-141
15-41)

Na12C08 1 333/ 258-387 19 27/ 13 0 16 0,9/ 100/
(11- 255-348 9,1
72,9)

Na12C06 1 204/ 191-240 14 22/ 14 14 1 0,9/77,7/
(1- 83,7)206-226 90,9

Na12E01 2 244/ 212-315 14 +27 24/ 16 37 8 3,2/ 30,1/
nicht  195-230, 9,1
kartiert 232-330

Gesamt 6 85 87 51 33
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SNPs, Chloroplastenmarker, aber auch dominante Fingerprintmethoden
solche Merkmale liefern. Auf diesem Wege haben Gammon et al. (2007) mit
einem einzigen Mikrosatellitenmarker Hybridnachkommen zwischen
Fallopia japonica (Mutterpflanze, kein Amplifikat) und F. sacchalinensis bzw.
F. xbohmica (potenzielle Pollenspender, Amplifikate vorhanden) bestatigen
koénnen. Die Einschrankungen in der Auswertung, die durch das verwendete
Markerset bedingt waren, zeigen, wie entscheidend eine gute Vorauswahl
der Marker hinsichtlich des Polymorphiegrads, der individuellen Variabilitat,
der genomischen Lokalisation, der Anzahl der Loci und der Amplifikation in
den verwendeten Arten ist und dass die Tauglichkeit fir jede einzelne
Fragestellung neu bewertet werden muss.

Teil 1: Untersuchungen an Unkrautraps

Die Untersuchungen an Unkrautraps zeigen, dass zahlreiche verwilderte
Rapspopulationen im Untersuchungsgebiet Raum Osnabriick ber mehrere
Vegetationsperioden am selben Standort persistieren und somit als
Trittsteine flr Genfluss dienen kénnen. Zwischen den Individuen ver-
wilderter Populationen bestand eine grofe Variabilitat in phanotypischen
Merkmalen wie dem Blihbeginn. Die genetische Variabilitdt der Unkraut-
populationen war hoher als die angebauter Rapssorten und zeigt, dass die
Verwilderung und Ausbreitung von Raps auflerhalb des Anbaus nicht
zwangslaufig mit genetischen Flaschenhals-Effekten (engl. bottleneck
effects) verbunden ist. Die entscheidenden Quellen fur genetische Variation
in Unkrautpopulationen bildeten wiederholte Einschleppungen von Sorten
und intraspezifische Hybridisierungen zwischen diesen. Diese Erkenntnisse
unterstreichen das evolutionéare Potenzial von Unkrautrapspopulationen und
muissen in Verfahren zur Regulierung der Koexistenz von transgenem und
konventionellem Raps innerhalb einer Region berticksichtigt werden.
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4.4 Ausbreitungs-, Uberdauerungspotenzial und Unkrauteigen-
schaften

4.4.1 Ist Unkrautraps etabliert oder ephemer?

In natirlichen Habitaten ohne Stérungen kommt es mit fortschreitender
Sukzession zur Verdrangung von annuellen, primaren Kolonisierern (wie
Brassica), zuerst durch intermediare und schlief3lich durch Klimax-Arten. Die
konkurrenzschwachen Brassica-Arten werden dabei zunachst durch mehr-
jahrige Graser ersetzt. Einige natlrlichen Standorte (Flussufer, Trampel-
pfade oder Klippen), aber auch semi-naturliche und anthropogene Stand-
orte (z.B. Stral’enrander, Brachen, Bahngleise, Agrarhabitate) sind durch
regelmafige Stérungen gepragt. Sie bieten Primarbesiedlern ein Umfeld, in
dem diese durchgehend prasent sein kénnen. Je nach Stérungsintensitat
und -zeitpunkt koénnen Populationen ephemer, dauerhaft oder inter-
mittierend auftreten.

Zahlreiche verwilderte Rapspopulationen wurden in Deutschland und
anderen Rapsanbaugebieten beobachtet, haufig in Agrarhabitaten wie
Feldrandern und Ackerbrachen, sowie Volontdre nach dem Anbau, aber
ebenso in seminatirlichen, ruderalen Habitaten wie Stralenrandern, Grin-
streifen, Bauland, Neubaugebieten, stadtischen Brachen, Bahnlinien und in
Hafenbereichen (Pessel et al. 2001, Menzel 2006, Pivard et al. 2008).
Unkrautrapspopulationen sind im Osnabriicker Land haufig aber nicht
gleichmaRig in der Landschaft verteilt. Die meisten Populationen wurden
entlang linearer Strukturen wie Stralen- und Feldrandern gefunden und
verdeutlichen, dass der Hauptausbreitungsmechanismus von Raps Samen-
verluste wahrend Ernte und Transport ist (Abbildung 33). Durch Unter-
suchung des Sameneintrages in Autobahntunneln konnten von der Lippe
und Kowarik (2007a, 2007b) erst kurzlich die bedeutende Rolle von
Fahrzeugen an der Fernausbreitung von invasiven Arten und Kulturpflanzen
— darunter Raps — zeigen.

Fir die sekundare Ausbreitung von Rapssamen entlang von Verkehrs-
wegen scheinen Fahrzeuge allerdings eine geringere Bedeutung zu haben
(Garnier et al. 2008). Aus ihren Versuchen schlossen Garnier et al. (2008),
dass etwa 20% der Samen an StralRenrandern tUber wenige Meter sekundar
ausgebreitet werden, wahrend der Grofdteil an Ort und Stelle verbleibt.
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Ausbreitungsraten fir verwilderte Rapspopulationen an StraRenrandern
wurden auf 1-4 m pro Jahr geschatzt bzw. auf 4-20 m pro Jahr, wenn
einzelne Fernausbreitungsereignissen (durch z.B. das Mahen des
Strallenrandes) mit einbezogen wurden.

Das Ausbreitungs- und Uberdauerungspotenzial verwilderter Raps-
populationen werden kontrovers diskutiert, sind aber entscheidende
Faktoren, um das Evolutionspotenzial und bei transgenem Rapsanbau die
Wahrscheinlichkeit der Persistenz von Transgenen auflerhalb des Anbaus
beurteilen zu kénnen. Ob verwilderte, nicht-transgener Raps-Populationen
in Deutschland ephemer oder dauerhaft etabliert sind oder sich gar in
Ausbreitung befinden, gilt als unsicher. Daflr ist zu klaren, ob verwilderte
Populationen hauptsachlich auf Samenverlusten von benachbarten Feldern
und unbeabsichtigter Samenverschleppung bei Ernte oder Transport
beruhen oder populationseigene Nachkommen bilden. Wegen der engen
Verknipfung von Habitaten und anthropogen gesteuerter Ausbreitung
wurden verwilderte Rapspopulationen in der Regel als ephemer gedeutet,
wobei wiederholter Sameneintrage den Erhalt von verwilderten
Populationen trotz eines erhéhten Aussterbe-Risikos ermdglichen (Crawley
& Brown 2004). Fir Wisskirchen und Haeupler (1998) und FloraWeb ist
Raps ein nicht-etablierter Neophyt, welcher nicht in der Lage ist, dauerhafte
Populationen zu etablieren, die unabhangig von solchen Samen-Neu-
eintrédgen sind. Entsprechend sei die Relevanz von Unkrautraps fiir (Trans-)
Genfluss gering (Dietz-Pfeilstetter 2007).

In der Biolflor-Datenbank wird Raps als etablierten Neophyten gefihrt und
an einigen Standorten wurden mehrjahrige, bestandige Vorkommen, welche
regelmafRig Samen bilden, beobachtet (Haeupler et al. 2004, Breckling et al.
2003). Im Ruhrgebiet wurden dauerhaft eingeblrgerte Vorkommen
dokumentiert, welche in die Nachbarschaft expandieren (Loos et al. 2004).
In Niedersachsen wurde beobachtet, dass sich Raps seit 1990 zunehmend
entlang von Verkehrswegen ausbreitet (Garve 2007). Aullerdem zeigen
verschiedene Studien, dass die Dynamiken verwilderter Populationen nicht
allein auf Sameneintragen von auRen beruhen, sondern persistente Samen-
banken und Nachkommen aus lokaler Samenproduktion wichtige Faktoren
fur die langfristige Persistenz von verwilderten Populationen spielen kénnen
(Pessel et al. 2001, Jargensen et al. 2007, Pivard et al. 2008).
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Eine Voraussetzung fur langfristig etablierte, selbsterhaltende Vorkommen
von Unkrautraps ist die Bildung einer Diasporenbank, in der populations-
eigene Samen uberdauern kénnen. Wahrend Rapssamenbanken in Agrar-
biotopen eingehend untersucht wurden (siehe Kapitel 4.14.2), gibt es bisher
keine wissenschaftlichen Studien von Rapssamenbanken an ruderalen
Standorten. Einen indirekten Hinweis auf das Vorhandensein einer Raps-
samenbank an einem ruderalen Standort geben die Untersuchungen von
Pessel et al. (2001). Basierend auf der Untersuchung chemischer
Inhaltsstoffe und Isoenzymen konnte die Uberdauerung von 0-Rapssorten
in Unkrautrapspopulationen nachgewiesen werden, welche seit mehreren
Jahren nicht mehr im Handel verfigbar waren. Einen indirekter Hinweis auf
eine solche Uberdauernde Ruderalraps-Population mit Samenbank im
Osnabrucker Raum liefert das wiederholte Auftreten von Individuen mit
auffalliger Blutenfarbe in Population 59 (Uber funf Jahre, intermittierend,
Abbildung 34, Tabelle 7.5 im Anhang E).

Im Osnabriicker Land wurden wahrend des Untersuchungszeitraumes auf
79,5% der Flachen in mindestens zwei Untersuchungsjahren Rapsbestande
dokumentiert. Die Wiederfundrate betrug im Mittel 50% mit starken
jahrlichen Schwankungen. Vergleichbare Studien in Norddeutschland
zeigen Wiederfundraten von 41% in einer vierjahrigen Untersuchung (Dietz-
Pfeilstetter et al. 2006) bzw. 14% im Folgejahr (Menzel 2006). Die hohen
Wiedefundraten lassen sich schwer erklaren, wenn wiederholte Neueintrage
von Samen am identischen Standort als einzige Quelle angenommen
werden. Pivard et al. (2008) haben mit Hilfe von statistischen Modell-
rechnungen (mixed logistic modelling approach) die wahrscheinlichste
Quelle verwilderter Rapspopulationen, basierend auf einer vierjahrigen
Studie in Frankreich, identifiziert. Nach ihren Berechnungen sind 40% der
verwilderten Populationen auf persistente Samenbanken als Quelle
zurtickzufiihren, 10% beruhen auf direkten Nachkommen der verwilderten
Populationen. In der Studie von Pivard et al. (2008) setzten 15% der
Populationen reife Samen an. Im Osnabriicker Land zeigten zwischen 30-
48,5% der Populationen eines Jahres reife Samen (Abbildung 33). Dies
kénnte auf ein hoheres Potenzial zur Etablierung selbst erhaltender
Populationen, die nicht von Neueintrag von Samen abhangig sind, hin-
deuten. Die Samen der verwilderten Populationen zeigten im Freiland-
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versuch mit Unkrautraps Keimungsraten auf demselben hohen Niveau wie
die verwendeten Rapssorten.

Abbildung 33: Persistenz durch Samenbildung gegeniber Ausbreitung durch Transport-
verlust. Links: Ernte von Schoten einer Rapspopulation in einem Beet am Stralenrand
(Pop72). Rechts: (vermutlich) Rapskeimlinge durch (wahrscheinlich) Transportverlust am
StralRenrand.

Abbildung 34: Population mit Rapsindividuen mit hellen und dunklen Bliten (Population
59). Hier: Wiederfund 2006 (persistent bis 2008).
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4.4.2 Freilandversuch mit Unkrautraps: Unkrautpotenzial und
phéanotypische Vaiabilitat
Baker (1965) diskutiert zahlreiche Eigenschaften, die zu einem erhdhten
Unkrautpotenzial fiihren koénnen. Hierzu gehéren unter anderem ein
schnelles Wachstum vom Keimling bis zur generativen Phase, eine hohe
Produktion von langlebigen Samen mit diskontinuierlicher Keimung,
Windbestaubung oder unspezialisierte Insekten als Bestauber, Selbst-
kompatibilitat, Nah- und Fernausbreitung, Anpassungen an Umweltstress
(phanotypische Plastizitdt), hohe Toleranz wechselnden Umwelt-
bedingungen gegenlber. Entsprechend sind typische Ackerunkrauter
krautig, haben eine kurze Generationszeit, werden durch abiotische
Vektoren ausgebreitet (Sakai et al. 2001). Pflanzen mit vielen dieser
Eigenschaften sind wahrscheinlicher als Unkrauter erfolgreich, als solche
mit wenigen. Raps hat im Vergleich zu anderen Kulturpflanzen wie
Getreidearten eine kurze und unvollstdndige Domestikation von wenigen
hundert Jahren erfahren und besitzt viele der Unkrautmerkmale seiner
wilden Vorfahren, die ihn zu einem primaren Kolonisierer offener Standorte
machen (Breckling et al. 2003, Warwick & Stewart 2005, Hall et al. 2005).
Typische Unkrautmerkmale bei Raps sind die kleine Samen (mit sekundarer
Dormanz), welche leicht (anthropogen) ausgebreitet werden, ein schnelles
Wachstum, die hohe phanotypische Plastizitdt zur Anpassung an
wechselnde Umweltbedingungen, die kurze Generationsdauer, die Fahig-
keit zur Selbstbestdubung (gemischtes Befruchtungssystem), Anpassungen
an unspezialisierte Bestauber, eine hohe Reproduktionsfahigkeit und sich
leicht 6ffnende Frichte, die zu grofen Ernteverlusten beim Anbau und zum
Erscheinen von Volontaren (Ausfallraps) nach dem Anbau filhren (Gressel
2005, Hall et al. 2005). Dennoch gingen im Laufe der Ziichtungsgeschichte
einige Merkmale seiner wilden Vorfahren verloren, darunter die Produktion
von Glucosinolaten als Fral3schutz und die Bildung primar dormanter
Samen, die zu einer gestaffelten Keimung und der Etablierung einer sehr
langlebigen Samenbank fiihren (Rapssamenbank allerdings durch
sekundare Dormanz mdglich). Durch die Ziichtung wurde der Ertrag erhoht
und die Inhaltstoffe verandert (00-Raps fehlen neben Glucosinolaten auch
Erucasaure). Ziichterisch erwlinscht ist die Vereinheitlichung der Bestande,
so zum Beispiel ein synchrones Auflaufen, Blihen, Fruchten, Reifen und
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eine einheitliche Wuchshéhe zur maschinellen Bearbeitung. Rapssorten
mussen moglichst widerstandfahig gegen Schaden (z.B. Winter- und
Lagerungsschaden) und Krankheiten sein und auch unter nicht optimalen
Bedingungen sichere Ertrage liefern (durch hohe Regenerationsfahigkeit,
Standfestigkeit, Winterharte etc.) Entsprechend werden fir jede Region
optimal an die herrschenden Bedingungen (Boden, Klima usw.) angepasste
Sorten gezichtet und angeboten (Hall et al. 2005).

Im vergleichenden Freiland-Experiment ist es moglich, die Erblichkeit
phénotypischer Merkmale gegen die Reaktionsnorm einzelner Okotypen
abzugrenzen. In diesem Fall wurde die Variation von phanotypischen Merk-
malen (Blihbeginn) in Unkrautrapspopulationen mit der aktuell angebauter
Rapssorten verglichen.

Nur einzelne der untersuchten Sorten zeigten eine kanalisierte Variation mit
einen sehr uniformen Blihbeginn aller Individuen (Elektra). Innerhalb
anderer Sorten war die Variabilitdt deutlich héher. Zwischen den verwilderte
Populationen und den Rapssorten konnten keine signifikanten Unterschiede
in der Variabilitat des Blihbeginns gefunden werden. Jedoch unterschieden
sich einzelne Unkrautrapspopulationen sowohl in der Variabilitat innerhalb
der Populationen als auch in den Eintrittssterminen signifikant voneinander.
Eine groRere Variabilitdt des Bluhbeginns zwischen einzelnen Individuen
innerhalb einer Unkrautpopulation lasst sich mit dem Vorhandensein
mehrerer Genotypen oder verschiedener Sorten innerhalb der Population
erklaren. Das Vorhandensein mehrerer Sorten erhéht sowohl die phano-
typische als auch die genetische Variabilitdt innerhalb der Populationen.

Die Eintrittstermine zwischen einzelnen Unkrautrapspopulationen und den
getesteten Sorten unterschieden sich stark: Population 123 blihte nach
Vernalisation parallel zum Sommerraps (entspricht den Beobachtungen der
Kartierungen), wahrend Population 105 deutlich spater als die getesteten
Winterrapssorten blUhte. Population 90 kam unter den herrschenden
Bedingungen im ersten Jahr gar nicht zur Blite. Hier ist zu vermuten, dass
die Vernalisation fiir diese Population nicht ausreichte. Die durchgefiihrte
Vernalisation fand bei 5°C fiir 60 Tage statt, wobei die verwendete Klima-
kammer sich vor allem unter Lichtbedingungen bis ca. 10°C aufheizen kann.
Je nach Sorte kénnen die Vernalisationsanspriiche zwischen 20 und 60
Tage bei 1 bis 4°C variieren (Diepenbrock 2006). Der héhere Verna-
lisationsanspruch konnte ein Hinweis auf eine alte Rapssorte als Quelle
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sein (Fundort: Baugebiet, Uberdauerung im Bodensamenspeicher wahr-
scheinlich). Die beiden Populationen 105 und 90 sind auch in den
molekularen Analysen auffallig (Tabelle 7.5 im Anhang E) und kénnen nicht
auf aktuelle Sorten zuriickgefuihrt werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass einige
Unkrautpopulationen einzelne Sorten reflektieren, welche im Blihbeginn
den aktuell angebauten Winterrapssorten entsprechen, wahrend einzelne
Populationen abweichende Merkmale zeigen, die Hinweise auf das Vor-
handensein alter, ungetesteter Sorten liefern. Andere Populationen
bestehen scheinbar aus Mischungen unterschiedlicher Genotypen bzw.
Sorten. Diese Erklarungen werden duch die molekularen Untersuchungen
gestltzt (Kapitel 4.5).

Bis heute ist kaum untersucht, wie sich Ausfallpopulationen entwickeln, die
sich Uber mehrere Generationen reproduzieren. Man wiirde erwarten, dass
diese zunehmend in Unkrautmerkmale zuriickfallen (= Dedomestizierung,
Warwick & Stewart 2005). Dass evolutive Anpassungen an herrschende
Umweltbedingungen in der Gattung Brassica sehr schnell, binnen weniger
Generationen stattfinden kdénnen, zeigen die Versuche von Franks et al.
(2007) und Franks und Weis (2008). Diese konnten binnen weniger Diirre-
Jahre eine signifikante Anderung mehrerer Life-History Traits darunter der
Bliihzeitpunkt (friherer Blihbeginn) in natirlichen B. rapa-Populationen
nachweisen.

4.5 Quellen fir die genetische Variabilitit verwilderter Raps-
populationen

4.5.1 Praadaptationen und evolutive Entwicklungen

Anpassungen, die kolonisierende und invasive Arten die Fahigkeit
verleihen, erfolgreich ein neues Gebiet zu besiedeln, kénnen bereits vor
dem Erreichen des Gebietes vorhanden sein (Praadatationen), oder sich
erst danach evolutiv entwicklen (Brown & Marshall 1981). So konnte fiur
Capsella bursa-pastoris gezeigt werden, dass der weltweite Erfolg auf
mehrfachen Einschleppungen unterschiedlicher, genetisch differenzierter
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und fir das jeweilige neue Habitat prdadaptierter Genotypen beruht (Neuffer
& Hurka 1999, Hurka et al. 2003). Andere Arten entwickeln erst gewisse Zeit
nach der ersten Einbringung in ein neues Gebiet (Lag-Phase) und oft erst
nach mehrfachen Einschleppungen die Fahigkeit zur Ausbreitung (Baker
1965, Kowarik 1995). Als Reaktion auf das veranderte Selektionsregime im
Invasionsgebiet kdnnen adaptive evolutive Veranderungen stattfinden
(Sakai et al. 2001). Mehrfache Einschleppungen von genetisch differen-
ziertern Individuen kénnen die dafiir notwendige Erhéhung der genetischen
Variation liefern. Auch intra- und interspezifsche Hybridisierungen kénnen
zur Entwicklung eines gesteigerten Invasionspotenzials fuhren (Ellstrand &
Schierenbeck 2000, siehe auch Kapitel 4.15). Durch Flaschenhalseffekte,
genetischer Drift, genetische Rekombination durch Kreuzungen kann eine
genetische Differenzierung der eingeschleppten Populationen stattfinden
(Bossdorf et al. 2005, Novak 2008).

Raps ist durch seine Unkrauteigenschaften praadaptiert an offene,
stérungsreiche Habitate und kann diese neu besiedeln. Die Bedeutung
verwilderter Rapspopulationen beim Anbau transgener Rapsorten hangt
davon ab, on transgene Eigenschaften in verwilderten Populatonen (ber-
dauern kénnen. Verwilderte Rapspopulationen, die ausschliefllich ephemer
sind und auf Neueintrag von Samen beruhen, sollten sich genetisch nicht
von aktuell angebauten Rapssorten unterscheiden. In diesem Fall wéare die
Wahrscheinlichkeit der langfristigen Uberdauerung von Transgenen in
verwilderten Populationen als gering einzuschatzen. Eine hoéhere Wahr-
scheinlichkeit der Uberdauerung von Transgenen und auch fiir den
Genfluss zwischen Unkrautraps und nahen Verwandten besteht, wenn sich
Unkrautpopulationen aus verschiedenen Quellen zusammensetzen, die
miteinander kreuzen und persistente, selbst erhaltende Populationen bilden.
Zudem ist eine Erhéhung der genetischen Variabilitat eine Voraussetzung
fur evolutive Entwicklungen (siehe z.B. Genton et al. 2005), die in
Uberdauernden, reproduzierenden Popuationen z.B. zu einem erhdhten
Unkrautpotenzial fihren kdnnen.
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4.5.2 Mehrfache Einschleppung verschiedener Sorten

Wiederholtes Einschleppen verschiedener Rapssorten wurde als wichtigste
Quelle fiir die genetische Vielfalt verwilderter Rapspopulationen in Nordwest
Deutschland identifiziert. Die genetische Vielfalt innerhalb bestimmter
Populationen beruht auf der Beteiligung von bis zu vier verschiedenen
Sorten. Bei der Betrachtung der Dynamiken verwilderter Rapspopulationen
lassen sich zahlreiche Parallelen zu Studien ziehen, die die genetische
Vielfalt von invasiven Arten untersuchen. Wiederholte Einschleppung (engl.
multiple introductions) kann die genetische Vielfalt im Invasionsgebiet
erhohen (Novak & Mack 1993, Neuffer & Hurka 1999) und die Variation
zwischen den verschiedenen Quellpopulationen in Variation innerhalb der
eingeschleppten Populationen verwandeln (Kolbe et al. 2004, Genton et al.
2005). Folglich kann die genetische Variation in eingeschleppten
Populationen (oder von verwilderten Populationen im Falle von Raps) héher
sein als die der einzelnen Quellpopulationen (z.B. Rapssorten). Dies ist
zunachst unabhangig davon, ob die einzelnen Individuen aus den unter-
schiedlichen Quellen sich miteinander kreuzen. Achtundflinfzig Prozent der
verwilderten Individuen wurden den Sorten zugeordnet, mehr als ein Drittel
davon zu der Sorte Smart (Tabelle 3.5), die auch nach Angaben der
Landwirtschaftskammer Weser-Ems 2003 die im Untersuchungsgebiet am
haufigsten angebaute Sorte war (Tabelle 7.2). Zweiundvierzig Prozent der
verwilderten Individuen wurde bei der ,Allocation“-Prozedur mit AFLPop
nicht zugeordnet. Diese zeigten =zahlreiche Allele, die nicht in den
analysierten Rapssorten gefunden wurden. Beides konnte durch das
Vorhandensein weiterer Rapssorten, welche nicht in den Versuch integriert
wurden, erklart werden. Insgesamt wurden in Deutschland im Jahr 2003 fiir
den Anbau als Olfrucht, Futterpflanze und Zwischenfrucht 98 Rapssorten
durch das Bundessortenamt zugelassen (Bundessortenamt 2003).
AuRerdem sind Nachkommen é&lterer Sorten zu erwarten, wenn diese im
Bodensamenspeicher tiberdauert haben. Hierfir spricht auch, dass nur zwei
der zusatzlichen Allele in den verwilderten Populationen durch den
erweiterten Datensatz aus insgesamt 12 Rapssorten erklart werden kénnen.
Die Mikrosatellitenanalysen von Bond et al. (2004) an Sortenraps und einer
verwilderten, mehrjahrig auftretenden Rapspopulation an einem Feldrand
fuhrten zu ahnlichen Resultaten. Nur ein kleiner Teil der Individuen der
verwilderten Population lie3 sich auf aktuell angebaute Sorten zuriick fiihren

99



Diskussion

wahrend der Rest eine eigene Gruppe bildete, die entweder aus einer
weiteren, nicht getesteten Sorte bestand oder sich durch evolutive
Entwicklungen differenziert hatte (Bond et al. 2004). Auch Ramsey et al.
(2003) dokumentierten in Unkrautrapspopulationen Nachkommen einer 12
Jahre nicht angebauten Sorte, wiesen Genfluss nach und beobachteten
unbekannte Genotypen.

Eine alternative Erklarung fiur die hohere genetische Vielfalt in
Unkrautpopulationen im Vergleich zu Sorten und die hohe Zahl der nicht
zugeordneten Individuen kann in der Zichtungsgeschichte der einge-
schleppten Sorten liegen. Drei der am haufigsten im Untersuchungsgebiet
angebauten Rapssorten (Talent, Artus, Mendel) sind Hybridsorten, welche
sich meist durch besondere Vitalitdt und gréere Samen in der kultivierten
F,-Generation auszeichnen. Fir die Fo-Generation, die als Ernteverluste in
Populationen auferhalb des Anbaus eingeschleppt wird, ist eine typischer-
weise erhohte Variation und Merkmalsaufspaltung zu erwarten (Lynch &
Walsh 1998).

4.5.3 Intraspezifische und interspezifische Hybridisierung

Intraspezifische Hybridisierungen konnen eine weitere Quelle der
genetischen Vielfalt verwilderter Rapspopulationen darstellen.
Hybridisierungen zwischen genetisch getrennten Populationen nach
mehrfacher Einschleppung kénnen zu einem relativ hohen Mall an
Polymorphismen innerhalb einer Population fihren (Ellstrand &
Schierenbeck 2000, Kolbe et al. 2004). Hybriden zwischen den Sorten
geben einen Hinweis darauf, dass verwilderte Rapspopulationen durch
Nachkommen aus den eigenen Samen Uberdauern und somit unabhangig
von Samen-Neueintrdgen sein kdnnen. Eine alternative Erklarung fur die
Hybriden zwischen den Sorten innerhalb der verwilderten Populationen
ware Genfluss zwischen unterschiedlichen Rapsfeldern und anschlieRender
Verlust der Hybridsamen wahrend des Transportes.

Die Auflosung der Mikrosatelliten und die ,Allocation“-Prozedur mit AFLPop
erlaubt keine Auftrennung zwischen unterschiedlichen Hybridklassen (F;-,
F»-, Rickkreuzungsgenerationen). Intensive Hybridisierungen und Genfluss
zwischen den Ausgangssorten kénnen weitere Erklarungen fir die hohe
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Rate an nicht zugeordneten Individuen innerhalb der verwilderten
Populationen liefern.

Auch interspezifische Hybridisierungen koénnen zur genetischen Vielfalt
verwilderter Populationen beitragen. In den verwilderten Rapspopulationen
wurde eine Reihe von Allelen (insgesamt 43) gefunden, die in keiner der
untersuchten Sorten prasent waren. Es ist denkbar, dass diese aus nah
verwandten Arten, z.B. B. rapa, stammen und mittels introgressiver
Hybridisierungen in den Genpool der verwilderten Rapspopulationen
gelangten. Dagegen spricht, dass von diesen nur neun auch in den
untersuchten Ribsen gefunden wurden und Ribsen in nur zwei der
untersuchten Rapspopulationen prasent war. In Kapitel 4.3 ist bereits
diskutiert worden, dass das verwendete Markerset nicht geeignet war, um
Genfluss von Ribsen zu Raps nachzuweisen, wohl aber um den
umgekehrten Weg nachzuvollziehen. In anderen Gattungen der Brassicinae
amplifizierte das verwendete Markerset gar keine Allele. Aus diesen
Grinden ist introgressive Hybridisierungen als Quelle fiur die erhohte
genetische Vielfalt an den untersuchten Loci von Unkrautraps gegeniiber
den Kultursorten eher unwahrscheinlich. Nichtsdestotrotz  finden
Hybridisierungen zwischen Raps und Riibsen im Untersuchungsgebiet statt
(siche Kapitel 3.6). Das Potenzial von Raps zur interspezifischen
Hybridisierung mit nahen Verwandten wird in den Teilen 2 und 3 der
Diskussion ausfiihrlich behandelt.

Zusammengenommen ergeben die beobachtete Persistenz der verwilderten
Populationen im Untersuchungsgebiet, ihre hohe genetische Vielfalt und
erste Hinweise auf Hybridisierungen zwischen Raps und Rubsen (Kapitel
3.6), dass verwilderte Rapspopulationen ein hoheres evolutionares
Potenzial besitzen als vormals angenommen. Die Ergebnisse des Freiland-
versuches mit Unkrautraps zeigen, dass eine grofle Variation phano-
typischer Merkmale in 6kologisch wichtigen Eigenschaften wie dem Bluh-
beginn zwischen den Individuen bestehen. Mehrere aktuelle Studien deuten
darauf hin, dass fur viele Arten die Fahigkeit, auf natirliche Selektion zu
reagieren, fir den Invasionsprozess oft entscheidender ist als Pra-
adaptationen (Lee 2002, Bossdorf et al. 2005, Suarez & Tsutsui 2008). Die
neuen Umweltbedingungen koénnen zu drastischen Veradnderungen der
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Selektion fihren und adaptive Evolutionsprozesse zur Folge haben (Sakai
et al. 2001).

4.6 Unkrautraps als Trittstein fiir Genfluss?

Etablierte, verwilderte Rapspopulationen sind beim Anbau transgener
Rapssorten ein Unsicherheitsfaktor, denn sie kénnen zur Uberdauerung von
Transgenen auflerhalb des Anbaus filhren und damit die Regulation der
Koexistenz von transgenem und konventionellem Raps innerhalb einer
Region erschweren.

Knispel et al. (2007) zeigten, dass sich in kanadischen Unkrautraps-
populationen Individuen mit verschiedenen Herbizidresistenzen und nicht-
resistente Individuen mischen. Intraspezifischer Genfluss zwischen
Individuen mit unterschiedlichen transgenen Eigenschaften kann zu
Volontaren oder verwilderten Individuen mit mehreren transgenen
Eigenschaften filhren (engl. gene stacking, Hall et al. 2000, Beckie et al.
2003, Aono et al. 2006, Knispel et al. 2007). Mehrfachresistente Individuen
sind in ihrer Fitness im Vergleich zu den einfachresistenten Sorten nicht
oder nur wenig reduziert (Simard et al. 2005). Auch in den untersuchten
verwilderten Rapspopulationen im Osnabriicker Land fand eine Ver-
mischung verschiedener Sorten sowie intraspezifische Hybridisierungen
zwischen diesen statt. Der Anbau von transgenem Raps in Nord-
deutschland wirde somit binnen kurzer Zeit zu gemischten Volontér- und
verwilderten Populationen von transgenem und konventionellem Raps und
multiresistenten Individuen fiilhren (siehe auch Modellierungen von
GenEERA 2007). Erkenntnisse Uber die zu Grunde liegenden Mechanismen
bei der Etablierung verwilderter Rapspopulationen sind eine Voraussetzung,
um erfolgreiche Risikobewertungen zu erstellen, und von hoher politischer
Relevanz (Breckling & Menzel 2004).
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Teil 2: Potenzielle Kreuzungspartner

Mittels durchflusszytometrischer Messungen konnten die relativen DNA-
Gehalte und Ploidiestufen fiir eine Reihe von potenziellen Kreuzungs-
partnern von Raps bestimmt werden. Dabei wurden auch tetraploide
Ribsen-Zytotypen entdeckt. Die Kartierungen zeigen, dass Raps an
denselben Standorten und sympatrisch mit verschiedenen verwilderten und
wilden Verwandten im Untersuchungsgebiet auftritt. Diese potenziellen
Kreuzungspartner Uberlappen mit angebautem und verwildertem Raps
zumindest teilweise in ihrer Blihphase. Mittels durchflusszytometrischer und
molekularer Untersuchungen konnten Hybride zwischen Raps und Ribsen
gefunden werden. Aufgrund des Vorkommens und der Hybridisierungs-
wahrscheinlichkeit sind Riubsen und Hederich die wichtigsten Kreuzungs-
partner fir interspezifische Hybridisierungen mit Raps im Untersuchungs-
gebiet.

4.7 Durchflusszytometrie aller untersuchten Arten

Bei den Sinapis-Arten wichen die relativen DNA-Gehalte aus den eigenen
Messungen (S. arvensis = S. alba) deutlich von den erwarteten Werten (S.
arvensis < S. alba) ab (Johnston et al. 2005). Hier kénnte ein Messfehler
vorliegen, zudem war die Individuenzahl bei S. alba mit N=3 sehr gering.
Beim Verhaltnis der untersuchten Arten zueinander gibt es, abhangig von
den einzelnen Studien, grofe Unterschiede. Bei Marie und Brown (1993) ist
Raphanus sativus (1,08 pg, primarer Standard: Petunia) in etwa 2,6-mal
kleiner als Raps (2,8 pg, primarer Standard Huhn). Bei Johnston et al.
(2005) ist Raphanus sativus nur etwa 1,97-mal kleiner als Raps und stimmt
mit der Schatzung der vorliegenden Arbeit besser Uberein (2,14-mal kleiner
als Raps).

Bei allopolyploiden Arten wird meist eine Verringerung der Genomgrofie
beobachtet, die auf schnellen Anderungen der Genomstruktur bei
Polyploidisierung beruht (Johnston et al. 2005, Song et al. 1995, Narayan
1998). Johnston et al. (2005) erhalten fiir Raps einen Wert von 2,31 pg, der
8% Kkleiner ist als die Summe von Ribsen (1,08 pg) und Kohl (1,42 pg).
Narayan (1998) kommt trotz erheblich hdéherer Abschatzungen des
absoluten DNA Gehaltes auf eine ahnliche Verringerung der Genomgroéfie
um 6,1% im allopolyploiden Raps (1,68 pg Rubsen, 1,94 pg Kohl, 3,4 pg
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Raps). Die vorliegende Studie kommt auf ein deutlich additiveres Verhaltnis
der relativen DNA-Gehalte von Raps (0,314s), Rubsen und Kohl (0,134s +
0,179s = 0,313s). Das Verhaltnis von Kohl zu Rulbsen stimmt in der
vorliegenden Studie jedoch gut mit Literaturangaben (berein (Johnston et
al. 2005: Ribsen ist 14% kleiner als Kohl, Narayan 1998: 13%, hier 15%).

Das Verhaltnis von Chromosomenzahl zu relativem DNA-Gehalt fur die
untersuchten Arten zeigt, dass im Brassica-Verwandtschaftskreis
Ploidiestufen gut voneinander getrennt werden koénnen (Abbildung 21).
Innerhalb einer Ploidiestufe ist das Verhaltnis zwischen Chromosomenzahl
und relativem DNA-Gehalt allerdings nicht linear, sondern hangt stark von
der individuellen GréRe der Chromosomen ab. Diese kann schon bei nah
verwandten Arten stark verschieden sein.

Innerhalb der Ploidiestufen kénnen aufgrund des relativen DNA-Gehaltes
keine Ruckschlisse auf die Chromosomenzahlen getroffen werden
(Sabhaval & Dolezel 1993). Zum Beispiel zeigen B. rapa (2n=20) eine der
héchsten Chromosomenzahlen der diploiden Arten, jedoch einen der
kleinsten relativen DNA-Gehalte der untersuchten diploiden Arten. Brassica
oleracea (2n=18) und B. nigra besitzen zwar weniger Chromosomen
(2n=16), weisen jedoch deutlich hohere relative DNA-Gehalte auf
(Abbildung 21). Bei Hybriden kann somit tber den relativen DNA-Gehalt nur
dann eine Abschatzung der Chromosomenzahl erfolgen, wenn beide Eltern
bekannt sind. In Folgegenerationen ist eine Abschatzung moglich, wenn
beide Eltern etwa dieselbe Chromosomengrofie besitzen (z.B. bei
Raphanus-Hybriden, Eber et al. 1994). Ansonsten kann nur der Ploidiegrad
bestimmt werden, und Chromosomenzahlungen sind zusatzlich erforderlich.
Bei tetraploiden Ribsen und Raps sind zwar die Eltern bekannt, aber
vermutlich fihren Abweichungen in der Meiose zu aneuploiden Gameten
und Nachkommen und erschweren die Auswertung (Aneuploidie: der Besitz
von mehr oder weniger Chromosomen als einem genauen Vielfachen des
einfachen Chromosomensatzes, Kapitel 4.12). Triploide Hybride zwischen
diploiden Riibsen und Raps lassen sich mit dieser Methode einfach und
sicher identifizieren.
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4.8 Vorkommen von potenziellen Kreuzungspartnern im Unter-
suchungsgebiet

Von den in Tabelle 1.1 aufgeflihrten Arten konnten B. nigra, B. juncea,
Eruca sativa, Erucastrum gallicum und Hirschfeldia incana wahrend der
Kartierungen nicht im Unterschungsgebiet nachgewiesen werden. Die
ersten vier kommen nach Weber (1995). in Sidwest-Niedersachsen selten
eingeschleppt vor; H. incana wurde bisher nur selten und vorribergehend
eingeschleppt in Sudwest-Niedesachsen aufgefunden. Die anderen acht
Arten (B. rapa, B. oleracea, Raphanus raphanistrum, R. sativus, Sinapis
arvensis, S. alba, Diplotaxis muralis und D. tenuifolia) kommen nach Weber
(1995) zerstreut bis haufig in Stidwest-Niedersachsen vor. Sie wurden alle
wahrend der Kartierungen an den selben Standorten wie Raps aufge-
funden. Bis auf die beiden Diplotaxis-Arten konnten alle auch sympatrisch
mit Raps dokumentiert werden. Abgesehen von D. muralis (4x, selbst-
kompatibel) sind die Arten diploid und besitzen ein sporophytisches Selbst-
inkompatibilitdtssystem. Brassica rapa, R. raphanistrum und S. arvensis
sind als sogenannte ,gefahrliche” Unkrauter in mehreren Landern eingestuft
(Holm et al. 1991). In Deutschland gilt erstere als allgemeines Unkraut und
die anderen beiden als Hauptunkrauter (Holm et al. 1991), allerdings
gehdren alle drei nicht zu den entscheidenden Unkrautern in deutschen
Rapsfeldern (Gerowitt & Gorke 2007). Regional kénnen erhebliche Unter-
schiede im Vorkommen und in der Haufigkeit potenzieller Kreuzungspartner
von Raps auftreten (Abbildung 35). In einer Studie im Braunschweiger
Umland (sudostliches Niedersachsen) konnte aus den Brassicinae
ausschlieBlich S. arvensis sympatrisch mit Raps gefunden werden (Dietz-
Pfeilstetter 2005, 2007). In den Hafenbereichen von Braunschweig kommen
neben B. napus und S. arvensis auch R. raphanistrum, R. sativus und
D. tenuifolia vor (Brandes 2002). Im Raum Detmold (Nordrhein-Westfalen)
konnten sympatrisch mit Raps neben S. arvensis auch R. raphanistrum und
B. oleracea gefunden werden (Haeupler et al. 2004). Brassica rapa in
direkter Nachbarschaft zu Raps fehlte in beiden Regionen. Im Raum
Bremen wurden zusatzlich zu den acht in der vorliegenden Studie nach-
gewiesenen Arten auch B. nigra und Hirschfeldia incana gefunden. Die
Diversitat der Kreuzungspartner war im urbanen Raum im Vergleich zum
landlichen Raum deutlich erhoht (Breckling et al. 2003, Menzel 2006).
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Neben der raumlichen Nahe sind Uberschneidende Blihzeitpunkte eine
grundlegende Voraussetzungen fir Genfluss zwischen Taxa. Verwilderte
Raps-Populationen konnten blihend ab Anfang April beobachtet werden
und Uberschnitten sich weitgehend in ihrer Bliihphase mit dem angebauten
Winterraps (Ende April bis Ende Mai). Einzelne Populationen blihten
abweichend erst im Sommer. Einzelpflanzen, besonders nach Ver-
letzungen, wurden blihend bis in den Herbst beobachtet. Raps kann
auBerhalb der Kulturflachen Uber die gesamte Vegetationsperiode bis zum
ersten Frost blihen (Breckling et al. 2003, Haeupler et al. 2004). Sehr spat
blihende Rapspflanzen kommen allerdings nicht mehr zur Samenreife
(Elling, persodnliche Beobachtungen).

Darlber hinaus missen weitere pra- und postzygotische Isolationsbarrieren
Uberwunden werden, damit es zu einer Bestaubung, Befruchtung und zur
erfolgreichen Entstehung eines Hybriden kommt. Durch Rickkreuzung
(semi-)fertiler Hybride mit den Eltern und genomische Rekombination kann
es zur Introgression von artfremden Genen im wilden Verwandten kommen.
Dabei spielt die Fitness der Hybrid- und Folgegenerationen eine
entscheidende Rolle.

4.8.1 IHP-Werte und Priorititenliste der potenziellen Kreuzungs-
partner

Zur Bewertung der Neigung der einzelnen Arten zur introgressiven
Hybridisierung mit Raps und zur Abschatzung der méglichen Persistenz von
Transgenen in natirlichen oder verwilderten Populationen schlagen Devos
et al. (2009) die Berechnung eines Genflussindexes vor. Der IHP-Wert
(engl. introgressive hybridisation propensity, dt. Neigung zur introgressiven
Hybridisierung) ermdglicht die Erstellung einer Prioritatenliste fur ein lokales
Monitoring potenzieller Kreuzungspartner von Raps im Untersuchungs-
gebiet. Der Index beinhaltet die Bewertung von sechs aufeinander
folgenden Schritten: 1. Gemeinsames Vorkommen der Art mit angebautem
Raps, 2. Uberlappung der Bliihzeitpunkte, 3. Bildung lebensfahiger und
fertiler Fi-Nachkommen, 4. Rickkreuzung zum wilden/ verwilderten
Verwandten, 5. Stabilisierung und Integration des Transgens im Genom des
Verwandten und 6. Persistenz des Transgens in wilden oder verwilderten
Populationen (Tabelle 7.7 im Anhang F). Die Bewertung der Schritte 2.-6.
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erfolgte nach Literaturangaben (Tabelle 7.8 im Anhang F, verandert nach
Devos et al. 2009), wahrend Schritt 1.a-b, soweit moglich, aus den
Ergebnissen der Kartierungen abgeschatzt wurde. Bezogen auf die im
Osnabriicker Land kartierten Arten lasst sich folgende Rangfolge nach
Neigung der Arten zur introgressiven Hybridisierung mit Raps erstellen:

1. B.rapa (IHP=13,9), 2. R. raphanistrum (6,3), 3. S. arvensis (5,6),
4. R. sativus (5,6), 5. B. oleracea (4,9), 6. S. alba (4,6), 7. D. tenuifolia (3,9)
und 8. D. muralis (3,0).

Von intergenerischen hin zu interspezifischen Kreuzungen soll die Fahigkeit
zur Hybridisierung mit Raps fur die acht gefundenen Arten in den folgenden
Kapiteln diskutiert werden. Es ist zu beriicksichtigen, dass der Schwerpunkt
der vorliegenden Studie in der Detektion von Raps-Ribsen-Hybriden liegt.
Mittels Durchflusszytometrie hatten jedoch auch andere Hybride unter Be-
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Abbildung 35: Verbreitung von B. rapa (links) und Raphanus raphanistrum (rechts) in
Deutschland. Quelle: Datenbank der floristischen Kartierung von GeféaRpflanzen (Florkat)
am Bundesamt fur Naturschutz, unkorrigierter Datenstand 12/2006 (FloraWeb). Gefllte
Kreise: nach 1950 nachgewiesen, ungefiilite Kreise: nach 1950 nicht mehr nachgewiesen
oder erloschen
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teiligung von Raps detektiert werden konnen, da zumeist triploide F;-
Hybride zwischen tetraploidem Raps und den diploiden wilden Verwandten
zu erwarten sind (Ausnahme D. muralis, da tetraploid).

4.8.2 Diplotaxis tenuifolia und D. muralis

Diplotaxis muralis konnte im August blihend an einem Stralenrand
beobachtet werden, an dem im vorhergehenden Frihjahr Raps kartiert
wurde. Diplotaxis tenuifolia wurde blihend im Spatsommer an ruderalen
Standorten im Untersuchungsgebiet beobachtet, konnte aber nicht
zusammen mit Raps aufgefunden werden. BiolFlor gibt als Bliitezeiten fur
D. muralis Juni bis September bzw. fir D. tenuifolia Mai bis Oktober an.
Beide Arten sind im Untersuchungsgebiet selten eingeschleppt anzutreffen
(Weber 1995). Sie uberlappen in der Blitezeit im Sommer mit einigen
ruderalen Rapspopulationen, nicht aber mit der Hauptbliite von Winter-
rapsfeldern im Untersuchungsgebiet. Bei Handbestaubung lassen sich
Hybride mit Raps erzeugen. Spontane Hybridisierungen mit Raps unter
natlirlichen Bedingungen wurden bisher nicht beobachtet (FitzJohn et al.
2007). Gemeinsame Vorkommen mit Raps sowie Hybride zwischen den
Diplotaxis-Arten und Raps konnten wahrend der Kartierungen nicht
identifiziert werden. Als Hybridisierungspartner von Raps sind beide Arten
im Untersuchungsgebiet von geringer Bedeutung (sie belegen die letzten
beiden Range aufgrund ihrer IHP-Werte).

4.8.3 Sinapis arvensis und S. alba

Sinapis arvensis und S. alba kommen im Untersuchungsgebiet relativ haufig
vor, wobei erstere als Ackerunkraut und an ruderalen Habitaten angetroffen
wurde, wahrend letztere fast nur in und nach der Kultur (Grindinger,
Zwischenfrucht, Wildacker) vorkommt. Im Untersuchungsgebiet treten beide
Senfarten zerstreut bis haufig in Unkraut-Populationen auf (Weber 1995).
Sinapis arvensis blihte wahrend der gesamten Vegetationsperiode mit
groRen Uberlappungen zum Kulturraps im Friihjahr (auch von Haeupler et
al. 2004 beobachtet). Im Freilandversuch mit Unkrautraps bliht S. arvensis
nach Vernalisiation parallel zu den angebauten Rapssorten (Tabelle 7.4 im
Anhang D). Sinapis alba blihte je nach Aussaat ebenfalls ganzjahrig: die
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Blite begann etwas spater im Friihjahr mit Uberschneidungen zur
Hauptblite des Winterrapses. Da diese Art als Grindiinger und Erosions-
schutz im Winterhalbjahr eingesetzt wird, konnten zahlreiche blihende
S. alba Felder im Herbst bis zum ersten Frost im November beobachtet
werden.

Bei Handbestdubung wurden einzelne Hybride zwischen Raps und den
beiden Sinapis-Arten und Raps erzeugt (Moyes et al. 2002, FitzJohn et al.
2007), die eine deutlich reduzierte Fertilitat aufweisen (0-40% Pollenfertilitat,
Kerlan et al. 1992). Im Osnabriicker Raum konnten keine Hybride zwischen
Raps und einer der beiden Sinapis-Arten gefunden werden. Spontane
Hybridisierungen zwischen Raps und S. alba sind nicht bekannt. Im
Untersuchungsgebiet ist S. alba hinsichtlich des Auskreuzungspotenzials
mit Raps von geringer Bedeutung (IHP Rang 6). Bei Handkreuzungen von
Raps mit Sinapis arvensis konnten nur Hybride erzeugt werden, wenn Raps
als Pollendonor fungierte oder mannlich steriler Raps als Mutterpflanze
verwendet wurde (zusammengefasst in FitzJohn 2007). Allerdings haben
Daniels et al. (2005) bei einem Feldversuch mit mannlich fertilem Raps und
Ackersenf einen einzelnen Hybriden nachgewiesen. Wer bei der Entstehung
dieses Hybriden den mutterlichen Elter stellte, ist jedoch unklar. Es ist
umstritten, ob dieser als Nachweis fur Hybridisierungen unter nattrlichen
Bedingungen zu werten ist (Devos et al. 2009). Aufgrund der Haufigkeit von
S. arvensis als Unkraut im Osnabriicker Land und sympatrischer
Vorkommen von S. arvensis mit Raps sollte S. arvensis hinsichtlich der
Genflussproblematik nicht unbeachtet bleiben (IHP-Rang 3 im Unter-
suchungsgebiet).

4.8.4 Raphanus raphanistrum und R. sativus

Die Wildart Raphanus raphanistrum konnte im Untersuchungsgebiet nur an
einem einzigen Fundort kartiert werden Diese Art ist im Osnabriicker Land
bisher selten gefunden worden (Feder 2000), in Sidwest-Niedersachsen im
Riickgang (Weber 1995). und steht als gefahrdete Art auf den Roten Listen
von Niedersachsen, Schleswig-Holstein und Hamburg (Kategorie 3 bzw. 1
in Hamburg, Poppendieck et al. 1998, Garve 2004, Mierwald & Romahn
2006). Die Einordnung in den Roten Listen (Archaophyt) steht im Wider-
spruch mit der Einstufung als Neophyt nach FloraWeb. Es ist anzunehmen,
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dass eine erste Einwanderung als Ackerkulturbegleiter aus dem Mittelmeer-
raum schon vor 1500 erfolgte (Dull & Kutzelnigg 2005, BiolFlor). Raphanus
sativus tritt als Kulturpflanze (Grundiinger, Wildacker) und als Kultur-
flichtling deutlich haufiger als R. raphanistrum auf.

Blihende Individuen von R. raphanistrum wurden zwischen Mitte Juli und
Ende September angetroffen. In diesem Zeitraum wurden am selben
Fundort einzelne blihende, verwilderte Rapspflanzen und blihender
R. sativus beobachtet (Abbildung 36). Auch in der Literatur wird als
Blihbeginn von Hederich der Juni angegeben (Haeupler et al. 2004,
BiolFlor). Die Blltezeit von R. raphanistrum iberschneidet sich somit in der
Regel nicht mit der Hauptblihphase des angebauten Winterrapses, wohl
aber mit der Bliitezeit einzelner verwilderter Rapspflanzen (und mit der
Blitezeit von Sommerraps). Raphanus sativus konnte blihend abhangig
vom Zeitpunkt der Aussaat ab dem Friihjahr mit Uberschneidung zur
Hauptblite des Winterrapses, Uber den gesamten Sommer bis Anfang
Oktober angetroffen werden. Im Freilandversuch mit Unkrautraps bliht
R. sativus nach Vernalisiation parallel zu den angebauten Rapssorten
(Tabelle 7.4 im Anhang D).

Beide Raphanus-Arten kénnen auch miteinander interspezifisch
hybridisieren (Panetsos & Baker 1967, Snow et al. 2001, Campbell et al.
2006). Interspezifische Hybridabkdmmlinge haben durch ihr gesteigertes
Kolonisationsvermdgen lokal in Kalifornien die reinen Elternlinien verdrangt
(Snow et al. 2001, Hedge et al. 2006). Intergenerische Hybride zwischen
R. sativus und Raps sind bisher nur mit mannlich sterilem Raps als
Mutterpflanze nachgewiesen worden. In der vorliegenden Studie sind keine
Hybride detektiert worden. Da R. safivus im Untersuchungsgebiet
sympatrisch mit Raps auftritt, sollte er hinsichtlich der Genflussproblematik
nicht unbeachtet bleiben (IHP Rang 4).

Hybride mit R. raphanistrum und Raps koénnen reziprok und spontan
entstehen (Eber et al. 1994, Darmency et al. 1998, Ammitzbgll & Jargensen
2006). Fungiert mannlich fertiler Raps als Mutterpflanze, wurden bei
Bestaubung mit R. raphanistrum je nach Studie Hybridisierungsraten
zwischen 4x10 ® und 5x10™ berechnet (Chévre et al. 2000, Rieger et al.
2001). Deutlich hoher ist der Anteil an Hybridsamen auf mannlich sterilem
Raps (Ammitzbgll & Jgrgensen 2006). Mit R. raphanistrum als Mutter-
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pflanze kann die Hybridisierungsrate 0,2 bis 6x10™ Prozent Hybridsamen
erreichen (Darmency et al. 1998) In anderen Studien liegt sie mit 107 bis
3x10° Prozent deutlich niedriger (Chévre et al. 2000, Warwick et al. 2003).
F,-Hybride weisen meist die triploide Genomstruktur RrAC auf (Eber et al.
1994, Chévre et al. 2007). Unter Beteiligung unreduzierter Gameten kénnen
auch tetraploide (RrRrAC) oder hexaploide (RrRrAACC) Hybride entstehen
(Chévre et al. 2000, Rieger et al. 2001). Die Beobachtung von Multivalenten
wahrend der Meiose in den F-Hybriden (in 9,2% der Pollenmutterzellen)
zeigt, dass zwischen den Genomen Homologien bestehen und somit
Rekombination mdglich ist (Eber et al. 1994). Allerdings fiihrten Ruick-
kreuzungen transgener (herbizidresistenter) Hybride mit R. raphanistrum
unter Selektionsdruck zwar in der vierten Generation zu Nachkommen mit
ahnlichem DNA-Gehalt wie die Wildart, diese besitzen aber ein
zusatzliches, transgentragendes Chromosom, welches bis dato nicht ins
Raphanus-Genom integriert wurde (Al Mouemar & Darmency 2004, Chévre
et al. 2007). Die Pollenfertilitat der F4-Hybride ist gering und betragt oftmals
weniger als ein Prozent (Warwick et al. 2003). Maximal 15-30% farbbare
Pollen wurden in Einzelpflanzen dokumentiert (Ammitzbgll & J@rgensen
2006, Eber et al. 1994). Wahrend die F4- und F,-Generationen in ihrer
Fitness stark reduziert sind, nimmt die Fitness bei Rulckkreuzung mit
R. raphanistrum zur BCs-Generation hin wieder deutlich zu, besonders bei

Abbildung 36: Raps sympatrisch mit Raphanus. Links: Raphanus raphanistrum blihend
und Raps zum Teil blihend (Pop226) im Herbst 2005, vegetatives Rapsfeld im Bild oben
links. Rechts: Raphanus sativus und Raps an einem Stralenrand.
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Individuen mit R. rapanistrum-Cytoplasma (Gueritaine et al. 2002). In der
hier vorliegenden Studie konnten keine Hybride von R. raphanistrum und
Raps detektiert werden. Allerdings wurden im Vergleich zu anderen Studien
nur sehr wenige und ausschlief3lich adulte Pflanzen untersucht. Hinsichtlich
Genflussproblematik mit Raps muss R. raphanistrum im Untersuchungs-
gebiet nach Rubsen als eine prioritare Art betrachtet werden (IHP Rang 2).

4.8.5 Brassica oleracea

Das natlrliche Verbreitungsgebiet von Kohl liegt an den Kisten des
Mittelmeers und Atlantiks. In Deutschland gibt es wilden Kohl ausschlief3lich
auf Helgoland. Im Untersuchungsgebiet kommt Kohl nur als Kulturpflanze
vor, zum Teil in sympatrischen Vorkommen mit Raps oder als (ephemeres)
Unkraut. Der Bllihzeitpunkt des biennen Kohls (berschneidet sich im
Untersuchungsgebiet mit der Hauptblite von Raps (auch im Feldversuch
sowie von Haeupler et al. 2004 beobachtet). Hybride zwischen Raps und
Kohl sind im Vergleich zu Riibsen schwierig zu erzeugen, besonders wenn
Raps als Pollendonor fungiert (FitzJohn et al. 2007). Triploide Hybride sind
in ihrer Fertilitdt reduziert (1% bis 59% Pollenfertilitat). Hexaploide Hybride
aus unreduzierten Gameten beider Eltern (AACCCC) konnen auch eine
unreduzierte Pollenfertilitat zeigen (94%, Kerlan et al. 1992).

Hybride zwischen Kohl und Raps konnten in der vorliegenden Studie weder
als etablierte Pflanzen am Fundort noch in den Nachzuchten identifiziert
werden. Von den fiinf kartieten Kohlbestdnden waren drei angesate
Wildacker, einer ein Gberdauernder Rest eines Wildackers an einem Acker-
rand und nur einer besiedelte ephemer einen ruderalen Standort.
Auskreuzungen von Raps in Kohl werden im Untersuchungsgebiet
vorwiegend auf angesaten, mehrjahrig Uberdauernden Wildackern mit
Mischbestanden beider Arten von Relevanz sein. Hinsichtlich des Moni-
torings liegt B. olerecea auf dem 5. IHP-Rang aufgrund seines seltenen
Auftretens in der Nahe von Rapsfeldern im Untersuchungsgebiet und den
seltenen Nachweisen von Fq-Hybriden unter naturlichen Bedingungen.
Dennoch konnten Ford et al. (2006) Hybridisierung und Introgression von
Rapsgenen in eine natirliche Kohlpopulation in England dokumentieren.
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4.8.6 Brassica rapa

In Niedersachsen gilt B. rapa als unbestandiger Neophyt, der aus der Kultur
verwildert (Garve 2007). Wie schon in Kapitel 1.2.3 erwéahnt, ist die
Einstufung von Riubsen (Status und Persistenz) umstritten. Das Vorkommen
von Ribsen in Niedersachsen ist unzureichend in der floristischen
Kartierung erfasst, sodass keine aussagekraftige Karte der Verbreitung fir
Niedersachsen zur Verfigung steht (Garve 2007). Ob echte Wild-
vorkommen von B. rapa ssp. campestris in Sudwest-Niedersachsen
vorhanden sind, war bisher géanzlich unbekannt (Weber 1995). Im
Untersuchungsgebiet konnten Ribsen haufig in Kultur gefunden werden
(Wildacker, Blihstreifen, Griindlingung). Verwilderte Populationen und ein
einziges potenziell natlrliches Vorkommen der Wildriibe (Pop54, Abbildung
37) wurden nachgewiesen. Verwilderte Vorkommen treten sowohl an
Ackerrandern (als Volontare oder Unkrauter), als auch an ruderalen
Standorten wie Stralenrandern und Brachflachen auf. An beiden Standort-
typen wurden auch gemischte Bestande mit Raps gefunden. Ribsen als
Unkraut in einem Rapsfeld wurde nur an einem Standort kartiert (Pop54). Im
Raum Osnabrick wurden 2004 an 3% der Rapsfundorte auch Ribsen
gefunden (in den Folgejahren wurden sympatrische Bestande uUber-
proportional haufig kartiert). In Bremen traten bei einer dreijahrigen
flachigen Kartierung im Mittel in 5,1% (+/- SD = 6,0%) der Rapsbestande
auch Rubsen auf (Menzel 2006).

In der vorliegenden Studie konnten 16 von 18 gemischten Bestanden von
Raps und Ribsen in mehr als einem Untersuchungsjahr wieder aufge-
funden werden. Dabei waren vor allem die verwilderten sympatrischen
Populationen langlebig und konnten meist in mehr als zwei Jahren
aufgefunden werden.

Innerhalb Deutschlands bestehen regionale Unterschiede der Verbreitung
von Rubsen: wahrend in Osnabriick und Bremen Ribsen sympatrisch mit
Raps auftritt, konnten in Detmold und Braunschweig keine sympatrischen
Raps-Riibsenbestande gefunden werden (Breckling et al. 2003, Haeupler et
al. 2004, Dietz-Pfeilstetter 2005, Menzel 2006, Dietz-Pfeilstetter 2007).
Insgesamt ist Ribsen haufiger im Suden und Westen als im Norden und
Osten nachgewiesen worden (Abbildung 35). Ribsen ist allerdings kein
wichtiges Unkraut in deutschen Rapsfeldern (Gerowitt & Gorke 2007). In
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Danemark hingegen tritt Riibsen haufig als Unkraut vor allem in Rapsfeldern
auf (Jargensen & Andersen 1994, Landbo et al. 1996, Snow et al. 1999,
Hansen et al. 2003). Auch in weiteren Studien aus dem européischen und
aulereuropaischen Ausland wurden Ribsen an ruderalen Standorten und
als Ackerunkraut benachbart zu Raps dokumentiert. So ist Riibsen in
Sidschweden und in den Niederlanden lokal haufig anzutreffen
(Johannessen et al. 2006, Bleeker, Universitat Osnabriick pers. Mitteilung,
Luitien, Universitat Leiden pers. Mitteilung), in Osterreich im Riickgang, aber
in allen Bundeslandern vorhanden (Pascher et al. 2001), und in Frankreich
in den Rapsanbaugebieten eher selten vorhanden (Fellous & Messéan
2004). Auch in Kanada kommt Ribsen sympatrisch mit Raps auf ruderalen
und landwirtschaftlich genutzten Flachen vor (Warwick et al. 2003, Simard
et al. 2006, Warwick et al. 2008). In England bestehen regionale Unter-
schiede in der Haufigkeit von B. rapa an ruderalen Standorten und als
Unkraut in Rapsfeldern. Ribsen besiedelt in England vorwiegend die
Uberflutungszonen groRer Fliisse wie der Themse (Scott & Wilkinson 1998,
Scott & Wilkinson 1999, Wilkinson et al. 2000, Wilkinson et al. 2003, Norris
et al. 2004). Im Untersuchungsgebiet gibt es keine Flusse, die Habitate fur
wilde Rubsenpopulationen bieten konnten. Auch vom Rhein (Schmitz
personliche Mitteilung, Universitdt Dulsseldorf) und anderen deutschen
Flissen sind solche Populationen nicht bekannt.

Wie auch Raps kann Ribsen in einer sommer- und einer winterannuellen
Lebensform auftreten. In Danemark wurden beide Formen als land-
wirtschaftliche Unkrauter dokumentiert (Landbo et al. 1996, Hansen et al.
2003). Im Untersuchungsgebiet in Osnabriick zeigte die Mehrzahl der
Rilbsen eine breite Uberlappung mit der Winterrapsbliite im Friihjahr
(winterannuell), wobei der Ribsen meist einige Tage vor Raps zur Bliite
kam (Freilandversuch mit Unkrautraps: nach Vernalisiation bliht diploider
Ribsen im Mittel neun Tage vor den angebauten Winterrapssorten, Tabelle
7.4 im Anhang D). Einzelne blihende Ribsenbestande wurden wahrend
der gesamten Vegetationsperiode (bis Ende September) im Untersuchungs-
gebiet gefunden. Dies entspricht den Literaturangaben fir Deutschland
(BiolFlor). Einige der verwilderten Populationen zeigten eine Ribenbildung
wie die Kultur-Rubensorten und entstammen wahrscheinlich dem Anbau.
Unterschiede in der Ploidie der verwilderten Rubsenbestédnde wurden hier
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erstmals fir Deutschland dokumentiert. In den folgenden Betrachtungen soll
der Schwerpunkt auf diploiden Ribsen liegen, wahrend die Bedeutung
tetraploider Bestande separat im dritten Teil der Diskussion besprochen
wird.

Vorkommen sympatrischer Populationen mit Uberlappenden Blihzeiten
bilden Grundvoraussetzungen fir Hybridisierung und Introgression zweier
Taxa. Von allen Arten, die bisher mit Raps mittels Handbestdubungen
gekreuzt wurden, zeigt diploider B. rapa den hdchsten Samenansatz pro
Kreuzung (FitzJohn et al. 2007). Spontane Hybridisierungen zwischen Raps
und Ribsen unter natirlichen oder naturnahen Bedingungen sind in
gemischten oder benachbarten Bestanden in zahlreichen Studien nach-
gewiesen worden (z.B. Jargensen & Andersen 1994, Landbo et al. 1996,
Wilkinson et al. 2000, Warwick et al. 2003, Halfhill et al. 2004b, Simard et al.
2006). In naturlichen Unkrautribsen-Populationen in Danemark konnten
Hansen et al. (2001, 2003) die Introgression von Rapsgenen nachweisen
und Uber mehrere Generationen verfolgen. In Kanada konnten Warwick et
al. (2008) die Introgression und Persistenz von Transgenen Uber sechs
Jahre in einer naturlichen Rubsenpopulation dokumentieren. Aufgrund weit-
gehender Homologien kénnen die Chromosomen der A und C-Genome
miteinander wahrend der Meiose homolog und homeolog rekombinieren,
sodass eine Introgression von Rapsgenen in den Genpool von B. rapa
stattfinden kann (Mikkelsen et al. 1996, Tomiuk et al. 2000, Halfhill et al.
2004a, Leflon et al. 2006). Hybridisierung zwischen Raps und Ribsen in
gemischten Bestanden sind eher die Regel als die Ausnahme.

Auch in der vorliegenden Studie konnten in zwei gemischten Raps-Rubsen-
Bestanden triploide Pflanzen mittels Durchflusszytometrie identifiziert
werden (Pop54, Pop219). Der einzige etablierte triploide F;-Hybrid wurde
2005 in Population 219 entdeckt und stellt damit den ersten Nachweis flr
den Hybriden B. xharmsiana OE SCHULZ in Siidwest-Niedersachsen (Weber
1995). In Population 54 konnten weder 2004 noch in den Folgejahren bis
2008 etablierte Fq-Hybride gefunden werden, jedoch waren flnf
Nachzuchten aus dem Saatgut einer Ribsen-Mutterpflanze triploid. In den
triploiden Nachkommen wurden Rapsallele in den Mikrosatellitenanalysen
detektiert. Hinweise auf Introgression von Rapsmarkern in diploide Ribsen
geben einzelne Individuen der Populationen 56 und 219 (je 2 Individuen mit
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je 1 Rapsallel) sowie ein Nachkommen aus Population 54. In Population 56
(Wildacker) konnten in 12 von 22 tetraploiden Ribsen Rapsallele nach-
gewiesen werden, was auf Genfluss von Raps in tetraploiden Rubsen im
Untersuchungsgebiet hinweist (Kapitel 4.13). Hinsichtlich eines Monitorings
der Auskreuzung von Raps in nahe Verwandte ist B. rapa im Unter-
suchungsgebiet als prioritéare Art zu betrachten (IHP Rang 1).

4.8.6.1 Hybridisierungsraten

Hybridisierungsraten werden generell stark durch verschiedene Faktoren
des experimentellen Designs wie Isolationsdistanzen, relative Artenhaufig-
keit, Pflanzendichte, Sorten- bzw. genotypische Variabilitdt und individuelle
Variabilitat bestimmt. AuRerdem spielt die Richtung eine entscheidende
Rolle: Bei Handbestaubung sind Kreuzungen mit Raps als Mutter generell
erfolgreicher (durchschnittlich 2,29 Hybriden pro Bestdubung) als reziproke
Kreuzungen (Ribsen @ x Raps & mit 0,44 Hybride pro Bestdubung,
FitzJohn et al. 2007). Dies entspricht der allgemeinen Beobachtung, dass

Kreuzungen zwischen unterschiedlichen Zytotypen dann erfolgreicher sind,
wenn die Mutter die hohere Ploidie aufweist (Kerlan et al. 1992, Ramsey &
Schemske 1998).

Abbildung 37: Persistente diploide Rubsenpopulation 2008 am Rand eines Rapsfeldes
(Population 54). Einzig potenziell wildes Vorkommen von B. rapa ssp. campetris im
Osnabricker Land.
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Riibsen (?) x Raps (3)
Studien der Hybridisierung zwischen Raps und Ribsen unter natirlichen
Bedingungen dokumentieren zumeist die Auskreuzung von Raps als
Pollendonor (&) in diploiden Ribsen als Mutterpflanze (). Dem liegen
oftmals die Annahmen zugrunde, dass der selbstinkompatible Ribsen als
Unkraut verstreut in oder benachbart zu Rapsfeldern auftritt, von Raps und
Rapspollen dominiert und befruchtet wird und aufgrund der Offnungsfriichte
vor der Rapsernte (so auch Pop54 beobachtet) sein Saatgut ausstreut,
wahrend der groflte Teil der Rapssamen erst spater geerntet wird. Unter
diesen Bedingungen sind die héchsten Hybridisierungsraten zu erwarten.
Kreuzen die entstehenden Hybride wiederum mit Ribsen zurlick, besteht
der Weg zur Introgression von (Trans-)Genen in natirliche Ribsen-
populationen. Warwick et al. (2003) konnten in einem Feldversuch mit
(herbizidresistentem) Sommerraps in Kanada im Mittel 7% Hybridnach-
kommen bei einer diploiden Riibsenpflanze pro m? dokumentieren (Raps in
normale Saatstérke fiir Kanada ~160 Samen/ m?). Halfhill et al. (2004b)
wiesen im Mittel ~10% Hybridnachkommen bei hohem Verhaltnis von
Sommerraps zu Ribsen (600:1) nach. Die Hybridisierungsrate war fir
Ribsen innerhalb von Rapsflachen deutlich héher (~37%), verglichen mit
Ribsen an den Randern (~5%). Mit zunehmendem Anteil an Ribsen nahm
die Hybridisierungsrate ab (~2%, bei 180:1, Halfhill et al. 2004b). Isolierte,
selbstinkompatible Rubsen-Einzelpflanzen umgeben von Raps kénnen sehr
hohe Anteile von Hybridnachkommen aufweisen. Bei zwei Rubsen-Einzel-
pflanzen in danischen Rapsfeldern dokumentierten Jgrgensen & Andersen
(1994) 56% bzw. 93% Hybridnachkommen. In Feldversuchen mit wildem
danischen Ribsen wurde beobachtet, dass Hybridisierung (und Ruck-
kreuzung) mit Ribsen als Pollenakzeptor vor allem bei niedrigen Pflanzen-
dichten und hohen Raps- (und/ oder F;-) Haufigkeiten stattfindet, wobei
einige wenige B. rapa Mutterpflanzen fast alle Hybridnachkommen
produzieren (Pertl et al. 2002). Starke Schwankungen individueller
Hybridisierungsraten zwischen den Mutterpflanzen wurden in zahlreichen
Studien dokumentiert (Landbo et al. 1996: 0-15% Hybridnachkommen je
Mutterpflanze, Warwick et al. 2003: 0-53%, Norris et al. 2004: 0-43%,
Simard et al. 2006: 0-68%). Dies entspricht der Beobachtung, dass im
Osnabriicker Land nur in der Nachkommenschaft einer einzigen Mutter-
pflanze F4-Hybride nachgewiesen werden konnten (Population 54 Mutter-
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pflanze 5: 56% Hybridnachkommen). Auch zwischen Sorten und Genotyp
kénnen sich Hybridisierungsraten stark unterscheiden. Bei unterschied-
lichen transgenen Sommerrapslinien fanden Halfhill et al. (2002, 2004b)
zwischen 0,7-16,9% bzw. zwischen 4-22% Hybridnachkommen.

In natlrlichen Ribsen-Populationen in Rapsfeldern koénnen Dichte,
Artenverhaltnis und Verteilung zu sehr unterschiedlichen Hybridisierungs-
raten flhren. In Kanada wurden in einem kommerziellen Sommerrapsfeld
13,6% Hybridnachkommen bei Unkrautriibsen gefunden (Warwick et al.
2003). Diese hohere Rate als in den kanadischen Feldversuchen (7%)
beruht wahrscheinlich auf gréReren Distanzen zwischen den selbst-
inkompatiblen Ribsen. Simard et al. (2006) untersuchten in Kanada
insgesamt acht naturliche Populationen an Ackerrandern benachbart zu
Sommerraps und dokumentierten zwischen 1,1% und 17,5% Hybridsamen
auf Ribsen. In zwei danischen Winterrapsfeldern mit parallel blihenden
Ribsenpopulationen wurden 3% bzw. 60% Hybridnachkommen beobachtet
(Landbo et al. 1996). In natirlichen Ribsen-Bestande an englischen
Fliissen, benachbart zu Rapsfeldern wurden zwischen 0,4% und 1,5%
Hybridnachkommen dokumentiert (Scott & Wilkinson 1998, Allainguillaume
et al. 2006). Fir ganz England resultierte aus den Untersuchungen von
Wilkinson et al. (2003) eine Abschatzung von 32.000 Hybride jahrlich in den
dominierenden Ribsen-Flussuferpopulationen und 17.000 in den selteneren
Unkrautpopulationen.

Raps (?) x Riibsen (3)
Im Vergleich wurde der Genfluss von der Wildart in die Kulturart, d.h. mit
Raps als Mutterpflanze (9) und Riibsen als Pollendonor (), seltener unter
nattrlichen Bedingungen experimentell untersucht, obwohl dieser Weg vor
allem in sympatrischen, ruderalen Bestanden auRerhalb der Anbauflachen
maoglich ist. Auch fir die Abschatzung der Wahrscheinlichkeit des Gen-
flusses bei transplastomischem Raps (Transgen in das Chloroplastengenom
integriert) ist die Richtung von Raps (?) in Rlbsen (J') entscheidend. Da
Chloroplasten bei Hybridisierungen zwischen Raps und Ribsen aus-
schliel3lich maternal vererbt werden (Johannessen et al. 2005), gelten diese
als relativ ,sichere® Stelle fur die Integration von Transgenen in das
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Rapsgenom, denn sie kdnnen nur weitergegeben werden, wenn Raps als
mutterlicher Elter fungiert. Bei gemischter Bestdubung erhélt die Narbe eine
Mischung konkurrierender Raps- und Ribsenpollen. Dabei ist Riibsenpollen
weniger fit auf Raps, jedoch sind beide Pollentypen gleich fit auf Riibsen
(Hauser et al. 1997). Bei gemischter Bestaubung Uberleben Hybridzygoten
seltener als arteigene Zygoten, besonders in Rapsschoten. Dies steht im
Gegensatz zur Bestdubung mit reinen Pollen, bei der Hybride besser auf
Raps als auf Ribsen Uberleben. Alles in allem ist unter natirlichen
Bedingungen die Wahrscheinlichkeit von Hybridsamen auf Raps niedriger
als auf Ribsen (Hauser et al. 1997). So zeigte Jargensen und Andersen
(1994) bei einem ausgeglichenen Verhaltnis beider Arten 9% Hybridsamen
auf Raps und 13% auf dem selbstinkompatiblen Riibsen.

Johannessen et al. (2006) untersuchten Raps als mdutterlicher Elter
hinsichtlich seiner Fahigkeit, Chloroplasten an Rubsen zu transferieren.
Raps zeigt bei einem ausgeglichenen Artenverhaltnis (1:1) und hoher
Pflanzendichte eine relativ hohe Anzahl von Hybridnachkommen (5,3%).
Bei einem Raps-dominierten Verhaltnis von 3:1 und mittleren bis hohen
Pflanzendichten nimmt die Anzahl an Hybridnachkommen auf Raps ab
(0,4%). Dies beruht wahrscheinlich auf einer weniger effektiven Bestadubung
durch den anteilig unterlegenen Riibsen (Johannessen et al. 2006).
Hybridisierungen mit Raps als Mutterpflanze sind am wahrscheinlichsten in
normalen Feldern, in denen Riibsen als sehr haufigem Unkraut vorkommt
oder in gemischten Bestanden beider Arten aul3erhalb des Anbaus. Scott
und Wilkinson (1999) folgern fir England, dass Chloroplastentransfer von
Raps zu Ribsen nur selten und verstreut stattfindet. Die Wahrscheinlichkeit
des ,Entkommens von Transgenen bei transplastomischen Raps ist
demnach abhangig vom Auftreten gemischter Populationen und der
Persistenz von Raps aulRerhalb des Anbaus. In dieser Studie konnten keine
Hybride im Saatgut von Raps nachgewiesen werden, allerdings treten
gemischte Bestdnde regelmalig im Untersuchungsgebiet auf (z.B.
Wildacker und verwilderte Populationen).

4.8.6.2 Hybridfitness

Ob sich Hybride langfristig etablieren kénnen und Introgression stattfindet,
hangt von der Fertilitdt und der Fitness der F4-Hybride und ihrer Folge-
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generationen ab. Fitness wird definiert als der proportionale Anteil an
Nachkommen, die ein Individuum zur ndchsten Generation beitragt (Hails &
Morley 2005). Wurde vormals angenommen, dass Hybride evolutionar von
eher geringer Bedeutung sind, haben in den letzten Jahrzehnten zahlreiche
Studien gezeigt, dass Hybridisierungen einen wichtigen Artbildungsprozess
darstellen und keinesfalls alle Hybride eine Fitnessdepression aufweisen
(Arnold 1992, Arnold & Hodges 1995, Rieseberg 1997). Die Fitness von
Hybriden wird in der Regel relativ zu den Elternarten bestimmt und ist
umweltabhangig. Hybride, die relativ zu den Eltern im Habitat der Eltern in
ihrer Fitness reduziert sind, kdnnen unter anderen Umweltbedingungen eine
erhéhte Fitness aufweisen und sogar invasiv werden (z.B. Baumel et al.
2001: Spartina anglica, Bleeker 2003: Rorippa xamoracioides, Rieseberg et
al. 2007: Helianthus). Eine Aufspaltung vorteilhafter Merkmalskombi-
nationen der Eltern fuhrt haufig zu einer reduzierten Fertilitdt der Nach-
kommen (engl. outbreeding depression, Kapitel 4.15). In einigen Fallen
kénnen vorteilhafte Kombinationen elterlicher Merkmale eine erhohte
Fitness von Hybriden relativ zu den Eltern bedingen (engl. hybrid vigor,
Hails & Morley 2005). Beide Prozesse machen die Vorhersage von
Introgression schwierig.

Fitness der F,-Generation

Zur Beschreibung der Fitness eignen sich vegetative Fitnessparameter (z.B.
Uberleben von Keimlinge, Uberleben im Feld; Konkurrenz, Biomasse,
Schadlings-, Krankheitsresistenz) und generative Parameter (z.B. mannlich:
Pollenfertilitat, weiblich: Samenansatz). Zahireiche Studien haben unter-
schiedliche Fitnesskomponenten von triploiden F4-Hybriden aus Raps und
Ribsen (Genomzusammensetzung AAC, 2n=29) und ihren Folge-
generationen (F,, BC) untersucht. Dabei zeigten Hybridsamen vermehrt
eine vorzeitige Keimung in der Schote, insbesondere wenn Ribsen die
Mutter stellt (Hauser & Jstergard 1999).

Raps als Mutterpflanze (mannlich steril) zeigt bei Bestaubung mit fast allen
Wildkruziferen einheitlich kleine Hybridsamen. Kleine Samen sind meist im
Vergleich zu gréReren in ihrer Fitness (Etablierung unter Feldbedingungen,
Biomasse) stark reduziert. Samen aller GroRenklassen konnten nur bei
Bestaubung durch B. rapa beobachtet werden (Wei & Darmency 2008).
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Hauser et al. (1998a) konnten zeigen, dass triploide F4-Hybride in ihrer
Fitness (Uberleben im Feld, Schotenansatz, Samenzahl) zwischen ihren
Eltern liegen und dabei eine héhere Fitness besitzen als Riibsen. Zwischen
den Nachkommen unterschiedlicher Pflanzen oder Sorten wurden geno-
typische Unterschiede beobachtet. Ammitzbgll et al. (2005) zeigten, dass
die Photosynthesekapazitat der F;-Hybride in derselben Hohe liegt wie die
der Eltern. Die Hybride wiesen jedoch eine reduzierte reproduktive Fitness
(Pollenfertilitat, Samenansatz) auf. In den Versuchen von Sutherland et al.
(2006) reagierten F4-Hybride bei Frall an Keimlingen negativ hinsichtlich
ihrer adulten Biomasse und signifikant schlechter als Raps. Insgesamt
schnitten die Hybride bei Fra- und Konkurrenzsituationen schlechter ab,
was das seltene Auftreten von F;-Hybriden im Feld erklaren konnte
(Sutherland et al. 2006). In nattrlichen Rubsen-Flussuferpopulationen be-
nachbart zu Rapsfeldern, wiesen die F,-Hybride eine geringere Samenzahl
pro Schote, jedoch mehr Schoten als Ribsen auf und kamen insgesamt
etwa auf die halbe Samenzahl von Riibsen. Die Samen zeigten eine hohe
Keimrate. Die F;-Hybride waren wenig effektiv als Bestauber (16,9% von
Ribsen) und trugen somit nur gering zur Nachkommenschaft auf Riibsen
bei (Allainguillaume et al. 2006).

Die Pollenfertilitat gilt als wichtiges Maf fiir die Beurteilung der mannlichen
Fitness von Hybriden. Triploide Hybride weisen oft wegen Stérungen der
Meiose eine deutlich reduzierte Pollenfitness auf (z.B. Kerlan et al. 1992,
Warwick et al. 2003, Bleeker & Matthies 2005). In der vorliegenden Studie
zeigten alle triploiden Hybride einige vitale Pollenkdrner. Jedoch war die
Pollenfertilitat reduziert und lag zwischen 47-70 Prozent. Andere Studien
zeigten Mittelwerte von 33% (Pertl et al. 2002), 43% (7-69%, Mikkelsen et
al. 1996), 46% (Hauser et al. 1998a), Spannweiten zwischen 59-84%
(Leflon et al. 2006), oder auch extreme individuelle Unterschiede mit
komplett sterilen Pflanzen und Individuen mit einer Fitness in derselben
Hohe wie die Eltern (maximal 97%, im Mittel 55%, Warwick et al. 2003).
Unterschiede zwischen Studien kénnen auf verschiedenen elterlichen
Genotypen basieren (Leflon et al. 2006). Zusammenfassend ergibt sich ein
heterogenes Bild: die triploiden, semi-fertilen F-Hybride sind in manchen
Studien den Eltern deutlich unterlegen, wahrend manche Studien eine den
Eltern entsprechende Fitness beobachten. Individuelle Unterschiede sind
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haufig, und in zahlreichen Studien sind zumindest einzelne Pflanzen so fit
wie die Elternarten.

Fitness der F,- und Riickkreuzungsgenerationen

Fir die Introgression von (Trans-)Genen ist nach erfolgreicher
Hybridisierung und Bildung (semi-)fertiler F4-Hybride die Fitness der F,-
(F1xF), Ruckkreuzungs- (FixElter) und weiterer Folgegenerationen ent-
scheidend (Jenczewski et al. 2003). Die Fitness von Folgegenerationen
wurde zwar in der vorliegenden Studie nicht untersucht, jedoch soll die
Bedeutung und Ergebnisse anderer Studien hier umrissen werden, um eine
Abschatzung der Wahrscheinlichkeit von Introgression von Rapsgenen in
Rubsen zu ermdglichen. Zumeist wurde eine reduzierte Fitness der F,- und
Rickkreuzungsgenerationen von Raps und Rubsen beobachtet. Ammitzbgl|
et al. (2005) dokumentierten in der ersten Rickkreuzungsgeneration eine
niedrigere Photosynthesekapazitat als in der F{-Generation sowie eine
reduzierte reproduktive Fitness. Bei Mikkelsen et al. (1996) zeigten sowohl
die F4- als auch die erste Ruckkreuzungsgeneration mit Rubsen eine
niedrige Pollenfertilitat (43% bzw. 39%). In den Studien von Hauser et al.
(1998a, 1998b) wies zunachst die Fi-Generation eine mittlere Fitness auf,
wahrend die Folgegenerationen eine deutliche Reduktion der Fitness-
parameter (Samenentwicklung, Uberleben im Feld, Samen- und Schoten-
ansatz) im Vergleich zu den Eltern zeigten. Trotzdem waren einige Hybride
so fit wie die Eltern. Die Pollenfertilitdét der Folgegenerationen war relativ
hoch, besonders bei Rickkreuzung mit Raps (zwischen 38% fiir FyxRubsen
und 71% fur RapsxF;, Hauser et al. 1998b). Snow et al. (1999) beob-
achteten bei Rickkreuzung der Hybride mit Ribsen in der BCs;-Generation
Nachkommen mit Pollenfertilitaten in derselben Hohe wie Ribsen. In natiir-
lichen Ribsen-Populationen zeigten Hybride mit intermedidren Genom-
strukturen (unterschiedliche Generationen) zumeist eine reduzierte mann-
liche Fertilitat. Mit dem Erreichen des diploiden Levels kann die mannliche
Fertilitdt der Ruckkreuzungsgenerationen wieder das Niveau der Eltern
erreichen (Warwick et al. 2008). Die weibliche Fitness (Samenproduktion)
kann auch bei reduzierter mannlicher Fitness hoch sein und ist abhéngig
von der Pflanzendichte und der Artenzusammensetzung (Zusammen-
setzung der Pollenwolke, Pertl et al. 2002, Hauser et al. 2003). Halfhill et al.

122



Diskussion

(2005) beobachteten, dass Hybridisierungen zu einer reduzierten
Produktivitdt und Konkurrenzkraft unter Feldbedingungen im Vergleich zu
Ribsen flhrten, wobei die Wachstumsraten von der F4- zu den Rick-
kreuzungsgenerationen (mit Ribsen) hin abnahmen und auf dem diploiden
Level nicht wiederhergestellt waren. Zusammengenommen deuten die
Studien auf eine durchschnittlich reduzierte Fitness der Folgegenerationen
hin.

Einfluss von Transgenen auf die Fitness

Transgene Eigenschaften kénnen die Fitness von Hybriden beeinflussen.
Sie werden in Raps-Riubsen-Hybriden stabil und im selben MalRe wie in
Raps exprimiert (Ammitzbgll et al. 2005). Wahrend in natlrlichen Habitaten
Herbizidresistenzen keinen Selektionsvorteil bieten, kénnen Schadlings-
resistenzen (z.B. Bt-Transgene) Fitness von Hybriden erhéhen (Mason et al.
2003, Vacher et al. 2004). Ohne Selektionsdruck besteht zwischen herbizid-
resistenten (HR) und nicht-transgenen Hybriden keine Unterschiede in
Fitnessparametern (Uberleben, Samenzahl), sodass angenommen werden
kann, dass keine oder vernachlassigbare Kosten mit dem Behalt des HR-
Transgens assoziiert sind und Transgene in naturlichen Populationen
Uberdauern kénnen (Snow et al. 1999). In kanadischen Unkrautriibsen
konnten Warwick et al. (2008) die Introgression von HR-Genen aus Raps
und die Persistenz dieser Uber einen Zeitraum von sechs Jahren in
Abwesenheit von Selektionsdruck (Herbizideinsatz) trotz reduzierter Vitalitat
und Fertilitdt von Hybriden und ihrer Folgegenerationen nachweisen.

Teil 3: Tetraploider Riibsen

Tetraploider Ribsen wurde im Untersuchungsgebiet in angebauten und
verwilderten Bestanden mehrfach aufgefunden. Diese kommen sympatrisch
sowohl mit diploidem Riibsen, Raps und Kohl und anderen Brassicinae vor.
In Handkreuzungen konnte gezeigt werden, dass aus Kreuzungen zwischen
Raps und tetraploidem Ribsen weniger Samen resultierten als aus solchen
zwischen Raps und diploidem Ribsen. Im Freilandversuch fand Genfluss
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zwischen Raps (&) und tetraploidem RUbsen (@) unter natirlichen
Bestaubungsbedingungen in erheblichem MaRe statt. Unter den Nach-
kommen von tetraploiden Rubsen zeigten 84 (von 517) Pflanzen
morphologische und/ oder molekulare Merkmale des potenziellen Vaters
Raps. Die mannliche Fertilitdt der Hybride war mit durchschnittlich 82,5%
relativ hoch. Vier Nachkommen waren hexaploid. Es ist anzunehmen, dass
neben Hybridisierungen auch Aneuploidie fir die von den Erwartungswerten
abweichenden relativen DNA-Gehalte der Nachkommen verantwortlich ist.

4.9 Tetraploide Riibsensorten

Neben dem diploiden Ribsen als Kulturpflanzen sind auch verschiedene
autotetraploide Rlbsen seit Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts Objekte
der Zuchtungsforschung (Schwanitz 1948; Parthasarathy & Rajan 1953,
Swaminathan & Sulbha 1959, Srinivasachar & Singh 1967, Abel & Becker
2007). In Deutschland, Osterreich, Schweden, Australien und Neuseeland
werden verschiedene tetraploide Riibsensorten (Deutschland: Perko PVH,
Buko und Malwira; KWS Saat AG bzw. Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-
Georg Lembke KG) als Viehfutter angebaut (Pascher et al. 2001, Heenan et
al. 2004, Heyland 2006, Abel & Becker 2007). Tetraploiden Ribsensorten
sind in Deutschland schon seit Ende der 1960er Jahre zugelassen
(Bundessortenamt 2003). Die in dieser Studie verwendeten Sorten Perko
PVH und Buko sind winterannuell und finden vor allem als Zwischenfrucht
zur Grundingung, als Grinfutter, als Weide, bei Flachenstillegung und als
Koferment zur Biogasgewinnung Anwendung. AuRerdem sind sie Bestand-
teil verschiedener Mischungen, z.B. in Blihstreifen-, Wildacker- oder
Asungsmischungen. In seiner Morphologie unterscheidet sich tetraploider
B. rapa nur durch groRere Bliten und einen kraftigeren Wuchs von
diploidem Rubsen. Das tetraploide Genom (2n=4x=40, AAAA) entstand bei
Perko PVH durch autopolyploide Hybridisierung der Unterarten Chinakohl
und Winterriibsen, bei Buko wurde anschlieliende Stoppelriibe eingekreuzt
(KWS Saat AG).
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4.10 Kartierungen von tetraploiden Riibsen 2004-2008

Tetraploider Ribsen kommt im Untersuchungsgebiet sowohl als angebaute
Nutzpflanze als auch in verwilderten Populationen an Ackerrdndern und
ruderalen Standorten vor. In allen Untersuchungsjahren konnten gemischte
Bestdnde aus tetraploiden Ribsen und diploiden Ribsen bzw. Raps
dokumentiert werden (Tabelle 3.12). Sowohl diploider Riibsen als auch
Raps kommen somit als potenzielle Kreuzungspartner von tetraploidem
Ribsen in Frage. Vor allem in Wildackermischungen und Blihstreifen
werden tetraploide Ribsen, diploide Riibsen, Raps und weitere Arten aus
den Brassicinae gemeinsam angebaut, zum Teil in direkter Nachbarschaft
zu Rapsfeldern (Abbildung 38). Viele der Wildackermischungen bleiben fir
mehr als zwei Vegetationsperioden erhalten oder es wird in den Folgejahren
am selben Fundort erneut eine Mischung ausgebracht. Aus diesen Griinden
sind Wildackermischungen im Hinblick auf Genfluss zwischen den Arten von
besonderem Interesse (Kapitel 4.13 und 4.15). Die Kartierungen zeigten,
dass tetraploider Riibsen etwas friiher bliht als Winterraps. Im Freiland-
versuche mit Unkrautraps unterschieden sich tetraploider Ribsen und
Winterrapssorten nach Vernalisation im mittleren Blihbeginn knapp flunf
Tage (Tabelle 7.4 im Anhang D). Im Freilandversuch mit tetraploiden Riib-

Abbildung 38: Wildacker mit tetraploidem RuUbsen benachbart zu Rapsfeldern. Linkes
Foto: Auf der linken Seite ist ein Wildacker im zweiten Jahr (2008) bestehend aus Raps,
tetraploidem Ribsen und diploiden Ribsen (Pop 287) zu sehen, der rechts an ein
Rapsfeld grenzt (hier zu Blihbeginn). Rechtes Foto: Wildacker mit tetraploidem Ribsen
bei Hagen a.T.W., im Hintergrund ein Rapsfeld (2008).
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sen blihten erste Riubsen etwa 12 Tage vor den ersten Rapspflanzen.
Swohl hinsichtlich des Blihfensters als auch des Vorkommens besteht im
Untersuchungsgebiet die Moglichkeit zur Kreuzbestaubung von tetraploiden
Ribsen und Raps.

4.11 Kreuzungsversuche mit tetraploiden Riibsen

Der Vorversuch (Kapitel 3.9) zeigten, dass tetraploider Riilbsen sowohl mit
diploidem Ribsen als auch mit Raps bei Handbestaubung kreuzt. Es
entwickelten sich normale, keimfahige Samen, die zumindest teilweise zu
lebensfahigen, fertilen Pflanzen heranwuchsen. Daraufhin wurde in einem
umfassenden Kreuzungsversuch (Kapitel 3.10) der Kreuzungserfolg
zwischen tetraploidem Ribsen (r4), diploidem Ribsen (r2) und Raps (n) in
reziproken Handbestaubungen untersucht.

Es wurde zunachst vermutet, dass aufgrund der Ploidie und einer weit
reichenden Homologien zwischen dem A und dem C-Genom (Leflon et al.
2006) die homoploide Kreuzung zwischen tetraploidem Ribsen und
(tetraploidem) Raps erfolgreicher ist als die heteroploide Kreuzung zwischen
diploidem Riibsen und Raps. Aus der ersten Kreuzung resultieren, wenn bei
Eltern reduzierte Gameten beisteuern, tetraploide Nachkommen mit einem
aneuploiden Chromosomensatz von 2n=4x=39 und der Genomkombination
AAAC. Aus der Kreuzung von diploiden Ribsen und Raps resultieren
triploide Nachkommen mit der aneuploiden Chromosomenzahl 2n=3x=29
und der Genomzusammensetzung AAC. Der Kreuzungsversuch zeigte,
dass Hybridkreuzungen zwischen Raps und Rubsen deutlich erfolgreicher
waren, wenn diploider und nicht tetraploider Ribsen beteiligt war. Warum
dies so ist, bleibt unklar. Im Freilandversuch wurde nichtsdestotrotz
umfangreicher Genfluss zwischen tetraploiden Ribsen und Raps nach-
gewiesen, der zu zahlreichen fertilen Nachkommen flihrte (Kapitel 4.12).

Bei der Kreuzung von diploidem Riibsen mit Raps ist der (tetraploide) Raps
signifikant erfolgreicher als Mutterpflanze, als der reziproke Ansatz mit
diploidem Ribsen als Mutter. Bei reziproken Kreuzungen beider Ribsen-
Zytotypen (r2 x r4 und reziprok) wurden insgesamt nur sehr wenige Samen
erzeugt. Diese beiden Ergebnisse stimmen mit Berichten aus der Literatur
Uberein: Kreuzung von tetraploiden mit diploiden Zytotypen, die in triploiden
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Nachkommen resultieren, sind bei vielen Arten nicht erfolgreich (engl.
triploid block, Ramsey & Schemske 1998). Wenn jedoch triploide Nach-
kommen entstehen, so werden oft reziproke Unterschiede in der Richtung
der Kreuzung beobachtet. Dabei sind Kreuzungen von Autotetraploiden mit
ihren diploiden Vorfahren meist erfolgreicher, wenn die Mutterpflanze die
héhere Ploidie aufweist (Ramsey & Schemske 1998). Kreuzungen zwischen
autotetraploiden, asiatischen B. rapa Unterarten mit diploiden Zytotypen
zeigen fast keine triploiden Nachkommen - und wenn doch, dann nur mit
dem tetraploiden Zytotyp als Mutterpflanze (Nishiyama & Inomata 1966).
Reziproke Unterschiede wurden ebenfalls bei Kreuzungen von autotetra-
ploidem Kohl mit diploidem Kohl beobachtet (Howard 1939, zitiert nach
Ramsey & Schemske 1998). Auch bei interspezifischen Kreuzungen von
Raps und Rubsen bestehen solche reziproken Unterschiede (FitzJohn et al.
2007).

Wahrend die Nachkommen der Vorversuche hinschtlich ihrer Ploidie bereits
untersucht wurden, steht die Untersuchung der Nachkommenschaft aus
dem Hauptversuch noch aus. Die Nachkommen der Kreuzungen beider
Riibsen-Zytotypen (r2 x r4 und reziprok) waren in den Vorversuchen sowohl
triploid als auch tetraploid, letztere vermutlich unter Beteiligung von
unreduzierten Eizellen des diploiden Ribsens. Der triploide Nachkomme
war in seiner Pollenfertilitdt deutlich reduziert (<40%), wahrscheinlich
aufgrund von Meiosestérungen durch den ungeraden Satz homologer
Chromosomen. Die beiden tetraploiden Nachkommen zeigten unreduzierte
Pollenfertilitaten (>95%). Aufgrund der genomischen Stabilitdt der tetra-
ploiden F4-Hybride (AAAA, entstanden unter Beteiligung von unreduzierten
Gameten des diploiden Riibsens) und der hohen Fertilitat ist Introgression
von diploiden in tetraploide Riibsen wahrscheinlicher als umgekehrt.

Die Nachkommen aus den Kreuzungen zwischen Raps und tetraploiden
Ribsen werden zusammen mit den Nachkommen des Freilandversuches
im folgenden Kapitel 4.12 behandelt.

4.12 Freilandversuch mit tetraploiden Riibsen

Diese Untersuchung ist der erste Nachweis fir Genfluss von Raps zu
tetraploiden Riibsen als Mutterpflanze in einem Freilandversuch. Zahlreiche
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erfolgreiche Hybridisierungen konnten unter normalen Bestdubungs-
bedingungen nachgewiesen werden. Die Versuchsbedingungen sollten das
Auftreten einzelner tetraploider Ribsenpflanzen innerhalb oder in Nach-
barschaft von Rapsfeldern oder verwilderten Rapspopulationen simulieren.
Die Morphologie der juvenilen Nachkommen, ihr relativer DNA-Gehalt sowie
molekulare Marker (SSR) wurden verwendet, um das Ausmall von
Hybridisierungen abzuschatzen. Zwischen den Methoden zeigten sich
auffallige Unterschiede in der Zahl der gefundenen auffalligen Pflanzen und
potenziellen Hybride. Unabhangig davon ist die geschatzte Hybridisierungs-
rate eher hoch, verglichen mit den meisten Hybridisierungsraten, die flr
diploiden Ribsen und Raps berichtet worden sind. Die Hybride zeigten
unterschiedliche morphologische Merkmale, waren lebensfahig und fertil.

4.12.1 Identifizierung und Charakterisierung der Hybride

4.12.1.1 Morphologie

Die Morphologie von F;-Hybriden zwischen Raps und nahen Verwandten ist
oft ahnlich wie die des miitterlichen Elters (Chévre et al. 2004). Warwick et
al. (2003) berichten, dass alle triploiden Hybride zwischen diploiden Riibsen
und Raps ausschlieBlich Merkmale der Mutterpflanze Ribsen zeigen,
wahrend Halfhill et al. (2002) intermedidre morphologische Merkmale
zwischen den Elternarten beobachteten. Im Vorversuch zeigten alle
potenziellen Hybridnachkommen zwischen tetraploiden Ribsen und Raps
morphologische Merkmale des Vaters. Nachkommen aus dem Freiland-
versuch, in denen Raps-Allele nachgewiesen wurden, zeigten entweder
morphologische Merkmale von Ribsen, eine Mischung von Merkmalen
beider Eltern oder ausschlieRlich vaterliche Rapsmerkmale. Morphologische
Merkmale als einziges Kriterium, um Hybride zu identifizieren, fiihren
folglich zu einer starken Unterschatzung der Hybridisierungsrate. Diese
Feststellung wird dadurch gestitzt, dass in 12,7% der zufallig ausge-
wahlten, unauffalligen Pflanzen Rapsallele gefunden wurden. Auf der
anderen Seite wurden in 14 Nachkommen mit morphologischen Raps-
merkmalen, die auf Hybridisierungen hindeuten, keine Rapsallele gefunden
(Abbildung 31). Zwei mogliche Grinde hierfir sind, dass entweder
tetraploider Rubsen fir mindestens eines der morphologischen Merkmale,
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die zur Hybriddetektion verwendet wurden, variabel ist oder dass der Pollen-
spender Raps keinen Gameten mit einem diagnostisches Allel an einem der
finf SSR Loci zur Verfiigung gestellt hat. Eine gute Ubereinstimmung in
Anzahl der detektierten Hybride bestand zwischen der Blattfarbe und den
molekularen Daten: Von 28 Nachkommen mit bewachsten Blattern zeigten
25 auch Raps-Allele.

4.12.1.2 Relativer DNA-Gehalt

Hybride aufgrund ihres relativen DNA-Gehaltes zu identifizieren, erwies sich
als problematisch. Zunachst wurde beobachtete, dass in den Kartierungen
nicht alle morphologisch als tetraploide Rubsen identifizierte Pflanzen
hinsichtlich ihres relativen DNA-Gehaltes exakt den Erwartungswerten
entsprachen (Kapitel 3.6.1). Auch unter den Nachkommen des Freiland-
versuches und in den Vorversuchen wichen einige Nachkommen von den
Erwartungswerten ab (Kapitel 3.9). Die Untersuchungen der Nachkommen-
schaft aus dem Freilandversuch fiihrte zu der Annahme, dass das Auftreten
ungewohnlicher Ereignisse wahrend der Meiose im autotetraploiden
Ribsen zu von den Erwartungswerten abweichenden DNA-Gehalten flhrt.

Von den 517 Nachkommen aus dem Freilandversuch zeigten 513 relative
DNA-Gehalte im tetraploiden Bereich. Allerdings wurde eine sehr breite
Spanne an Werten gemessen, die von Pflanzen mit geringeren DNA-
Gehalten als tetraploider Ribsen, Uber solche mit Werten, wie sie fiir
interspezifische Hybride zu erwarten waren, bis zu solchen mit gréf3eren
Werten, als sie fir interspezifische Hybride zu erwarten waren, reichte
(Abbildung 30). Der GroRteil der Nachkommen aus dem Feldversuch mit
tetraploiden Ribsen (433) zeigte relative DNA-Gehalte innerhalb der
Spanne von tetraploiden Ribsen. Jedoch konnten auch in einigen dieser
(durchflusszytometrisch und morphologisch) unauffaligen Nachkommen
Rapsallele gefunden werden (Abbildung 28).

Von den 84 Nachkommen mit relativen DNA-Gehalten auflerhalb der
Spanne von tetraploiden Ribsen lagen nur 35 der innerhalb des
Erwartungswertes +/- SD fiir den tetraploiden Hybriden AAAC. In 27 dieser
Pflanzen wurden auch Rapsallele gefunden.
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Vier Nachkommen waren hexaploid, einer dieser konnte dem Erwartungs-
wert +/- Standardabweichung des Hybriden AAAACC zugeordnet werden.
Dies deutet auf die Beteiligung eines unreduzierten Rapspollens hin.
Unreduzierte Gameten kommen bei beiden Geschlechtern in der Gattung
Brassica nicht selten vor (Heyn 1976). In Raps treten etwa 12%
unreduzierte Pollen auf (Pan et al. 2004).

Zwanzig der verbleibenden 45 Nachkommen mit relativen DNA-Gehalten
aullerhalb der Spannweite von tetraploiden Ribsen hatten ebenfalls Raps-
allele. Nachkommen mit DNA-Gehalten, die von der Mutterpflanze
abweichen, kénnen nicht nur durch Hybridisierungen entstehen. Alternativ
kann auch Aneuploidie (der Besitz von mehr oder weniger Chromosomen
als einem genauen Vielfachen des einfachen Chromosomensatzes) die
Ursache hierfur sein. Aneuploidie beruht auf UnregelmaRigkeiten wahrend
der Reduktionsteilung (Meiose), welche im Normalfall zur Bildung von
Gameten mit einfachem Chromosomenzsatz (n) fihrt. In der meiotische
Prophase | findet im Stadium des Zygotans die Zusammenlagerung der
homologen Chromosomen der Lange nach statt, sodass im folgenden
Parchytéan die Zahl der Chromosomenpaare (Bivalente) der einfachen
Chromosomenzahl entspricht. Autotetraploider Riibsen besitzt nicht nur
zwei sondern vier homologe Chromosomen, die sich nicht nur als zwei
Bivalente, sondern auch als ein Tetravalent oder je ein Tri- und ein
Univalent paaren koénnen. Bei den anschlieBenden Aufteilungen der
Chromosomen auf die Tochterzellen in der Anaphase | und in der folgenden
Meiose Il kann es deshalb geschehen, dass unbalancierte Gameten mit
aneuploider Chromosomenzahl (meist mit einem Chromosom mehr oder
weniger) entstehen. Chromosomenzahlungen waren erforderlich, um diese
Annahme zu bestéatigen. Aneuploide Nachkommen wurden in mehr als 30%
der neopolyploiden Taxa beobachtet (Ramesey and Schemske 2002), meist
mit Zytotypen, die in einem Chromosom vom regularen Chromosomensatz
abweichen (2n+/-1). In jungen autotetraploiden Zuchtungen aus der
asiatischen Unterart B. rapa ssp. dichotoma wurden im Mittel 2,5
Multivalente pro Zelle in spateren Generationen beobachtet. Trotzdem
zeigten alle untersuchten Generationen hohe Pollenfertilitaten von mehr als
90% (Swaminathan and Sulbha 1959). Auch bei Kreuzungen von diploidem
und tetraploiden B. oleracea wurden 31% Nachkommen mit aneuploiden
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Zytotypen beobachtet (Heyn 1976). Insgesamt werden aneuploide
Zytotypen haufiger in polyploiden als in diploiden Populationen beobachtet,
zeigen in Polyploiden weniger abweichende Phanotypen und eine hohere
reproduktive Fitness als in diploiden Populationen (zusammengefasst in
Ramsey and Schemske 2002).

Es wird angenommen, dass Aneuploidie entscheidende Auswirkungen auf
die Evolution innerhalb der Gattung Brassica hatte (Chromosomenzahlen
innerhalb der Gattung variieren zwischen 7-11, Al-Shehbaz 1985).

412.1.3 Mikrosatelliten-Untersuchungen

Rapsallele wurden in 13,5% (70 von 517) lebensfahigen Nachkommen von
tetraploidem Ribsen gefunden. Jedoch  konnten weder die
morphologischen noch die Mikrosatelliten-Untersuchungen allein alle
Hybride aufspuren. Die hohe genetische Variation an den analysierten Loci
fuhrte wahrscheinlich zu einer Unterschatzung des AusmalRes der
Hybridisierungen. Allele, die in der Nachkommenschaft, nicht aber in den
Raps-Referenzpflanzen gefunden wurden, deuten darauf hin, dass weitere
Allele in den Rapspflanzen, die als Pollenspender verwendet wurden,
vokamen. Demnach war die Stichprobe an Referenzpflanzen nicht aus-
reichend umfangreich. Eine Kombination der morphologischen und
molekularen Hinweise fliir Hybridisierungen flihrte zu einer geschatzten
Hybridisierungsrate von 16,2% (Abbildung 31). Die individuellen
Hybridisierungsraten zwischen den Mutterpflanzen variierten zwischen 0%
(Kreise H, M und O) und 51% (Kreis K).

Ein gutes Beispiel fir die Notwendigkeit der Kombination der Ergebnisse
aus den molekularen und morphologischen Untersuchungen liefern auch
die vier hexaploiden Nachkommen, von denen nur drei Rapsallele besalen.
Der Vierte zeigte unbehaarte, bewachste Blatter als morphologische Raps-
merkmale. Auch wenn eine hohe Ploidie auch durch intraspezifische
Kreuzungen zustande kommen kann, passt in diesem Fall der DNA Gehalt
exakt zu einem interspezifischen Hybriden (AAAACC), und die morpho-
logischen Merkmale sprechen ebenfalls fiir eine Hybridisierung.
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412.1.4 Vergleich von Hybridisierungen von diploiden

Riibsen mit Raps und tetraploiden Riibsen mit Raps

4.12.1.5 Hybridisierungsrate

Insgesamt zeigten 84 Pflanzen morphologische oder molekulare Raps-
merkmale. Dies fiihrt zu einer geschatzten Hybridisierungsrate von 16,2%
(Abbildung 31). Diese Rate entspricht aufgrund der Markerauswahl
wahrscheinlich eher einer minimalen Abschatzung. Trotzdem ist diese Rate
hoéher als Hybridisierungsraten, die in den meisten vergleichbaren Studien
mit diploiden Riibsen als Mutterpflanzen beobachtet wurden.

Hybridisierungsraten zwischen Raps und diploiden Rulbsen unter
nattirlichen Bestaubungsbedingungen wurden bereits ausfihrlich in Kapitel
4.8.6.1 diskutiert. Zum Vergleich seien hier nochmals die Ergebnisse von
Warwick et al. (2003) genannt, die mittlere Hybridisierungsraten von 7% in
Feldversuchen in Kanada bei Dichten von einer diploiden Ribsenpflanze
pro m? beobachten konnten, sowie Halfhill et al. (2004b), die etwa 10%
Hybridnachkommen (Verhaltnis Raps zu Ribsen 600:1) beobachteten.
Hybridisierungsraten in verschiedenen natirlichen diploiden Ribsen-
Populationen kénnen sehr variabel sein (Warwick et al. 2003, Simard et al.
2006: zwischen 11% and 17,5% in kanadischen Sommerrapsfeldern,
Landbo et al. 1996: 3% bzw. 60% in danischen Winterrapsfeldern, Scott &
Wilkinson 1998, Allainguillaume et al. 2006: zwischen 0,4% und 1,5% in
englischen Flussuferpopulationen). Die hohe individuelle Variabilitat der
Hybridisierungsrate in der vorliegenden Studie an tetraploiden Riibsen (0-
51%) ist vergleichbar mit Beobachtungen anderer Autoren an diploiden
Ribsen (Landbo et al. 1996: 0-15%, Warwick et al. 2003: 0-53%, Norris et
al. 2004: 0-43%, Simard et al. 2006: 0-68%). Besonders einzelne, isolierte
diploide Ribsen kénnen extrem hohe Hybridisierungsraten aufweisen
(Jorgensen & Andersen 1994: 56% bzw. 93%). Zwischen den beiden
verwendeten Rilbsensorten konnten keine signifikanten Unterschiede
gefunden werden (P=0,221).

Da sowohl diploider als auch tetraploider Ribsen selbstinkompatibel sind
(Elling, unverodffentlichte Daten), beeinflusst die Entfernung zwischen den
Individuen und damit die Verfiigbarkeit von arteigenen Kreuzungspartnern
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die Hybridisierungsrate in entscheidendem Male. GroRe Entfernungen
zwischen den einzelnen Ribsenpflanzen filhren zu einer abnehmenden
intraspezifischen Bestaubung und einer Zunahme der Hybridisierungsrate.
Die Verflgbarkeit von Partnern spielt generell eine entscheidende Rolle fiur
die Wahrscheinlichkeit und das Ausmal} interspezifischer Hybridisierungen
in selbstinkompatiblen Pflanzenarten (Hauser et al. 2003, Bleeker 2004).
Die Distanzen zwischen den tetraploiden Rubsenpflanzen in der
vorliegenden Studie waren eher hoch (10m), verglichen mit anderen
experimentellen Studien an diploiden Ribsen. Hingegen war die absolute
Brassica-Pflanzendichte viel geringer als in Rapsfeldern, jedoch in etwa
vergleichbar mit der Situation verwilderter tetraploider Ribsen in
gemischten Bestdnden mit Raps oder benachbart zu Rapsfeldern. In den
Wildackermischungen werden unterschiedliche Verhaltnisse von Raps,
Ribsen und weiteren Arten verwendet. Meist sind auf Wildackern die
Distanzen zwischen den selbstinkompatiblen Riibsen geringer als in diesem
Freilandversuch. Damit werden intraspezifische Bestaubungen wahr-
scheinlicher, sodass weniger Hybridnachkommen innerhalb solcher
Mischungen zu erwarten sind.

Funk (2006) lieferte bisher die einzige Studie zur Auskreuzung von Raps in
die tetraploide Ribsensorte Buko, allerdings blieb die abweichende Ploidie
unbemerkt. In benachbarten, reinen Ribsen- und reinen HR-Raps-
Bestanden konnte er keine Auskreuzungsereignisse nachweisen. In reinen
Bestanden einer Art dominiert der arteigene Pollen (ber den artfremden
Pollen, sodass die Wahrscheinlichkeit einer Hybridisierung im Vergleich zu
gemischten Bestanden stark verringert ist.

4121.6 Fitness der Hybride

Die Farbbarkeit der Pollen mit Kaminessigsaure wurde als Maf fir die
mannliche Fertilitdt und damit mannliche Fitness der Hybride verwendet. Die
Pollenfertilitdt der Hybride zwischen tetraploiden Ribsen und Raps (Vor-
versuche: >70%, Freilandversuch im Mittel 82,5%) liegt hoher als die flr
triploide Hybride zwischen diploiden Ribsen und Raps beobachteten Werte
(im Mittel 58%, Kapitel 3.7.2). Fir triploide Hybride ist eine niedrige
Pollenfertilitat aufgrund von Stérungen der Meiose zu erwarten. Nahezu
sterile triploide Hybride wurden z.B. in Rorippa beobachtet (Bleeker &
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Matthies 2005), und auch Hybride zwischen Raps und verwandten
Gattungen sind oft komplett steril (Eber et al. 1994, Warwick et al. 2003). In
triploiden Hybriden zwischen diploiden Ribsen und Raps wurde zumeist
eine deutlich reduzierte Pollenfertilitdt von im Mittel meist weniger als 55%
beobachtet (Warwick et al. 2003 und andere, ausfihrlich in Kapitel 4.8.6.2
behandelt). Individuelle Unterschiede in der Fertilitat triploider Raps-
Ribsen-Hybride kdnnen von komplett sterilen Pflanzen bis zu Pflanzen mit
unreduzierter Fertilitat reichen (z.B. Warwick et al. 2003: zwischen 0% bis
97%).

Auch im erwarteten tetraploiden Hybriden AAAC sind aufgrund der
ungeraden Chromosomenzahl (2n=39) Abweichungen in der Meiose anzu-
nehmen. Die Fitness der Fi-Hybriden ist ein wichtiger Faktor, der die
moglichen evolutionaren Folgen von Hybridisierungen und die Wahrschein-
lichkeit, dass sich Transgene auflerhalb des Anbaus etablieren, bestimmt
(Jenczewski et al. 2003). Dabei ist die Stabilisierung der Fortpflanzung der
Hybride fir den Genfluss von Raps zu tetraploiden Riibsen entscheidend.
Innerhalb der Nachkommenschaft von tetraploiden Ribsen wurde eine
Bandbreite an relativen DNA-Gehalten beobachtet, die auf irregulare
Vorgange wahrend der Meiose hindeutet. Trotzdem war die Pollenfertilitat
der Hybridnachkommen hoch und betrug in der Mehrzahl der Hybride Gber
80% (20 von 35). Sollte, wie vermutet, Aneuploidie fiir die unterschiedlichen
relativen DNA Gehalte der Nachkommen verantwortlich sein, ist ihr Einfluss
auf die mannliche Fertilitdt der Raps-Ribsen-Hybride eher gering. Die hohe
Pollenfertilitat zahlreicher Hybrid-Nachkommen aus der vorliegenden Studie
und einzelner Individuen anderer Studien bestatigen, dass Hybride nicht
generell in ihrer Fitness reduziert sind verglichen mit den Elternarten. Auch
wenn die mittlere Fitness von Hybriden oftmals niedriger ist als die der
Elternarten, kdnnen einzelne Individuen eine gleiche oder sogar hdhere
Fitness als ihre Eltern aufweisen und damit ein hoheres evolutiondres
Potenzial besitzen (Arnold and Hodges 1995). Aus evolutionarer Sicht ist
besonders der chromosomal ausbalancierte hexaploide Nachkomme mit der
Genomkomposition AAAACC (2n=58) interessant, der an sich eine hdhere
genomische Stabilitdt aufweisen und damit ein hoheres evolutionares
Potenzial besitzen kdnnte. Als mdégliche Alternative zu Futterraps wurde in
den 1970er Jahren der Hybrid B. napocampestris mit derselben Genom-
zusammensetzung aus RlUbsen und Futterraps erzeugt (Mackay 1973). Die

134



Diskussion

Bildung hexaploider Nachkommen zeigt, dass stabile polyploide Hybride
schon in der Fi-Generation zustande kommen kénnen, die zur Evolution
neuer Unkraut-Genotypen filhren kénnten. Solche Genotypen kdnnten den
Weg zur Etablierung von Transgenen ebnen.

4.13 Tetraploider Riibsen und Brassica-Saatgutmischungen als Tritt-
steine fiir Genfluss?

Genfluss zwischen Raps und tetraploiden Ribsen unter natirlichen
Bestdubungsbedingungen konnten in vergleichbar hohen Dimensionen
beobachtet werden, wie dies fir Genfluss zwischen Raps und diploiden
Rubsen berichtet wurde, obwohl in den Handkreuzungen weniger Hybride
zwischen Raps und tetraploiden Ribsen erzeugt wurden als zwischen Raps
und diploiden Rubsen. Die resultierenden F-Hybride waren lebensfahig und
zeigten eine hohe mannliche Fitness. Das Vorkommen verwilderter
Populationen von tetraploiden Riibsen in Deutschland war bisher ganzlich
unbekannt, da in Feldstudien die Artbestimmung anhand von morpho-
logischen Kriterien erfolgt und Unterschiede in der Ploidie der Taxa somit
unerkannt blieben. Im Untersuchungsgebiet wurden in allen fiinf Unter-
suchungsjahren mehrere, zum Teil Uberdauernde Vorkommen tetraploider
Ribsen dokumentiert. Heenan et al. (2004) konnten in Neuseeland
verwilderte Vokommen tetraploider Rubsen sympatrisch mit potenziellen
Kreuzungspartnern dokumentieren. Dies zeigt, dass es sich bei tetraploiden
Ribsen, die aus dem Anbau verwildern, keinesfalls um ein lokales oder
deutsches Phanomen handelt.

In Deutschland werden fiur Begrinungsmalnahmen in der freien Natur,
insbesondere zur Zwischenbegriinung, zur Bodenverbesserung und als
Erosionsschutz sowohl weilRer Senf, Olrettich, Raps als auch Riibsen
empfohlen (FLL 2007). Tetraploider Ribsen wird als Zwischenfrucht ange-
baut und ist Bestandteil von Saatgutmischungen fiir Blihstreifen und zur
Anlockung von Wild (Abbildung 39). In diesen Mischungen kénnen
unterschiedliche Sorten von B. napus (Olraps, Futterraps, Steckriibe),
B. rapa (Riben- und Blattformen, diploid und tetraploid), B. oleracea
(verschiedene Futterkohlsorten), Sinapis alba und Raphanus sativus (Ol-
rettich) enthalten sein. Oftmals erganzen weitere Futterpflanzen wie Klee-
arten, Alfalfa, Buchweizen, Sonnenblume und Roggen die Mischungen,
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sodass eine ganz- und mehrjéhrige Asung méglich ist und die Flache somit
mehrere Jahre Bestand haben kann. Werden diese Mischungen im Herbst
ausgesat, Uberlappen sich die Blihzeitpunkte mit dem angebauten Winter-
raps im folgenden Frihjahr. Bei spaterer Aussaat kann Raps in solchen
Mischungen spater blihen als der angebaute Winterraps (Breckling et al.
2003).

Wildackermischungen, die verschiedene Brassica-Arten enthalten, werden
nicht nur in Deutschland sondern auch in anderen europaischen Landern
als auch in Nordamerika angebaut. Zahlreiche Ziichter und Handler bieten
Saatgutmischungen zur Anlockung von Wild an, die Brassica-Arten in
unterschiedlichen Zusammensetzungen enthalten (z.B. in Deutschland:
Agravis, DSV, Kiepenkerl, Revierberatungsstelle Wolmersdorf 2008; in
Osterreich: wildacker.at, in England: cropwise, Farm Direct, Kings, in den
USA: Cooper Seeds, Imperial Whitetail, Neseeds, Seedland usw.,
Abbildung 39). In England werden Brassica-Mischungen nicht nur zur
Anlockung von Hoch- und Niederwild, sondern auch fur die Winterfitterung
von Vogeln in der Kulturlandschaft empfohlen (Boatman 2002).

Treten beide Ribsen-Zytotypen in gleicher Dichte auf, ist anzunehmen,
dass Genfluss von Raps zu tetraploider Riibsen mindestens so haufig ist
wie zu diploiden Ribsen. Population 56 (Wildacker) gibt erste Hinweise,
dass Rapsgene in tetraploiden Ribsen wandern kénnen, wenn diese mit-
einander kreuzen. Die Wahrscheinlichkeit interspezifischer Hybridisierungen
konnte verringert werden, wenn keine kreuzkompatiblen Arten zusammen in
Saatgutmischungen Verwendung fanden. Entsprechend sollten tetraploide
Ribsen bei Risikobeurteilungen des Genflusses von Raps in nahe
Verwandte unbedingt berlicksichtigt werden.
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Abbildung 39: Typische Wildackermischungen. Links: ,Shot Plot Annual Forage
Attractant” (USA) besteht aus einer veranderlichen Mischung aus Futterraps und Ribsen
und wurde in Neuseeland entwickelt (z.B. erhéltlich bei www.cooperseeds.com). Mitte:
Wildacker mit Hochsitz, im Vordergrund ein tetraploider Ribsen (Pop 287), 2008). Rechts:
Jmperial Whitetail Winter Greens* (USA) besteht aus einer Mischung verschiedener
Sorten von Raps, Ribsen und Kohl (www.whitetailinstitute.com).

Teil 4: Genfluss, Hybridisierung und mégliche Folgen am Beispiel
Raps

4.14 Genfluss bei Raps

Genfluss auf Landschaftsebene wird rdumlich durch die Ausbreitung von
Pollen und raumlich und zeitlich durch die Ausbreitung Samen vermittelt
(Pivard et al. 2008, Devaux et al. 2008). Intra- und interspezifischer
Genfluss ist im Kontext des Anbaus transgener Nutzpflanzen zunehmend in
den Fokus der Forschung gertckt. Abbildung 40 zeigt die komplexen
Verhaltnisse von Genfluss von Raps zu nahen Verwandten, die zu einer
Etablierung von Transgenen auferhalb des Anbaus flihren kénnen.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung der wichtigsten Schritte der Ausbreitung von
Transgenen aus dem Rapsanbau und Etablierung aufierhalb des Anbaus. Die Transgen-
Ausbreitung erfolgt durch Genfluss via Pollen (rote Pfeile) und Samen (schwarze Pfeile).
Die Etablierung (blaue Pfeile) erfolgt durch Verwilderung von Raps und Hybridisierung
zwischen Raps und wilden Verwandten. Teile Ubernommen und veréndert nach
Jenczewski et al. (2003).

4.14.1 Genfluss durch Pollen

Genfluss durch Pollen erfordert (iberlappende Blihzeitpunkte, gemeinsame
Vektoren des Pollentransfers und eine ausreichende raumliche Nahe
zwischen den kreuzenden Taxa. Raps zeigt im Mittel etwa 30% Aus-
kreuzung (Becker et al. 1992, Hiisken & Dietz-Pfeilstetter 2007). Rapspollen
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wird Uber gréRere Distanzen von Insekten und durch Wind Ubertragen.
Maximale Pollenflugdistanzen von uber drei Kilometern sind experimentell
nachgewiesen worden (Rieger et al. 2002). Etwa die Halfte der Pollen einer
Pflanze wird allerdings weniger als drei Meter ausgebreitet (Lavigne et al.
1998). Daruber hinaus findet die Fernverbreitung auf deutlich niedrigem
Niveau statt (leptokurtische Verteilung, Jenczweski et al. 2003, Devaux et
al. 2005). Die Ausbreitung wird von verschiedenen Faktoren wie die GroRe
und Form der Quell- und Empfangerpopulationen (-felder), Umwelt-
bedingungen (Luftfeuchte, Windrichtung, Temperatur etc.), Vorhandensein
von Insekten, Sorteneigenschaften usw. stark beeinflusst (zusammen-
gefasst in Beckie et al. 2003, Hisken & Dietz-Pfeilstetter 2007). Rapspollen
kénnen zwischen Rapsfeldern, von Feldern zu verwilderten Populationen
oder zu nahen Verwandten in Feldndhe Ubertragen werden.

Die Ubertragung von Pollen zwischen Rapsfeldern ist ein Problem fir die
Koexistenz von transgenem und konventionellem Rapsanbau in einer
Region. Durch das Einhalten von Mindestabstande und durch weitere
Methoden wie Pufferzonen oder Mantelsaaten sollen Auskreuzungs-
ereignisse unterhalb des Schwellenwertes von 0,9% gehalten werden
(Verordnung uber die Rickverfolgbarkeit und Kennzeichnung von genetisch
veranderten Organismen in Nahrungs- und Futtermitteln, EG Nr. 1830/2003,
Europaisches Parlament 2003). Im Bioanbau wird die Nachweisgrenze von
0,1% als Grenzwert bevorzugt. Damgaard und Kjellsson (2005) fassten in
einer Meta-Analyse die Daten von mehreren Feldversuchen aus Nord-
amerika, Europa und Australien zusammen, um generelle Schluss-
folgerungen dartiber zu ziehen, wie Schwellenwerte eingehalten werden
kénnen. Danach sind Auskreuzungen von unter 0,1% nur mdégliche, wenn
mehr als 100 m Isolationsdistanzen zwischen trangenen und nicht-
transgenen Rapsfeldern eingehalten werden, und das Empfangerfeld
mindestens eine Breite von 200 m (Grof3e etwa 4 ha) besitzt. Um unter
0,3% Auskreuzung zu gelangen, reichen Isolationsdistanzen von 50 m auch
fur kleinere Felder (unter 4 ha) aus. Eine Mantelsaat (Streifen mit
konventionellem Raps um das Empfangerfeld, der bei Ernte als GM-Raps
deklariert wird) von finf Metern reduziert die Auskreuzung etwa um ein
Drittel (Damgaard & Kjellsson 2005). Hisken und Dietz-Pfeilstetter (2007)
fassen verschiedene Studien zusammen und empfehlen, um weniger als
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0,5% Auskreuzung einzuhalten, die Einrichtung von zehn Meter breiten
Mantelsaaten statt groRRer Isolationsdistanzen, da die gréRte Auskreuzungs-
rate in diesen ersten Metern stattfindet. Durch die Verwendung mannlich
steriler Sorten oder die Integration der Transgene in die maternal vererbten
Chloroplasten kann die Ausbreitung von Transgenen durch Pollen reduziert
werden (Scott & Wilkinson 1999, Daniell 2002, Hou et al. 2003). Beides
verhindert aber nicht Genfluss durch Samen.

Im Untersuchungsgebiet Uberlappen sowohl angebauter und verwilderten
Raps, als auch Raps und nah verwandte Arten in der Blitezeit zumindest
partiell, teilen sich Vektoren der Pollenausbreitung und kommen in
ausreichender Nahe zueinander vor. Sowohl intra- als auch interspezifischer
Genfluss konnte nachgewiesen werden, sodass beim Anbau von trans-
genem Raps im Untersuchungsgebiet sowohl die Koexistenz verschiedener
Anbauformen als auch die intra- und interspezifische Uberdauerung von
Transgenen aulRerhalb des Anbaus zu regulieren ist.

4.14.2 Genfluss durch Samen

Rapssamen vermitteln Genfluss nicht nur im Raum sondern koénnen
Genfluss auch zeitlich verlangern, indem sie im Boden dormant iberdauern.
Zu den Unkrautmerkmalen von Raps gehoéren die sich leicht 6ffnenden
Frichte, welche eine Samenausbreitung ermoglichen. Bei Ernte von Raps
kommt es zu groRen Samenverlusten in Hohe eines Vielfachen der
normalen Saatstarke (im Mittel um 3.000, bis zu 10.000 Samen pro m?,
Lutman 1993, Gulden et al. 2002, Breckling et al. 2003, Lutman et al. 2005).
Ein Zichtungsziel bei Raps sind SchlieRfriichte, die die Ernteverluste
reduzieren z.B. durch transgene Expression des FRUITFULL Gens aus
Arabidopsis in Brassica (Jstergaard et al. 2006). Alternativ wird an sterilen
Samen zur Reduktion von Genfluss geforscht (Daniell 2002). Die Boden-
bearbeitung nach der Ernte ist entscheidend, ob sich sekundar dormante
Rapssamen im Boden zu einer Samenbank akkumulieren und wie stark das
Auftreten von Ausfallraps in den Folgejahren ist. Raps besitzt keine primare
Dormanz, aber eine sekundadre Dormanz kann durch Wasserstress und
Dunkelheit, d.h. Einbringen in den Boden nach Ernte, induziert werden
(Lutman 1993, Schlink 1994, Pekrun et al. 1997, Lépez-Granadoz & Lutman
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1998). In den ersten Monaten nimmt die Zahl der keimungsfahigen Samen
in der Samenbank stark ab (Roller et al. 2004, Lutman et al. 2005), aber
einige Samen kdnnen mehr als zehn Jahre sowohl unter ungestorten als
auch unter landwirtschaftlichen Bedingungen (berdauern (Lutman et al.
2003, Schlink 1998, D’Hertefeldt et al. 2008). Die verbleibenden Samen
zeigen eine hohe Keimfahigkeit (z.B. Roller et al. 2004: 75% nach drei
Jahren). Rapssamen koénnen in verschiedenen Bdden und unter
verschiedenen Bodenbearbeitungen unterschiedlich lange Uberdauern.
Zwischen konventionellen und HR-Sorten bestehen dabei keine Unter-
schiede (Roller et al. 2003, Lutmann et al. 2005, D’Hertefeldt et al. 2008).
Raps kann Uber die gesamte Vegetationsperiode keimen (Schlink 1994),
und Volontare nach dem Anbau kdnnen als Quelle fir die Genausbreitung
dienen. Jgrgensen et al. (2007) untersuchten die Bodensamenbanken von
Anbauflachen und konnten mit Hilfe von ISSR Markern Volontére zu Sorten
zuordnen, die zuletzt vier bzw. 17 Jahre vorher angebaut worden waren.
Simulationen fir Norddeutschland zeigen, dass ein einmaliger transgener
Rapsanbau augrund Uberdauernder Samen und Volontare bis zu zehn
Jahre nachfolgenden konventionellen Anbau wegen kennzeichnungs-
pflichtiger Anteile im Erntegut ausschlieRen kann (GenEERA 2007).

Raps kann durch rdumliche Ausbreitung der Samen geeignete Habitate
aulerhalb der Anbauflachen besiedeln. Die relativ kleinen Rapssamen
werden unbeabsichtigt bei Saat, Ernte, lokalem Transport der Ernte,
adhasiv durch Fahrzeuge und Bodenverlagerungen in erheblichem Mafie
verschleppt (Crawley & Brown 1995, Crawley & Brown 2004, Haeupler et al.
2004, Menzel 2006, Von der Lippe & Kowarik 2007a, 2007b). Auf diesem
Wege kdnnen Samen uber groRe Distanzen ausgebreitet werden und sich
verwilderte (evt. auch transgene) Rapspopulationen auferhalb der land-
wirtschaftlichen Flachen etablieren, obwohl der Ferntransport von Raps in
geschlossenen Tanks (Schiffe, Bahn, Tankwagen) erfolgt (Breckling et al.
2003). In Kanada wurde dokumentiert, dass herbizidresistenter Raps an
ruderalen Stadtorten selbst auerhalb der kanadischen Anbaugebiete
auftritt und dort mit Riibsen hybridisiert (Yoshimura et al. 2006). Der Import
von herbizidresistentem Raps nach Japan zur Weiterverarbeitung hat auch
dort zu verwilderten Populationen mit multiresistenten Individuen durch
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intraspezifischen Genfluss gefuhrt, obwohl Japan selber keinen kommer-
ziellen HR-Rapsanbau betreibt (Saji et al. 2005, Aono et al. 2006).

Im Osnabriicker Land konnte ein grof’er Teil der verwilderten Raps-
populationen Uber mehrere Jahre am selben Standort wieder angetroffen
werden. Die jahrliche Wiederbesiedlung kann durch Neueintrag von
Rapssamen geschehen, auf Samenbildung zurlickzufihren sein oder auf
dem Vorhandensein einer persistenten Samenbank beruhen. Zumeist
wurde angenommen, dass ruderale Rapspopulationen ephemer sind und
ausschlieBlich durch Neueintrag von Samen uberdauern (Crawley and
Brown 2004). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass
unterschiedliche Mechanismen fiir die intraspezifische Variabilitdt ver-
wilderter Rapspopulationen eine Rolle spielen. Sicherlich ist an vielen
Standorten der Neueintrag verschiedener Sorten dominierend und fihrt zur
raumlichen Ausbreitung aktuell angebauter Sorten. Hybride zwischen
Sorten zeigen aber auch, dass intraspezifischer Genfluss stattfindet und
daraus resultierende Nachkommen sich etablieren konnen. In einigen
Bestdnden konnten auffallende Merkmale Uber mehrere Jahre (wie die
Blitenfarbe in Pop59) beobachtet werden, welche auf Selbsterhaltung
und/oder eine persistente Samenbank der verwilderten Population hin-
deuten.

4.14.3 Interspezifischer Genfluss

Durch interspezifischen Genfluss kénnen Gene zwischen Arten wandern.
Dort wo geeignete Voraussetzungen gegeben sind, besteht eine hohe
Wahrscheinlichkeit flir solche interspezifische Hybridisierungen und
Introgression (Hansen et al. 2003, Warwick et al. 2008 und andere).
Genfluss von Kulturpflanzen in wilde oder verwilderte Verwandte kann direkt
Uber Pollenfluss erfolgen, wenn, wie im Untersuchungsgebiet, verwandte
Kreuzungspartner in ausreichender Nahe der angebauten Kulturpflanzen
vorkommen und sie sich in ihren Bluhzeitpunkten Uberschneiden. Alternativ
kénnen verwilderte Populationen der Kulturpflanze als Trittsteine fungieren
und Genfluss vermitteln. Verwilderter Raps wurde im Untersuchungsgebiet
mit potenziellen Kreuzungspartnern an ruderalen Standorten sympatrisch
aufgefunden (Kapitel 3.4). In natlrlichen, gemischten Bestdnden von Raps
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und diploiden Riubsen wurden interspezifische Hybridisierungen nach-
gewiesen (Kapitel 3.6). Daneben werden Kultursorten der verwandten Arten
B. rapa (diploid und tetraploid), B. oleracea, S. alba und R. sativus bewusst
und gemeinsam als Blihstreifen und Wildacker angesat (Kapitel 4.13). Da
viele Wildackersaatmischungen mehrjarige Arten beinhalten, bleiben die
Wildackerflachen oft iber mehrere Vegetationsperioden hinweg bestehen.
Da die verwendeten Arten auRerdem auch verwilderte Populationen bilden,
konnen Wildackerflachen als Trittsteine fiir Genfluss zwischen Raps und
kreuzkompatiblen Verwandten dienen.

Fur das Osnabriicker Land sind flr den interspezifischen Genfluss von
Raps die entscheidenden potenziellen Kreuzungspartner B. rapa (diploid
und tetraploid) und R. raphanistrum. Die entscheidenden Habitate sind
ruderale Flachen vor allem in landwirtschaftlichen Gebieten (Ackerrand-
streifen und Ackerbrachen, Stralenrander) aber auch in urbanen Bereichen
(StraRenrander, Baugebiete). Dazu kommen mehrjarig tberdauernde Wild-
acker als angesate potenzielle Hybridzonen.

4.15 Evolutionire Folgen von Hybridisierung und Introgression

Hybridisierung und Introgression finden vor allem dort statt, wo vormals
durch biogeographische Isolationsbarrieren getrennte Populationen zu-
sammen kommen und miteinander kreuzen kdnnen. Fiir die Uberwindung
von Isolationsbarrieren und die Ausbreitung gebietsfremder Taxa ist der
Mensch der wichtigste Faktor (Ellstrand & Schierenbeck 2000, siehe auch
Kapitel 1). Menschliche Aktivitdten schaffen aulRerdem neue Nischen (z.B.
anthropogen gestorte Standtorte), in denen sich Hybridabkbmmlinge
etablieren konnen. Genfluss von gebietsfremden Pflanzen (inklusive der
Kulturpflanzen) in wilde Verwandte kann die Populationen der Wildarten auf
verschiedene Art und Weise beeinflussen und in ihrer Existenz bedrohen,
besonders wenn diese selten sind (Rhymer & Simberloff 1996, Hails &
Morley 2005).

Zunachst kénnen Hybridisierungen als vereinzelte, zufallige Ereignisse
auftreten und fir die beteilgten Taxa folgenlos bleiben. Allerdings ist die

Bildung von Hybridzonen ein gradueller Prozess, der erst nach einer
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gewissen Zeit seine Auswirkungen auf die beteiligten Taxa offenbart. Die
Bildung von Hybridschwarmen aus unterschiedlichen Hybrid- und Ruck-
kreuzungsgenerationen kann weitreichende Folgen fiir die genetische
Integritat der beteiligten Arten haben und bedroht vor allem seltene Arten.
Diese introgressive Hybridisierung kann zu einer Vermischung der Gen-
pools distinkter Taxa fiihren (Rhymer & Simberloff 1996). Hohe Raten von
Genfluss — besonders im Falle einer haufigen Kulturart zu einem lokal
seltenen wilden Verwandten — konnen dabei die Wildart regelrecht ,lber-
schwemmen® und zur nachhaltigen Veranderung des wilden Genpools
fihren (engl. genetic swamping, genetic assimilation, genetic pollution, Petit
2004, Haygood et al. 2003 u.a.). Im Extremfall kann es zum Verlust der
genetischen Integritdt der Wildart und durch wiederholte Hybridisierungen
und Introgression zur volligen Assimilierung dieser in die haufige Kulturart
kommen (Ellstrand et al. 1999). Unabhangig von der Lebensfahigkeit der
resultierenden Hybride kann eine UbermaRige Dominanz des artfremden
Pollens fiir die seltene indigene Art bedeuten, dass nicht ausreichend
arteigene Samen gebildet werden kénnen, um das Bestehen der Population
zu gewahrleisten.

Die Fitness von Hybriden kann sowohl innerhallb als auch zwischen
unterschiedlichen Generationen sehr heterogen sein (Arnold & Hodges
1995, Rieseberg & Carney 1998). Hybridisierungen kénnen auch dann
einen negativen Einfluss auf heimische Pflanzenarten haben, wenn die
entstehenden Hybride eine geringe Vitalitat oder Fertilitat aufweisen oder
garnicht lebensfahig sind. Diese sogenannte Auszuchtdepression (engl.
outbreeding depression) als Folge von Genfluss zwischen genetisch
differenzierten Taxa, kann die Fitness der direkten Nachkommen oder
spaterer Generationen vermindern. Ein Grund fir die Reduktion der Fitness
kann die Trennung gulnstiger Gen- oder Merkmalskombinationen sein.
Resultieren aus Hybridisierungen Nachkommen mit reduzierter Ferilitat bzw.
Fitness oder auch sterile Nachkommen, ist eine Vermischung der Genpools
(Introgression) unwahrscheinlich. Allerdings kann die Fitness der Population
durch die fehlende fertile Nachkommenschaft so stark herabgesetzt werden,
dass dies zur Reduktion der PopulationsgréRe der Wildart, zum Verlust lokal
angepasster Genotypen oder sogar zum Aussterben fiihren kann (Rhymer
& Simberloff 1996).
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Hybridisierungen koénnen auferdem zur evolutiven Entwicklung eines
neuen, hybridogenen Taxons flhren (Stebbins 1952). Die Rekombination
der elterlichen Genome kann neue Eigenschaften entstehen lassen (z.B. ein
gesteigertes Invasionspotenzial). Ein solcher Prozess kann auch in kleinen
Populationen stattfinden (Rhymer & Simberloff 1996). Die Rekombination
der elterichen Genome kann neben Heterosiseffekten (Hybrid-
Uiberlegenheit) zu einer hoheren genetischen Variation fiihren, die als Basis
fur adaptive Veranderungen der Hybridenlinie dienen kann. Fixierte
Heterozygotie wie in allopolyploiden Hybriden (z.B. in den amphidiploiden
Brassica-Arten) kann sowohl die Hybridlinie stabilisieren als auch deren
Fitness erhéhen (Stebbins 1959; Ellstrand & Schierenbeck 2000). Die
entstehenden Hybridlinien kdnnen mit den Eltern- oder anderen Arten um
dieselbe 06kologische Nische konkurrieren und diese im Extremfall
verdrdngen oder neue Habitate kolonisieren (Abbott 1992, Ellstrand &
Schierenbeck 2000). Ein erhéhtes Invasionspotenzial kann sowohl zu einem
okologischen Problem werden, wenn natlirliche Habitate betroffen sind, als
auch zu einem o©konomischen z.B. wenn sich agressivere Unkrauter
entwickeln und Agrarhabitate besiedeln.

4.15.1 Hybridisierungen zwischen Neophyten und Wildarten in
Deutschland

Besonders fiir seltene heimische Arten konnen Hybridisierungen mit
neophytischen Arten weitreichende evolutiondare Konsequenzen haben und
zu einer Bedrohung der indigenen Arten fiihren. In Deutschland sind 75
Hybride dokumentiert, die aus Kreuzungen zwischen 50 Neophyten und 68
heimischen Arten hervorgegangen sind (Bleeker et al. 2007). Weitere 59
Hybride zwischen in Deutschland vorkommenden Neophyten und hei-
mischen Arten sind aus anderen Regionen bekannt, aber (noch) nicht in
Deutschland nachgewiesen worden. Beispiele fiur Neophyten, die mit
heimischen Arten hybridisieren sind Rorippa austriaca (CRANTZ) BESSER,
Populus xcanadenensis MOENCH, Medicago sativa L. und Epilobium
ciliatum RAF. (Bleeker et al. 2007). Siebenunddreiflig der hybridisierenden
heimischen Arten aus der Studie von Bleeker et al. (2007) stehen in
mindestens einem deutschen Bundesland auf der Roten Liste der
gefahrdeten Pflanzenarten. Fir 18 bedrohte heimische Arten gilt, dass der
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neophytische Hybridisierungspartner haufiger ist als die heimische Art. Auch
wenn der hybridisierende Neophyt nicht haufiger ist als die heimische Art,
kénnen durch Introgression genetische Variabilitdt und lokal angepasste
Populationen verloren gehen, wie das Beispiel der Gattung Rorippa
(Brassicaceae) zeigt (Bleeker 2003, Bleeker & Matthies 2005): In jungen
Hybridzonen sind neben der indigenen Art R. sylvestris und der neo-
phytischen Art R. austricaca vor allem F;-Hybride beider (R. xamoracioides)
zu finden. In alteren Hybridzonen sind die reinen Individuen von
R. sylvestris durch Hybridisierung und Ruckkreuzung verschwunden. Auch
wenn in jungen Hybridzonen Hybridisierung zunachst als untergeordnetes
Phanomen erscheint, welches keine weiteren Konsequenzen mit sich bringt,
kann der natlrliche Genpool der indigenen Art zeitverzdgert stark beein-
trachtigt werden. AuRerdem sind Rorippa-Hybridpopulationen in ruderalen
Habitaten an der Unterelbe in Abwesenheit der Elternarten bekannt. Diese
stellen eine evolutionare Neuheit dar, denn sie unterscheiden sich in ihrer
Habitatpraferenz von den Eltern und kolonisieren neue, anthropogen
gestorte Habitate.

4.15.2 Hybridisierung zwischen Raps und Verwandten - eine
Bedohung fiir die heimische Vielfalt?

Von zwolf der 13 fiir die menschliche Erndhrung bedeutendsten Nutz-
pflanzen - unter diesen Raps - ist bekannt, dass in einem Teil ihres Ver-
breitungsgebietes Genfluss mit wilden Verwandten besteht (Ellstrand et al.
1999). Aus evolutionarer Sicht ist es nicht verwunderlich, dass zwischen
den Kulturpflanzen und ihren wilden Vorfahren keine absolute reproduktive
Isolation besteht, da die Trennungsgeschichte der Linien maximal einige
tausend Generationen zurlick liegt (Ellstrand et al. 1999). Genfluss von der
Kulturart ist am wahrscheinlichsten zu nah verwandten Ackerunkrautern, da
diese in unmittelbarer Nachbarschaft der Kulturart wachsen und wiederholt
Pollen von den benachbarten Kulturpflanzen erhalten. Ein Austausch von
Genen zwischen Kulturpflanzen und Wildarten findet seit Beginn der
landwirtschaftlichen Nutzung von Pflanzen statt, riickt aber mit der Nutzung
transgener Kulturpflanzen zunehmend in den wissenschaftlichen und
gesellschaftlichen Fokus. Nach erfolgter Hybridisierung und Introgression,
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kénnen die Kulturgene in den Wildarten persistieren, diese verandern und
einen Einfluss auf ihre Fitness haben.

Viele ziichterisch erwiinschte Eigenschaften von Kulturpflanzen verringern
deren Fitness auferhalb des Anbaus (Campbell et al. 2006). Gelangen
solche Kulturgene durch Hybridisierungen in Wildarten, kénnen sie auch
natirliche Populationen negativ beeinflussen. Fur konventionellen Raps
scheint dies im Vergleich zu anderen Kulturpflanzen zunachst nicht von
primarer Relevanz zu sein, da er im Vergleich eine unvollstadndige
Domestikation erfahren hat und selber viele Unkrautmerkmale besitzt, die
ihn zur (ausdauernden) Besiedlung semi-naturlicher Habitate befahigen. Ob
Introgression fiir wilde Verwandte problematisch ist, hangt in besonderem
MalRe davon ab, wie haufig diese Vorkommen und ob sie somit ein
gewisses Mal} an Genfluss kompensieren kdnnen. Aus naturschutzerischer
Sicht ist auBerdem zu entscheidend, ob es sich bei den wilden Verwandten
um indigene Arten handelt und damit die heimische Biodiversitat bedroht ist.
Im Fall von Raps sind viele der kreuzkompatiblen Verwandten Neophyten
(oder ihr Status ist unklar, Tabelle 1.1), sie werden als Kulturpflanzen
angebaut und verwildern aus dem Anbau. Ob ein indigener Genpool im
Untersuchungsgebiet existiert, ist somit fur viele Arten generell fraglich und
schwierig zu beurteilen. Ribsen und Hederich (R. raphanistrum) sind die
beiden Arten mit der hdochsten Wahrscheinlichkeit der Hybridisierung mit
Raps und Introgression von Rapsgenen im Osnabriicker Land. Stuft man
die im Untersuchungsgebiet gefundenen Populationen von R. raphanistrum
und B. rapa (zumindest teilweise) als wild (archdophytisch) ein, ist auch ein
indigener Genpool anzunehmen. Dieser ist umso schutzbedurftiger, je
seltener die indigenen Populationen werden, je starker damit die naturliche,
genetische Variabilitdét abnimmt und je mehr Populationen von inter-
spezifischem und intraspezifischen Genfluss mit Kulturpflanzen betroffen
sind.

Raphanus raphanistrum kann mit den Kulturarten R. sativus und B. napus
hybridisieren, weshalb fir Hederich eine Beeinflussung des Genoms durch
Hybridisierung und Introgression von Kulturgenen anzunehmen ist.
Raphanus raphanistrum ist im Untersuchungsgebiet selten (nur ein Fundort
im Untersuchungsgebiet und dort zusammen mit beiden potenziellen
Hybridisierungspartnern), im Rickgang befindlich und wird nach der roten
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Liste fir Niedersachsen und Bremen (Garve 2004) als gefahrdet eingestuft.
Auch in Schleswig Holstein und Hamburg steht R. raphanistrum auf der
Roten Liste (Poppendieck et al. 1998, Mierwald & Romahn 2006). Dies ist
wahrscheinlich nicht primar auf Hybridisierung zuriickzufihren, sondern
beruht auf einer veranderten Landnutzung und einer immer weiter zu-
nehmenden Intensivierung der Landwirtschaft. Die Zerstérung geeigneter
Habitate, ein erhdhter Herbizideinsatz und Saatgutreinigung bedroht auch
das Vorkommen zahireicher anderer klassischer Ackerunkrauter wie
Centaurea cyannus L., die in den letzten Jahrzehnten selten geworden ist,
oder Agrostemma githago L., die im Untersuchungsgebiet als nahezu aus-
gestorben gilt (Rote Liste Niedersachsen Kategorie 1, Weber 1995, Garve
2004).

Zwischen wilden Ribsen, Kulturformen des Riibsens und Raps wird ein
Austausch von Genen vermutlich seit Beginn des Anbaus der Arten
bestanden haben. Es ist fraglich, ob im Untersuchungsgebiet Unkraut-
rubsen allein auf verwilderte Kulturformen zuriickzufilhren sind oder auch
.echte“ wilde Ribsen (B. rapa ssp. campestris) existieren, die einen
eigenen, schltzenswerten Genpool besitzen. Population 54 gibt einen
Hinweis aufgrund der Samenfarbe auf ein potenziell indigenes Vorkommen.
Diese Population ist besonders variabel in ihrer Morphologie. Inter-
spezifische F-Hybridnachkommen mit Raps geben einen Hinweis auf eine
genetische Beeinflussung durch Hybridisierung in dieser Population.

Neben den potenziellen Bedrohungen fiir die genetische Integritat wilder
Verwandter stellt die Evolution eines gesteigerten Invasionspotenzials eine
mogliche Folge von Hybridisierungen dar (Abbott 1992, Elistrand et al.
1999, Elistrand & Schierenbeck 2000). Unkrautprobleme durch Genfluss
zwischen Kultur- und Wildpflanzen konnten bei zahlreichen Arten beob-
achtet werden (siehe auch Kapitel 1.1 sowie Ellstrand et al. 1999), sowohl
intraspezifisch z.B. in Beta vulgaris (Boudry et al. 1993, Desplanque et al.
1999, Vivard et al. 2004) als auch interspezifisch z.B. in Raphanus (siehe
Kapitel 4.8.4). Hybridisierungen kénnen zu einer schnellen evolutionaren
Veranderung fihren, indem sie neue Genkombinationen erstellen, die
genetische Variation und Heterosis erhéhen, wodurch die Hybride eine
erhbéhte Fitness (engl. hybrid vigor) und Adaptationsfahigkeit an neue
Habitate erhalten kénnen (Rhymer & Simberloff 1996). Ein Einfluss auf die
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Biodiversitat besteht dann, wenn die neuen Taxa die Dynamiken und
Strukturen natirlicher Gemeinschaften beeinflussen, zum Beispiel konkur-
renzfahiger sind als (verwandte oder nicht verwandte) indigene Arten und
diese dadurch verdrangen. Diese Prozesse konnen durch transgene
Eigenschaften beschleunigt werden, wenn diese die Fitness der Hybride
steigern.

4.16 Transgene Nutzpflanzen: Beispiel herbizidresistenter Raps

Die Anbauflache transgener Nutzpflanzen stieg global von 1,7 Millionen
Hektar 1996 auf 114,3 Millionen Hektar im Jahr 2007 (ISAAA 2007). Der
Anbau von transgenem Raps belegt dabei nach Soja, Mais und Baumwolle
Platz vier mit etwa 5% der globalen Flache des Anbaus transgener
Pflanzen. Herbizidresistenzen und Insektenresistenzen sind zurzeit die
wichtigsten transgenen Eigenschaften. Zunehmend kommen Sorten mit
zwei oder mehr kombinierten Eigenschaften auf den Markt (ISAAA 2007).
Gentechnisch veranderte Rapssorten werden in Nordamerika (USA,
Kanada) seit Mitte der 1990er Jahre angebaut. In Kanada wurden 2006 auf
4,3 Mio Hektar herbizidresistenter Raps angebaut (das entspricht 80% der
kanadischen Rapsanbauflache). Hierbei handelt es sich zumeist um
Resistenzen gegen Totalherbizide (transgene Resistenzen gegen
Glyphosat (RoundupReady-Technologie) und Glufosinat (LibertyLink-
Technologie) sowie konventionell gezilichtete Resistenz gegen Imidazolinon
(Clearfield-Technologie)). Diese ermoglichen einen gezielteren Herbizid-
einsatz erst nach Auflaufen der Nutzpflanzen und eine pfluglose Boden-
bearbeitung als Erosionsschutz (Dale et al. 2002). Gentechnische Ver-
anderungen von Raps, die in Zukunft zur Marktreife kommen konnen,
betreffen das Fettsduremuster der Samen, Krankheits- und Schadlings-
resistenzen und mannliche Sterilitdt. In Deutschland fanden zwischen 1994
und 2007 41 Freisetzungsversuche mit transgenem Raps statt. Deutschland
belegt damit in der EU Platz vier nach Frankreich, England und Belgien
(BioSicherheit.de). Bisher ist keine transgene Rapssorte in der EU zum
Anbau uneingeschrankt zugelassen, und es findet kein kommerzieller
Anbau statt (BioSicherheit.de, TransGen.de).
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Transgene Pflanzen lassen sich in solche mit speziellen agronomische
Eigenschaften (Input-Eigenschaften) wie Herbizid-, Schadlings-, Krankheits-
resistenzen und Stresstoleranz gliedern, sowie in Pflanzen mit neuen
Eigenschaften, die das Endprodukt betreffen (Output-Eigenschaften), wie
z.B. neue oder veranderte Inhaltsstoffe (z.B. funktionelle Lebensmittel und
Pharmazeutika) oder Pflanzen zur Phytoremediation (Marquard & Durka
2005). Transgene Nutzpflanzen sind, so der heutige Stand der Wissen-
schaft, nicht zwangslaufig ein Risiko fiir die Gesundheit des Menschen oder
die Umwelt. Jedoch sind im Rahmen einer Risikobeurteilung potenzielle
negative Einflisse auf die menschliche Gesundheit (z.B. Allergenitat,
Toxizitat), die Landwirtschaft (z.B. durch resistente Schadlinge und Un-
krauter) und die Umwelt (z.B. Effekte auf Nicht-Zielorganismen und Gen-
fluss in wilde Populationen) bei jedem Einzelfall zu begutachten. Zudem ist
zu beachten, dass neben der direkten Wirkung des einzelnen Transgens
(engl. single gene effects) pleiotropische und epistatische Effekte auftreten
koénnen (Tiedje et al. 1989), weshalb jede transgene Linie hinsichtlich ihrer
Eigenschaften neu zu bewerten ist. Auf EU-Ebene regelt die Freisetzungs-
richtlinie 2001/18 EG die beabsichtigte Freisetzung und das Inverkehr-
bringen von gentechnisch veranderten Organismen. Die Sicherheits-
bewertung beinhaltet eine fallspezifische Beobachtung (engl. case-specific
monitoring) und eine allgemeine, Uberwachende Beobachtung (engl.
general surveillance). Die Risikobeurteilung erfolgt transgen- und art-
spezifisch. Zlighart und Breckling (2003) schlagen konkrete Monitoring-
Konzepte vor (u.a. am Fallbeispiel HR-Raps), um direkte, indirekte,
unmittelbare und spatere sowie unvorhergesehene schadliche Aus-
wirkungen von GVO auf menschliche Gesundheit oder Umwelt zu ermitteln.

4.16.1 Potenzielle Auswirkungen von herbizidrestenem Raps auf
die Umwelt

Transgene Kulturpflanzen kdnnen sowohl einen direkten (z.B. gesteigertes
Invasionspotenzial, Genfluss und Introgression in Wildarten, direkter
Einfluss auf Nicht-Zielorganismen z.B. durch Toxine) als auch einen
indirekten (z.B. evolutionar entwickelte Herbizidtoleranzen in nicht-
verwandten Arten, Veranderung der Diversitat durch Herbizideinsatz) Ein-
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fluss auf die sie umgebende Umwelt (d.h. natirliche und anthropogene
Habitate) haben (Dale et al. 2002).

Transgene konnen die Fitness des Tragers in einer bestimmten Umwelt
entweder erniedrigen und damit die Anpassungsfahigkeit verringern oder
die Fitness erhéhen, damit das Invasionspotenzial steigern und in der Folge
zu Veranderungen der Dynamiken und Strukturen natirlicher Gemein-
schaften fiuhren (Tiedje et al. 1989, Raybould 1999, Hauser et al. 2003,
Pilson & Prendeville 2004, Hails & Morley 2005, Allainguillaume et al. 2006).
Die Auswirkungen eines Transgens auf die Fitness der Empfanger-
population sind entscheidend fiir die Beurteilung des Risikos der Intro-
gression von Transgenen aus Kulturpflanzen in natirliche Population
(Jenczewski et al. 2003). Aufierhalb der landwirtschaftlichen Flachen ist
nicht zu erwarten, dass herbizidresistente Pflanzen ein gesteigertes
Invasionspotenzial als direkte Folge der HR-Gene entwickeln, da in
Abwesenheit von Herbiziden und damit fehlendem Selektionsdruck kein
Selektionsvorteil besteht (Dale et al. 2002). Nach heutigem Kenntnistand
unterscheidet sich HR-Raps in Habitaten ohne Herbizideinsatz in seiner
Fitness nicht oder nur negativ von seinem konventionellem Gegenstlick
(Crawley et al. 1993, Fredshavn et al. 1995, Crawley et al. 2001, Roller et
al. 2003, Lutmann et al. 2005). Ohne Herbizideinsatz bleibt HR-Raps wie
konventioneller Raps eine eher konkurrenzschwache Pionierart, die in
Habitaten ohne regelmaRige Stérungen im Laufe der Sukzession verdrangt
wird (Crawley & Brown 2004). Auch bei introgressiver Hybridisierung von
Herbizidresistenzen in Wildarten wird in naturlichen Habitaten ohne
Selektionsdruck kein Fitnessvorteil fir die Nachkommen bestehen. Hybride
zwischen Raps und nahen Verwandten sind in ihrer Fitness zumeist
reduziert, doch einzelne Individuen kdonnen eine ahnlich Fithess wie die
Eltern besitzen. Diese kdnnen vermitteln, dass transgene Eigenschaften in
Wildpflanzen auRerhalb des Anbaus langfristig Giberdauern, auch wenn sie
keinen Selektionsvorteil bieten (Warwick et al. 2008).

Der Anbau von HR-Raps hat herbizidresistenten Ausfallraps und HR-
Volontéren nach dem Anbau auf landwirtschaftlich genutzten Flachen zur
Folge. Durch interspezifischen Genfluss zwischen HR-Sorten mit unter-
schiedlichen Resistenzen kénnen sowohl mehrfachresistenter Unkrautraps
als auch mehrfachresistente Pflanzen als Verunreinigungen bei der
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Saatgutproduktion auftreten (Hall et al. 2000, Beckie et al. 2003). Zudem
kénnen Resistenzgene durch interspezifischen Genfluss auf nah verwandte
Ackerunkrauter Ubertragen werden. Neben der Erlangung von Herbizid-
resistenzen durch intra- und interspezifischen Genfluss kdnnen sich
Resistenzen auch durch evolutive Neuentwicklung in nicht verwandten
Arten entstehen (Heap 1997). Es besteht die Sorge, dass diese drei
Prozesse neue Unkrautprobleme hervorbringen koénnten (sogenannte
resistente ,Superunkrauter”). Das Risiko der Entwicklung herbizidresistenter
Unkrauter steigt, wenn das betreffende Herbizid stdndig und unkontrolliert
eingesetzt wird (erhdhter Selektionsdruck) und innerhalb einer Fruchtfolge
mehrere Kulturen Resistenzen gegen dasselbe Herbizid besitzen. Ein
konsequentes Management der Fruchtfolge, Herbizidrotation und Anbau-
praktiken, die das Auftreten von HR-Pflanzen auflerhalb des Anbaus in
Raum und Zeit minimieren, ist somit erforderlich (dazu gehéren z.B.
Ernteverluste auflaufen zu lassen und spates/ kein Pfligen, um den Beitrag
zur Samenbank zu minimieren; konsequente Kontrolle von Volontaren mit
alternativen Herbiziden; Mindestabstande einzuhalten, um Kreuz-
bestaubung zu vermeiden; sortenreines Saatgut zu verwenden; betreffende
Herbizide nicht aufierhalb des Anbaus anzuwenden; anbaubegleitendes
Monitoring transgener Nutzpflanzen usw.). Wird das betreffende Herbizid
auch auflerhalb von Kulturflachen verwendet (z.B. ruderale Standorte wie
Bahngleise), konnen sich dort verwilderte Populationen aufgrund des
Selektionsvorteils langfristig etablieren. Bisher konnte jedoch kein
gesteigertes Invasionspotenzial von herbizidresistentem Volontéaren, ver-
wilderten oder wilden Brassica-Populationen oder anderen Ackerunkrautern
durch den Anbau herbizidresistenter Sorten beobachtet werden (Beckie &
Owen 2007).

Indirekte Einflisse des Anbaus von herbizidresistentem Raps wurden in der
britischen ,Farm Scale Evaluation* (FSE) nachgewiesen. Durch Anderung
der Anbaupraktiken, besonders durch die effektivere Unkrautkontrolle, wird
die Vielfalt an Ackerunkrautern stark reduziert. Dies beeinflusst auch die mit
den Unkrautern assoziierten Tiere. Vor allem Schmetterlinge kamen in HR-
Rapsfeldern deutlich seltener vor als im konventionellen Anbau (Bohan et
al. 2004). Ein grof¥flachiger Anbau herbizidresistenter Nutzpflanzen be-
deutet eine Intensivierung der Landwirtschaft und damit eine zunehmende
Bedrohung der Biodiversitat im Agrarraum.

152



Diskussion

Hinsichtlich ihrer Umweltwirkung besonders kritisch zu betrachten sind
transgene Eigenschaften, die fir ihren Trager einen Selektionsvorteil
bedeuten. Hierzu gehéren zum Beispiel Transgene, die die Stresstoleranz
von Pflanzen erhéhen (Salz, Dirre, Kalte), oder Schadlings- und
Krankheitsresistenzen (z.B. gegen Viren) vermitteln (Warwick et al. 2008).
Versuche zeigen, dass Schadlingsresistenzen (z.B. Bt-Transgene) fiir Raps
bei hohem Insektendruck vorteilig sind. Diese konnten auch zu einer
gesteigerten Konkurrenzkraft und erhohten Fitness in Hybriden fiihren
(Vacher et al. 2004, Mason et al. 2003). Ein gesteigertes Invasionspotenzial
sowohl in anthropogenen als auch in naturlichen Habitaten oder einen
Einfluss auf natlrliche Dynamiken und Nicht-Zielorganismen sind mdégliche
Folgen der Freisetzung solcher Organismen sein.

4.17 Schlussbetrachtung

Raps wurde als Fallstudie fir eine Kulturpflanze ausgewahlt, die sich
aufllerhalb des Anbaus spontan etablieren kann und so als Quelle fir
Neophyten dient. Verwilderte Rapspopulationen im Osnabriicker Land sind
haufig, bleiben fir mehrere Vegetationsperioden bestehen und setzen sich
aus unterschiedlichen Sorten zusammen, welche miteinander hybridisieren.
Sie zeigen eine erhoéhte genetische Diversitat verglichen mit Sortenraps und
sind phanotypische variabel und besiedeln dieselben Standorte wie
zahlreiche potenzielle Kreuzungspartner. In gemischte Bestédnde zwischen
Raps und kreuzkompatiblen Verwandten wie Ribsen und Hederich kann es
zu einer genetischen Beeinflussung der Wildarten durch Hybridisierung
kommen. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass Raps und tetraploider
Ribsen im Freilandversuch ein hohes Auskreuzungspotenzial besitzen.
Zusammen genommen illustrieren diese Ergebnisse, dass das evolutionare
Potenzial verwilderter Rapspopulationen hoéher einzuschatzen ist als
vormals angenommen. Diese Studie bestatigt, dass verwilderte Raps-
populationen als Trittsteine flr intra- und interspezifischen Genfluss dienen
und dadurch beim Anbau transgener Rapssorten die Koexistenz
verschiedener Anbauformen erschweren, die Etablierung von Transgenen
aullerhalb des Anbaus ermdglichen, die Transgenausbreitung férdern und
Introgression in nah verwandte Arten vermitteln kénnen.
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Studien an invasiven Arten haben gezeigt, dass diese, sobald sie sich
etabliert haben, kaum noch in einem Okosystem zu kontrollieren sind, da sie
sich kontinuierlich reproduzieren, ausbreiten und evolutiv entwickeln.
Ahnliches ist firr transgene Pflanzen zu erwarten, wenn diese in der Lage
sind, aulerhalb des Anbaus persistente Populationen zu etablieren
(Peterson et al. 2000). Da Raps verwildert und auskreuzt ist das Risiko der
Ausbreitung von Transgenen auflerhalb des Anbaus als hoch einzu-
schatzen. Es ist unumstritten, dass Transgenfluss zwischen Kulturpflanzen
zu Problemen der Koexistenz von transgenem und konventionellen bzw.
biologischen Anbau filhren kann und Problemen mit Volontarunkrautern im
landwirtschaftlichen Bereich auftreten konnen. Strittig hingegen sind die
Auswirkungen von Transgenfluss zu wilden Verwandten der Kulturpflanzen.
Es bleibt zu diskutieren, ob die Introgression von Transgenen per se schon
als 6kologischer Schaden zu bewertet ist. Wenn — wie bei Raps — ein hohes
Ausbreitungs- und Auskreuzungspotenzial besteht, sind Transgene nicht
mehr riickholbar (Menzel 2006). Der Anbau transgener Nutzpflanzen, sofern
diese mit wilden Verwandten kreuzen und Transgene ubertragen, kann
einen Einfluss auf Naturschutzziele haben (Breckling & Menzel 2005). Das
Ziel des Naturschutzes ist es, die Natur in ihrer Eigenart zu bewahren
(BNatSchG 2002, §1). Introgression und Persistenz von Transgenen in
natlrliche Populationen fuhrt zumindest zu einer Veranderung der in
Deutschland geschiitzten innerartlichen Vielfalt und damit zu einer
Beeintrachtigung des Schutzgutes. Dies ist unabhangig davon, ob weitere
Folgewirkungen mit dem Transgen verbunden sind (Breckling & Menzel
2005). AuRerdem ist nicht vollstdndig auszuschliefien, dass Transgene bei
Introgression unvorhersehbare epistatische oder pleiotropische Effekte im
genetischen Hintergrund des wilden Verwandten haben kénnen (Snow et al.
1999, Raybould 1999). Auf der anderen Seite wird argumentiert, dass seit
Beginn des Anbaus von Kulturpflanzen eine Beeinflussung des indigenen
Genpools naher Verwandter durch Kulturgene stattfindet. Genfluss
zwischen transgenen Kulturpflanzen wie Raps und nahen Verwandten wird
zwar geschehen, muss aber nicht zwangslaufig zu Problemen fiihren
(Ellstrand 2003). Auskreuzung ist erst dann ein Risiko, wenn z.B. natlrliche
Dynamiken gestort, nahe Verwandte bedroht, das Invasionspotenzial dieser
erhéht oder andere Nichtzielorganismen beeinflusst werden (Wilkinson et al.
2003, Poppy 2004). Die Auswirkungen des Transgenflusses sind weitest-

154



Diskussion

gehend abhangig von dem Einfluss des Transgens auf die phanotypischen
Merkmale, die sie Ubertragen, und die damit verbundene Fitness (Wilkinson
et al. 2003, Jenczewski et al. 2003). Verhalt sich ein Transgen neutral, wird
es zunachst nur die genetische Diversitat der Empfangerpopulation erhéhen
(Elistrand 2003). Herbizidresistenzen werden als selektionsneutrale Trans-
gene in natirlichen Habitaten bewertet, weshalb angenommen wird, dass
sie natirliche Populationsdynamiken nicht beeinflussen und das Invasions-
potenzial in natirlichen Habitaten nicht erhdhen (Crawley et al. 1993,
Crawley et al. 2001, Jenczewski et al. 2003). Trotzdem k&nnen sie
nachweislich auf3erhalb des Anbaus sowohl in Unkrautraps als auch in
Unkrautribsen Uber mehrere Generationen persistieren (Warwick et al.
2008). Ein erhohtes Invasionspotenzial wurde bisher weder bei transgenem
Raps noch bei nahen Verwandten beobachtet. Dennoch ist nicht vorher-
sagbar, wie sich transgene Populationen auferhalb des Anbaus zukunftig
evolutiv entwickeln.

Im Falle des transgenen Rapsanbaus wird sich aufgrund der bedeutenden
Rollen von Samenverlusten beim Transport und Fahrzeugen an der Fern-
ausbreitung transgener Unkrautraps (von der Lippe und Kowarik 2007b)
schnell auch auBerhalb der Anbaugebiete etablieren. Ein anbau-
begleitendes Monitoring muss entsprechend neben der direkten Umgebung
der Anbauflachen von Raps auch ruderale Habitate im landwirtschaftlichen
sowie im urbanen Raum mit einbeziehen, da sich an diesen Standorten
Rapspopulationen und besonders Kreuzungspartner etablieren und mit-
einander interagieren. Die Wahrscheinlichkeit der Hybridisierung zwischen
Raps und (diploiden bzw. tetraploiden) Rubsen kénnte im Untersuchungs-
gebiet verringert werden, wenn diese Taxa nicht gemeinsam in Saatgut-
mischungen verwendet wiirden.
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5 Zusammenfassung

Raps (Brassica napus) wurde als Fallstudie fur eine Kulturpflanze
ausgewahlt, die in Unkrautpopulationen aufierhalb des Anbaus auftritt und
mit nah verwandten Arten auskreuzen kann. Das evolutiondre Potenzial
verwilderter Rapspopulationen und ihre Bedeutung fur intra- und inter-
spezifischen Genfluss sind maRgeblich davon abhangig, ob verwilderte
Populationen dauerhaft und selbsterhaltend sind. Basierend auf
Kartierungen (2004-2008) und kernkodierten Mikrosatellitenmarkern wurde
in dieser Studie die Herkunft, Persistenz und genetische Variation
verwilderter Rapspopulationen im Nordwesten Deutschlands (Osnabrucker
Land) untersucht. An den meisten der untersuchten Fundorte (79,5%)
konnte in mindestens zwei der flinf Untersuchungsjahre verwilderter Raps
erfasst werden. Der Anteil der Populationen mit Samenansatz variierte
zwischen den Jahren (30-48%) und war héher als in vergleichbaren
Studien. Die genetische Diversitat der verwilderten Rapspopulationen war
hoher als die haufig angebauter Sorten. Mit Hilfe eines ,Maximum-
Likelihood“-Ansatzes wurden die Individuen der verwilderten Populationen
den Ursprungssorten und den Hybriden zwischen diesen Sorten
zugeordnet. Die wichtigsten Quellen fiir die genetische Variation in
verwilderten Rapspopulationen waren die mehrfache Einschleppung
verschiedener Sorten und Hybridisierungen zwischen diesen Sorten.
Maximal vier verschiedene Sorten konnten innerhalb einzelner Populationen
identifiziert werden. Hybride zwischen den Sorten deuten darauf hin, dass
verwilderte Populationen sich selbst erhalten kénnen. Die Ergebnisse
zeigen, dass verwilderte Rapspopulationen ein hoheres evolutionares
Potenzial besitzen als vormals angenommen.

Fur die Abschatzung des Auskreuzungspotenzials von Raps und ist die
Haufigkeit von Kreuzungspartnern entscheidend, welche von Region zu
Region stark variieren kann. In den Kartierungen wurden im Untersuchungs-
gebiet acht verwandte Arten aus den Brassicinae an denselben Standorten
wie Raps aufgefunden, darunter sechs sympatrisch mit Raps. Diese
potenziellen Kreuzungspartner Uberlappen mit dem angebauten und/oder
verwilderten Raps zumindest teilweise in ihrer Blihphase. Mittels durch-
flusszytometrischer und molekularer Untersuchungen konnten einzelne
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triploide Hybride zwischen Raps und diploiden Ribsen (B. rapa) detektiert
werden. Diese zeigten eine reduzierte Pollenfertilitat (47,4%). Ribsen und
Hederich (Raphanus raphanistrum) sind die nah verwandten Arten, die am
Wahrscheinlichsten von Hybridisierungen mit Raps und Introgression
beeinflusst werden. Letzterer steht drei Bundeslandern, darunter Nieder-
sachsen, auf der Roten Liste der bedrohten Pflanzenarten.

Neben diploiden Ribsen wurden mittels durchflusszytometrischer
Messungen tetraploide Ribsen-Zytotypen im Untersuchungsgebiet
identifiziert. Autotetraploide Ribsensorten werden als Zwischenfriichte
angebaut, sind Bestandteil verschiedener Saatgutmischungen fir Blih-
streifen und Wildacker (zusammen mit Raps und diploiden Ribsen) und
kénnen verwilderte Populationen etablieren. Unterschiede im Ploidielevel
verschiedener Ribsensorten wurden bis vor kurzem hinsichtlich des
Auskreuzungspotenzials mit Raps nicht beachtet. In Handkreuzungen
konnte gezeigt werden, dass aus Kreuzungen zwischen Raps und tetra-
ploiden Ribsen weniger Samen resultierten als aus solchen zwischen Raps
und diploiden Rlbsen. Im Freilandversuch mit tetraploiden Riibsensorten
als Mutterpflanzen und Rapssorten als Pollenspender konnten inter-
spezifische Hybridisierungen unter natlrlichen Bestdubungsbedingungen
nachgewiesen werden. Morphologische Merkmale, relative DNA Gehalte
und Mikrosatelliten Marker wurden verwendet, um zwischen intra-
spezifischen, tetraploiden Ribsennachkommen und interspezifischen
Hybriden mit Raps zu unterscheiden. Von 517 Nachkommen von tetra-
ploiden Ribsen zeigten 45 Jungpflanzen artspezifische morphologische
Merkmale von Raps. Die Identifizierung von Hybriden anhand des relativen
DNA-Gehaltes erwies sich als problematisch. Wahrscheinlich spielt
Aneuploidie bei der Bildung der Gameten von autotetraploiden Riibsen eine
entscheidende Rolle. Vierundachtzig Nachkommen wichen von tetraploiden
B. rapa im relativen DNA Gehalt ab, vier davon waren hexaploid. Von den
205 an funf Mikrosatellitenloci untersuchten Nachkommen zeigten 70
Rapsallele. Aus der Kombination von morphologischen und/oder mole-
kularen Hinweisen auf Hybridisierungen ergibt sich eine Hybridisierungsrate
von 16,2%. Individuelle Hybridisierungsraten variieren zwischen 0% und
51%. Die mannliche Fertilitat dieser Hybride war mit durchschnittlich 82,5%
héher als die triploider Raps-Rubsen-Hybride. Bei der Abschatzung des
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Genflusses von Raps in nahe Verwandte auf Landschaftsebene sollte das
Auftreten tetraploider Ribsen unbedingt beachtet werden. Treten diploide
und tetraploide Rubsen in gleicher Dichte auf, ist anzunehmen, dass Gen-
fluss von Raps zu tetraploidem RuUbsen mindestens so haufig ist wie
Genfluss zu diploiden Rubsen. Die Wahrscheinlichkeit von Hybridisierungen
zwischen Raps und Ruibsen (diploid und tetraploid) kénnte verringert
werden, wenn vermieden wirde, diese kreuzkompatiblen Arten gemeinsam
in Saatgutmischungen zu verwenden.

Diese Studie bestatigt, dass verwilderte Rapspopulationen als Trittsteine fiir
intra- und interspezifischen Genfluss dienen koénnen und dadurch beim
Anbau transgener Rapssorten die Koexistenz verschiedener Anbauformen
erschweren, die Etablierung von Transgenen aullerhalb des Anbaus
ermdglichen, die Transgenausbreitung férdern und Introgression in nah
verwandte Arten vermitteln kbnnen.

5.1 Summary

Oilseed rape (Brassica napus) served as a case study of a crop plant which
is found in feral populations outside cultivation and can hybridise with
closely related species. The evolutionary potential of feral oilseed rape and
its significance for intra- and interspecific hybridisation will largely depend on
the capability to establish persistent and self-sustaining populations. We
analysed the origin, persistence, and genetic variation of feral oilseed rape
populations in northwest Germany (Osnabrueck) based on a field survey
(2004-2008) and nuclear microsatellite markers. The majority (79.5%) of the
analysed sites was inhabited by oilseed rape for at least two of the five
years. The proportion of feral populations setting seeds varied between
years (30-48%) and was higher than in comparable studies. Within
population genetic diversity of feral oilseed rape populations had increased
in comparison to the common varieties. A maximum likelihood approach
was used to allocate individuals of feral populations to their source varieties
and to hybrids between these varieties. Repeated escapes of different
varieties and hybridisation between these varieties were identified as the
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most important sources of genetic variation in feral oilseed rape populations.
A maximum of four different source varieties were identified in feral oilseed
rape populations. The detection of three hybrids between different varieties
indicates that feral oilseed rape populations may persist via self-recruitment.
Our results show that feral oilseed rape populations possess a higher
evolutionary potential than assumed earlier.

The likelihood of introgressive interspecific hybridisation of oilseed rape
depends on the abundance of crossing partners which may vary strongly
from region to region. In the study area, eight closely related species of the
Brassicinae were detected on the same habitat types as oilseed rape, six of
them occuring in sympatry with oilseed rape. These species showed at least
a partial overlap in flowering time with cultivated and/or feral oilseed rape
populations. Triploid hybrids of oilseed rape and B. rapa were detected by
flow cytometry and microsatellite markers. They showed reduced pollen
fertility (47.4%). Among the relatives of oilseed rape B. rapa and Raphanus
raphanistrum are most likely to be influenced by hybridisation and
introgression. The latter is listed as a threatened species on the red list for
Lower Saxony.

Apart from diploid B. rapa, tetraploid cytotypes were identified in the area
under study also using flow cytometry. Autotetraploid B. rapa varieties are
cultivated as intercrops, are part of seed mixtures such as game cover crops
(together with oilseed rape and diploid B. rapa) and can also establish feral
populations in northwest Germany. Variation of ploidy level among in
B. rapa cultivars has until recently been neglected in the context of gene
flow and hybridisation with oilseed rape. Hand pollinations revealed that less
seeds were produced when crossing oilseed rape with tetraploid B. rapa
than when crossing oilseed rape with diploid B. rapa. An experimental field
trial with tetraploid B. rapa cultivars as mother plants and oilseed rape
cultivars as pollen donors revealed interspecific hybridisation under natural
pollination conditions. Morphology, ploidy level variation and nuclear
encoded microsatellite markers were used to distinguish between
intraspecific progeny of tetraploid B. rapa and interspecific hybrids with
B. napus. Of 517 seed progeny of tetraploid B. rapa, 45 juvenile plants
showed species specific morphological traits of oilseed rape. The detection
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of hybrids based on variation in relative DNA amounts was problematic due
to the occurrence of aneuploidy. In total, 84 offspring individuals showed
relative DNA amounts deviating from tetraploid B. rapa, of these four were
hexaploids. Of the 205 offspring plants analysed at five microsatellite loci,
70 had oilseed rape markers. Combining morphological and molecular
evidence for hybridisation resulted in a hybridisation rate of 16.2%.
Individual hybridisation rates varied between 0% and 51%. The mean pollen
viability of hybrids between B. napus and tetraploid B. rapa (82.5%) was
higher than reported for triploid hybrids between B. napus and diploid
B. rapa. The potential occurrence of tetraploid B. rapa should be taken into
consideration when estimating the likelihood of gene flow from oilseed rape
to close relatives at the landscape level. Assuming no differences in
abundance of diploid and tetraploid B. rapa, gene flow from B. napus to
tetraploid B. rapa may be as likely as gene flow from B. napus to diploid
B. rapa. The likelihood of interspecific hybridisation could easily be
decreased by avoiding the use of cross-compatible species like oilseed rape
and B. rapa cultivars (diploid and tetraploid) in seed mixtures.

This study confirms that feral oilseed rape populations might serve as
stepping stones for intra- and interspecific hybridisation. When cultivating
transgenic oilseed rape, feral populations might hamper the coexistence of
genetically modified (GM) and non-GM oilseed rape varieties in the same
region, enable transgene establishment and its spread outside cultivation
and promote transgene introgression into close relatives.
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Anhang

7 Anhang

Anhang A: Material und Methode

Hersteller der Chemikalien und Enzyme

10x Buffer BioTherm contains 15mM MgCl,
APS (Ammoniumperoxodisulfat), p.A.

BioTherm™ DNA-Polymerase 5U/uL

Borsaure, p.A.

CyStain UV Ploidy

DMSO, fir Molekularbiologie

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 2,5mM each)

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat, p.A.
Ethanol

Formamide deionized

GeneScan™-500 ROX™-Size Standard
HCI (Salzsaure), rauchend
Invisorb®Spin Plant Mini Kit
Karminessigsaure

Loading Buffer, blau

MgCl, 50 mM

Mineral Ol

Primer, fluoreszenzmarkiert 6-FAM
Primer, fluoreszenzmarkiert HEX

Primer, fluoreszenzmarkiert NED
Primer, unmarkiert

RNase
Seesand, reinst

SequaGel Complete Buffer Reagent

SequaGel Extended Range
Tris pure (Tris-(hydroxymethyl-) aminomethan)
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Genecraft, Deutschland
Gerbu Biotechnik GmbH,
Deutschland

Genecraft, Deutschland
AppliChem, Deutschland
Partec, Deutschland
Applichem, Deutschland
Epicentre Biotechnologies,
USA

Applichem, Deutschland
Carl Roth GmbH und Co.
KG, Deutschland
Amresco, USA

Applied Biosystems, UK
Fluka, Deutschland
Invitek, Deutschland
Chroma, Deutschland
Applied Biosystems, UK
Genecraft, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Germany

Sigma Genosys,
Deutschland

Sigma Genosys,
Deutschland

Applied Biosystems, UK
Sigma Genosys,
Deutschland

Roche, Deutschland
Carl Roth GmbH und Co.
KG, Deutschland
national diagnostics, USA
national diagnostics, USA
Biomol, Hamburg



Anhang

Puffer

1xTBE

90 mM Tris-HCI, 90 mM Bor, 2,5 mM EDTA

(Ansatz fur einen Liter 10x TBE: 108 g Tris, 55 g Borsaure, 40 ml 0,5M Na,-EDTA
pH 8, ad. 1000 ml H,0)

Gelladepuffer Mikrosatelliten:
12,9% GeneScan™-500 ROX™.-Size Standard, 11,3% Loading Buffer, 29,1%
Formamid

Verwendete Computerpogramme

e AFLPop 1.0 (Duchesne and Bernatchez 2002)

o Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005)

e GeneScan (Perkin-Elmer, USA)

e Genotyper 3.6 (Perkin-Elmer, USA)

e Microsoft Office 2003 (Microsoft, USA)

e MVSP (Version 3,13m, Kovach Computing Services, UK)

e R 2.5.0 (R Developement Core Team 2007)

e SPSS 15.0.1 (SPSS Inc., USA)

e Treecon for Windows Version 1.3b (1997, Yves Van de Peer, Antwerpen,
Belgien)
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Anhang B: Populationsliste der Kartierungen 2004-2008

Tabelle 7.1: Komplette Liste aller kartierten Brassica-Populationen im Osnabriicker Land zwischen 2004 und 2008. verw.: verwildert

Pop. Pop.
Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroBe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
001 001 B. napus + Malbergen, Ausfahrt StraRenrand,  Cardamine 30 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Bauernhof Griinstreifen,  hirsuta,
Beet Sisymbrium
officinale
002 002 B. napus + Georgsmarienhlitte, hinter Ackerrand, 1000 + 0 - 0 - 0 - Rapsfeld +
Giterbahnhof Stahlwerk  Durchwuchs
003 003, 269 B. napus + Hagen aTW, grof’e Heide Ackerrand, Sisymbrium 100 - Rapsfeld + 30 + 70 + 0 -
Durchwuchs officinale
005 005, 159 B. napus + Glane, Ecke Bielefelder ~ StraRenrand, 15 - 6 - 0 - 3 - 15 -
Str./ Laer Str. Grunstreifen,
Beet
006 006, 156 B. napus + Bad Laer, vor Schwoppe StraRenrand, 3 - 1 - 0 - 0 - 0 -
Moden Grinstreifen,
Beet
007 007, 155 B. napus + Aschendorf StraBenrand,  Cardamine hirsuta 6 - 1 - 0 - 2 - 0 -
Grinstreifen,
Beet
008 008, 252 B. napus + Bahnhof Dissen/Bad StraRenrand, Capsella bursa- 5 - 0 - 1 - 1 - 0 -
Rothenfelde, gegeniiber  Griinstreifen,  pastoris,
Beet Cardamine hirsuta
009 009 B. napus + Wellingholzhausen, zw.  Ackerrand, - Rapsfeld + 0 - 0 - 0 -
Borgloher Str., Marienstr., Durchwuchs
L95
010 010, 151, B. napus + Borgloh, Fiat Werkstatt Stralenrand, Cardamine hirsuta 20 + 15 + 4 + 8 - 30 +
254 Grinstreifen,
Beet
011 011, 169, B. napus + Oesede nach Harderberg, Brachflache, Arabidopsis 40 + 10 - 10 - 30 - 0 -
256 Firma GS Neubaugebiet thaliana
013 013 B. napus + Noller Schlucht, StraBenrand, 1 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Bushaltestelle am Grinstreifen,
Lernort/Gasthof Beet
014 014, 211 B. napus + BAB Abfahrt Bramsche StraBenrand, 15 - 10 - 0 - 100 + 0 -
Grinstreifen,

Beet




Pop. Pop.

Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
015 015, 206, B. napus + BAB Abfahrt StraRenrand,  Arabidopsis 35 - 30 + 25 + 150 + 100 -
257 Neuenkirchen Vérden Grunstreifen,  thaliana, Capsella
Beet bursa-pastoris
016 016, 258 B. napus + Ortsausgang Vorden StraRenrand, 40 - 0 - 2 + 6 - 0 -
Griinstreifen,
Beet
017 017, 207 B. napus + L 78 zw.Vorden, Stralenrand, Capsella bursa- 10 - 30 + 0 - 0 - 0 -
Wittenfelde Grunstreifen,  pastoris
Beet
018 018 B. rapa 2x Lappenstuhl Stralenrand,  Arabidopsis 25 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Grunstreifen,  thaliana
Beet
019 019, 210 B. rapa 2x, zw. Lappenstuhl, Brachflache, 100 + 20 - 0 - 0 - 0 -
B. rapa 4x Bramsche Neubaugebiet
020 020, 213 B. napus + Engter, Auffahrt L 218, Stralenrand,  Arabidopsis 20 - 5 - 0 - 50 + 0 -
Bramsche Grinstreifen, thaliana
Beet
021 021,185 B. rapa 2x, Atter, nahe Flugplatz Wildacker, 50 + 1000 - 0 - 0 - 0 -
B. rapa 4x Blihstreifen
022 022, 187 B. rapa 2x, Rubbenbruchsee Wildacker, 500 + 7 - 0 - 6 - 0 -
B. rapa 4x Blihstreifen
023 023 B. napus + Lotte, Bahniibergang Gleisanlagen, 4 - 0 - 0 - 10 + 1 +
Wersenerstr. Bahniibergang,
Bahnhof
031 031 B. napus + 0OS, Romerschstr., An der StraBenrand, 1 - 1 + 0 - 1 - 0 -
Netter Heide Grinstreifen,
Beet
032 032, 204 B. napus + B68 Ausfahrt StraRenrand,  Barbarea vulgaris 30 - 2 - 0 - 1 - 0 -
Osterkappeln Grinstreifen,
Beet
033 033, 216 B. napus + Rulle, Kreisverkehr, Stralenrand, 2 - 7 - 0 - 0 - 0 -
Gasthaus Lingemann Grinstreifen,
Beet
034 034 B. napus + Rulle, Vehrter Landstr., StraRenrand,  Sinapis arvensis 15 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Solveigshof Grinstreifen,
Beet
035 035, 215 B. napus + Engter, Drogerie Miiller/ ~ StraBenrand,  Capsella bursa- 7 + 1 - 0 - 6 - 0 -
Luna Grill Grunstreifen,  pastoris
Beet
036 036, 173 B. napus + OS, Eversburger Str. am  StraRenrand,  Aliaria petiolata 3 - 1 - 0 - 1 - 0 -
Klarwerk Grunstreifen,

Beet




Pop. Pop.
Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
040 040, 041 B. napus + OS, Meller Str., StraBenrand, 16 - 0 - 0 - 1 - 0 -
Stahlwerksweg Grunstreifen,
Beet
042 042 B. rapa 2x, 0S8, Sandforter Str., zw.  Straenrand, 3 - 0 - 0 - 0 - 0 -
B. rapa 4x Voxtrup, Gretesch Griinstreifen,
Beet
043 043 B. napus + OS, Sandforter Str., Stralenrand,  Barbarea vulgaris, 4 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Helmuth-Stockmeier-Str,  Grunstreifen,  Sinapis arvensis
Sportanlage Beet
046 046 B. napus + Lustringen, Mindener Str., StraBenrand, Capsella bursa- 50 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Bauernschaft Lustringen  Grunstreifen,  pastoris,
Beet Arabidopsis
thaliana, Sinapis
arvensis
048 048 B. napus + Lustringen Ost, Jeggen  StraBenrand,  Alliaria petiolata 50 - 0 - 0 - 34 - 0 -
Grinstreifen,
Beet
049 049, 165, B. napus + Schledehausen, Stralenrand,  Sisymbrium 20 + 10 - 1 - 0 - 5 -
239 Kreissparkasse Grinstreifen, officinale
Beet
050 050 B. napus + Monkehofen Ackerrand, Cardamine 10 + 0 - 0 - 0 - 0 -
Durchwuchs pratensis
051 051 B. napus + Wehrendorfer Berg Ackerrand, Alliaria petiolata, 20 + Rapsfeld + 0 - 0 - 50 +
Durchwuchs Cardamine
pratensis
052 052, 166, B. napus + Mokehofen, Bushaltestelle StraRenrand, Cardamine 10 + 1 - 2 + 0 - 0 -
240 Kirchhegge Grinstreifen,  pratensis
Beet
053 053 B. napus + Hitzhausen, Heidegarten Ackerrand, 10 + Rapsfeld + 0 - 0 - Rapsfeld +
Durchwuchs
054 054, 055, B. napus, + Hitzhausen, Ostercappeln, Ackerrand, Capsella bursa- 20 + 50 + 0 - 0 - 50 +
167 B. rapa 2x Naturdenkmal Durchwuchs pastoris B. rapa, B. rapa,
Rapsfeld Rapsfeld
056 056, 130, B. napus, Pye, To Pyer Wildacker, Arabidopsis 10000 + 1000 - 2 - 30 - 0 -
175, 262, B. rapa 2x Blihstreifen thaliana,
294 B. rapa 4x Raphanus sativus,
Sinapis alba
057 057,176 B. napus + A1 zw. OS Hafen, OS StraRenrand, 100 + 30 - 30 + 200 + 4 -
Nord Grinstreifen,
Beet
058 058 B. napus + Wulf, Kanalbriicke StraRenrand,  Barbarea vulgaris, 25 + 0 - 0 - 0 - 0 -
Grunstreifen,  Capsella bursa-
Beet pastoris




Pop. Pop.
Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
059 059, 272 B. napus + L584, Am Ackerrand, 50 + 0 - 45 + 0 - 4 -
Windmuhlenhiigel Durchwuchs
060 060 B. napus + L 584, zw. Schukte, Velpe Ackerrand, Sisymbrium 20 + Rapsfeld + 0 - 20 - 2 -
Durchwuchs officinale
061 061, 190, B. napus + Neubaugebiet Velpe Brachflache, 25 + 50 - 3 - 0 - 0 -
273 Neubaugebiet
069 069, 205 B. napus + B68, Wallenhorst, Toys 't StraBenrand,  Barbarea vulgaris, 15 + 5 - 0 - 0 - 0 -
us Grunstreifen,  Capsella bursa-
Beet pastoris, Sinapis
arvensis,
Sisymbrium
officinale
070 070, 217 B. napus + A 30, Hellern, Briicke StraRBenrand, 20 + 7 - 0 - 1000 + 50 +
Nordhausweg Grunstreifen,
Beet
071 071,172 B. napus + Malbergerstr., zw. Ackerrand, 1000 - 1 - 0 - Rapsfeld + 0 -
Holzhausen, GM-Hdtte Durchwuchs
072 072, 171, B. napus + Oesede, Gliickaufstr., StraBenrand,  Arabidopsis 25 + 15 - 7 - 0 - 0 -
270 Neue Apotheke Oesede  Griinstreifen, thaliana
Beet
073 073, 150 B. napus + Gewerbegebiet Ebbendorf Brachflache, Arabidopsis 50 + 3 - 0 - 0 - 0 -
Neubaugebiet thaliana, Capsella
bursa-pastoris,
Cardamine
hirsuta, Erysimum
cheiranthoides,
Sisymbrium
officinale
075 075, 253 B. napus + Ausbergen, Kénigsbach ~ StraBenrand,  Capsella bursa- 50 - 0 - 16 + 1 - 0 -
Grinstreifen,  pastoris
Beet
077 077 B. napus + OS, Lotter Str., Restaurant StraRenrand, ~ Sisymbrium irio 6 - 0 - 0 - 0 - 0 -
"Nil" Grinstreifen,
Beet
076 076 B. napus + L 84, Briicke uber die Stralenrand,  Alliaria petiolata 10 + 0 - 0 - 4 + 1 -
Hase Grinstreifen,
Beet
079 079 B. napus + Sutthauserstr., BMW StraRenrand,  Capsella bursa- 50 - 0 - 0 - 0 - 5 -
Walkenhorst Grunstreifen,  pastoris

Beet




Pop. Pop.
Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
080 080 B. napus + Hasbergen, Plus Markt StraRenrand,  Sisymbrium 4 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Grunstreifen, officinale
Beet
082 082 B. napus + L 89, zw. Natrup-Hagen  StraBenrand,  Barbarea vulgaris, 30 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Lengerich Griinstreifen,  Capsella bursa-
Beet pastoris,
Sisymbrium
officinale
084 084 B. napus + zw. Tecklenburg, StraRenrand,  Sisymbrium 50 - 0 - 0 - 0 - 0 -
Ibbenbiiren, Ibbenbirener Grinstreifen,  officinale
Aa Beet
087 087,161 B. napus + Bissendorf, Brachflache, Capsella bursa- 100 + 100 - 0 - 50 + 10000 +
Gewerbegebiet Eistruper Neubaugebiet pastoris, Sinapis
Feld arvensis
088 088, 164, B. napus + Bissendorf, Ecke Dr.- Stralenrand,  Sisymbrium 25 + 8 + 5 - 9 + 50 -
277 Schréder-Weg Grinstreifen, officinale
Beet
090 090, 268 B. napus + Harderberg, Am Brachflache, Alliaria petiolata 10000 + 0 - 20 + 1000 - 200 +
Harderberg Neubaugebiet
094 094, 095 B. napus + Astrup, Hiddinghausen Ackerrand, Alliaria petiolata, 100 - 0 - 0 - 2 - 0 -
Durchwuchs Sisymbrium
officinale
097 097, 152 B. napus + Ortsausgang Dratum, Ackerrand, Sinapis arvensis, 1000 + 15 - 0 - 0 - 0 -
Heide Durchwuchs Thlaspi arvense
098 098, 124 B. napus + Parkplatz Bifurkation Ackerrand, Capsella bursa- 50 + 0 - 0 - Rapsfeld + 0 -
Durchwuchs pastoris
103 103, 191 B. napus + L595 zw. Wersen, StraBenrand, Alliaria petiolata, 5 - 1 - 0 - 0 - 0 -
Westerkappeln Grinstreifen,  Sisymbrium
Beet officinale
105 105 B. napus + L599 zw. Recke, Ackerrand, 20 + 0 - 0 - 0 - 0 -
Twenhusen Durchwuchs
106 106, 107, B. napus, + nahe Miilldeponie StraBenrand, 100 + 0 - 0 - 0 - 0 -
108, 109 B. oleracea Dickenberg, Hopstedter ~ Griinstreifen,
Str. Beet
111 111, 197 B. napus + Kreisverkehr L594, K26, StraBenrand,  Sisymbrium 20 + 3 - 0 - 50 - 4 -
L597 Brockmeyer Grinstreifen, officinale
Beet
114 114,212 B. napus + A1, Briicke Mittellandkanal Stralenrand, 50 - 15 - 0 - 5 - 25 -

Grinstreifen,
Beet




Pop. Pop.
Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
115 115, 174 B. napus + 0OS, Piesberger Str., StraRenrand,  Arabidopsis 3 + 6 - 0 - 0 - 0 -
Dornierstr., hinter Grunstreifen,  thaliana, Capsella
Klarwerk Beet bursa-pastoris,
Sisymbrium
altissimum,
Sisymbrium
officinale
121 121,198 B. napus + B 475, Kattenvenne, StraRBenrand, 30 + 30 - 0 - 50 - 6 +
Ladbergen, vor Kreuzung Grinstreifen,
L 597 Beet
123 123 B. napus + L599, Recke, Twenhusen, Strakenrand, 50 + 0 - 0 - 0 - 0 -
Tischlerei Riecke Grunstreifen,
Beet
125 125 B. napus + OS, B68, Ecke Stralenrand,  Sisymbrium 1 + 0 - 0 - 0 - 2 -
Clemensstr., Shell Grunstreifen,  officinale
Tankstelle Beet
154 154 B. napus + Wellingholzhausen, Ackerrand, Capsella bursa k.A. k.A. 100 - 0 - 6 + 0 -
Bushaltestelle Himmender Durchwuchs pastoris, Thlaspi
Heide arvense
157 157, 158 B. napus + L98, Bad Iburg, Glane, StraRBenrand, Cardamine hirsuta k.A. k.A. 45 + 0 - 1 - 0 -
Getrankemarkt Grinstreifen,
Beet
160 160 B. napus + Wellendorf, Gleisanlagen, Cardamine hirsuta k.A. k.A. 50 - 0 - 0 - 1 -
Bahniibergang Bahniibergang,
Bahnhof
162 162, 163, B. napus, + Bissendorf, Kreisverkehr, StrafRenrand, k.A. k.A. 25 - 25 - 20 - 0 -
276 B. rapa B. Gewerbegebiet Eistruper Grlinstreifen,
rapa 4x Feld Beet
170 170, 271 B. napus + Kloster Oesede, Bahn, Gleisanlagen, k.A. k.A. 25 - 17 - 0 - 10 +
Raiffeisen, RCG, RWO Bahniibergang,
Bahnhof
184 184 B. rapa 2x Atter, Bushaltestelle Brachflache, Arabidopsis k.A. k.A. 30 - 0 - 1 - 0 -
Storkamp Neubaugebiet thaliana
186 186, 291 B. rapa 4x Atter, Weg zum Wildacker, 1000 k.A 1000 + 0 - 50 - 0 -
Rubbenbruchsee Blihstreifen
189 189 B. rapa 2x, zw. Lotte, Ibbenbiiren, Wildacker, Raphanus sativus k.A. k.A. 1000 + 0 - 0 - 0 -
B. rapa 4x Bushaltestelle Frehmeyer Bliihstreifen
199 199, 248, B. napus, + Kattenvenne, Ackerrand, Arabidopsis k.A. k.A. 15 - 10000 + 1000 + 0 -
298 B. rapa 4x Gewerbegebiet Durchwuchs thaliana




Pop. Pop.
Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
201 201 B. napus + Lengerich, Richtug OS,  StraBenrand, Arabidopsis k.A. k.A. 100 - 0 - 0 - 100 -
Vergolst Grinstreifen,  thaliana,
Beet Diplotaxis muralis,
Sisymbrium
officinale
202 202 B. napus + zw. Lengerich, Natrup- Ackerrand, Alliaria petiolata  k.A. k.A. 5000 + 0 - 0 - 0 -
Hagen, Baumschonung  Durchwuchs
203 203 B. napus + OS, Sandforter Str., StraRBenrand, 0 - 7 - 0 - 0 - 1 +
Helmuth-Stockmeier-Str,  Grlinstreifen,
Hotel zur Post Beet
208 208 B. napus zw. Vorden, Engter, "Zum Wildacker, Raphanus sativus k.A. k.A. 10000 - 0 - 0 - 0 -
Galgenhugel" Bluhstreifen
214 214,247 B. napus, Wallenhorst, Kuhkamp 6  Wildacker, Raphanus sativus k.A. k.A. 1000 + 1000 + 50 + 0 -
B. rapa 2x Bluhstreifen
218 218, 242 B. rapa 4x B 68, Haaren, Richtung ~ Wildacker, Cardamine k.A. k.A. 100 - 10 - 0 - 0 -
Diepholz Blihstreifen pratensis
219 219, 267, B. napus, + Atterfeld, Feldweg, Silage Ackerrand, k.A. k.A. 50 + 3 - 100 - 0 -
292 B. rapa 2x Durchwuchs
222 222,243, B. napus, Oberhaaren, zw. Wildacker, Raphanus sativus, k.A. k.A. 1000 + 1000 - 100 - 0 -
289 B. rapa 4x Ostercappeln, Belm Blihstreifen Sinapis alba
223 223, 241 B. napus + Ostercappeln, Ackerrand, k.A. k.A. 10000 + 3 - Rapsfeld + 0 -
Schledehauser Str. 1 Durchwuchs !
224 224 B. napus + Lustringen, Lustringer Str., Stralenrand, k.A. k.A. 10 - 0 - 0 - 0 -
Darmstr. Grinstreifen,
Beet
226 226, 265 B. napus Bahnhof Lotte StraBenrand,  Raphanus k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 + 18 - 0 -
Grinstreifen, raphanistrum,
Beet Sinapis arvensis
231 231, 232, B. napus, Rulle, neue Strasse, NP- StralRenrand, k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 + 300 - 5 +
245, 282, B. rapa 2x Markt Grinstreifen,
283 Beet
235 235, 236, B. napus, Ostercappeln, Richtung ~ Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 + 10 - 0 -
244,290 B. rapa 2x, Vehrte, Vehrter Landstr. 5 Bliihstreifen
B. rapa 4x,,
B. oleracea
249 249,300 B. napus, zw. Glandorf, Iburg, zw.  Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. 100 - 100 - 0 -
B. rapa 4x Brockmeyers Weg, An der Bliihstreifen
Schleppenburg
250 250, 251 B. rapa 2x, L 94, zw. Bad Laer, Bad  Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. 350 + 0 - 100 +
B. rapa 4x, Rothenfelde, hinter Blihstreifen
B oleracea Umspannwerk




Pop. Pop.

Name Name verw. Brassicaceae GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe Saatgut GroRe  Saatgut GroBe — Saatgut
KURZ  LABOR Arten Raps _ Fundort Standort Begleitflora 2004 2004 2005 2005 2006 2006 2007 2007 2008 2008
255 255 B. rapa 4x Gewerbegebiet Brachflache, 0 - 0 - 2 - 0 - 0 -
Ebbendorf, Firma E Neubaugebiet
259 259, 260 B. napus, Engter Richtung Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 + 0 - 1000 -
B. rapa 2x, Wallenhorst, gegeniiber  Bliihstreifen
B. rapa 4x Holzlagerplatz
261 261 B. rapa 4x Piesberg, Gut Horneburg, Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 - 2000 - 1000 -
Flachen Stadtgartnerei Bluhstreifen
263 263, 294 B. rapa 4x Pye, Pyer Ding Ackerrand, k.A. k.A. k.A. k.A. 100 + 30 - 5 -
Durchwuchs
264 264 B. rapa 4x Brockhauser Str., Am Ackerrand, k.A. k.A. k.A. k.A. 30 + 20 - 4 -
Kanal Durchwuchs
274 274,275 B. napus, Hasbergen, Tecklenburger Wildacker, Raphanus sativus, k.A. k.A. k.A. k.A. 1000 + 0 - 50 -
B. rapa 2x, Str., Goldbach Bluhstreifen Sinapis spec.
B. rapa 4x
279 279, 280, B. napus, Engter Richtung Ackerrand, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 200 + 200 -
281 B. rapa 2x, Wallenhorst, gegentiber  Durchwuchs
B. rapa 4x,, Holzlagerplatz
B. oleracea
284 284, 285, B. napus, zw. Hagen, Lengerich, Am Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1500 - 20 -
286 B. rapa 2x, Ritterkamp Blihstreifen
B. oleracea
287 287,288 B. napus, zw. Schledehausen, Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1000 - 1000 -
B. rapa 2x, Wulften, Teichhausweg Blihstreifen
B. rapa 4x
293 293 B. napus, Weg zur Horneburg Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 2000 + 0 -
B. rapa 2x, Blihstreifen
B. rapa 4x
295 295 B. napus, Pye, Pyer Ding Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 - 0 -
B. rapa Blihstreifen
B. rapa 4x
296 296 B. rapa zw. Lotte, L501, Velpe Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 10000 + 50 -
B. rapa 4x Blihstreifen
297 297 B. rapa 2x Hambiiren, Brockmeyer, Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1000 + 0 -
Tecklenburg, Am Blihstreifen
Habichtswald
299 299 B. rapa Glandorf, B51, Bad Iburg, Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1000 + 0 -
B. rapa 4x Im Walwerdieck Blihstreifen
301 301 B. napus, L 94, zw. Bad Laer, Bad  Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1000 - 1000 +
B. rapa 2x, Rothenfelde, vorm Blihstreifen
B. rapa 4x Umspannwerk
302 302 B. rapa 2x L 94, zw. Bad Laer, Bad  Wildacker, k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1000 - 0 -
Rothenfelde, hinter Bliihstreifen

Umspannwerk




Anhang C: Sortenlisten

Tabelle 7.2: Verwendete Kultursorten. WR: Winterraps, SR: Sommerraps, H: Hybridsorte, L: Liniensorte. Zichterangaben und Zulassung nach
www.Bundessortenamt.de. Bewertung der Bedeutung der Sorten fiir den Raum Osnabriick nach Einschatzung der LWK Weser-Ems (2004, pers.
comm.) in der Praxis (P), in Klammern Bedeutung nach Typen aufgeschlisselt: Hybridsorten (H), Liniensorten (L) und Probeanbau (Probe).
Verwendet von: FV: Freilandversuch, FC: Flow Cytometry, SSR: Mikrosatellitenanalysen.

Verwendet von:

Elling et al.
Empf. LWK 2008, FVv
Labor- Sorte/ Weser-Ems: verwild. Unkraut-
nummer Bezeichung Art Typ Ziichter* Zulassung* Praxis (Typ) Raps raps SSR__FC 4x B. rapa
64 Forte 00 B. napus Sommerraps, Linie KWS Saat AG, Einbek Annerkennungs- *
fahig §55 Abs.5
SaatG von 07/2005-
06/2008
67 Heros B. napus Sommerraps, Linie RAPS GbR, Grundhof 2000 * * * *
65 Elektra B. napus Winterraps, Hybrid, ~ RAPS GbR, Grundhof 2002 (H3) * * *
(aus Express)
192 Artus B. napus Winterraps, Hybrid Norddeutsche Pflanzenzucht 1996 P4, (H2) + * *
Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee
194 Mendel B. napus Winterraps, Hybrid, Norddeutsche Pflanzenzucht 2002 P5 * * *
kohlhernie-resistent Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee
195 Titan B. napus Winterraps, Hybrid W. von Borries-Eckendorf 2002 (Probe2) *
GmbH & Co., Leopoldshdhe
196 Libretto B. napus Winterraps, Hybrid DSV AG, Lippstadt 2003 (Probe3) * *
101 (zertif.),  Talent B. napus Winterraps, Hybrid, Norddeutsche Pflanzenzucht 1999 P2, (H1) + *) + * *
(127: F1) (aus Express) Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee
62 Digger B. napus Winterraps, Linie KWS Saat AG, Einbek 2002 +
63 Allure B. napus Winterraps, Linie Advanta GmbH, Griinberg 2002 *
66 Frederic B. napus Winterraps, Linie RAPS GbR, Grundhof 2003 *




Verwendet von:

Elling et al.
Empf. LWK 2008, FV
Labor- Sorte/ Weser-Ems: verwild. Unkraut-
nummer Bezeichung Art Typ Ziichter* Zulassung* Praxis (Typ) Raps raps SSR _FC 4x B. rapa
99 Express B. napus Winterraps, Linie Norddeutsche Pflanzenzucht 1993 P3 * * * *
Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee
100 Oase B. napus Winterraps, Linie DSV AG, Lippstadt 2004 *
139 Fortis B. napus Winterraps, Linie Syngenta Seeds GmbH, Kleve 2000 (L3) * * +
140 Smart B. napus Winterraps, Linie Syngenta Seeds GmbH, Kleve 1996 P1, (L1) * * * * *
193 Viking B. napus Winterraps, Linie Norddeutsche Pflanzenzucht 2002 (L2) * *
Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee
141 Steckriibe B. napus Steckriibe - (Vertrieb: - * * *
Revierberatungsstelle
Wolmersdorf)
26 Blumenkohl B. oleracea Blumenkohl - (Vertrieb: Kalkriese, - * *
Bioerzeuger)
179 Blumenkohl B. oleracea Blumenkohl - (Vertrieb: Samen Freese) - +
27 Brokkoli B. oleracea Brokkoli - (Vertrieb: Kalkriese, - * *
Bioerzeuger)
178 Brokkoli B. oleracea Brokkoli - (Vertrieb: Samen Freese) - * *
128 Markstamm- B. oleracea Futterkohl -kA. - * *
kohl
135 Grliner Ring B. oleracea Futterkohl Carl Sperling & Co, Liineburg 1955 *
228 Halbhoher B. oleracea Griinkohl Carl Sperling & Co, Liineburg 1955 * *
griner krauser
24 Kohlrabi, wei?  B. oleracea Kohlrabi - (Vertrieb: Kalkriese, - * *
Bioerzeuger)
25 Kohlrabi, rot B. oleracea Kohlrabi - (Vertrieb: Kalkriese, - * *
Bioerzeuger)
183 Kohlrabi, wei?  B. oleracea Kohlrabi - (Vertrieb: Samen Freese) - * *
181 Rotkohl B. oleracea Rotkohl - (Vertrieb: Samen Freese) - *
180 Weiltkohl B. oleracea Weiltkohl - (Vertrieb: Samen Freese) - * *
182 Spitzkohl B. oleracea  Spitzkohl - (Vertrieb: Samen Freese) - * *




Verwendet von:

Elling et al.
Empf. LWK 2008, FV
Labor- Sorte/ Weser-Ems: verwild. Unkraut-
nummer Bezeichung Art Typ Ziichter* Zulassung* Praxis (Typ) Raps raps SSR _FC 4x B. rapa
177 Wirsing B. oleracea Wirsing - (Vertrieb: Samen Freese) - * *
221 Chinakohl B. rapa Chinakohl - - * *
230 Cantonner B. rapa Chinakohl - (Vertrieb: Quendlinburger - * *
Witkrop Saatgut, Quendlinburg)
142 Herbstriibe B. rapa Herbstriibe Feldsaaten Freudenberger 1987 * *
Rondo GmbH, Krefeld
220 Mairtibchen B. rapa Mairiibchen - * *
229 Pak Choi, B. rapa Pak Choi - (Vertrieb: Quendlinburger - + +
japanischer Saatgut, Quendlinburg)
Stangelkohl
227 Namenia B. rapa Ribstiel - (Vertrieb: Quendlinburger - * *
Saatgut, Quendlinburg)
136 Buko B. rapa Winterribsen, 4x KWS Saat AG, Einbek 1978 * * * *
137 Perko PVH B. rapa Winterriibsen, 4x KWS Saat AG, Einbek 1969 * * * *
37 Sommerrettich  Raphanus Rettich - (Vertrieb: Flora Frey Saatgut) +
Florian sativus




Anhang

Anhang D: Freilandversuch Unkrautraps

Tabelle 7.3: Verwendetes Saatgut im Freilandversuch mit Unkrautraps. SR: Sommerraps,

WR: Winterraps, -: Saatgut stammt von einer unbekannten Anzahl von Mutterpflanzen

Anzahl der Mutter-

Labornummer Arten, Sorte pflanzen (Individuen)  Standorttyp / Ziichter

Rapspopulationen

002 B. napus 5 (50) Ackerrand, Durchwuchs

011 B. napus 5 (50) Brachflache, Neubaugebiet

051 B. napus 3(30) Ackerrand, Durchwuchs

053 B. napus 4 (40) Ackerrand, Durchwuchs

057 B. napus 3(30) StralRenrand, Griinstreifen, Beet

059 B. napus 4 (40) Ackerrand, Durchwuchs

061 B. napus 5 (50) Brachflache, Neubaugebiet

069 B. napus 3(30) StralRenrand, Griinstreifen, Beet

087 B. napus 5 (50) Brachflache, Neubaugebiet

090 B. napus 5 (50) Brachflache, Neubaugebiet

097 B. napus 5 (50) Ackerrand, Durchwuchs

105 B. napus 4 (40) Ackerrand, Durchwuchs

121 B. napus 5 (50) StralRenrand, Griinstreifen, Beet

123 B. napus 5 (50) StraRenrand, Griinstreifen, Beet

Mischbesténde

106 B. napus, B. oleracea 7 (70) StralRenrand, Griinstreifen, Beet

054 B. napus, B. rapa 2x 4 (40) Ackerrand, Durchwuchs

056 B. napus, B. rapa 2x, 7 (70) Wildacker, Bluhstreifen

B. rapa 4x

Rapssorten

067 B. napus, SR, Heros 5 (50) RAPS GbR, Grundhof

127 B. napus, WR, Talent 5 (50) F1, Acker bei Osnabriick
(Norddeutsche Pflanzenzucht
Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee)

065 B. napus, WR, Elektra - (50) RAPS GbR, Grundhof

099 B. napus, WR, Express - (50) Norddeutsche Pflanzenzucht
Hans-Georg Lembke KG,
Holtsee

139 B. napus, WR, Fortis - (50) Syngenta Seeds GmbH, Kleve

140 B. napus, WR, Smart - (50) Syngenta Seeds GmbH, Kleve

Kreuzungspartner

018 B. rapa 2x 2 (20) StralRenrand, Griinstreifen, Beet

019 B. rapa 2x, B. rapa 4x 5 (50) Brachflache, Neubaugebiet

021 B. rapa 4x 5 (50) Wildacker, Bluhstreifen

022 B. rapa 4x 5 (50) Wildacker, Blihstreifen

129 Raphanus sativus -(10) Wildacker, Bluhstreifen

135 B. oleracea, Griiner -(10) Carl Sperling & Co, Liineburg

Ring

136 B. rapa 4x, Perko -(10) KWS Saat AG, Einbek

137 B. rapa 4x, Buko -(10) KWS Saat AG, Einbek

138 Sinapis arvensis -(10) Genbank OS, Arbeitsnr 04-380,
Holger Oldekamp NRW,
Brochterbeck

Gesamt -(1310)
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Anhang

Tabelle 7.4: Blihbeginn im Freilandversuch mit Unkrautraps und verwandten Arten.
Angegeben sind nur vernalisierte Individuen, die im Untersuchungsjahr 2005 zur Blite
gekommen sind. In Klammern: einzelne Extremwerte.

Anzahl Minimum Maximum Mittelwert +/- SD
Individuen [Tage] [Tage] [Tagel [Tage]
Rapspopulation 277 95 149 114,8 8,2
Winterraps Sorten 111 106 122 (150) 112,3 52
Sommerraps Sorte 25 103 121 106,3 3,9
2x B. rapa Population 5 103 103 103 0
4x B. rapa Population 50 103 133 (146) 107,7 59
4x B. rapa Sorten 5 105 110 107,4 2,1
Raphanus sativus 4 111 114 112 1,4
Sinapis arvensis 5 106 111 109,4 1,9

Anhang E: Ergebnisse der Kartierungen

Teil 1: Untersuchungen an Unkrautraps

Tabelle 7.5: Charakteristika einzelner, auffélliger Unkrautrapspopulationen

SSR- Bliitezeit im Standort &
Untersuchungen  Freilandversuch Persistenz
Population  (Kapitel 3.3) (Kapitel 3.2) Sonstiges (Kapitel 3.1)
Pop90 15 Allele, 2/3 der bienn (evt. Kartierungen: bliiht Baugebiet,
Individuen nicht Vernalisierung zu eher spater bis 2008 persistent,
zugeordnet schwach - alte wahrsch. schon vor
Sorte?) 2004 vorhanden
Pop105 15 Allele, Individuen spét Blliht eher spéter Ackerrand,
nicht zugeordnet ephemer
Pop123 Nicht untersucht frih - wie Kartierung: bliiht erst Wegrand,
Sommerraps im Juli, spater als ephemer
Winterraps
Pop59 Hohe Allel- Eher spat Individuen mit Ackerrand,
diversitat: (27 weiBgelben und bis 2008 persistent,
Allele), zugeordnet goldgelben Bliiten (intemittierend)
zu 2 Sorten (v.a.
Sommerraps)
Pop54 Hohe Alleldiversitat (unauffallig) Sympatrische Ackerrand,
(26 Allele), Population aus Raps Riibsen bis 2008
zugeordnet zu 3 und Riibsen (einzig persistent
Sorten, ein Hybrid potenziell wildes  (intermittierend),

Vorkommen), F1 o yeintrag von Raps

Hybride im Saatgut yrch Anbau (2005,
nachgewiesen, 2008)

Hinweise auf
Introgression von
Raps in Riibsen

Pop11 Hohe Alleldiversitét Breite Streuung Baubrache,
(22 Allele), bis 2007 persistent
zugeordnet zu 3 (dauerhaft)

Sorten, ein Hybrid
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Anhang

Tabelle 7.6: Vorkommen von verwildertem Raps im Untersuchungsgebiet wahrend des
Untersuchungszeitraumes von 2004 bis 2008. R. eine verwilderte Rapspopulation ist nur
scheinbar persistent, d.h. nur in einem Jahr ist verwilderter Raps vorhanden, in den
anderen Jahren sind Rapsfelder prasent (insgesamt 5).

Anzahl der Jahre in denen eine

Flache von Raps besiedelt wurde Jahre 2004-2008 Anzahl der Fundorte
Ein Jahr Gesamt 16
2004 14
2005 2
Zwei Jahre Gesamt 21
aufeinander folgend 2004/2005 oR
2005/2006
nicht aufeinander folgend 2004/2006
2004/2007 4R
2004/2008 3R
2005/2007
2005/2008
Drei Jahre Gesamt 25
aufeinander folgend 2004-2006 3
2005-2007 4
nicht aufeinander folgend 2004/2005/2007 8
2004/2005/2008 3RR
2004/2006/2007 3
2004/2006/2008 1
2004/2007/2008 2
2005/2006/2008 1
2005/2007/2008 0
Vier Jahre Gesamt 12
aufeinander folgend 2004-2007 2
2005-2008 0
nicht aufeinander folgend 2004/2005/2006/2008 1
2004/2005/2007/2008 8
2004/2006/2007/2008 1
Fiinf Jahre 2004-2008 4

Gesamtzahl der untersuchten Fldchen
mit verwildertem Raps 2004-2008 78
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Teil 2: Potenzielle Kreuzungs-
partner
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Abbildung 43: PopulationsgréRen der .

Brassica-Besténde in den Jahren 2004 bis
2008. Alle im betreffenden Jahr aufge-
fundenen Brassica-Bestande sind mit
Kreisen eingezeichnet. Die GroRe der
Kreise gibt die geschétzte Populations-
gréRe im betreffenden Jahr an.
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Anhang

Abbildung  44:  Samenbildung  der
Brassica-Bestande in den Jahren 2004 bis
2008. Alle im betreffenden Jahr aufge-
fundenen Besténde sind mit Kreisen ein-
gezeichnet, rot: Bestande, in denen ein
erfolgreicher Samenansatz beobachtet
werden konnte, grau: keine reifen Samen
vorhanden.
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Anhang

Anhang F: Berechnung der IHP Werte

Tabelle 7.7: Fragenkatalog zur Berechnung von IHP-Werten (engl. introgressive
hybridisation propensity) auf Landschaftsebene fiir die potenziellen Kreuzungspartner von
Raps nach Devos et al. (2009).

Schritt  Frage Wertung
S$1 Gemeinsames Auftreten von angebautem Raps und dem wilden/
verwilderten Verwandten
1a Kommt der kreuzkompatible wilde/ verwilderte Verwandte von Raps im 0/1
Interessengebiet vor?
1b Ist der kreuzkompatible wilde/ verwilderte Verwandte innerhalb einer 1/2/3/4
Entfernung von 200m (1), 400m (2), 1.500m (3) und 4.000m (4) von einem
Rapsfeld vorhanden?
1c Ist die Haufigkeit des Verwandten niedrig (1), mittel (2) oder grof? (3)? 1/2/3
S2 Uberlappung der Bliihzeitpunkte
2a Uberlappen die Bliitezeitpunkte von Raps und dem wilden/ verwilderten 0/1
Verwandten?
2b Ist der kreuzkompatible wilde/verwilderte Verwandte ein ausschlielicher 0/1/2
Selbstbestauber (0), zeigt er ein gemischtes Befruchtungssystem mit Selbst-
und Fremdbestaubung (1) oder ist er ein obligater Auskreuzer (2)?
S3 Bildung lebensfahiger und fertiler F1-Hybride
3a Konnten Hybride der ersten Generation zwischen Raps und dem wilden/ 0/1
verwilderten Verwandten unter kontrollierten (optimalen experimentellen)
Bedingungen (inklusive kiinstlicher/ Handbestdubung und Embryo-Rescue-
Techniken) beobachtet werden?
3b Wurden Hybride der ersten Generation zwischen Raps und dem 0/1
wilden/verwilderten Verwandten unter Feldbedingungen (landwirtschaftlichen
Bedingungen) beobachtet?
3c Sind die beobachteten F,-Hybride lebensfahig und fertil? oM
3d Ist die Haufigkeit von F;-Hybriden sehr niedrig (0), niedrig (1) oder mittel (2)?  0/1/2
S4 Bildung lebensfihiger und fertiler F,-Hybride und Riickkreuzungs-
generationen
4a Wurden Fp-Hybride und Ruckkreuzungsnachkommen zwischen Raps und 0/1
dem wilden/ verwilderten Verwandten unter kontrollierten (optimalen
experimentellen) Bedingungen beobachtet?
4b Waurden F,-Hybride und Nachkommen aus Rickkreuzungen zwischen Raps  0/1
und dem wilden/verwilderten Verwandten unter Feldbedingungen (landwirt-
schaftlichen Bedingungen) beobachtet?
4c Sind die F,-Hybride und Nachkommen aus Rickkreuzungen zwischen Raps 0/1
und dem wilden/ verwilderten Verwandten lebensfahig und fertil?
4d Ist die Haufigkeit von F,-Hybriden und Nachkommen aus Ruckkreuzungen 0/1/2
sehr niedrig (0), niedrig (1) oder mittel (2)?
S5 Introgression (Stabilisierung und Integration des Transgens im Genom
des wilder/ verwilderten Verwandten)
5a Wurde die Introgression von Raps-(trans-)genen unter kontrollierten 0/1
(experimentellen) Bedingungen beobachtet?
5b Wurde die Introgression von Raps-(trans-)genen unter Feldbedingungen 0/1
(landwirtschaftlichen Bedingungen) beobachtet?
5c Ist die Haufigkeit von Introgressanten sehr niedrig (0), niedrig (1) oder mittel  0/1/2
(2)?
S6 Persistenz des Transgens in wilden/ verwilderten Populationen
6a Persistieren die introgredierten Eigenschaften in wilden/ verwilderten 0/1

Populationen?
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Anhang

Tabelle 7.8: Berechnung von IHP-Werten (engl. introgressive hybridisation propensity) auf
Landschaftsebene fir die potenziellen Kreuzungspartner von Raps, die im Osnabriicker
Land kartiert wurden (verandert und ergénzt nach Devos et al. 2009). Die Berechnung
erfolgt aufgrund aufeinanderfolgender Schritte bis zum Erreichen introgressiver
Hybridisierung. Der zugehdrige Fragenkatalog ist in Tabelle 7.7 aufgefiihrt. Die IHP-Werte
sind jeweils die Summe der gewichteten, mittleren Werte pro Schritt. Dabei werden die
sechs Schritte jeweils gleich gewertet. Bei Frage 1b wurde in den Fallen ein Minimalwert
eingetragen, wo Abschatzung méglich war, da Populationen in direkter Nachbarschaft zu
Rapsfeldern kartiert wurden. ?: keine geeigneten Daten vorhanden. * Aufgrund eines
einzigen Raps-Ackersenf-Hybriden unter Feldbedingungen (Daniels et al. 2005), erhalt
S. arvensis Rang 3 und R. sativus Rang 4.

Schritt  S1 S2 S3 S4 S5 S6 IHP
Frage 1a 1b 1c 2a 2b 3a 3b 3c 3d 4a 4b 4c 4d 5a 5b 5c 6a Wert Rang

Brassica 1 4 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 139 1
rapa

Raphanus1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 0 - - - - - - 63 2
rapha-
nistrum
Sinapis 1 4 2 1 2 1 0 - - - - - - - - - - 56 3
arvensis
Raphanus1 4 2 1 2 1 0 - - - - - - - - - - 56 4
sativus
Brassica 1 ? 1 1 2 1 1 1 0 - - - - - - - - 49 5
oleracea
Sinagpis 1 1.2 1 2 1 0 - - - - - - - - - - 46 6
alba
Diplotaxis 1?2 1 1 2 1 0 - - - - - - - - - - 39 7
teniufolia
Diplotaxis 1?2 1 1 1 1 0 - - - - - - - - - - 30 8
muralis

Maximal- 1 4 3 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 1
wert

Wichtung 1 1,8 2,1 2,1 2 2,7 16,0
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Anhang G: Ergebnisse des Kreuzungsversuches mit tetraploiden
B. rapa

Tabelle 7.9: Mittelwerte der Kreuzungstypen. A) Anteil der Schoten pro Kreuzung, B)
Anzahl normal entwickelter Samen pro Schote, C) Anzahl der normal entwickelten Samen

pro Kreuzung und D) Anteil normal entwickelter Samen pro Schote. In Klammer:
Standardfehler (SF) und Anzahl (n)

nxn 2xr2  rdxr4 nxr2 r2xn nxr4 r4xn r2xr4  r4dxr2

A) Anteil

nghc?t?rll/ 0,61 0,25 0,51 0,43 0,15 0,41 0,22 0,15 0,10
(0.054; (0,112, (0,068, (0,061; (0,044, (0,042, (0,040, (0,044; (0,060;

Kreuzung 84) 16) 55) 67) 67) 67) 110) 66) 54)

(SF, n)

B) Normal

entwickelte 15,37 2,00 2,36 8,24 2,20 1,21 1,13 0,70 0,6

Samen/ (1,121, (0,707, (0,739; (1,399; (0,879, (0.379; (0,373; (0,300, (0,245,

Schote 51) 4) 28) 29) 10) 56) 24) 10) 5)

(SF, n)

C) Normal

entwickelte 9,33 0,5 1,2 3,57 0,33 0,5 0,25 0,11 0,06

Samen/ (1,067, (0,274; (0,406, (0,782, (0,158, (0,164, (0,097, (0,053, (0,031

Kreuzung 84) 16) 55) 67) 67) 136) 110) 66) 54)

(SF, n)

D) Anteil

gﬁ[vnv}ilkelte 0836 0658 0483 0,718 0356 0,178 0,348 0322 1
(0,281, (0,149; (0,085, (0,070; (0,075, (0,038, (0,094, (0,143; ;

Samen/ 51) 4) 23) 28) 9) 56) 23) 9) 3)

Schote

(SF, n)
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Anhang H: Freilandversuch tetraploider B. rapa

Abbildung 45: Versuchsanordnung des Freilandversuches: a) Einzelne Kreise bestehen
aus einer zentralen tetraploiden Rubsenpflanze, umgeben von sieben B. napus Pflanzen.
b) Der Abstand zwischen den zentralen Ribsen betragt mindestens 10 Meter.
c) Anordnung der Kreise auf dem Versuchsfeld des Botanischen Gartens der Universitat
Osnabrtick.

a) )| ®

B. rapa .
Radius

0,5m © @

B. napus

b) ® ® ©

®

Abstand Versuchsfeld aus dem
10m Vorjahr
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Tabelle 7.10: Ergebnisse des Freilandversuches. B: Buko, P: Perko PVH, S: Smart, T:
Talent. *Kreis P von starkem Schadlingsbefall betroffen, deshalb 39 zusatzliche Samen
ausgesat. Merkm: Merkmale, morphol: morphologisch

Anzahl lebensfahiger Nachkommen:

b) mit f) mit
relativem B. napus-
DNA-Gehalt c) mit e) mit Merkm. Mittlere
Sorten- abweichend morphol. d) SSR  B. napus morphol. Pollen-
kombi- a)pro von 4x B. napus- ana- SSR und/ oder fertilitat
Kreis nation Kreis B. rapa Merkm. lysiert Allelen SSR [%]
A B/S 26 8 4 15 4 8(30,8%) 96,1
B P/S 21 3 1 8 4 4(19,0%) 89,0
C B/T 26 3 0 9 2 2(7,7%) 93,5
D P/T 35 5 2 12 3 3(8,6%) 81,4
E B/S 29 2 3 11 1 3(10,3%) 98,8
F P/S 33 7 2 19 4 4(12,1%) 80,8
G B/T 12 4 3 6 4 5(41,7%) 82,6
H P/T 30 2 0 7 0 0 (0,0%) -
| B/S 30 2 3 11 2 4(13,3%) 95,0
J P/S 39 9 6 15 7 9(23,1%) 77,9
K B/T 39 18 10 25 19 20 (51,3%) 76,2
L P/T 37 2 1 12 2 2 (5,4%) 92,8
M B/S 33 0 0 8 0 0 (0,0%) -
N P/S 40 1 1 12 0 1(2,5%) -
(0] B/T 36 2 0 7 0 0 (0,0%) -
P P/T 51 16 9 28 18 19 (37,3%) 79,1
Mittel:
82,5 +/-
Gesamt 517 84 45 205 70 84 (16,2%) SD=12

199



Danksagung

Danksagung

Barbara Neuffer, Walter Bleeker und Herbert Hurka mdochte ich fir die Aufnahme in die
Osnabriicker Brassicaceen-AG und das INVASION-Team danken, fir die Erméglichung
dieser Studie, fir Betreuung & Begleitung, fur konstruktive DenkanstoRe, fir die
Ubernahme der Gutachten sowie fiir zahlreiche schéne, gemeinsame Erlebnisse!

Mein Dank gilt dem BMBF fir die fortlaufende Finanzierung dieses Teilprojektes im
Rahmen des BIOLOG Europa Projektes ,Evolutionare, 6kologische und gesellschaftliche
Konsequenzen biologischer Invasionen® (INVASION).

Im Labor, im Gewachshaus und im Feld geholfen und unterstitzt haben mich Frank
Buschermoéhle, Andreas Mihlhausen und Rudi Hungerland-Grupe. Aufmunterung und
Unterstltzung gab es aus dem ,Doktorandenzimmer* — Euch allen vielen Dank fiir gute
Stimmung & Schokolade! Dear Lucille Schmieding, special thank to you not only for
language editing but all the other small things you did! Vielen Dank auch allen weiteren
Mitarbeitern der AG Botanik!

Einen lieben Dank an die fleiRigste und tollste Diplomandin der Welt - Maren Hochkirch
(geb. Miller)! Trotz gefiihlter Million Kreuzungen hast du nie den Mut verloren und mit
deiner Freundschaft fiir mich nicht nur im Labor die Sonne scheinen lassen. DANKE!

Danke auch an Friede Koller und die tausenden Rapssamen.

Und nicht zu vergessen: mein Dank an alle Mitarbeiter des Botanischen Gartens
Osnabriick, die uns bei den Freilandversuchen so wunderbar eingewiesen, fachméannisch
beraten und immer unterstitzt haben.

Herzlichen Dank an UIf Schmitz (Universitat Dusseldorf) fur bunte GIS-Karten und
ungewohnliche Restaurants in fremden Stadten!

Barbara Rudolph und Gisela Bertram haben mich begeistert fiir Pflanzen & Fingerprints.
Barbara mochte ich herzliche danken fir die Zusage als Gutachterin bei meiner
Disputation.

Allen meinen lieben Freunden aus dem Studium in Hamburg mdéchte ich fir ihre
menschliche Nahe & ihre enge Verbindung trotz rdumlicher Trennung und geographischer
Streuung herzlich danken! Liebe Anne, danke fir deine Motivation, deine Besuche und
das Finden des Roten Fadens!

Meine Familie weil} ich immer hinter mir — Danke, dass es Euch alle gibt!

Hey Chrisch, wiinsch dir Motivation fiir den Endspurt! Lieber Dieter, danke fir 1000
Kommata und genauso viel Zuspruch! Liebe Mama, du glaubst immer an mich - in Héhen
und Tiefen - und bist immer fir mich da. Fir deine Liebe, deine riesengrofle
Unterstltzung und vor allem fir deine Freundschaft werde ich immer dankbar sein!

Tim, du bist meine Liebe, mein Fels, mein Anker. Auf in den nachsten Lebensabschnitt —
aber nur mit dir zusammen!

200



Erklarung

Erklarung uber die Eigenstiandigkeit der erbrachten
wissenschaftlichen Leistung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel
angefertigt habe. Die aus anderen Quellen direkt oder indirekt
Uibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der Quelle gekenn-
zeichnet.

Bei der Auswahl und Auswertung folgenden Materials haben mir die
nachstehend aufgefiihrten Personen in der jeweils beschriebenen Weise
unentgeltlich geholfen:

1. Prof. Barbara Neuffer als Betreuerin der Arbeit und Projektleitung des
Teilprojektes, sowie Unterstliizung Begleitung und Beratung wahrend
der gesamten Arbeit.

2. PD Dr. Walter Bleeker: Begleitung und Beratung wahrend der
Ausarbeitung insbesondere bei der Auswahl und Auswertung des
Materials fur die beiden anstehenden Veroffentlichungen (Elling et al.
2009a, sowie Elling, Hochkirch, Neuffer, Bleeker 2009b, zur
Veréffentlichung angenommen.)

3. Prof. Herbert Hurka: Leitung des Projektverbundes INVASION sowie
sowie Unterstlizung Begleitung und Beratung wahrend der Arbeit.

4. Dr. UIf Schmitz (Universitat Dusseldorf, Abteilung fir Gebotanik):
Erstellung der GIS-basierten Karten der kartierten Brassica-
Populationen im Osnabriicker Land 2004-2008.

Weitere Personen waren an der inhaltlichen, materiellen Erstellung der
vorliegenden Arbeit nicht beteiligt. Insbesondere habe ich hierfiir nicht die
entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotions-
berater oder andere Personen) in Anspruch genommen. Niemand hat von
mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte Leistungen fir Arbeiten erhalten,
die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen.
Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder
ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehdrde vorgelegt.

Barbara Elling
Osnabriick, den 08.12.2008

201



Curriculum Vitae

Curriculum Vitae

Personalien

Name:

Geburtsdatum:

Geburtsort:
Nationalitat:

Schulbildung

Schule:
Dauer:

Schule:
Dauer:
Abschluss:
Studium
Hochschule:
Studienfach:

Dauer:
Diplomarbeit:

Abschluss:
Promotion

Hochschule:
Fachbereich:

Arbeitsgruppe:

Fach:
Dauer:
Abschluss

Arbeitsverhéltnisse

Barbara Elling
21.09.1978
Hamburg
Deutsch

Grundschule Scheeleler Kehre, Hamburg
09/1985 - 06/1989

Alexander von Humboldt Gymnasium, Hamburg
08/1989 - 06/1998
Abitur

Universitat Hamburg

Biologie

10/1998 — 02/2004

Untersuchungen der weltweiten Verbreitung von
Mesembryanthemum crystallinum L. (Aizoaceae)
mit molekularen Methoden.  Unverdffentlicht.
Biozentrum Klein Flottbek, Systematik, AG Prof. N.
Jirgens

Diplom (Dipl. Biol.)

Universitat Osnabriick

Biologie / Chemie

Botanik

Biologie

seit 04/2004 — voraussichtlich 2009

angestrebt Doktorgrad der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

- % TVOD 13 Stelle im BMBF-Projekt ,BIOLOG Europa“, Teilprojekt
LINVASION* fortlaufend seit 04/2004

202



Publikationen

Publikationen

Wissenschaftliche Zeitschriften und Internetressourcen

Elling, B., Neuffer, B. (seit 01/2007, aktualisiert 08/2009) Verwilderungs-
potenzial von Rapspflanzen (dt. und engl.). www.biosicherheit.de

Elling, B., Neuffer, B. und Bleeker, W. (2009a) Sources of genetic diversity
in feral oilseed rape (Brassica napus L.) populations. Basic and
Applied Ecology, 10, 544-553

Elling, B., Hochkirch, M., Neuffer, B. und Bleeker, W. (2009b, zur
Veréffentlichung angenommen) Hybridisation between oilseed rape
(Brassica napus) and tetraploid B. rapa under field conditions. Flora

Elling, B., Hochkirch, M., Bleeker, W., Neuffer, B., Hurka, H. (2009)
Verwilderter Raps im Osnabricker Land: ausdauernd und
auskreuzungsfreudig. Broschiire Biologische Invasionen und
Phytodiversitat. Universitat Osnabrick

Posterprasentationen und Vortrage auf nationalen und internationalen
Tagungen und Kongressen

Bertram, G., Elling, B., Schmiedel, U. (11/2002, Posterprasentation) Islands in an
arid world: investigations on populations of Gibbaeum cryptopodium
(Aizoaceae). International symposium on plant species-level systematics,
Leiden, Netherlande, S. 14

Elling, B., Bertram, G. (09/2003, Posterprasentation) Investigations into the
worldwide distribution of Mesembryanthemum crystallinum L. (Aizoaceae).
Biodiversity and Evolutionary Biology, DBG, Frankfurt a. M., S. 148

Elling, G. Bertram, B. Rudolph (06/2004, Vortrag) From Cape to California — The
worldwide distribution of the invasive Iceplant (Mesembryanthemum
crystallinum L.); investigations with molecular methods. International
Organization for Succulent Plant Study, 28™ 10S Congress, Hamburg

Elling, B., Muhlhausen, A., Bleeker, W., Neuffer B. (09/2004, Posterprasentation)
Feral oilseed rape (Brassica napus L., Brassicaceae) in Lower Saxony.
DBG Botanikertagung, Braunschweig. S. 313

Elling, B., Neuffer B. (02/2005, Vortrag) Ruderaler Raps und mdégliche Brassica-
Hybride im Osnabriicker Raum. AK Gentechnik und Okologie der GfO,
Bremen.

203



Publikationen

Elling, B., Mihlhausen, A., Neuffer, B. (03/2005, Posterprasentation) Feral oilseed
rape in Northern Germany. AG Saatgut und Sortenwesen der Gesellschaft
fur Pflanzenbauwissenschaften, Gottingen.

Elling, B., Mdller, M., Neuffer B. (07/2005, Posterprasentation) Cultigenes as a
source for neophyta? — Feral oilseed rape and its putative natural hybrids in
northern Germany. International Botanical Congress (IBC), Wien,
Osterreich. S. 491

Elling, B., Neuffer, B, Bleeker W. (09/2005, Vortrag) Hybridisation between
invasive and native plant species and its consequences. Verhandlungen der
Gesellschaft fur Okologie, Band 35, S. 25

Elling, B., Bleeker, W., Neuffer, B. (09/2006, Vortrag) Stepping stones for gene
flow from cultivated oilseed rape. Verhandlungen der Gesellschaft fir
Okologie, Band 36, S. 89

Bleeker, W., Schmitz, U., Ristow, M., Mihlhausen, A., Elling, B. (09/2006,
Posterprésentation) How many neophytes hybridize with native plant
species? Verhandlungen der Gesellschaft fir Okologie, Band 36, S. 325

Elling, B., Miller, M., Neuffer B. (09/2006, Posterprasentation) Cultigenes as a
source of neophytes — gene flow from cultivated oilseed rape. 4th European
Conference on Biological Invasions NEOBIOTA — From Ecology to Control,
Wien, Osterreich. BfN-Skripten 184, S. 133

Muller, M., Elling, B., Neuffer, B. (09/2007, Posterprasentation) Tetraploid Brassica
rapa — Stepping stones for gene flow from cultivated into wild populations?
4™ European Conference on Biological Invasions NEOBIOTA — From
Ecology to Control, Wien, Osterreich. BfN-Skripten 184, S. 198

Elling, B., Mdller, M., Neuffer, B., (09/2007, Posterprasentation) Feral oilseed rape
in northern Germany: Persistence, gene flow & hybridisation. DBG
Botanikertagung, Hamburg. S. 68

Elling, B., Neuffer B., Bleeker, W. (09/2008, Posterprasentation) Persistence and
genetic variation of feral oilseed rape (Brassica napus L.). 5" European
Conference on Biological Invasions NEOBIOTA — Towards a Synthesis,
Prag, Tschechische Republik. S. 182

Bittner, C., Elling, B., Bleeker, W. (09/2008, Posterprasentation) Hybridisation
between the invasive garden escape Lamium argentatum and native
Lamium taxa in northwest Germany. 5" European Conference on Biological
Invasions NEOBIOTA - Towards a Synthesis, Prag, Tschechische
Republik. S. 179

204












Verwilderter Raps im Osnabriicker Land
Erfassung, Charakterisierung & Auskreuzungspotenzial
Barbara Elling

Raps wurde als Fallstudie fur eine Kulturpflanze ausgewahlt, die sich
aulerhalb des Anbaus spontan etablieren kann und so als Quelle flr
Neophyten dient. In einer regionalen Studie im Osnabriicker Land wurde
basierend auf Kartierungen (2004-2008) und kernkodierten Mikro-
satellitenmarkern die Herkunft, Persistenz und genetische Variation ver-
wilderter Rapspopulationen untersucht. Die wichtigsten Quellen fir die
erhohte genetische Variation in verwilderten Rapspopulationen waren die
mehrfache Einschleppung verschiedener Sorten und Hybridisierungen
zwischen diesen. Raps ftritt im Osnabriicker Land mit einer Reihe nah
verwandter Arten, darunter Brassica rapa und Raphanus raphanistrum,
sympatrisch in verwilderten Populationen auf. Hybride zwischen Raps und
diploiden Rubsen konnten nachgewiesen werden. Tetraploider Rubsen
wurde als Kreuzungspartner von Raps erstmals in dieser Studie untersucht.
In  Kreuzungsversuchen und in einem Freilandversuch konnten
interspezifische Hybridisierungen zwischen tetraploiden Ribsen und Raps
nachgewiesen werden. Unter naturlichen Bestdubungsbedingungen im
Freilandversuch mit tetraploiden Ribsen-Mutterpflanzen wurde eine
Hybridisierungsrate von 16,2% abgeschatzt.

Die Untersuchungen zeigen, dass verwilderte Rapspopulationen durchaus
ein Potenzial zu evolutiven Entwicklungen besitzen. Verwilderte Raps-
populationen kénnen als Trittsteine flir intra- und interspezifischen Genfluss
dienen und dadurch beim Anbau transgener Rapssorten die Koexistenz
verschiedener Anbauformen erschweren. Sie kdnnen die Etablierung von
Transgenen auflerhalb des Anbaus ermdglichen, die Transgenausbreitung
fordern und Introgression in nah verwandte Arten vermitteln. Die Wahr-
scheinlichkeit von Hybridisierungen zwischen Raps und Rubsen (diploid und
tetraploid) konnte verringert werden, wenn vermieden wirde, diese
kreuzkompatiblen Arten gemeinsam in Saatgutmischungen zu verwenden.



