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.  Kurzbericht

1. Aufgabenstellung

Naturkautschuk ist ein ausgesprochen elastisches Polymer, das in in einer Vielzahl von Produkten des
taglichen Lebens eine Anwendung findet. Der globale Markt fur Naturkautschuk besalR im Jahre 2018 ein
Volumen von rund 25 Milliarden US$ und stellt die Grundlage fir einen Markt von 250 Milliarden US$ fur
Kautschukprodukte dar, mit Reifen als Haupterzeugnis.

Bis 2024 wird ein Bedarf von 18 Mio Tonnen pro Jahr prognostiziert; 70% davon gehen in die Reifenindustrie.
Die restlichen 30% werden zu verschiedensten Artikeln verarbeitet (z.B. Haushalt, Automobil, Medizintechnik).
Bisher konnten die exzellenten technischen Eigenschaften des Naturkautschuks von erddlbasierten
Synthesekautschuken nicht erreicht werden.

Die wichtigste Quelle fir Naturkautschuk und -latex ist der Kautschukbaum Hevea brasiliensis mit Ertragen
von 500 bis 1500 kg pro Hektar. Dieser Baum wachst nur in einem engen geographischen Girtel um den
Aquator und seine Kultivierung erfordert hohe Niederschlagsmengen und hohe Temperaturen. Fiir die
Deckung des Mehrbedarfs an Naturkautschuk wird mit einem Aufwuchs der Kautschukbaumplantagen von ca.
4,3-8,5 Millionen ha bis 2024 gerechnet. Diese zusétzlichen Flachen werden dann vor allem in Bereichen mit
einem Uberwiegenden Anteil an tropischem Regenwald in Sidostasien und Sudwestchina liegen, allesamt
Gebiete mit einer groRen und daher unbedingt schiitzenswerten biologischen Diversitat.

Angesichts des stark steigenden Bedarfs an Naturkautschuk und -latex sprechen geologische, klimatische,
okologische, soziale und politische Griinde dringend dafiir, schnellstméglich eine nachhaltige Alternative zu
H. brasiliensis zu entwickeln. Weltweit werden derzeit zwei Pflanzenarten erforscht: Die Guayule (Parthenium
argentatum) und der Russische Lowenzahn (Taraxacum koksaghyz). Beide Arten produzieren Kautschuk mit
vergleichbaren physikochemischen Eigenschaften zu ihrem Pendant aus H. brasiliensis [2;3], wobei der
Guayule-Kautschuk nach unseren bisherigen Ergebnissen den Qualitatsstandards der Reifenindustrie nicht
entspricht.

T. koksaghyz wurde bereits zwischen den beiden Weltkriegen intensiv als mdgliche Kautschukquelle erforscht
und Ertrage von bis zu 500 kg ha-1 per annum wurden berichtet. Gegenwartig ist diese Art als alternative
Kautschukquelle national und international wieder in den Fokus der Forschungs- und Entwicklungsaktivitaten
geriickt.

Wahrend in den USA das PENRA-Konsortium (http://oardc.osu.edu/penra/) die gesamte Wertschopfungskette
bearbeitet wurde, fanden &hnliche Arbeiten in Europa in den EU-Projekten EU-PEARLS (www.eu-pearls.eu)
und DRIVE-4-EU (www.drivedeu.eu) statt. Uber Aktivitaten in China
(https://en.linglong.cn/content/details34_38051.html), Russland und Kasachstan wird in den Medien berichtet,
jedoch ohne dabei auf die wesentlichen Ziele und Errungenschaften naher einzugehen. In Deutschland
wurden in den letzen Jahren enorme Fortschritte in FuE-Projekten der o&ffentlichen [TARULIN
(BMBF/PTJ/FKZ0315971X), TAKOWIND (BMEL/FNR/FKZ22011111 ff. und FKZ22002112), TAKOWIND 11)]
und privaten (RUBIN) Hand zur Entwicklung des Russischen Lowenzahns als alternative Rohstoffquelle
erzielt. Im Projekt EVITA (BMBF/PTJ/FKZ031A285X) wurde eine umfangreiche Genbank-Kollektion von T.
koksaghyz des Vavilov-Institutes der Pflanzenindustrie in St. Petersburg charakterisiert. Die genannten
Projekte ergénzen sich geradezu ideal und zeigen sehr deutliche Synergieeffekte.

Wahrend Ergebnisse der Arbeitspakete Agronomie und Verwertung aus TAKOWIND Il bereits praktisch
umgesetzt bzw. in den Projekten RUBIN und Taraxagum Lab Anklam weiterverfolgt werden, sind noch
entscheidende Fragen zur Zichtung und Zuchtmethodik zu beantworten. Trotz guter Fortschritte auch in
diesen Bereichen. In TAKOWIND III war daher nicht mehr die volle Wertschdpfungskette abgebildet, jedoch
durch weitgehende Uberschneidungen der Partner in unterschiedlichen Projekten gesichert. Vielmehr sollte
im vorliegenden FUE-Vorhaben insbesondere die Ziichtung von Interspezifischen Bastarden weiterentwickelt,
systematisiert und wissenschaftlich fundiert werden. Diese Interspezifischen Bastarde versprechen im
Gegensatz zum T. koksagyhz die kommerziell notwendigen, hohen Wurzelertrage.

Mit der Kommerzialisierung des Anbaus und der Verwertung der Rohstoffe aus Russischem Léwenzahn in
groRem Mal3stab wurden bereits erklarte Ziele des Projektkonsortiums eingeleitet. Zur ziigigen Erreichung der
Wirtschaftlichkeit bedarf es jedoch weiterer gro3er Anstrengungen, die im skizzierten FUE-Vorhaben in funf
Arbeitspaketen angegangen wurden:



Im Vorgangerprojekt TAKOWIND Il konnte eine erhebliche Erhéhung des Kautschukgehaltes innerhalb der
Art T. koksaghyz erzielt werden. Es zeigte sich jedoch, dass der Kautschukertrag pro Flache aufgrund der
geringen Wurzelbiomasse stark limitiert wird.

Die Weiterentwicklung vorhandener und neuer interspezifischer Bastarde verspricht hier eine Losung, auch
wenn sich nach zweifacher Riickkreuzung die zu erwartetende Erh6hung des Kautschukgehaltes noch nicht
eingestellt hat. Die ziichterische Erh6hung des Kautschukgehaltes in den interspezifischen Bastarden stellt in
der Betrachtung der Wirtschaftlichkeit des Léwenzahnanbaus somit einen entscheidenden Faktor dar, der in
TAKOWIND IIl angegangen werden soll.

Anmerkung: Die Begriffe “Bastard” und “Ramsch” sind technische Begriffe aus der Pflanzenziichtung und
haben als solche keinen abfélligen oder abwertenden Charakter, wie er mit diesen Begriffen im
Umgangssprachlichen assoziiert wird.



2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Gesamtprojekt war in funf Arbeitspakete mit den dazugehdrigen Aufgaben und Unteraufgaben gegliedert.
Die fur die Unteraufgaben verantwortlichen Partner sind in der Auflistung kursiv angegeben. Zwischen den
Partnern fand — wie bereits in den Vorgangerprojekten - ein intensiver Austausch an Pflanzenmaterial und
Informationen statt, so dass in groBRem Umfang neues Zuchtmaterial aufgebaut und vorhandenes
Zuchtmaterial vertieft charakterisiert werden konnte.

Zur Beantwortung der wissenschaftlichen Fragestellungen und zur Zuchtmethodenentwicklung wurden
spezifische Kreuzungen durchgefuhrt und Populationen aufgebaut.

Der Vergleich von Aussaatterminen lieferte fundierte Entscheidungshilfen (ber Frihjahrs- oder
Sommeraussaat fur die landwirtschaftliche Praxis.

Gerodete Wurzeln aus den Praxisflachen wurden im Aufarbeitungsprozess hinsichtlich ihrer Verarbeitbarkeit
und ihrer Kautschukqualitaten beurteilt.

Ein Monitoring zum invasiven Potenzial neuen Zuchtmaterials begleitet Zichtung und Anbau.

Arbeitspakete und bearbeitende Partner

APL1 - Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

1.1 Rekurrente Selektion auf hohe Kautschukgehalte in Tks ESKUSA, WWU

1.2 Weiterfihrung des Ruckkreuzungsprogrammes bei Interspezifischen Bastarden ESKUSA, WwWU
1.3 Erstellung neuer Artenbastarde 2x x 3x, 4x x 3x und 4x x 4x ESKUSA

1.4 Beginn eines Rickkreuzungsprogrammes bei neuen diploiden Artenbastarden ESKUSA, JKI-SB
1.5 Polyploide Kreuzungen von Elitezuchtmaterial WWU, ESKUSA

1.6 Kreuzungen und Zwischenvermehrungen im Gewachshaus im Winterhalbjahr JKI-ZL, ESKUSA
1.7 Erhaltung und Erweiterung der genet. Variabiltat - Verbreiterung der Kautschuk-Selektionsbasis ESKUSA
AP2 - Zichtung / Methodenentwicklung

2.1 Etablierung und Analyse von Hybrid-Kreuzungen der Inzuchtlinien WWU

2.2 Analyse des Heterosis-Effektes WWU

2.3 Etablierung und Analyse von Elite/ Inzuchtlinien-Kreuzungen WWU

2.4 Analyse des SI-Mechanismus mittels Inzuchtlinien WWU

2.5 Erstellung von Kartierungspopulationen mit aktuellem Zuchtmaterial JKI-ZL

2.6 Kopplungsanalysen und QTL-Feinkartierung JKI-ZL

2.7 Etablierung eines genomweiten Markersets zur Einschatzung der genetischen Variabilitat JKI-ZL
AP3 - Interspezifische Rekombination

3.1 Erstellung interspezifischer Population zur Analyse des Rekombinationsverhaltens JKI-ZL

3.2 Analyse rekombinationsbeeinflussender Gene JKI-SB

AP4 - Agronomie

4.1 Vergleich Fruhjahrs- und Sommeraussaat bei Tks JKI-SB

4.2 Vergleich Fruhjahrs- und Sommeraussaat bei Interspezifischen Bastarden JKI-SB

4.3 Monitoring invasives Potenzial Interspezifischer Bastarde JKI-SB

AP5 - Rohstoffverarbeitung

5.1 Beurteilung neuen Zuchtmaterials im Aufarbeitungsprozess Conti

5.2 Charakterisierung von Kautschukqualitdten aus neuem Zuchtmaterial Conti

Nachfolgend werden verschiedene Abkurzungen for Taraxacum koksaghyz (Tks, TKS, TK, Tk) und
Taraxacum officinale (Toff, TO, Tof) synonym verwendet.



3. ResUmee der wesentlichen Ergebnisse

a) Arbeitspakete und Meilensteine

Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

ESKUSA

Bearbeitungszeitraum
(It. Balkenplan im Antrag)

AP 1.1 Rekurrente Selektion 04/2020 bis 02/2023
auf hohe Kautschukgehalte in

Tks

AP 1.2 Weiterflihrung des 03/2020 bis 02/2023
Ruckkreuzungsprogrammes
bei Interspezifischen

Bastarden

Zielerreichung

Das fir TAKOWIND llI definierte Zuchtziel der Fixierung
von Kautschukgehalten >15% ist bis Ende 2022 in 6
Familien erreicht worden. Von der Fa. hortilab wurde bis
Projektende Material von Pflanzen mit
Kautschukgehalten >20% fiir Gewebekultur (Erhaltung
und Vermehrung) aufgenommen.

Zweite BC3 Generation FJ 2020: 362 Paarkreuzungen
der BC2-Klone mit Tks-Klonen (Elitejahrgange 2017
und 2018) und einzelpflanzenweise Samenernte auf
Tks; MW Kautschuk tber 991 beprobte Pflanzen von
1,55 %, 77 Pflanzen mit >3% (entspricht 7,8%) und 14
Pflanzen mit >5% (entspricht 1,4%)

Erste BC4 Generation FJ 2020: 54 Paarkreuzungen
von BC3 Hybriden mit Tks-Klonen (Elitejahrgange
2017 und 2018) und einzelpflanzenweise Samenernte
auf Tks; BC4 Hybride klein und schwachwiichsig —
wurden verworfen

Zweite BC4 Generation FJ 2021: 20 Paarkreuzungen
von BC3-Nachkommenschaften des Jahrgangs 2019
mit Tks-Klonen des Elitejahrgangs 2018 und Tks-
Elitenachkommenschaften von 2019 und Samenernte
auf BC3 Hybriden (keine Samen auf Tks Seite); keine
Veranderung des Kautschukgehaltes von BC3 zu BC4;
3 Pflanzen mit Werten >2% wurden in Gewebekultur
genommen

Erste BC3 x BC3 Generation Winter 2019/2020: 28
Pflanzen aus vier 19er BC3 Familien mit Kautschuk
>1,5 % Uber Kreuz bestaubt und einzelpflanzenweise
geerntet; 14 Nachkommen aus 2 Familien ohne
Steigerung der Kautschukgehalte; eine sterile Pflanze
mit 5,4% musste verworfen werden.

Zweite BC3 x BC3 Generation FJ 2020: 6
Paarkreuzungen zwischen BC3 -
Nachkommenschaften von 2019; nur 3 Pflanzen
aufgewachsen; keine Erhéhung der Kautschukgehalte
— wurden verworfen

Dritte BC3 x BC3 Generation Winter 2021/2022:
Ubergabe von 35 BC3 Hybriden aus FJ 2020 mit
Kautschukgehalten >4% an WWU Minster; Aussaat
der geernteten Samen durch ESKUSA,; nur auf 2
Pflanzen hybride Nachkommen; Kautschukgehalte
deutlich unter denen der Vorfahren (aus BC2 und
BC3); wegen guter Ahnen Verbleib im
Zichtungsprozess

Vierte BC3 x BC3 Generation FJ 2022: a)
Insektenbestaubt mit einzelpflanzenweiser Ernte: 38
BC3 Pflanzen mit Kautschukgehalten > 3%; Ernte von
insgesamt 204 Samen auf 13 Pflanzen; Aussaat im FJ
2023; b) Bestauberinsekten mit einzelpflanzenweiser
Ernte: 152 BC3 Familien mit den jeweils kraftigsten
Einzelpflanzen; Ernte von insgesamt 1140 Samen von
58 Familien, zuzuglich 1,4 g von Familie 21/238;
Aussaat im FJ 2023

Finfte BC3 x BC3 Generation FJ 2022: Nachkommen
der Kreuzung Tks 4n x BC2 und polyploide (n>3) BC3
der ersten Generation; isolierte Abblite mit Insekten,
Samenernte einzelpflanzenweise, Aussaat von
insgesamt 1063 Samen im FJ 2023.



Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

AP 1.3 Erstellung neuer 03/2020 bis 02/2023

Artenbastarde

AP 1.4 Beginn eines 04/2020 bis 11/2022
Riickkreuzungsprogrammes

bei neuen diploiden

interspezifischen

Artenbastarden

AP 1.5 Polyploide Kreuzungen | 04/2020 bis 02/2023
von Elitezuchtmaterial

AP 1.6 Kreuzungen und 11/2020 bis 04/2022
Zwischenvermehrungen im
Gewachshaus im

Winterhalbjahr

AP 1.7 Erhaltung und 03/2020 bis 11/2021
Erweiterung der genetischen
Variabilitat - Verbreiterung der

Kautschuk-Selektionsbasis

Bearbeitungszeitraum | Zielerreichung
(It. Balkenplan im Antrag)

1) Interspezifische Artenbastarde Tks 2n x Toff 3n,
Serie I

F1 Generationen FJ 2019 und 2020: 150
Paarkreuzungen zwischen Tks Klonen Jahrgang 2017
und 5 Toff 3n Vatern, 32 F1 Artenbastarde, 7 davon
mit Kautschukgehalten >1% sowie 95 Paarkreuzungen
mit 20 F1 Artenbastarden als Ergebnis

BC1 Generationen 2020 und 2021: BC1 Artenbastarde
mit Kautschukgehalten <1% (z.T. deutlich dariber) in
17 bzw. 5 Féllen; besonders bei den hohen Gehalten
bereits sehr deutlicher Tks Habitus (klein und schwach
wichsig); auch gute Nachkommen in den reziproken
Kreuzungen; Aussichten von Ruckkreuzungen bzw.
BC1 x BC1 Anpaarungen sind abzuwéagen

BC2 Generation 2022: Nachkommen Uberwiegend
heterogen, schon hohe Kautschukgehalte vorhanden
(z.T. >5%), jedoch schwach wiichsig; in BC2 x BC2
Kreuzungen vorgesehen

2) Interspezifische Artenbastarde aus
tetraploidisiertem Ausgangsmaterial (Tks 4n x Toff 4n)

F1 Generation FJ 2022: 96 Paarkreuzungen von
Hand; Nachkommen auf der Tks Seite: auf 34
Pflanzen Samen gebildet; insgesamt 402 Pflanzen
aufgelaufen, 184 grof3e und kraftige Nachkommen
markergestiitzt untersucht, alle mit Bastardstatus;
Nachkommen auf der Toff Seite: auf 48 Pflanzen
Samen gebildet, 251 Pflanzen aufgelaufen; 162 grol3e
und kraftige Nachkommen markergestitzt untersucht,
nur 3 Bastarde identifiziert, der Rest Selbstungen

Erste Bastardisierungsserie

F1 Generation: 30 Handkreuzungen von Toff 2n mit
Tks Klonen der Jahrgange 2017 und 2018 im Fruhjahr
2020; 354 hybride Nachkommen von der Tks Seite;
vergleichsweise schwach wiichsig, 142 starkere
Pflanzen beprobt, davon 25 Pflanzen mit
Kautschukgehalten >1%

F2 Generation: 24 Pflanzen mit Kautschukgehalten
>1% mit Fliegen bestaubt, einzelpflanzenweise
beerntet, 35 Samen; 23 Familien mit Fliegen bestéubt,
familienweise beerntet, 174 Samen

Zweite Bastardisierungsserie

F1 Generation: 123 Handkreuzungen mit Tks Klonen
der Jahrgénge 2018 und 2019; davon 74 mit
Nachkommen auf der Tks Seite (6807 Samen) und 98
mit Nachkommen auf der Toff Seite (15.560 Samen +
1,3 g von einer Kreuzung)

Bis zum Projektende stand keine ausreichende Anzahl
an Tks 4n-Pflanzen mit hohen Kautschukgehalten zur
Verfligung; die vorhandenen Pflanzen wurden zur
Bastardierung eingesetzt; es werden fortlaufend
Polyploidisierungen und flowcytometrische
Untersuchungen der Tks Eliten durchgefihrt.

Die Kreuzungen und Zwischenvermehrungen im
Winterhalbjahr ergaben trotz Heizung und Zusatzlicht
jeweils nur geringe Mengen an Saatgut.

Im Fruhjahr 2021 Durchfiihrung von 104
Paarkreuzungen zwischen Pflanzen aus dem EVITA-
Projekt und Tks-Kautschukeliteklonen des Jahrgangs
2018; Saatgut der Kreuzungsnachkommen wurde
aufbereitet und als Genreserve tiefgekhlt eingelagert.



Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

Wwu

AP 1.1 Rekurrente Selektion
auf hohe Kautschukgehalte in
Tks

AP 1.2 Weiterfiihrung des
Ruckkreuzungsprogrammes
bei Intersp. Bastarden

AP 1.3 Erstellung neuer
Artenbastarde

AP 1.5 Polyploide Kreuzungen
von Elitezuchtmaterial

AP 2.1 Etablierung und
Analyse von Hybrid-
Kreuzungen der Inzuchtlinien

AP 2.2 Analyse des Heterosis-
Effektes

AP 2.3 Etablierung und
Analyse von Elite/
Inzuchtlinien-Kreuzungen

AP 2.4 Analyse des SI-
Mechanismus mittels
Inzuchtlinien

JKI-ZL

Bearbeitungszeitraum
(It. Balkenplan im Antrag)

03/2020 bis 02/2023

03/2020 bis 02/2023

03/2020 bis 02/2023

03/2020 bis 02/2023

03/2020 bis 02/2022

07/2020 bis 02/2023

07/2020 bis 02/2023

03/2020 bis 02/2023

Zielerreichung

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023)
konnten alle Kautschukanalysen fiir T1.1
abgeschlossen werden. Der Kautschukgehalt von bis
zu funf verklonten Pflanzen von 24 diploiden Elite19-
Linien und 20 tetraploiden Elite17/18 wurde Uberpriift

Flow-Cytometer-Analysen abgeschlossen (ca. 700
Blattproben in der gesamten Projektlaufzeit fur 1.2 und
1.3)

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023)
konnten alle Flow-Cytometer-Analysen abgeschlossen
werden (ca. 700 Blattproben in der gesamten
Projektlaufzeit fir 1.2 und 1.3)

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023)
konnten alle Kautschukanalysen fiir T1.5
abgeschlossen werden. Der Kautschukgehalt von 20
tetraploiden Elite17/18-Linien wurde Uberpriift und die
Flow-Cytometer-Analysen wurden abgeschlossen (ca.
750 Blattproben in der gesamten Projektlaufzeit)

Es konnte erfolgreich eine 7. Inzuchtgeneration
erzeugt werden (mit 39 von 44 Linien). Mit acht
Inzuchtlinien in der 7. Generation wurden Paar-
Kreuzungen durchgefiihrt (Hybrid-Kreuzungen
etabliert). Die Nachkommen von 24 Kreuzungen (F1)
phéanotypisch charakterisiert.

Die RNAseqg-Analysen der Inzuchtkreuzungen von
Kreuzungsnachkommen im Vergleich zu Inzuchtlinien
in der 7. Generation wurden abgeschlossen und es
konnten mdégliche Kandidatengene, die eine Rolle in
der Wurzelentwicklung spielen, identifiziert werden.

Mit einer Inzuchtlinie in der 6. Generation
(Kautschukgehalt 12%) wurden Kreuzungen mit Hoch
(10-20%)- und Niedrig(2-3%)-Kautschuklinien
durchgefiihrt. Erfolgreich generiertes Saatgut (von
sieben Kreuzungen) wurde an das JKI-ZL fiir die
Analyse bzw. Integration in die
Kartierungspopulationen (AP 2.5) Ubergeben

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023)
konnten die RNAseg- und die Integration der GBS-
Analysen abgeschlossen werden.

AP 2.5 Erstellung von
Kartierungspopulationen mit
aktuellem Zuchtmaterial

03/2020 bis 08/2021

Erstmalige Erstellung einer F2-Kartierungspopulation
Uber Kreuzung von homozygoten und im
Kautschukgehalt differenzierenden TKS-Inzuchtlinien.

AP 2.6 Kopplungsanalysen
und QTL-Feinkartierung

06/2021 bis 02/2023

Geno- und Phénotypisierung der F2-
Kartierungspopulation. Erstellung genetischer Karten
und Kartierung von 6 QTL-Regionen im
Zusammenhang mit dem Merkmal Kautschukgehalt.

AP 2.7 Etablierung eines
genomweiten Markersets zur
Einschéatzung der genetischen
Variabilitat

03/2020 bis 05/2022

Erstellung eines genomweiten Markersets tiber einen
SeqSNP-Ansatz mit hierauf folgender Populations-
strukturanalyse und Einschatzung der genetischen
Variabilitat fur diverses TKS- und TO-Pflanzenmaterial.
Hierbei wurde eine deutliche Abgrenzung der Arten
von TO und TKS sowie zwischen TKS-
Wildsammlungen und TKS-Elitematerial festgestellt.
Innerhalb der TKS-Wildsammlungen lag keine
Populationsstruktur vor.

AP 3.1 Erstellung
interspezifischer Population
zur Analyse des
Rekombinationsverhaltens

03/2020 bis 02/2023

Diverse interspezifische F1-Populationen (7) mit
kleiner Individuenanzahl (17) wurden erstellt und deren
Rekombination mittels GBS-Ansatzes genetisch
untersucht.




Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

JKI-SB

Bearbeitungszeitraum
(It. Balkenplan im Antrag)

Zielerreichung

AP 3.2 Analyse
rekombinationsbeeinflussender
Gene

03/2020 bis 02/2023

Rekombinationsbeeinflussende Gene wurden
identifiziert. Eine Mutationspopulation wurde auf
Sequenzveranderungen in diesen Genen gescreent.

AP 4 Vergleich Frihjahrs- und
Sommeraussaat und
Monitoring invasives Potenzial
Interspezifischer Bastarde

04/2020 bis 02/2023

Ein Versuch Uber zwei Vegetationsperioden wurde
angelegt und vollstéandig ausgewertet. Interspezifische
Bastarde wurden erzeugt, morphologisch und
hinsichtlich ihrer Fertilitat sowie ihrer
Ausbreitungsféhigkeit charakterisiert und fur
Ruckkreuzungen verwendet.

Conti

AP 5.1 Beurteilung neues
Zuchtmaterial im
Aufarbeitungsprozess

AP 5.2 Charakterisierung der
Kautschukproben aus
weiterentwickeltem
Zuchtmaterial

01/2021 bis 02/2023

01/2021 bis 02/2023

Beziglich der Extrahierbarkeit des Naturkautschuks
aus dem neu gezichteten Wurzelmaterial konnten
keine signifikanten Unterschiede zu dem Wildtyp
festgestellt werden. Ein Einfluss wurde auch nicht
erwartet, da die Wurzelmorphologie sich durch die
Zichtung nicht signifikant gedndert hat und auch
aufgrund des gesteigerten Kautschukgehalt von ca.
2% auf ca. 6% ist keine Anderung im
Extraktionsverhalten zu erwarten gewesen.

Die Ergebnisse zeigen, sowohl fur die
Rohmaterialeigenschaften (|
fur die Compoundeigenschaften

als auch

) ein dquivalentes Eigenschaftsbild.
Etwaige Unterschiede kénnen vermutlich eher auf die
Anbaubedingungen und damit verbundene
Zusammensetzung des Erntegutes in den einzelnen
Jahren zuriickgefuihrt werden. Ein signifikanter Einfluss
der Ziichtungsgenerationen auf die Eigenschaften ist
nicht abzuleiten.




Meilensteine (M)
(It. Planung im Antrag)

ESKUSA

MS ESK1: Gruppe von
Pflanzen mit >13%
Kautschukgehalt wurde
identifiziert

MS ESK2: Panmiktisches BC-
Material liegt vor

MS ESK3: Kreuzungen der
besten Kautschuktrager mit T.
officinale sind abgeschlossen
MS ESKA4: Fertilitat bei
diploiden Artenbastarden ist
beurteilt

MS ESKS5: Erste tetraploide
Pflanzen aus interploiden
Kreuzungen sind identifiziert

MS ESKG6: Erste
Kreuzungsnachkommen aus
Wintergeneration zur
Weiterkultur ibernommen

MS ESK7: 50
Nachkommenschaften liegen
vor

Wwu

MS WWUL1: Verklontes
Material Gberprift

MS WWU2: Flow-Cytometer-
Protokoll fur
Léwenzahnsamen-Analyse
erstellt

MS WWUS3: Saatgutchargen
analysiert

MS WWU4: Flow-Cytometer-
Analysen (1.3) durchgefiihrt

MS WWUS5: Flow-Cytometer-
Analysen (1.5) durchgefihrt

MS WWUG: Inzuchtgeneration
7 erzeugt

MS WWU7: Kreuzung der
Inzuchtlinien der 7. Generation
durchgefihrt

Falligkeit
(It. Balkenplan im Antrag)

02/2023

04/2022

11/2020

10/2021

05/2021

04/2021

11/2021

02/2023

08/2020

02/2023

02/2023

02/2023

11/2020

05/2021

Zielerreichung

Die Fixierung von Kautschukgehalten >15% ist in 6
Familien erreicht worden. Darliber hinaus wurde Material
von Pflanzen mit Kautschukgehalten >20% von hortilab in
Gewebekultur ~ zur  Erhaltung und  Verklonung
aufgenommen.

Ab der BC3-Generation spalten die meisten Familien
deutlich auf, was auf panmiktisches Verhalten schlieRen
lasst.

Neue interspezifische Kreuzungen
Artenbastarde sind vorhanden.

sind gelungen;

Fertilitast ist je nach Ausgangsgenotypen sehr
unterschiedlich. Einzelne interspezifische Kreuzungen
produzieren sterile F1-Pflanzen, andere bilden semifertile
F1-Pflanzen. Der Samenansatz in der interspezifischen,
diploiden F1 ist insgesamt noch stark eingeschréankt.

Tetraploide Tks-Pflanzen wurden zur interspezifischen
Hybridisierung und nicht fur interploide Kreuzungen
eingesetzt. Wegen mangelnder Stilickzahlen tetraploider
Tks-Pflanzen wurden die interploiden Kreuzungen
zuriickgestellt. Gegen Ende des Projektes konnten jedoch
tetraploide Tof-Pflanzen aus der Kreuzung 4n-Tof
(panmiktisch) x 3n-Tof (apomiktisch) gewonnen werden.

Es konnten zwar  Kreuzungsnachkommen in
Wintergeneration erzielt werden. Die Ausbeute war
allerdings im Vergleich zur Fruhajhrskreuzung extrem
gering. Gleiches gilt fir Saatgutvermehrungen im
Winterhalbjahr.

104 Paarkreuzungen zur Variabilitdtserweiterung wurden
durchgefiihrt.  Ein  umfangreiches  Sortiment an
Nachommenschaften wurden im Februar 2023 fir
Ruckkreuzungen mit Kautschukelitepflanzen angezogen.

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023) wurde
der Kautschukgehalt von bis zu finf verklonten Pflanzen
von 24 diploiden Elitel9 und 20 tetraploide Elite17/18
Uberpruft

Das Protokoll konnte zu Beginn des Projekts (05/2020)
erfolgreich etabliert werden.

Die polyploiden Eliten wurden im weiteren Projektverlauf
Uber Blattmaterial analysiert, das etablierte Protokoll wird
im Anschluss-Projekt fir die Analyse von Artbastarden
eingesetzt

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023) wurden
fur die Erstellung neuer Artenbastarde in der gesamten
Projektlaufzeit ca. 700 Blattproben analysiert

Fir die polyploiden Kreuzungen von Elitezuchtmaterial
wurden in der gesamten Projektlaufzeit ca. 750
Blattproben analysiert

Inzuchtgeneration 7 erzeugt: Mit 39 von 44 Linien konnte
erfolgreich eine 7. Inzuchtgeneration erzeugt werden
(09/2020).

Mit acht etablierten Inzuchtlinien wurden in der 7.
Generation erfolgreich Paar-Kreuzungen durchgefiihrt
(02/2021).



Meilensteine (M)
(It. Planung im Antrag)

MS WWUS8: F1 der
Inzuchtkreuzungen
phéanotypisch charakterisiert

MS WWU9: F1 der
Inzuchtkreuzungen molekular
charakterisert

MS WWU10: Kreuzung von
Elite- mit Inzuchtlinien
durchgefihrt

MS WWU11: Nachkommen
aus InzuchtxElite und reziprok
sind charakterisiert

MS WWU12: Uberpriifung der
Selbstkompatibilitéat von
Nachkommen durchgefiihrt

MS WWU13: GBS oder
Resequenzierung
abgeschlossen

MS WWU14: Integration von
GBS und genetischen
Analysen durchgefihrt

JKI-ZL

MS JKI-ZL1 Kreuzung mit
aktuellem Elitematerial

MS JKI-ZL2 Kreuzung mit
homozygoten Inzuchtlinien

MS JKI-ZL3 Erstellung F2-
Kartierungspopulation

MS JKI-ZL4 Genotypisierung
F2-Kartierungspopulation

MS JKI-ZL5 Phéanotypisierung
F2-Kartierungspopulation

MS JKI-ZL6 Erstellung und
Integration genetischer Karten

MS JKI-ZL7 Abschluss QTL-
Feinkartierung

MS JKI-ZL8 Vorliegen eines
genomweiten Markersets

MS JKI-ZL9 Analyse genetische
Variation im Zuchtmaterial und
Genbankressourcen

Falligkeit
(It. Balkenplan im Antrag)

02/2022

03/2023

02/2021

02/2023

02/2021

02/2022

02/2023

11/2020

11/2020

08/2021

02/2022

02/2022

08/2022

02/2023

11/2020

05/2022

Zielerreichung

Die Nachkommen von 24 Kreuzungen (F1) wurden
phanotypisch charakterisiert (12/2021).

RNAseg-Analysen von Kreuzungsnachkommen im
Vergleich zu Inzuchtlinien in der 7. Generation
abgeschlossen (03/2023)

Mit  einer Inzuchtlinie in der 6. Generation

(Kautschukgehalt 12%) wurden Kreuzungen mit finf Hoch
(10-20%)- und zwei Niedrig(2-3%)-Kautschukpflanzen
durchgefihrt (01/2021).

Das Saatgut wurde fur die Analyse der Nachkommen bzw.
fur die Integration in die Kartierungspopulationen (T2.5) an
das JKI-Z Gbergeben (10/2021).

Uberprifung der Selbstkompatibilitit von Nachkommen
durchgefihrt: Fur die Nachkommen (IBF5) der selbst-
kompatiblen Tk7-IBF4-2123 Pflanze konnte der SK-
Phéanotyp bestatigt werden (02/2021).

GBS und anschlieRende SNP-Analysen wurden fir die
selbstkompatible T7-Linie (Material aus der 3. bis 5.
Generation) durchgefiihrt. Die Homozygotisierung in den
Inzuchtgenerationen  konnte nachgewiesen werden
(02/2022).

Nach kostenneutraler Verlangerung (bis 05/2023) konnten
die RNAseqg-Analysen der selbstkompatiblen Elite-Linie
und die Integration der GBS-Analysen abgeschlossen
werden.

Erzeugung von zwei F1-Populationen iiber Kreuzung
von Elitematerial fir Hoch- (17/D5-10, 17/D3-38) und
Niedrigkautschuktréger (12-002, 12-273).

Erzeugung einer F1-Population (KRZ_20_004) tber
Kreuzung der homozygoten Inzuchtlinien TK21-IBF6-5
und TK27-IBF6-1 mit 206 Nachkommen.

Erzeugung einer spaltenden F2-Kartierungspopulation
(KRZ_21_003) mit 182 Nachkommen Uber Selbstung
(Mentorpolleneffekt) von Einzelindividuen der
KRZ_20_004.

Genotypisierung von 171 Individuen der KRZ_21_003
mittels GBS-Ansatz (LGC Genomics).

Verklonung (Hortilab) von 122 Individuen der

KRZ_21 003 mit anschlieendem Wachstum im Feld
und Gewachshaus (05/2023-11/2023). Fir beide
Umwelten abschlieRende Phanotypisierung (Messung
Kautschuk- und Taraxasterolgehalt, Bestimmung
Wurzelgewicht, lifespin GmbH) von jeweils zwei
Individuen.

Erstellung genetischer Karten auf Grundlage von 1288
Markern, die sich Uber 8 Kopplungsgruppen verteilen.

Verrechnung der genetischen Karten und der
phénotypischen Daten (Kautschukgehalte). Ableitung
von 8 QTL-Markern fir 6 QTL-Regionen.

Erstellung eines genomweiten Markersetz fur diverses
TKS- und TO-Material Giber einen SeqSNP-Ansatz.

Populationsstrukturanalysen und Analyse der
genetischen Variation fir diverses TO- und TKS-
Pflanzenmaterial. Abgrenzung der Arten von TO und
TKS sowie von TKS-Wildsammlungen und TKS-
Elitematerial. Innerhalb der TKS-Wildsammlungen
wurde keine Populationsstruktur festgestellt.



Meilensteine (M)
(It. Planung im Antrag)

Falligkeit
(It. Balkenplan im Antrag)

Zielerreichung

MS JKI-ZL10 Erstellung einer 02/2021 Erstellung von 7 interspezifischen Kreuzungen mit

interspezifischen insgesamt 17 Nachkommen.

Nachkommenschaft zur Analyse

des Rekombinationsverhaltens

MS JKI-ZL11 Abschluss 08/2021 Genotypisierung ausgewahlter interspezifischer F1-

Genotypisierung der Eltern und Nachkommen mittels GBS-Ansatz.

Nachkommen

MS JKI-ZL12 Entwicklung 11/2022 Ableitung und Testung diverser artspezifischer Marker

artspezifische Marker fur unterschiedliche Nachweismethoden (KASP, CAPS,
konventionelle PCR).

MS JKI-ZL13 Berechnen 02/2023 Erstellung von F1-Artbastarden und deren

Rekombinationshaufigkeit und Genotypisierung per GBS-Ansatz. Hierbei wurden die

definieren Genomanteile TKS- und TO-Genomanateile bestimmt.

JKI-SB

MS JKI-SB1: Reporterassay in 02/2021 Relevante Gene wurden identifiziert; ein Reporterassay

In-vitro-Linie etabliert wurde erstellt und transformiert und selektierte Pflanzen
wurden vermehrt.

MS JKI-SB2: Knock-out- 02/2022 Die notwendigen Vektoren wurden konstruiert und

Mutanten von RecQ oder MSH2 transformiert, es konnten jedoch keine Transformanten

hergestellt regeneriert werden.

MS JKI-SB3: Erste 02/2021 Die erste Versuchsserie wurde termingerecht anfgelegt.

Versuchsserie angelegt Der Versuch wurde aufgrund der schlechten
Bestandsetablierung abgebrochen und in der folgenden
Saison neu angelegt.

MS JKI-SB4: Erste 02/2022 Siehe MS JKI-SB3. Der Versuch wurde ab Monat 19

Versuchsserie vollstéandig angelegt und war im Monat 34 abgeschlossen.

durchgefiihrt und ausgewertet

Conti

MS Contil Beurteilung neues 02/2023 Beurteilung des Aufarbeitungsprozesses mit weiter

Zuchtmaterial im entwickeltem Zuchtmaterial ist abgeschlossen.

Aufarbeitungsprozess

MS Conti2 Charakterisierung 02/2023 Beurteilung der Kautschukqualitaten weiter

der Kautschukproben aus
weiterentwickeltem
Zuchtmaterial

entwickelten Zuchtmaterials ist abgeschlossen.
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b) Zusammenfassung

ESKUSA

Die rekurrente Selektion auf Kautschukgehalte innerhalb von Tks hat Pflanzen mit >15% Kautschukgehalt
ergeben, die diese hohen Gehalte auch stabil in ihren generativen Nachkommen liefern. Die weiteren
Ruickkreuzungen bei interspezifischen Bastarden zeigen zwar ab BC3/BC4 panmiktisches Verhalten und auch
teilweise erhdhte Kautschukgehalte. Sie lassen aber in der Wurzelmasse noch zu wiinschen Ubrig. Bei
panmiktischem Zuchtmaterial konnte sowohl auf diploider als auch auf tetraploider Stufe eine groRe Anzahl
an neuen Artenbastarden erzeugt werden, die nunmehr sowohl als Population abblihen als auch riickgekreuzt
werden kénnen. lhre Fertilitat ist noch sehr variabel. Bei Tof konnten aus interploiden Kreuzungen tetraploide
Nachkommen erzeugt werden, die in das tetraploide Zuchtprogramm aufgenommen werden kénnen.

Die Wintergenerationen haben durchweg eine schlechte Saatgutausbeute ergeben und werden zukinftig
zurlickgestellt.

Zur Erhaltung der genetischen Breite konnte neues Material aufgebaut, mit Leistungsallelen des
Kautschukgehaltes angereichert und zunéchst eingelagert werden.

Wwu
Arbeitspaket 1: Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

Der Kautschukgehalt von bis zu fiinf verklonten Pflanzen von 24 diploiden Elite19-Linien und 20 tetraploiden
Elite17/18 wurde Uberpruft. Der Mittelwert der Elite19-Linien lag bei 16 % Kautschuk mit 15 Linien oberhalb
von 15% und 5 Linien oberhalb von 20%. Der Mittelwert der tetraploiden Elite17-Linien lag bei 9% Kautschuk,
die tetraploiden Elite18-Linien produzierten im Mittel 14% Kautschuk.

61 diploide Linien (Elite17/18/19) und 20 tetraploide Linen (Elite17/18) sind in der Sterilkultur etabliert und
werden erhalten.

Fur die polyploiden Kreuzungen von Elitezuchtmaterial wurden in der gesamten Projektlaufzeit ca. 750
Blattproben, fur die Erstellung neuer Artenbastarde ca. 700 Blattproben im Flow-Cytometer anlysiert.

Ein Flow-Cytometer-Protokoll fir Lowenzahnsamen-Analyse, das im Anschluss-Projekt fur die Analyse von
Artbastarden eingesetzt wird, wurde erfolgreich etabliert.

Selektierte Elite18- und Elite19-Linien wurden zur gezielten Saatguterzeugung von Hochkautschuk-Linien flr
Paarkreuzungen verwendet. Es wurden 164 erfolgreiche Paarkreuzungen durchgefiihrt. Das Saatgut von 31
Elite18-Kreuzungen und 18 Elite19-Kreuzungen wurde fir eine anschlielende Saatgutvermehrung an das
JKI-QLB ubergeben.

Arbeitspaket 2: AP2 - Zuchtung / Methodenentwicklung

Auf der Basis der entwickelten Inzuchtlinien bis in die sechste Generation in TAKOWINDII konnte mit 39 von
44 dieser Inzuchtlinien eine siebte Inzuchtgeneration erzeugt werden. Zur Etablierung von Hybridkeuzungen
wurde mit acht Inzuchtlinien in der 7. Generation Paar-Kreuzungen erfolgreich durchgefiihrt. Die Nachkommen
von 24 Kreuzungen (F1) wurden phéanotypisch und hinsichtlich Trockengewicht und Kautschukgehalt
charakterisiert. Es konnte eine Ertragssteigerung (Kautschuk pro Wurzel) von bis zu 300% nach einer
Kultivierungszeit von 14 Wochen erzielt werden.

Fur die molekulare Charakterisierung der Inzuchtkreuzungen und fur die ldentifizierung von weiteren
Markergenen fur Kautschuk- und Wurzelertrag wurde Material einer Hybridkreuzung im Vergleich zu den IB7-
Elterpflanzen fir RNAseg-Analysen verwendet und es konnten mégliche Kandidatengene, die eine Rolle in
der Wurzelentwicklung spielen, identifiziert werden.

Sechs Inzuchtlinien in der 6. Generation (jeweils drei Hoch- und drei Niedrig-Kautschuklinien wurden in
Sterilkultur vermehrt an das JKI-ZL Ubergeben, zur Erstellung einer neuen Kartierungspopulation. Mit einer
dieser Inzuchtlinien (TK21-IBF6-5; Kautschukgehalt 12%) wurden Kreuzungen mit finf Hoch(10-20%)- und
zwei Niedrig(2-3%)-Kautschukpflanzen durchgefiihrt und das Saatgut wurde ebenfalls an das JKI-ZL
Ubergeben, fur die Integration in die Kartierungspopulationen.

Eine in TAKOWINDII identfizierte selbskompatible Inzuchtlinie diente als Basis fur eine detaillierte Analyse
des SI-Mechanismus auf genomischer und transkriptioneller und Ebene. Mit Material aus der 3. bis 5.
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Inzuchtgeneration wurde genotype by sequencing (GBS) und anschlieRende SNP-Analysen durchgefiihrt. Die
Homozygotisierung in den Inzuchtgenerationen konnte nachgewiesen werden.

Die Selbstkompatibilitat wurde erfolgreich in eine Elite-Linie eingekreuzt und stabilisiert. Die Nachkommen aus
dem generierten Saatgut wurden bis zum Ende der Projektlaufzeit bis in die 7. Generation in Hinblick auf
Selbstkompatibilitéat analysiert und quantifiziert

In RNAseg-Analysen von Pistill-Geweben ausgewdhlter SI- und selbstkompatibler Elitepflanzen in der 4.
Generation wurden 76 differentiell exprimierter Gene (DEGS) detektiert und uber die Integration der GBS-
Daten konnten SNPs in der Promoterregion von 18 der 76 DEGs identfiziert werden, die zukiinftig als mégliche
Marker fur Selbstinkompatibilitat detalliert analysiert werden.

JKI-ZL

In dem Teilvorhaben 3 wurde eine fur das Merkmal Kautschuk spaltende F2-Kartierungspopulation erstellt.
Diese basierte auf der Kreuzung von TKS Inzuchtlinien (6. Generation, differenzierender Kautschukgehalt) mit
anschlieBender Selbstung der F1-Kreuzungsnachkommen. Eine Verklonung der F2-Population in Sterilkultur
ermoglichte 122 Individuen fir eine Wachstumsperiode in bis zu sechsfacher Wiederholung unter
Feldbedingungen sowie zweifacher Wiederholung unter Gewachshausbedingungen zu halten und
abschlieBend den Kautschukgehalt der Wurzeln zu bestimmen. Eine zeitgleiche Genotypisierung von 171
Individuen der F2-Kartierungspopulationper GBS-Ansatz ermoglichte Uber eine QTL-Kartierung des
quantitativen Merkmals Kautschuk die Erstellung hochauflésender genetischer Karten und hieraus ableitend
die Identifizierung signifikanter SNP-Marker. Diese sollen nach Mdglichkeit nach einer fortfihrenden
Verifizierung die Identifizierung kautschukrelevanter Genomregionen gewahrleisten und den ziichterischen
Fortschritt unterstiitzen. Per SeqSNP-Ansatz wurde die genetische Variabilitdt diverser TKS und TO
Akzessionen analysiert und hier unter anderem eine fehlende Populationsstruktur innerhalb von TKS USDA
Akzessionen festgestellt. Zudem erlaubten die Daten eine Ableitung artspezifischer Marker, welche bereits
erfolgreich fur die Identifizierung von Artbastarden eingesetzt werden. Des Weiteren wurden F1-Artenbastarde
erzeugt und Genomanteile der jeweiligen Arten mittels molekularer Marker aus einem GBS-Datensatz
ermittelt.

Die Ergebnisse und die entwickelten molekularen Marker werden einen wichtigen Beitrag zur weiteren
zlchterischen Entwicklung von TKS und Artbastarden zu einer Kulturpflanze leisten.

JKI-SB

Nach Uberpriifung der Kreuzbarkeit mit Tks konnten insgesamt 5 diploide To-Akzessionen zur ziichterischen
Verwendung weitergegeben werden.

Durch Homologiesuche wurden neun in Arabidopsis beschriebene Rekombinations-Gene im Tks-Genom
identifiziert: RecQ4-1; RecQ4-2; RecQ6; MHF1; MHF2; MSH2; SPO11-1; SPO11-2 und ZYP1B

500 Pflanzen einer Mutationspopulation wurden auf Sequenzveranderungen in insgesamt 22 Amplikons von
acht ausgewahlter Rekombinationsgene gescreent. Dabei wurden sieben potentielle Mutationen gefunden,
von denen allerdings nur drei durch Veranderungen der Proteinsequenz Einfluss auf die Funktion des Gens
haben kénnten.

Durch Transformation und Regeneration unter Selektionsdruck wurden Reporterlinien von Tks und To fir die
Ermittlung der Rekombinationsfrequenz erstellt. Der molekulare Nachweis der Transformanten blieb
uneindeutig. Auf diesen Pflanzen wurde zur weiteren Analyse Saatgut erzeugt, das bis zum Projektende
allerdings nicht mehr getestet werden konnte und eingefroren wurde.

Es wurden mehrere Vektoren fiir das Knockout von zwei Kandidatengenen durch Genomeditierung konstruiert
und in Tks transformiert. Bis zum Projektende konnten keine Transformanten regeneriert werden.

Es wurde ein vollstédndiger Versuch zu Aussaat- und Erntezeitpunkten von Tks durchgefiihrt. Dabei wurden
11 Aussaatzeitpunkte im Herbst und darauffolgenden Friihjahr mit 10 mdglichen Erntezeitpunkten kombiniert,
wobei nicht alle praktikabel sind, da die Pflanzen teilweise noch sehr jung/klein sind. Fur jede Beprobung
wurden folgende Parameter gemessen: Bestandesdichte, Wurzelfrischmasse, Kautschukgehalt,
Polymerisationsgrad des Inulins, Konzentration von Glucose, Fructose und Saccharose.

In  einem Sukzessionsversuch mit agamospermen TksxTo-Hybriden konnte wahrend zweier
Vegetationsperioden keinerlei Tendenz zur Etablierung oder gar Ausbreitung der Linien in umgebendes
Grunland beobachtet werden.
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Sowohl agamosperme als auch sexuelle TksxTo-Hybriden wurden morphologisch charakterisiert. Es wurde
gezeigt, dass diploide Artbastarde fertil sind und als F1 und BC1 signifikante Mengen Kautschuk enthalten
koénnen.

Conti

Beziiglich der Extrahierbarkeit des Naturkautschuks aus dem neu geziichteten Wurzelmaterial konnten keine
signifikanten Unterschiede zu dem Wildtyp festgestellt werden. Ein Einfluss wurde auch nicht erwartet, da die
Wurzelmorphologie sich durch die Ziichtung nicht signifikant geédndert hat und auch aufgrund des gesteigerten
Kautschukgehaltes von ca. 2% auf ca. 6% ist keine Anderung im Extraktionsverhalten zu erwarten gewesen.

Die Ergebnisse zeigten, sowohl fiir die Rohmaterialeiﬁenschaften i-i als auch fur die
Compoundeigenschaften ( ) ein

aquivalentes Eigenschaftsbild. Etwaige Unterschiede kénnen vermutlich eher auf die Anbaubedingungen und
damit verbundene Zusammensetzung des Erntegutes in den einzelnen Jahren zuriickgefiihrt werden. Ein
signifikanter Einfluss der Ziichtungs-generationen auf die Eigenschaften ist nicht abzuleiten.
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lI. Ausfihrliche Darstellung der Ergebnisse
1. Erzielte Ergebnisse

Teilvorhaben 1: Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

Ziel dieses Arbeitspakets war die kontinuierliche Steigerung der Kautschukgehalte in diploidem und
tetraploidem T. koksaghyz. Die aus Kreuzungen resultierenden interspezifischen Bastarde sollten sowohl
hinsichtlich der Anzahl als auch hinsichtlich der Art der Kreuzung (Ploidie, Befruchtungsmodus) auf eine
breitere Basis gestellt werden. In Rickkreuzungslinien der interspezifischen Bastarde sollen méglichst hohe
Kautschukgehalte durch Rickkreuzung mit T. koksaghyz Kautschukelitepflanzen eingekreuzt werden.

T1.1 Rekurrente Selektion auf hohe Kautschukgehalte in T. koksaghyz (Tks)
Es wurde das aus den Vorgangerprojekten bewéahrte System fortgefuhrt und folgendermafen verfahren:

< 1. Jahr:

¢ Anzucht von Halbgeschwisterfamilien im zeitigen Frihjahr

e Einzelpflanzenweise Kautschukanalysen im Spatherbst

e Wintervermehrung bzw. partiell diallele Kreuzungen der besten Kautschukeliten

< 2. Jahr:

¢ Entnahme von Blattproben der besten Kautschukeliten fliir Gewebekultur und Polyploidisierung
e Kreuzungen der besten Kautschukeliten im zeitigen Frihjahr

e Einzelpflanzenweise Saatguternte fur Anzucht der nachsten Generation

Die Steigerung der Kautschukgehalte (bezogen auf die Trockenwurzelmasse) lasst sich am besten durch die
der verklonten Tks Eliten Uber die Jahre darstellen (Tabelle 1). Die Klonbezeichnungen entsprechen denen
der Originalpflanzen, d.h. die Klone behalten in ihrer Nummer auch das Aussaatjahr der Originalpflanzen bei.
In der Regel stehen die Klone zwei Jahre nach der Selektion und Kautschuk-Erstbeprobung der
Originalpflanzen fur Kreuzungen zur Verfiigung. Eine Zweitbeprobung auf Kautschuk findet an den Klonteilen
selber nach ihrer Regeneration durch den Partner WWU Minster statt. In der Tabelle 1 ist ein deutlicher
Sprung in den Kautschukgehalten vom Elitejahrgang 2017 auf 2018 zu sehen. Fir die Klone aus dem
Selektionsjahr 2019 war noch einmal eine mafigebliche Steigerung zu vermerken. Ob Kautschukgehalte
deutlich Uber 20% im Familiendurchschnitt erreichbar sind und welchen Einfluss solch hohe Gehalte auf die
Vitalitdt von Pflanzen in einem Feldbestand haben wird sich im Verlaufe der nachsten Kreuzungs- und
Anbauzyklen zeigen.

Wie sich die Kautschukgehalte der verklonten Eliten in den nachfolgenden Generationen manifestierten
veranschaulicht Abbildung 1. Der Aussaatgeneration 2017 lagen als Eltern Klone von 2014 sowie Elite-
Einzelpflanzen aus der Selektion 2016 zugrunde, der Mittelwert Gber alle Nachkommen lag um 6% (Peak der
roten Kurve). Die Aussaatgeneration 2019 fulste auf den Klonen von 2016 und 2017 sowie auf Elite-
Einzelpflanzen des Jahrgangs 2018. Der Mittelwert rutschte um einen Prozentpunkt nach rechts auf 7% (griine
Kurve). In die Aussaatgeneration 2022 schlief3lich flossen die Klone aus den Jahren 2018 und 2019 ein. Das
Jahresmittel lag bei 11% (gelbe Kurve). Dabei wiesen bereits tber die Halfte aller beprobten Pflanzen
Kautschukgehalte >10% auf. In Uber 20% der Pflanzen lagen sie >15% und bereits in einem Anteil von Uber
7% bei >20% Kautschukgehalt. Die Kautschukergebnisse der Aussaatgeneration 2022 stammten von 902
Pflanzen aus Kreuzungen, die 2021 aus Klonen der Jahre 2018 und 2019 von der WWU Miunster
vorgenommen wurden. Aussaat, Pflege und Saatguternte dieser Nachkommen aus diesen Kreuzungen
wurden vom JKI in Quedlinburg durchgefuhrt. Die Originalnachkommen wurden im September von ESKUSA
ausgegraben und wurzelbeprobt. Dariiber hinaus flossen in die Ergebnisse die Gehalte von 196 Pflanzen ein,
die als Nachkommen der isoliert abgeblihten 2019er Klone (als Ramsch 2021 geerntet) bei ESKUSA
aufgezogen worden sind. Die ESKUSA Ramschgeneration ist die Ausgangsbasis fur das Tks 4.0 Material,
welches ab 2022 als neue Zuchtstufe fur den Feldanbau hochvermehrt wird.
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Tabelle 1: Kautschukgehalte der Gewebekulturklone aus den besten Tks Elitepflanzen

16 11 63 35 13,4 9,8
16 11 72 C 7,4 10,1
16 11 76 C 11,0 11,2
16 11 77 C 9,0 9,1
16 12 26 E 7,4 10,4
16 12 244 96 8,7 85
16 12 488 D 9,6 12,0
16 29 14 D 17,2 10,8
16 77 6 B 13,1 12,1
16 77 22 D 7,1 13,3
16 175 59 A €3 10,6 10,1 10,6
17 84 16 13,2 8,8
17 85 4 12,0 10,1
17 100 1 111 11,8
17 107 12 12,4 7,9
17 122 7 10,8 9,0
17 131 17 10,9 8,6
17 D3 11 12,1 111
17 D5 10 15,8 8,2
17 D5 24 10,8 8,8
17 D7 19 10,9 11,7
17 D7 35 11,3 6,8
17 D9 29 11,5 7,9 11,9 9,2
18 90 43 10,0 15,6
18 73 125 14,9 15,2
18 90 47 10,8 19,1
18 57 76 12,0 15,5
18 82 69 15,8 18,8
18 50 22 12,6 17,8
18 75 103 23,6 18,1
18 75 65 25,0 16,7
18 89 2 10,9 17,8
18 97 52 11,5 16,7
18 88 45 18,5 16,9 15,1 17,1
19 1347 20 13,4 16,2
19 1622 52 11,6 16,9
19 1335 1 18,2 17,4
19 1331 4 12,5 17,6
19 1335 29 11,5 18,0
19 1347 37 14,1 18,3
19 1347 99 15,5 18,8
19 1310 6 14,0 20,6
19 1622 100 15,2 21,4
19 1318 57 111 21,4
19 1622 95 14,5 21,5
19 1323 2 13,1 23,7
19 1314 47 12,7 16,9 13,7 19,1
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Abbildung 1: Entwicklung der Kautschukgehalte Giber die Aussaatgenerationen

Unter den insgesamt 1098 analysierten Pflanzen wurden knapp ein Drittel mit Kautschukgehalten von >13%
zum Verbleib bestimmt und in die Gehaltsklassen >13% bis 15%, >15 bis 18% und >18% flir verschiedene
Kreuzungsserien ab Frihjahr 2023 unterteilt. Von den 63 mit Kautschukgehalten >20% gingen im zeitigen
Frihjahr 2023 frisch ausgetriebene junge Blatter zu hortilab fir die Aufnahme und Vermehrung in
Gewebekultur. Allerdings muss bei den Hochkautschuktragern mit einer Verlustrate Uber Winter von ca. 30%
gerechnet werden.

Das fur TAKOWIND Il definierte Zuchtziel der Fixierung von Kautschukgehalten >15% ist bis Ende 2022 in 6
Familien erreicht worden (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Kautschukgehalte der Tks Familien im Aussaatjahr 2022; Fehlerbalken:
Konfidenzintervall mit a < 0,05
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T1.2 Weiterfuhrung des RulUckkreuzungsprogrammes bei interspezifischen Taraxacum
Hybriden (Tks 2n x Toff 3n) auf Kautschukgehalt und Wurzelmasse

Mittlerweile sind bereits drei Serien von interspezifischen Hybriden (Tks 2n x Toff 3n) mit verschiedenen T.
officinale (Toff) Eltern und verschiedenen Stadien der Riickkreuzung entstanden. Im Folgenden werden die in
der Tabelle 2 blau und fett markierten Generationen behandelt.

Tabelle 2: Bearbeitungsstand der Kreuzungs- und Ruckkreuzungsprogramme bei interspezifischen
Taraxacum Hybriden (Tks 2n x Toff 3n)

Tks 2n x Toff 3n RT F1:2013 2015 2016 2019 2019 (WG) 2020
Serie | 2017 2020 2019 2021
2021 (WG)
2022
Tks 2n x Toff 3n RT, KV, F1: 2019 2020 2021
Serie ll N, RB F1: 2020 2021
(F1 2n)2 F2: 2022 2022
Tks 2n x Toff 3n Wild- F1: 2022
Serie lll sortiment
(T1.8)

Toff-Eltern: RT — Riesentreib, KV — kultivierter Vollherziger, N — Nouvelle, RB — Wildstamm B aus Reibersdorf
(F1 2n)2: gemaR Flowcytometrie diploide F1 Kreuzungsnachkommen wurden bei hortilab tetraploidisiert
(WG): Wintergenerationen

1.2.1 Erzeugung der zweiten BC3-Generation, Serie |

BC3 Generation der Serie | mit Tks 2n x BC2, Kreuzung 2020

Die Erzeugung einer ersten BC3 Generation der Serie | war noch Gegenstand des TAKOWIND Il Projektes.

Eine zweite BC3-Generation wurde im Frihjahr 2020 durch Rickkreuzung von 18 wiichsigen BC2-Klonen
interspezifischer Hybriden auf Tks-Klone des Elitejahrgangs 2017 erstellt.

Es wurden 362 Paarkreuzungen der BC2-Klone mit Tks-Klonen und eine einzelpflanzenweise Samenernte
auf Tks-Mutterpflanzen durchgefiihrt

o Auf 228 Tks-Muttern (2n) wurden Samen erzeugt (63%)
¢ Insgesamt wurden 10.760 Samen gewonnen
e Die einzelkornweise Aussaat der BC3-Nachkommenschaften erfolgte im Frihjahr 2021

Die BC3 Nachkommenschaften der Kreuzungen wurden im Frihjahr 2021 ausgeséat und maximal 30 Pflanzen
je Familie getopft. Anhand der fur jede Kreuzung erhobenen Daten konnte die Fertilitdt der BC2-Klone, also
ihre Eignung als Bestauber, eingeschatzt werden. In der Tabelle 3 ist fir jeden BC2-Vater dargestellt, auf wie
vielen Tks Mittern Samen in welchem Umfang entstanden sind. Die BC2-Klone mit den Nummern 515.6,
557.15 und 19 sowie 583.1 waren auf jeweils Uber 90% der Mutter potent. Sie erzeugten auch die meisten
Samen pro Mutterpflanze. Die Klone 443.1 und 4 erzeugten die vitalsten Nachkommen mit einem hohen Anteil
an Artenbastarden unter ihnen. Die Nummer 398 hatte zwar eine gute Auflaufrate jedoch traten unter den
Samlingen Uberwiegend Selbstungen auf. Viele Selbstungen traten auch in der Nummer 652.13 auf.
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Tabelle 3: Fertilitat der BC2-Klone ermittelt anhand ihrer Nachkommenschaften auf den Tks Mittern

16/127
16/195
16/200
17/389.1
17/443.1
17/443.3
17/443.4
17/443.5
17/445.9
17/515.6
17/557.15
17/557.19
17/583.1
17/652.13
17/660.10
17/677.1
17/677.4
17/692.1

17
14
22
22
22
18
23
18
21
23
18
21
23
24
18
17
19
22

29 3 64 64

43
41
45
77
83
83
78
43
91
100
90
96
46
78
41
63
18

5
7
19
68
26
34
71
23
65
76
60
53
17
104
27
15
8

25
45
81
71
26
70
32
39
31
39
43
52
58
4
78
23
28

22
27
2
67
21
65
24
34
25
27
30
48
4
3
48
17
16

Von der BC3 Generation wurden insgesamt 991 Pflanzen auf Kautschukgehalt gepriift. Das Gesamtmittel lag
bei 1,55 %. 77 Pflanzen hatten Kautschukgehalte von >3% (entspricht 7,8%) und 14 Pflanzen von >5%
(entspricht 1,4%). Die Kautschukgehalte, Gber die BC2-Véter sortiert, ergeben zwar keine signifikanten, aber
doch tendenziell gro3e Unterschiede. Am besten schnitten die Nachkommen der Vaterklone 17/445.9 und
17/692.1 ab (Abbildung 3).

Die Pflanzen dieses BC3-Kreuzungsdurchgangs gingen in die Erzeugung der dritten BC3 x BC3 Generation,
Serie | bzw. in die zweite BC4 Generation, Serie I.

50
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
15
1,0
0,5
0,0

Kautschukgehalt in %

16/127

16/195

16/200 [

17/389.1

17/443.1

17/443.3

17/443.4
17/443.5
17/445.9
17/515.6

BC2 Klon als Vater

17/557.15

17/557.19

17/583.1

17/652.13

17/660.10

17/677.1

17/677.4

17/692.1

Abbildung 3: Durchschnittliche Kautschukgehalte der besten Familien mit den BC2 Klonen als Véter

(Aussaatjahr 2021); Fehlerbalken: Konfidenzintervall mit a < 0,05
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BC3 Generation der Serie | mit Tks 4n x BC2, Kreuzung 2020

Im Frihjahr 2020 wurden wiichsige BC2-Klone (Serie I) mit tetraploiden Tks-Klonen des Elitejahrgangs 2017
gekreuzt. Die einzelpflanzenweise Samenernte erfolgte auf den Tks Mutterpflanzen:

29 Paarkreuzungen

14 davon mit Nachkommen (48%)

409 Samen insgesamt

einzelkornweise Aussaat der Nachkommenschaften im Frihjahr 2021

Abstammung und Kautschukgehalte der BC3 Generation mit Tks 4n als Mutter sind in den Tabelle 4 und 5
dargestellt. Bei der Aufbereitung der getrockneten Proben fiir die Analyse fielen insbesondere in der Familie
305 Wurzeln zahlreicher Pflanzen auf, die beim Brechen sehr stabile (Gummifaden gezogen hatten. Erwartet
wurden hier hohe Kautschukgehalte, doch dieser Befund deckte sich nur zu einem Teil mit den gemessenen
Werten. In mehr als der Halfte der Falle blieben die Werte weit hinter den Erwartungen zurilick. Trotzdem
wurden alle Pflanzen mit auffélligem Bruchtest fur die Entwicklung der fiinften BC3 x BC3 Generation
verwendet.

Tabelle 4: Abstammung der BC3 Generation mit Tks 4n x BC2

Jahr Familie Jahr  Familie EP-Nr. Jahr  Familie EP-Nr. Anzahl KF% Pflanzen
Korner getopft
21 302 17 D3 11 16 200 24 4 1
21 305 17 85 4 17 443 5 134 46 61
21 307 17 131 17 17 515 6 18 11
21 309 17 131 17 17 557 15 21 10
21 311 17 131 17 17 660 10 94 60 50

Tabelle 5: Kautschukgehalte der BC3 Generation mit Tks 4n x BC2

21 302 0

21 305 47 19 23 11
21 307 2 0 0

21 309 1 1 0

21 311 23 11 1 1

1.2.2 Erzeugung der BC4 Generation, Serie |

Erste BC4 Generation der Serie I, Kreuzung 2020

Im Frihjahr 2020 ist durch Rickkreuzung der besten BC3-Nachkommenschaften des Aussaatjahres 2019
(erzeugt in TAKOWIND 1) mit Tks-Klonen des Elitejahrgangs 2017 und Tks-Elitenachkommenschaften von
2019 die BC4-Generation erzeugt worden. Die Samenernte erfolgte auf den Tks Mutterpflanzen.
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o 54 Paarkreuzungen
. 29 davon mit Nachkommen (54%)

. 640 Samen gebildet, davon in zwei
Kreuzungen Gber 200 Samen

J davon lediglich 8 Pflanzen aufgelaufen
und getopft

. davon 3 Pflanzen im Herbst 2021
noch vorhanden

Die BC4 Nachkommen waren extrem

schwachwiichsig (Abbildung 4). Sie dhnelten
sehr den Tks Mutterpflanzen und hatte Abbildung 4: BC4 Hybriden im Friihjahr 2021
optisch nur noch wenig Hybridcharakter. Sie

wurden im weiteren Ziichtungsverlauf nicht

verwendet.

Zweite BC4 Generation der Serie |, Kreuzung 2021

Im Frihjahr 2021 ist durch Ruckkreuzung von BC3-Nachkommenschaften des Jahrgangs 2019 mit Tks-
Klonen des Elitejahrgangs 2018 und Tks-Elitenachkommenschaften von 2019 die BC4-Erzeugung fortgefuhrt
worden. Die Nachkommen wurden im Friihjahr 2022 ausgesat und getopft. Die Wurzelbeprobung erfolgte im
Herbst 2022.

20 Paarkreuzungen insgesamt
12 davon mit Nachkommen
10 davon auf BC3 Elter
423 Samen insgesamt ausgebildet und ausgesat
29 Pflanzen aus zwei Familien (nur von BC3 Elter) aufgelaufen und getopft
19 Pflanzen aus zwei Familien (nur von BC3 Elter) wurzelbeprobt

Tabelle 6: Kautschukgehalte und Abstammung der Familien aus der zweiten BC4 Generation, Serie I,
reziproke (R) Kreuzung

22/67 4 0,3% 20/ 404.22 BC3xBC3 0,1%  18/50.55 Tks2n 13,30%
22/93 4 1,5% 19/1472.7 BC3 1,3%  18/75.45 Tks2n 11,10%
22/97 15 1,6%  19/1472.16 BC3 1,1%  18/88.45 Tks2n 16,90%

Die Mutter der Familie 22/67 stammt aus den Uber Kreuz bestdubten BC3 Pflanzen aus der Wintervermehrung
(Abschnitt 1.2.3, erste BC3 x BC3 Generation). In Tabelle 6 ist zu erkennen, dass sich die Kautschukgehalte
der hybriden BC3 Miitter durch Einkreuzung von Hochkautschuktrégern aus dem Tks Sortiment auf der
Vaterseite in der BC4 (R) Generation nur unwesentlich erhéht haben. Wenigstens verfligt die Familie 22/97
Uber ein noch immer gutes Wurzelsystem. Ein weiteres Einkreuzen von Tks in eine BC4 erscheint wenig
sinnvoll, ebenso wie das Kreuzen der BC4 untereinander. Das mittlerweile panmiktische Material durfte
aufgrund der engen Verwandtschaft auf der Mutterseite nur wenig fertile Nachkommen erzeugen. Aus diesem
Grund wurden die 3 Pflanzen der Familien 22/93 und 22/97 mit Gehalten >2% vorsorglich in die Erhaltung als
Gewebekulturen geben um zu einem spateren Zeitpunkt mit dem Material weiterarbeiten zu kénnen.
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1.2.3 Kreuzungen innerhalb der BC3 Generation, Serie | (BC3 x BC3)

Wie in Abschnitt 1.2.2 dargestellt besteht die Gefahr, bei fortgefuhrter Riickkreuzung der Hybriden mit einem
Tks Elter an Wurzelmasse zu verlieren, was durch Erhéhung der Kautschukgehalte nicht ausgeglichen werden
kann und somit das Zuchtziel gro3e Wurzel mit hohen Gehalten verfehlt wird. Aus diesem Grund wurden in
mehreren Durchgédngen BC3 Hybriden mit einem guten Wurzelsystem und merklich gesteigerten
Kautschukgehalten untereinander gekreuzt. In der BC-Generation war der Einsatz von Bestduberinsekten mit
Blick auf die Ausbeute von vitalen Samen den Handkreuzungen gegeniber deutlich Uberlegen. Fir die
Insektenbestaubung ausreichend groRe BC3 Populationen lagen ab der vierten BC3 x BC3 Generation (Serie
1) ab Frihjahr 2022 vor.

Erste BC3 x BC3 Generation der Serie |, Wintergeneration GroR-Liisewitz 2019/2020

Von den in TAKOWIND Il in 2019 erzeugten BC3-Familien wurden alle Einzelpflanzen mit Kautschukgehalten
Uber 1,5% zum JKI GroR-Lisewitz in die Wintervermehrung gegeben (insgesamt 28). Dort wurden sie tber
Kreuz bestaubt und die entstandenen Samen jeder Mutterpflanze an ESKUSA fir die Frihjahresaussaat
zurlickgesandt. Im Herbst erfolgte die Beprobung auf Kautschukgehalte an den Kreuzngsnachkommen
(Tabelle 7).

Tabelle 7: Eltern und Nachkommen der BC3 x BC3 Kreuzungen

1472 32 16 3 3 30 8 1,4
1474 6 5 2 1 1
1509 10 1 1 154 6 5,2
1516 9 1

Summe 57 23 5 5 185 14

Nur zwei BC3-Familien haben vitale Nachkommen nach Einkreuzung mit einem BC3-Partner hervorgebracht.
In der mutmaRlich panmiktischen Familie 1472 hat sich der Kautschukgehalt in den Nachkommenschaften
nicht erhdht. In der optisch und gemafR AFLP homogensten und damit mutmaflich apomiktischen Familie
1509 hatte die einzige in die Kreuzungsserie eingebrachte Pflanze eine hohe Ausbeute an Samen, die an
durchweg gut besetzten Pusteblumen entstanden waren. Allerdings haben sich nur aus knapp 4% davon vitale
Pflanzen entwickelt. Unter den insgesamt 6 Nachkommen dieser Familie gab es einen mit einem Spitzenwert
im Kautschukgehalt von 5,2 % (Abbildung 5). Leider bliihten weder diese (Original)Pflanze noch die daraus
gewonnene Klone, so dass sie fur die weitere Ziichtungsarbeit nicht mehr zur Verfiigung standen.
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Abbildung 5: Taraxasterol- und Kautschukgehalte der Hybriden aus den BC3 x BC3 Familien 1472
und 1509

Zweite BC3 x BC3 Generation der Serie |, Kreuzungen im Frihjahr 2021

Im Fruhjahr 2021 fanden 6 Paarkreuzungen zwischen BC3 (I) Nachkommenschaften von 2019 statt. Nur auf
3 der 12 Einzelpflanzen hatten sich insgesamt 83 Samen entwickelt, die im Frihjahr 2022 ausgeséat wurden
(Tabelle 8). Aus jeder Familie stand schlieRlich zum Topfen und Beproben nur je eine Pflanze der BC3 x BC3
Generation zur Verfigung, deren Kautschukgehalte sich im Vergleich mit den Ausgangspflanzen nicht
wesentlich veréndert hatten. Die Pflanzen wurden ziichterisch nicht weiter bearbeitet.

Tabelle 8: Eltern und Nachkommen der BC3 x BC3 (I) Kreuzungen im Frithjahr 2021
(Handkreuzungen)

BC3 Eltern (mit Kautschukgehalten in BC3 x BC3 Anzahl Anzahl Kautschuk-

%) Familie zur Samen Pflanzen gehalt in %
Aussaat Ernte 2021 getopft FJ Herbst 2022
2022 2022

19/1472.18 (1,1%) x 19/1461.1 (1,1%) 22/103 81 1 1,4

19/1472.23 (1,8%) x 19/1470.6 (1,4%) 22/104 1 1 0,9

19/1474.6 (1,7%) x 19/1442.15 (1,8%) 22/105 1 1 0,6

Dritte BC3 x BC3 Generation der Serie |, Wintergeneration WWU Miinster 2021/2022 im Frihjahr
2021

Im Januar 2022 wurden 35 BC3 Hybriden aus dem Durchgang Frithjahr 2020 mit Kautschukgehalten >4% an
die Universitat Minster zur Zwischenvermehrung mit Bestauberinsekten (BC3 x BC3) ubergeben. Das auf 6
der BC3 Pflanzen geerntete Saatgut wurde im Friihjahr 2022 von ESKUSA ausgesét. Bei nur drei der Pflanzen
waren Samen gekeimt und nur 2 Pflanzen brachten hybride Nachkommen hervor. Die Kautschukgehalte der
Ausgangspflanzen der Kreuzungen sahen sehr vielversprechend aus. Aus Tabelle 9 geht auRerdem hervor,
dass es von BC2 zu BC3 bereits eine markante Steigerung gegeben hatte. Umso enttduschender waren die
Gehalte der BC3 x BC3 Nachkommen im Herbst 2022. Bei lediglich drei der 16 insgesamt beprobten Pflanzen
Uberschritten die Gehalte die 1%-Marke. Trotzdem wurde dieses Material im BC3 x BC3 Sortiment fur die
weitere zlchterische Arbeit belassen.
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Tabelle 9: Eltern und Nachkommen der BC3 x BC3 () Kreuzungen der Wintergeneration 2021/ 2022
(Insektenbestaubung, einzelpflanzenweise Ernte, WWU Minster)

BC3 x BC3 Kautschuk- BC2 Eltern Kautschuk- Anzahl davon davon

BC3 gehalt (%) gehalt (%) Samen getopft  Bastarde
_BC3 _ _BC2 Eltern _BC3

22/701 21/106.17 4,4 18/50.11 x 17/443.1 11,2x2,4 60 26 16

22/702 21/267.1 4,5 18/74.51 x 17/660.10 13,7x2,0 36 3 2

22/703 21/292.4 8,2 18/89.117 x 17/677.4 11,5x1,8 4 2

22/704 21/114.10 3,3 18/90.53 x 17/443.1 10,3x2,4 35 0

22/705 21/133.6 5,5 18/50.55 x 17/443.4 17,8x 1,8 22 0

22/706 21/146.6 4,0 18/97.63x17/443.4 8,4x1,8 5 0

Vierte BC3 x BC3 Generation der Serie |, Kreuzungen im Fruhjahr 2022

Bestauberinsekten und einzelpflanzenweise Ernte

Im Frahjahr 2022 wurden 38 BC3 Pflanzen mit Kautschukgehalten von mindestens 3% zur gemeinsamen
Blite mit Bestauberinsekten gebracht. Davon hatten 13 Pflanzen Samen gebildet. Die Ernte erfolgte
einzelpflanzenweise. Insgesamt wurden 204 Samen geerntet, die im Frihjahr 2023 zur Aussaat kamen.

38 BC3 Einzelpflanzen mit Kautschukgehalten > 3%
25 davon ohne Nachkommen
204 Samen insgesamt

Bestauberinsekten und familienweise Ernte

Im Fruhjahr 2022 wurden 152 BC3 Familien mit den jeweils kraftigsten Einzelpflanzen geman der Bonituren
im Herbst 2021 (eine bis 20 Einzelpflanzen/ Familie) eingenetzt und der Bestdubung durch eingesetzte
Insekten ausgesetzt (Abbildung 6). Die Samenernte erfolgte familienweise (Tabelle 10). Die Samen wurden
im Fruhjahr 2023 ausgesat.

152 BC3 Familien mit den jeweils kraftigsten Einzelpflanzen
93 davon ohne Nachkommen
1140 Samen insgesamt; zuziglich 1,4 Gramm von Familie 21/238 mit 8 Pflanzen

Tabelle 10: Eltern und Nachkommen der BC3 x BC3 (I) Kreuzungen im Frihjahr 2022
(Insektenbestaubung, familienweise Ernte)

BC2 Elter Anzahl BC3 davon ohne . Anzahl Samen/ Familie
Familien Nachkommen

441.1 13 6 131

441.3 6 3 89

443.4 13 6 269

443.5 8 3 53

515.6 22 18 32

557.15 22 14 62

557.19 21 14 l4¢g

583.1 24 14 65

660.10 12 6 401

677.1 5 4 8

677.4 5 4 21

692.1 1 1 9

Summe 152 93 1140 1,4¢g
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Abbildung 6: Isolierte Abblute von BC3 (I) Hybriden im Frihjahr 2022; Auswahl der Pflanzen erfolgte
aufgrund ihrer WurzelgrdRe bei Bonitur im Herbst 2021

Finfte BC3 x BC3 Generation der Serie |, Kreuzungen im Frihjahr 2022

Bestauberinsekten und einzelpflanzenweise Ernte

In diese Generation flossen alle BC3 Nachkommen der Kreuzung Tks 4n x BC2 (I) mit auffélligem Bruchtest
(s. Abschnitt 1.2.1) ein. Wegen ihrer sehr engen Verwandtschaft untereinander wurde das Sortiment um alle
noch vorhandenen polyploiden (n>3) BC3 Pflanzen der ersten Generation aus Serie | erweitert. Das gesamte
Sortiment blihte isoliert mit Insektenbestaubung ab. Die Samenernte erfolgte einzelpflanzenweise. Von den
Familien 21/305 und 311 wurden auf 16 von insgesamt 24 Pflanzen alles in allem 355 Samen geerntet. Auf
den 19er BC3 Familien betrug die Ausbeute an Samen auf 16 von 20 Pflanzen insgesamt 1063. Die Samen
aller neuen BC3 x BC3 Familien wurden im Friihjahr 2023 ausgesat.

T1.3 Erstellung neuer interspezifischer Bastarde
1.3.1 Tks 2n x Toff 3n, Serien Il und I

1.3.1.1 Erzeugung der F1 Generation, Serie Il

Erste F1 Generation der Serie I, FJ 2019

Die zweite Serie der interspezifischen Bastardierung startete im Frihjahr 2019 mit der Erzeugung einer ersten
F1-Generation (Il), die noch Gegenstand des Projektes TAKOWIND Il war. Als Toff-Vater (Bestauber) kamen
3 kommerzielle triploide apomiktische Sorten (Riesentreib, Kultivierter Vollherziger und Nouvelle) zum Einsatz.
Das Toff Sortiment wurde ergéanzt durch 2 besonders groRwiuchsige triploide apomiktische Wildstamme aus
Reibersdorf (Stamm A und B). Die Tks-Mutter waren diploide Gewebekulturklone des Elitejahrgangs 2017
(Tabelle 11). Es wurden nur die Samen auf den Tks-Mittern fir die Anzucht der Nachkommenschaft
verwendet. Knapp 85 % aller gewonnenen F1 Hybriden wurden auf der Tks Mutterlinie 17/131.17 gewonnen.
Die Nachkommen der Kreuzungen tragen die Familiennummern 19/1354 bis 19/1452 (Tabellen 13 und 14).
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Tabelle 11: Erste F1 Generation der Il. Serie, Frihjahr 2019

Anzahl davon Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Paar- mit Samen Hybride Selb- Bastarde
kreu- Nach- stungen  mit Kaut-
zungen kommen schuk
>1%
Kultivierter Vollherziger 29 19 281 19 59 2
Wildstamm Reibersdorf A 30 15 126 0 10
Wildstamm Reibersdorf B 31 22 269 8 9 3
Riesentreib 32 29 236 1 30
Nouvelle 28 14 129 4 5 2
Summe 150 99 1041 32 113 7

Zweite F1 Generation der Serie Il, FJ 2020

Eine zweite F1 Generation der Il. Serie wurde im Frihjahr 2020 erzeugt. Die apomiktischen 3n Toff- Vater sind
in Tabelle 11 aufgefuhrt. Die Tks-Miitter waren diploide Gewebekulturklone der Elitejahrgdnge 2017 und 2018.
Es wurden nur die Samen auf den Tks-Miittern fiir die Anzucht der Nachkommenschaft verwendet (Tabelle
12). Die Nachkommen der Kreuzungen tragen die Familiennummern 20/544 bis 20/583.

Tabelle 12: Zweite F1 Generation der Il. Serie, Frithjahr 2020

Anzahl davon Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Paarkreu- mit Nach- Samen Hybriden Selb- Bastarde
zungen kommen stungen mit Kaut-
schuk
>1%

Kultivierter Vollherziger 19 9 73 1 9

15 4 18 3 5
Wildstamm Reibersdorf 14 9 60 2 16
B
Riesentreib 18 7 27 2 0
Nouvelle 9 7 22 12 1
Toff Stubenkogl 20 5 6 0
Summe Friithjahr 2020 95 41 206 20 31 0

1,5
. - Q3
§ 2 1,0 _ = Max
2% X xXMw
ss 05 7 4 —Min
X O Nl 0Q1
&
0,0 Y

2019 F1 Generationen der Jahre 2020

Abbildung 7: Kautschukgehalte der F1 Generationen der Serie Il
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1.3.1.2 Erzeugung der BC1 Generation, Serie Il

Erste BC1 Generation der Serie Il, FJ 2020 und 2021

Aus der ersten F1 Generation der Il. Serie wurden tber Handkreuzungen jeweils im Frihjahr der Jahre 2020
und 2021 die erste BC1 Generation der Il. Serie erzeugt. Geerntet wurden die Nachkommen sowohl auf den
Tks- (BC1 Familie) als auch auf den F1-Eltern (BC1 R Familie, dabei steht das R fir die reziproke Kreuzung).
In der Tabelle 13 sind alle resultierenden Familiennummern der Nachkommen aufgeftihrt. Von den reziproken
Kreuzungen wurden maximal 150 Samen pro Familie ausgeséat, von den aufgelaufenen Pflanzen maximal 30
pro Familie getopft und lediglich die wiichsigen unter ihnen mit einem adaquat groRen Wurzelsystem auf
Kautschuk beprobt (Tabelle 14).

Tabelle 13: Erste BC1 und BC1 R Generation der Il. Serie

tybride | Thawuter | ramite | B2t | Pamie | " P | T wuter | Famie |3t | Pamie | P
19| 1393 | 2|18 | 85| 4| - |- - 21| 375 5| 18| 97| 50| 22| 53| - 22|71 91
19| 1395| 2|17| 100 1|20 536 |2 = 18| 77| 93| 22| 52 |5 22| 72 17
19| 1397 | 2|17| 122| 7|20 521 - 21| 377 - 18| 97| 55| 22| 54| - 22| 73 4
19| 1402| 2|18| 90 (47 (20| 537 - 21| 379 3

19| 1425| 6|18 89(14|20| 540 - - 18| 97| 55| 22| 55 -

19| 1425| 7|17| 100 1|20 542 |5 21| 381 10| 18| 88| 45 22| 74 5
19| 1425|22|17| D5(10|20| 520 - 21| 386 | - 18| 77| 93 22| 75 12
19| 1425|127 |17 | 103 |20 (20| 543 | - 21| 387 1

19| 1425|29|17| D7(35|- |- - 21| 388 10| 18| 75| 45| 22| 51| - 22| 76

19| 1425|29 18| 89| 40 22| 77 105
19| 1426| 2|18| 89(14|20| 527 |2 18| 97| 55| 22| 56| - 22| 78 114
19| 1440| 1|18 89(14|20| 531 |8 21| 378 7

19| 1443| 2|17| D5(10|20| 529 | - 21| 389 1

19| 1443| 3|17| D5(10| - |- @ 21| 390 1|18 77| 84 = 22| 79 2

Tabelle 14: Erhdhte Kautschukgehalte von Pflanzen der ersten BC1 und BC1 R Generation

F1 Elter von Toff Tks 2n Elter  BC1 Aussaat- Familie EP-Nummer  Kautschuk-
Kreuzung jahr gehalt (%)
19/1393.2 RB 18/85.4 BC1R 21 375 2 1,2
19/1393.2 RB 18/97.50 BC1R 22 71 29 1,1
19/1395.2 RB 17/100.1 BC1R 22 72 2 1,7
19/1395.2  RB 17/100.1 BC1R 22 72 3 1,4
19/1395.2  RB 17/100.1 BC1R 22 72 4 1,6
19/1395.2  RB 17/100.1 BC1R 22 72 5 1,7
19/1395.2  RB 17/100.1 BC1R 22 72 6 1,8
19/1395.2 RB 17/100.1 BC1R 22 72 7 1,8
19/1395.2 RB 17/100.1 BC1R 22 72 8 1,0
19/1395.2 RB 17/100.1 BC1R 22 72 9 1,7
19/1395.2 RB 17/100.1 BC1R 22 72 12 1,4
19/1402.2 RB 18/90.47 BC1R 21 379 1 1,2
19/1425.7 KV 17/100.1 BC1 20 542 3 1,1
19/1440.1 N 18/89.14 BC1R 21 378 4 6,0
19/1440.1 N 18/89.14 BC1R 21 378 2 3,0
19/1440.1 N 18/89.14 BC1 21 378 1 1,5
19/1440.1 N 18/89.14 BC1R 20 531 7 2,5
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Zweite BC1 Generation der Serie |l, FJ 2021

Im Frahjahr 2021 wurden uber paarweise Handkreuzungen von 20 Pflanzen der zweiten F1 (II) Generation
mit 20 Tks Pflanzen des Elitejahrgangs 2018 die zweite BC1 (Il) Generation erzeugt. Geerntet wurden die
Nachkommen sowohl auf der Tks- als auch auf der Bastardseite.

Tks x F1 (BC1) F1 x Tks (BC1 R)
20 20 Pflanzen insgesamt
16 12 Pflanzen ohne Nachkommen
4 8 Pflanzen mit Nachkommen
221 824 +1,2g Samen insgesamt (Anzahl oder/und Masse)
49 115 davon Bastarde (alle getopft)
25 95 davon beprobt

Im Friihjahr 2022 wurden die Nachkommen von den 4 Familien der Tks Seite ausgesat und von denen 25
wichsige Pflanzen mit einem adaquat grof3en Wurzelsystem auf Kautschuk beprobt. Bei fiinf Pflanzen, die
alle aus einer Familie stammten, lagen die Kautschukgehalte >1% (Tabelle 15). Auf der Bastardseite waren
115 BC1 R (Il) Pflanzen in 4 Familien entstanden, von denen 95 beprobt wurden. Die Kautschukgehalte
Uberstiegen hier in keinem Fall die 0,2%.

Tabelle 15: Erhohte Kautschukgehalte von Pflanzen der zweiten BC1 Generation

F1 Elter von Toff ~ Tks 2n BC1 Aussaat-  Familie EP- Kautschuk-
Elter Kreuzung jahr Nummer  gehalt (%)
20/565.6 N 18/74.76  BC1 22 59 3 1,0
20/565.6 N 18/74.76  BC1 22 59 6 1,0
20/565.6 N 18/74.76  BC1 22 59 7 1,9
20/565.6 N 18/74.76  BC1 22 59 10 1,2
20/565.6 N 18/74.76  BC1 22 59 12 1,7

1.3.1.3 Erzeugung der BC2 Generation, Serie Il

Im Fruhjahr 2021 wurde Uber paarweise Handkreuzungen von 4 Pflanzen der ersten BC1 (IlI) Generation mit
4 Tks Pflanzen des Elitejahrgangs 2018 die erste BC2 (II) Generation erzeugt. Geerntet wurden die
Nachkommen sowohl auf der Tks- als auch auf der Bastardseite (Tabelle 16).

Tabelle 16: Erste BC2 und BC2 R Generation der Il. Serie

BC2 (Il

22 61 30 30 4 14 6 Tks

22 62 67 60 8 23 4 Heterogen
22 63 40 40

22 64 352 180 92 45 20 Homogen
BC2 ()R

22 88 8 8

22 89 219 135 30 4 Heterogen
22 90 10 10

22 90 6 6
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Von den 34 insgesamt beprobten Pflanzen der BC2 (lI) Generation wiesen 32 Kautschukgehalte von
groftenteils deutlich Gber 1% auf (Tabelle 17). Allerdings waren die Nachkommen viel zu schwachwiichsig
und haben das Zuchtziel ,groRe Wurzel“ verfehlt. Sie wurden im Frihjahr 2023 fiir BC2 x BC2 Kreuzungen
eingesetzt, um mdglicherweise herausspaltende, groBwiichsige Nachkommen selektieren zu kénnen. Die
genetische Ausgangsbasis ist zumindest auf der Toff Seite gro3 und das Material bereits Uberwiegend
heterogen (also mutmalflich panmiktisch), so dass mit Nachkommen in der BC2 x BC2 Kreuzungen gerechnet

werden kann.

Tabelle 17: Hohe Kautschukgehalte BC2 und BC2 R Generation (Serie 11)

' Nachkommen in Gewebekultur

Generation Toff F1 BC1 Aussaat- Familie EP- Kautschukgehalt
jahr Nummer
BC21I KV 19/1426 20/527 22 61 5 6,4%
BC21I KV 19/1426 20/527 22 61 4 3,1%
BC21I KV 19/1426 20/527 22 61 8 2,9%
BC21I KV 19/1426 20/527 22 61 3 3,6%
BC21I KV 19/1426 20/527 22 61 6 1,1%
BC21I KV 19/1426 20/527 22 61 2 2,1%
BC21I N 19/1440 20/531 22 62 1 2,0%
BC21I N 19/1440 20/531 22 62 3 5,6%
BC2 1l N 19/1440 20/531 22 62 6 1,8%
BC21I N 19/1440 20/531 22 62 7 2,8%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 26 2,6%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 27 5,5%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 28 2,3%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 29 2,5%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 30 3,8%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 31 5,7%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 23 1,1%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 24 5,0%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 21 1,7%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 18 1,7%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 13 2,7%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 14 2,0%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 6 1,5%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 9 3,2%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 1 1,3%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 3 2,7%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 4 2,0%
BC21I RB 19/1395 20/536 22 64 5 3,3%
BC2 IR RB 19/1395 20/536 22 89 2 2,0%
BC2IIR RB 19/1395 20/536 22 89 5 4,0%
BC2R RB 19/1395 20/536 22 89 6 4,4%
BC2 R RB 19/1395 20/536 22 89 15 2,2%
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1.3.1.4 Erzeugung der F1 Generation, Serie Ill

Als Toff Eltern dieser neuen 3. Serie wurden die Wildakzessionen aus der Sammlung vom Herbst 2020 (siehe
Punkt T1.8) verwendet. Auf der Tks Seite standen Gewebekulturklone aus den Jahrgangen 2018 und 2019
zur Verflgung.

29 Handkreuzungen

26  davon ohne Nachkommen auf der Seite Tks x Toff

3 davon mit Nachkommen auf der Seite Tks x Toff mit 20/639 als Toff Elter; dieser wurde per
Flowcytometrie als 2n bestimmt; Pollen- und Spaltéffnungsmessungen sollten ber seine Ploidie

zusatzlich Klarheit bringen, stehen aber noch aus
164 Samen auf der Seite Tks x Toff gebildet (2n x 2n oder 2n x 3n?)

2 davon ohne Nachkommen auf der Seite Toff x Tks (beide mit dem 20/639 Elter)

Samenernte auf den Toff Eltern im Gramm-Bereich, mutmaBlich homogene Apomikten;
markergestitzte Analyse Uber Hybridstatus erforderlich

1.3.1.5 Zuchterische Arbeiten mit den polyploidisierten diploiden F1 Nachkommen (F1 2n)2 der Serie I
— Entwicklung von BC1- und F2 Generationen

Der Bastard-Elter dieser BC Sonderform entstammt der ersten F1 Generation der Serie 1l aus dem FJ 2019.
Alle F1 Nachkommen wurden flowcytometrisch untersucht und die mit einem (berechneten) diploiden
Chromosomensatz wurden von hortilab polyploidisiert, vermehrt und uns als Klone zuriickgegeben. Einige
Klone wurden aus verschiedenen Grinden verworfen, z.B. oktoploide mit sehr kleinen Pflanzen oder Klone
mit einer extremen Mehltauanfilligkeit. Eine Ubersicht (iber die verwendeten Klone gibt Tabelle 18. Die Klone
wurden flowcytometrisch untersucht und drei Pflanzen pro Klon wurden im Herbst 2021 auf Kautschuk
analysiert. Im Juli 2021 wurden erste Kreuzungen von blihenden Klonteilen mit 4n Tks Material durchgefihrt.
Im Frahjahr 2022 wurde je eine vegetative Pflanze pro Klon getiitet mit dem Ergebnis, dass bei keiner eine
Selbstung erfolgte. Ferner wurden je 5 Pflanzen pro Klon gemeinsam eingenetzt und tiber Kreuz von Fliegen
bestaubt. Die Samen wurden familienweise geerntet und wurden im Frihjahr 2023 ausgeséat. Nahezu alle
Chiméaren sowie 6 als tetraploid bestimmte Klone von insgesamt 32 blieben ohne Nachkommen. Der Klon 57
bildete keine Pollen aber auch keine Nachkommen, so dass sich seine Sterilitdt auch auf die Mutterseite
erstreckt. Von den im Juli 2021 getéatigten Rickkreuzungen mit 4n Tks Eltern wurden nur auf der Bastardseite
Samen angesetzt. Die 6 daraus entstanden Pflanzen wurden im FJ 2022 gemeinsam mit den Pflanzen der
Familien 21/412 und 21/412 (jeweils Nachkommen von Tks 4n x Toff 4n) isoliert zur Blite gebracht und durch
Insekten bestaubt. Die 36 entstandenen Samen wurden im Frihjahr 2023 ausgesat.
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Tabelle 18: Tetraploidisierte diploide F1 Hybriden der ersten Generation aus Serie Il

19 1365 2 3 tetraploid sehr breite Blatter 2,7 99 Ko
19 1393 1 5 tetraploid 1,0 221 Ko
19 1393 1 8 tetraploid 1,2 -

19 1395 1 9 tetraploid 0,6 81 Ko
19 1395 1 11  tetraploid 0,7 2/0 6 Ko
19 1397 2 13 Wert? 0,2 10 K6
19 1397 2 15 hexaploid? extrem groR, Bl. sehr behaart 0,1 351 Ko
19 1397 2 16 hexaploid? extrem grof3, Bl. sehr behaart 0,1 201 Ko
19 1425 4 19 hexaploid? BI. extrem gezahnt 0,1 1/0 160 Ko
19 1425 5 21 Chimare 0,8 -

19 1425 5 22 Chimare 0,5 -

19 1425 5 23 tetraploid 0,3 -

19 1425 6 27 Chimare 0,2 2/0 -

19 1425 6 28 Chimare nur eine grofRe Pflanze behalten 0,5 6Ko6
19 1425 10 34 tetraploid 0,4 5/2 (9/2) 25 K6
19 1425 10 36  tetraploid 0,4 3/0 -

19 1425 14 45  tetraploid 0,3 157 K6
19 1425 14 46 tetraploid 0,3 3/1(2/0) 67 K6
19 1425 14 49 tetraploid 1,1 6/0 o.N.
19 1425 14 50 tetraploid 0,4 4/4 (33/4) 364 Ko
19 1425 15 55 tetraploid 0,6 1/0 -

19 1425 15 56  tetraploid 0,6 1/0 -

19 1425 16 57 Chimare 0,7 -

19 1425 22 64 tetraploid 10g
19 1425 23 65 tetraploid 0,3 47 Ko
19 1425 23 66 tetraploid 0,2 7/3 (26/0) 14 K6
19 1425 23 69 tetraploid 0,6 11 Ko
19 1440 1 79 tetraploid 0,5 7 K6
19 1443 1 81 tetraploid 0,5 -

19 1443 2 86  Wert? 0,3 95 Ko
19 1443 2 87 Wert? 0,4 35 K6
19 1443 2 88 Wert? Bl. extrem gezahnt 0,2 15 K6

*) ?- Wert in Flowcytometeranalyse nicht eindeutig
**) von drei beprobten Pflanzen pro Klonnummer der hdchste Kautschukgehalt

***) Anzahl Kreuzungen/ Anzahl mit Nachkommen (Anzahl Samen/ Anzahl aufgelaufener Pflanzen);
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1.3.2 Erstellung neuer interspezifischer Hybride aus tretraploidisiertem Ausgangsmaterial
(Tks 4n x Toff 4n)

1.3.2.1 Erzeugung der F1 Generation

Von der WWU Miunster gingen die in der Tabelle 19 aufgelisteten diploiden, panmiktischen T. officinale Linien
zur Polyploidisierung bei hortilab. Im Frihjahr 2020 konnten tetraploide Klonteile der Linien durch ESKUSA
Ubernommen werden. Diese standen fiir Kreuzungen mit tetraploiden Tks Klonen zur Verfligung. Die Pflanzen
kamen in 2020 nicht mehr zur Blite.

Tabelle 19: Verfugbare tetraploidisierte Klone von diploden panmiktischen T.officinale Linien

1 To dip 29 19 Uppig Mehltau

2 To dip 31 1 Uppig Mehltau

3 To dip 37 13 Uppig Mehltau

4 To 307 34 30 schwacher keine

5 To 307 59 18 Uppig auffallend hellgriin

6 2a/2 4 17 kurzere Pflanzen sehr gesund

7 2a/3 7 13 Uppig rote groRe Blattflecke
8 2a/3 8 9 sehr Uppig rote grolRe Blattflecke
9 2a/3 9 16 sehr Uppig rote groRe Blattflecke
10 2a/3 10 10 sehr Uppig rote grol3e Blattflecke
11 2a/3 11 11 Uppig rote groRe Blattflecke
12 2a/4 19 22 sehr Uppig rote grolSe Blattflecke

Im Frahjahr 2021 trat die Blite sehr zogerlich und so schwach auf, dass ein Kreuzen mit Tks 4n (Klon
17/131.17) nur in zwei Féllen erfolgreich war. Die Nachkommenschaften dieser Kreuzungen wurden noch im
Spatsommer als 21/411 und 21/412 ausgesat. Zehn von 14 aufgelaufenen Bastardnachkommen gingen in die
Gewebekultur und stehen ab Fruhjahr 2023 fur die Ziichtung zur Verfigung. Die Originalpflanzen der Familien
21/4011 und 21/412 standen gemeinsam mit Nachkommen der Kreuzungen (F1 2n)2 x Tks 4n in einer
Isolierkabine zur kreuzweisen Bestaubung durch Insekten. Die 36 entstandenen Samen wurden im FJ 2023
ausgesat.

Die 4n Toff Klone kamen im Juni zu einer erneuten Vernalisation in die Kihlkammer. Die noch kurz vor der
Blute befindlichen Tks 4n Pflanzen ebenfalls kihl gestellt, um deren Entwicklung zu bremsen und mit der der
4n Toff Pflanzen zu synchronisieren. Ende Juli kamen beide Sortimente zurlick ins Gewéachshaus und es
konnten noch einmal 62 Paarkreuzungen durchgefihrt werden. Bei 12 der Kreuzungen wurden auf der Toff
4n Seite Samen generiert, die im Frihjahr 2022 ausgesat worden sind. Bei acht der neuen Familien wuchsen
Pflanzen heran, von denen insgesamt 39 im Herbst auf Kautschuk beprobt wurden. 4 Pflanzen mit leicht
erhohten Gehalten zeigten eindeutig Hybridcharakter. Von diesen wurden Gewebekulturen angelegt. 35
Pflanzen sahen nur dem Toff Elter &hnlich, die Familienmitglieder waren sehr homogen und die Gehalte
Uberschritten in keinem Fall die 0,2% Marke.

Auf einigen der im Friihjahr 2021 offen abgebliihten Toff 4n Pflanzen hatten sich gut gefillte Pusteblumen mit
grof3en, vitalen Samen entwickelt. Sie wurden einzelpflanzenweise geerntet und im Sommer 2012 ausgesat.
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Tabelle 20: Samenbiirtige Toff 4n Familien, Aussaat im Sommer 2021

21 421 Toff 2a/2 4n 0.a. 19
21 422 Toff 2a/3 4n o.a. 2
21 423 Toff 2a/3 4n o.a. 31
21 424  Toff 2a/3 4n o.a. 23
21 425 Toff 2a/3 4n o.a. 59
21 426 To dip 4n o.a. 88
21 427 To 307 4n 0.a. 1

Die Nachkommenschaften kamen in der Kreuzungsserie 4n Tks x 4n Toff im Frihjahr 2022 als ,samenbdrtige®
Toff 4n Eltern neben den Originalen aus der Gewebekultur (Klon GK) zum Einsatz (Tabelle 22). Auf der
tetraploiden Tks Seite standen lediglich Gewebekulturklone von 17/131.17 zur Verfiigung, so dass die
Kreuzungsserie von vornherein genetisch sehr eingeschréankt war.

Tabelle 21: Im Fruhjahr 2022 durchgefuhrte Kreuzungen von Tks 4n x Toff 4n zur F1

Klonnummer Anzahl Auf Tks 4n Auf Toff 4n
21 421 Samenblirtig 1 0 1
21 425 Samenbiirtig 3 1 3
21 426 Samenbiirtig 36 25 32
To 2a Klon GK 31 5 3
To 307 Klon GK 15 0 3
To dip Klon GK 10 3 5
Summe 96 34 48

Die Nachkommen dieser Kreuzung wurden im Spatsommer 2022 ausgesat und getopft (Tabellen 22 und 23).

In den Tks 4n Klonen gab es immer wieder Pflanzen, die durch kleine Bliten, dinne Bliutenstiele und
dunnfleischige Blatter gekennzeichnet sind. Kreuzungen mit diesen Tks Elternpflanzen wurden separat
unmittelbar im Anschluss an die Kreuzungssaison erfasst. Mitunter fallen diese zierlicheren Pflanzen zum
Zeitpunkt der ersten Anpaarung noch nicht auf, sondern entwickeln erst im Verlaufe von Blite und Samenreife
diesen Zustand (Abbildung 8). Mdglicherweise handelt es sich dabei um instabile Polyploide oder Chiméren,
die sich in ihren diploiden Zustand zurlick regulieren. Auf jeden Fall schien es geraten, nach Unterschieden in
den Nachkommen von Kreuzungen mit optisch einwandfrei tetraploiden Tks Klonen und solchen mit
mutmalflich diploiden zu schauen. Aus Tabelle 22 geht hervor, dass 32% aller Kreuzungen mit optisch
diploiden Tks Eltern durchgefiihrt worden sind. Sollte das keine Rolle spielen, misste sich ebendieser Anteil
in den Nachkommen der Kreuzungen mehr oder weniger wiederfinden lassen. Bei den auf Tks erzeugten
Nachkommen ist bereits der Anteil von Mutterpflanzen mit reifen Samen auffallig zugunsten des 4n Zustandes
verschoben und schlussendlich entstammen 90% aller erzeugten Hybriden aus 4n x 4n Paarungen. Bei den
auf Toff gewonnenen Nachkommen generierten auch noch die 2n Tks Vater gut entwickelten Samen, von
denen sich allerdings der Grof3teil als nicht keimfahig erwies. Auch hier entwickelten sich Pflanzen
Uberwiegend in den 4n x 4n Paarungen.
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Abbildung 8: kleine Bliite von Tks 4n Abbildung 9: Bliite von Toff 4n (samenbiirtig)

Tabelle 22: Nachkommen der Kreuzungen Tks 4n x Toff 4n mit Blick auf den Tks Elter

Anzahl Pflanzen mit Nachkommen 34 28 82,4

Anzahl aufgelaufener Pflanzen gesamt 523 467 89,3

davon getopfte Bastarde **) 402 363 90,3
NachkommenaufToff

Anzahl Pflanzen mit Nachkommen ' 48 ' 31 ' 64,6

Anzahl aufgelaufener Pflanzen gesamt 440 365 83,0

davon getopfte Bastarde **) 251 215 85,7

*) Alle Kreuzungen mit 4n Klonen von Tks 17/131.17; Tks 4n Klonteile mit kleinen Bliuten, diinnen Blitenstielen und
dunnfleischigen Blattern wurden als 2n betrachtet und bilden die Differenz zwischen ,Anzahl gesamt® und ,mit 4n“

**) der Bastardstatus wurde lediglich durch Sichtbonitur ermittelt

Der in der Kreuzungssaison gewonnene Eindruck, dass die samenburtige Toff Generation wesentlich vitaler
und bluhfreudiger ist als in Gewebekultur verklontes Material, hat sich durch die Bonitur der
Nachkommenschaften bestatigt (Tabelle 23). So ist die Ausbeute an Bastardpflanzen in den Kreuzungen mit
samenburtigem Toff -Elter auf der Tks Seite um das 10fache und auf der Toff Seite sogar um das tiber 40fache
hoher.

Tabelle 23: Nachkommen der Kreuzungen Tks 4n x Toff 4n mit Blick auf den Toff Elter

Kreuzungen insgesamt pro Kreuzung  grof mittel  klein
Tks Samenbrtig 40 354 8,9 35 44 20
aus GK*) 56 48 0,9 65 23 13
insgesamt 402 39 42 19
Toff Samenblrtig 40 356 8,9 48 28 25
aus GK 56 9 0,2 22 56 22
insgesamt 365 47 28 25

*) GK = Gewebekultur
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Waéhrend alle F1 Bastarde etwa drei Wochen nach der Aussaat noch recht einheitlich wirkten, differenzierten
sie sich nach dem Umtopfen sehr schnell (Abbildung 10, Tabelle 23). In den Nachkommenschaften beider
Mutterseiten fiel bis zum September ein sehr hoher Anteil an kleinen und mittleren Pflanzen auf. Die grof3en
Pflanzen von der Tks Seite entwickelten vor Winter eine grof3e Rosette, wahrend die grol3en Pflanzen von der
Toff Seite allesamt eine sehr aufrechte Blattstellung beibehielten.

von der Tks Seite, gro3e F1 Hybride von der Toff Seite, mittlere F1 Hybride von der Tks Seite, kleine
F1 Hybride von der Tks Seite

Eine markergestitzte Analyse des Hybridstatus der auf der Toff Seite geernteten (groRen) F1 Nachkommen
durch die WWU Minster erbrachte die folgenden Ergebnisse:

*  Es wurden Blattproben von 162 grof3en F1 Nachkommen von der Toff Seite eingereicht
» Davon wurde nur an 3 Proben Bastardstatus nachgewiesen
* An 10 Proben wurde zusatzlich eine Flowcytometrie durchgefiihrt, davon wurden
+ anden 3 markergestitzt detektierten Bastarden der Status bestétigt
* an 2 Proben Toff 3n bestimmt
* an 5 Proben Toff 4n bestimmt
» Alle 10 eingereichten Toff 4n Referenzen (samenbiirtig und GK Klonmaterial) zeigten nur die Toff-
spezifische Bande
» Der Tks 4n Referenz-Elter zeigte entsprechend nur die Tks spezifische Bande

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass aus den auf der Toff-Seite geernteten Samen vitale Pflanzen fast
ausschlieBlich aus Kreuzungen hervor gingen, die mit klar als tetraploid erkennbaren Tks Pflanzen
durchgefiihrt worden sind. Allerdings handelte es sich in Uber 98% der Nachkommen um Toff- Selbstungen.
Auch an spater zur Analyse nachgereichten mittleren und kleinen Pflanzen von der Toff Seite wurde lediglich
Toff DNA detektiert.

Die markergestitzte Analyse des Bastardstatus der auf der Tks Seite geernteten F1 Nachkommen wurde
sowohl durch die WWU Munster als auch durch das JKI Grol3 Lusewitz vorgenommen. Insgesamt wurden an
beide Institute 186 Proben eingereicht, 184 Analysen wurden gewertet. Nach Sichtbonitur waren keine Tks
Selbstungen dabei. Insgesamt kamen in der Analyse vier verschiedene Marker zum Einsatz. Nur an einer
einzigen Probe hat keiner der vier Marker einen Bastardstatus angezeigt (gar keine Bande gebildet). Alle
anderen Pflanzen wurden durch wenigsten einen (7 Proben), im besten Fall durch alle vier Marker (130
Proben) als Bastarde erkannt (Tabelle 24). Als Fazit kann heraus gestellt werden, dass eine markergestutzte
Analyse des Bastardstatus von Nachkommen aus der Tks 4n x Toff 4n Kreuzung sehr gut funktioniert.
Wahrend sich die Bastarde auf der Tks Seite relativ gut (und durch langjéahrige Erfahrung) durch
Inaugenscheinnahme erkennen lieRen, war eine Sichtbonitur auf der Toff Seite nicht mehr mdéglich und ein
Markereinsatz zur ldentifikation des Bastardstatus zwingend erforderlich.

Es ist zu konstatieren, dass Ergebnisse, die nur auf einem einzelnen Marker ful3en, noch zu
Fehleinschatzungen fuhren kdnnen (Tabelle 25). Das hier durch die Institute vorgeschlage Set eignet sich in
seiner Gesamtheit hervorragend zu einer sicheren Indentifikation von Bastarden.
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Tabelle 24: Ergebnisse der markergestitzten Analyse des Hybridstatus der auf der Tks Seite
geernteten Nachkommen

keiner 1 2 3 4 Summe
Anzahl Proben absolut 1 7 8 38 130 184
Anzahl Proben Prozent 0,5 3,8 4,3 20,7 70,7 100

Tabelle 25: Ergebnisse der einzelnen Marker — Abweichungen vom mutmalRlichen Hybridstatus

deutlich Tks 11 0 0 4
deutlich Toff 1 0 0 8
schwach Tks leichteres Fragment 6 0 4 0
schwach Toff leichteres Fragment 0 4 0 0
keine Bande*) 12 5 22 0
Summe Abweichler 30 9 26 12

*) bei 4 Proben zeigten alle GL Marker keine Bande an, WWU Marker zeigt 3 mal Hyb und 1 mal Tks

T1.4 Beginn eines Rickkreuzungsprogrammes bei neuen diploiden interspezifischen
Bastarden

1.4.1 Erste Bastardisierungsserie Tks 2n x Toff 2n
1.4.1.1 Erzeugung der F1 Generation

Im Frihjahr 2020 wurden 2n Tks Gewebekulturklone der Jahrgange 2017 und 2018 mit drei diploiden
panmiktischen, in der Gewebekultur vermehrten Toff-Klonen gekreuzt. Die Samenernte erfolgte auf den Tks-
Mutterpflanzen. Es wurden insgesamt 3055 Samen geerntet.

Tabelle 26: Ergebnisse der Kreuzungen Tks 2n x Toff 2n zur ersten F1 Generation

F1 Tks x Toff2n  T.0.P6.1 1 1
F1 Tks x Toff2n  T.0.307 13 2 133
F1 Tks x Toff2n  T.o.dip. 16 2 221

Die Klone von T.0. P6.1 fielen als Bestauber sukzessive aus, so dass nur eine Kreuzung maoglich war, die
ohne Nachkommen blieb (Tabelle 26). Die Klone von T.0. 307 und T.o. dip. liel3en sich mit Tks 2n hervorragend
kreuzen und zeigten auf der Tks Seite einen sehr guten Samenansatz. Die Nachkommenschaften wurden im
Frihjahr 2021 ausgesét. Die Keimfahigkeit war schlecht, so dass abziglich der leicht erkennbaren
Selbstungen lediglich 354 Hybriden getopft werden konnten. Ihre Wichsigkeit blieb hinter den Erwartungen
zuriick. An 142 lohnenswert groReren Bastarden aus 25 Familien wurden im Herbst 2021 die
Kautschukgehalte analysiert. 12 Pflanzen hatten Werte von >1%, der maximal gemessene Wert lag bei 1,9%
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Mittlere Kautschukgehalte der F1 Generation (Tks 2n x Toff 2n) mit den Toff Klonen als
Vater; Fehlerbalken: Konfidenzintervall mit a < 0,05

1.4.1.2 Erzeugung der F2 Generation

Da die Wiichsigkeit der Bastarde in der F1 Generation bereits sehr reduziert war, wurde auf Riickkreuzungen
verzichtet und statt dessen eine F2 erzeugt. Die Pflanzen mit héherem Kautschukgehalt blihten separat
isoliert ab. Die Samenernte erfolgte einzelpflanzenweise. Die Pflanzen mit Gehalten unter 1% bliihten isoliert
gemeinsam ab. Die Samen wurden familienweise gesammelt (Tabelle 27). Die Ausbeute an voll entwickelten
Samen war Uberraschend gering. Die Aussaat der F2 erfolgte im Fruhjahr 2023.

Tabelle 27: Abstammung und Nachkommen der F2-Generation

F1 mit Kautschukgehalt >1% 24 Einzelpflanzen 14 35
F1 mit Kautschukgehalt <1% 23 Familien 7 174

1.4.1.3 Uberprifung von diploiden F3 und F4 Bastardgenerationen der WWU Miinster auf Eignung im
Zuchtprozess

Im Frihjahr 2022 wurde an ESKUSA Saatgut von je 5 F3 und F4 Generationen Uibergeben, die an der WwWU
Munster generiert worden waren. lhnen allen gemein war ein schwacher Wuchs, der bei 6 der Familien durch
extrem schmale, fast fadendlnne Blatter optisch verstérkt wurde. In die Herbstbeprobung kamen nur Pflanzen,
die wenigstens die GrolRe gut wiichsiger Tks Familien erreicht hatten. Die Kautschukgehalt waren fiur die
vergleichsweise lange Generationenfolge immer noch niedrig. Die Familie 22/562 fiel etwas heraus, allerdings
war sie auch am schwéchsten wiichsig und die Hybriden hatten ein dem Tks sehr &hnliches Erscheinungsbild
(Tabelle 28). Die Familien 22/566 und 22/569 hatte ausgesprochen zarte und fadige Wurzeln, so dass sie im
Ziuchtungsprozess nicht weiter berticksichtigt wurden.

Tabelle 28: Uberpriifung von F3 und F4 Generationen der WWU Miinster auf Kautschukgehalte

22 560 F3-WWU-1 120 30 het fadige Blatter 17 0,1 0,5
22 561 F3-WWU-2 10 6 het 2 0,6 0,8
22 562 F3-WWU-3 135 30 schwach Tks 6 1,3 2,9
22 563 F3-WWU-4 30 15 het 6 0,1 0,2
22 564 F3-WWU-5 20 11 het Hyb & Toff 6 0,2 0,4
22 565 F4-WWU-1 38 16 het fadige Blatter 8 0,2 0,5
22 566 F4-WWU-2 45 15 schwach fadige Blatter 4 0,2 0,4
22 567 F4-WWU-3 60 22 hom fadige Blatter 8 0,2 0,4
22 568 F4-WWU-4 150 30 het fadige Blatter 17 0,7 5,7
22 569 F4-WWU-5 90 27 het fadige Blatter 5 0,4 0,9
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1.4.2 Zweite Bastardisierungsserie Tks 2n x Toff 2n
1.4.1.1 Erzeugung der F1 Generation

Im Fruhjahr 2022 wurde die F1 Generation der zweiten Serie von Tks 2n x Toff 2n und reziprok erzeugt. Auf
der Tks Seite wurden Gewebekulturklone der Jahrgénge 2018 und 2019 zur Kreuzung verwendet. Auf der Toff
Seite standen Uberwiegend Pflanzen von finf bei ESKUSA angezogenen Familien aus Saatgut des JKI-SB
zur Verfugung.

e 123 Handkreuzungen
o 74 davon mit Nachkommen auf der Tks Seite (6807 Samen)
o 98 davon mit Nachkommen auf der Toff Seite (15.560 Samen + 1,3 g von einer Kreuzung)
Das Saatgut der Nachkommen wurde komplett an den seit Sommer 2022 neu hinzugekommenen
Zichtungspartner Béhm Agrar zur weiteren Bearbeitung Ubergeben.

An den bei ESKUSA verbliebenen Toff-Eltern wurde im Herbst eine Wurzelbonitur durchgefiihrt. Dabei kam
ein 5 stufiges Schema (1, 3, 5, 7, 9, mit 1 sehr schwach) zum Einsatz (Abbildung 12).

Abbildung 12: Wurzelbonitur der Toff Eltern — links Boniturnote 5, rechts Boniturnote 7

Danach unterschieden sich die Toff Eltern hinsichtlich ihres Wurzelwachstums wie folgt (Abbildung 13).

T
1 2 3 4 5 604 623 673

Toff Elter

©

Boniturnote
O FLP N WD Ul O 0

Abbildung 13: Wurzelbonitur in den Familien der Toff Eltern; Fehlerbalken: Konfidenzintervall mit a <
0,05
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Die Eltern der Nummern 1 bis 5 stammen aus Saatgutpartien des JKI-SB, die Eltern 604 und 623 sind diploide
Toff Akzessionen aus einer Wildsammlung (s. Abschnitt T1.8) und die Nummer 673 ist ein Kreuzungsprodukt
aus T.o.dip. x To P6.1. Die diploiden Eltern der Wildsammlung werden derzeit in Gewebekultur aufgenommen
und vermehrt, um fur weitere 2n x 2n Bastardierungen zur Verfligung zu stehen.

T1.5 Polyploide Kreuzungen von Elitezuchtmaterial (Tks 2n x Tks 4n und reziprok)

Bislang stand fur diese Aufgabenstellung kein tetraploides Material in ausreichender Anzahl zur Verfigung.
Alle tetraploiden Tks-Pflanzen fanden vorrangig in tetraploiden Bastardkreuzungen Verwendung. Mit
Exemplaren aus unterschiedlichen Klonfamilien wurde (bislang erfolglos) versucht, eine samenbiirtige
Generation an tetraploiden Tks Hochkautschuktragern zu erstellen. Material aus der Gewebekultur ist
grundsatzlich schwieriger zu handhaben, weil die regenerierten Pflanzen:

o empfindlicher auf Stress reagieren (Gewachshaustemperaturen, Schaderregerbefall) und schneller
absterben (Abbildung 14),

e eine deutlich wgeringere Menge an Bliten pro Pflanze ausbilden,

e Pollenaufkommen und —qualitat sehr viel geringer sind,

e der Samenansatz eher ausbleibt oder viel schwacher ist (mehr Spreu und Kiimmerkérner, Abbildung
15).

Bei den polyploidisierten Nachkommen unmittelbar aus der Gewebekultur wurde Uberdies festgestellt, dass
die Verdopplung (Vervielfachung) des Chromosomensatzes noch nicht einmal Uber die Dauer einer
Ontogenese stabil bleiben muss. So zeigten im vegetativen Stadium augenscheinlich tetraploide Pflanzen
schon wahrend der Bliite keine sichtbaren Anzeichen von Polyploidie mehr (vergleiche Abschnitt 1.3.2.1 und
Abbildung 16). An einem grof3en Set von tetraploiden Klonen wurde der Rickfall von Pflanzen in ein diploides
Stadium mittels Flowcytometrie nachgewiesen. Einzelfédlle traten in nahezu allen Klonfamilien auf, jedoch
schienen einige Familien insgesamt deutlich weniger stabil zu sein als andere. Auch bei den
Kautschukgehalten findet man sehr weit streuende Werten innerhalb der tetraploiden Klone aus
Gewebekultur (Abbildung 18). Um die Verwendung von tetraploiden Hochkautschuktréagern fir die
Kreuzungen sicher zu stellen, missen alle Klonteile noch einmal auf ihre Gehalte Uberprift und entsprechend
selektiert werden, was ein Jahr Zeitverzug und sehr hohe Verluste durch die geringere Vitalitat nach sich zieht.
Prioritdr mussen, wenn zeitgleich genetisch verschiedene tetraploide Klonfamilien zur Verfiigung stehen, diese
untereinander fur die Samenproduktion verkreuzt werden. Bei den tetraploidisierten Toff Familien konnte
bereits festgesteellt werden, dass die Arbeiten mit samenbirtigen Generationen um ein Vielfaches Erfolg-
versprechender waren.

Abbildung 14: Vor der Bliite abgestorbene 4n Abbildung 15: extrem schlechter Samenansatz
Tks  Klonpflanze; Wurzel zieht starke bei einer 4n Tks Klonpflanze
Kautschukfdiden
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Als probates mikroskopisches Merkmal zur Unterscheidung von verschiedenen Ploidiestufen einer Pflanzenart
gilt die Lange der Stomata (Abbildung 16). Als Referenz fiir T. officinale kam die Sorte "Riesentreib” zum
Einsatz. Es ist ersichtlich, dass sich insbesondere die beiden Ploidiestufen von T. koksaghyz hoch signifikant
in der Stomataléange unterscheiden.
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Abbildung 16: Mittlere Stomatalangen von Taraxacum unterschiedlicher Arten und Ploidiestufen;
Fehlerbalken: Konfidenzintervall mit a < 0,05

Praparativ einfacher und schneller lieRen sich mikroskopisch Pollen vermessen. Auch hier sind die
Unterschiede zwischen den Ploidiestufen signifikant (Abbildung 17). Zugleich wird sichtbar, dass es sich bei
den tetraploidisierten kleinblitigen Pflanzen des Klons D1-19 mit groRer Wahrscheinlichkeit um diploide
handelt und somit etwa anhand der BlutengrofRe auch makroskopisch auf den Ploidiegrad bei Tks
geschlossen werden kann. Um ganz sicher zu gehen bleibt eine flowcytometrische Untersuchung erforderlich.
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Abbildung 17: Mittlere Pollendurchmesser bei Tks Pflanzen mit unterschiedlicher Ploidie;
Fehlerbalken: Konfidenzintervall mit a < 0,05

1 Daten aus dem Forschungspraktikum von Sylvia Bauer und Simone Schild TUM Campus Straubing, 2017
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Abbildung 18: Mittelwerte, Minima und Maxima der Kautschukgehalte in den 4n Tks Klonfamilien;
Konfidenzintervall mit a < 0,05

T1.6 Kreuzungen und Zwischenvermehrungen im Gewé&chshaus im Winterhalbjahr

e Im Winterhalbjahr 2019/2020 wurden durch das JKI GroR3-Lisewitz BC3 x BC3 Kreuzungen
durchgefihrt (T1.1). Die Ausgangspflanzen sowie die Nachkommenschaften der Kreuzungen
wurden ESKUSA fir die Weiterverwendung im Zuchtprogramm Ubergeben.

e Im Winterhalbjahr 2020/2021 wurden durch das JKI GroR3-Lisewitz insgesamt 63 Klonteile aus 17
Tks-Gewebekulturlinien mit Gberpriften Kautschukgehalten >10% in drei Diallel-Gruppen mit
Hummeln bestéaubt (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Die Samenernte e
rfolgte einzelpflanzenweise. Die Nachkommen kamen sowohl in der Generierung von Kautschuk-
Eliten zum Einsatz wie auch in den Bastardierungen mit Toff (T1.2).

e Im Winterhalbjahr 2021/2022 wurden durch die WWU Miinster BC3 x BC3 Kreuzungen durchgefuhrt
(1.2). Die Ausgangspflanzen sowie die Nachkommenschaften der Kreuzungen wurden ESKUSA fir
die Weiterverwendung im Zuchtprogramm Ubergeben.

Insgesamt waren samtliche Saatgutaubeiuten in den Wintervermehrungen unbefriedigend. Es konnten nie
umfangreiche Weiterarbeiten mit den geringen Saatgutmengen durchgefiihrt werden.

T1.7 Erhaltung und Erweiterung der genetischen Variabilitat - Verbreiterung der Kautschuk-
Selektionsbasis

Es wurde wie folgt vorgegangen:

e Kreuzungen zwischen Tks Eliten und EVITA-Akzessionen? (Wildmaterial) zur genetischen
Verbreiterung des Pools von Hochkautschuktragern

¢ Ermittlung der Kautschukgehalte besonders wiichsiger Einzelpflanzen und isolierte Vermehrung der
leistungsfahigsten Individuen zu einer neuen Basispopulation

e Isolierte Vermehrung der Kreuzungsnachkommenschaften und Erhaltung der Saatgutreserven tber
tiefgekihlte Langzeitlagerung

Die Kautschukgehalte der Evita Ausgangspflanzen waren sehr niedrig. Im Durchschnitt lagen sie bei 1,3% mit
einem Minimum von 0,1% und einem Maximum von 5,6%. Die Haufigkeitsverteilung dieses Materials auf
Gehaltsklassen ist Abbildung 19 zu entnehmen.

Die Nachkommenschaften der im Friihjahr 2021 getéatigten Kreuzungen zwischen den Tks Eliten und den Evita
Pflanzen befinden sich aktuell in der Tiefkihllagerung.

2 Das T. koksaghyz Wildmaterial war Basis des vom BMBF geférderten EVITA Projektes (Beschleunigte
Entwicklung von Taraxacum koksaghyz als alternativen Naturkautschuklieferanten durch Zuchtung von
Elitematerial auf Basis der Pflanzensammlung des Vavilov Forschungsinstitutes der Pflanzenindustrie,
Forderkennzeichen 031A285A)
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Abbildung 19: Kautschukgehalte im EVITA-Material

T1.8 Zusatz: Gewinnung neuer Familien von panmiktischen diploiden T. officinale aus
Wildsammlungen

Im Herbst 2020 erhielt ESKUSA dankenswerter Weise Wildsammelmaterial von den befreundeten
Wissenschaftlern Dr. Bernhard Krautzer, Gumpenstein, Osterreich und Dr. Xavier Simmonet, Changins,
Schweiz aus den in

Tabelle 29 aufgefiihrten Regionen. Die Aussaat erfolgte im September einzelkornweise. Bei 5 Akzessionen
war kein Auflauf zu verzeichnen. Im Oktober erfolgte die Entnahme von Blattproben an jeweils 3 Pflanzen,
die von der WWU flowcytometrisch untersucht wurden. Als Resultat dieser Analyse konnten aus der
Wildsammlung vier neue panmiktische diploide T. officinale Akzessionen identifiziert werden. Die
apomiktischen 3n Akzessionen bilden die Grundlage fur die Serie Il des Rickkreuzungsprogrammes bei
interspezifischen Taraxacum Hybriden (Tks 2n x Toff 3n) auf Kautschukgehalt und Wurzelmasse (T1.2). Die
panmiktischen T. officinale Akzessionen sind in Gewebekultur genommen worden und stehen fur den
Aufbau eines Toff-Wurzelselektionspools und die Erzeugung von diploiden und tetraploiden interspezifischen
Bastarden zur Verfugung (T1.3 und T1.4).

Tabelle 29: Wildsammelmaterial von T. officinale, Herbst 2020

Anzahl Akzessionen kein Auflauf davon panmiktisch 2n
‘Harz 1 2 2
Wallis 17 - -
Karnten 15 2
Tirol 7 3 2
Steiermark 30 - 2
Gesamt 70 5 4
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Teilvorhaben 2: Ziichtung / Methodenentwicklung
T1.1-T1.5

An der WWU wurde im Projektverlauf Material von insgesamt 24 Elite19-Linien in der Sterilkultur etabliert und
vermehrt. Fir die Kautschukgehaltsbestimmung wurden 3-5 verklonte Pflanzen im Gewachshaus fiir einen
Zeitraum von sechs Monaten kultiviert. Dieses dient der Uberpriifung der ersten Einzelmessungen im Herbst
bei ESKUSA und hat sich als zielfuhrend fur die Auswahl der Diallele erwiesen. Der Mittelwert der Elite19-
Linien lag bei diesen Analysen bei 16 % Kautschuk (WTG = Wurzeltrockengewicht) mit 15 Linien oberhalb von
15% und 5 Linien oberhalb von 20%.

Im gleichen Zeitraum wurden 13 tetraploide Elitel7-Linien in der Sterilkultur etabliert und vermehrt. Die
vermehrten Shoots wurden kontinuierlich hinsichtlich der polyploiden Stabilitat mittels Flowcytometer Uberprift
und 3-5 verklonte Pflanzen pro Linie wurden fiir einen Zeitraum von sechs Monaten fiir die
Kautschukgehaltbestimmung kultiviert. Im dritten Projektjahr wurden die ersten tetraploiden Elite18-Linien in
der Sterilkultur etabliert und die vermehrten shoots mittels Flowcytometrie Uberpriift. Bis Ende Mai 2023 wurde
tetraploides Klonmaterial von sieben Elite18-Linien im Gewachshaus kultiviert und Wurzelmaterial von sechs
Monate alten Pflanzen mittels NMR Uberprift. Der Mittelwert der tetraploiden Elitel7-Linien lag bei 9%
Kautschuk, die tetraploiden Elite18-Linien produzierten im Mittel 14% Kautschuk, wobei 4 Linien oberhalb von
13% lagen und eine Line (18/1223(32)) mehr als 25% Kautschuk enthielt.
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Abb. 30: Kautschukgehalt der diploiden Elite1l9 und tetraploiden Elite17/18-Linien nach sechs-monatiger
Kultivierung im Gewachshaus.

Tabelle 29 fasst die Anzahl der bis zum Projektende erhaltenen diploiden und tetraploiden Elite-Linien
zusammen, sowie die Entwicklung des Kautschukgehalts im Elitematerial zusammen (Verdopplung von im
Mittel 8% bis auf 16% in den Elite16- bis Elite19-Linien).
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Fur die polyploiden Kreuzungen von Elitezuchtmaterial (T1.5) wurden in der gesamten Projektlaufzeit ca. 750
Blattproben, fir die Erstellung neuer Artenbastarde (T1.3) ca. 700 Blattproben im Flow-Cytometer anlysiert.

Tabelle 29: Ubersicht tiber die Anzahl der etablierten diploiden und tetraploiden Elite-Linien in der
Sterilkultur an der WWU und die Entwicklung des Kautschukgehalts im Elitematerial (MW = Mittelwert).

MW Anzabhl Linien in der
Kautschukgehalt Erhaltung

Elite16 7,8 % -

Elite17 12,2 % 14

Elite18 13,5 % 23

Elite19 16,0 % 24
Tetraploide Elite17 9,0 % 13
Tetraploide Elite18 14,0 % 7

Die Elite18 und Elite19-Linien, die fur die Kautschukgehaltbestimmung im Gewachshaus kultiviert wurden,
wurden parallel zur gezielten Saatguterzeugung von Hochkautschuk-Linien fir Paarkreuzungen verwendet.
Insgesamt wurden 164 erfolgreiche Paarkreuzungen durchgefiihrt. Nach der Ermittlung des Kautschukgehalts
wurde das Saatgut von 31 Elite18-Kreuzungen (Kreuzungspartner mit einem stabilen Kautschukgehalt von
>10%) und von 18 Elite19-Kreuzungen ausgewahlt, welches fiir eine Saatgutvermehrung nach erneuter
Anzucht im Folientunnel an das JKI-QLB Ubergeben wurde.

Tabelle 30: Ubersicht der erfolgreichen Elite-Kreuzungen (Elite18/Elite19).

Elite19 Elite18
1314-29 X 1347-37 56 x 74 973 x 151
1314-29 X 1622-95 56 x 124 973 x 1344
1318-57 X 1353-47 56 x 1102 973 x 1373
1335-1 X 1622-52 56 x 1402 977 x 1371
1347-37 X 1314-29 74 x 56 1102 x 56
1347-37 X 1622-95 97 x 151 1102 x 269
1347-20 X 1323-2 97 x 977 1344 x 104
1347-20 X 1622-100 104 x 104 1344 x 124
1347-99 X 1622-100 104 x 152 1344 x 973
1347-99 X 1353-56 104 x 269 1373 x 152
1353-56 X 1622-95 104 x 977 1373 x 973
1622-95 X 1314-29 104 x 1344 1402 x 56
1622-95 X 1347-37 104 x 1402 1402 x 1373
1622-52 X 1335-1 124 x 104
1622-95 X 1353-56 152 x 104
1622-100 X 1323-2 152 x 1344
1628-61 X 1622-95 152 x 1373
1353-129 X 1622-100 269 x 1102
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In diesem Arbeitspaket wurde ausgehend von den in TAKOWINDII erzeugten Inzuchtlinien die Etablierung
und molekulargenetische Analyse von homozygoten Tk Akzessionen an der WWU verfolgt, die in Hybrid-
Kreuzungen (Inzuchtlinien untereinander) eingesetzt werden, um in der nachsten Generation einen méglichen
Heterosis-Effekt zu erzielen.

Zusatzlich wurden identifizierte selbstkompatible Inzuchtlinien fur die detaillierte Analyse des SI-Mechanismus
genutzt.

Dariiber hinaus sollte mit verbessertem Zuchtmaterial eine genetische Analyse der Vererbung des
Kautschukgehaltes durchgefuhrt werden. Die homozygoten Inzuchtlinien bildeten die Grundlage fiir die in T2.5
verfolgten Ansétze der Erstellung neuer Kartierungspopulationen.

T2.1

In TAKOWINDII konnte ausgehend von 30 T. koksaghyz-Akzessionen Inzucht-Nachkommen bis in die 6.
Generation erzeugt werden. 44 Inzuchtlinien in der 6. Generation wurden im Gewachshaus fir die Erzeugung
einer 7. Inzuchtgeneration mittels Mentorpollenbestaubung verwendet und 39 Linien konnten erfolgreich in der
Sterilkultur etabliert werden. In Abbildung 31 sind beispielhaft je drei Individuen von drei Inzuchtlinien der 6.
Generation (Tk16-IBF6-1, Tk21-IBF6-2 und Tk27-IBF6-1) gezeigt, die zu Beginn des Projekts fir die
Mentorpollenbestdubung im Gewéachshaus kultiviert wurden.

Abb.31: Jeweils drei Individuen pro Inzuchtlinie der 6. Generation wurden im Gewéachshaus kultiviert,
auf phéanotypische Homogenitat Uberprift und fiur die Mentorpollenbestdubung verwendet;
Beispielhaft gezeigt fur Tk16-IBF6-1 (A), Tk21-IBF6-2 (B) und Tk27-IBF6-1 (C).

Mit 39 der 44 Inzuchtlinien konnte erfolgreich Saatgut Uber Mentorpollenbestdubung erzeugt werden. Das
Saatgut wurde fur eine Anzucht von 3-5 Individuen pro Inzuchtlinie in der 7. Generation eingesetzt, die gezielt
untereinander gekreuzt wurden, um in der nachsten Generation einen moglichen Heterosis-Effekt zu erzielen.
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Abb. 32: Aufspaltung und Anzahl an Individuen der 30 Tk-Linien, die im Rahmen von TAKOWINDII fur
die Erzeugung von Inzuchtlinien bis in die 6. Generation und in TAKOWINDIII fir die Erzeugung der 7.
Inzuchtgeneration verwendet wurden
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Fur gezielte Kreuzungen in der 7. Inzuchtgeneration wurden acht Tk-IBF7-Linien ausgewéhlt, von denen
jeweils 5 Pflanzen im Gewachshaus angezogen wurden (Tk14, Tk16, Tk21(2), Tk21(3), Tk22, Tk25, Tk27 und
Tk29). Tab. 31 zeigt aus welchen Paar-Kreuzungen erfolgreich Saatgut generiert werden konnte.

Tab. 31: Ubersicht der erfolgreichen Paar-Kreuzungen in der 7. Inzuchtgeneration. Das mit * markierte
Saatgut wurde fir die Anzucht der Pflanzen in Abb. 33 verwendet.

Tk14 Tk16 Tk21 Tk21 Tk22 Tk25 Tk27 Tk29
1) 2)
Tk14 2x\ N N
Tk16 N N N
Tk21(1) N N N
Tk21(2) L
Tk22 2xV N N
Tk25 N 2xV
Tk27 N N N
Tk29 N N

Das Saatgut von insgesamt 24 Kreuzungen wurde fiir die Anzucht von jeweils 5-6 Nachkommen im Vergleich
zu den IBF7-Elterpflanzen verwendet. Die Pflanzen wirden Uber 14 Wochen kultiviert, im 2-Wochen-
Rhythmus phénotypisiert und die Wurzeln wurden nach 14 Wochen geerntet und fur die Analyse von
Trockengewicht und Kautschukgehalt verwendet. In Abb. 33 sind beispielhaft die Ergebnisse der Kreuzung
Tk21(2)x25 zusammengefasst, die anschlielRend fiir weitere Analysen verwendet wurden. Die Tk-IBF7-Linie
Tk25 weist einen charakteristischen Pfahlwurzelphanotyp auf (Abb.33B) der sich Uberwiegend auch in den
Kreuzungsnachkommen Tk21x25 (Abb.33C) und Tk25x21 (Abb.33D) wiederfindet. Zusétzlich zeigt sich in den
Kreuzungsnachkommen eine Ertragssteigerung (Kautschuk pro Wurzel) nach 14 Wochen Kultivierung von bis

zu 300% (Abb.33E).
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Abb. 33: Phanotypische und metabolische Analyse der Nachkommen der Kreuzung
Tk21(2)x25 im Vergleich zu den IBF7-Elterpflanzen. Die Abbildungen (A-D) zeigen die
Pflanzen zum Erntezeitpunkt (14 Wochen); A: Tk21(2), B: Tk25, C: Tk21(2)x25 (2), D:
Tk25x21(2) (2)

T2.2

Fur die molekulare Charakterisierung der Inzuchtkreuzungen und fir die lIdentifizierung von weiteren
Markergenen fur Kautschuk- und Wurzelertrag wurde ein neues Pflanzen-Setup aus der Kreuzung Tk21xTk25
(2) im Gewachshaus im Vergleich zu den IB7-Elterpflanzen im Gewéchshaus kultiviert. Nach 12 Wochen
wurden die Pflanzen geerntet und RNA aus Wurzelmaterial von jeweils drei Pflanzen pro Linie (Tk21, Tk25
und Tk21xTk25) fur eine RNAseg-Analyse verwendet. Nach der RNA-Sequenzierung wurden die Transkript-
Daten hinsichtlich differentiell exprimierter Gene ausgewertet. Es wurde nach Transkripten gefiltert, die
differentiell innerhalb der Elterpflanzen exprimiert vorlagen und gleichzeitig eine differentielle Expression im
Vergleich zu den Nachkommen aufwiesen (z.B. fur hochregulierte Gene Tk21<Tk25 und Tk25<Tk21x25 oder
Tk25<Tk21 und Tk21<Tk21x25)

Abb.34A zeigt, dass sich die Expressionsdaten der neun sequenzierten Proben in der heat map in drei Cluster
aufteilen (Tk21, Tk25 und Tk21xTk25), wobei jedes Cluster die drei biologischen Replikate enthélt. Abb34 B
zeigt bespielhaft einen Volcano plot der differentiell exprimierten Gene in den Wurzeln der Tk21-Pflanzen im
Vergleich zu den Kreuzungsnachkommen Tk21xTk25.
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A C
Gene_ID Predicted Predicted function
protein
utg2595.2 |ABC Participates directly in auxin

transporter B
family member

efflux and thus regulates the
polar auxin transport (from root|
tips to root elongating zone).
Involved in diverse auxin-
mediated responses including
lateral root formation.
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Abb. 34: RNAseq Analysen der Inzuchtkreuzungen. (A) Heat map der Expressionslevel von Tk21, Tk25
und Tk21xTk25 (mit jeweils drei biologischen Replikaten); (B) Volcano plot der differentiell
exprimierten Gene (Tk21 vs Tk21xTk25); (C) Vorhergesagte Proteinfunktion von drei differentiell héher
exprimierten Genen in Tk21xTk25 im Vergleich zu Tk21. (D) Bestatigung der Expressionslevel Uber

eine unabhangige quantitative Expressionsanalyse.

Es konnten zahlreiche Kandidatengene identifiziert werden, die eine mdgliche Rolle bei der Regulation des
Wourzelwachstums spielen koénnten. In Abb.34C sind drei Kandidatengene naher beschrieben, die im
Wurzelgewebe von Tk21xTk25 im Vergleich zu den IB7-Elterpflanzen starker exprimiert vorlagen. Diese
differentielle Expression konnte zusatzlich Gber eine unabhangige quantitative Expressionsanalyse bestétigt

werden (Abb.34D).
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T2.3

Die homozygoten Inzuchtlinien der 6. Inzuchtgeneration bilden zusatzlich die Grundlage fir die in T2.5
verfolgten Anséatze der Erstellung neuer Kartierungspopulationen (JKI-ZL). Von den in der Sterilkultur
etablierten Inzuchtlinien wurden die Kautschukgehalte nach 6-monatiger Kultuvierung im Gewachshaus
gemessen. Die Kautschukverteilung ist in Abb.35 dargestellt.
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Abb. 35: Kautschukverteilung in der 6. Inzuchtgeneration. Der Kautschukgehalt (angegeben in %
Wurzeltrockenmasse) wurde nach 6-monatiger Kultivierung der Pflanzen im Gewéachshaus per NMR
vermessen

Sechs Inzuchtlinien (jeweils drei Hoch- und drei Niedrig-Kautschuklinien, siehe Abb. 36 wurden in Sterilkultur
vermehrt und 2-3 Pflanzen pro Linie im Juni 2020 an das JKI-ZL Ubergeben flr Kreuzungen zur Erstellung
einer neuen Kartierungspopulation (T2.5)
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Abb. 36: Sechs ausgewahlte Inzuchtlinien (jeweils drei Hoch- und drei Niedrig-Kautschuklinien;
angegeben in % Wurzeltrockenmasse) wurden an der WWU in Sterilkultur vermehrt und 2-3 Pflanzen
pro Inzuchtlinie an das JKI-ZL Ubergeben

Eine der Inzuchtlinien (Tk21-IBF6-5; Kautschukgehalt 12 %) wurde parallel mit drei Elite18-Linien
(Kautschukgehalt 10-12 %), vier Elite19-Linien (Kautschukgehalt 16-18 %) und vier Niedrig-Kautschuklinien
(vom JKI-ZL bereitgestellt; Kautschukgehalt 2-3 %) im Gewéachshaus angezogen und es wurden Kreuzungen
zwischen Tk21-IBF6-5 und Hoch-/Niedrig-Kautschukpflanzen durchgefiihrt. Erfolgreich generiertes Saatgut
wurde an das JKI-ZL Gibergeben. Tabelle 32 fasst die erfolgreich durchgefiihrten Kreuzungen zusammen.
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Tab.32: Ubersicht der erfolgreichen Kreuzungen zwischen der Inzuchtlinie Tk21-IBF6-5 (NR 12%) mit
Hoch- und Niedrig-Kautschukpflanzen fir die Erstellung neuer Kartierungspopulationen (T2.5, JKI-ZL)

Kautschukgehalt Saatgut erzeugt Saatgut an JKI-ZL
(Mutterpflanze) (auf Mutterpflanze) iibergeben
12-002 x Tk21-IBF6-5 \ \
12-128 x Tk21-IBF6-5 \ \
12-273 x Tk21-IBF6-5 23% V
12-332 x Tk21-IBF6-5 V
18/1515 x Tk21-IBF6-5 13 % \ \
19/1622-95 x Tk21-IBF6-5 \ \
19/1335-29 x Tk21-IBF6-5 V V
19/1353-47 x Tk21-IBF6-5 18-20% V V
19/1353-56 x Tk21-IBF6-5 V d

T2.4

In TAKOWINDII wurde innerhalb der 30 T. koksaghyz-Akzessionen in der 4. Inzuchtgeneration eine selbst-
kompatible T. koksaghyz-Pflanze (Tk-SK; Tk7-1BF4-2123) identifiziert, die als Basis fiir die detaillierte Analyse
des SI-Mechanismus auf genomischer und transkriptioneller Ebene dient. Uber Blattmaterial konnte die
Pflanze und zusétzlich eine selbst-inkompatiblen Vergleichspflanze der gleichen Generation (Tk7-1BF4-2122)
Uber Blattmaterial in der Sterilkultur etabliert und vermehrt werden. Erzeugtes Saatgut von Tk7-IBF4-2123
wurde zur Anzucht einer Nachkommenschaft (,IBF5“) genutzt, die auf Selbstkompatibilitat Gberprift wurde.
Alle Nachkommen zeigten den selbstkompatiblen Phanotyp.

Das verklonte Material in Sterilkultur (IBF4), die Nachkommen (IBF5), sowie eingelagertes Wurzelmaterial aus
der IBF3-Generation wurden flr Genotype by Sequencing (GBS) und anschlielenden SNP-Analysen
verwendet, um molekulare Marker fir Selbstkompatibilitdt zu identifizieren und den Grad der
Homozygotisierung im Verlaufe der Inzuchtgenerationen zu bestimmen. Die Homozygotisierung Uber die 3.
bis in die 5. Generation konnte fur Tk7 Gber die SNP-Analyse (Verhaltnis von hetero- zum homozygoten SNPs)
nachgewiesen werden (Abb.37).
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Abb 37: Anstieg der Homozygotisierungsrate in Tk7 Uber die 3. bis in die 5. Inzuchtgeneration nach
Auswertung von hetero- zu homozygoten SNPs nach GBS-Analyse

Die Nachkommen (Tk7-IBF5) der in selbst-kompatiblen T. koksaghyz-Inzuchtlinie wurden in eine Elitelinie
eingekreuzt um den selbst-kompatiblen Phanotyp in den nachsten Generationen homozygotisieren und
stabilisieren zu kénnen (Abb. 38A). Die F1-Nachkommen waren zu 100% selbst-inkompatibel und wurden mit
einer weiteren selbstkompatiblen Tk7-Inzuchtlinie in der 6. Generation (Tk7-IBF6) gekreuzt. In der F2 kam es
zu einer Aufspaltung in selbst-kompatible (SC) und selbst-inkompatible (SI) Pflanzen. Die Nachkommen aus
dem generierten Saatgut wurden bis zum Ende der Projektlaufzeit bis in die 7. Generation in Hinblick auf
Selbstkompatibilitéat analysiert und quantifiziert (Abb.38B).
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Abb 38: Ubertragung der Selbstkompatibilitat in eine Elitelinie (A) Kreuzungsschema und
Aufspaltung in SC und Sl bis in die 7. Generation. (B) Anteil der Selbstkompatibilitat (0-100 %) in
jeder Generation (n = Anzahl der analysierten Pflanzen pro Generation)

Um auf Basis dieses neu-generierten Material differentiell exprimierte Gene und somit molekulare
Marker fir Selbstinkompatibilitdt zu identifizieren, wurden einzelne Pflanzen (in der F4) fir RNAseq-
Analysen ausgewahlt. Hierfur wurde Pistill-Gewebe von mehreren Blitenkdpfen von jeweils zwei SC-
und zwei Sl-Pflanzen von zwei Linien (Linie 9 und 15, Abb.39A) geerntet und Gesamt-RNA isoliert.
Nach der RNA-Sequenzierung wurden die Transkript-Daten hinsichtlich differentiell exprimierter Gene
(DEGSs) ausgewertet (SC vs Sl). Abb.39B zeigt den Volcano plot der DEGs. Es konnten insgesamt 76
DEGs identfiziert werden, die differentiell in beiden Linien exprimiert vorlagen. In die Analyse der DEGs
wurden zusatzlich die GBS-Daten der 3. und 4. Generation der selbskompatiblen Pflanze integriert und
es konnten SNPs in der Promoterregion (bis zu 5kb vor dem Transkriptionsstart) von 18 der 76 DEGs
zwischen SC und Sl detektiert werden. Diese DEGs konnten als mdgliche Marker flr
Selbstkompatibilitat identifiziert werden und werden in zukilnftigen funktionellen Studien detailliert
analysiert.

A B

Linie 9 SCvs Sl

® FDR+LogFC
® Logrc
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N
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Abb. 39: RNAseq Analysen der selbstkompatiblen Elite-Linien. (A) Es wurden jeweils zwei
SC- und zwei SlI-Pflanzen von zwei Linien (Linie 9 und 15) fur die Pistill-Ernte verwendet. (B)
Volcano plot der differentiell exprimierten Gene (SC vs Sl)
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T2.5 Erstellung von Kartierungspopulationen mit aktuellem Zuchtmaterial

Mit dem Ziel eine F2-Kartierungspopulation fir QTL-Analysen zu erzeugen, wurden drei unterschiedliche
homozygote TKS-Inzuchtlinien (6. Generation) mit differenzierenden Kautschukgehalten untereinander
gekreuzt, Die Kreuzung der Linien TK27-IBF6-1 (2, 4,9 % Kautschukgehalt) und TK21-IBF6-5 (&, 12,1 %
Kautschukgehalt) fihrte zur Erzeugung einer F1-Nachkommenschaft (KRZ_20_004) mit 206 Individuen. Diese
Individuen wurden unter der Verwendung molekularer Marker als Kreuzungsnachkommen verifiziert und
Nachkommen aus  spontanen  Selbstungen  ausgeschlossen.  Ungeféhr 150  verifizierte
Kreuzungsnachkommen wurden in der Folge wéhrend ihrer Blitezeit isoliert unter Plastiktiten gehalten, um
eine Fremdbestdubung zu verhindern. Unter Ausnutzung des Mentorpolleneffektes wurde Uber die
Verwendung von Sonnenblumenpollen bei diesen isolierten Pflanzen eine Selbstung induziert. Der
Samenansatz einer einzelnen Pflanze gewahrleistete die Erzeugung einer spaltenden F2-
Kartierungspopulation (KRZ_21 003) mit 182 Individuen.

Da keine Erfahrungen zu der Kreuzbarkeit der favorisierten Inzuchtlinien vorlagen, wurde parallel aktuelles
heterozygotes Elitematerial von Hochkautschuk- (17/D5-10, 17/D3-38) und Niedrigkautschuktragern (12-002,
12-273) zur Erzeugung von F1-Generationen miteinander gekreuzt, um in der Folge alternative F2-
Kartierungspopulationen erzeugen zu konnen. Da auf eine F2-Kartierungspopulation auf Basis von
Inzuchtlinien zurtickgegriffen werden konnte, wurden diese Kreuzungsversuche nicht fortgefuhrt.

Aus der F2-Kartierungspoplation wurden 143 Individuen ausgewdahlt und zusammen mit den F2-
Kartierungseltern tber Blattmaterial bei der Firma hortilab in Sterilkultur aufgenommen und verklont. Dies hatte
zum Ziel von jeder Pflanze = 4 Klone vorliegen zu haben. In der Folge konnten im Mai 2022 zwischen zwei
und sechs Pflanzen von 122 Individuen sowie den Eltern der Kartierungspopulation im Feld ausgepflanzt
werden (Abbildung 40A). Parallel wurden von den ausgewahlten Individuen jeweils zwei Pflanzen unter
kontrollierten Gewéachshausbedingungen gehalten (Abbildung 40B). Abschlielend wurden die Wurzeln
samtlicher Individuen der F2-Kartierungpopulation im November 2022 geerntet, getrocknet und das
Trockenwurzelgewicht bestimmt (Abbildung 40C). Um die phanotypischen Daten fir Kautschukgehalte zu
erheben, konnte von 467 Individuen die getrockneten Wurzeln zur Firma lifespin GmbH versandt und im
Dezember 2022 vermessen werden. Als Latex-predominantes, pentacyclisches Triterpen beeinflusst
Taraxasterol in hoher Quantitéat die mechanischen Eigenschaften des aus Kautschuk resultierenden Materials

Abb. 40: Kultivierung der F2-Kartierungspopulation im Feld und Gewachshaus mit abschlieBender
Ernte sowie Trocknung der Wurzeln; (A) F2-Kartierungspopulation im Feld; (B) F2-
Kartierungspopulation im Gewachshaus; (C) Getrocknete Wurzeln

Bei Betrachtung der phénotypischen Daten fir Kautschukgehalt, Taraxasterolgehalt und
Trockenwurzelgewicht féllt zundchst auf, dass sich die Mittelwerte fur Taraxasterolgehalt und
Trockenwurzelgewicht zwischen Feld und Gewachshaus signifikant unterscheiden und somit voneinander
getrennt betrachtet werden missen bzw. nicht miteinander verrechnet werden dirfen (Tabelle 33).

Tabelle 33: Mittelwert und Standardabweichung der phénotypischen Parameter Kautschukgehalt,

Taraxasterolgehalt und Trockenwurzelgewicht der F2-Kartierungspopulation unter
Wachstumsbedingungen im Feld und Gewachshaus
Parameter Feld (MW = STABW) Gewéachshaus (MW + STABW)
Kautschukgehalt [%] 5,98 + 2,44 5,86 + 2,61
Taraxasterolgehalt [%] 0,49 + 0,17 0,24 +0,11
Trockenwurzelgewicht [mg] 1008 £ 672 1758 + 782
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Eine ausgepragte Frihjahrstrockenheit und eine langere Trockenperiode wahrend der Wachstumsphase
haben im Feld ein vermindertes Wachstum der Pflanzen nach sich gezogen, welches somit als Ursache fir
diese Unterschiede beim Trockenwurzelgewicht und Taraxasterolgehalt anzufiihren ist. Die Kautschukgehalte
beider Umwelten zeigten hingegen keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 41A) und konnten somit fur
fortflhrende QTL-Analysen miteinander verrechnet werden. Die Spannbreite der Kautschukgehalte der
einzelnen Individuen reichten von 0,22 % bis 21,83 % Abbildung 41B). Bei Berechnung der Mittelwerte fur
jeden Genotyp lag die Spannbreite bei 2,62 % bis 10,65 %.
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Abbildung 41: Kautschukgehalte der F2-Kartierungspopulation; (A) Vergleich Kautschukgehalte aller
Individuen unter Feld- und Gewéachshausbedingungen; (B) Histogramm aller Kautschukgehalte unter
Feld- und Gewachshausbedingungen

Um mdgliche Zusammenhange zwischen den phéanotypischen Parametern Taraxasterolgehalt,
Kautschukgehalt und Trockenwurzelgewicht zu erkennen, wurden die Korrelationskoeffizienten nach Pearson
berechnet (Tabelle 34). Es zeigte sich eine stark negative Korrelation zwischen Taraxasterolgehalt und
Trockenwurzelgewicht. Ein méglicher Erklarungsansatz hierfir ist, dass Taraxasterol besonders in frihen und
weniger in spaten Wachstumsstadien der Pflanze gebildet wird. Ein Wurzelwachstum in spéateren
Wachstumsstadien fihrt somit zu keiner Erh6hung der Quantitat von Taraxasterol, sondern zu einer
Verringerung des prozentualen Anteils am gréRer werdenden Wurzelgewicht. Ein kontinuierliches Wachstum
unter Feldbedingungen war aufgrund der Trockenheit jedoch nicht gegeben, welches die hoheren
Taraxasterolgehalte im Vergleich zum Gewéachshaus bedingte. Dementsprechend wirde dies auch die
signifikanten Unterscheide des Taraxasterolgehalts zwischen den Umwelten von Feld und Gewéachshaus
erklaren. Des Weiteren ist zwischen Kautschukgehalt und Trockenwurzelgewicht eine lediglich schwach
negative Korrelation erkennbar. Fur Kautschukgehalt und Taraxasterolgehalt zeichnet sich hingegen eine
eindeutig positive Korrelation ab.

Tabelle 34: Korrelation nach Pearson zwischen Taraxasterolgehalt, Kautschukgehalt und Einwaage
aller erhobenen Werte fur die Individuen der F2-Kartierungspopulation unter Feld- und
Gewachshausbedingungen

Vergleich Parameter Korrelationskoeffizient (Pearson)
Taraxasterolgehalt vs. Trockenwurzelgewicht -0,627
Kautschukgehalt vs. Trockenwurzelgewicht -0,297
Kautschukgehalt vs. Taraxasterolgehalt 0,466

T2.6 Kopplungsanalysen und QTL-Feinkartierung

Dieses Arbeitspaket hatte zum Ziel eine QTL-Kartierung durchzufihren, um Genomregionen zu identifizieren,
welche den Kautschukgehalt beeinflussen. Fir diese Kopplungsanalysen wurden zunéchst 171 Individuen der
erstellten F2-Kartierungspopulation mittels zuvor extrahierter genomischer DNA beim Unterauftragnehmer
LGC nach der Erstellung einer DNA-Bibliothek sequenziert. Nach einem anschlieBenden Demultiplexing und
Trimming der reads durch LGC wurde eine eigens durchgefiihrte bioinformatische Auswertung der
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Sequenzdaten mit der JKI internen Galaxy-Plattform vorgenommen. Ein Mapping der getrimmten reads
erfolgte auf Grundlage eines aus der Literatur zuganglichen Referenzgenoms mit dem Tool ,BWA-MEM®, ein
SNP calling mit ,bcftools mpileup® sowie ein Filtern der SNPs mittels ,VCF-Filter* und ,SNPSift-Filter*. Mit den
gefilterte Markerdaten wurden mit Hilfe des Programms ,Joinmap 5“ im nachsten Schritt die genetischen
Karten berechnet. Dies fuhrte zum Erhalt von 1288 Markern, welche sich auf acht den Chromosomen
entsprechenden Kopplungsgruppen verteilten. Die berechnete Gesamtgréf3e der Kopplungsgruppen betrug
914,2 cM (Tabelle 35). Auf Basis eines kurzlich veroffentlichen Referenzgenoms des Russischen Léwenzahns
(Lin et al., 2022), konnte den Markern eine genaue Position auf einzelnen Chromosomen des Genoms
zugeordnet werden.

Tabelle 35: Aus dem GBS-Datensatz gefilterte Anzahl von Markern fir Kopplungsanalysen mit den
zugehorigen GroRRen der physischen Karten und Kopplungsgruppen fiir jedes Chromosom

Chr. A1 | Chr. A2 | Chr. A3 |[Chr. A4 | Chr. A5 | Chr. A6 [ Chr. A7 |Chr. A8 Summe

Grof3e KG [cM] 202,0 98,7 112,5 | 123,7 | 106,7 87,8 84,8 97,7 914,2

Grof3e Chr. [Mbp] | 162,5 | 159,0 | 157,5 | 1315 | 119,3 | 119,3 | 112,9 | 111,4 | 1073,4

Anzahl Marker Chr. | 227 174 207 219 133 91 68 169 1288

Im néchsten Schritt wurden die von lifespin GmbH erhobenen Kautschukwerte in die Berechnungen mit
einbezogen und hierfir zunachst Genotypen mit einer zu geringen Anzahl von Messungen sowie Messwerte,
die eine sehr hohe Standardabweichung innerhalb der Genotypen verursachten, fir fortfhrende
Berechnungen ausgeschlossen. So konnten letztlich fiir 119 Genotypen jeweils gemeinsame Mittelwerte der
Kautschukdaten aus Feld und Gewéchshaus gebildet und diese in QTL-Analysen mit ,MapQTL 5* verrechnet
werden. Eine Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels des Programms ,MapChart“. Per Permutationstest
wurde bestimmt, dass QTLs mit einem LOD-score von >3,1 als signifikant eingestuft werden kénnen. Die
anschlieBenden QTL-Berechnungen ergaben insgesamt acht signifikante und auf SNPs basierende QTL-
Marker, wovon sich insgesamt sechs auf den Chromosomen A2 und A5 verteilten und zwei weitere auf
Chromosom A6 und A7. Beim Abgleich mit dem Referenzgenom wurde festgestellt, dass QTLA2-1 und
QTLAZ2-2 sowie QTLA2-3 und QTLA2-4 aufgrund ihrer physischen Nahe jeweils in die gleiche QTL-Region
fallen, sodass insgesamt von sechs signifikanten QTL-Regionen bzw. -Markern gesprochen werden kann.
Eine Darstellung der Position samtlicher Marker, welche in die QTL-Analysen mit einbezogenen wurden, sowie
der signifikanten QTL-Regionen auf Chromosom A2 und A5 erfolgt in Abbildung 42. Die Positionen der Marker
werden auf einer physischen Karte in Megabasenpaar (Mbp) und Kopplungskarte in Centimorgan (cM) im
Vergleich zu den Positionen von Genen der Kautschukbiosynthese angezeigt. Die LOD-scores samtlicher
Marker in Relation zum berechneten Signifikanzlevel von 3,1 kdnnen der Abbildung ebenso entnommen
werden. Hervorzuheben ist, dass sich QTLA2-3 und QTLAZ2-4 in direkter physischer Nahe von <0,5 Mbp zu
den Genen CPT1 und CPT2 befinden, welche mit ihrem starken Einfluss auf die Kautschukbiosynthese bereits
mehrfach in der Literatur beschrieben sind. So katalysieren die CPT-Enzyme den Zusammenbau von IPP-
Monomeren zu einer zunehmend langer werdenden Kette, welches in der Synthese hochmolekularen
Kautschuks miindet. Die CPT-Enzyme stellen somit einen zentralen Taktgeber der Kautschukbiosynthese dar.
Ebenso erwdhnenswert ist, dass sich QTLA5-2 in direkter Nahe zu den Genen PMVK1 und PMVKS5 befindet.
Die PMVK-Enzyme katalysieren innerhalb des MVA-Biosyntheseweges die Synthese von Mevalonatphosphat
zu Mevalonatdiphosphat.
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Abbildung 42: QTL-Analysen fir die F2-Kartierungspopulation mit detektierten QTL-Bereichen
(dunkelgrin), QTL-Markern (hellgriin) sowie Kautschukbiosynthesegenen aus der Literatur mit ihren
Positionen auf einer physischen Karte in Mbp (links) und Kopplungsgruppe in cM (rechts); (A)
Physische Karte und Kopplungsgruppe fiur Chromosom A2; (B) Physische Karte und
Kopplungsgruppe fir Chromosom A5

Eine Zusammenfassung fir die QTL-Marker mit ihren Positionen auf den Kopplungsgruppen, LOD-scores und
wieviel Prozent der Variation diese QTL-Marker innerhalb der F2-Kartierungspopulation in Bezug auf das
Merkmal Kautschukgehalt erklaren, kann Tabelle 36 entnommen werden. Zum einen fallt auf, dass QTLA2-3
und QTLA2-4 den grofdten Anteil an Variation erklaren und zum anderen, dass samtliche QTLs jeweils nur
einen kleinen Anteil der Variation erklaren. Es lasst sich somit vermuten, dass der Kautschukgehalt ein
ausgepragt quantitatives Merkmal darstellt, welches von einer Vielzahl von Genen gleichzeitig beeinflusst wird.
Unterstltzt wird diese Vermutung, wenn der Genotyp der sechs QTL-Marker innerhalb der F2-
Kartierungspopulation mit Hilfe der Sequenzdaten des GBS-Datensatzes betrachtet wird. Hierzu wurde fir die
Individuen der Population ein QTL-score vergeben. In Bezug auf den Genotyp der QTL-Marker, betrug dieser
Wert bei einem homozygoten Zustand des TK21-1Bf6-5-Allels (Hochkautschuktrager der Inzuchtlinien) 1, im
heterozygoten Zustand 0.5 und im homozygoten Zustand des TK27-IBF6-1-Allels 0, woraus wiederum die
Summe fir jedes Individuum gebildet wurde. Je héher die Summe war, desto mehr Allele des TK21-I1BF6-5-
Elters waren vorhanden. Der hochste erreichte QTL-score lag bei 5,0, wobei fir die Anzahl von sechs QTL-
Regionen ein Maximalwert von 6 héatte erreicht werden konnen. Bei Betrachtung des QTL-scores im
Zusammenhang mit dem Kautschukgehalt fallt auf, dass mit einem hoheren QTL-score auch der
Kautschukgehalt langsam ansteigt (Abbildung 43). Dies unterstreicht nochmals, dass es sich beim
Kautschukgehalt um ein stark quantitativ ausgepragtes Merkmal, welches von einer Vielzahl von Genen
beeinflusst wird.

Tabelle 36: Detektierte QTL-Marker aus QTL-Analysen fir die F2-Kartierungspopulation

Chromosom | Position [cM] |[Name Locus| LOD | Erklarung Variation [%]
A2 8.757 QTLA2-1 4.85 14.3
A2 22.633 QTLA2-2 5.38 14.7
A2 54.064 QTLA2-3 6.69 20.1
A2 68.142 QTLA2-4 5.36 16.4
A5 0.000 QTLA5-1 3.84 11.9
A5 22.223 QTLAS5-2 3.20 104
A6 65.630 QTLAG6-1 4.01 13.2
A7 66.177 QTLA7-1 3.31 9.4
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Einfluss der QTL-Marker auf den Kautschukgehalt
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Abbildung 43: Einfluss der QTL-Marker auf den Kautschukgehalt innerhalb der F2-
Kartierungspopulation

AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass das primare Ziel des Teilvorhabens erreicht werden
konnte, indem QTLs identifiziert und Kkartiert wurden, welche einen signifikanten Einfluss auf die
Kautschukbiosynthese haben. Die QTLs werden nun im nachsten Schritt dazu benutzt, molekulare QTL-
Marker abzuleiten. Vorausschauend wurden bereits vier spaltende F2-Populationen erzeugt, welche auf
Kreuzungen mit dem Inzuchtlinien Hochkautschukelter TK21-IBF6-5 und anderweitigen Hoch- und
Niedrigkautschukeltern zuriickgehen. Somit haben die QTL-Marker in dieses neue F2-Material Eingang
gefunden. Uber den molekularen Nachweis der QTL-Marker sowie einer gleichzeitigen Bestimmung der
Kautschukgehalte der F2-Nachkommen kénnen diese Marker mit ihrer Bedeutung fiir den Kautschukgehalt
verifiziert werden. Dies soll eine Einschatzung ermdglichen, inwiefern diese QTL-Marker bereits unterstitzend
fur den zlchterischen Vorgang benutzt werden kénnen.

T2.7 Etablierung eines genomweiten Markersets zur Einschétzung der genetischen Variabilitat

In diesem Arbeitspaket sollte die genetische Variabilitdt verschiedener TKS Genbankakzessionen, TO
Wildsammlungen und von aktuellem TKS Zuchtmaterial molekulargenetisch beschrieben werden sowie
hieraus ableitend molekulargenetische Marker entwickelt werden. Um in einem ersten Schritt die genetische
Variabilitdt zwischen und innerhalb verschiedener Akzessionen von T. koksaghyz und T. officinale einschatzen
zu konnen, wurde fur 204 Proben ein SeqSNP-Datensatz erstellt. Hierbei wurden 12 TKS USDA-Akzessionen
mit 165 Individuen, diverse TO-Akzessionen mit 15 Individuen und TKS Hoch- und Niedrigkautschukeliten aus
einem Zuchtprogramm mit 24 Individuen untersucht. Basierend auf Sequenzdaten eines GBS-Datensatzes
aus TAKOWINDII wurden 211 polymorphe Marker, die auf den acht Chromosomen gleichverteilt vorlagen, fur
eine Resequenzierung innerhalb des SeqSNP-Ansatzes ausgewahlt. Hierbei wurde ein Sequenzbereich von
ca. 70 bp sequenziert, welcher den SNP der Markerposition abdeckte und auch das Auffinden weiterer SNPs
ermdglichte. Nach erfolgreicher DNA-Extraktion erfolgten die Sequenzanalysen bei dem Unterauftragnehmer
LGC. Unter Benutzung der JKI internen Galaxy-Plattform konnten nach Filtern der Sequenzdaten nach
Qualitat, einem Alignment gegen ein Referenzgenom sowie einem SNP calling insgesamt 541 SNPs
untersucht und fir die Einschatzung der genetischen Variabilitat benutzt werden.

Mittels des Programms ,R* wurde unter anderem ein PCA-plot erstellt, welcher drei genetische Cluster
aufdeckte und die Individuen fur TO, TKS-USDA und TKS-Eliten genetisch klar voneinander abgrenzte
(Abbildung 44A). Die Abgrenzung zwischen TKS-USDA-Akzessionen und TKS-Eliten verdeutlicht, dass von
TKS-USDA distinkt genetisches Material in die Kreuzungen der TKS-Eliten eingeflossen ist. Ein PCA-plot flr
die 12 USDA-Akzessionen (Abbildung 44B) zeigt, dass sich diese mehrheitlich nicht klar voneinander
abgrenzen lassen, welches ein Anzeichen einer nicht vorliegenden Populationsstruktur ist.
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Abbildung 44: PCA-plot basierend auf Daten eines SeqSNP-Projektes zur Visualisierung der
genetischen Ahnlichkeit von T. koksaghyz und T. officinale; (A) Gruppierung in den Clustern von TO,
TKS USDA-Akzessionen und TKS-Eliten; (B) Gruppierung in 12 Cluster von USDA-Akzessionen

Mit dem Ziel die Populationsstruktur der untersuchten Individuen noch weiter aufzudecken, wurden Analysen
mit dem Programm ,STRUCTURE® sowie allgemeine Berechnungen der F-Statistik durchgefiihrt. Die
Berechnungen mit ,STRUCTURE" zeigten auch hier, dass fur TO, TKS-USDA und TKS-Eliten drei
voneinander abgrenzbare Cluster vorlagen. Die TKS-Eliten haben hierbei mehrheitlich Anteile der TKS-USDA-
Population (rot) sowie eines unbekannten genetischen Hintergrundes (hellgriin) (Abbildung 45A). Bei néherer
Betrachtung der 12 TKS-USDA-Akzessionen (Abbildung 45B) féllt auf, dass den jeweiligen Akzessionen in
vielen Fallen grol3ere Anteile unterschiedlicher Subpopulationen zugeordnet werden kénnen. Die TKS-USDA-
Akzessionen scheinen somit auch bei dieser Auswertung in ihrer Gesamtheit nur schwer voneinander
abgrenzbar zu sein, welches fur panmiktisches Verhalten der USDA-Akzessionen spricht.
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Abbildung 45: Populationsstrukturanalysen mit STRUCTURE basierend auf den Daten eines SeqSNP-
Ansatzes; (A) Analysen fur die Cluster TO, TKS-Eliten und TKS USDA-Akzessionen; (B) Analysen fur
12 Cluster von USDA-Akzessionen

Fortfihrend wurden unter anderem Berechnungen der F-Statistik durchgefuhrt. Fir Fst-Werte als MaRR der
genetischen Differenzierung ergaben sich zwischen den TKS-USDA-Akzessionen sehr niedrige Werte von
0,065-0,226 mit einem Mittelwert von 0,144 (Tabelle 37). Von einer Abgrenzung zwischen zwei Populationen
kann frihestens ab einem Wert von 0,200 gesprochen werden.
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Tabelle 37: Fst-Werte (Nei) zwischen TKS-USDA-Akzessionen, TKS-Eliten und TO-Akzessionen

35156 | 35162 | 35164 | 35165 | 35166 | 35169 | 35170 | 35172 | 35173 | 35177 | 35180 | 35183 | TKS Elite | TO
35156 0,159 | 0,130 | 0,084 | 0,076 | 0,087 | 0,070 | 0,085 | 0,159 | 0,112 | 0,101 | 0,103 0,149
35162 0,159 0,210 | 0,170 | 0,145 | 0,147 | 0,151 | 0,171 | 0,219 | 0,187 | 0,193 | 0,187 0,192
35164 0,130 | 0,210 0,110 | 0,114 | 0,119 | 0,118 | 0,112 | 0,223 | 0,184 | 0,171 | 0,155 0,198
35165 0,084 | 0,170 | 0,110 0,078 | 0,083 | 0,079 | 0,100 | 0,196 | 0,134 | 0,134 | 0,135 0,155
35166 0,076 | 0,145 | 0,114 | 0,078 0,078 | 0,065 | 0,102 | 0,194 | 0,129 | 0,145 | 0,129 0,150
35169 0,087 | 0,147 | 0,119 | 0,083 | 0,078 0,081 | 0,106 | 0,192 | 0,154 | 0,142 | 0,135 0,177
35170 0,070 | 0,151 | 0,118 | 0,079 | 0,065 | 0,081 0,104 | 0,181 | 0,138 | 0,131 | 0,137 0,142
35172 0,085 | 0,171 | 0,112 | 0,100 | 0,102 | 0,106 | 0,104 0,186 | 0,151 | 0,149 | 0,107 0,160
35173 0,159 | 0,219 | 0,223 | 0,196 | 0,194 | 0,192 | 0,181 | 0,186 0,203 | 0,201 | 0,226 0,214
35177 0,112 | 0,187 | 0,184 | 0,134 | 0,129 | 0,154 | 0,138 | 0,151 | 0,203 0,131 | 0,156 0,165
35180 0,101 | 0,193 | 0,171 | 0,134 | 0,145 | 0,142 | 0,131 | 0,149 | 0,201 | 0,131 0,162 0,178
35183 0,103 | 0,187 | 0,155 | 0,135 | 0,129 | 0,135 | 0,137 | 0,107 | 0,226 | 0,156 | 0,162 0,170
TKS Elite | 0,149 | 0,192 | 0,198 | 0,155 | 0,150 | 0,177 | 0,142 | 0,160 | 0,214 | 0,165 | 0,178 | 0,170
TO

AMOVA-Berechnungen ergaben zudem, dass 77,79% der genetischen Variation innerhalb der USDA-
Akzessionen und nur 22,21% zwischen den Akzessionen vorlag. Dies unterstutzt die These einer fehlenden
Populationsstruktur und eines vorhandenen Genflusses zwischen den Akzessionen nochmals. Die USDA-
Akzessionen wurden urspringlich innerhalb eines kleinen Gebietes von nur 2000 km2 gesammelt, welches
hierfr als Erklarungsansatz genommen werden kann. Die Erkenntnisse dieses Arbeitspaketes Uber die
genetische Differenzierung bzw. Variabilitat der TKS-Populationen sind insoweit von Bedeutung, dass die
genetischen Grundlagen bei moglichen Rickkreuzungen, wie z.B. fur die Erhéhung der genetischen Diversitat,
bestmdglich nutzbar gemacht werden kénnen.

Aufbauend auf den Auswertungen des SeqSNP-Datensatzes, wurde innerhalb des SeqSNP-Datensatzes
zudem nach artspezifischen SNPs gesucht, welche eindeutig zwischen TKS und TO differenzieren. Es wurden
insgesamt funf artspezifische SNPs ausfindig gemacht. Fur diese Positionen wurden in zwei Féllen CAPS-
Marker (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) und in funf Fallen KASP-Marker (Kompetitive Allele
Specific PCR) erfolgreich abgeleitet und getestet (Tabelle 38).

Tabelle 38: Aus dem SeqSNP-Datensatz abgeleitete artspezifische KASP- und CAPS-Marker fiur TKS
und TO

Referenzgenom Lin et al. (2018) Referenzgenom Lin et al. (2022)
Name Marker SNP Scaffold SNP-Position Chromosom SNP Position
[TKS/TO] auf Scaffold auf Chromosom
SSM1 (KASP) [Cm] GWHAAAA00000252 49.008 GWHBCHF00000009 57.617.089
SSM2 (KASP [G/A] GWHAAAA00007484 110.895 GWHBCHF00000007 12.575.646
und CAPS)
SSM3 (KASP) [CIG] GWHAAAA00008610 19.284 GWHBCHF00000008 18.293.983
SSM4 (KASP) [A/C] GWHAAAA00014360 43.793 GWHBCHF00000003 105.487.211
SSM6 (CAPS) [CIT] GWHAAAA00020978 12.101 GWHBCHF00000003 118.922.375

Zusétzlich zu den artspezifischen KASP- und CAPS-Marker wurden konventionelle PCR-Primer abgeleitet,
welche artspezifische Grélenpolymorphismen von PCR-Amplifikaten zwischen TKS und TO nachwiesen.
Hierfir wurden Gensequenzen von Kautschukbiosynthesegenen in TKS sowie hierzu homologe Sequenzen
in TO auf Insertionen bzw. Deletionen untersucht. Die Insertionen bzw. Deletionen mussten eine Grof3e von
>20 bp aufweisen, sodass diese Uber eine Agarosegelelektrophorese nachweisbar waren. Die Homologie der
Sequenzen von TKS und TO wurde insoweit ausgenutzt, dass die Primerbindungsstellen eine Identitat von
100 % aufwiesen, dennoch auf Grundlage der Insertionen bzw. Deletionen, welche zwischen den
Primerbindungsstellen gelegen waren, zur Synthese unterschiedlich groBer PCR-Amplifikate fiuhrten. Auf
diese Weise konnten funf artspezifische konventionelle PCR-Marker abgeleitet werden (Tabelle 39).
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Tabelle 39: Auf Grundlage von Kautschukbiosynthesegenen abgeleitete artspezifischer PCR-Marker
fir TKSund TO

Gen in TKS Chromosom Amplifikat TKS [bp] Amplifikat TO [bp] GréRenunterschied [bp]
CPTL1 A2 201 223 22
HMGR11 A3 264 214 50
REF1 A5 203 182 21
DXR1 A7 287 267 20
MVAK1 A8 312 252 60

Die auf der PCR-Methode beruhenden Marker fiir koventionelle PCR (Abbildung 46A), CAPS (Abbildung 46B)
und KASP (Abbildung 46C) wurden erfolgreich fiir den Nachweis mittels Agarosegelelektrophorese
(konventionelle PCR, CAPS) bzw. Fluoreszens (KASP) etabliert und bereits zur Unterscheidung von TKS und
TO-Populationen sowie F1-Artenbastarden angewendet. Besonders der schnelle und einfache molekulare
Nachweis von Artenbastarden wird fur die Zuchtung von Bedeutung sein.

T. officinale T. koksaghyz M M T. officinale T. koksaghyz Hybride M

C Artspezifisches KASP-Assay

40.;.%;o ]

HEX normalized ROX

R ‘;’-i.

FAM normalized ROX

Abbildung 46: Artspezifische PCR-Primer zur Unterscheidung von T. officinale und T. koksaghyz; (A)
Konventioneller PCR-Primer; (B) CAPS-Marker nach Restriktionsverdau; (C) KASP-Assay

AP3 - Interspezifische Rekombination
T3.1 Erstellung interspezifischer Population zur Analyse des Rekombinationsverhaltens

In diesem Arbeitspaket sollten mit Hilfe von diploiden TKS-Hochkautschuktragern und TO-Akzessionen
interspezifische Artenbastarde erstellt werden, um mit diesen das Rekombinationsverhalten zwischen TKS
und TO zu untersuchen. Artenbastarde sind gegenluber TKS-Pflanzen aufgrund ihrer gréf3eren Wuchskraft im
Feld durchsetzungsstérker. Die Untersuchung des Rekombinationsverhaltens ist insoweit von Interesse, da
sich Artenbastarde fir TKS x TO und TO x TKS phénotypisch stark unterscheiden (Abbildung 47), wofur
verschiedene Vermutungen jedoch noch keine Erklarungen liefern.
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TKSxTO

' TO X TKS

Abbildung 47: Vergleich von TKS (links) TKS x TO Hybrid (Mitte) und TO x TKS Hybrid (rechts)

Zur Erzeugung von F1-Artenbastarden wurden diverse Kreuzungen unterschiedlicher TKS- und TO-
Akzessionen in Kreuzungen von TKS x TO sowie TO x TKS am JKI in Grof3 Lisewitz und Quedlinburg
durchgefihrt. In sieben Kreuzungen konnte mittels artspezifischer Marker F1-Artenbastarde nachgewiesen
werden. Die Anzahl der F1-Nachkommen beschrénkte sich fir die Kreuzungen jedoch auf 1-7 Individuen
(Tabelle 40). Uber Riickkreuzungen oder Selbstungen lieR? sich bisher keine BC1/F2-Population erzeugen.

Tabelle 40: F1-Kreuzungen zwischen TKS und TO zur Erzeugung interspezifischer F1-Artenbastarde

Kreuzungsnummer Mutterpflanze Vaterpflanze Anzahl Nachkommen
KRZ_21 SB1 Toff_4a (TO) 17/D5-10 (TKS) 1
KRZ_21 SB3 17/D3-11GK18 (TKS) Toff_2a 2
KRZ_21 SB4 17/D5-10 (TKS) Toff_4a 7
KRZ 21 141 Toff 2a 17/D3-11GK18 1
KRZ_21 144 17/D3-11GK18 Toff_2a 2
KRZ_21 146 17/D3-11GK18 Toff_3a 3
KRZ 21 147 Toff 2a 17/D3-38 1

Aus den Kreuzungen KRZ_21 SB1, KRZ_21 SB4 und KRZ_21_ 146 konnten insgesamt 11 F1-Individuen per
GBS-Ansatz parallel zur Genotypisierung der F2-Kartierungspopulation untersucht werden. Fur die
Sequenzdaten der F1-Artenbastarde wurde zunéchst nach einzigartigen Fragmenten fir TKS und TO gefiltert
und hieraus der Anteil des TKS- bzw. TO-Genoms bei den Artenbastarden abgeschéatzt. Fir diese ergab sich
ein Anteil von 47,06%-58,29% flr das TKS- bzw. 41,71-52,94% fir das TO-Genom. Ein Austausch zwischen
den TKS- und TO-Genomen kann somit bestatigt werden. Dass bestimmte Genombereiche nicht zu einem
Austausch zwischen den Arten fahig sind, konnte nicht geschlussfolgert werden. Um noch weiterfihrende
Ruckschlisse Uber das Rekombinationsverhalten in interspezifischen Populationen ziehen zu kénnen, muss
eine F2 bzw. BC1-Generation einer interspezifischen Population erzeugt werden.
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Teilvorhaben 3: Interspezifische Rekombination

T 3.2 Analyse rekombinationsbeeinflussender Gene

Folgende an der Regulation der Rekombination beteiligten Gene wurden im Genom von Tks (Lin et al. 2021)
durch Homologien zu beschriebenen Arabidopsis-Genen aufgefunden: RecQ4-1; RecQ4-2; RecQ6; MHF1;
MHF2; MSH2; SPO11-1; SPO11-2 und ZYP1B.

In verschiedenen Akzessionen von Tks und T. officinale wurde mittels GBS nach natirlich vorkommenden
Sequenzabweichungen in diesen Genen gesucht. Es konnten dabei lediglich fur die Gene RecQ4 und MSH2
SNPs gefunden werden. Fir RecQ4 wurden SNPs an sechs Positionen gefunden. Drei davon sind stille
Mutationen, drei verursachen AS-Austausche, die jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf die
Funktion des Proteins haben, da deren Position mit keiner bekannten funktionellen Doméane korreliert. Fur
MSH2 wurden zwei stille Mutationen gefunden.

Das zu entwickelnde R-Glucuronidase-Reporterassay basiert auf den Plasmiden pAO und pA10, welche zwei
durch einen Spacer getrennte, tUiberlappende Teilsequenzen des GUS-Gens enthalten. Die Rekonstruktion
des GUS-Gens ist durch Rekombination méglich und wird durch die Expression des GUS-Gens angezeigt.
Zur Analyse der Rekombinationsfrequenz wurden die zur Verfiigung stehenden Expressionskassetten aus
den Plasmiden in einen neuen Vektor umkloniert. Grund dafiir waren Unstimmigkeiten in der Sequenz des
UrsprungsvektorPlasmid-Backbones. Als Selektionsmarker wurde das bar-Gen (ppt-Resistenz) gewahlt. In
ersten Transformationsansatzen mit Tks wurden ungewéhnlich viele fir das Reportergen negative Regenerate
erzeugt. Daraufhin wurden zwei Herkinfte von Tks-Saatgut auf ihre ppt-Resistenz getestet und festgestellt,
dass etwa 10 % der Pflanzen eine Resistenz oder ausgepragte Toleranz gegenliber dem Selektionsdruck
durch ppt aufwiesen.

Die neu klonierten Vektoren mit den Expressionskassetten fiir das Reportergen-Assay wurden fir die
Transformation von Taraxacum kok-saghyz und Taraxacum officinale genutzt, wobei 85 ppt resistente
Regenerate erzeugt und mittels PCR auf das Vorhandensein der Expressionskassette untersucht wurden.
Hierbei zeigte die Transformation von Blattstiickchen, Keimlingen und Wurzeln mittels Agrobakterien in den
regenerierten Pflanzen einen Verdacht auf chimére Pflanzen. Die PCR lieferte hier beim Nachweis der
Expressionskassette in den Pflanzen unterschiedliche Ergebnisse bei Proben derselben Pflanze. Deshalb
wurden zwei angepasste Transformationsprotokolle fur Taraxacum entwickelt und die daraus gewonnenen
Pflanzen zur Bllte gebracht, um durch eine Keimbahn-Passage die Mdglichkeit der Entstehung von Chimaren
zu reduzieren. Durch die Injektion von Agrobakterien in den Blutenboden (modifizierte Floral-Dip-Methode)
sowie den Partikelbeschuss von Apikalmeristemen von Keimlingen (Gene Gun) wurden dabei weitere
resistente Pflanzen erzeugt. Insgesamt wurden mit dem Partikelbeschuss von Apikalmeristemen 111 weitere
ppt resistente Regenerate und mit der modifizierten Floral-Dip-Methode in der F2-Generation weitere 150 ppt
resistente Pflanzen erzeugt. Jedoch konnte mittels PCR kein konsistenter Nachweis fiir das Vorhandensein
der Expressionskassette erbracht werden.

Weiterhin wurden zur Uberpriifung der Transformationsmethoden Tests mit anderen Plasmiden fur die
Expression von GFP und fir die Expression des GUS-Gens durchgefiihrt. Diese wurden fir die Expression
von GFP mittels Partikelbeschuss von Apikalmeristemen (Abb. 48) und fir die Expression des GUS-Gens
mittels Agrobacterium rhizogenes Transformation von Wurzelstiickchen (Abb. 49) durchgefiihrt. Hierbei lie
sich durch Fluoreszenz bzw. GUS-Farbung ein positiver Nachweis fiir die Transformation der Pflanzen
erbringen.
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Abb. 48: Samling aus der Nachkommenschaft einer Pflanze, deren Apikalmeristem mittels
Partikelbeschuss mit einem Vektor fir die konstitutive Expression von GFP transformiert wurde.

Abb. 49: Test der GUS-Farbung bei selektierten Pflanzen von Taraxacum kok-saghyz
Pflanzenmaterial, welches mittels Agrobacterium rhizogenes Transformation von Wurzelstiicken
generiert wurde.

Fir die Mutationspopulation wurden ca. 10000 Pflanzen aus EMS-behandeltem Tks-Saatgut (zur Verfligung
gestellt von ESKUSA, EMS-Mutagenese durchgefiihrt durch WWU) angezogen und in einem Gazetunnel mit
Hilfe eines Hummelvolkes vermehrt. Hierbei konnte 1 kg Saatgut geerntet werden. Aus diesem Saatgut
wurden Pflanzen angezogen und mittels Amplicon-Sequencing untersucht.

Das Amplicon-Sequencing zur Detektion von Mutanten fiir an der Rekombination beteiligte Gene in einer EMS-
Population von Taraxacum kok-saghyz wurde fur 500 Pflanzen durchgefiihrt, wobei 22 Amplicons, verteilt auf
8 verschiedene Gene, auf Mutationen gepruft wurden. Hiermit wird ein Bereich von insgesamt 9021 bp an
Gensequenzen abgedeckt, von dem 5636 bp im codierenden Bereich der Gene liegen. Im Vergleich zur
Literatur in Bezug auf Mutationspopulationen von Arabidopsis thaliana wéaren somit ca. 9 Mutationen im
codierenden Bereich der untersuchten Gene zu erwarten. Unter Nutzung der Galaxy-Plattform wurde ein
Auswertungsworkflow fir die Amplicon-Sequencing-Daten entwickelt, um die Mutationen mittels eines Variant
Callers zu identifizieren und weiterhin durch Sanger Sequencing zu bestatigen.

In der Mutationspopulation konnten 7 Mutationen verteilt auf 4 Pflanzen identifiziert werden, welche im
Amplicon-Sequencing Veranderungen in der codierenden Sequenz der ausgewahlten Gene zeigten. Durch
das Online-Tool SNAP?2 liel3 sich bei 2 der Mutationen ein Effekt auf die Proteinfunktion prognostizieren,
jedoch musste dies noch weiterhin untersucht werden.

Als rekombinationsbeeinflussende Gene, die mit Hilfe von sequenzspezifischen Nukleasen ausgeschaltet
werden sollen, wurden die RecQ-Helikasen RecQ6 und RecQ4 ausgewahlt, welche an DNA-
Reparaturmechanismen beteiligt sind und als Anti-Crossover-Faktoren gelten. Hierbei wurden die Guide-
Sequenzen, welche den Zielbereich fir die Nukleasen bestimmen, fir die Bereiche erstellt, die fur die
Helikase-Doméne der Proteine codieren. Diese ist fur die DNA-Bindung der Helikasen verantwortlich und es
ist von Arabidopsis thaliana bekannt, dass Deletionen in diesem Bereich zu eingeschrénkter Proteinfunktion
fuhren. Somit wurden in Doppelvektoren, die eine Cas-Nuklease und Klonierungstellen fur die Guide-
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Sequenzen enthalten, zwei Guide-RNAs fiur die ausgewahlten Bereiche kloniert. Es wurden jeweils fiir RecQ6
und RecQ4 Vektoren mit Selektionsmarkern fiir ppt-Resistenz und Kanamycin-Resistenz erstellt, um zwei
verschiedene Selektionsmethoden untersuchen zu kdnnen. Diese Vektoren wurden zur Transformation von
Tks-Pflanzen mittels der angepassten Floral-Dip-Methode genutzt. Das geerntete Saatgut von insgesamt 73
Blaten wurde mithilfe des entsprechenden Selektionsmarkers selektiert. Bei der Selektion mit ppt zeigten von
587 Pflanzen 71 eine Resistenz (Abb. 50) und bei der Selektion mit Kanamycin war bei 654 Pflanzen keine
Resistenz (Abb. ) erkennbar. Die positiv selektierten Pflanzen wurden mittels PCR auf das Vorhandensein des
Konstrukts aus dem Vektor getestet, wobei jedoch keine der Pflanzen einen positiven Nachweis zeigte.

Abb. 50: Selektion von Kontrolle (A) und transformierten (B) Taraxacum kok-saghyz Pflanzen nach
einem Zeitraum von 4, 8 und 12 Wochen auf Selektionsmedium mit 4 mg/l Phosphinothricin.

Abb. 51: Selektion von Kontrolle (A) und transformierten (B) Taraxacum kok-saghyz Pflanzen nach
einem Zeitraum von 4, 8 und 12 Wochen auf Selektionsmedium mit 50 mg/l Kanamycin.
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Teilvorhaben 4: Agronomie

T 4.1 und 4.2 Vergleich Frihjahrs- und Sommeraussaat bei Tks und bei interspezifischen Bastarden

In diesem AP wurden die interspezifischen Bastarde wegen fehlenden Materials durch eine To-Akzession
ersetzt, die trotz des fehlenden Kautschukgehaltes als realitatsnahes Modell fir den Anbau von Hybridmaterial
dienen kann. Allerdings wurde der Versuch zur gestaffelten Aussaat von To wegen sehr schlechter
Bestandsetablierung, verursacht durch sehr schlechte Keimféhigkeit, abgebrochen.

Ab Anfang August bis Anfang Oktober 2021 wurden im Abstand von etwa je 10 Tagen zu sieben Zeitpunkten
Aussaaten von Tks durchgefiihrt. Weitere Aussaaten erfolgten an vier Zeitpunkten von Mitte Méarz bis Ende
April 2022. Die Bestande wurden manuell gepflegt und monatlich beprobt (Abb.52). Dabei wurden pro
Zeitpunkt jeweils 4 Proben (jeweils ein Reihenmeter) genommen und Bestandesdichte, Wurzelgewicht und
Kautschukgehalt ermittelt. Nach Abschluss des Versuches wurden durch den Projektpartner WWU von allen
Proben ebenfalls noch Inulingehalt, Polymerisationsgrad des Inulins sowie die Gehalte an Glucose,
Saccharose und Fructose gemessen.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 52 und 53 dargestellt. Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass
die Hohe der Kautschukertrage maf3geblich mit dem Saatzeitpunkt zusammenhangt und die Bestandesdichte
den grof3ten Einfluss auf den Ertrag hat. Héchste Ertrage konnen mit der Aussaat Ende August erzielt werden.
Dies steht sicherlich im Zusammenhang mit der besten Bestandesetablierung, insbesondere der héchsten
Pflanzendichte und Gesamtfrischmasse. Aussaaten im Spatsommer bzw. Herbst zeigen in diesem Versuch
insgesamt eine bessere Bestandesetablierung als Friihjahrssaaten, die unter geringen Niederschlagen leiden.
Die Ergebnisse kdnnen als Entscheidungshilfe fir die Gestaltung zukinftiger Anbausysteme mit variablen
Aussaat- und optimalen Erntezeitpunkten dienen.

Ein bekannter Effekt ist der weitere Anstieg der Kautschukkonzentration in den geernteten Wurzeln bei
geeigneter Lagerung. Die Gehalte an verschiedenen Zuckern in den Wurzeln zum Erntezeitpunkt kénnen als
Vorhersagekriterium genutzt werden, um die Entwicklung des Kautschukgehaltes im Erntegut nach Lagerung
Zu prognostizieren.

02.08.2021 12.08.2021 20.08.2021 08.09.2021 17.09.2021 27.09.2021 07.10.2021 21.03.2022 06.04.2022

Abb.52: Eindruck aus dem Versuch gestaffelte Aussaat von Tks, Herbstaussaaten 2021. Uber den
Bildern jeweils der Aussaattermin, Probenahme und Bilder vom Mai 2022.
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Abb.53: Darstellung der Bestandesdichte, Wurzelfrischmasse, Frischmasseertrag pro 50 Reihenmeter,
Kautschukgehalt, Kautschukertrag pro 50 Reihenmeter oder pro 1000 Pflanzen, Inulinkonzentration,
Polymerisationsgrad des Inulins, Konzentration von Glucose, Fructose und Saccharose von Tks
(Beprobungs-/Erntezeitpunkte = aufeinanderfolgende Balken: von links 10. Nov. 2021; 4. April 2022;
24 April 2022; 19.Mai 2022; 15. Juni 2022; 13. Juli 2022; 16 August 2022; 13. September 2022; 10 Oktober
2022; 2. November 2022).
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T 4.3 Monitoring invasives Potenzial interspezifischer Bastarde

Am Standort Quedlinburg wurde auf einer durch Frasen innerhalb des Wirtschaftsgriinlandes angelegten
Versuchsflaiche folgende Hybride gepflanzt: Tks x T. oblongatum, 207 (siehe auch Abschnitt
~.Charakterisierung zweier ausgewahlter Hybride von T. koksaghyz und triploiden Kreuzungspartnern®).
AnschlieBend wurde die Flache der natirlichen Sukzession berlassen und jahrlich zur Haupt-Blitezeit
beobachtet. Die umgebenden Zonen des Dauergriinlandes wurden ebenfalls auf das Vorhandensein von
Samlingen Uberprift.

Eine Ausbreitungsfahigkeit durch Samen in umgebendes Grunland wurde in zwei auf die erste offene Abblite
(2020) der Pflanzen folgenden Vegetationsperioden (2021 und 2022) nicht festgestellt, ebenso konnten auf
der Sukzessionsflache keine Sadmlinge der Hybridlinien festgestellt werden. Dies lasst den Schluss zu, dass
die Hybriden keine ausreichende Konkurrenzfahigkeit gegeniber der heimischen Griinlandflora besitzen, um
sich dort dauerhaft etablieren zu kdnnen.

Charakterisierung zweier ausgewahlter Hybride von T. koksaghyz und triploiden Kreuzungspartnern
(dieser Textabschnitt wurde gréRtenteils aus einem fur die Veroffentlichung vorbereiteten Manuskript
entnommen und deswegen in englischer Sprache verfasst; die Einreichung erfolgt im August 2023; bis zur
Veroffentlichung vertraulich):

Crosses of T. koksaghyz (diploid, sexual, pollen recipient) and T. spp./cultivar. (triploid,
agamospermous, pollen donor)

T. koksaghyz x T. oblongatum

In spring 2018 after artificial crossing of both species only one seed out of 25 fertile seeds developed into a
plant morphologically intermediate between parents having an agamospermous mode of reproduction. The
remaining 24 fertile seeds developed into T. koksaghyz probably due to self-fertilising (mentor effect due to T.
oblongatum-pollen).

Description:

Plant 25-30 cm tall, robust. Leaves subsucculent, patent to suberect, bluish-green, glabrous, not spotted,
pinnatisect, terminal lobe triangular to subcordate, sometimes with a short lingulate tip, lateral margins entire,
dentate or contracted; lateral lobes 4-5 pairs, recurved to hamate, broad triangular, distal margin convex,
dentate, proximal margin tstraight to concave, dentate; interlobes distinct, crispate, green, dentate; petiole
winged, purple, midrib green or brownish-green. Scapes green, subglabrous. Capitulum c. 40 mm in
diameter, yellow; outer ligules flat, striped grey-purple abaxially; styles in the upper part light grey abaxially;
pollen present, pollen grains irregular in diameter. Involucre olive-green, slightly pruinose; exterior bracts
14-15, recurved to reflexed with a small white border, with corniculations below the apex, adaxially white-
greyish suffused with pink, abaxially dark green, (3-)4-6 mm wide, (11-)12-13 mm long. Achenes dark grey,
achene body 3.0-3.3 mm long, coarsly spinulose in the upper part, abruptly narrowing into a 1.0-1.1(-1.5) mm
long cylindrical cone; rostrum 8.5- 9.8 mm long; pappus white.

Annotation: The robustness of the morphologically intermediate plant, leaf lamina with large distinct recurved
to hamate lateral lobes and recurved to reflexed outer bracts point to T. oblongatum (father) whereas
corniculations on tips of bordered outer bracts, achenes with long cylindric cone and subsucculent leaf
consistence are characters recalling to T. koksaghyz (mother).

Fertility: 10 capitulae were analysed. The number of achenes per capitulum is (85-)130-159 (average: 124.4).
The percentage of fertile achenes per capitulum varies between 78.5-93.3% (average: 80.8%).

By chromosome counting in root tip preparations it was determined that the T. koksaghyz x T. oblongatum
F1 hybrid is triploid (2n=24, Fig. 54E).
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Fig. 54: T. koksaghyz x T. oblongatum, Julius-Kuhn-Institut (JKI), Quedlinburg, field; 22.5.2020,
I. Uhlemann: A — view to plot with autogamous generated F1 plants of the original hybrid; B —
leaves. JKI Quedlinburg, greenhouse, 1.7.2018, I. Uhlemann: C - capitulum; D - single hybrid
plant in an early stage of development; E — root tip preparation.

T. "Hybrid 207" (T. koksaghyz x T. officinale "RT breeding line”", ESKUSA GmbH)

Description:

Plant c. 20 cm tall, robust. Leaves erect to subpatent, green, glabrous, not spotted, pinnatisect, terminal lobe
triangular, longer than wide, lateral margins dentate; lateral lobes 3-4 pairs, + patent, broad triangular, distal
margin straight to convex, entire or more often with one or few big teeth, proximal margin convex, entire;
interlobes short, green; petiole winged, green, midrib green or brownish-green. Scapes brownish-green,
aranose below involucre. Capitulum c. 40 mm in diameter, yellow; outer ligules flat, striped dark grey-purple
abaxially; styles in the upper part dark grey abaxially; pollen present, pollen grains irregular in diameter.
Involucre dark green, not pruinose; exterior bracts 12, erecto-patent to slightly recurved, tips bend upwards,
with a distinct white border, with corniculations below the apex, adaxially white-greyish, tips sometimes
reddish, abaxially dark green in the median part, greyish-green laterally, 4-5 mm wide, 13—16 mm long.
Achenes pale grey, achene body 3.1-3.3 mm long, spinulose in the upper part, abruptly narrowing into 0.8-
1.0 mm long (sub-)cylindrical cone; rostrum 7.0—7.2 mm long; pappus white.

Annotation: T. "Hybrid 207" is morphologically intermediate between parents. T. koksaghyz-characters
(mother) are well developed appearing in an intermediate leaf and capitulum morphology. Leaves are slightly
succulent but have in contrast to T. koksaghyz a complex lobation pattern; outer bracts have a distinct white
border, well developed coniculations and more or less patent position. Due to its short rostrum in particular
achenes tend to those of T. koksaghyz. With its T. officinale father T. "Hybrid 207" shares a strong susceptibility
for powdery mildew.

By chromosome counting in root tip preparations it was determined that Hybrid 207 is triploid (2n=24).
Fertility: 16 capitulae were analysed. The number of achenes per capitulum varies between 91 to 116
(average: 102.6). The percentage of fertile achenes per capitulum varies between 36.0-68.1 % (average:
56.3%).
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Fig. 55: T. "Hybrid 207, JuIius—Kﬁhn-Institut (JKI), Quedlinburg; A - habit, B - capitulum
23.4.2018, I. Uhlemann.

Charakterisierung ausgewahlter Hybride von T. koksaghyz und diploiden Kreuzungspartnern (dieser
Textabschnitt wurde aus einem flr die Veroffentlichung vorbereiteten Manuskript entnommen und deswegen
in englischer Sprache verfasst; die Einreichung erfolgt im August 2023; bis zur Verdéffentlichung vertraulich):

Crosses of T. linearisquameum (diploid, sexual) and T. koksaghyz (diploid, sexual)

In order to produce fertile offspring T. linearisquameum as a sexual crossing partner was chosen for T.
koksaghyz. The material was collected on classical sites in Vienna (Austria) where at first diploid, sexual plants
of common dandelion were studied intensively (FURNKRANZ 1960, TSCHERMAK-WOESS (1949). In Table 41
relevant characters of parents as well as F1 (hybrids) are listed.

71



Table 41: Main differences between T. koksaghyz, T. linearisquameum and hybrid offspring (compare

also Figs: 56-57)

Characters T. koksaghyz Hybrids T.
: : linearisquameum
T. koksaghyz (9 x T. T. linearisquameum
linearisquameum (o) | (9) X T. koksaghyz (o)
consistency | subsucculent | subsucculent subsucculent not succulent
colouration glaucous glaucous grey-green | mid green or greyish mid green or
grey-green green greyish green
T
4 [Lobe shape | missing or present, long present, long present, long
short triangular or lacinate | triangular or lacinate triangular or
triangular, lacinate
obtuse
Outer bracts | erect to (slightly recurved) to | slightly recurved to recurved
position adpressed patent to erect patent to erect
3 %
E , si s ™ 42
g
£ | Inner bracts | 10-13 mm (12-)14-17 mm (13-)17-19 mm 13-18 mm
length
Outer bracts | 7-10 mm (8-)9-12(-13) mm (8-)11-12(-16) mm 10-12 mm
length
Outer bracts | 1-2 mm (2.0-)4-5(-6.0) mm (2.0-)3.0-4.0(-6.5) mm | 1.5-2.5 mm
width
Outer bracts | well developed (or developed absent
horns developed absent)
Total length | 2.8-3.8 mm (2.8-)3.8-4.2 mm 3.5-4.0 mm 3.0-3.7 mm
Cone length | (0.5-)0.7-1.0 0.8-1.1 mm (0.3-)0.5-0.7(-1.0) mm | 0.3-1.0 mm
o mm
(&}
‘G | Cone shape | subcylindric- | subcylindric- conic-cylindric subcylindric-
< L L cylindric
cylindric cylindric
Rostrum 3.0-5.0 mm (3-)4.0-5.0(-7.0) mm | (4-)5-6(-7.5) mm (8-)9.5-11 mm
length
Stigma pure yellow yellow-light grey- yellow-light grey-grey- | greyish-green
o | colour grey-dark grey- dark grey-blackish
E blackish
2
- 3
Pollen size regular, regular regular regular
Chromosome 2n =16 2n =16 2n=16 2n=16
number
Reproduction sexual sexual sexual sexual

In general hybrids have an intermediate morphological appearance between parents. Nevertheless, qualitative
T. koksaghyz-characters are succulence of leaves and corniculations (horns) on tips of bordered outer bracts,
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whereas typical T. linearisquameum-characters are the robust habit and a well differentiated leaf-lobation
pattern. Further morphological characters are developed proportionately, i.e., formed in a more or less fifty-
fifty proportion, like position of outer bracts which is usually more or less patent and length of rostrum of
achene. Interestingly, one character clearly depends on parental function (pollen recipient or pollen donor):
the fertility of achenes. If T. linearisquameum is pollen recipient fertility will be high (78-97%) and if T.
koksaghyz is pollen recipient fertility will be low (2-9%).

In Table 42 all crossbreeding results are listet. Offspring varies morphologically within limits outlined in Table
2. The most promising offspring with regard to rubber content was produced by T. koksaghyz x T.
linearisquameum (Vienna 4), Origin: JKI, 2018, varying from 1.4-3.7 %. This hybrid and for comparison the
reciprocal crossing is described and pictured afterwards in more detail.

Table 42: Offspring characters of eight cross-combinations between diploid, sexual T.
linearisquameum (Tli) and diploid, sexual T. koksaghyz (Tko). Rubber content of a comparable
population of Tko is 3.66% * 2.06% with a variation between 1.4 and 9.1%. In Tli rubber content is 0.21%
+ 0.09%, whereas 0.2% is the detection limit for this method.

Abbreviations: Offspring: Tli selfcrossing (Tli self), Tko selfcrossing (Tko self), both possible due to the
mentor pollen effect; Achenes number: total, sterile and fertile number of achenes is average from 5 capitulae
counted; Morphology: general morphology (general): closer to Tko (> Tko), closer to Tli (> Tli), intermediate
(intermed). Bold printed characters indicate Taraxacum koksaghyz features.

No. 1 2 3 4 5 6 7 8
Crossing Reciprocal crossing
Pollen Tli1 Tli2 TIi3 Tli4 Tko Tko Tko Tko
o o
g recipient
I Pollen Tko Tko Tko Tko Tli1 Tli2 TIi3 Tli4
o donor
total 20 15 129 23 30 25 42 16
_g Tli self 19 - - - - - - -
@' Tko self - - - - 12 - - 1
O [Thybrid 1 15 129 23 18 25 42 15
TkoTli
. Total 200 272 177 150 150 131 163 137
]
g‘% sterile 20 8 7 20 138 125 155 134
q) S
éé fertile 181 264 170 117 13 6 8 2
2| fertile [%0] 91 % 97% 96% 78% 9% 5% 5% 2%
Outer small small absent small small small small wide
bracts
border
Outer presen | absent absent present | present | presen | present | present
bracts t t
corniculati
on
Outer patent | slightly slightly patent patent erect patent erect to
bracts recurved | recurve patent
position d
achene 0.3-05 | 05 0.7 1.0 0.8-0.9 1,0-1,1 | 0.8 1.0
cone
length
[mm]
- body-cone | abrupt | abrupt gradual | abrupt gradual | abrupt | abrupt abrupt
8 | transition
(@]
S | rostrum (4-)5-7 | 6.5 75 6 4-5 4 3 7
S | length
= | [mm]
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general interm. | > Tli >Tli > Tko > Tko > Tko > Tko > Tko

— | variation 0.1-0.3 | notdone |0.1-15 |1.2-28 |0.5-1.5 not 0.7-1.6 | 1.4-3.7
L

= done

5

‘g average 0.22 * |notdone |[037 +[18 +|086 <+ | not 1.09 £ |231 =
1) 0.06 0.45 0.47 0.31 done 0.31 0.98
(5}

§ testet 4 10 9 10 9 5

@

plants

T. koksaghyz x T. linearisquameum (Vienna 4) (Fig. 56)
The offspring comprises 16 plants. 15 plants have an intermediate character between parents. 1 plant is T.
koksaghyz.

Description:

Plant 15-20 cm tall, robust. Leaves subsucculent, patent to suberect, bluish-green, glabrous, not spotted,
pinnatisect, terminal lobe triangular to helm-shaped, often with a short lingulate tip, lateral margins entire;
lateral lobes 5-6 pairs, patent to slightly recurved to hamate, broad triangular, distal margin convex, entire or
with small teeth, proximal margin tstraight to concave, entire; interlobes distinct but short, green; petiole
winged, green, midrib green or brownish-green. Scapes green, intensely aranose in particular below involucre.
Capitulum c. 40 mm in diameter, yellow; outer ligules flat, striped grey-purple abaxially; styles in the upper
part light grey abaxially; pollen present, pollen grains are regular in diameter. Involucre olive-green, not
pruinose; exterior bracts 13, erect to patent, with a wide white border, with corniculations below the apex,
adaxially white-greyish, abaxially dark green, (2.5-)3-5(-6.5) mm wide, (11-)12-14 mm long. Achenes grey,
achene body 3.0-3.2 mm long, coarsly spinulose in the upper part, abruptly narrowing into a 1.0 mm long
cylindrical cone; rostrum 7 mm long; pappus white; c. 90% sterile.

Annotation: The offspring is in general intermediate between parents but tends habitually more to T.
koksaghyz (mother) and is closer to it than other hybrids which is also confirmed by its high rubber content. T.
koksaghyz-characters appearing in an intermediate leaf and capitulum morphology. Leaves are bluish-green,
slightly succulent with a simple but distinct lobe shape; outer bracts have a wide distinct white border, well
developed coniculations and an erect position and achenes have a long cylindrical cone and a relatively short
rostrum. For its morphological similarity to reciprocal crossing, see description and comments of next hybrid.

Rubber content: 1.4-3.7 %, average: 2.3%. 5 plants were tested. It is the highest rubber content observed in
all hybrids, even as high as in some T. koksaghyz-types.

Ploidy level is diploid (2n=16, flow cytometry) in one tested plant with intermediate phenotype.
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Fig.56: T. koksaghyz x T. linearisquameum (Vienna 4), Julius-Kuhn-Institut (JKI), Quedlinburg;
6.4.2019, I. Uhlemann; A —view to plot (46 plants); B — capitulum.

T. linearisquameum (Vienna 4) x T. koksaghyz (Fig. 57)
The offspring comprises 23 plants of intermediate character between parents.

Description:

Plant 15-20 cm tall, robust. Leaves subsucculent, patent to suberect, bluish-green, glabrous, not spotted,
pinnatisect, terminal lobe triangular to helm-shaped, often with a short lingulate tip, lateral margins convex,
entire; lateral lobes 5-6 pairs, patent to slightly recurved sometimes broad lingulate, broad triangular, distal
margin convex, entire or with small teeth, proximal margin £straight to convex, entire or with a few small teeth;
interlobes distinct but short, green; petiole winged, green, midrib green or brownish-green. Scapes green,
intensely aranose in particular below involucre. Capitulum 40-43 mm in diameter, yellow; outer ligules flat,
striped grey-purple abaxially; styles in the upper part light grey abaxially; pollen present, pollen grains are
regular in diameter. Involucre olive-green, not pruinose; exterior bracts 13-15, patent, with a small but distinct
white border, with corniculations below the apex, adaxially white-greyish, abaxially dark green, (2.0-)3-4(-6.5)
mm wide, (8-)10-14(-16) mm long. Achenes grey, achene body 3.0 mm long, coarsly spinulose in the upper
part, abruptly narrowing into a 1.0 mm long cylindrical cone; rostrum 6 mm long; pappus white; c. 90% are
sterile.

Annotation: The offspring basically is intermediate between parents but tends habitually more to T. koksaghyz
(father). T. koksaghyz-characters are well developed, visible in an intermediate leaf and capitulum morphology.
Leaves are bluish-green, slightly succulent with a simple but distinct lobation; outer bracts have a small but
distinct white border, well developed corniculations and a patent to suberect position; achenes have an
abruptly transition into a long cylindrical cone and a relatively short rostrum.

This crossing and the reciprocal one are morphologically extremely similar which is unique among all
combinations tested. In general, offspring tends more to mother but in present case, when T. linearisquameum
is mother, the offspring is intermediate between parents and it is distinguished from former hybrid only by a
smaller white border on outer bracts. Even rubber content is relatively high.

Rubber content: 1.2-2.8 %, average: 1.8%. 9 plants were tested.

Ploidy level is diploid (2n=16, flow cytometry) in one tested plant with intermediate phenotype.
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Fig.57: T.linearisquameum (Vienna 4) x T. koksaghyz, Julius-Kihn-Institut (JKI), Quedlinburg;
6.4.2019, I. Uhlemann; A —view to plot (46 plants); B — capitulum;

Mit diploiden Hybriden aus Tks und To wurde eine Rickkreuzungsserie mit Tks angelegt. Trotz der geringen
Fertilitat der auf Tks-Mutter geernteten F1-Samen (siehe Tab. unten) konnten genug Nachkommen erzeugt
werden, um diese Kreuzungen durchzufuhren.

Das entstandene Saatgut wurde getrennt nach Herkunft des Hybridelters (TksxTo oder ToxTks) und der
Entstehung auf Hybridmutter oder Tks-Mutter ausgesat und im Herbst 2020 ins Freiland Gberfuhrt, wo im
Fruhjahr 2021 eine taxonomische Beschreibung stattfand. Bei einer Beprobung der Wurzeln auf
Kautschukgehalt konnten erstmals nicht unwesentliche Gehalte in BC-Einzelpflanzen von diploiden
Ursprungskreuzungen nachgewiesen werden, wobei sich die Geschwistergruppen extrem im
durchschnittlichen Kautschukgehalt unterschieden Abb.58). Die ist insbesondere bemerkenswert, da es sich
bei den Eltern der Ursprungs- und Rickkreuzungen jeweils um zichterisch nicht bearbeitete Tks-Individuen
(Wildtyp) handelte. In der ersten Ruckkreuzungsgeneration blieb der durch die Hybridisierung erzeugte
deutliche Biomassezuwachs der Nachkommen erhalten (Abb. 59).
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Abb.58: Kautschukgehalte von Rickkreuzungen diploider ToxTks-Hybride mit Tks im Vergleich zu
gleichaltrigen reinen Tks-Individuen (Wildtyp)
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Abb.59: T. koksaghyz x (T.
koksaghyz x T. spec.(Vienna 2));

13.6.2021, I. Uhlemann;

links: Hybrid BC1. Rechts: T.
koksaghyz-Selbstung
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Arbeitspaket 5: Rohstoffverarbeitung

T5.1 Beurteilung neues Zuchtmaterial im Aufarbeitungsprozess

Aus diesem Arbeitspaket sollte nach Uberprifung der Extrahierbarkeit und Qualitatseigenschaften des
Kautschuks ein Feedback an die Zichtung gegeben werden, ob und ggf. welche Qualitdtsparameter bei der
Selektion berucksichtigt werden mussen/kénnen. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass das jeweils neu
entwickelte Zuchtmaterial den Anforderungsprofilen der Verarbeitung entspricht. Die Bewertung des
Einflusses der Pflanzenmorphologie wurde in einer Labormuhle durchgefiihrt. Es wurde der Einfluss auf die
Mahlparameter wie z.B. Mahlzeit oder Fullgrad der Mihle untersucht. Ebenfalls wurde der Einfluss der
Wurzelvorbehandlung durch z.B. Kochzeit und Kochtemperatur auf die Extrakhierbarkeit und Qualitat des
Kautschuks ermittelt.

Beziiglich der Extrahierbarkeit des Naturkautschuks aus dem neu geziichteten Wurzelmaterial konnten keine
signifikanten Unterschiede zu dem Wildtyp festgestellt werden. Ein Einfluss wurde auch nicht erwartet, da die
Wurzelmorphologie sich durch die Zuchtung nicht signifikant ge&ndert hat und auch aufgrund des gesteigerten
Kautschukgehalt von ca. 2% auf ca. 6% ist keine Anderung im Extraktionsverhalten zu erwarten gewesen.

T5.2 Charakterisierung der Kautschukproben aus weiterentwickeltem Zuchtmaterial

Fur die Charakterisierung der Kautschukproben wurden die in der Kautschukindustrie Giblichen Priifmethoden
angewandt, um die Eigenschaften der Rohmaterialien zu ermitteln. Die Charakterisierung umfasst sowohl die
Bestimmung dynamisch-mechanischer Eigenschaften des gewonnenen Kautschuks als auch die analytische
Charakterisierung bzw. Molekulargewicht, Zusammensetzung etc. entsprechend dem im Projekt TARULIN
entwickelten Protokoll.

Tab. 43: Ergebnisse der Bewertung des aus den Ziichtungsgenerationen ausgemahlenen Kautschuks

NR IR || ||
I B
Molekulargewicht/Mn g/mol| 332000 [ 328000 | | N
Harte RT ShA | 637 60,3 [ ] [ ]
Harte 70°C ShA 59 55,9 [ ] [ ]
Riickprallelastizitat RT  [% 45,1 41,7 [ ] [ ]
Ruckprallelastizitat 70°C  |% 59,5 56,4 [ ] [ ]
Modul 300 MPa | 14,6 10,2 [ ] [ ]
Zugfestigkeit MPa | 26,7 24,8 [ ] [ ]
Bruchdehnung % 532 609 [ ] [ ]

Die Ergebnisse in Tabelle 43 zeigen, sowohl fiir die Rohmaterialeigenschaften (| ||| 2's auch

fir die Compoundeigenschaften () i

aquivalentes Eigenschaftsbild. Etwaige Unterschiede kénnen vermutlich eher auf die Anbaubedingungen und
damit verbundene Zusammensetzung des Erntegutes in den einzelnen Jahren zurtickgefiihrt werden. Ein
signifikanter Einfluss der Ziichtungs-generationen auf die Eigenschaften ist nicht abzuleiten.
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2. Verwertung

1. Verwertungsplan ESKUSA

Aus den Ergebnissen zur Zuchtmethodik wird ESKUSA ein effizientes und anwendungsorientiertes
Zuchtschema weiterentwickeln. Das entwickelte Zuchtmaterial wird zur Zuchtung einer fur alle
Beteiligten 6konomisch tragbaren Sorte weiterentwickelt. Die Wertschépfung bei ESKUSA wird
Uber die Saatgutproduktion in eigener Regie mit Vertragslandwirten oder tber
Saatgutvermehrungsfirmen (VO-Firmen) erfolgen. Das Forschungsnetzwerk sowie die
gesammelten Erfahrungen im beantragten Projekt konnen auf weitere Nischenarten zur stofflichen
und energetischen Nutzung als NaWaRo Ubertragen werden und so eine weitere Profilierung des
Unternehmens beinhalten.

2. Verwertungsplan WWU

Das Forschungsvorhaben wurde fir den nichtwirtschaftlichen Teil der WWU beantragt. Die
erzeugten Inzuchtlinien sollen dazu genutzt werden, um als Partner in Zuchtungsprogrammen
stabile genetische Ressourcen zur Verfligung zu stellen. Erkenntnisse zur Heterosis in Léwenzahn
sollen auf andere kommerziell wichtige Pflanzen der Familie der Korbblitler in weiteren
Forschungsvorhaben Ubertragen werden. Die erzielten Ergebnisse der Arbeiten zum Mechanismus
der Selbstinkompatibilitat, der Inzuchtstabilitdt und zur Heterosis bei T. koksaghyz sollen in
wissenschaftlichen Fachjournalen veroffentlicht werden und in die universitare Lehre und
Ausbildung einflieRen.

3. Verwertungsplan JKI

Das Forschungsvorhaben wird fir den nichtwirtschaftlichen Teil des JKI beantragt, es ist keine
kommerzielle Verwertung der Forschungsergebnisse vorgesehen. Das JKI wird die gewonnenen
Erkenntnisse jederzeit allen Projektpartnern zuganglich machen und je nach Relevanz in
wissenschaftlichen Fachjournalen veroffentlichen oder auf Fachtagungen in Form von Postern und
Vortragen prasentieren. Fachmessen (Griine Woche) werden genutzt, um die Arbeiten einem
breiten Publikum (z. B. Landwirten) zuganglich zu machen. Die Forschungsarbeiten zum
Loéwenzahn werden das an Fremdbefruchtern erarbeitete Methodenspektrum im Hinblick auf
Phanotypisierung (Merkmale) und Genotypisierung (Molekulare Marker) erweitern. Es wird
erwartet, dass durch die in diesem Projekt erarbeitenden Empfehlungen von geeigneten
agronomischen Maflinahmen eine deutliche Ertragssteigerung beim Anbau des Russischen
Léwenzahns zu erreichen ist.

4. Verwertungsplan Conti

Naturkautschuk ist fiir Reifen und technische Kautschukartikel ein unverzichtbarer Rohstoff mit
zuklnftig steigendem Bedarf, der mit T. koksaghyz als einer zum Kautschukbaum alternativen
Quelle 6kologisch und 6konomisch sinnvoll auch langfristig gedeckt werden kann. Die gewonnenen
Erkenntnisse finden bereits in dem vom Wirtschaftsministerium Mecklenburg-Vorpommerns
geférderten Projekt ,Taraxagum Lab Anklam“ Anwendung.

a) Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen

Wahrend der Projektlaufzeit wurden keine Erfindungen gemacht oder Schutzrechtsanmeldungen.
Patente, Erfindungen oder Schutzrechtsanspriche Dritter wurden nicht berihrt.
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b) Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Die erfolgreiche Weiterentwicklung von Taraxacum koksaghyz als alternative Rohstoffpflanze auf
marginalen Ackerbdden bietet in vielerlei Hinsicht wirtschaftliche Erfolgsaussichten. Durch die im
Rahmen des Projektes angestrebten Innovationen werden die beteiligten Partner in die Lage
versetzt, einen Wettbewerbsvorteil in lhrem Umfeld zu generieren und neue, wertschopfende
Marktsegmente in Deutschland zu etablieren.

Kurzfristig (Zeitraum ca. 3 Jahre) werden weitere Grundlagen fiir eine gute landwirtschaftliche Praxis
fur den Anbau von T. koksaghyz in Deutschland entwickelt und hochwertiges Saatgut als Basis fur
die Entwicklung von verbesserten Kulturen erzeugt. Ein weiteres Arbeitsfeld ist die
Entwicklung/Verbesserung von grofdtechnischen Prozessen zur Gewinnung der enthaltenen
Wertstoffe, die als Prototypen realisiert werden. Zusammen ergeben sich so in die umfassenden
Grundlagen und ihre Wechselwirkungen, um sowohl die Wettbewerbsfahigkeit der Pflanzenztchter
als auch der Verfahrenstechnik im nationalen wie internationalen Wettbewerb deutlich zu
verbessern.

Langfristig (Zeitraum ca. 10 Jahre) ergeben sich fur Pflanzenziichter Moglichkeiten, ihr Portfolio um
Pflanzen von hohem kommerziellen Interesse zu erweitern. Durch die Méglichkeit, T. koksaghyz als
gewinntrachtige Pflanze auf sekundaren oder marginalen Béden zu Kkultivieren, erhalten
landwirtschaftliche Betriebe zusétzliche Erwerbschancen, die zudem nicht mit der Erzeugung von
Lebens- und/oder Futtermitteln konkurrieren. Auf der Ebene der latex- und kautschukverarbeitenden
Industrie kann zukinftig auf lokale Rohstofferzeuger zurtickgegriffen werden, um so einerseits
bestehende und mdgliche weitere zuklnftige Beschrénkungen in der Rohstoffversorgung zu
Uberwinden und andererseits eine Verbesserung der CO2-Balance zu erreichen. Weiter ist
anzumerken, dass mit T. koksaghyz eine Quelle fur nicht-allergenen Naturlatex und -kautschuk zur
Verfigung steht, die insbesondere fir medizinische Anwendungen von Interesse ist. Das Projekt
‘TAKOWINDIII" hat ergdnzend Anreize gesetzt, neue Unternehmen zu etablieren, die die Gewinnung
der Rohstoffe Latex, Kautschuk und Inulin aus T. koksaghyz im technischen Mal3stab realisieren.
Alternativ kbnnten auch bestehende Unternehmen ihr Portfolio um diese zusétzlichen Rohstoffe
erweitern. Bezuglich des Inulins wird der kohlenhydratverarbeitenden Industrie der Zugang zu
gunstigeren Inulinqualitaten dadurch ermdoglicht, dass der Anbau von T. koksaghyz, z. B. auf
sekundaren oder marginalen Bodenqualitaten méglich ist und nur wenig Dingemittel erfordert.

Die Partner des "TAKOWINDIII'-Konsortiums halten bereits heute Schutzrechte, die die
Schlisseltechnologien entlang der Prozesskette sichern. Aufbauend auf diesen Schutzrechten
werden zuklnftig auch weitere Patente hinterlegt, um kommerziell wertvolle Erfindungen zu
schitzen. Durch die Zusammenarbeit der Forschungsinstitute und Industriepartner mit Know-how in
allen Bereichen entlang der Prozesskette, wie technische Biologie, Pflanzenziichtung und
Sortenzulassung, Agronomie, Agrartechnik, Rohstoffaufbereitung und Verfahrenstechnik,
Anlagenbau, Kautschukverarbeitung und Kommunikation, sind alle fur die Entwicklung relevanten
Partner eingebunden.

Insgesamt werden die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten der Projektergebnisse als gut angesehen,
da die Entwicklungsziele wesentlichen aktuellen Entwicklungen und Trends Rechnung tragen und
da technische, 6konomische und 6kologische Aspekte positiv bewertet werden.

Im Rahmen des Industrieprojektes "RUBIN" hat die Firma Continental Reifen Deutschland GmbH
zusammen mit der Fraunhofer Gesellschaft begonnen, einzelne, au3erhalb der Drittmittelprojekte
stehende Aspekte der Zichtungsforschung, Zichtung und Rohstoffextraktion im Hinblick auf eine
Kommerzialisierung gezielt zu forcieren. 2018 ist das Projekt “Taraxagum® Lab Anklam” mit einem
Anbaugebiet und einer Laboranlage zur Kautschukextraktion in der Region um Anklam in
Mecklenburg-Vorpommern gestartet.
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¢) Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Die wissenschaftlichen Einrichtungen in Zusammenarbeit mit den Partnern aus der Wirtschaft haben
insgesamt eine Erweiterung der allgemeinen aber auch partnerspezifischen Wissensbasis und
Kompetenz sowohl im Bereich der Pflanzenziichtung (z.B. Biologie der Fortpflanzung, Agronomie)
als auch in technischen Arbeitsgebieten (z.B. Rohstoffcharakterisierung) im Rahmen des Projektes
"“TAKOWINDIII* generiert. Damit konnten besonders die wissenschaftlichen Einrichtungen aber auch
die F&E-Abteilungen der Industriepartner ihre internationale Konkurrenzfahigkeit starken. Nach
Prufung der generierten Daten hinsichtlich moglicher nétiger Absicherung durch Anmeldung von
Schutzrechten sollen die wissenschaftlichen Neuigkeiten dem entsprechenden Fachpublikum, aber
auch einer breiten Offentlichkeit in Form von Vortragen und Publikationen zuganglich gemacht
werden. Zudem wird das Wissen in die Ausbildung und Lehre an den Universitaten eingebunden,
um somit den wissenschaftlichen Nachwuchs durch aktuelle Forschungsarbeiten exzellent
auszubilden und das Interesse fur das Arbeitsgebiet Pflanzenziichtung und Nachwachsende
Rohstoffe fir die Biobkonomie zu interessieren und vorzubereiten.

Die Erkenntnisse werden weiterhin richtungweisend fur die Zlichtung und die verfahrenstechnische
Aufarbeitung von T. koksaghyz und Weiterverarbeitung der isolierten Rohstoffe sein und somit dazu
beitragen eine Pflanzenspezies zu ergénzen, die bisher nicht in der Kulturpflanzenfamilie etabliert
ist.

Durch den regelméaRigen fachlichen Austausch der Projektpartner wird die Anwendung des aktuellen
Wissensstandes in allen Bereichen des Projektes gewahrleistet.

Die bisher erreichten Steigerungen im Kautschukgehalt und im Wurzelertrag des Pflanzenmaterials
werden sich in der weiteren zlichterischen Bearbeitung dieser Merkmale noch fortsetzen lassen.

d) Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Das Projekt TAKOWINDIII hatte zum Ziel, den Russischen LOwenzahn und seine Hybriden
zlchterisch als Rohstoff-Fruchtart fur eine Verwendung in der deutschen Landwirtschaft zu
optimieren, die pflanzenbauliche Praxis fir diese neue Kulturart zu entwickeln und die
betriebswirtschaftlichen und makrotkonomischen Bedingungen fir einen profitablen Anbau in
Deutschland zu definieren. Mit diesem Ansinnen knlpfte das Vorhaben an die bisherigen durch
BMEL und BMBF geférderten Forschungsvorhaben TARULIN, TAKOWIND und TAKOWINDII an,
die sehr erfolgreich verlaufen sind und die wirtschaftliche Anschlussfahigkeit und Verwertbarkeit der
dort erarbeiteten Ergebnisse mit der Produktion von Autoreifen aus Léwenzahn-Kautschuk durch
den Projektpartner Continental und ersten Latex-Handschuhen durch den Partner Synthomer
eindrucksvoll belegt haben. Mit diesen vorangegangenen Forschungsaktivitdten konnte der Proof of
Concept dafur erbracht werden, dass sich der Russische Lowenzahn prinzipiell als nachwachsender
Rohstoff unter unseren Anbaubedingungen eignet.

Es erscheint nun angebracht, weitere Schritte in Richtung der systematischen Inkulturnahme von
Taraxacum koksaghyz und der Bereitstellung verfahrenstechnisch und 6konomisch relevanter
Rohstoffmengen zu unternehmen, um sowohl den bislang erzielten Erkenntnisgewinn als auch das
damit im Zusammenhang stehende genetisch-ziichterisch entwickelte und definierte Keimplasma
nutzbringend zu verwenden. Werden diese avisierten Ziele im Wesentlichen erreicht, wirde dies
Anschlusspunkte fir die Intensivierung systematischer privatwirtschaftlicher Zichtungsaktivitaten
(Fa. ESKUSA und andere) und die Anmeldung von Rechten auf spezifisch geeignete Kultursorten
generieren. Noch zu erarbeitende Erkenntnisse im Hinblick auf eine an T. koksaghyz-Wuchstypen
angepasste Erntetechnik wurden bereits von spezialisierten Landmaschinenherstellern aufgegriffen
und technisch wie ©6konomisch bearbeitet (Projekt TAKOROD). Im Bereich der
Verarbeitungstechnologie werden Weiterentwicklungen und auf spezifische T. koksaghyz-Sorten
zugeschnittenen Prozessverfahren schutzrechtsmaRig durch die akademischen und industriellen
Partner auszuwerten sein. Die fur die weitere Optimierung des Russischen Lowenzahns als
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nachwachsender Rohstoff zu bearbeitenden Fragestellungen werden im Rahmen kinftiger
biobkonomisch ausgerichteter Forschungsprogramme im nationalen bzw. europédischen Kontext
Anschlussmaglichkeiten fur entsprechende F&E- und R&D-Vorhaben liefern.

Im wissenschaftlichen Bereich wird die Erforschung der Kautschuksynthese, der
Wurzelentwicklkung und des Selbstinkompatibilitittsmechanismus auf biochemischer und
genetischer Ebene neue, interessante Fragestellungen in der grundlagenorientierten und
anwendungsorientierten Forschung aufwerfen. Insbesondere die Agrarforschung steht im Fall von
T. koksagyhz ganz am Anfang und wird im Falle einer breiteren Verwendung dieser Pflanze als
Kulturart auf eine Fille von Anschlussvorhaben in den Bereichen Ziichtung, Pflanzenbau und
Pflanzenschutz blicken kdnnen. Sowohl in der biologischen Grundlagenforschung als auch in der
Agrar- und Verfahrensforschung wird der Russische Lowenzahn ein vielseitiges und ergiebiges
Forschungsobjekt fur weiterfiihrende Aktivitaten und Publikationen darstellen.

3. Erkenntnisse von Dritten

Wahrend der Projektlaufzeit wurden dem Konsortium keine Erkenntnisse von Dritten bekannt, die
auf Inhalt oder Nutzung von Projektergebnissen Einfluss hatten.

4. Veroffentlichungen

An der WWU wurde zum Ende des ersten Projektjahres die Doktorarbeit zur Analyse des
Selbstinkompatibilitédts-Mechanismus von Tassilo Wollenweber (Doktorand in TAKOWINDII und im
ersten Projektjahr von TAKOWINDIII) abgeschlossen. Ein Teil der Ergebnisse wurde in folgender
Publikation veroffentlicht:

Wollenweber T, van Deenen N, Roelfs K-U, Priifer D, Schulze Gronover C (2021) Microscopic and
Transcriptomic Analysis of Pollination Processes in Self-Incompatible Taraxacum koksaghyz, Plants
2021, special issue "Self-Incompatibility in Plants”, March 2021, DOI: 10.3390/plants10030555

Die Publikation wurde zusatzlich auf der Botanikertagung in Bonn (2021) in Form einer
Posterprasentation vorgestellt.

Die Veroffentlichung “On artificial F1-hybrids and backcrosses between Taraxacum koksaghyz and
species of Taraxacum sect. Taraxacum (T. officinale s. I.)” wird im August 2023 in einer botanischen
Fachzeitschrift eingereicht.
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ANHANG

Teilvorhaben 1: Zichtung und Zuchtmaterialentwicklung (ESKUSA)

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

In diesem Teilvorhaben sollten die Kautschukgehalte in diploidem und tetraploidem T. koksaghyz weiter
gesteigert werden. Die aus Kreuzungen resultierenden interspezifischen Bastarde sollten sowohl hinsichtlich
der Anzahl als auch hinsichtlich der Art der Kreuzung (Ploidie, Befruchtungsmodus) auf eine breitere Basis
gestellt werden. In Rickkreuzungslinien der interspezifischen Bastarde sollten mdéglichst hohe
Kautschukgehalte durch Riickkreuzung mit T. koksaghyz-Kautschukelitepflanzen eingekreuzt werden. Dabei
sollten mdglichst hohe Wurzelmassen in den Riickkreuzungslinien beibehalten werden.

Die aufwandige Polyploidisierung mittels Mitosehemmern sollte durch interploide Kreuzungen mit
anschlieBender Identifizierung tber Flow Cytometrie deutlich effizienter werden. Winterzwischengenerationen
und homozygotisiertes Pflanzenmaterial sollten die Ziichtung weiter beschleunigen.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 1: Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

1.1 Rekurrente Selektion auf hohe Kautschukgehalte in Tks ESKUSA, WWU
MS ESK1: Gruppe von Pflanzen mit >13% Kautschukgehalt wurde identifiziert

1.2 Weiterfiihrung des Rickkreuzungsprogrammes bei Interspezifischen Bastarden ESKUSA, WWU
MS ESK2: Panmiktisches BC-Material liegt vor

1.3 Erstellung neuer Artenbastarde 2x x 3x, 4x x 3x und 4x x 4x ESKUSA
MS ESKS: Kreuzungen der besten Kautschuktrager mit T. officinale sind abgeschlossen

1.4 Beginn eines Rickkreuzungsprogrammes bei neuen diploiden Artenbastarden ESKUSA, JKI-SB
MS ESK4: Fertilitét bei diploiden Artenbastarden ist beurteilt

1.5 Polyploide Kreuzungen von Elitezuchtmaterial WWU, ESKUSA
MS ESKS5: Erste tetraploide Pflanzen aus interploiden Kreuzungen sind identifiziert

1.6 Kreuzungen und Zwischenvermehrungen im Gewéachshaus im Winterhalbjahr JKI-ZL, ESKUSA
MS ESKB®6: Erste Kreuzungsnachkommen aus Wintergeneration zur Weiterkultur Gbernommen

1.7 Erhaltung und Erweiterung der genet. Variabiltat - Verbreiterung der Kautschuk-Selektionsbasis ESKUSA
MS ESK7: 50 Nachkommenschaften liegen vor

3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Die rekurrente Selektion auf Kautschukgehalte innerhalb von Tks hat Pflanzen mit >15% Kautschukgehalt
ergeben, die diese hohen Gehalte auch stabil in ihren generativen Nachkommen liefern. Die weiteren
Ruckkreuzungen bei interspezifischen Bastarden zeigen zwar ab BC3/BC4 panmiktisches Verhalten und auch
teilweise erhohte Kautschukgehalte. Sie lassen aber in der Wurzelmasse noch zu winschen dbrig. Bei
panmiktischem Zuchtmaterial konnte sowohl auf diploider als auch auf tetraploider Stufe eine gro3e Anzahl
an neuen Artenbastarden erzeugt werden, die nunmehr sowohl als Population abbliihen als auch riickgekreuzt
werden kdnnen. lhre Fertilitat ist noch sehr variabel. Bei Tof konnten aus interploiden Kreuzungen tetraploide
Nachkommen erzeugt werden, die in das tetraploide Zuchtprogramm aufgenommen werden kénnen.

Die Wintergenerationen haben durchweg eine schlechte Saatgutausbeute ergeben und werden zukunftig
zurlickgestellt.

Zur Erhaltung der genetischen Breite konnte neues Material aufgebaut, mit Leistungsallelen des
Kautschukgehaltes angereichert und zunéchst eingelagert werden.

Fur eine detalllierte Darstellung der Ergebnisse wird auf den gemeinsamen Teil des Schlussberichtes
verwiesen.
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Teilvorhaben 2: Methodenentwicklung und Zichtung (WWU)

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Dieses Teilvorhaben zielte darauf ab, die Zuchtmaterialentwicklung von Taraxacum koksaghyz durch Analytik
und Erhaltung voranzutreiben und Zichtungsmethodiken fir die Etablierung von intraspezifischen
Hybridkreuzungen und der Analyse des Selbstinkompatibilitat-Mechanismus zu entwickeln.

Fir die kontinuierliche Steigerung der Kautschukgehalte in diploidem und tetraploidem T. koksaghyz in
Arbeitspaket 1 (Zuchtung/Zuchtmaterialentwicklung) sollten die verklonten Eliten {ber die gesamte
Projektlaufzeit an der WWU im Gewachshaus fir ein halbes Jahr kultiviert und deren Kautschukgehalt
Uberpriift werden. Die selektierten diploiden und tetraploiden Eitelinien wurden an der WWU parallel in der
Sterilkultur etabliert und erhalten. Zusatzlich wurde Material fur die Erstellung neuer Artenbastarde und die
polyploiden Kreuzungen kontinuierlich tber Flow-Cytometrie an der WWU Uberprift und auf Basis der
Ergebnisse gezielt vermehrt.

In Arbeitspaket 2 (Zichtung/Methodenentwicklung) lag der Schwerpunkt des Teilvorhabens auf der
Weiterentwicklung und Nutzung von Inzuchtlinien fur die

1) Etablierung und Analyse von Hybridkreuzungen
2) Erzeugung von Elite/-Inzuchtkreuzungen fir die Erstellungung von neuen Kartierungspopulationen

3) Analyse des Selbstinkompatibilititsmechanismus (SI-Mechanismus)

2. Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 1: Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

1.1 Rekurrente Selektion auf hohe Kautschukgehalte in Tks
MS WWUL1: Verklontes Material Uberpriift

1.2 Weiterfihrung des Ruckkreuzungsprogrammes bei Interspezifischen Bastarden
MS WWU2: Flow-Cytometer-Protokoll fur Lowenzahnsamen-Analyse erstellt
MS WWU3: Saatgutchargen analysiert

1.3 Erstellung neuer Artenbastarde 2x x 3%, 4x x 3x und 4x x 4x
MS WWU4: Flow-Cytometer-Analysen durchgefihrt

1.5 Polyploide Kreuzungen von Elitezuchtmaterial
MS WWUS5: Flow-Cytometer-Analysen durchgefihrt

Arbeitspaket 2: Zichtung / Methodenentwicklung
2.1 Etablierung und Analyse von Hybrid-Kreuzungen der Inzuchtlinien
MS WWUBG6: Inzuchtgeneration 7 erzeugt
MS WWU7: Kreuzung der von Inzuchtlinien der 7. Generation durchgefthrt
MS WWUS: F1 der Inzuchtkreuzungen phéanotypisch charakterisiert
2.2 Analyse des Heterosis-Effektes WWU
MS WWUQ9: F1 der Inzuchtkreuzungen molekular charakterisert
2.3 Etablierung und Analyse von Elite/ Inzuchtlinien-Kreuzungen WWU
MS WWU10: Kreuzung von Elite- mit Inzuchtlinien durchgefihrt
MS WWU11: Nachkommen aus InzuchtxElite und reziprok sind charakterisiert
2.4 Analyse des SI-Mechanismus mittels Inzuchtlinien WWU
MS WWU12: Uberpriifung der Selbstkompatibilitit von Nachkommen durchgefiihrt
MS WWU13: GBS oder Resequenzierung abgeschlossen
MS WWU14: Integration von GBS und genetischen Analysen durchgefiihrt

84



3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens
Arbeitspaket 1: Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

Der Kautschukgehalt von bis zu funf verklonten Pflanzen von 24 diploiden Elite19-Linien und 20 tetraploiden
Elite17/18 wurde Uberpruft. Der Mittelwert der Elite19-Linien lag bei 16 % Kautschuk mit 15 Linien oberhalb
von 15% und 5 Linien oberhalb von 20%. Der Mittelwert der tetraploiden Elite17-Linien lag bei 9% Kautschuk,
die tetraploiden Elite18-Linien produzierten im Mittel 14% Kautschuk.

61 diploide Linien (Elite17/18/19) und 20 tetraploide Linen (Elite17/18) sind in der Sterilkultur etabliert und
werden erhalten.

Fur die polyploiden Kreuzungen von Elitezuchtmaterial wurden in der gesamten Projektlaufzeit ca. 750
Blattproben, fir die Erstellung neuer Artenbastarde ca. 700 Blattproben im Flow-Cytometer anlysiert.

Ein Flow-Cytometer-Protokoll fur Léwenzahnsamen-Analyse, das im Anschluss-Projekt fur die Analyse von
Artbastarden eingesetzt wird, wurde erfolgreich etabliert.

Selektierte Elite18- und Elite19-Linien wurden zur gezielten Saatguterzeugung von Hochkautschuk-Linien fir
Paarkreuzungen verwendet. Es wurden 164 erfolgreiche Paarkreuzungen durchgefiihrt. Das Saatgut von 31
Elite18-Kreuzungen und 18 Elite19-Kreuzungen wurde fir eine anschlielende Saatgutvermehrung an das
JKI-QLB tbergeben.

Arbeitspaket 2: AP2 - Ziichtung / Methodenentwicklung

Auf der Basis der entwickelten Inzuchtlinien bis in die sechste Generation in TAKOWINDII konnte mit 39 von
44 dieser Inzuchtlinien eine siebte Inzuchtgeneration erzeugt werden. Zur Etablierung von Hybridkeuzungen
wurde mit acht Inzuchtlinien in der 7. Generation Paar-Kreuzungen erfolgreich durchgefuhrt. Die Nachkommen
von 24 Kreuzungen (F1) wurden phanotypisch und hinsichtlich Trockengewicht und Kautschukgehalt
charakterisiert. Es konnte eine Ertragssteigerung (Kautschuk pro Wurzel) von bis zu 300% nach einer
Kultivierungszeit von 14 Wochen erzielt werden.

Fir die molekulare Charakterisierung der Inzuchtkreuzungen und fir die ldentifizierung von weiteren
Markergenen fur Kautschuk- und Wurzelertrag wurde Material einer Hybridkreuzung im Vergleich zu den IB7-
Elterpflanzen fur RNAseqg-Analysen verwendet und es konnten mdégliche Kandidatengene, die eine Rolle in
der Wurzelentwicklung spielen, identifiziert werden.

Sechs Inzuchtlinien in der 6. Generation (jeweils drei Hoch- und drei Niedrig-Kautschuklinien wurden in
Sterilkultur vermehrt an das JKI-ZL Ubergeben, zur Erstellung einer neuen Kartierungspopulation. Mit einer
dieser Inzuchtlinien (TK21-IBF6-5; Kautschukgehalt 12%) wurden Kreuzungen mit finf Hoch(10-20%)- und
zwei Niedrig(2-3%)-Kautschukpflanzen durchgefiihrt und das Saatgut wurde ebenfalls an das JKI-ZL
Ubergeben, fir die Integration in die Kartierungspopulationen.

Eine in TAKOWINDII identfizierte selbskompatible Inzuchtlinie diente als Basis fur eine detaillierte Analyse
des SI-Mechanismus auf genomischer und transkriptioneller und Ebene. Mit Material aus der 3. bis 5.
Inzuchtgeneration wurde genotype by sequencing (GBS) und anschlieRende SNP-Analysen durchgefiuihrt. Die
Homozygotisierung in den Inzuchtgenerationen konnte nachgewiesen werden.

Die Selbstkompatibilitat wurde erfolgreich in eine Elite-Linie eingekreuzt und stabilisiert. Die Nachkommen aus
dem generierten Saatgut wurden bis zum Ende der Projektlaufzeit bis in die 7. Generation in Hinblick auf
Selbstkompatibilitéat analysiert und quantifiziert

In RNAseg-Analysen von Pistill-Geweben ausgewdhlter Sl- und selbstkompatibler Elitepflanzen in der 4.
Generation wurden 76 differentiell exprimierter Gene (DEGs) detektiert und Uber die Integration der GBS-
Daten konnten SNPs in der Promoterregion von 18 der 76 DEGs identfiziert werden, die zukinftig als mogliche
Marker fir Selbstinkompatibilitat detalliert analysiert werden.

Fur eine detalllierte Darstellung der Ergebnisse wird auf den gemeinsamen Teil des Schlussberichtes
verwiesen.
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Teilvorhaben 3: Zichtung und interspezifische Rekombination (JKI-ZL)

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens
Die bearbeiteten Arbeitspakete in diesem Teilvorhaben zielten darauf ab, durch Untersuchung der Genetik

von Taraxacum koksaghyz (TKS) und Taraxacum officinale (TO) der angewandten Zichtung molekulare
Marker zur Verfigung zu stellen, um den zuchterischen Fortschritt fir TKS und in Zukunft auch sich hieraus
ableitender Artenbastarde zu beschleunigen. Dies soll ein Erreichen von Zichtungszielen sowie eine
Ertragsstabilitat gewéhrleisten, in dessen Folge TKS als neue Kulturpflanze etabliert und fortlaufend als
nachwachsender Rohstoff flr Naturkautschuk weiterentwickelt werden kann. Unter Einbezug der Erkenntnisse
aus den vorangegangenen Projekten von TAKOWIND und TAKOWINDII wurden dazu folgende Arbeiten
durchgefiihrt:

Erzeugung einer F1-Population welche auf die Kreuzung von zwei Inzuchtlinien mit differenzierenden
Kautschukgehalten zurtickgeht

Erstmalige Erzeugung einer spaltenden F2-Kartierungspopulation unter Durchfiihrung einer Selbstung
und Ausnutzung des Mentorpolleneffektes

Planung und Durchfihrung von Versuchen im Feld und Gewachshaus sowie die sich hieran
anschlieBende Bestimmung von Kautschukgehalten der F2-Kartierungspopulation

Bioinformatische Auswertung genotypischer Daten der F2-Kartierungspopulation und von F1-
Artenbastarden

Durchfiihrung von QTL-Analysen zwecks der Erzeugung von genetischen Karten

Ableitung artspezifischer Marker fir TKS und TO sowie molekularer Marker fur das Merkmal Kautschuk
Einschéatzung der genetischen Variation und Populationsstruktur fir Wildsammlungen von TKS und TO
sowie TKS-Eliten aus dem Zuchtprogramm

Erstellung interspezifischer Populationen und Genotypisierung der Eltern und Nachkommen

Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 2: Zichtung / Methodenentwicklung

2.5 Erstellung von Kartierungspopulationen mit aktuellem Zuchtmaterial

MS JKI-ZL1: Kreuzung mit aktuellem Elitematerial
MS JKI-ZL2: Kreuzung mit homozygoten Inzuchtlinien

MS JKI-ZL3: Erstellung F2-Kartierungspopulation

2.6 Kopplungsanalysen und QTL-Feinkartierung

MS JKI-ZL4: Genotypisierung Kartierungspopulation

MS JKI-ZL5: Phanotypisierung Kartierungspopulation

MS JKI-ZL6: Erstellung und Integration genetische Karten
MS JKI-ZL7: QTL-Feinkartierung

2.7 Etablierung eines genomweiten Markersets zur Einschatzung der genetischen Variabilitat

MS JKI-ZL8: Vorliegen genomweites Markerset

MS JKI-ZL9: Analyse genetische Variation in Zuchtmaterial und Genbankressourcen

Arbeitspaket 3: Interspezifische Rekombination

3.1 Erstellung interspezifischer Population zur Analyse des Rekombinationsverhaltens

MS JKI-ZL10: Erstellung Interspezifische Population
MS JKI-ZL11: Genotypisierung der Eltern und Nachkommen
MS JKI-ZL12: Entwicklung artspezifische Marker

MS JKI-ZL13: Berechnung Rekombinationshaufigkeit und Definierung Genomanteile
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3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens
Uber Kreuzung von Inzuchtlinien der 6. Generation zwischen einem TKS-Hochkautschuk- (TK21-IBF6-5) und

Niedrigkautschuktrager (TK27-1BF6-1) wurde eine F1-Nachkommenschaft erzeugt. Mittels Selbstung derer
Nachkommen konnte erstmals eine spaltende F2-Kartierungspopulation mit 182 Individuen erzeugt werden,
welches fir die aktuelle Literatur ein Novum darstellt.

Von der F2-Kartierungspopulation wurden 143 Individuen ausgewahlt sowie in Sterilkultur aufgenommen,
verklont und abschlieRend auf Erde in Topfen bewurzelt. Dies war fir 122 Akzessionen sowie die Eltern
erfolgreich, sodass die Akzessionen in bis zu sechsfacher Wiederholung unter Feldbedingungen sowie
zweifacher Wiederholung unter Gewachshausbedingungen einjahrig fir die Wachstumsperiode von Mai-
November des Jahres 2022 gehalten werden konnten. Der Kautschukgehalt, Taraxasterolgehalt und das
Trockenwurzelgewicht wurde fiir die zwei Umwelten von Feld und Gewachshaus fir jeweils zwei Individuen
bei 119 Akzessionen sowie den Eltern ermittelt.

Fur eine umfangreiche Genotypisierung wurden per GBS-Ansatz 171 Individuen der F2-Kartierungspopulation
sowie die Eltern sequenziert. Nach einer genetischen Kartierung der Markerdaten sowie einer Verrechnung
mit den phéanotypischen Daten der Kautschukwerte wurden auf vier Chromosomen insgesamt sechs
signifikante QTL-Regionen identifiziert, welche im Zusammenhang mit dem Merkmal Kautschukgehalt stehen.
Es wurde festgestellt, dass der Kautschukgehalt ein quantitatives Merkmal darstellt, welches von einer Vielzahl
von Genen beeinflusst wird. Im nachsten Schritt sollen fur die QTL-Regionen Marker abgeleitet und diese in
spaltenden F2-Populationen, welche auf eine Kreuzung mit dem Inzuchtlinien Hochkautschukelter TK21-IBF6-
5 zurtickgehen, verifiziert werden. Dies wird die Einschatzung ermaoglichen, inwiefern diese Marker bereits
unterstiitzend in der Ziichtung eingesetzt werden kdnnen.

Fur 204 Proben zusammensetzend aus 165 TKS Individuen von 12 USDA-Akzessionen, 24 TO-Individuen
von diversen TO-Akzessionen sowie 15 TKS Hoch- und Niedrigkautschuktrédgern wurde auf Basis von 211
Markerpositionen ein SeqSNP-Datensatz erstellt, welcher letztendlich die Untersuchung von 541 SNPs
erlaubte. Es zeigte sich eine klare genetische Abgrenzung zwischen TKS USDA-Akzessionen, TO-
Akzessionen und TKS-Eliten. Innerhalb der TKS-USDA-Akzessionen war keine Populationsstruktur
erkennbar, welches auf einen Genfluss zwischen den untersuchten USDA-Akzessionen hindeutet. Mit Hilfe
des SeqSNP-Datensatz sowie dem Vergleich von Kautschukbiosynthesegenen in TKS und hierzu homologen
Genen in TO wurden artspezifische konventionelle PCR-Marker, CAPS-Marker und KASP-Assays abgeleitet
und etabliert. Diese wurden erfolgreich fur die Unterscheidung von TKS- und TO-Pflanzen sowie F1-
Artenbastarden eingesetzt und sind somit flr den aktuellen ziichterischen Vorgang bereits von Relevanz.

Es wurden erfolgreich F1-Artenbastarde erzeugt, welche auf Kreuzungen von TO x TKS und TKS x TO
zurickgehen. In 7 Kreuzungen wurden 17 Nachkommen erhalten, welche zum Teil per GBS-Ansatz
genotypisiert wurden. Uber Vollgeschwisterkreuzungen oder Selbstungen sollen in der Zukunft F2- oder BC1-
Populationen erzeugt werden, welche eine weiterfiihrende Einschatzung des Rekombinationsverhaltens von
TKS und TO bei der Erzeugung von Artenbastarden erméglichen werden.

Fur eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse wird auf den gemeinsamen Teil des Schlussberichtes
verwiesen.

Stand der Technik

Fur die bioinformatische Auswertung und Bearbeitung von Sequenzdaten wurde die JKI interne Instanz der

Web-Plattform Galaxy genutzt:

e Blankenberg D, Von Kuster G, Coraor N, Ananda G, Lazarus R, Mangan M, Nekrutenko A, Taylor J.
"Galaxy: a web-based genome analysis tool for experimentalists”. Current Protocols in Molecular Biology.
2010 Jan; Chapter 19:Unit

Fur fortflhrende Sequenz- und Genomanalysen wurden folgende Programme und o6ffentlich zugéngliche

Portale genutzt:

e CLC Main Workbench 22.0 (QIAGEN)

e NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): Christiam Camacho et al. (2009). BLAST+:
architecture and applications. BMC Bioinformatics. 15;10:421. http://dx.doi.org/10.1186/1471-2105-10-
421

e Tablet 1.21.02.08 ®: Software for visualization of DNA sequence assemblies and read mappings
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Fir statistische Auswertungen, genetische Kartierung und QTL-Analysen sowie deren Darstellung wurden
folgende Programme genutzt:

R Studio: RStudio Team (2020). RStudio: Integrated Development for R. RStudio, PBC, Boston, MA URL
http://www.rstudio.com!/.

JoinMap ® 5: Software for the calculation of genetic linkage maps in experimental populations of diploid
species

MapQTL ® 5: Software for the mapping of quantitative trait loci in experimental populations of diploid
species

MapChart ® 2.32: Software for the producing of charts of genetic linkage and QTL data.

Fur Populationsstrukturanalysen wurden folgende Programme genutzt:

Structure ® 2.3.4: Software for using multi-locus genotype data to investigate population structure
NTSYSpc ® 2.21q: Software for discovering patterns and structure in multivariate data

Folgende Fachliteratur wurde in Zusammenhang mit Genomanalysen verwendet:

Lin, T., Xu, X., Ruan, J., Liu, S., Wu, S., Shao, X., Wang, X., Gan, L., Qin, B., Yang, Y., Cheng, Z., Yang,
S., Zhang, Z., Xiong, G., Huang, S., Yu, H. & Li, J. 2018, "Genome analysis of Taraxacum kok-saghyz
Rodin provides new insights into rubber biosynthesis", National Science Review, vol. 5, no. 1, pp. 78-87.
Lin, T., Xu, X., Du, H., Fan, X., Chen, Q., Hai, C., Zhou, Z., Su, X., Kou, L., Gao, Q., Deng, L., Jiang, J.,
You, H., Ma, Y., Cheng, Z., Wang, G., Liang, C., Zhang, G., Yu, H. & Li, J. 2022, "Extensive sequence
divergence between the reference genomes of Taraxacum kok-saghyz and Taraxacum mongolicum”,
Science China Life Sciences, vol. 65, no. 3, pp. 515-528.

Xie, Q., Ma, J., Ding, G., Yuan, B., Wang, Y., He, L., Han, Y., Cao, A,, Li, R., Zhang, W., Li, H., Zhao, D.
& Wang, X. 2022, "Transcriptomics and proteomics profiles of Taraxacum kok-saghyz roots revealed
different gene and protein members play different roles for natural rubber biosynthesis"”, Industrial Crops
and Products, vol. 181.
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Teilvorhaben 4: Rekombinationsbeeinflussende Gene, Agronomie und Hybridmonitoring
(JKI-SB)

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Im Teilvorhaben wurden drei wesentliche Arbeitspakete bearbeitet:

AP 3.2 umfasste die Identifizierung von an der Rekombination wahrend der Meiose beteiligten Genen. In einer
Mutationspopulation von Tks sollten funktionsbeeinflussende Sequenzverdnderungen aufgefunden und
funktionell charakterisiert werden. Dazu sollte ein Reporterassay in Tks und einer kreuzbaren To-Akzession
etabliert werden, um die natirlichen und moglicherweise durch Mutationen beeinflussten
Rekombinationsfrequenzen zu ermitteln. In einem weiteren Schritt sollten ausgewdahlte Gene in Tks durch
Genomeditierung ausgeschaltet werden und die resultierenden Pflanzen auf funktionelle Verdnderungen bei
der Rekombination untersucht werden.

AP 4.1/4.2 wurden verschiedene Aussaat- und Erntezeitpunkte von Tks kombiniert, um die optimalen
Zeitpunkte bzw. Standzeit der Kultur zu ermitteln und eine mdgliche Integration in bestehende Fruchtfolgen
abschéatzen zu kénnen.

In AP 4.3 sollten Hybride aus Tks und kreuzbaren triploiden (agamospermen) bzw. diploiden (sexuellen) To-
Akzessionen hergestellt und morphologisch charakterisiert werden. Die Fertilitat dieser diploiden Hybriden
wurde durch Ruckkreuzungen dberprift. Das Invasionpotential von Hybridlinien aus Tks und triploiden To
wurde durch einen Sukzessionsversuch abgeschatzt.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 1: Zichtung / Zuchtmaterialentwicklung

1.4 Beginn eines Rickkreuzungsprogrammes bei neuen diploiden Artenbastarden ESKUSA, JKI-SB

Lieferung von diploiden sexuellen T. officinale-Akzessionen

Arbeitspaket 3: Interspezifische Rekombination

3.2 Analyse rekombinationsbeeinflussender Gene
MS JKI-SB1: Reporterassay in In-vitro-Linie etabliert
MS JKI-SB2: Knock-out-Mutanten von RecQ oder MSH2 hergestellt

Arbeitspaket 4: Agronomie
4.1/4.2 Vergleich Fruhjahrs- und Sommeraussaat

MS JKI-SB3: Erste Versuchsserie angelegt

MS JKI-SB4: Erste Versuchsserie vollstandig durchgefiihrt und ausgewertet
4.3 Monitoring invasives Potenzial Interspezifischer Bastarde

Herstellung von F1 und BC1-Kreuzungen von Tks mit diploiden To

Morphologische Charakterisierung von Artbastarden von Tks und To

3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Nach Uberpriifung der Kreuzbarkeit mit Tks konnten insgesamt 5 diploide To-Akzessionen zur ziichterischen
Verwendung weitergegeben werden.

Durch Homologiesuche wurden neun in Arabidopsis beschriebene Rekombinations-Gene im Tks-Genom
identifiziert: RecQ4-1; RecQ4-2; RecQ6; MHF1; MHF2; MSH2; SPO11-1; SPO11-2 und ZYP1B

500 Pflanzen einer Mutationspopulation wurden auf Sequenzverdnderungen in insgesamt 22 Amplikons von
acht ausgewahlter Rekombinationsgene gescreent. Dabei wurden sieben potentielle Mutationen gefunden,
von denen allerdings nur drei durch Verénderungen der Proteinsequenz Einfluss auf die Funktion des Gens
haben kdnnten.
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Durch Transformation und Regeneration unter Selektionsdruck wurden Reporterlinien von Tks und To fur die
Ermittlung der Rekombinationsfrequenz erstellt. Der molekulare Nachweis der Transformanten blieb
uneindeutig. Auf diesen Pflanzen wurde zur weiteren Analyse Saatgut erzeugt, das bis zum Projektende
allerdings nicht mehr getestet werden konnte und eingefroren wurde.

Es wurden mehrere Vektoren fir das Knockout von zwei Kandidatengenen durch Genomeditierung konstruiert
und in Tks transformiert. Bis zum Projektende konnten keine Transformanten regeneriert werden.

Es wurde ein vollstéandiger Versuch zu Aussaat- und Erntezeitpunkten von Tks durchgefiihrt. Dabei wurden
11 Aussaatzeitpunkte im Herbst und darauffolgenden Friihjahr mit 10 mdglichen Erntezeitpunkten kombiniert,
wobei nicht alle praktikabel sind, da die Pflanzen teilweise noch sehr jung/klein sind. Fur jede Beprobung
wurden folgende Parameter gemessen: Bestandesdichte, Wurzelfrischmasse, Kautschukgehalt,
Polymerisationsgrad des Inulins, Konzentration von Glucose, Fructose und Saccharose.

In  einem Sukzessionsversuch mit agamospermen TksxTo-Hybriden konnte wahrend zweier
Vegetationsperioden keinerlei Tendenz zur Etablierung oder gar Ausbreitung der Linien in umgebendes
Griunland beobachtet werden.

Sowohl agamosperme als auch sexuelle TksxTo-Hybriden wurden morphologisch charakterisiert. Es wurde
gezeigt, dass diploide Artbastarde fertil sind und als F1 und BC1 signifikante Mengen Kautschuk enthalten
kénnen.

Fur eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse wird auf den gemeinsamen Teil des Schlussberichtes
verwiesen.
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