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1. Einleitung

1.1. Bedeutung und Evolution des Weizens

Weizen (Triticum aestivum L.) stellt neben Mais (Zea mays L.) und Reis (Oryza
sativa L.) die meistangebaute Nahrungspflanze der Welt dar. Zu den groBten Weizen-
produzenten der Welt zdhlen China, Indien und die USA. In Europa gehoren Frank-
reich und Deutschland zu den gréften Weizenproduzenten (FAO, Faostat, 2006). Im
Jahr 2005 wurde Weizen weltweit auf einer Flache von 217 Millionen Hektar ange-
baut. Die gesamte Erntemenge betrug 618 Millionen Tonnen. Dabei lag der durch-
schnittliche Hektar-Ertrag weltweit bei 29 dt und in Deutschland bei 75 dt/ha (Beson-

dere Ernteermittlung 2005; http://www.bmelv-statistik.de).

Der heutige Kulturweizen (Triticum aestivum L.) ist hexaploid (Genom AABBDD, 2n
= 6x = 42 Chromosomen). Sein Genom setzt sich aus drei verschiedenen Wildweizen-
formen zusammen, deren Genome zueinander homdoolog sind. Durch zufillige Kreu-
zung von wildem Einkorn (Triticum urartu, Genom AA, 2n = 14 Chromosomen) mit
wildem Spelzweizen (degilops speltoides, Genom BB, 2n = 14 Chromosomen) ent-
stand zunidchst Wildemmer (7riticum turgidum, Genom AABB, 2n = 4x = 28 Chro-
mosomen). Die Herkunft des B-Genoms war lange Zeit nicht eindeutig geklart.
Petersen et al. (2006) identifizierten jedoch kiirzlich Aegilops speltoides mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden eindeutig als Donor des B Genoms. Durch Zusam-
menlagerung des tetraploiden Weizens mit Aegilops tauschii (Genom DD, 2n = 14

Chromosomen) entstanden vor ca. 10000 Jahren hexaploide 77iticum-Formen.

Obwohl der Weizenertrag pro Hektar durch gezielte Ziichtung in den vergangenen
Jahren deutlich angestiegen ist, entstehen aufgrund von Schadorganismen immer noch
betrichtliche Ertragsverluste. Ahrenfusariosen zihlen neben Blattseptoria (Septoria
tritici), Spelzenbraune (Septoria nodorum) und den Braun- und Gelbrosten (Puccinia
recondita und Puccinia striiformis) zu den bedeutendsten pilzlichen Schaderregern in

den geméfBigten Klimaten Europas.
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1.2. Ahrenfusariosen bei Weizen

Die durch verschiedene Fusarium-Arten hervorgerufene partielle Weil3- oder Taubidh-
rigkeit ist ein ernstes Problem in vielen Weizenanbaugebieten weltweit. Seit Beginn
der 90-er Jahre konnte ein starker Anstieg der Krankheit verzeichnet werden, der zu
betrachtlichen wirtschaftlichen Schiden gefiihrt hat. Insbesondere im Osten und mitt-
leren Westen der USA, in Kanada, China, Japan, in einigen Staaten Siidamerikas und
in Teilen Europas einschlieBlich Deutschland traten in den vergangenen Jahren immer
wieder Fusarium-Epidemien auf. Die zunehmende Bedeutung der Ahrenfusariosen
steht eng in Zusammenhang mit einigen ackerbaulichen Entwicklungen, die die
Krankheit fordern. Zu nennen sind hier beispielsweise der zunehmende Anbau kurz-
strohiger Sorten, die reduzierte Bodenbearbeitung, verstirkter Maisanbau und enge
Mais—Weizen Fruchtfolgen. Die Krankheit fiihrt zu einer deutlichen Reduktion von
Kornertrag und -qualitét. Das grofite Problem ist allerdings die mogliche Kontamina-

tion der Korner von infizierten Pflanzen mit verschiedenen Mykotoxinen.

Hervorgerufen wird die Krankheit hauptsédchlich durch fiinf Arten: F. culmorum, F.
graminearum (G. zeae), Fusarium avenaceum (Gibberella avenacea), F. poae und
Microdochium nivale (Monographella nivalis) (Parry et al., 1995). Weltweit betrach-
tet haben F. culmorum und F. graminaerum die grofite Bedeutung, wobei F. grami-
nearum in kontinentalen Gebieten dominiert, wie zum Beispiel in Teilen der USA und
Kanada, wihrend F. culmorum eher in den kiihleren maritimen Gebieten Nordeuropas
verbreitet ist (Parry et al., 1995; Bottalico und Perrone, 2002). In Bayern gewinnt F.
graminearum aufgrund des verstirkten Maisanbaus und einer oftmals engen Mais—
Weizen Fruchtfolge zunehmend an Bedeutung. Die verschiedenen Fusarium-Arten
sind nicht wirtsspezifisch, d. h. sie befallen Weizen, Mais und andere Getreidearten
gleichermallen ohne eine Spezialisierung fiir einen bestimmten Wirt zu zeigen (van

Eeuwijk et al., 1995).

F. culmorum und F. graminearum konnen aufgrund ihrer saprophytischen Natur un-
giinstige Bedingungen tiberbriicken, indem sie auf Ernteresten wie zum Beispiel
Maisstoppeln iiberdauern. Beide Pilze konnen sich asexuell durch Konidien vermeh-
ren, welche sich hauptsdchlich bei Regen ausbreiten. Durch spritzende Regentropfen

gelangen die Konidien dabei von einer Blattetage zur ndchsthoheren. Es wird berich-
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tet, dass sich Konidien von F. culmorum ca. 100 cm in horizontaler und 60 cm in ver-

tikaler Richtung ausbreiten konnen (Jenkinson und Parry, 1994).

F. culmorum verbreitet sich rein asexuell wéhrend von F. graminearum auch eine
Hauptfruchtform, Gibberella zeae, bekannt ist. Diese bildet auf abgestorbenem Pflan-
zenmaterial Perithecien, aus denen Ascosporen ausgeschleudert werden konnen. Die
Ausbreitung der Ascosporen erfolgt vorwiegend durch den Wind, wobei sie bis zu 30
m weit verfrachtet werden konnen. Die Verbreitung iiber Ascosporen stellt die Haupt-

ausbreitungsart von F. graminearum dar.

Die Infektion der Ahre erfolgt hauptsichlich wihrend der Bliite bei ausreichend
Feuchtigkeit und einer Temperatur von mindestens 15 °C und hochstens 32 °C (Sut-
ton, 1982). Erfolgt die Infektion zu Beginn der Bliite kommt es zu einer starken
Kiimmerkornbildung, wéihrend sich die Korner bei einer Infektion zu Blithende oder
zu Beginn der Milchreife weitestgehend normal entwickeln. Dennoch kdnnen diese
Korner in der dulleren Samenschale vom Pilz durchsetzt sein und Mykotoxine enthal-
ten. Bereits wenige Stunden nach der Infektion keimen die Makrokonidien auf der
Wirtsoberfliache aus. Die Hyphen wandern entlang des Exokarps zwischen Deck- und
Hiillspelze und gelangen in das sich entwickelnde Korn (Jansen et al., 2005). Nach-
folgend werden die Schichten der Fruchtschale und schlieBlich das Endosperm zer-
stort. Die Pilzhyphen breiten sich inter- und intrazelluldr aus, indem sie zellwandab-
bauende Enzyme wie Cellulasen, Xylanasen und Pektinasen abgeben (Kang und
Buchenauer, 2002). Bei Abwesenheit von Trichothecenen wird das weitere Wachstum
des Pilzes verhindert, indem Zellwandverdickungen an der Ahrenspindel gebildet
werden (Jansen et al., 2005). Sie fungieren somit als Virulenzfaktoren, die die Aus-
breitung der Krankheit bedingen. Auf die Funktion der Trichothecene als Virulenz-
faktoren bei Ahrenfusariosen im Weizen wurde bereits in friiheren Studien hingewie-
sen (Proctor et al., 1995; Desjardins et al., 1996). Dies gilt jedoch nicht notwendiger-
weise flr alle Wirtspflanzen (Langevin et al., 2004). Je nach Widerstand der Sorte
bewegt sich der Erreger weiter basipetal in den Leitbahnen der Spindel. Durch ein
massives Myzelgeflecht wird der Stofftransport in den héher gelegenen Teil der Ahre
unterbrochen, was zu Kiimmerkdrnern oder véllig tauben Ahrenteilen fiihrt. Die Kor-
ner unterhalb der Infektionsstelle entwickeln sich normal, enthalten aufgrund des

Fusarium-Besatzes jedoch unterschiedliche Mengen an Mykotoxinen.
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Durch reduzierte Kornzahlen pro Ahre sowie einem verminderten Tausendkornge-
wicht kann es zu Ertragsverlusten bis zu 70% kommen (Martin und Johnston, 1982).
Der Befall mit Fusarium-Arten kann aulerdem die Kornqualitit negativ beeinflussen.
So wird beispielsweise beschrieben, dass Fusarium-kontaminiertes Getreide unzufrie-
denstellende Backeigenschaften aufweist (Dexter et al., 1997). Pilzliche Proteasen
hydrolisieren Endospermproteine wihrend der Teigbearbeitung und fithren zu gerin-

gerem Backvolumen (Nightingale et al., 1999).

Das Hauptproblem besteht allerdings darin, dass die verschiedenen Fusarium-Arten
eine Reihe von toxischen Metaboliten bilden kdnnen. Die bedeutensten Mykotoxine
in Getreide gehoren im wesentlichen zu drei Hauptgruppen: die Gruppe der Tricho-

thecene, der Zearalenone und der Fumonisine.

Die Gruppe der Trichothecene werden nach ihrer chemischen Struktur in vier Unter-
gruppen eingeteilt, von denen Typ A und Typ B am bedeutendsten sind. Zu Typ A
zdhlen Toxine wie T-2 und HT-2. Die von F. poae und F. sporotrichoides gebildeten
Typ A-Toxine waren verantwortlich, dass Mitte des letzten Jahrhunderts in Russland
Tausende an der sogenannten Alimentiren Toxischen Aleukie (ATA) erkrankten.
Vertreter der Typ B-Toxine sind Deoxynivalenol (DON), seine acetylierten Derivate
3- bzw. 15- Acetyldeoxynivalenol (3-ADON bzw. 15-ADON), Nivalenol (NIV) und
Fusarenon-X (Fus-X). Typ B-Toxine werden iiberwiegend von F. culmorum und F.
graminearum gebildet, wobei NIV und Fus-X auch von F. poae und F. crookwellense
synthetisiert werden konnen. F. culmorum- und F. graminearum-Isolate kdnnen in
zwei Chemotypen unterteilt werden. Der aggressivere Chemotyp I kommt iiberwie-
gend in Europa vor und ist hauptséchlich DON-Produzent, wihrend der NIV-bildende
Chemotyp II vorwiegend in Neuseeland, Korea und Japan dominiert. Bei der Ver-
wendung von kontaminiertem Getreide in der menschlichen bzw. tierischen Erndh-
rung kann es zu gesundheitlichen Beeintrachtigungen kommen. So sind beim Men-
schen beispielsweise Erbrechen, Durchfall und Hautreaktionen die hiufigsten Be-
schwerden nach Trichothecenaufnahme durch die Nahrung. Sie hemmen auflerdem
die Proteinbiosynthese (McLaughlin et al., 1977) und haben eine suppressive Wir-
kung auf das Immunsystem. In der Tiererndhrung ist die Empfindlichkeit gegeniiber
Trichothecenen stark abhingig von der jeweiligen Tierart. Wiahrend Monogastrier,

insbesondere Schweine, sehr sensibel gegeniiber den genannten Toxinen sind, zeigen
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Wiederkduer und Gefliigel eine hohere Toleranz gegeniiber Trichothecenen

(Trenholm et al., 1984).

Das 0strogen wirksame Zearalenon (ZEA) wird von F. culmorum, F. graminearum
und F. crookwellense synthetisiert. Es fiihrt vor allem bei Schweinen zu Fruchtbar-

keitsstorungen, Hyperdstrogenismus und Totgeburten (Zinedine et al., 2006).

Fumonisine sind weltweit verbreitet und werden hauptsidchlich von F. verticilloides
und F. proliferatum auf Mais gebildet. Fumonisine sind sehr toxisch und werden bei-

spielsweise flir eine Schweinekrankheit verantwortlich gemacht, die zu Lungenwasser

fihrt.

Um die Lebensmittelsicherheit zu gewéahrleisten, wurden zum 01. Juli 2006 EU-weite
Grenzwerte fiir Fusarientoxine (http://www.mykotoxin.de/Dokumente/4012006.pdf),
wie beispielsweise fiir DON, eingefiihrt:

- Andere unverarbeitete Getreide als Hartweizen, Hafer und Mais: 1250 pg/kg

- Unverarbeiteter Hartweizen und Hafer, (Mais): 1750 pg/kg

- Getreidemehl einschlieBlich Maismehl, Maisgrits und Maisschrot: 750 pg/kg

- Brot, feine Backwaren, Kekse, Getreide-Snacks und Friihstiickscerealien: 500 pg/kg
- Teigwaren (trocken): 750 ng/kg

- Getreidebeikost und andere Beikost fiir Sduglinge und Kleinkinder: 200 ng/kg

Kritisch zu sehen ist allerdings die Tatsache, dass es bisher keine kostengiinstigen und
schnellen Analysenmethoden gibt. Auch auf welche Art und Weise die Probennahme
erfolgen soll, bleibt weiterhin unklar. Die Toxinverteilung im Feld ist sehr inhomo-
gen, so dass sehr viele Proben fiir eine genaue Aussage ndtig wiren, was sich jedoch

auf Erzeugerebene wihrend der Ernte nicht realisieren lésst.

1.3. Ackerbauliche Mafinahmen und Pflanzenschutz gegen

Ahrenfusarium

Um das Risiko von Ahrenfusarium im Weizen zu mindern, werden zum einen ver-
schiedene pflanzenbauliche MaBnahmen empfohlen (Parry et al., 1995; Dill-Macky

und Jones, 2000; Pirgozliev et al., 2003). So sollten beispielsweise keine engen Mais—
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Weizen Fruchtfolgen gewihlt werden, da Mais ebenfalls dem Wirtskreis von ver-
schiedenen Fusarium-Arten angehort. Aullerdem sind F. culmorum und F. graminea-
rum in der Lage auf Ernteriickstdnden, insbesondere Maisstoppeln, ungiinstige Bedin-
gungen zu iiberdauern. Eine nicht wendende Bodenbearbeitung ohne Pflug sollte da-
her nach Mdglichkeit vermieden werden, da diese zu einer Anreicherung von Inoku-
lum fiihrt und dadurch die Wahrscheinlichkeit einer Infektion erhoht wird. Maisriick-
stdnde sollten zerkleinert werden und zumindest in obere Bodenschichten eingemischt
werden, um eine schnelle Rotte zu gewihrleisten. Des Weiteren sollte die Stickstoff-
diingung angepasst und der Bestand nicht zu iippig sein, um eine gleichmifBige und

rechtzeitige Abreife zu gewahrleisten.

Der Einsatz von Fungiziden zur Bekdmpfung von Ahrenfusariosen gestaltet sich oft
schwierig. Das Zeitfenster fiir einen wirkungsvollen Fungizideinsatz betrdgt nur we-
nige Tage nach optimalen Infektionsbedingungen (Regen bzw. hohe Feuchtigkeit)
wihrend der Bliite. Aufgrund der Abhéngigkeit des Infektionsdrucks von der Witte-
rung sind Prognosen {iber eine termingerechte Fungizid-Applikation meist sehr
schwierig. Auflerdem ist es in der Praxis oft aus technischen Problemen nicht immer
machbar, die Fungizide innerhalb dieses engen Zeitfensters zu applizieren. Wirk-
stoffe, die bei optimalem Anwendungstermin gegen Ahrenfusarium einen Wirkungs-
grad zwischen 50% bis 70% aufweisen sind im Einzelnen: Tebuconazole, Spiroxa-
mine und Metconazole. Fungizide mit dem Wirkstoff Strobilurin kénnen sogar zu
erhohten DON-Gehalten fiihren (Obst und Gammel, 2000; Simpson et al., 2001). Da-
her sollte bei hohem Fusariumrisiko auf den Einsatz von Strobilurinen verzichtet wer-

den.

1.4. Resistenz und Resistenzziichtung

Die vielversprechendste Strategie in der Kontrolle von Ahrenfusariosen ist die Ziich-
tung und der Anbau von moglichst resistenten Sorten. Bei Weizen werden fiinf Re-

sistenzkomponenten beschrieben, die auf aktiven Resistenzmechanismen beruhen:

- Typ I. Resistenz gegeniiber dem FEindringen bzw. der Infektion durch den

Schaderreger (Schroeder und Christensen, 1963)
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- Typ II: Resistenz gegeniiber der Ausbreitung des Pathogens im Pflanzengewebe

(Schroeder und Christensen, 1963)
- Typ III: Resistenz gegeniiber einer Infektion der Korner (Mesterhazy, 1995)
- Typ IV: Toleranzerscheinungen gegeniiber Ahrenfusariosen (Mesterhazy, 1995)

- Typ V: Resistenz gegeniiber Toxinen beispielsweise durch Toxinabbau (Miller,

1985)

Neben den aktiven Resistenzmechanismen werden auch einige passive Resistenzme-
chanismen beschrieben. So hat beispielsweise die Wuchshdhe Einfluss auf die natiirli-
che sowie die kiinstliche Infektion, wobei das Befallsrisiko mit zunehmender Halm-
lange abnimmt (Mesterhazy, 1995; Hilton et al., 1999). Die Distanz zwischen den
Blattetagen beeinflusst die Ausbreitung des Inokulums durch spritzende Regentropfen
(Zinkernagel et al., 1997). Auch die Begrannung, die Ahrendichte sowie die Bestan-
desdichte werden zu den passiven Resistenzmechanismen gezdhlt. Kurze begrannte
Sorten mit einer hohen Ahren- und Bestandesdichte sind dabei einem hohen Befallsri-

siko ausgesetzt.

Durch die quantitative Vererbung (Snijders, 1990a) und die vor allem unter natiirli-
chen Bedingungen vorherrschenden hohen Genotyp x Umwelt Interaktionen, gestaltet
sich die Ziichtung resistenter Sorten jedoch schwierig. Es existiert zwar eine grofie
Variation fiir das Merkmal, jedoch sind bisher keine Genotypen bekannt, die vollig
befallsfrei sind. Die genetischen Effekte sind iiberwiegend additiv, wihrend Domi-
nanz- und epistatische Effekte lediglich von untergeordneter Bedeutung sind
(Snijders, 1990a). Zur Anhebung des Resistenzniveaus besteht zum einen die Mog-
lichkeit innerhalb bestehender adaptierter Zuchtpopulationen resistentere Genotypen
als Kreuzungspartner zu verwenden oder aber exotische Resistenztridger einzukreuzen.
Es existieren unterschiedliche Pools von Resistenztrigern: Sommerweizen aus China
und Japan, Sommerweizen aus Brasilien und Winterweizen aus Osteuropa. Das Ein-
kreuzen wenig adaptierter Resistenzquellen ist oft sehr arbeits- und zeitaufwendig.
Die Schwierigkeit besteht darin, Nachkommen zu selektieren, die neben der Resistenz
auch akzeptable agronomische Eigenschaften aufweisen. Eine weitere Mdoglichkeit
besteht in der rekurrenten Selektion. Dabei wird in mehreren Zyklen auf eine hohe
Resistenz selektiert und die besten Linien wieder miteinander kombiniert. Dadurch ist

eine betriachtliche Resistenzsteigerung moglich (Snijders, 1990b; Jiang et al., 1994).
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Ferner kann das Kreuzen zweier méBig resistenter Eltern zu positiver Transgression
fithren, d. h. einzelne Nachkommen zeigen ein geringeres Befallsniveau als einer der
beiden Eltern (Snijders, 1990b; Liu et al., 1991). Da eine enge Beziehung zwischen
der Resistenz und dem DON-Gehalt besteht (Mesterhazy et al., 1999; Hartl et al.,
2001; Mesterhazy, 2002; Miedaner et al., 2004; Wilde und Miedaner, 2006), zeichnen
sich Genotypen mit geringen phinotypischen Krankheitssymptomen in der Regel
auch durch niedrige DON-Gehalte aus. Eine indirekte Selektion auf geringe DON-
Gehalte ist somit moglich und man kann zumeist auf die kostspieligen und zeitauf-

wendigen DON-Analysen verzichten.

Um zuverldssige Aussagen beziiglich der Resistenz machen zu koénnen, ist eine
kiinstliche Infektion in moglichst vielen Umwelten und in Generationen ab der F4
ndtig. Die kiinstliche Infektion kann zum einen durch eine Sprithinokulation (Abbil-
dungl) zur Bliite hervorgerufen werden. Bei dieser Methode wird oft nicht zwischen
Typ I- und Typ II-Resistenz unterschieden werden, so dass bei der visuellen Evaluie-
rung der Genotypen eine kombinierte Auspragung beider Resistenztypen erfasst wird.
Um Unterschiede der einzelnen Priifglieder beziiglich des Bliithzeitpunktes auszuglei-
chen, sollte diese mehrmalig durchgefiihrt werden. Um ausschlieBlich die Ausbrei-
tungsresistenz (Typ II) im Pflanzengewebe zu erfassen, wird die Einzeldhrchenino-
kulation (Abbildung 2) angewandt. Ein weiteres Verfahren zur Erfassung der Resis-
tenzeigenschaften ist die Maisstoppelmethode. Dabei werden mit Fusarium spp.
natilirlicherweise infizierte Maispflanzenreste zwischen die Reihen der zu priifenden
Genotypen gestreut. Diese Methode wird routineméBig in Leistungspriifungen vom
Bundessortenamt angewandt, um Sorten beziiglich ihrer Anfilligkeit fiir Ahrenfusa-
rium beschreiben zu konnen. Hierbei werden natiirliche Inokulationsbedingungen mit
einem erhohten Infektionspotenzial kombiniert. Diese Feldpriifungen werden in der

Regel an sechs Standorten durchgefiihrt.
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Abbildung 1: Spriihinokulation bei Abbildung 2: Einzeldhrcheninokulation

Weizen. Foto: Holzapfel 2005, Bay- bei Weizen. Quelle: www.biologie.uni-
erische Landesanstalt fir Landwirt- hamburg.de.
schatft.

Da die Fusariumresistenz im Weizen horizontal und nicht wirtsspezifisch ist, scheint
die Verwendung von einem aggressiven Isolat einer wichtigen Art (F. culmorum oder
F. graminearum) bzw. einer Mischung aus wenigen Isolaten mit bekannter Aggressi-
vitdt flir Feldpriifungen ausreichend zu sein. Dadurch ist es moglich, Genotypen zu
selektieren, die eine Resistenz gegeniiber allen Arten aufweisen (Atanasoff et al.,

1994; Mesterhazy et al., 2005).

1.5. Molekulare Marker

Molekulare Marker kommen bei der Erstellung von genetischen Karten zum Einsatz.
Hierbei besteht der erste Schritt zundchst in der Erstellung einer spaltenden Popula-
tion. Diese Kartierungspopulation wird anschlieBend mittels molekularer Marker ge-
notypisiert, um Rekombinationshiufigkeiten festzustellen, welche Grundlage fiir die
Berechnung des genetischen Abstands zwischen den einzelnen Markern sind. Der
genetische Abstand wird in centi Morgan (cM) angegeben. Die Berechnung geneti-
scher Karten erfolgt meist mit Hilfe von Computerprogrammen wie beispielsweise
Mapmaker (Lander et al., 1987) oder Joinmap (van Oorijen und Voorrips, 2001).
Diese Programme testen die Wahrscheinlichkeit einer freien Spaltung bzw. einer
Kopplung gegen einen festgelegten Schwellenwert (Logarithm of ODds; LOD). Kar-
tierungsfunktionen rechnen dabei die Rekombinationsfrequenzen in ¢ctM um. Die ge-

brauchlichsten Funktionen sind die von Haldane (1919) und Kosambi (1944).
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Bei der Anwendung verschiedener Markersysteme kann es jedoch insbesondere beim
Weizen zu Problemen kommen. Dies liegt an der enormen Grof3e des Weizengenoms
(16 x 10° Basenpaare) verglichen mit Gerste (5,4 x 10° Basenpaare) oder Reis (4 x 10®
Basenpaare), der Homdoologie der A-, B- und D-Genome und dem oftmals niedrigen
Polymorphiegrad im Vergleich zu anderen Kulturarten (Langridge et al., 2001). Seit
der Entwicklung PCR-gestiitzer Markertechniken gelang jedoch auch im Weizen die
Entwicklung von DNA-Markern, die einen hohen Polymorphiegrad aufweisen, repro-
duzierbar und leicht zu handhaben sind. Seitdem wurden bereits sehr viele genetische
Karten des Weizens erstellt. Zu nennen ist hier beispielsweise die auf der Synthetik
(W7984)/Opata-Population basierende genetische Karte, die stindig um weitere Mar-
ker erweitert wird (Rdder et al., 1998; Gupta et al., 2002; Song et al., 2005). Eine
weitere Karte basiert auf einer Arina/Forno-Population und umfasst insgesamt ca.
3000 cM (Paillard et al., 2003). Somers et al. (2004) entwickelten eine Konsensus-
karte, die Daten von vier Kartierungsstudien beinhaltet und eine Lénge von insgesamt
ca. 2500 cM aufweist. Eine Ubersicht aller genannten Karten sowie eine Ubersicht
tiber weitere Kartierungsstudien ist in der 6ffentlich zugénglichen GrainGenes Daten-

bank zu finden (http://wheat.pw.usda.gov/ GG2/index.shtml).

Der Einsatz von molekularen Markern gewinnt aber auch aufgrund der genannten
Schwierigkeiten bei der Ziichtung resistenter Sorten, zunehmend an Bedeutung. Mit
Hilfe molekulargenetischer Analysen resistenter Genotypen werden im Weizen Ge-
nombereiche identifiziert und lokalisiert, die an der Auspridgung der Fusariumre-
sistenz beteiligt sind. Molekulare Marker, die eng an diese Bereiche gekoppelt sind,
ermOglichen in markergestiitzten Ziichtungsprogrammen die Selektion gesunder Ge-
notypen, insbesondere in frithen Generationen, sowie die Effektivitidt von Ziichtungs-
programmen zu erhéhen. Da die Selektion auf DNA-Ebene unabhéngig von Umwelt-
einfliissen ist, kann die Auslese bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt, beispielsweise
am Keimling, erfolgen, und es ist nicht notwendig, den Zeitpunkt der Merkmalsaus-
pragung abzuwarten. Geringe Mengen an Blattmaterial oder Kornern reichen bereits
aus, um die fiir die Analysen bendtigte genomische DNA zu extrahieren. Die Selek-
tion auf DNA-Ebene bietet zudem den Vorteil, dass sie nicht nur weniger Zeit in An-
spruch nimmt, sondern auch arbeits- und platzsparend ist, da die Anzahl der zu prii-
fenden Linien bereits in frithen Generation reduziert wird. Somit werden die aufwen-

digen Resistenzpriifungen sowie die dafiir bendtigten Flachen in den folgenden Gene-
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rationen reduziert bzw. bei gleichbleibendem Flichenumfang kann eine héhere Zahl
an Genotypen gepriift werden. Letztendlich wird also die Selektionseffizienz verbes-
sert. Der Einsatz von molekularen Markern beschleunigt aulerdem die Pyramidisie-
rung verschiedener Resistenzgene und erleichtert die Introgression von Resistenzge-
nen aus exotischem Material. Je nachdem welche Markertechnik verwendet wird,
konnen auch homo- und heterozygote Genotypen unterschieden werden. Die genann-
ten Vorteile bestehen allerdings nur, wenn die Marker sehr eng an die jeweiligen
Zielgene gekoppelt sind, so dass es zu keiner Rekombination zwischen Marker und
Gen kommt. Fiir eine effektive Nutzung von molekularen Markern in Ziichtungspro-
grammen sollten diese nach Mdglichkeit diagnostisch sein, d. h. dass die Nutzung in
verschiedenen genetischen Hintergriinden moglich ist. In der praktischen Anwendung
sollten die Marker auBBerdem leicht handhabbar und kostengiinstig sein. Die Bedeu-
tung und Anwendbarkeit von molekularen Markern in der Getreide- bzw. Weizen-
zlichtung werden unter anderem von Korzun (2003) bzw. von Koebner und Summer

(2002) diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden hauptsdchlich die PCR-gestiitzten AFLP (Ampli-
fied Fragment Length Polymorphism)- und Mikrosatelliten-Marker verwendet.

Die AFLP-Technik wurde erstmals von Vos et al. (1995) beschrieben. Es handelt sich
dabei um eine dufBerst effiziente und robuste Methode, um schnell eine grofle Zahl
polymorpher DNA-Marker zu finden. Ein weiterer Vorteil der Methode besteht darin,
dass vorab keinerlei Sequenzinformation nétig ist. In einem ersten Schritt wird die
genomische DNA zunéchst mit einer hdufig und einer selten schneidenden Restrikti-
onsendonuklease verdaut. An die so entstandenen, unterschiedlich groflen dop-
pelstrangigen DNA-Fragmente werden Adaptoren ligiert, die nachfolgend als Primer-
bindungsstelle fungieren. In einer Pradamplifikation werden zunichst alle Restriktions-
fragmente amplifiziert, indem ein zum Adapter und den jeweiligen Schnittstellen
komplementires Primerpaar eingesetzt wird. In der selektiven Amplifikation werden
schlieBlich Primer eingesetzt, die sich aus der komplementéren Nukleotidsequenz der
Adaptoren und zusétzlich ein bis drei selektiven Nukleotiden am 3’-Ende zusammen-
setzen, so dass nicht alle Restriktionsfragmente in der PCR amplifiziert werden. Je
groBer die Zahl der selektiven Nukleotide ist, desto weniger Fragmente werden ampli-

fiziert. Polymorphe AFLP-Marker entstehen, wenn auf genomischer Ebene Unter-
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schiede in den Restriktionsschnittstellen vorliegen. Die Auswertung von AFLP-Mar-

kern erfolgt meist dominant.

Bei Mikrosatelliten- bzw. SSR-Markern (Simple Sequence Repeats) handelt es sich
um wiederholte kurze Sequenzmotive (zwei bis sechs Basenpaare), die gleichméafig
tiber das Genom verteilt vorliegen (Wang et al., 1994). Polymorphismen zwischen
verschiedenen Genotypen entstehen meist aufgrund einer unterschiedlichen Anzahl an
Wiederholungen. Flankiert werden diese repetetiven Motive durch stark konservierte
Bereiche, welche in der PCR-Amplifikation als Primerbindungsstelle dienen. Mikro-
satelliten-Marker weisen einen hohen Polymorphiegrad auf, werden meist codominant
vererbt und sind oftmals locusspezifisch, so dass sie bei der Zuordnung von Kopp-
lungsgruppen zu spezifischen Chromosomen einsetzbar sind. Roder et al. (1998) ver-
offentlichten die erste auf Mikrosatelliten basierende genetische Karte. Seitdem wurde
bereits eine grofle Zahl von SSR-Markern verdffentlicht, die in der GrainGenes Da-

tenbank zu finden sind (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml).

1.6. Prinzip von QTL-Analysen

Bei Getreide zeigen viele wichtige Merkmale wie beispielsweise Ertrag, Qualitét oder
viele Krankheitsresistenzen in spaltenden Populationen eine quantitative Verteilung.
Die einzelnen Genombereiche, die an der Auspragung solcher quantitativer Merkmale
beteiligt sind, werden als QTL (Quantitative Trait Loci) bezeichnet. Das Konzept des
QTL-Nachweises wurde von Sax (1923) entwickelt. Um QTL zu identifizieren, ist es
zunichst notwendig, eine spaltende Population beziiglich des Zielmerkmals zu phi-

notypisieren und parallel dazu mit molekularen Markern zu genotypisieren.

Verschiedene wichtige Faktoren beeinflussen dabei die Genauigkeit der QTL-Kartie-
rung. Zu nennen sind hier beispielsweise Versuchsdesign und -umfang, Heritabilitat
des Merkmals, Zahl und Beitrag der einzelnen QTL zur gesamten genotypischen Va-
rianz, Verteilung der QTL iiber das Genom, Markerdichte, Verlasslichkeit der Kartie-
rung usw. (Asins, 2002). Im Allgemeinen ist die QTL-Kartierung sowie die damit
verbundene Schitzung der einzelnen QTL-Effekte préziser, je hoher die Heritabilitat
des Zielmerkmals ist, d. h., die Genauigkeit der QTL-Analyse kann direkt iiber die

Methode der phénotypischen Datenerhebung beeinflusst werden. Bei geringen Popu-
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lationsgrofBen besteht die Gefahr, dass QTL mit kleineren Effekten aufgrund von ins-
gesamt hoheren Schitzfehlern moglicherweise nicht detektiert werden, sowie dass die
erklarte phénotypische Varianz identifizierter QTL {iberschétzt werden konnte
(Melchinger et al., 1998; Utz et al., 2000). Deshalb ist es unerlésslich, Effekte detek-
tierter QTL vor der Anwendung in markergestiitzten Ziichtungsprogrammen zu iiber-
priifen. Auch der Populationstyp beeinflusst die QTL-Analyse. So erlauben Populati-
onen mit einem grofen Anteil an homozygoten Linien (DHs, RILs) eine prizisere

Schitzung der QTL-Effekte (Asins, 2002).

Um eine QTL-Verrechnung durchzufiihren, stehen verschiedene Algorithmen zur
Verfiigung. Bei der Einzelmarkerregression wird mittels linearer Regressionsanalysen
iiberpriift, ob ein Markergenotyp einen signifikanten Zusammenhang mit der Auspra-
gung des Zielmerkmals aufweist. Beim Verwenden von einzelnen Markern kann je-
doch nicht zwischen dem Effekt eines QTL und der Position relativ zum Marker un-
terschieden werden. Im Unterschied dazu werden bei der Intervallkartierung benach-
barte Marker paarweise auf genetische Effekte mit Auswirkungen auf die phanotypi-
schen Daten des zu untersuchenden Merkmals getestet. Dadurch lassen sich Riick-
schliisse iliber die QTL-Effekte sowie iiber Rekombinationen zwischen QTL und Mar-
ker ziehen. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorhandensein eines QTL wird gegen die
Hypothese getestet, dass kein QTL in einem Markerintervall vorhanden ist (Maximum
Likelihood Verfahren; Lander und Botstein, 1989). Im Vergleich zur Einzelmarker-
regression ist die Intervallkartierung also deutlich leistungsstirker. Bei der einfachen
Intervallkartierung werden jedoch weitere QTL im genetischen Hintergrund der Po-
pulation nicht beachtet. Um nun diese Covarianz im genetischen Hintergrund bei der
QTL-Analyse einzubeziehen, kann eine multiple Intervallkartierung durchgefiihrt
werden, welche QTL-Effekte von anderen Chromosomen beriicksichtigt (Jansen und
Stam, 1994; Zeng, 1994; Kao et al., 1999). Im Computerprogramm MultiQTL (Korol
et al., 2005) werden die Chromosomen dazu nacheinander auf die Prisenz eines QTL
untersucht wéhrend gleichzeitig QTL-Effekte von anderen Chromosomen in die
Analyse einkalkuliert werden. Da die genauen Positionen und Effekte dieser QTL
vorab unbekannt sind, handelt es sich um einen iterativen Algorithmus. Ein alternati-
ves Verfahren dazu ist das ,,Composite Interval Mapping™ (CIM). Im Gegensatz zu
der in MultiQTL implizierten multiplen Intervallkartierung, bei der QTL als Cofakto-

ren eingesetzt werden, wird hier der genetische Hintergrund iiber die Einfithrung von
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einzelnen Markern als Cofaktoren in der Analyse beriicksichtigt (Zeng, 1994). Aus
diesem Grund ist die mittels der multiplen Intervallkartierung durchgefiihrte QTL-
Analyse noch priziser und leistungsfahiger verglichen mit dem CIM (Kao et al.,

1999).

Um den kritischen LOD-Wert zu bestimmen, ab dem ein QTL als signifikant be-
trachtet werden kann, wird beispielsweise ein Permutationstest (Churchill und
Doerge, 1994) verwendet, wie es z. B. bei MultiQTL der Fall ist. Die QTL-Analyse
wird auflerdem durch die Zusammensetzung der Stichprobe stark beeinflusst, was in
Abhidngigkeit der Populationsgroe, der Heritabilitdt des Zielmerkmals sowie der
GroBe des QTL-Effekts zu einer erheblichen Uberschitzung der QTL-Effekte fiihren
kann (Utz und Melchinger, 1994). Um diese Verzerrungen in der Schitzung der QTL-
Effekte zu eliminieren, stehen weitere Methoden zur Verfiigung wie z. B. die in
MultiQTL implizierte ,,Bootstrap-Analyse* (Lebreton und Visscher, 1998) oder die
von Utz et al. (2000) eingefiihrte ,,Cross-Validation“. Bei der Bootstrap-Analyse wer-
den Vertrauensintervalle fiir die Positionen detektierter QTL bestimmt, wobei diese
umso kleiner sind je sicherer der QTL ist. Bei der Cross-Validation wird dagegen mit
4/5 der Linien eine QTL-Analyse durchgefiihrt, wiahrend die restlichen Linien zur

Validierung der identifizierten QTL verwendet werden.

1.7. Kartierung und Validierung von Resistenz-QTL gegen

Ahrenfusariosen

In den letzten Jahren wurden sowohl im Sommer- als auch im Winterweizen zahlrei-
che Resistenz-QTL gegen Ahrenfusariosen kartiert. Im Sommerweizen zihlen der aus
China stammende resistente Genotyp Sumai 3 und davon abgeleitete Linien zu den
meistgenutzten Resistenzquellen bei der Entwicklung spaltender Populationen. Dabei
konnte ein Haupt-QTL auf Chromosom 3BS (Qfhs.ndsu-3BS) identifiziert werden, der
bis zu 60% der phinotypischen Varianz (R?) nach Einzeldhrcheninokulation (Typ II-
Resistenz) erklarte (Waldron et al., 1999; Bai et al., 1999; Anderson et al., 2001;
Buerstmayr et al., 2002; Zhou et al., 2002; Chen et al., 2006). Nach Spriihinokulation
im Feld (Typ I- und II-Resistenz kombiniert) erklarte er bis zu 20% der phinotypi-
schen Variation (Buerstmayr et al., 2003; Chen et al., 2006). Ein weiterer QTL, der im
Gegensatz zu Qfhs.ndsu-3BS eher mit der Typ I-Resistenz in Verbindung steht,
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konnte auf Chromosom 5A (Qfhs.ifa-54) identifiziert werden (Buerstmayr et al.,
2002, 2003). Dieser QTL mit Effekt auf die Typ I-Resistenz wurde von Chen et al.
(2006) bestdtigt. AuBBer den genannten QTL konnten in den zitierten Studien noch
weitere Genombereiche mit geringerem Einfluss auf die Resistenz identifiziert wer-

den.

Weitere chinesische Resistenzdonoren, deren Beziehung zu Sumai 3 noch nicht ein-
deutig geklart ist, wie beispielsweise Wangshuibai, Huapei 57-2 oder Ning894037
wurden ebenfalls molekulargenetisch untersucht. Dabei konnte in verschiedenen Stu-
dien jeweils ein Haupt-QTL fiir die Typ II-Resistenz bzw. die kombinierte Auspra-
gung beider Resistenztypen auf Chromosom 3BS identifiziert werden (Bourdoncle
und Ohm, 2003; Shen et al., 2003a; Lin et al., 2004; Mardi et al., 2005; Jia et al.,
2005; Ma et al., 2006). In einer Population, die aus einer Kreuzung zwischen
Wangshuibai und Nanda2419 (anfillig) hervorging, konnten nach Sprithinokulation
auf den Chromosomen 4B und 5A wichtige QTL fiir die Typ I- Resistenz detektiert
werden, die 18% bzw. 27% der phénotypischen Varianz erklarten (Lin et al., 2006).

Uber Resistenzquellen aus Brasilien ist bisher noch wenig bekannt. In einer Frontana
(resistent)/Remus (anfillig)-Population konnte nach Spriithinokulation ein stabiler
QTL auf Chromosom 3A gefunden werden (Steiner et al., 2004), der kiirzlich in einer
Frontana/Seri82 (anfillig)-Population bestétigt wurde (Mardi et al., 2006).

Auch im Winterweizen konnten einige Genombereiche mit einer Resistenz gegen
Ahrenfusariosen in Verbindung gebracht werden. In einer Population, die aus einer
Kreuzung zwischen Sincron (resistent) und F1054 (anfillig) hervorging, konnte ein
Haupt-QTL auf Chromosom 1B detektiert werden (Ittu et al., 2000). In einer Renan
(resistent)/Recital (anfillig)-Population wurde nach Spriihinokulation ein Haupt-QTL
auf Chromosom 2BS und zwei auf Chromosom 5A identifiziert, die zwischen 9% und
14% der phanotypischen Varianz erklédrten (Gervais et al., 2003), wobei es auf den
Chromosomen 2BS und 5A Uberlappungen mit QTL fiir die Wuchshdhe und/oder
dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens gab. Shen et al. (2003b) untersuchten eine Popu-
lation, die aus einer Kreuzung zwischen Fundulea 201R (resistent) und Patterson (an-
fallig) hervorging. In dieser Population konnten nach Punktinokulation zwei Haupt-
QTL auf den Chromosomen 1B und 3A gefunden werden, die 19% bzw. 13% der
phinotypischen Varianz erklirten. In einer Goldfield (resistent)/Patterson (anfillig)-

Population konnte im selben Intervall auf Chromosom 2B ein Haupt-QTL fiir eine
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niedrige Befallshdufigkeit sowie fiir geschlossenes Abbliihen identifiziert werden, der
29% der phanotypischen Varianz erklérte (Gilsinger et al., 2005). In einer weiteren
Kartierungspopulation, in der Arina der resistente und Forno der anféllige Kreuzungs-
elter war, konnten nach Spriihinokulation auf den Chromsomen 4AL, SBL und 6DL
Resistenz-QTL identifiziert werden, die zwischen 10% und 22% der phénotypischen
Varianz erklirten (Paillard et al., 2004). Uberlappungen mit QTL fiir die Wuchshdhe
und/oder den Zeitpunkt des Ahrenschiebens gab es auf den Chromosomen 5BL und
6DL. Zusitzlich zu den oben genannten Haupt-QTL wurde in den zitierten Studien
noch von weiteren Genombereichen mit geringem Einfluss auf die Fusariumresistenz
berichtet (R* < 9%). Kiirzlich identifizierten Schmolke et al. (2005) QTL fiir eine
kombinierte Auspriagung der Typ I- und Typ II-Resistenz in der Dream (resis-
tent)/Lynx (anfillig)-Kartierungspopulation, die aus 145 rekombinanten Inzuchtlinien
bestand. Ein Haupt-QTL konnte auf Chromosom 6AL gefunden werden, der 19 % der
phénotypischen Varianz erklirte, ein weiterer wurde auf Chromosom 7BS lokalisiert,
der 21% der phénotypischen Varianz erklirte. Der QTL auf Chromosom 6AL iiber-
lappte mit einem QTL fiir Wuchshéhe und der auf Chromosom 7BS {iberlappte mit
einem QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Weitere QTL, die einen geringeren
Beitrag zur Resistenz leisteten, konnten auf den Chromosomen 2BL und 1B detektiert
werden. In einer weiteren Winterweizenpopulation, die aus einer Kreuzung zwischen
der moderat resistenten Sorte Cansas und der anfélligen Sorte Ritmo hervorging,
konnten nach Spriihinokulation folgende Chromosomenbereiche mit einer Fusarium-
resistenz assoziiert werden: 1BS, 1DS, 3B, 3DL, 5BL, 7AL und 7BS, die zwischen
8% und 20% der phinotypischen Varianz erklirten (Klahr et al., 2007). Uberlappun-
gen mit QTL fiir Halmlinge bzw. den Zeitpunkt des Ahrenschiebens gab es auf den
Chromosomen 5BL und 7AL.

Obwohl bereits viele Resistenz-QTL sowohl im Sommerweizen als auch im Winter-
weizen identifiziert wurden, beziehen sich die meisten Validierungs- und Feinkartie-
rungsstudien auf die von Sumai 3 stammenden Resistenz-QTL. Bis jetzt wurde noch
keine QTL-Validierung im europédischen Winterweizen unter Verwendung von adap-
tierten Resistenzdonoren durchgefiihrt. Zhou et al. (2003) verifizierten den QTL auf
dem kurzen Arm von Chromosom 3BS, indem fiir diesen QTL mittels markerge-
stiitzter Selektion nahisogene Linien entwickelt wurden. In dhnlicher Weise beschéf-

tigen sich Salameh und Buerstmayr (2004) mit der Verifizierung der beiden Resis-
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tenz-QTL (Qfhs.ndsu-3BS and QOfhs.ifa-5A4), die in der resistenten Sommerweizenlinie
CM 82036 gefunden wurden. Reynolds und Anderson (2004) bestitigten die Effekte
der Resistenz-QTL auf den Chromosomen 5AS (Resistenzallel von ,,Wuhan 3 stam-
mend) und 5BL (Resistenzallel von ,,Fujian 5114* stammend). In einer doppelhaploi-
den Population, die aus einer Kreuzung zwischen CM 82036 und Remus hervorging,
konnte ein Effekt auf die DON-Resistenz nach Toxinapplikation nachgewiesen wer-
den, der in derselben Region wie Qfhs.ndsu-3BS lag (Lemmens et al., 2005). Kiirzlich
validierten Miedaner et al. (2006) die Effekte zweier von CM 82036 stammender Re-
sistenzallele auf den Chromosomen 3B und 5A sowie einem von Frontana stammen-
den Resistenzallel auf Chromosom 3A im genetischen Hintergrund eines europdi-
schen Elitesommerweizens. Dabei fiihrten beide von CM 82036 stammenden Allele
zu einer signifikanten Befallsreduktion, und alle drei Allele hatten einen signifikanten
Effekt auf den DON-Gehalt (p< 0,05). Yang et al. (2003) evaluierten die Effekte von
Sumai 3-QTL nach Einzeldhrcheninokulation (Typ II-Resistenz) im genetischen Hin-
tergrund von kanadischem Sommerweizen. Dabei erkldrten die wichtigsten Mikrosa-
telliten-Marker auf Chromosom 3BS 12% (DH181/AC Foremost) bzw. 36% (AC
Foremost/93FHB 21) der phdnotypischen Varianz, der SSR-Marker GWM644 auf
Chromosom 6B erklérte in der DH181/AC Foremost-DH-Population 21% der pha-
notypischen Varianz. Resistenzallele, die von Nyuubai (3BS, 3BSc, 5AS), Sumai 3
(3BSc, 5AS) und Wuhan-1 (2D, 4B) stammten, wurden in einen kanadischen Som-
merweizen-Elitehintergrund gebracht (McCartney et al., 2007). Die Allele trugen
dazu bei, dass die Feldresistenz signifikant verbessert wurde, wobei der Effekt umso
groBer war, je mehr Resistenzallele im Elitehintergrund vorhanden waren. Das auf
Chromosom 3BS lokalisierte Hauptgen Fhbl (bisher bekannt als QOfhs.ndsu-3BS)
wurde sowohl in einem fixiert resistenten (Sumai3*5/Thatcher) als auch in einem
fixiert anfélligen (HC374/3%98B69-L47) genetischen Hintergrund erfolgreich fein-
kartiert (Cuthbert et al., 2006). In einer Studie von Liu et al. (2006) wurde Fhbl eben-
falls feinkartiert, wobei es in einem 1,2 cM Intervall positioniert wurde, das von zwei
STS (Sequence Tagged Site)-Markern flankiert wird, welche aus Weizen-ESTs
(Expressed Sequence Tag) entwickelt wurden. In einer Ning894037 (resis-
tent)/Alondra (anfillig)-Population kartierte ein CAPS (Cleaved Amplified Poly-
morphic Sequence)-Marker, der aus einem EST entwickelt wurde, in das QTL-Inter-
vall auf dem kurzen Arm von Chromosom 3BS (Shen et al., 2006). Dieser EST zeich-

nete sich durch eine LRR (Leucine-Rich Repeats)-Doméne aus sowie durch eine
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Ahnlichkeit (E-Wert< 107; tBLASTxX) mit einer Proteinkinase-Domine des Rpgl
Schwarzrost-Resistenzgens von Gerste. Auch der von Sumai 3 stammende QTL auf

Chromosom 6BS wurde bereits erfolgreich feinkartiert und wird nunmehr Fhb2 ge-

nannt (Cuthbert et al., 2007).

Im Gegensatz zu den oben zitierten Studien liegen bisher noch keine Ergebnisse iiber

QTL-Validierungen bzw. -Feinkartierungen im Winterweizen vor.

1.8. Problemstellungen dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte zum einen in einer an das hiesige Klima adaptierten
Winterweizen-Population (Pelikan//Bussard/Ning8026) eine Kartierung weiterer Re-
sistenz-QTL gegen Ahrenfusariosen durchgefiihrt werden, um ergéinzende genetische
Erkenntnisse iliber die Vererbung der Resistenzgene zu gewinnen. Ferner sollte das
Potenzial der identifizierten QTL fiir markergestiitzte Ziichtungsprogramme beurteilt

werden.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollten die Effekte der in der Dream/Lynx-Popula-
tion detektierten Resistenz-QTL (Schmolke et al., 2005) in Riickkreuzungslinien veri-
fiziert werden. Hierbei sollte insbesondere die Genauigkeit der QTL-Lokalisierung
sowie eine eventuelle Uberschitzung der Effekte in der QTL-Analyse in der
Dream/Lynx-Kartierungspopulation iiberpriift werden. Zudem sollte der Einfluss von
morphologischen Merkmalen (Wuchshohe, Zeitpunkt des Ahrenschiebens) auf die
Resistenzauspragung in einem homogeneren genetischen Hintergrund iiberpriift wer-
den. AuBerdem wird die Anwendbarkeit erfolgreich verifizierter Resistenz-QTL in

markergestiitzten Ziichtungsprogrammen beurteilt.

Mittels einer Datenbankrecherche sollten Kandidatengene aus bekannten ESTs identi-
fiziert werden, die in wichtigen QTL-Intervallen kartieren, um Riickschliisse auf Gene
ziehen zu konnen, die moglicherweise an der Auspriagung der Resistenz beteiligt sind,

und um diese Sequenzen zusétzlich zur Markerentwicklung zu nutzen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im Rahmen des EUREKA- bzw. des GABI-Ka-

nada-Projektes entstanden. Projektpartner waren dabei im Einzelnen:

- Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Institut fiir Pflanzenbau und Pflanzen-

ziichtung, Am Gereuth 8, 85354 Freising (EUREKA und GABI-Kanada)



Einleitung 19

- Landessaatzuchtanstalt, Universitdt Hohenheim, Fruwirthstrae 21, 70599 Stuttgart
(EUREKA und GABI-Kanada)

- Lochow-Petkus GmbH, Bollersener Weg 5, 29303 Bergen (EUREKA und GABI-
Kanada)

- Saaten Union, Eisenstr. 12, 30916 Isernhagen (GABI-Kanada)
- Saatzucht Breun, Amselweg 1, 91074 Herzogenaurach (GABI-Kanada)

- Technische Universitdit Miinchen, Lehrstuhl fiir Pflanzenziichtung, Am Hochanger

2, 85350 Freising (GABI-Kanada)

- Universitit fir Bodenkultur Wien, Department IFA-Tulln, Konrad Lorenz Strafle
20A, 3430 Tulln — Osterreich (EUREKA)
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

2.1.1. Kartierungspopulation Pelikan//Bussard/Ning8026

Fiir die Erstellung der Kartierungspopulation wurde die fusariumanfillige Sorte Peli-
kan mit einer resistenten DH-Linie (G93010) gekreuzt. Diese geht aus der Kreuzung
zwischen der Sorte Bussard (Kranich/Maris-Huntsman//Monopol) und der chinesi-
schen Sorte Ning8026 (Avrora/Sumai3//Yangmai2) hervor. Die seit 1990 zugelassene
Winterweizensorte Bussard ist ein qualitativ hochwertiger Eliteweizen, der in der be-
schreibenden Sortenliste mit einer Fusariumresistenz der Auspragungsstufe 3 gefiihrt
wird. Bei der Sorte Ning8026 handelt es sich um eine aus China stammende, moderat
fusariumresistente Weizensorte. Die Kreuzungseltern Pelikan und G93010 unter-
scheiden sich aufler in ihrer Fusariumresistenz auBlerdem in der Wuchshohe und dem

Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Die Ahren beider Kreuzungseltern sind unbegrannt.

Die Nachkommenschaft dieser Kreuzung wurde ab der F, iiber einen Einkornramsch
bis zur Fg.3 weitergefiihrt, wodurch eine aus 122 rekombinanten Inzuchtlinien (RILs)
bestehende Kartierungspopulation entstanden ist. Diese RILs weisen einen sehr hohen

Homozygotiegrad auf (> 96%).

2.1.2. Entwicklung und Selektion von QTL- Riickkreuzungslinien fiir die QTL-

Validierung

Um die in der Dream/Lynx-Kartierungspopulationen detektierten Resistenz-QTL zu
validieren, wurden Linien mit einem sehr homogenen genetischen Hintergrund mittels
Riickkreuzungs- und Selbstungsgenerationen markergestiitzt entwickelt. Resistenzdo-
noren waren dabei zwei resistente F4-Linien aus der Kartierungspopulation, die beide
fiir die von Dream stammenden Resistenzallele Ofhs.lfI-6AL, Ofhs.lfl-7BS sowie fiir
einen QTL mit kleinerem Effekt auf Chromosom 2BL fixiert waren. Diese wurden
mit dem anfilligen Elter Lynx gekreuzt, gefolgt von zwei weiteren Riickkreuzungsge-
nerationen (Abbildung 3). Die BC,F;- sowie die BC,F,-Individuen wurden mit den
SSR-Markern GWMS82 und GWM46 untersucht, um beziiglich der Resistenz-QTL
Ofhs.lfl-6AL und QOfhs.Ilfl-7BS heterozygote Genotypen zu identifizieren. Sechszehn



Material und Methoden 21

BC,F-Pflanzen wurden geselbstet und im Gewéchshaus die BC,F,-Population er-

stellt.

F4 (DreamlLynx)} Donor X Rekurrenter Elter (R) { Lynx

| «4—— Markergestiitzte Selektion
auf Haupt-QTL

| 4—— Markergestiitzte Selektion
auf Haupt-QTL

BC-F, —> Anbau von 437 Linien (16 BC,F-
Familien) in Einzelkornsaat zur
Saatgutvermehrung + Markeranalysen

0000000

pV—

Versuchsteil I:
Selektion von nicht spaltenden

. - Versuchsteil Il:
gg':;:ez: und Prifung 2005 als Selektion von spaltenden Reihen

und Priifung 2005 als BC,F;.4

Abbildung 3. Kreuzungsschema zur Erstellung und Selektion der QTL-Riickkreu-

zungslinien.

Die BC,F;-Pflanzen (437) wurden vermehrt, um anschlieBend BC,F,-Familien zu
erhalten. 2003/2004 wurden insgesamt 437 Dream/Lynx-Riickkreuzungslinien, die zu
16 BC,F -Familien gehoren, zur Saatgutvermehrung in Einzelkornsaat angebaut und
mit SSR- und AFLP-Markern fiir die jeweiligen QTL-Regionen analysiert, um Ge-
notypen zu selektieren, die 2005 auf Fusarium im Feld gepriift werden sollten. Wegen

unterschiedlicher Priifbedingungen, was die Zahl der Umwelten angeht, wurden die
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Feldversuche nachfolgend in zwei Teilexperimente aufgeteilt, die im folgenden Ver-
suchsteil I und Versuchsteil II genannt werden. Fiir den Versuchsteil I wurden Linien
ausgewahlt, die fiir den jeweiligen Haupt-QTL fixiert mit bzw. ohne Resistenzallel
waren und 2005 als BC,F,.4 im Feld gepriift wurden. Fiir den Versuchsteil I wurden
Genotypen selektiert, die beziiglich der beiden Haupt-QTL sowie des QTL mit kleine-
rem Effekt auf Chromosom 2BL noch spalteten, um sowohl parallel die Effekte der
einzelnen QTL schitzen zu konnen, als auch herauszufinden, ob sich die Fusariumre-
sistenz durch Pyramidisierung von einzelnen QTL mit unterschiedlichen Effekten
verbessern ldsst. Fiir den Versuchsteil I wurde jeweils die komplette Reihe aus dem
Vermehrungsanbau gesichelt, wihrend fiir den Versuchsteil II jede Pflanze einzeln
geerntet wurde und 2005 im Feld als BC,F3.4 gepriift wurde. Aus den beiden genann-
ten Vorgehensweisen bei der Ernte resultiert auch die unterschiedliche Menge an
Saatgut, welche fiir die Feldversuche zur Verfiigung stand und letztendlich die Zahl
der Priifumwelten beeinflusste. Um die Zuordnung der selektierten Genotypen zur
korrekten Markerklasse zu {iberpriifen, wurden diese 2005 erneut mit den entspre-
chenden molekularen Markern fiir die QTL-Intervalle untersucht. Linien mit Rekom-
binationen innerhalb einer QTL-Region wurden separat ausgewertet. Fiir den Ver-
suchsteil 1 gingen in die Verrechnungen insgesamt 112 BC;,F,.4-Linien
(Dream/Lynx*4) ein, die zu 13 (Qfhs.lflI-7BS) bzw. 15 (Ofhs.lfI-6AL) BC,F-Familien
gehoren. Fiir den Versuchsteil 11 wurden fiir die Verrechnungen 127 BC;F3.4-Linien
(Dream/Lynx*4) beriicksichtigt, die zu drei BC,F,-Familien gehdren. Zusitzlich dazu
wurden in einer kleineren Subpopulation innerhalb des Versuchsteils II noch 23
BC,F;4-Linien (Dream/Lynx*4) beriicksichtigt, die Rekombinationen im Intervall
von QOfhs.lfl-7BS aufwiesen.

2.2. Feldversuche und Fusariuminokulation

Die Pelikan//Bussard/Ning8026-Kartierungspopulation wurde insgesamt in vier Um-
welten gepriift: Freising (2005, 2006), Herzogenaurach (2006) und Eckendorf (2006)
(Abbildung 4). Der Feldversuch wurde als Gitteranlage mit zwei Wiederholungen je
Umwelt angelegt, wobei aufler den Linien der Kartierungspopulation noch mehrfach
die Kreuzungseltern Pelikan und G93010, sowie die resistenten Sorten Solitdr, Im-

pression und Petrus enthalten waren.
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Fiir die QTL-Validierung fanden die Feldversuche 2005 im Versuchsteil I an vier Or-
ten (Freising, Hohenheim, Seligenstadt und Wohlde) und im Versuchsteil I an drei
Orten statt (Freising, Seligenstadt, Wohlde, Abbildung 4). Fiir den kompletten Teil
der QTL-Validierung wurden die Feldversuche ebenfalls als Gitteranlage mit zwei
Wiederholungen angelegt. Gemeinsam mit den selektierten Genotypen wurden die
Kreuzungseltern Dream und Lynx mehrfach angebaut, sowie die fusariumresistenten

Sorten Solitir und Petrus. Der Anbau erfolgte generell zweireihig (Parzellenflache ca.

0,6 m?).

WOHLDE

ECKENDORF

SELIGENSTADT

HOHENHEIM HERZOGENAURACH

Stuttgart

W

Abbildung 4. Versuchsstandorte fiir die Feldpriifungen 2005 und 2006.

FREISING

Die Fusariuminfektion wurde fiir alle genannten Feldversuche mittels Spriithinokula-
tion mit zwei hoch aggressiven Fusarium culmorum-Isolaten hervorgerufen, die an
der Landessaatzuchtanstalt nach Miedaner et al. (1996) produziert wurden. Die Koni-
diensuspension (Aufwandmenge 100 ml pro m?) hatte dabei eine Konzentration von
5x10° Konidien pro ml und wurde mit einer Parzellenfeldspritze auf die Pflanzen ge-
spritht. Aufgrund von Unterschieden hinsichtlich des Bliithzeitpunktes wurde die
Sprithinokulation zwei- bis dreimal durchgefiihrt, so dass jeder Genotyp mindestens

einmal zur Mitte der Bliite inokuliert wurde.



24 Material und Methoden

Die Erfassung der Krankheitssymptome, die visuell in Prozent befallener Ahrchen
erfolgte, begann mit dem Auftreten der ersten sichtbaren Symptomen ca. sieben Tage
nach der letzten Inokulation und wurde je nach Standort und Befallsentwicklung in
einem Abstand von drei bis fiinf Tagen zwei- bis dreimal wiederholt. Fiir die an-
schlieBenden Verrechnungen wurde jeweils der Mittelwert aus der zweiten und dritten
Bonitur gebildet, da die Differenzierung der einzelnen Genotypen beziiglich des Be-
falls zu diesen beiden Boniturterminen meist am grof3ten war. Zusitzlich wurde der
Zeitpunkt des Ahrenschiebens in Tagen nach dem 1. Januar erfasst, sowie die mittlere

Wuchshohe als Distanz vom Boden bis zur Mitte der Ahre in cm.

2.3. Molekularbiologische Arbeiten

2.3.1. DNA-Isolation

Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte hauptsidchlich in 2 ml Eppendorf-Ge-
faBen mittels der CTAB-Methode nach Saghai-Maroof et al. (1984). Von jungen Wei-
zenpflanzen wurde Blattmaterial (ca. 6 cm Blattsegment) entnommen, fiir 2 Tage in
der Vakuum-Gefriertrocknung getrocknet und anschlieBend in einer Kugelmiihle
vermahlen. Zu dem pulverisierten Material wurde 1000 pl Extraktionspuffer gegeben
und fiir 20 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden 750 pl eines
Chloroform-Isoamylalkohols-Gemisches (24:1) zugegeben und fiir 15 min im Uber-
kopfschiittler inkubiert. Zur Phasentrennung diente die nachfolgende Zentrifugation
(10 min bei 8000 rpm). Die wissrige Phase wurde mit abgeschnittenen Pipettenspit-
zen abgenommen und in neue 1,5 ml Eppendorf-Gefdfle iiberfiihrt. AnschlieBend
wurde zu der gewonnenen Losung 10 pul RNAse gegeben und 30 min bei RT verdaut.
Zur Fillung der DNA wurde 750 pl kaltes Isopropanol zugegeben, invertiert und zur
Erhohung der Ausbeute 30 min bei —20 °C in den Gefrierschrank gestellt. Nach der
Zentrifugation (5 min bei 8000 rpm) folgte ein erster Waschschritt (Waschlosung 1).
Nach einer Inkubationszeit von 30 min und einer anschlieenden Zentrifugation (2
min bei 5000 rpm) folgte der zweite Waschschritt (Waschlosung 2), wobei die
Waschlésungen nach jedem Waschschritt verworfen wurden. Unter Vakuum liefl man
Ethanolreste verdampfen und loste das getrocknete DNA-Pellet in 50-200 ul 0,1 TE-
Puffer iiber Nacht bei RT. Durch Auftrennung der DNA auf einem 0,8 %-igen Agaro-
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segel wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe eines Standards (Lamda/HindIII) ge-

schitzt und anschlieBend auf die gewiinschte Konzentration von 50 ng/ul eingestellt.

2.3.2. Genotypisierung der Pelikan//Bussard/Ning8026-Kartierungspopulation

Die Linien der Kartierungspopulation sowie die Kreuzungseltern wurden mittels

AFLP- (Vos et al., 1995) und SSR-Markern, sowie einem STS-Marker genotypisiert.

2.3.3. AFLP-Marker
Der Ablauf der AFLP-Markeranalyse erfolgte hierbei wie bei Hartl et al. (1999) be-

schrieben mit einigen Modifikationen (Schmolke et al., 2005).

Nachfolgend sind die Reaktionsansétze fiir den Pstl/Msel-Restriktionsverdau, die
Adapter-Ligation, die Prdamplifikation und die selektive Amplifikation aufgefiihrt
(Tabellen 1, 2 und 3).

Tabelle 1. Ansatz fiir den Pstl/Msel-Restriktionsverdau und die Adapter-Ligation.

Restriktionsverdau/Adapter-Ligation
Reagenz Ausgangskonz. | Menge
genomische DNA 50 ng/pl 5,500 pl
ATP 10 mM 1,250 pl
NEB2 Puffer 10 x 1,250 pl
BSA 10 x 1,250 pl
T4-DNA-Ligase 6 U/ul 0,170 pl
Pstl 20 U/l 0,125 ul
Msel 10 U/ul 0,100 pl
Pst-Adapter 5uM 0,500 pl
Mse-Adapter 50 uM 0,500 pl
H,O bidest. - 1,855 pl
Summe 12,500 pl

Die Restriktions- /Ligationsansidtze wurden im Thermocycler zunichst fiir 2 h bei
37°C inkubiert, gefolgt von weiteren 8 h bei 16°C. AnschlieBend wurden sie 1:4 mit
H;Opigest auf 50 pl verdiinnt.
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Tabelle 2. Ansatz fiir die Prdamplifikation.

Praamplifikation

Reagenz Ausgangskonz. | Menge

DNA aus der Restriktion/Ligation 50 ng/ul 3,00 pl
dNTPs 20 mM 0,40 pl

PCR Puffer 10 x 1,00 pl

MgCl, 50 mM 0,3 ul
Pst03-Primer 10 uM 0,30 pl
Mse02-Primer 10 uM 0,30 ul
Taqg-Polymerase 5 U/l 0,05 pl

H,O bidest. - 4,65 pl
Summe 10,00 pl

Die PCR-Bedingungen fiir die Praamplifikation waren wie folgt:

- 2 min bei 72°C

- 30 sec Denaturierung bei 94°C

- 1 min Primeranlagerung bei 60°C

- 2 min Primerverldangerung bei 72°C

- 4°C Lagertemperatur

20 Zyklen

Nach der Praamplifikation wurden die 10 pl Ansétze zu je 5 pl aufgeteilt und mit je-

weils 195 pl HyOpigest verdiinnt.

Tabelle 3. Ansatz fiir die selektive Amplifikation.

selektive Amplifikation

Reagenz Ausgangskonz. | Menge

DNA aus der Praamplifikation 50 ng/ul 3,00 pl
dNTPs 20 mM 0,40 pl

PCR Puffer 10 x 1,00 pl

MgCl, 50 mM 0,3 ul

Pst-Primer 10 uM 0,30 pl
Mse-Primer 10 uM 0,30 ul
Taqg-Polymerase 5 U/l 0,05 i

H,O bidest. - 4,65 pl
Summe 10,00 pl
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Die PCR-Bedingungen fiir die selektive Amplifikation waren folgendermaf3en:
- 3 min Denaturierung bei 94°C

- 30 sec Primeranlagerung bei 65°C(-1°C/Zyklus) 9 Zyklen

- 2 min Primerverldngerung bei 72°C

- 30 sec bei Denaturierung bei 94°C

- 30 sec Primeranlagerung bei 56°C 23 Zyklen

- 2 min Primerverldangerung bei 72°C

- 4°C Lagertemperatur

Die Genotypisierung der Kartierungspopulation wurde mit insgesamt 39 Pstl/Msel
AFLP-Primerkombinationen unter Verwendung der Standardliste fiir die AFLP-Pri-
mer- Nomenklatur durchgefiihrt (http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/keygeneAFLPs.
html). Die Bezeichnung der AFLP-Marker setzte sich dabei aus der entsprechenden
Primerkombination zusammen, gefolgt von der geschitzten FragmentgrofB3e

angegeben in Basenpaaren.

Um einige der AFLP-Marker dem Weizenchromosomen zuordnen zu konnen, wurden
aufler den Linien der Kartierungspopulation zusétzlich auch nullitetrasome Linien von
Chinese Spring (Sears, 1966) mit allen 39 AFLP-Primerkombinationen analysiert. Die
nullitetrasomen Linien wurden freundlicherweise von Prof. F. Zeller (Technische

Universitdt Miinchen) zur Verfligung gestellt.

2.3.4. SSR-Marker

Die Kreuzungseltern Pelikan und G93010 (Bussard/Ning8026) wurden mit insgesamt
309 Mikrosatelliten-Markern, verdffentlicht von Roder et al. (1998) bzw. beruhend
auf Informationen der GrainGenes Datenbank (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.
shtml) auf Polymorphie getestet. Nachfolgend schloss sich die Genotypisierung der
rekombinanten Inzuchtlinien mit einer Auswahl an polymorphen SSRs an, die iiber
das ganze Weizengenom verteilt waren. Das Resistenzlabor der Saaten Union iiber-
nahm dabei im Projektverbund einen Teil der Analysen. Die Amplifikation der Mik-
rosatelliten erfolgte nach Roder et al. (1998) mit einigen Modifikationen (Tabelle 4).
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Tabelle 4. Ansatz fiir die SSR-Amplifikation.

SSR-Amplifikation
Reagenz Ausgangskonz. Menge
DNA 10 ng/ul 7,50 pl
dNTPs 20 mM 0,80 ul
PCR Puffer 10 x 2,00 pl
MgCl, 50 mM 0,6/0,8 pl
F-Primer 10 uM 1,20 pl
R-Primer 10 uM 1,20 pl
Taqg-Polymerase 5 U/l 0,05 ul
H-O bidest. - 6,65/6,45 pl
Summe 20,00 pl

Die PCR-Bedingungen waren in der Regel folgendermalen:

- 3 min Denaturierung bei 94°C

- 10 sec bei Denaturierung bei 94°C

- 30 sec Primeranlagerung bei 50, 55 bzw. 60°C = 35 Zyklen
- 50 sec Primerverlédngerung bei 72°C

- 15 min Fragmentverldngerung bei 72°C

- 4°C Lagertemperatur

2.3.5. STS-Marker

Der STS-Marker IAG95 (Mohler et al., 2001) ist diagnostisch fiir die Weizen-Roggen
Translokationen TIAL.1RS und T1BL.1RS. Mit diesem Marker wurden sowohl die
Kreuzungseltern als auch alle Linien der Kartierungspopulation auf An- bzw. Abwe-

senheit der Translokationen analysiert.

2.3.6. Gelelektrophorese

Bei der AFLP-Analyse waren alle verwendeten Pst/-Primer am 5’-Ende mit Fluores-
cin markiert, bei der SSR-Analyse jeweils die entsprechenden Forward-Primer. Nach
Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente auf einem 5%-igen denaturierenden
Polyacrylamidgel folgte die Detektion der Fragmente mittels eines Fluoreszenz-Scan-

ners (Typhoon 9200, Amersham, Braunschweig). Die Auswertung der AFLP-Marker
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erfolgte mit Hilfe des Programms AFLP Quantar® 1.0 (Keygene, Wageningen, Nie-

derlande) und wurde anschlieBend visuell iiberpriift.

2.3.7. Anreicherung von QTL-Regionen mit molekularen Markern in der

Dream/Lynx-Population

Aufgrund einer nicht ausreichend hohen Markerdichte in einigen QTL-Intervallen der
Dream/Lynx-Population, sollten die QTL-Regionen auf den Chromosomen 6AL, 7BS
und 2BL mit zusétzlichen molekularen Markern angereichert werden. Zunéchst wur-
den fiir die genannten Regionen 13 EST-abgeleitete SSR-Marker der Cornell und
Kansas State Universitit auf Polymorphie zwischen den Kreuzungseltern Dream und
Lynx getestet: CNL70, CNL76, CNL152, KSUM23, KSUM45, KSUMS52, KSUM61,
KSUM67, KSUMI104, KSUMI28, KSUMI173, KSUM220 und KSUM247
(http://wheat.pw.usda.gov/ ggpages/ITMI/EST-SSR/Cornell). Zusétzlich dazu wurden
fiir die QTL-Region auf Chromosom 7BS folgende sieben Mikrosatelliten-Marker
verwendet: WMC426, WMC546, WMC606, WMC323, WMC182, WMC335 und
BARC72 (http://wheat.pw.usda.gov).

Um die genannten Bereiche auch mit AFLP-Markern anzureichern, wurden verschie-
dene Linien-Pools nach Giovannoni et al. (1991) fiir die Markerselektion verwendet.
Dabei wurden die Pools, welche jeweils aus 6 bis 10 Genotypen der original
Dream/Lynx-Kartierungspopulation bestanden, nicht aufgrund phénotypischer, son-
dern aufgrund genotypischer Kriterien gebildet. Sie wurden so zusammengestellt, dass
sie die jeweilig entgegengesetzten Allele fiir einen gewiinschten Genombereich (ca.
15 bis 20 ¢cM) homozygot aufwiesen und mit ca. 100 AFLP-Primerkombinationen
gescreent. AFLP-Marker, die hierbei erwartete Polymorphismen zeigten, wurden an-

schlieBend auf die gesamte Dream/Lynx-Kartierungspopulation angewandt.

2.3.8. Molekulare Marker fiir die Selektion der QTL-Riickkreuzungslinien

Die Selektion von Genotypen fiir die Validierung der Dream/Lynx-QTL wurde mit
folgenden SSR- und AFLP-Markern durchgefiihrt: GWMS82, GWMI011 und
P69MS51-175 fiir Ofhs.lfl-6AL, GWM46, BARC72 und P70M56-237 fiir Ofhs.Ifl-7BS,
P69MS51-245, P69M62-295 und P67M52-120 fiir das QTL-Intervall auf Chromosom

2BL. Die unterstrichenen AFLP-Marker wurden bei der Analyse der genotypischen
Pools gefunden. Die Analyse der BC,F3.4-Generation fiir den Versuchsteil II erfolgte
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zusitzlich mit dem neu integrierten SSR-Marker BARC72, da sich die mit GWM46
amplifizierten Fragmente von Dream und Lynx nur in 2 bp unterschieden, weshalb sie
mit der im Labor verwendeten Technik nicht immer eindeutig zuzuordnen waren. Der
SSR-Marker GWM1011 wurde freundlicherweise von M. Rdder zur Verfiigung ge-
stellt (Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben).

Die Vorgehensweise fiir die AFLP-Marker entsprach dem oben beschriebenen An-
satz, die Amplifikation der Mikrosatelliten-Marker erfolgte nach Rdder et al. (1998)

mit kleineren Modifikationen.

2.4. Statistische Auswertung

2.4.1. Analyse der Feldversuche: Pelikan//Bussard/Ning8026-Kartierungs-
population

Die phinotypischen Daten der Feldversuche wurden zunidchst mit Plabstat Version 2P
(Utz, 2001) ausgewertet. Die adjustierten Mittelwerte wurden dabei mit der LATTICE
Option fiir jede der vier Umwelten berechnet. Diese waren die Basis fiir die Berech-
nung der Heritabilitdten im weiteren Sinn nach Fehr (1987), der Korrelationskoefti-

zienten sowie der QTL-Analyse.

Die Varianzanalyse fiir die Verrechnung iiber die vier Umwelten wurde mit dem Pro-
gramm SAS Version 9.1 (SAS Institute, 2004) unter Verwendung der PROC GLM
Prozedur durchgefiihrt. Dabei wurden die nicht adjustierten Einzelwerte der einzelnen
Umwelten verwendet. Varianzanalysen wurden fiir den Befall, die Wuchshéhe und
den Zeitpunkt des Ahrenschiebens durchgefiihrt, wobei folgende unabhingigen Vari-
ablen im statistischen Modell berticksichtigt wurden: Orte, Wiederholung innerhalb
der Orte, Genotypen und Orte x Genotypen. Orte, Genotypen und ihre Interaktionen
wurden dabei als zuféllige Effekte definiert. Die Korrelationskoeffizienten nach Pear-

son wurden ebenfalls mit SAS 9.1 berechnet.

2.4.2. Analyse der Feldversuche: QTL-Validierung in den Dream/Lynx-

Riickkreuzungslinien

Auch hier wurden unter Verwendung des Programms Plabstat die adjustierten Mittel-

werte fir die einzelnen Umwelten und die Heritabilititen im weiteren Sinn berechnet.
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Die Analyse mit der LATTICE Option ergab, dass die Effektivitit der Gitteranlage
bei beiden Versuchsteilen, verglichen mit einer randomisierten Blockanlage, gering
war, so dass alle weiteren Berechnungen mit SAS 9.1 unter Verwendung der entspre-
chenden nicht adjustierten Einzelwerte jeder Umwelt erfolgten. Korrelationskoeffi-
zienten nach Pearson wurden fiir die einzelnen Merkmale zwischen den Umwelten
berechnet. Die weitere statistische Auswertung zeigte, dass im Versuchsteil II die
Residuen der abhidngigen Variable nicht normalverteilt waren. Um dies zu erreichen
wurden die Daten log-transformiert, welche dann fiir die folgende Varianzanalyse
verwendet wurden. Im Versuchsteil I waren die Residuen der abhéngigen Variable
hingegen normalverteilt, so dass hier keine weitere Transformation der Daten mehr

notig war.

Die Varianzanalysen beider Versuchsteile wurde mit der PROC GLM Prozedur
durchgefiihrt. Fiir den Versuchsteil I waren die unabhidngigen Variablen im statisti-
schen Modell: Orte, Wiederholung innerhalb der Orte, Familien (beriicksichtigen die
Verwandtschaft der Riickkreuzungslinien untereinander), Qfhs.Ilfl-6AL bzw. QOfhs.lfl-
7BS, Orte x Familien, Ofhs.lfI-6AL bzw. Ofhs.lfl-7BS x Orte und Qfhs.lfI-6AL bzw.
Ofhs.IflI-7BS x Familien. Orte, Familien und die entsprechenden Interaktionen wurden
dabei als zufdllige Effekte definiert. Im Versuchteil II waren folgende unabhéngigen
Variablen im statistischen Modell: Orte, Wiederholung innerhalb der Orte, Familien,
Ofhs.lfl-6AL, QOfhs.lfl-7BS, Ofhs.lfl-6AL x Qfhs.lfl-7BS, Orte x Familien, Qfhs.lfl-6AL
x Orte, Ofhs.lfl-7BS x Orte, Qfhs.lfI-6AL x Familien und Qfhs.lfl-7BS x Familien.
Orte, Familien und die entsprechenden Interaktionen wurden dabei erneut als zuféllige
Effekte definiert. Um die Mittelwerte der verschiedenen Markerklassen zu verglei-
chen, wurden multiple Mittelwertvergleiche nach SCHEFFE (p< 0,05) durchgefiihrt.
Die zu Versuchsteil II gehdrenden rekombinanten Linien wurden getrennt ausgewertet
und sollten als Vorversuch fiir eine spitere Feinkartierung dienen. Aufgrund der we-
nigen Datenpunkte wurde dabei keine Varianzanalyse, sondern lediglich ein multipler

Mittelwertvergleich nach SCHEFFE (p< 0,05) durchgefiihrt.

2.4.3. Genetische Kartierung

Die bestehende genetische Karte der Dream/Lynx-Kartierungspopulation wurde unter
Verwendung des Programms Mapmaker Version 3.0B (Lander et al., 1987) um zu-

sdtzliche AFLP- und einen SSR-Marker erweitert. Fiir die Gruppierung der Marker
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wurde ein LOD-Wert von mindestens 3,0 und eine maximale genetische Distanz zwi-

schen den Markern von 30 cM festgelegt.

Die Erstellung der genetischen Karte der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population er-
folgte mit dem Programm Joinmap Version 3.0 (van Ooijen und Voorrips, 2001). Die
Berechnung der Markerabstiande fand dabei unter Verwendung der Haldane Funktion
statt. Zur Gruppierung der einzelnen Marker wurde ein LOD-Wert von mindestens 3,0

festgelegt.

Die Zuordnung der Kopplungsgruppen zu den Weizenchromosomen erfolgte zum
einen aufgrund der Analyse der nullitetrasomen Linien mit AFLP-Markern und zum
anderen aufgrund von Mikrosatelliten-Markern. Die Orientierung der Kopplungs-
gruppen wurde anhand von verdffentlichten Chromosomenkarten festgelegt (Roder et

al., 1998, GrainGenes Datenbank).

2.4.4. QTL-Analyse
Die QTL-Verrechnung wurde sowohl fiir die Pelikan//Bussard/Ning8026-Population

als auch fiir die mit Markern angereicherten QTL-Intervalle der Chromosomen 6AL,
7BS und 2BL der Dream/Lynx-RIL-Kartierungspopulation mit dem Programm
MultiQTL Version 2.5 durchgefiihrt (Korol et al.,, 2005). Dabei wurde die
MULTIPLE ENVIRONMENT OPTION verwendet, welche die Verrechnung tiiber
mehrere Umwelten durchfiihrt, was letztendlich die Aussagekraft der QTL-Analyse
erhoht. Es wurde jeweils ein SIMPLE INTERVAL MAPPING (SIM) als auch ein
MULTIPLE INTERVAL MAPPING (MIM) durchgefiihrt. Der letztgenannte Algo-
rithmus reduziert die Variation im genetischen Hintergrund in dem QTL-Effekte von

anderen Chromosomen beriicksichtigt werden (Kao et al., 1999).

Mittels eines Permutationstests (Churchill und Doerge, 1994) mit 1000 Permutationen
wurde separat fiir jede Kopplungsgruppe der LOD-Schwellenwert, bei denen ein QTL
als signifikant angenommen wurde, bestimmt. Alle im SIM zu mindestens 95% signi-
fikanten QTL wurden fiir das MIM beriicksichtigt. Dieses wurde jeweils unter Aus-
schluss nicht signifikanter QTL so oft fortgefiihrt bis nur noch zu mindestens 99,9%
signifikante QTL tibrig waren. Im MIM wurde auBBerdem fiir alle detektierten QTL die

phinotypische Varianz des Gesamtmodells kalkuliert.
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2.5. EST-Datenbankrecherche

Um ESTs (Expressed Sequence Tag) zu finden, die im Bereich von einigen in dieser
Arbeit identifizierten und validierten Resistenz-QTL kartierten, und um diese an-
schlieBend fiir die Markerentwicklung verwenden zu kénnen, wurde eine Datenbank-
recherche durchgefiihrt. Dafiir wurde zunéchst unter Verwendung der GrainGenes
Datenbank die Lokalisierung der SSR-Marker in einer Deletionskarte des Weizens
(Triticum aestivum, Sorte ,,Chinese Spring®) fiir das von Dream stammende Resisten-
zallel Qfhs.lfl-7BS (GWM46, BARC72) sowie fiir die von Ning8026 stammenden
Allele auf den Chromosomen 5BL/7BS (GWM335, BARC72) und 6BS (GWMSS)
ermittelt. GWM46 lag dabei in der Region 7BS1-0,27-1,00, BARC72 in der Region
7BL2-0,33-0,63, GWM335 im Bereich 5BL6-0,29-0,55 und GWMS88 im Bereich
6BL3-0,36. AnschlieBend wurden ESTs, die in diesen genannten Bereichen kartierten,
identifiziert (http://wheat.pw.usda.gov/wEST/binmaps/wheat5 rice.html) und deren
Sequenzen fiir eine BLASTX-Abfrage am NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ver-
wendet, um eine Ahnlichkeit auf Aminosdureebene mit Proteinen festzustellen, die
moglicherweise an Stress- und Abwehrreaktionen beteiligt sein kdnnten sowie Ahn-

lichkeiten zu bekannten Resistenzgenen haben (E-Wert< 107).

Um aus interessanten EST-Sequenzen Marker entwickeln zu kdnnen, wurden fiir ins-
gesamt elf ESTs Primer konstruiert (Tabelle 5), fiir die eine standardisierte PCR mit
Temperaturgradient zwischen 50°C und 60°C mit den Kreuzungseltern (Dream, Lynx,
Pelikan, G93010) durchgefiihrt wurde. Der Ansatz der PCR-Reaktionen sowie die
PCR-Bedingungen entsprachen dabei im Wesentlichen den oben genannten fiir die
SSR-Analyse. Ergaben sich dabei eindeutige Fragmente, wurden diese mit den ent-
sprechenden Primern (Tabelle 5) mehrfach von beiden Richtungen her sequenziert
(Firma MWG Biotech), um SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) zwischen den

Kreuzungseltern identifizieren zu kénnen.



Tabelle 5. Ubersicht der ESTs, fiir die Primer bestellt wurden inklusive Lokalisierung, Primersequenzen und Primeranlagerung (in °C).

Chromosom| SSR Lokalisierung [EST-Akzession F-Primer (5’ - 3’) R-Primer (5’ - 3’) Primeranlagerung (°C)
7B GWM46 | 7BS1-0.27-1.00 BE422954 TGCCCTCCTCAGTATCCT GCCTGACTGACAAGAGCA 50
7B GWM46 | 7BS1-0,27-1,00 BG314518 GGAGGAGCTCAAGGAGAAGT ATGTCCGTGTCAGCCTCA 50
7B GWM46 | 7BS1-0,27-1,00 BE590566 GGTTCTTGTAGTTGGTGGCA GCAAAGCAGTTAGCGGAA 50
7B GWM46 | 7BS1-0,27-1,00 BE591190 TTGATATGGAGGTGGGTTGC TTCAGGGCTGCCACAATT 50
7B BARC72 | 7BL2-0,33-0,63 BF474746 GACACAAGAAGAGATGCTCT TAGAATGTTCACCGGCTA 50
7B BARC72 ]| 7BL2-0,33-0,63 BF201560 GTTACCTATTAAGAAGAGA CTTCTTCTTCTTCTTCTT 50
5B GWM335| 5BL6-0,29-0,55 BE499843 CTTTCCCCACTCTTCTCCAA CATTCATCGCCTGCTTGA 50
5B GWM335| 5BL6-0,29-0,55 BE423964 CGCTCTACCCCGGTAAGGAA | CTTCATTTTCTCAAGCTGCAAC 55
5B GWM335]| 5BL6-0,29-0,55 BF145701 CTGCGACAAGTGGGGCTGAA | TCTGCGGCTGCTGATGGGTA 60
6B GWM88 6BL3-0,36 BE494381 TCGTTCCTGACGAAGGTCGCAA| TTCACGGACGAGGGCAGAGA 50
6B GWM88 6BL3-0,36 BE498480 AGGTTTGGCATTGTTGAGGG | TGTGACGGATGAGGTCGACC 60

143
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3. Ergebnisse

3.1. Pelikan//Bussard/Ning8026-Kartierungspopulation

3.1.1. Phanotypisierung der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population

Die Kreuzungseltern Pelikan und G93010 (Bussard/Ning8026) differenzierten an al-
len Standorten deutlich beziiglich des Fusariumbefalls, wobei der Mittelwert der El-
tern in etwa dem Populationsmittel fiir den entsprechenden Versuchsstandort ent-
sprach (Tabelle 6). Dabei lag das Befallsniveau in Freising 2005 (44%) sowie in
Eckendorf 2006 (42%) iiber dem in Freising 2006 (24%) und Herzogenaurach 2006
(16%).

Tabelle 6. KenngroBen der Population und der Kreuzungseltern fiir den erfassten Fu-

sariumbefall aufgeteilt nach Versuchsstandorten.

Fusariumbefall in %

Umwelt Pelikan | G93010 | Elternmittel | Populationsmittel |Min|Max
Freising 05 68 12 40 44 14| 71
Freising 06 41 6 23 24 10 | 46

Herzogenaurach 06| 21 5 13 16 9 | 3
Eckendorf 06 71 11 41 42 9 |73

Die Korrelationskoeffizienten fiir den erfassten Befall zwischen den vier Umwelten
lagen zwischen 0,60 und 0,75 (p< 0,01), fiir die Wuchshdhe zwischen 0,68 und 0,93
(p< 0,01), und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens zwischen 0,68 und 0,88 (p<
0,01).

Die Heritabilitidt im weiteren Sinn war ebenfalls fiir alle Merkmale hoch. Sie lag fiir
den Befall bei H? = 0,84 (0,77-0,88 bei p = 0,95), fiir die Wuchshohe bei H? = 0,96
(0,95-0,97), und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens bei H?>=0,92 (0,89-0,95).

Die Varianzanalysen der Einzelwerte fiir den erfassten Befall, die Wuchshéhe und
den Zeitpunkt des Ahrenschiebens ergaben fiir die Umwelten, Wiederholung inner-
halb der Orte, Genotypen sowie Umwelten x Genotypen hochsignifikante Varianzen

(Tabelle 7).
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Tabelle 7. Varianzanalysen fiir die erfassten Merkmale in der Pelikan//Bussard/
Ning8026-Population. Die Daten basieren auf den nicht adjustierten Einzelwerten der

Umwelten.

Fusariumbefall Wuchshéhe Ahrenschieben
FG® VK" F-Wert p-Wert |FG* VK® F-Wert p-Wert |[FG* VK® F-Wert p-Wert

Umwelten (U) | 2 181 916 <0,01 | 2 17 100 <0,01 1 14 338 < 0,01
Wdh (Umwelt) | 4 2 9 <0,01 | 3 2 10 <001 | 2 -3 14 < 0,01
Genotypen (G)|242 31 7 <0,01 |242 &7 7 <0,01 (242 4 3 < 0,01
UxG 242 63 2 <0,01 |242 8 3 <0,01 |121 -2 5 < 0,01
Fehler 484 29 363 20 242 2

? Freiheitsgrade, "Varianzkomponente

Alle im Folgenden dargestellten Ergebnisse basieren auf den Mittelwerten iiber die
vier Umwelten. Die Kreuzungseltern Pelikan und G93010 (Bussard/Ning8026) diffe-
renzierten deutlich zwischen allen erfassten Merkmalen. Pelikan hatte einen durch-
schnittlichen Befall von 50% wihrend der resistente Elter G93010 einen mittleren
Befall von 9% aufwies. Pelikan war dabei deutlich kiirzer im Vergleich zu G93010
und kam 6 Tage friiher zum Ahrenschieben (Tabelle 8). Der Mittelwert der Eltern
entsprach in etwa dem Populationsmittel fiir das entsprechende Merkmal. Die Linien
der Population variierten beziiglich des Fusariumbefalls von 12-52%, beziiglich der
Wuchshohe von 87-129 cm und beziiglich des Ahrenschiebens von 160-167 Tage ab
dem 1. Januar (Tabelle 8).

Tabelle 8. KenngroBen der Population und der Kreuzungseltern fiir die erfassten

Merkmale. Die Daten basieren auf den Mittelwerten tiber die vier Umwelten.

Merkmal Pelikan | G93010 [Elternmittel| Populationsmittel | Min | Max
Fusariumbefall in % 50 9 29 31 12 | 52
Wuchshéhe in cm 100 120 110 109 87 | 129
Zeitpunkt des Ahrenschiebens| 161 167 164 164 160 | 167
in Tagen ab dem 1. Jan.

Die Linien der Kartierungspopulation zeigten eine kontinuierliche Verteilung hin-
sichtlich des Fusariumbefalls (Abbildung 5). Keine Linie erreichte das Resistenzni-
veau des Elters G93010, jedoch zeigten zwei Linien eine etwas hohere Anfilligkeit

als der Elter Pelikan.
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Abbildung 5. Hiufigkeitsverteilung der 122 Linien der Kartierungspopulation fiir die

Befallsmittelwerte iiber die vier Umwelten. Das Befallsniveau der Eltern ist durch

Pfeile gekennzeichnet.

Fiir die Linienmittelwerte ergab sich eine Korrelation (r = 0,28; p< 0,01) zwischen

dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens und der Wuchshohe. Hochsignifikant negative

Korrelationen ergaben sich sowohl zwischen dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens und

dem Befall (r =-0,62; p< 0,01) als auch zwischen der Wuchshoéhe und dem Befall (r =

-0,45; p< 0,01). Dabei zeigten Linien mit groBBerer Wuchshohe und einem spiteren

Ahrenschieben tendenziell einen geringeren Befall (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Beziehung zwischen dem Befall und der Wuchshohe (a) bzw. zwischen
dem Befall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens (b). Die Daten basieren auf den
Mittelwerten iiber die vier Umwelten. Die Kreuzungseltern sind durch Pfeile gekenn-

zeichnet und bei der Berechnung der Regressionsgeraden nicht beriicksichtigt.

3.1.2. Genetische Karte der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population

Die Pelikan//Bussard/Ning8026-Kartierungspopulation wurden mit insgesamt 39
AFLP-Primerkombinationen analysiert. Daraus resultierten 337 Marker, so dass im
Durchschnitt 8,6 Polymorphismen pro Primerkombination detektiert werden konnten.
Das Markergeriist der genetischen Karte wurde unter Verwendung von 196 AFLP-
Markern erstellt. 127 Marker wurden aufgrund von sehr engen Kopplungen, geringer
Qualitit bzw. extrem schiefer Spaltung nicht berticksichtigt. Nur 14 der 337 AFLP-
Marker konnten keiner Kopplungsgruppe zugeordnet werden. Von den 309 auf Peli-
kan und G93010 (Bussard/Ning8026) getesteten Mikrosatelliten-Markern waren 136
polymorph. Dies entspricht einem Polymorphigrad von 44%. Die Linien der Kartie-
rungspopulation wurden mit 79 SSR-Markern genotypisiert, die liber das gesamte
Weizengenom verteilt waren. In der resultierenden genetischen Karte wurden 74 Mik-
rosatelliten-Marker verrechnet, 5 der 79 SSR-Marker lagen ungekoppelt vor (CFD31,
CFD37, CFD38, GWM241 und WMC417). Zusatzlich zu den 196 AFLP- und den 74
SSR-Markern wurde fiir die Kartierung auBBerdem der STS-Marker IAG95 beriick-
sichtigt.

Die genetische Karte, auf der auch die anschlieBende QTL-Analyse basierte, bestand

aus 54 Kopplungsgruppen und umfasste insgesamt 1064 cM. Das A-Genom wurde
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durch 16 Gruppen mit einer Gesamtldnge von 319 cM (74 Marker) reprisentiert, das
B-Genom durch 21 Gruppen mit einer Linge von 442 ¢cM (134 Marker) und das D-
Genom durch 16 Gruppen mit einer Lange von 283 ¢cM (55 Marker). Die Zuordnung
der Kopplungsgruppen zu spezifischen Chromosomen erfolgte mittels SSR-Markern,
nullitetrasomer Linien sowie durch Markervergleiche mit anderen an der LfL kartier-
ten Populationen. Die Zuordnung der Gruppen zu den Chromosomenbereichen 6A,
7A, 2B/5B, 5B, 6B, 1D und 5D erfolgte ausschlieBlich mit Hilfe der nullitetrasomen
Analyse. Drei weitere Gruppen (Chromosomen 4B, 7B und 6D) konnten durch AFLP-
Markervergleiche zugeordnet werden, die in den ebenfalls an der LfL (Bayerische
Landesanstalt fiir Landwirtschaft) untersuchten Apache/Biscay- und Romanus/Pirat-
Populationen eindeutig in den entsprechenden Chromosomenbereichen kartierten
(Holzapfel, LfL, pers. Mitteilung). Mit Ausnahme der Gruppe 1 konnten alle weiteren
Kopplungsgruppen mit Hilfe der Mikrosatelliten-Marker den verschiedenen Chromo-
somenbereichen zugewiesen werden. Dabei bildeten die Chromosomenarme SBL und
7BS eine Kopplungsgruppe. Bei zwei Gruppen gelang keine eindeutige Zuordnung zu
einem spezifischen Chromosom (3A/5AS/7AS und 2B/5B). Insgesamt waren alle
Chromosomen durch mindestens eine Kopplungsgruppe vertreten (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Die genetische Karte der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population. Fett: SSR-Marker (S: kurzer Arm, C: am Centromer, L: langer Arm).
Unterstrichen: AFLP-Marker, die nach der nullitetrasomen Analyse den Chromosomen zugeordnet wurden. Kursiv: AFLP-Marker, die durch Vergleiche

mit Markern zugeordnet werden konnten, die in anderen an der LfL untersuchten Populationen kartierten.

*XBARCO017 (L)

o
/
D

2AS

— *XP67M57-194
[~ *XP70M58-112

| |~ *XP66M53-181

*XP64M50-349

N *XP64M50-272
*XP75M48-603

/

“XWMC177 (S)

2AL

0 *XGWM294 (L)
3 :@: “XWMC170 (L)

~

0 *XGWM356 (L)
19 *XP68M53-495
24 ~ A *XP74M53-178
25 I~ *XP68M52-093

3AS

0~ *XP72M59-266

3~ *XP65M49-286

41 > *XP74M55-252
15 *XP72M59-155
19 —— *XWMC532 (S)

4A

00— *XAWM599

7 *XP72M59-248
15 —— *XAWM547

*XCFD50 (L)

5AS

0—A
277

— *XP67M57-330
=~ *XGWM443 (S)

12

*XP70M61-235

24

37~
38

*XP73M60-237

L *XGWM304 (S)
™~ *XBARC117 (S)

43

*XP71M52-555

52 —O

“XGWM186 (S)

6A
0 IXP74M52-123
1 E@E *XP71M62-249
4

5

0 *XP68M51-227
3 *XP75M53-194
4 *XP65M49-094

*XP78M51-369

*XP74M55-223

6AL

*XBARC107 (L)

18—

*XBARC113 (L)

{*XBARC171 (L) *XP74M55-242

AN-_O

~NhO

TA

*XP78M55-125
*XP75M48-134
*XP65M49-190

*XP71M62-189

*XP65M54-254
*XP69M58-223
o *XP77M58-223

TAL

*XP78M51-104

/
[

*XP66M49-105

\ v *XP74M53-150

/ *XP78M55-351
— *XP74M55-199

T I~*
A XP74M55-197

™ *XP68M52-162
*XP65M54-331

7—§ *XGWM631 (C)

*XBARC108 (L)
*XBARC121 (L)

— *XBARC195 (L)

014

9SSIUqASIg



1BS

0 —f— *XGWM550 (S)

4 *XP75M51-202
16 —o— *XP65M49-427

0 *XP66M49-352

5 *XP72M60-352

6 *XP78M56-196

7 *XP65M54-136

8 *XP72M59-150
10 *XIAG95 (1BL/1RS)
14 *XGWM24 (L)
21 *XGWM268 (L)

1BL

0~ *XP7647-207

2-T T *XGWM124 (L)
14 *XP75M51-480
18 *XP78M56-148
27 ——— *XP75M51-104
31~ *XP75M53-265
36~/ |~ *XP71M52-267
38~ *XP69M58-184
40 —T— *XP78M55-161

7

Fortsetzung Ab

0 *XP68M56-263
3 *XP64M51-191
4 *XP64M50-109

*XGWM259 (L)

bildung 7.

2BS

0 ——*XP77M53-162
1 L *XGWM148 (S)
14 ~J | *XP75M51-348
K *XP78M56-124
*XP66M49-330

25~ 11— *XP68M53-139
26~~~ *XP77M53-234

_\
o
|

2BL

*XP73M60-190
*XP71M52-203
*XP75M51-117
*XP77M58-106
*XP66M55-115
*XP71M52-175
*XP78M56-304
*XGWM501 (L)

A
N2 ©OOON -0

2B/5B

0 A\

*XP64M51-255 (2B)

*XP65M49-154 (5B)

0 3BS *XP78M55-411
1 *XP77M53-248
2 *XBARC133 (S)
3 *XGWM533 (S)
4 *XGWMA493 (S)
5 *XP66M49-265
8 *XP76M47-121
11 *XP75M48-233
13 *XP75M48-237
3BL
0 *XP71M52-422
27~J_|- *XP64M50-153

29 —=—*XP70M58-239
30 >*XGWM340 (L)
34 K> *XP64M51-195
35 *XP67M57-533
42 —T—*XP68M52-209
44" >*XP74M53-327

53—C

*XP77M58-125

4B

o
D

*XP73M60-142

oo®

*XP65M54-235

4B

*XP75M51-297

L

0 )

*XP78M55-284

15—

*XCFA2149 (L)

0 A\

*XP66M55-190

- *XP68M56-231
™~ *XP76M47-269

17

*XP75M53-301

— *XP66M53-193
— *XGWM149 (L)
[~ *XP64M50-184

*XBARC163 (L)
L *XP70M58-279
"~ *XP68M52-138

5

B

*XP64M50-224

*XP71M52-152

11

*XP65M49-209

15

*XP74M55-202

23

*XP66M49-143

28

40—
42—

d

*XP65M54-281

— *XP71M62-105
— *XP72M56-223

*XP69M58-097

L *XP78M56-347

*XP65M54-094

~ N\ XP77M51-165

LNIsFAE |

It



(4%

5BL/7BS 7B 1D 4DS

0 *XP66M49-244 (5B)

6 *XP66M56-204 (5B) . . * i

7 “XGWM46 (7BS) XP75M60-242 0 XP66M49-204 0 :@: *>)§5V7“}| 2:/';8251(13 5;

8 *XP74M55-298 (5B) *XBARC72 (7BS) *XP77M58-354

*XGWM335 (5BL) *XWMC364 (7BC) ;! .

9 *XWMC476 (7BC) *XP72M60-279 1M —o— "XP78M56-203 0 *XWMC574 (S)
11 *XP68M56-117 4 *XWMC720 (S)
14 *XWMC426 (7BS) 2BS 22 *XP68M51-123

24 *XP66M55-180 *XP70M58-224 .
. 25 "XP64M50-127 BT AV )
0 XP77M53-230 Pt *BARC098 (S)
6BS 1 *XWMCO076 (S) 27 XP77M53-414 .
21— *XP64M50-177
: ReoHiy R AL 0 *XP72M60-092 -
A« . 5 *XP67M57-337 -

0 XP71M55-124 5 KPTTME3118

8 *XP78M56-551 7BL 3 ~XPe6MS3-382 5DS
12 XP75M51-327 0 XP7AM55-119 0 —— “XGWM190 (S)
18 *XPE8M56-127 2 % *XWMC517 (L)

21 *XGWM644 (S) 3 *XP75M53-361 0 XP77M51-142
6 XP74M55-237 XGWMS539 (C)
330 |~ *XGWMS8 (S) . * .
35 ~L~ "XP75M60-563 0 XP65M49-217 17 XP66M55-117
- 3
TN Xpoonegtas 10 *XP70M61-206 2DL 25 *XP66M49-156
RN A
13 *XWMC276 (L) XP68M52-141
51~ 1~ *XP65M49-423 19 *XP71M62-126 *XGWM301 (L) 34— "XGWM159 (S)
53 ——— *XP68M51-111 20 *XP65M54-307 ~
55 <7~ *XP76M47-300 21 *XBARC182 (L)
3DL 5DL
6B 3 i;iiw(';?::t) 0 —f— *XGWM583 (L)
~ *

0 *XP71M62-130 o .

5 Ro ML e 8 XGWM645 (L) 7 XCFDS8 (L)

3 *XP65M49-099

7 *XP66M55-504

8 *XP65M49-128
12 *XP66M53-360 24 —— *XGWM174 (L)

37 —— *XP68M52-170
Fortsetzung Abbildung 7.

9SSIUqASIg



5DL_2

0~ *XP66M49-333
2 T~ *XP75M53-245

10 *XAWMA4T77 (L)
15~ *XAWMA478 (L)
™~ *XBARC144 (L)

26 *XP68M53-426
30 ——— *XP75M51-267

0 *XP64M50-250
1 *XP64M50-275
2 *XP71M55-212

*XP77M53-222

Fortsetzung Abbildung 7.

26

© wo

15

6DS

6D

*XP78M56-245

*XCFDO075 (S)

*XP71M55-333
*XP68M51-232

*XP67M57-676
*XP67M57-447

7DS

*XP65M54-258
1 E@E *XGWM130 (S)
*XGWM295 (S)

7D

0 *XP72M59-184

11 —5— *XGWM437 (C)

7DL

0~r *XP72M59-232
1 [~ *XP68M56-298

36—t *XGWM428 (L)

Grx_1

*XP64M50-097
*XP66M55-438

NO

23 *XP66M56-273

3A/5AS/TAS

0 :@: *XP76M47-219
4 *XWMC388

LNIsFAE |

57



44 Ergebnisse

3.1.3. QTL-Analyse der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population

Im SIM (Simple Interval Mapping) wurden fiir den Fusariumbefall insgesamt 23 sig-
nifikante QTL detektiert, fiir die Wuchshdhe 21 und fiir den Zeitpunkt des Ahren-
schiebens 10 (Daten nicht gezeigt).

Im anschlieBenden MIM (Multiple Interval Mapping) konnten fiir den Fusariumbefall
insgesamt sieben signifikante QTL gefunden werden, die zusammen 57% der phéno-
typischen Varianz erklérten. Zwei Haupt-QTL lagen dabei auf den Chromosomen
SBL/7BS und 6BS, die 21% bzw. 18% der phénotypischen Varianz erklérten (Tabelle
9; Abbildung 8). Die Effekte beider Haupt-QTL kamen dabei vom resistenten Kreu-
zungselter G93010 (Bussard/Ning8026), wobei Ning8026 mittels Markeranalysen als
Donor beider QTL bestimmt werden konnte (Abbildung 9). Die in den QTL-Interval-
len liegenden Marker wurden auBlerdem auf eine Auswahl an Sorten getestet, welche
an der LfL ebenfalls beziiglich Fusarium molekulargenetisch untersucht werden.
Diese Sortenauswahl beinhaltete neben Dream und Lynx auBBerdem noch Piko, Euris,
Apache, Biscay, Contra, Charger, History, Rubens, Romanus, Pirat, Solitir, Travix,
und Excellent. Dabei zeigte sich, dass beide analysierten Marker des QTL5SBL/7BS
(GWM335, P74M55-298) sowie ein Marker des QTL6BS (P65M54-158) im genann-
ten Sortenspektrum diagnostisch waren (Abbildung 9). Ebenfalls diagnostisch war der
im Bereich von QTL6BS kartierte SSR-Marker GWMS88 (Daten nicht gezeigt). Wei-
tere Resistenz-QTL konnten auf den Chromosomen 1AS, 2AL, 5B, 6A und 7AL de-
tektiert werden, die zwischen 2% und 8% der phanotypischen Varianz erklarten (Ta-
belle 9), wobei der Donor der Resistenzallele auf den Chromosomen 1AS, 5B und 6A

jeweils der anféllige Elter Pelikan war.

Fiir die Wuchshohe konnten im MIM elf signifikante QTL gefunden werden, die zwi-
schen 2% und 28% der phinotypischen Varianz erklirten, und fiir den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens konnten vier signifikante QTL mit einer erklirten phinotypischen
Varianz zwischen 5% und 25% identifiziert werden (Tabelle 9). Auf Chromosom
SBL/7BS wurden neben einem Resistenz-QTL auch QTL fiir die Wuchshéhe und den
Zeitpunkt des Ahrenschiebens detektiert, diese lagen jedoch nicht im selben Intervall
wie der Resistenz-QTL (Abbildung 8a). Die erkldrte phianotypische Varianz fiir das
Gesamtmodell betrug fiir die Wuchshéhe 72% und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschie-
bens 42% (Tabelle 9).



Tabelle 9. In der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population identifizierte QTL fiir die Fusariumresistenz (FUS), die Wuchshohe (WH) sowie den
Zeitpunkt des Ahrenschiebens (AES) unter Verwendung der multiplen Intervallkartierung innerhalb der MULTIPLE ENVIRONMENT

OPTION.

Merkmal Chromosom Markerintervall LOD-Wert R2%(%) Additiver Effekt *Donor
FUS 5BL/7BS XBarc72 - XGWM335 40 21 -9 Ning8026
FUS 6BS XP75M60-563 - XP65M54-158 32 18 -7,5 Ning8026
FUS 1AS XGWM164 - XBARC28 18 8 5 Pelikan
FUS 6A XP65M49-094 - XP74M55-223 8 3 3 Pelikan
FUS 7AL XP78M51-104 - XP66M49-105 8 3 -3 G93010
FUS 5B XP65M54-094 - XP77M51-165 5 2 2 Pelikan
FUS 2AL XGWM294 - XWMC170 5 3 -3 G93010

Erklarte phanotypische Varianz des Gesamtmodells fur den Fusariumbefall R?=57%
WH 6AL XBARC171 - XP74M55-242 80 28 9 Pelikan
WH 5BL/7BS XP68M56-117 - XWMC426 40 16 7 Pelikan
WH 3BL XP67M57-533 - XP68M52-209 19 7 4 Pelikan
WH 4BL_2 XP76M47-269 - XP75M53-301 17 6 4 Pelikan
WH 2BL XP78M56-304 - XGWM501 11 2 -2 G93010
WH 1BS XP75M51-202 - XP65M49-427 11 3 3 Pelikan
WH 7AL XBARC121 - XBARC195 10 3 3 Pelikan
WH 5DS XP66M49-156 - XGWM159 8 2 2 Pelikan
WH 2AL XCFD50 - XP68M52-093 8 2 2 Pelikan
WH 1BL XP75M53-265 - XP71M52-267 6 2 -2 G93010
WH 7BS XWMC76 - XGWM537 6 2 2 Pelikan

Erklarte phanotypische Varianz des Gesamtmodells fir die Wuchshohe R?=72%
AES 5BL/7BS XP68M56-117 - XWMC426 22 25 2 Pelikan
AES 3A/5AS/7TAS XP76M47-219 - XWMC388 8 6 1 Pelikan
AES 7BS XGWM537 - XP67M57-337 7 6 1 Pelikan
AES 7BL XP75M53-361 - XP74M55-237 7 5 1 Pelikan

Erklarte phanotypische Varianz des Gesamtmodells fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens R® = 42%

R’: Anteil an der erklirten phinotypischen Varianz. *Donorallel fiihrt zu geringeren Befallssymptomen, kiirzeren Pflanzen und fritherem Ahrenschieben.

LNIsFAE |
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Abbildung 8. LOD-Kurven der Chromosomen SBL/7BS (a) und 6BS (b) fiir den Fu-
sariumbefall. Uberlappungen der Resistenz-QTL mit QTL fiir die Wuchshdhe bzw.

den Zeitpunkt des Ahrenschiebens sind durch die gestrichelten bzw. gepunkteten

Kreise dargestellt.
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G93010 (Bussard/Ning8026)
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Abbildung 9. In den beiden Haupt-QTL 5BL/7BS (a: GWM335, b: P74M55-298) und
6BS (c: P65M54-158, d: P75M60-563) liegende Marker, die auf eine Auswahl von 18
Sorten getestet wurden. Die jeweiligen kartierten Fragmente sind durch Pfeile ge-

kennzeichnet.

In Abbildung 10 sind die Verteilungen des Befalls nach den Genotypenklassen fiir die
beiden Haupt-QTL dargestellt. Die anfallige Markerklasse ohne Resistenzallele hatte
einen durchschnittlichen Befall von 38%. Verglichen dazu reduzierte QTL6BS den
absoluten Befall signifikant um 9%, QTL5BL/7BS um 12% und beide QTL in Kom-
bination um 18%. Die phinotypische Variation innerhalb der Markerklassen war da-
bei relativ hoch (Abbildung 10). QTL6BS hatte kaum einen Einfluss auf die Wuchs-
hohe und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens. QTLSBL/7BS fiihrte zu durchschnittlich
7 cm lingeren Pflanzen und verzogerte den Zeitpunkt des Ahrenschiebens um zwei

Tage im Vergleich zur anfilligen Markerklasse ohne Resistenzallele.
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1 I I 1
anfallig QTL6BS QTL5BL/ QTL6BS +
7BS QTL5BL/7BS
Befall in % 38 29 26 20
Wuchshéhe incm 106 108 113 116
Ahrenschieben 163 164 165 166
in Tagen ab 1.1.
Zahl der Linien 55 28 27 12
*a b b c

Abbildung 10. Boxplot-Verteilungen der vier Markerklassen mit den anfilligen
und/oder resistenten Allelen der QTL-Regionen auf den Chromosomen 6BS und
SBL/7BS. Die Daten basieren auf den Mittelwerten {iber die vier Umwelten. Durch-
gezogene Linien: Median, +: Mittelwerte. * Verschiedene Buchstaben weisen auf
signifikante Unterschiede nach einem multiplen Mittelwertvergleich hin (SCHEFFE-
Test, p< 0,05).

Auch beim Auftragen des Befalls in Abhingigkeit der Wuchshohe — aufgeteilt ent-
sprechend der vier Markerklassen — zeigte sich die deutliche Befallsreduktion bei
Anwesenheit von mindestens einem der beiden Resistenzallele (Abbildung 11). Zu-
dem war innerhalb der vier Markerklassen eine relativ hohe phénotypische Variation
beziiglich der Wuchshohe vorhanden, so dass auch Genotypen darunter waren, die
neben einem guten Resistenzniveau gleichzeitig eine akzeptable Halmlinge aufwie-
sen. Diese Linien lagen beziiglich ihrer Fusariumresistenz und ihrer Wuchshéhe im

Bereich der zugelassenen Sorten Impression, Solitir und Petrus (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Fusariumbefall in Abhingigkeit der Wuchshohe aufgeteilt entspre-
chend der vier Markerklassen mit den anfidlligen und/oder resistenten Allelen der
QTL-Regionen auf den Chromosomen 5BL/7BS und 6BS inklusive Kreuzungseltern
und Vergleichssorten (Impression, Solitdr, Petrus). Die Daten basieren auf den Mit-

telwerten iber die vier Umwelten.

3.2. Molekulargenetische Charakterisierung der QTL-Intervalle in

der Dream/Lynx-Population

Basierend auf einem Screening von verschiedenen genotypischen Pools, die jeweils
entgegengesetzte Allele fiir einen gewiinschten Genombereich (ca. 15 bis 20 ¢cM) ho-
mozygot aufwiesen, wurden die QTL-Regionen QOfhs.IfI-6AL, Qfhs.lfI-7BS sowie der
QTL auf Chromosom 2BL mit zusétzlichen AFLP-Markern angereichert, so dass je-
weils die kompletten QTL-Intervalle mit molekularen Markern charakterisiert werden
konnen. Die AFLP-Marker P70M56-237 und P70M56-235 erweiterten die Kopp-
lungsgruppe von Qfhs.lfI-7BS und ermdglichten die Lokalisierung des Peaks der
LOD-Kurve (Abbildung 12). Auf dhnliche Weise konnte die Kopplungsgruppe
Ofhs.lfl-6AL mit weiteren acht AFLP-Markern angereichert werden: P18M47-110,
P18M47-140, P6OM54-140, P6OMS6-560, P78M50-330, P70M58-135, P70M50-145
und P6OM51-175 (Abbildung 13), und die von Chromosom 2BL mit den folgenden
vier AFLP-Markern: P69MS51-245, P78M53-182, P6OM62-295 and P67M52-120
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(Abbildung 14). Der Anteil an der erklirten phénotypischen Varianz sowie der Effekt
der einzelnen QTL unterschied sich nur marginal im Vergleich zur vorherigen QTL-
Analyse von Schmolke et al. (2005). Durch die komplette Kartierung des QTL-Inter-
valls konnten einige Riickkreuzungslinien, die Rekombinationen im QTL-Intervall
aufwiesen, identifiziert und separat ausgewertet werden. Der SSR-Marker BARC72
war polymorph zwischen den Kreuzungseltern und kartierte auf Chromosom 7BS in
der Ndhe von GWM46 (Abbildung 12). Fiir die weiteren Marker-Analysen wurde
BARC?72 anstelle von GWM46 verwendet, da sich die mit GWM46 amplifizierten
Fragmente von Dream und Lynx nur in 2 bp unterschieden, weshalb sie mit der im
Labor verwendeten Technik nicht immer eindeutig zuzuordnen waren. Keiner der
anderen gepriiften SSR- und EST-SSR-Marker war polymorph zwischen Dream und
Lynx.

LOD
200
100
I I ] I I I I I 1 I I I I I I I
24 B & 1MW 12 14 M8 18 -2 224 % L (cM)

A & > % © N 3 ®
N N 5 N 3 &) 5 -
© © — T = X < o
Ire} Ire) I - = < I I
= = = = 0] o = =
o (=] [s¢] 0 < [s¢]
N~ ~ N N b N
o o w w w w

Abbildung 12. LOD-Kurve des Resistenz-QTL QOfhs.lfI-7BS mit zwei zusétzlichen im
Pool-Screening identifizierten AFLP-Markern (unterstrichen) und dem neu integrier-
ten SSR-Marker BARC72 (unterstrichen). Fiir die Verrechnung wurde die urspriingli-

che Kartierungspopulation verwendet.
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Abbildung 13. LOD-Kurve des Resistenz-QTL QOfhs.lfI-6AL mit acht zusétzlichen im
Pool-Screening identifizierten AFLP-Markern (unterstrichen). Fiir die Verrechnung

wurde die urspriingliche Kartierungspopulation verwendet.
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Abbildung 14. LOD-Kurve des Resistenz-QTL auf Chromosom 2BL mit vier zusétz-
lichen im Pool-Screening identifizierten AFLP-Markern (unterstrichen). Fiir die Ver-

rechnung wurde die urspriingliche Kartierungspopulation verwendet.
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3.3. QTL-Validierung in den Dream/Lynx-Riickkreuzungslinien

3.3.1. QTL-Validierung — Versuchsteil I

Im Versuchsteil I ergaben die Varianzanalysen fiir den erfassten Befall fiir beide
Haupt-QTL (Qfhs.lfl-6AL und QOfhs.lfl-7BS) signifikante Varianzen (Tabelle 10). Sig-
nifikante Varianzen ergaben sich auflerdem fiir Orte, Wiederholung innerhalb der Orte
sowie der Interaktion zwischen QTL x Familie. Nicht signifikant waren dagegen die
Varianzen bei den Familien sowie der Interaktion zwischen Orte x Familie bzw. Orte

x QTL.

Tabelle 10. Varianzanalysen der selektierten Riickkreuzungslinien (Versuchsteil I)
aufgeteilt nach QOfhs-IfI-6AL (a) und Qfhs.lfl-7BS (b) fiir den erfassten Befall nach
Sprithinokulation mit Fusarium culmorum. Die Daten basieren auf den nicht adjus-

tierten Einzelwerten der vier Umwelten 2005.

a Fusariumbefall

FG* M.S." F-Wert p-Wert
Orte 3 10412 56 0,01
Wdh (Orte) 4 516 4 0,01
Qfhs.Ifl-6AL 1 8963 11 0,02
Familie 14 1927 2 0,29
Orte x Familie 42 122 1 0,51
Qfhs.Ifl-6AL x Familie 6 952 8 <0,01
Qfhs.IfI-6AL x Orte 3 39 0,3 0,81
Fehler 446 125
b Fusariumbefall

FG* M.S.” F-Wert p-Wert
Orte 3 11584 72,6 0,01
Wdh (Orte) 4 4440 3,2 0,01
Qfhs.Ifl-7TBS 1 93276 13,3 0,02
Familie 12 2129,8 1,9 0,25
Orte x Familie 36 143,0 1,0 0,40
Qfhs-Ifl-7BS x Familie 5 8475 6,2 <0,01
Qfhs.Ifl-7BS x Orte 3 41,0 0,3 0,83
Fehler 471  136,9

* Freiheitsgrade, ” mittleres Fehlerquadrat
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Die Korrelationskoeffizienten fiir den erfassten Befall zwischen den vier Umwelten
lagen zwischen 0,68 und 0,80 (p< 0,01), fiir die Wuchshdhe zwischen 0,87 und 0,90
(p< 0,01), und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens zwischen 0,77 und 0,79 (p<
0,01).

Die Heritabilitidt im weiteren Sinn war fiir alle erfassten Merkmale hoch. Sie lag fiir
den Befall bei H> = 0,91 (95%-1ges Konfidenzintervall 0,86-0,93), fiir die Wuchshdhe
bei H* = 0,97 (0,95-0,98), und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens bei H* = 0,94
(0,92-0,96).

Alle im Folgenden dargestellten Ergebnisse basieren auf den Mittelwerten iiber die
vier Umwelten. Die Kreuzungseltern Dream und Lynx differenzierten deutlich be-
ziiglich des Fusariumbefalls und der Halmlédnge. Dream hatte einen durchschnittlichen
Befall von 13% wihrend der anfillige Elter Lynx einen mittleren Befall von 63%
aufwies. Lynx hatte eine Wuchshéhe von 68 cm und war damit im Vergleich zu
Dream um 26 cm kiirzer. Lynx kam lediglich einen Tag frither zum Ahrenschieben als
Dream. Keine der Riickkreuzungslinien erreichte das Resistenzniveau von Dream
(Abbildung 15). Zwei Linien ohne Resistenzallel zeigten ein Befallsniveau, das in
etwa dem anfilligen Elter Lynx entsprach. Jedoch wies keiner der selektierten Geno-
typen einen stirkeren Befall als Lynx auf. Die Riickkreuzungslinien variierten beziig-
lich des Fusariumbefalls von 18-63%, beziiglich der Wuchsh6he von 68-98 cm und
beziiglich des Ahrenschiebens von 155-163 Tage ab dem 1. Januar.

Die beiden von Dream stammenden Resistenzallele hingen signifikant mit einem
niedrigeren Befallsniveau zusammen im Vergleich zur Markerklasse mit den von
Lynx stammenden anfilligen Allelen. Qfhs-IfI-6AL und QOfhs.lfl-7BS reduzierten den
relativen Befall um jeweils 16% im Vergleich zur anfélligen Markerklasse ohne Re-
sistenzallel (Abbildung 15). Beide QTL hatten auBerdem einen Einfluss auf die
Wuchshoéhe. Ofhis-Ifl-6AL fihrte zu durchschnittlich 8 cm héheren Pflanzen, QOfhs.IfI-
7BS steigerte die Halmlédnge um 6 cm. Ein Effekt der beiden QTL auf den Zeitpunkt
des Ahrenschiebens konnte nicht festgestellt werden. Die phiinotypische Variation
innerhalb der Markerklassen war relativ hoch (Abbildung 15). AuBBerdem zeigte der
Grofteil der Riickkreuzungslinien mit einem der beiden Resistenz-QTL eine deutlich

niedrigere Anfalligkeit als der rekurrente Elter Lynx.
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Abbildung 15. Boxplot-Verteilungen der zwei Markerklassen mit den anfélligen (A)
oder den resistenten (R) Allelen von Ofhs.lfI-6AL (a) und QOfhs.lfI-7BS (b). Die Daten

basieren auf den Mittelwerten {iber die vier Umwelten 2005. Durchgezogene Linien:

Median, +: Mittelwerte. * Verschiedene Buchstaben weisen auf signifikante Unter-

schiede nach einem multiplen Mittelwertvergleich hin (SCHEFFE-Test, p< 0,05).
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3.3.2. QTL-Validierung — Versuchsteil 11

Im Folgenden werden zundchst die Ergebnisse der Riickkreuzungslinien ohne Re-

kombinationen im QTL-Intervall dargestellt.

Die Varianzanalyse fiir den erfassten Befall bestétigte die signifikanten Effekte der
beiden Haupt-QTL Ofhs.lflI-6AL und QOfhs.lflI-7BS (Tabelle 11). Der QTL auf Chromo-
som 2BL hatte keinen signifikanten Effekt auf den Befall und wurde deshalb im
Weiteren von der Varianzanalyse ausgeschlossen. Signifikante Varianzen wurden
auBerdem fiir Orte, Wiederholung innerhalb der Orte, Familien sowie fiir die Interak-
tionen Qfhs.lfI-6AL x Qfhs.lfl-7BS, Orte x Familie und Orte x QOfhs.lfI-7BS gefunden.
Fiir die Interaktionen Qfhs.lfI-6AL x Familie, Qfhs.lfl-7BS x Familie bzw. Orte x
Ofhs.lfl-6AL ergaben sich dagegen keine signifikanten Varianzen.

Tabelle 11. Varianzanalyse der selektierten Riickkreuzungslinien (Versuchsteil II) fiir
den erfassten Befall nach Sprithinokulation mit Fusarium culmorum. Die Daten basie-

ren auf den nicht adjustierten, log-transformierten Einzelwerten der drei Umwelten

2005.

Fusariumbefall

FG* MS.”  F-Wert p-Wert

Orte 2 13 10 0,01
Wdh (Orte) 3 1 6 0,01
Qfhs.Ifl-6AL 1 4 13 0,02
Qfhs.Ifl-7BS 1 3 5 0,03
Qfhs.Ifl-6AL x
Qfhs.Ifl-7BS 1 1 6 0,02
Familie 2 4 9 0,03
Orte x Familie 4 1 4 0,01
ths_.{ﬂ-GAL X 2 0.2 1 0,34
Familie
I?fhs.'(f"ms X 2 0,4 2 0,17

amilie
Orte x Qfhs.Ifl-6AL 2 0,4 2 0,12
Orte x Qfhs.Ifl-7BS 2 1 4 0,03
Fehler 709 0,2

* Freiheitsgrade, " mittleres Fehlerquadrat
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Die Korrelationskoeffizienten fiir den erfassten Befall zwischen den drei Umwelten
lagen zwischen 0,70 und 0,79 (p< 0,01), fiir die Wuchshohe zwischen 0,85 und 0,92
(p< 0,01), und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens bei 0,90 (p< 0,01).

Die Heritabilitdt im weiteren Sinn war fiir alle erfassten Merkmale hoch. Sie lag fiir
den Befall bei H> = 0,82 (0,78-0,85 bei p = 0,95), fiir die Wuchshohe bei H?= 0,94
(0,93-0,95), und fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens bei H?>=0,91 (0,88-0,93).

Alle im Folgenden dargestellten Ergebnisse basieren auf den Mittelwerten iiber die
drei Umwelten. Die Kreuzungseltern differenzierten auch in diesem Versuchsteil
deutlich beziiglich des Fusariumbefalls und der Halmlidnge. Dream hatte einen durch-
schnittlichen Befall von 10% wéhrend der anfillige Elter Lynx einen mittleren Befall
von 60% aufwies. Lynx hatte eine Wuchshéhe von 70 cm und war damit im Vergleich
zu Dream um 27 cm kiirzer. AuBerdem kam Lynx zwei Tage frither zum Ahrenschie-

ben als Dream.

Die Riickkreuzungslinien zeigten hinsichtlich des Fusariumbefalls eine kontinuierli-
che Verteilung, die jedoch stark linksschief war (Abbildung 16). Eine Linie mit bei-
den positiven QTL-Allelen (Ofhs.IlfI-6AL und QOfhs.IfI-7BS) erreichte das Resistenzni-
veau des Kreuzungselters Dream. Zwei Linien (eine ohne QTL-Allel und eine mit
QTL-Allel Ofhs.lfl-6AL) zeigten ein hoheres Befallsniveau verglichen mit dem anfil-
ligen Elter Lynx. Die Riickkreuzungslinien variierten in diesem Versuchsteil beziig-
lich des Fusariumbefalls von 8-68%, beziiglich der Wuchshdhe von 69-114 cm und
beziiglich des Ahrenschiebens von 157-166 Tagen ab dem 1. Januar.
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Abbildung 16. Haufigkeitsverteilung der Befallsmittelwerte der Riickkreuzungslinien
fiir den Versuchsteil II der QTL-Validierung. Das Befallsniveau der Eltern ist durch

Pfeile gekennzeichnet.

Die beiden von Dream stammenden Resistenzallele hingen signifikant mit einem
niedrigeren Befallsniveau zusammen im Vergleich zur Markerklasse mit den von
Lynx stammenden anfilligen Allelen. In diesem Versuchsteil reduzierten Qfhs.lfl-6AL
und QOfhs.IfI-7BS den relativen Befall um jeweils 27% im Vergleich zur anfilligen
Markerklasse ohne Resistenzallele, beide QTL in Kombination fiihrten zu einem
durchschnittlich 36% niedrigeren Befall (Abbildung 17). Aulerdem fiihrte die Kom-
bination beider Resistenzallele zu einer signifikant hoheren Resistenz als das Re-
sistenzallel Qfhs.lfI-6AL alleine. Beide Resistenzallele hatten einen Einfluss auf die
Wuchshdhe. Dabei flihrte Ofhs.lfI-6AL zu durchschnittlich 14 cm héheren Pflanzen,
wahrend QOfhs.IlflI-7BS die Wuchshohe um durchschnittlich 9 cm vergréBerte. Genoty-
pen, die beide Resistenzallele kombiniert aufwiesen, waren im Vergleich zur anfilli-
gen Markerklasse um durchschnittlich 16 cm héher (Abbildung 17). Beziiglich dem
Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnte kein Unterschied zwischen den vier Marker-
klassen gefunden werden. Die phénotypische Variation innerhalb der vier Marker-
klassen war relativ hoch (Abbildung 17). Der Befall von Linien mit Ofhs.lfl-6AL war

iiber den gesamten Bereich zwischen den beiden Eltern Dream und Lynx verteilt.
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Abbildung 17. Boxplot-Verteilungen der vier Markerklassen mit den anfélligen (A)
und/oder den resistenten (R) Allelen von Qfhs.lfI-6AL und QOfhs.lfl-7BS. Die Daten
basieren auf den Mittelwerten tiber die drei Umwelten 2005. Durchgezogene Linien:
Median, +: Mittelwerte. * Verschiedene Buchstaben weisen auf signifikante Unter-

schiede nach einem multiplen Mittelwertvergleich hin (SCHEFFE-Test, p< 0,05).

Der GroBteil der Riickkreuzungslinien mit mindestens einem der beiden Resistenz-
QTL zeigte eine deutlich niedrigere Anfalligkeit als der Kreuzungselter Lynx (Abbil-
dungen 17 und 18). Beim Auftragen des Befalls in Abhdngigkeit der Wuchshohe
zeigte sich, dass unter den Riickkreuzungslinien auch Genotypen mit mindestens ei-
nem der beiden Resistenz-QTL waren, die sich durch eine gute Fusariumresistenz bei
gleichzeitig akzeptabler Halmldnge auszeichneten (Abbildung 18, markierte Linien).
AulBlerdem waren auch einige Linien darunter, die beziiglich ihres Befalls und ihrer

Wuchshoéhe im Bereich der zugelassenen Sorten Solitdr und Petrus lagen.
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Abbildung 18. Fusariumbefall in Abhdngigkeit der Wuchshohe aufgeteilt entspre-
chend der vier Markerklassen mit den anfilligen und/oder resistenten Allelen von
Ofhs.IfI-6AL und Qfhs.lfl-7BS inklusive Kreuzungseltern und Sorten als Vergleich
(Solitdr, Petrus). Linien, die bei guter Fusariumresistenz gleichzeitig eine akzeptable
Halmlidnge aufweisen, sind durch einen schwarzen Kreis markiert. Die Daten basieren

auf den Mittelwerten tiber die drei Umwelten 2005.

Unter den Riickkreuzungslinien des Versuchsteils II waren auch 23 Linien, die inner-
halb des QTL-Intervalls von QOfhs.lfl-7BS Rekombinationen aufwiesen. Diese wurden
im Folgenden separat ausgewertet. Von den 23 Linien entsprachen sieben Linien be-
zliglich Marker P70M56-237 dem resistenten Elter Dream und beziiglich der Marker
GWM46 und BARC72 dem anfilligen Elter Lynx (Abbildung 19). Diese werden im
Folgenden als R — A Rekombinante bezeichnet. Bei weiteren 16 Linien entsprach
dagegen P70M56-237 dem anfilligen Elter Lynx, und GWM46 sowie BARC72 dem
resistenten Elter Dream, weshalb sie als A — R Rekombinante bezeichnet werden.
Neben dem bereits oben genannten signifikanten Unterschied zwischen der anfilligen
Gruppe ohne Resistenzallel und der Gruppe mit Resistenzallel auf Chromosom 7BS,
zeigten sich auch bei den beiden Gruppen rekombinanter Linien Abstufungen beziig-
lich des Fusariumbefalls. So wies die Gruppe der R — A Rekombinanten einen durch-
schnittlichen Befall von 38% und die der A — R Rekombinanten einen durchschnittli-
chen Befall von 31% auf (Abbildung 19). Allerdings waren diese Abstufungen weder
untereinander noch im Vergleich mit der anfilligen und/oder der resistenten Marker-

klasse signifikant.
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Abbildung 19. Subpopulation von Linien, die im QTL-Intervall Qfhs./fl-7BS Rekom-
binationen aufweisen. Oben: LOD-Kurve von Chromosom 7BS (fiir die Selektion
verwendete Marker sind markiert) und schematische Darstellung der vier Markerklas-
sen. Unten: Boxplot-Verteilungen der beiden Gruppen rekombinanter Linien (R — A
bzw. A — R) im Vergleich mit der anfilligen (A) und resistenten (R) Markerklasse.
Die Daten basieren auf den Mittelwerten tliber die drei Umwelten 2005. Durchgezo-
gene Linien: Median, +: Mittelwerte. * Verschiedene Buchstaben weisen auf signifi-
kante Unterschiede nach einem multiplen Mittelwertvergleich hin (SCHEFFE-Test,
p<0,05).

3.4. ESTs fiir Pathogenabwehr in wichtigen QTL-Regionen

Fiir das von Dream stammende Resistenzallel Ofhs.lfl-7BS (GWM46, BARC72) so-
wie fiir die von Ning8026 stammenden Allele auf den Chromosomen 5BL/7BS
(GWM335, BARC72) und 6BS (GWMS&S8) wurde unter Verwendung der GrainGenes
Datenbank die Lokalisierung der genannten SSR-Marker in einer Deletionskarte des
Weizens ermittelt. Es konnten in allen vier Bereichen (7BS1-0,27-1,00; 7BL2-0,33-
0,63; 5BL6-0,29-0,55; 6BL3-0,36) der ,,Chinese Spring™ basierten Deletionskarte
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ESTs identifiziert werden, die auf Aminosiureebene Ahnlichkeit mit Proteinen zeig-
ten, die mit der Stress- und Krankheitsabwehr sowie mit der Aktivierung von Protei-
nen in Verbindung gebracht werden konnten (Tabelle 12). So konnten beispielsweise
im Bereich 7BS1-0,27-1,00 (XGWM46) zwei ESTs gefunden werden, die in der
BLASTX-Abfrage eine Homologie (E-Werte 1 x ¢®' bzw. 3 x ¢’) zum Hitzeschock-
protein 80 von Weizen (Triticum aestivum) aufwiesen. Im selben Bereich lag auch ein
EST, der Ahnlichkeit (3 x ") mit einem Isoflavon-Reduktase Homolog hatte, sowie
ein weiterer EST, welcher Homolog (6 x ¢°) zu einem putativen Mlal aus Sorghum
bicolor war. Aullerdem kartierte in derselben Region ein EST, der mit einem putati-
ven ribosomalen Protein L28 vergleichbar war (4 x ¢”*). Im Bereich 7BL2-0,33-0,63
(XBARC?72) kartierten zwei ESTs, die Homologie (1 x ¢® bzw. 2 x ¢?®) zum ,,Stress
responsive Gene 6 aus Gerste (Hordeum vulgare ssp. vulgare) zeigten, sowie ein
EST, der auf Aminosdureebene einem cytoplasmatischen ribosomalen Protein L18
aus Reis dhnlich war (9 x ¢”?). ESTs im Bereich 5BL6-0,29-0,55 (XGWM335) zeig-
ten Ahnlichkeiten zu einem HR-induzierten (Hypersensitive Reaktion) Protein 3 (2 x
¢!y aus Gerste (Hordeum vulgare ssp. vulgare), einem ribosomalen Protein L3 (8 x ¢’
%) sowie zu einem putativen Myb-Faktor aus Reis (1 x ¢®?). Auch in der Region
6BL3-0,36 lag ein EST, der einem ribosomalen Protein L6 &hnlich war. Zudem
konnte eine cytosolische Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, 1 x ¢
) gefunden werden. In den genannten Bereichen kartierten auBerdem noch einige
ESTs, die auf Aminosiureebene Ahnlichkeiten zu verschiedenen Proteinkinasen

zeigten (Tabelle 12).

Von den insgesamt elf ESTs, die untersucht wurden (Tabelle 5), ergaben sich nach
Gradienten-PCRs mit den Kreuzungseltern (Dream, Lynx, Pelikan, G93010) fiir sechs
ESTs (BG314518, BE591190, BE499843, BE423964, BE494381, BE498480; Tabelle
12) eindeutige Fragmente, die nachfolgend sequenziert wurden. Nach einem Ver-
gleich mit den urspriinglichen EST-Sequenzen stellte sich heraus, dass bei drei ESTs
(BE499843, BE423964, BE498480) jeweils falsche Bereiche amplifiziert wurden, die
nicht mit den Sequenzen der Datenbank iibereinstimmten. Bei den verbleibenden drei
ESTs (BG314518, BE591190, BE494381) ergab sich eine fast 100%-ige Uberein-
stimmung mit den urspriinglichen EST-Sequenzen, wobei zwischen den genannten

Kreuzungseltern keine SNPs detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt), sodass
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letztendlich keine ESTs kartiert werden konnten. Die Linge der sequenzierten Berei-

che betrug bei BG314518 450 bp, bei BES91190 444 bp und bei BE494381 448 bp.



Tabelle 12. EST-Datenbankrecherche. Angegeben ist die Lokalisierung der SSR-Marker in der ,,Chinese Spring* basierten Deletionskarte sowie
die Akzessionen der in diesen Bereichen kartierten ESTs. Die Sequenzen der ESTs wurden fiir eine BLASTX-Abfrage verwendet, um eine
Ahnlichkeit auf Aminosiureebene mit Proteinen festzustellen, die mdglicherweise in Stress- und Abwehrreaktionen sowie in die Aktivierung

von Proteinen involviert sein konnten (E-Wert< 107).

Chromosom SSR  Lokalisierung EST-Akzession BLASTX E-Wert BLASTX Kandidat
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00  BE422954 1xe” Hitzeschockprotein 80 (Triticum aestivum)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00  BF474966 9xe® Proteinkinase cdc2 Homolog (Oryza sativa)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00 BG314518 3xe® Hitzeschockprotein 80 (Triticum aestivum)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00 BE405060 6xe>® Proteinkinase Homolog (Oryza sativa)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00  BE405059 2xe™® Putative Serine/Threonin-Kinase (Sorghum bicolor)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00  BE399570 2xe? Serin/Threonin Protein Phosphatase PP1
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00 BE590566 3xe® Isoflavon Reduktase Homolog
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00 BG314331 3xe” Putative Proteinkinase (Oryza sativa)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00  BE591190 6xe?® Putatives Mla1 (Sorghum bicolor)
7B GWM46 7BS1-0,27-1,00 BF423133 4 x e Putatives ribosomales Protein L28 (Oryza sativa)
7B BARC72 7BL2-0,33-0,63 BF474746 1xe® Stress Responsive Gene 6 Protein (Hordeum vulgare ssp. vulgare)
7B BARC72 7BL2-0,33-0,63 BF201560 2xe?® Stress Responsive Gene 6 Protein (Hordeum vulgare ssp. vulgare)
7B BARC72 7BL2-0,33-0,63 BE498538 2xe® Serin/Threonin Protein Phosphatase PP2A-3
7B BARC72 7BL2-0,33-0,63  BF429451 7xe* Putative Glucosyl-Transferase (Oryza sativa)
7B BARC72 7BL2-0,33-0,63 BE423275 9xe™ Cytoplasmatisches ribosomales Protein L18 (Oryza sativa)
5B GWM335 5BL6-0,29-0,55 BE405060 6xe>® Proteinkinase Homolog (Oryza sativa)
5B GWM335 5BL6-0,29-0,55 BE499843 2xe” Hypersensitive Reaktion induziertes Protein 3 (Hordeum vulgare ssp. vulgare)
5B GWM335 5BL6-0,29-0,55  BE423964 gxe® Ribosomales Protein L3
5B GWM335 5BL6-0,29-0,55  BF145701 1xe® Putativer Myb-Faktor (Oryza sativa)
6B GWM88  6BL3-0,36 BE494381 6xe” Prohibitin (Zea mays)
6B GWM88  6BL3-0,36 BE425967 3xe® Putative Proteinkinase (Arabidopsis thaliana)
6B GWM88 6BL3-0,36 BE498480 1xe Cytosolische Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase GAPDH (Triticum aestivum)
6B GWM88 6BL3-0,36 BE489896 2xe® Proteinkinase MK5 (Mesembryanthemum crystallinum)
6B GWM88  6BL3-0,36 BE518064 3xe™® Ribosomales Protein L6
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4. Diskussion

4.1. Pelikan//Bussard/Ning8026-Kartierungspopulation

4.1.1. Phinotypische Daten der Population

Eine Fragestellung der vorliegenden Arbeit bestand darin, weitere genetische Er-
kenntnisse iiber die Vererbung der an der Fusariumresistenz beteiligten Gene in einer
an das hiesige Klima adaptierten Winterweizenpopulation zu gewinnen. Die Haufig-
keitsverteilung der Linien (Abbildung 5) spricht fiir eine quantitative Vererbung der
Resistenz, an der mehrere Gene mit vergleichsweise geringen Effekten beteiligt sind.
Von einer kontinuierlichen Haufigkeitsverteilung der Krankheitssymptome wurde
auch in anderen Studien berichtet (Gervais et al., 2003; Shen et al., 2003a; Paillard et
al., 2004; Schmolke et al., 2005). Diese deuten darauf hin, dass die Resistenz in euro-
paischem Winterweizen von mehreren QTL mit geringerer Wirkung vererbt wird. Im
Gegensatz dazu wird die Resistenz bei exotischen Resistenzquellen aus Asien (Sumai
3, Wangshuibai) von wenigen Loci mit vergleichsweise gro3en Effekten und einigen
Genorten mit geringeren Effekten hervorgerufen (Buerstmayr et al., 2000; Jia et al.,
2005). Transgression in Richtung resistentere Genotypen wurde in der vorliegenden
Population nicht gefunden. Lediglich zwei Linien zeigten eine hohere Anfilligkeit als
der Elter Pelikan. Eine transgressive Spaltung der Linien in Richtung anfilligere Ge-
notypen wurde beispielsweise auch in der Renan/Recital (Gervais et al., 2003), der
Arina/Forno (Paillard et al., 2004) sowie der Dream/Lynx-Population (Schmolke et
al., 2005) beobachtet.

Die Feldversuche wurden in vier Umwelten durchgefiihrt, wobei die Fusariuminfek-
tion mittels Sprithinokulation mit einem Gemisch aus zwei hoch aggressiven Fusa-
rium culmorum-Isolaten hervorgerufen wurde, was in hohen Heritabilititen sowie
hohen Korrelationskoeffizienten fiir den Befall zwischen den Umwelten resultierte.
Dies deutet insgesamt auf eine gute Reproduzierbarkeit der phanotypischen Daten hin.
Ahnlich hohe Befalls-Heritabilititen wie die in der vorliegenden Arbeit, wurden auch
in anderen Studien nach Spriihinokulation gefunden (El-Badawy, 2001; Schmolke et
al., 2005; Klahr et al., 2007).
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Es ergaben sich in der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population hochsignifikante nega-
tive Korrelationen zwischen dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens und dem Befall sowie
zwischen der Wuchshohe und dem Befall. Signifikante Korrelationen zwischen dem
Befall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens bzw. dem Befall und der Wuchshdhe
nach Spriithinokulation wurde in zahlreichen Arbeiten festgestellt (Hilton et al., 1999;
El-Badawy, 2001; Gervais et al., 2003; Somers et al., 2003; Paillard et al., 2004;
Schmolke et al.,, 2005). Dagegen wurde beispielsweise in der Wangshui-
bai/Nanda2419-Population (Lin et al., 2006) nur in einer von vier Umwelten eine
schwache Korrelation zwischen dem Befall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens
gefunden. In der Cansas/Ritmo-Population (Klahr et al., 2007) ergaben sich ebenfalls
nur in einzelnen Umwelten Korrelationen zwischen dem Befall und dem Zeitpunkt
des Ahrenschiebens bzw. dem Befall und der Wuchshéhe, die, verglichen mit der
vorliegenden Arbeit, deutlich geringer ausfielen. Ob zwischen einzelnen Merkmalen
Korrelationen auftreten, hingt aber auch davon ab, wie stark sich die Eltern und somit
auch die Nachkommen beziiglich der erfassten Merkmale unterscheiden. So war der
resistente Elter G93010 durchschnittlich 20 cm ldnger und bliihte 6 Tage spater als der
anfillige Elter Pelikan (Tabelle 8). Dagegen unterschieden sich beispielsweise Cansas
und Ritmo beziiglich der Halmlénge lediglich um 7 cm und beziiglich des Bliihzeit-
punktes um einen Tag (Klahr et al., 2007).

4.1.2. Genetische Kartierung der Population

Das Grundgeriist der genetischen Karte wurde mittels AFLP-Markern erstellt. Diese
zeichnen sich durch einen hohen Polymorphiegrad aus, wodurch ohne vorherige Se-
quenzinformation eine schnelle Absittigung der Kopplungsgruppen ermoglicht wird.
Mikrosatelliten-Marker erlauben dagegen die Zuordnung der Kopplungsgruppen zu
spezifischen Chromosomen, da diese oftmals genortspezifisch sind. Bei mehreren
SSR-Markern pro Kopplungsgruppe kann zudem anhand von verdffentlichten Chro-
mosomenkarten (Rdder et al., 1998, GrainGenes Datenbank) die Orientierung der
entsprechenden Gruppe festgelegt werden. Aber auch die AFLP-Analysen der nulli-
tetrasomen Linien sowie die Vergleiche mit AFLP-Markern, die in den genetischen
Karten der ebenfalls an der LfL untersuchten Populationen Apache/Biscay und Ro-
manus/Pirat aufgrund von Kopplungen mit Mikrosatelliten-Markern bestimmten
Chromosomenbereichen eindeutig zuzuordnen waren (Holzapfel, LfL, pers. Mittei-

lung), trugen dazu bei, dass lediglich eine der 54 Kopplungsgruppe keinem Chromo-
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som zugewiesen werden konnte. Der Polymorphiegrad der getesteten Mikrosatelliten-
Marker betrug 44% und lag somit im mittleren Bereich verglichen mit den Ergebnis-
sen aus anderen Studien (Roder et al., 1995; El-Badawy, 2001; Paillard et al., 2003;
Schmolke et al., 2005). Dies lésst sich dadurch erkldren, dass der genetische Hinter-
grund der RILs zu 75% aus Sorten (Pelikan, Bussard) besteht, die aufgrund der Se-
lektion unter dhnlichen klimatischen Bedingungen im Laufe des Ziichtungsprozesses
oftmals eine enge genetische Basis und somit einen niedrigen Polymorphiegrad auf-

weisen.

Dass fiir die Berechnung der genetischen Karte von den 337 polymorphen AFLP-
Markern letztendlich nur 196 verwendet wurden, lag unter anderem an der Bildung
von Markerclustern auf einigen Kopplungsgruppen. Marker, die in einem engen Be-
reich clustern, liefern keine zusétzliche genotypische Information, so dass in der Re-
gel die Beriicksichtigung eines Markers pro Cluster ausreicht. Hierzu zédhlte neben
den Centromerregionen der Chromosomen, in denen sich Marker tendenziell hdufen
(Gale et al., 1995; Blanco et al., 1998), vor allem die Kopplungsgruppe von Chromo-
som 1B mit der T1BL.1RS-Weizen-Roggen-Translokation (Abbildung 7). Die
IBL.1RS-Translokation wurde vom resistenten Elter G93010 (Bussard/Ning8026)
vererbt, wobei der Marker IAG95 und alle eng gekoppelten Marker signifikant vom
erwarteten Spaltungsverhiltnis von 1:1 abwichen. Nur etwa 38% der Linien trugen
die Translokation. Dies stimmt mit den Beobachtungen von Schmolke (2004) iiberein.
In dieser Arbeit war der anfiéllige Elter Lynx Triager der 1BL.1RS-Translokation. Die
Linien der Dream/Lynx-Kartierungspopulation spalteten beziiglich dem Marker
IAG95 ebenfalls schief, wobei auch dort nur etwa 1/3 der Genotypen die Transloka-
tion aufwiesen. Ein weiteres Markercluster bildete sich auf Chromosom 5SBL/7BS. Da
die beiden Chromosomenarme SBL und 7BS eine Kopplungsgruppe formten (Abbil-
dung 7), ist davon auszugehen, dass es sich hier ebenfalls um eine Translokation han-
delt. Miura et al. (1992) erlautern, dass in vielen europdischen Winterweizensorten
Chromosom 5B oftmals in Form einer Translokation vorliegt (SBL/7BL, 5BL/7BS).
Auch bei der von El-Badawy (2001) untersuchten Kartierungspopulation (Apollo x
Sagvari/NobeokaBozu//MiniMano/ Sumai3) scheint die SBL/7BS-Translokation vor-
zuliegen. In den genannten Bereichen mit hoher Markerdichte wurden jeweils nur die
qualitativ besten AFLP-Marker fiir die Erstellung der genetischen Karte sowie fiir die
anschlieBende QTL-Analyse beriicksichtigt.
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Der Umfang der genetische Karte betrug in der Pelikan//Bussard/Ning8026-Popula-
tion ungefahr 1100 cM. Klahr et al. (2007) erstellten in der Cansas/Ritmo-Population
eine genetische Karte, die insgesamt etwa 1200 ¢cM umfasste und somit in einer ver-
gleichbaren Grof3enordnung liegt. Zahlreiche genetische Karten umfassen jedoch fast
das komplette Weizengenom. Zu nennen ist hier beispielsweise die ITMI (Internatio-
nal Triticeae Mapping Initiative)-Karte (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/ index.shtml),
die 3000 cM umfassende Arina/Forno-Karte (Paillard et al., 2003) oder die von
Somers et al. (2004) entwickelte Konsensuskarte, die einen Gesamtumfang von ca.
2500 cM aufweist. Quarrie et al. (2005) veroffentlichten eine Karte, die auf einer
Chinese Spring/SQ1-Population basiert und ca. 3500 ¢cM umfasst. Der geringere Um-
fang der vorliegenden Karte im Vergleich mit den oben genannten Karten ldsst sich
auch dadurch erkldren, dass bei der Markerverrechnung der Peli-
kan//Bussard/Ning8026-Population aufgrund einer hohen Zahl an anonymen AFLP-
Markern eine relativ konservative Strategie gewahlt wurde. In anderen Karten wurden
teilweise groBere Liicken, insbesondere zwischen SSR-Marken, mit Hilfe von Refe-
renzkarten iiberbriickt und in die Verrechnung miteinbezogen, was den Gesamtum-
fang der Karte insgesamt erhoht. Anders als in einigen fritheren Studien (El-Badawy,
2001; Schmolke et al., 2005; Klahr et al., 2007) waren in der vorliegenden Arbeit alle
Chromosomen zumindest teilweise durch mindestens eine Kopplungsgruppe vertreten
(Abbildung 7). Dabei hatte das D-Genom annédhernd die gleiche Linge wie das A-
Genom, jedoch war die Zahl der Marker fiir das D-Genom (55) deutlich niedriger als
die fiir das A-Genom (74). Am besten war das B-Genom mit einer Linge von 442 cM
und 134 kartierten Markern abgedeckt. Diese Beobachtungen stimmen sehr gut mit

denen von anderen Autoren iiberein (El-Badawy, 2001; Quarrie et al., 2005).

Der Einzug neuer Markertechnologien (z. B. Diversity Arrays Technology; DArT)
wird dafiir sorgen, dass Kartierungspopulationen zukiinftig innerhalb kiirzerster Zeit
genotypisiert sein werden. Urspriinglich wurde DArT fiir Reis entwickelt, jedoch er-
folgte nach und nach die Ausdehnung auf insgesamt 19 Pflanzenarten inklusive
Gerste. Akbari et al. (2006) demonstrierten, dass diese Technologie auch bei po-
lyploiden Arten mit groem Genom wie es beim Weizen der Fall ist, sehr effektiv zur
Genotypisierung eingesetzt werden kann. Dabei schnitt DArT im Vergleich mit ande-
ren Markersystemen, was den Informationsgehalt sowie die Qualitdt betrifft, genauso

gut ab wie eine Kombination aus SSR-, RFLP- und AFLP-Markern.
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4.1.3. Kartierung von Resistenz-QTL gegen Ahrenfusariosen und

Uberlappungen mit QTL fiir morphologische Merkmale

In der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population konnten in der multiplen Intervallkar-
tierung sieben signifikante Resistenz-QTL identifiziert werden (Tabelle 9). Zwei
Haupt-QTL lagen dabei auf den Chromosomen 5BL/7BS und 6BS, die 21% bzw.
18% der phinotypischen Varianz erklarten (Tabelle 9; Abbildung 8). Der
QTL5BL/7BS kartierte im Markerintervall XBARC72 - XGWM335, wobei
XBARC?72 auf Chromosom 7BS und XGWM335 auf Chromosom 5BL lokalisiert ist.
Wie bereits erwéhnt, handelt es sich bei dieser Kopplungsgruppe vermutlich um eine
relativ hdufig vorkommende Translokation (Miura et al., 1992). Aufgrund der gerin-
gen Linienzahl der Population (122) und der sehr geringen Rekombinationsrate in
diesem Bereich (Abbildung 7), wird es mit dem vorliegenden Material schwierig sein,
zu bestimmen auf welchem Chromosomenarm (5BL oder 7BS) der QTL tatsdchlich
liegt. Auch in der von El-Badawy (2001) untersuchten Kartierungspopulation (Apollo
x Sagvari/NobeokaBozu// MiniMano/Sumai3) fand sich ein QTL auf Chromosom
SBL/7BS, der nach Spriihinokulation mit F. culmorum etwa 9% der phianotypischen
Varianz erklérte. Dieser QTL kartierte in die Ndhe des Markers GWM573 (Chromo-
som 7BS). Es konnte sich dabei um denselben QTL wie in der vorliegenden Arbeit
handeln, da GWMS573 vermutlich etwa 18 cM vom SSR-Marker GWM46 in Richtung
des distalen Endes des kurzen Schenkels entfernt ist. Auch in der Dream/Lynx-Popu-
lation konnte auf Chromosom 7BS ein Resistenz-QTL detektiert werden, der nach
Spriihinokulation 21% der phénotypischen Varianz erklédrte (Schmolke et al., 2005).
Dieser liegt von den SSR-Markern GWM46 und BARC72 ungefdahr 8 cM bzw. 12 cM
in distaler Richtung des kurzen Arms von Chromosom 7B entfernt (Abbildung 12),
weshalb es sich hierbei ebenfalls um Allele eines Locus handeln konnte. Ein weiterer
QTL, der einen wichtigen Beitrag zur Fusariumresistenz leistete (R* = 20%), wurde in
einer Cansas/Ritmo-Population von Klahr et al. (2007) auf Chromosom 5BL gefun-
den. Aufgrund der vorliegenden Daten ist allerdings keine Aussage moglich, ob sich
dieser in der Néhe des Markers GWM335 befindet. Jia et al. (2005) identifizierten in
einer Wangshuibai/Alondra-Population einen QTL auf Chromosom 5B (Markerinter-
vall XGWM335 — XGWM371), der fiir die kombinierte Typ I/Typ II-Resistenz 11%
der phénotypischen Varianz erklérte. Da der aus China stammende Ning8026 mittels

Markeranalysen eindeutig als Donor des QTL5SBL/7BS bestimmt werden konnte (Ab-
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bildungen 9a und b), kdnnte es sich um denselben QTL wie in der Studie von Jia et al.
(2005) handeln, da der Resistenzdonor Wangshuibai ebenfalls chinesischen Ursprungs

ist.

Der zweite Haupt-QTL kartierte im Markerintervall XP75M60-536 — XP65M54-158
nahe bei XGWMS88 (Abbildung 8b). Resistenzallele zuvor in dhnlichen Bereichen
detektierter QTL stammten von Ning894037 bzw. Sumai 3 (Shen et al., 2003a; Yang
et al., 2003). Dabei erkldrte das von Ning894037 vererbte Resistenzallel auf Chromo-
som 6BS (Markerintervall XGWMS88 — XGWM644) lediglich 4% der phanotypischen
Varianz, wihrend das von Sumai 3 kommende Allel (Marker GWM644) in kanadi-
schem Sommerweizen (DH181/AC Foremost) nach Einzeldhrcheninokulation 21%
der phédnotypischen Varianz erkldrte. Da dies in der Gro8enordnung der vorliegenden
Arbeit liegt (R* = 18%) konnte man vermuten, dass der hier detektierte QTL6BS
ebenfalls eher mit der Typ II-Resistenz in Verbindung gebracht werden kann. Der
Sumai 3-QTL auf Chromosom 6BS wurde kiirzlich erfolgreich feinkartiert und wird
nunmehr F/b2 genannt (Cuthbert et al., 2007). Bei dem von El-Badawy (2001) identi-
fizierten QTL auf Chromosom 6BS (R” = 8%) handelt es sich dagegen vermutlich um
einen anderen QTL, da dieser in etwa 30 cM vom SSR-Marker GWMS8S entfernt war.
Die mogliche Ubereinstimmung des QTL6BS mit den von Ning894037 und Sumai 3
stammenden Resistenzallelen auf Chromosom 6BS wird auch durch die Tatsache un-
terstrichen, dass das in der vorliegenden Arbeit detektierte Resistenzallel auf Chromo-
som 6BS eindeutig von Ning8026 vererbt wird (Abbildungen 9c und d). Yang et al.
(2006) evaluierten die genetische Diversitit von 36 ostasiatischen Weizenakzessionen
mittels mehrerer SSR-Marker, die eng mit den beiden von Sumai 3 stammenden Re-
sistenzallelen auf den Chromosomen 3BS und 6BS gekoppelt waren. Dabei besal3
Ning8026 fiir die Markerloci XGWM644 und XGWMS88 (Chromosom 6BS) diesel-
ben Allele wie Sumai 3, was die hdchstwahrscheinliche Ubereinstimmung beider
QTL abermals bestétigt. Ferner zeigte sich, dass beide in der Peli-
kan//Bussard/Ning8026-Population detektierten Haupt-QTL entscheidend fiir ein gu-
tes Resistenzniveau sind, da alle Linien, die eine geringe Anfilligkeit aufwiesen min-
destens eines der beiden Resistenzallele besalen (Abbildung 10). Somit wurde die

Wirkung der QTL5SBL/7BS und QTL6BS in europdischem Winterweizen bestatigt.

Neben den genannten Haupt-QTL konnten auBlerdem noch fiinf QTL mit geringeren

Effekten detektiert werden, die zwischen 2% und 8% der phédnotypischen Varianz
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erklarten (Tabelle 9). Davon wurden die Resistenzallele auf den Chromosomen 1AS,
5B und 6A vom anfilligen Elter Pelikan vererbt. Dass auch der anfillige Elter einen
Beitrag zur Resistenz leisten kann, ist nicht ungewohnlich und wurde auch in zahlrei-
chen anderen Arbeiten beobachtet. Bei der von Klahr et al. (2007) evaluierten Can-
sas/Ritmo-Population kamen die Effekte von insgesamt drei QTL vom anfilligen El-
ter Ritmo. Diese lagen auf den Chromosomen 1DS (R* = 8%), 3B (R* = 11%) und
7JAL (R* = 11%). Auch in den Dream/Lynx- und G16-92/Hussar-Populationen
(Schmolke, 2004; Schmolke et al., 2005) kam der Effekt von jeweils einem Resistenz-
QTL vom anfilligen Elter Lynx (Chromosom 1B-1) bzw. Hussar (Chromosom 1A-1).
Schmolke (2004) vermutete, dass sich der QTL mit Resistenzallel vom anfilligen
Elter Hussar wahrscheinlich auf dem kurzen Arm von Chromosom 1A befindet. Es
wire also moglich, dass es sich dabei um dieselben Allele des in der Peli-
kan//Bussard/Ning8026-Population kartierten QTL auf Chromosom 1AS handeln
konnte. Aufgrund von fehlenden gemeinsamen Markern kdnnen die beiden Kopp-
lungsgruppen jedoch nicht miteinander verglichen werden, so dass letztendlich offen
bleibt, ob es tatsdchlich Allele eines Locus sind. Der Effekt des auf Chromosom 5B
kartierten QTL kam ebenfalls vom anfilligen Elter Pelikan (Tabelle 9). Auch
Bourdoncle und Ohm (2003) sowie Paillard et al. (2004) identifizierten auf Chromo-
som 5B(L) QTL, bei denen die positiven Effekte auf die Fusariumresistenz jeweils
von den anfélligen Eltern Patterson bzw. Forno stammten. Auf Chromosom 7A wur-
den bereits zahlreiche QTL-Allele verdffentlicht (Jia et al., 2005; Klahr et al., 2007;
Mardi et al., 2006), die jedoch aufgrund der vorliegenden Daten vermutlich nicht mit
dem von G93010 (Bussard/Ning8026) vererbten Resistenzallel iibereinstimmen. Ob
es sich bei dem QTL auf Chromosom 2AL, bei dem der positive Effekt auf die Re-
sistenz ebenfalls von G93010 herriihrte, um den gleichen Locus wie bei dem von
Anderson et al. (2001) identifizierten QTL handelt, bleibt aufgrund von fehlenden

gemeinsamen Markern in der Karte weiter unklar.

Die erkldrte phénotypische Varianz des Gesamtmodells fiir den Fusariumbefall betrug
57%. Von einer dhnlichen GréBenordnung wird auch in zahlreichen anderen Studien
berichtet (Steiner et al., 2004; Paillard et al., 2004; Schmolke et al., 2005; Klahr et al.,
2007).

Zu Uberlappungen von Resistenz-QTL mit QTL fiir die Wuchshdhe und/oder den

Zeitpunkt des Ahrenschiebens kam es in drei Fillen, wobei Pflanzen mit den entspre-
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chenden Allelen zu einer hoheren Halmldnge und einem spiteren Bliihzeitpunkt ten-
dierten. So wurden beispielsweise auf Chromosom 5BL/7BS QTL fiir die Wuchshéhe
und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens identifiziert, die allerdings in ein anderes In-
tervall wie der Resistenz-QTL kartierten (Tabelle 9; Abbildung 8a). Die Pflanzen wa-
ren bei Anwesenheit des Fusarium-QTL durchschnittlich 7 cm héher und kamen 2
Tage spiter zum Ahrenschieben (Abbildung 10). Auch bei El-Badawy (2001) iiber-
lappte der Resistenz-QTL auf Chromosom 5BL/7BS jeweils mit einem QTL fiir die
Wuchshohe und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Jedoch fiihrte die Anwesenheit
dieser Allele zu einem fritheren Bliithzeitpunkt und einer geringeren Halmlidnge, da
der resistente Elter Sagvari/NobeokaBozu//MiniMano/Sumai3 kiirzer war und frither
bliihte als der anfillige Elter Apollo. Der von Klahr et al. (2007) identifizierte QTL
auf dem langen Arm von Chromosom 5B colokalisierte ebenfalls partiell mit QTL fiir
die Halmlinge (R* = 6%) sowie den Zeitpunkt des Ahrenschiebens (R* = 11%). Zu
einer weiteren Uberlappung eines Resistenz-QTL mit einem QTL fiir den Bliihzeit-
punkt kam es in der Dream/Lynx-Kartierungspopulation auf Chromosom 7BS
(Schmolke et al., 2005). Auch auf den beiden Chromosomen 2AL und 7AL kartierten
sowohl QTL fiir Fusariumresistenz als auch fiir Wuchshohe. Jedoch scheint es sich
hierbei vermutlich um verschiedene Loci zu handeln, da diese jeweils in unterschied-
lichen Bereichen der genannten Chromosomen lagen (Tabelle 9; Abbildung 7). In
zahlreichen weiteren Studien wurde ebenfalls von Colokalisierungen zwischen Re-
sistenz-QTL und QTL fiir morphologische Merkmale berichtet (Gervais et al., 2003;
Schmolke et al., 2005; Klahr et al., 2007). Generell stellt sich also die Frage, ob dieses
Phianomen auf einer sehr engen Kopplung zwischen verschiedenen Loci beruht oder
durch pleiotrophe Effekte verursacht wird. Um dies herauszufinden, sind die im All-
gemeinen fiir eine QTL-Kartierung verwendeten Populationen mit einer Linienzahl
zwischen 100 und 300 Individuen zu klein. Es miisste also eine wesentlich grof3ere
Linienzahl untersucht werden bzw. gezielt Linien mit Rekombinationen in den QTL-
Regionen entwickelt werden, um dieser Fragestellung genauer nachzugehen. In der
vorliegenden Arbeit wurden jedoch auch QTL fiir die Halmldnge bzw. den Bliihzeit-
punkt detektiert, die unabhidngig von der Fusariumresistenz wirken (Tabelle 9), was
darauf hindeutet, dass die jeweiligen Merkmale grundsitzlich von unterschiedlichen
Genen gesteuert werden. So wurde beispielsweise ein bedeutender Wuchshéhen-QTL
auf dem langen Arm von Chromosom 6A identifiziert, der 28% der phénotypischen

Varianz erklirte und keinerlei Einfluss auf das Resistenzniveau hatte (Tabelle 9). Au-
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Berdem zeigten die Linien mit dem Resistenzallel auf SBL/7BS hinsichtlich der
Wuchshohe eine relativ starke Variation (Abbildung 11), so dass auch Genotypen
vorhanden sind, die eine geringe Anfalligkeit mit einer akzeptablen Halmlédnge kom-
binieren. Dies legt den Schluss nahe, dass hinsichtlich dieses QTL beide Merkmale
durch eng gekoppelte Loci vererbt werden und pleiotrophe Effekte eher ausgeschlos-
sen werden konnen. Diese Beobachtungen werden auch von Hilton et al. (1999) und
Buerstmayr et al. (2000) bestitigt, die in ihren Studien zwar eine negative Korrelation
zwischen dem Befall und der Wuchshohe finden konnten, jedoch war es ihnen trotz-
dem moglich, relativ kurze resistente Genotypen zu selektieren. Zudem verzogerte der
QTL 5BL/7BS den Zeitpunkt des Ahrenschiebens um 2 Tage (Tabelle 9; Abbildung
10). Dies ist jedoch ein vergleichsweise geringer Effekt, wenn man bedenkt, dass alle
Linien der Population eine Variation von 7 Tagen aufweisen, und der Elter G93010

(Bussard/Ning8026) im Vergleich zu Pelikan 6 Tage spiter bliiht (Tabelle 8).

4.2. Molekulargenetische Charakterisierung der QTL-Intervalle in

der Dream/Lynx-Population und Markerentwicklung

Um die QTL-Regionen auf den Chromosomen 6AL, 7BS und 2BL genauer charakte-
risieren zu konnen, wurde die bestehende genetische Karte in den genannten Berei-
chen erfolgreich mit zusétzlichen molekularen Markern angereichert (Abbildungen
12, 13 und 14). Dies ermdglichte die Selektion von Genoytpen ohne Rekombinationen
innerhalb der QTL-Regionen fiir die beiden Hauptexperimente der QTL-Validierung,
um nachfolgend eine priazisere Schitzung der QTL-Effekte durchfiihren zu konnen. In
der urspriinglichen Karte waren die drei genannten QTL-Regionen jeweils am Ende
der Kopplungsgruppen lokalisiert (Schmolke et al., 2005), was eine genaue Lokalisie-
rung des Peaks der LOD-Kurve verhinderte. Die Autoren schlussfolgerten, dass die
Position der Resistenz-QTL am Ende der Kopplungsgruppen die Konsequenz der
phénotypischen Selektion wihrend des Ziichtungsprozesses der resistenten Sorte
Dream war, was letztendlich wenig polymorphe Regionen um die QTL-Regionen
herum zur Folge hatte. Dennoch konnten alle drei oben genannten Chromosomenbe-
reiche mittels genotypischer Pools mit mindestens zwei AFLP-Markern angereichert
werden. Zusitzlich dazu konnte der SSR-Marker BARC72 in die Kopplungsgruppe

von Chromosom 7BS integriert werden. Das Fehlen von polymorphen SSR-Markern
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fiir die gewiinschten Genombereiche konnte damit zusammenhéngen, dass die meis-
ten getesteten Mikrosatelliten-Marker von ESTs abgeleitet waren. EST-abgeleitete
SSR-Marker zeigen im Allgemeinen einen geringeren Polymorphiegrad. AuBBerdem
handelt es sich bei Dream und Lynx um européische Sorten, die wiederum hauptséch-
lich européische Sorten als Eltern haben und unter dhnlichen klimatischen Bedingun-
gen selektiert wurden. Die genetische Basis beider Sorten ist also relativ eng, was
auch den geringen Polymorphiegrad (30%) aller insgesamt getesteten Mikrosatelliten-
Markern erkldrt (Schmolke et al., 2005). Zudem waren fiir die genannten Regionen
zum Zeitpunkt der Analysen keine weiteren 6ffentlich zugénglichen Mikrosatelliten-
Marker verfiigbar. Die Zusammenstellung der entsprechenden genotypischen Pools
nach Giovannoni et al. (1991) und das anonyme AFLP-Markersystem stellten also
eine geeignete Methode dar, um die Genombereiche mit weiteren Markern anzurei-

chern.

Dass sich die beiden adaptierten Sorten Dream und Lynx auch innerhalb der QTL-
Regionen auf Sequenzebene sehr dhnlich sind, zeigte auch der Versuch zwei im QTL
Ofhs.lfl-7BS befindliche AFLP-Marker in die leichter handhabbaren STS-Marker um-
zuwandeln. Dafiir wurden die Markerfragmente der beiden dominanten AFLP-Marker
P70M56-237 und S23M21-497 (Abbildung 12) kloniert und sequenziert. Anschlie-
end wurden Primer gelegt und die nachfolgenden PCR-Reaktionen ergaben im Falle
beider AFLP-Marker monomorphe Fragmente zwischen den Eltern Dream und Lynx.
Nach einer erneuten Sequenzierung resultierte aus dem erstgenannten AFLP-Marker
eine 200 bp lange Sequenz und aus dem letztgenannten AFLP-Marker eine 433 bp
lange Sequenz (Daten nicht gezeigt). Beide Sequenzen waren zwischen beiden Eltern
vollstdndig monomorph und es konnten keine SNPs detektiert werden. Es wird ange-
nommen, dass bei den beiden urspriinglichen AFLP-Markern Polymorphismen in den
Pstl/Msel- bzw. Sse83871/Msel-Restriktionsstellen vorhanden gewesen sein miissen.
Es besteht die Moglichkeit, mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wie beispiels-
weise der TAIL-PCR (Thermal Asymmetric InterLaced) (Michiels et al., 2003) oder
den entsprechenden Kits (z. B. APAgene™ Genome Walking Kit, Clontech Genome
Walking Kit usw.) von bereits bekannten Sequenzen iiber die Restriktionsschnittstel-
len hinweg in die bisher unbekannten Bereiche zu gelangen. Damit konnten mogliche
Sequenzunterschiede in den Pstl/Msel- bzw. Sse83871/Msel-Restriktionsstellen erfasst
und zur Markerentwicklung (z. B. STS-, CAPS- oder SNP-Marker) genutzt werden.
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Auch bei den sequenzierten ESTs (BG314518, BE591190, BE494381), die laut Da-
tenbankinformationen in einer Deletionskarte des Weizens in wichtigen QTL-Regio-
nen (7BS, 6BS) lagen, konnten auf einer Linge zwischen 444-450 bp keine SNPs
zwischen den Kreuzungseltern (Dream, Lynx, Pelikan, G93010) identifiziert werden
(Daten nicht gezeigt). In Mais findet man ungefdhr ein bis zwei SNPs pro 100 bp
(Tenaillon et al., 2001), wiahrend dagegen in Reis je nach Chromosomenbereich nur
drei bis vier SNPs pro 1000 bp vorkommen (Feng et al., 2002; Yu et al., 2005). Trotz
der genannten Schwierigkeiten bei der Markerentwicklung fiir die genannten QTL-
Regionen konnten fiir das von Sumai 3 stammende Fhbl (bisher bekannt als
Ofhs.ndsu-3BS) jedoch bereits erfolgreich AFLP-Marker in STS-Marker umgewan-
delt werden (Guo et al., 2003; Xu und Ban, 2004). Auch auf Basis der zahlreich verof-
fentlichten ESTs konnten STS- oder CAPS-Marker entwickelt werden. So gelang Liu
et al. (2006) die Entwicklung von mehreren STS-Markern fiir Fhbl, indem sie sich
Homologien auf EST-Sequenzebene in dieser Region zwischen Weizen, Reis und
Gerste zunutze machten. Die Synthenie einiger Genombereiche zwischen den Arten
der Familie der Gréser konnte man auch fiir die Markerentwicklung fiir die in dieser
Arbeit kartierten und validierten QTL nutzen. In einer Ning894037 (resis-
tent)/Alondra (anfillig)-Population kartierte ein CAPS-Marker, der aus einem EST
entwickelt wurde, in das QTL-Intervall auf dem kurzen Arm von Chromosom 3BS
(Shen et al., 2006). Dieser EST zeichnete sich durch eine LRR-Domine aus sowie
durch eine Ahnlichkeit (E-Wert< 10”; tBLASTX) mit einer Proteinkinase-Domine

des Rpgl Schwarzrost-Resistenzgens von Gerste.

4.3. QTL-Verifizierung in den Dream/Lynx-Riickkreuzungslinien

Im Allgemeinen werden QTL-Analysen mit Kartierungspopulationen durchgefiihrt,
die aus einer limitierten Anzahl von Linien (meist < 200 Linien) bestehen, weshalb
eine Validierung detektierter QTL vor deren Einsatz in markergestiitzten Ziichtungs-
programmen empfohlen wird. Aufgrund von geringen Populationsgréflen kann es zur
Uberschitzung der genetischen Effekte sowie zu einer Ungenauigkeit in der QTL-
Lokalisierung kommen. AuBlerdem kénnen QTL mit kleineren Effekten mdglicher-

weise nicht detektiert werden (Utz et al., 2000). In einer vorangegangenen Arbeit
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wurden zwei wichtige Resistenz-QTL in einer aus 145 RILs bestehenden

Dream/Lynx- Kartierungspopulation identifiziert (Schmolke et al., 2005).

Um Effekte von Resistenz-QTL sowie deren Einfluss auf die Wuchshéhe und den
Zeitpunkt des Ahrenschiebens priziser schiitzen zu konnen, scheint die Entwicklung
von Linien mit einem homogenen genetischen Hintergrund mittels Riickkreuzungs-
und Selbstungsgenerationen kombiniert mit markergestiitzter Selektion geeignet. Da-
durch wird der Einfluss des genetischen Hintergrundes reduziert und die Pflanzen fiir
die Feldversuche sind homogener, was letztendlich eine genauere Schiatzung der phé-
notypischen Effekte einzelner QTL ermdglicht. Fiir QTL-Validierungs- und Feinkar-
tierungsstudien im Sommerweizen wurden ebenfalls nahisogene Linien fiir spezifi-
sche QTL-Regionen entwickelt (Zhou et al., 2003; Salameh and Buerstmayr, 2004;
Reynolds and Anderson, 2004; Cuthbert et al., 2006).

Die Heritabilititen sowie die Korrelationskoeffizienten fiir den Befall zwischen den
Umwelten lagen in einem hohen Bereich, so dass auch bei der QTL-Verifizierung von

einer guten Reproduzierbarkeit der phénotypischen Daten ausgegangen werden kann.

Die kontinuierliche Befallsverteilung der Riickkreuzungslinien war im Fall von Ver-
suchsteil I leicht (Daten nicht gezeigt), im Fall von Versuchsteil II stark Richtung
resistentere Genotypen verschoben (Abbildung 16). Nach zwei Riickkreuzungsgene-
rationen entspricht der genetische Hintergrund theoretisch bereits zu 87,5% dem re-
kurrenten Elter (Becker, 1993). Dass die Verteilungen jedoch Richtung resistentere
Genotypen nach links verschoben sind, ist eine Folge der markergestiitzen Selektion
auf die beiden genannten Haupt-QTL und deutet bereits hier auf die Wirksamkeit die-
ser Resistenz-QTL hin. Ohne markergestiitzte Selektion sollten die Verteilungen

ndmlich eher in Richtung anfélligem Elter Lynx verschoben sein.

Obwohl das Risiko besteht, dass Effekte in QTL-Analysen {iberschitzt werden sowie
QTL-Lokalisierungen ungenau sind (Utz et al., 2000), stimmte das Ergebnis der vor-
liegenden Arbeit im genetischen Hintergrund des rekurrenten Elters Lynx beziiglich
der beiden Haupt-QTL gut mit den Ergebnissen der urspriinglichen Kartierungspopu-
lation tiberein. Qfhs.IlfI-6AL und Qfhs.IlflI-7BS hatten in der Dream/Lynx-Kartierungs-
population einen additiven Effekt von jeweils 9% und in der vorliegenden Arbeit ei-
nen absoluten Effekt von 7% (Versuchsteil I) bzw. 12% (Versuchsteil II) im Ver-

gleich zur anfilligen Markerklasse ohne Resistenzallele. Fiir den Versuchsteil 11
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konnte eine signifikante QTL x QTL Interaktion gefunden werden (Tabelle 11), die
zeigte dass die Wirkung beider Resistenz-QTL (QOfhs.IfI-6AL und QOfhs.Ifl-7BS) nicht
vollstdndig additiv war. Eine dhnliche aber nicht signifikante Interaktion von Resis-
tenz-QTL konnte in einem Pyramidierungsexperiment von Miedaner et al. (2006)
gefunden werden. Die nicht signifikanten Orte x QTL Interaktionen zeigen (Tabellen
10 und 11), dass die Wirkung der QTL weitgehend unabhingig von der jeweiligen
Priifumwelt ist. Eine Ausnahme bildete QOfhs.lfI-7BS im Versuchsteil II (Tabelle 11),
fiir den eine signifikante Orte x QTL Interaktion gefunden werden konnte. Dies
konnte daran liegen, dass sich in diesem Versuchsteil in der entsprechenden Marker-
klasse nur 13 Genotypen befanden. Da die Markerklasse Qfhs.IfI-7BS im Versuchsteil
I jedoch mit 47 Genotypen vertreten war und hier keine entsprechende Orte x QTL
Interaktion vorlag, ist davon auszugehen, dass die Wirkung von QOfhs.lfl-7BS nicht

von der jeweiligen Priifumwelt abhéngig ist.

Ofhs.IfI-6AL hatte sowohl in der Kartierungspopulation als auch in der Riickkreu-
zungspopulation einen starken Einfluss auf die Wuchshohe. Wie oben bereits er-
wihnt, beruht dieses Phinomen entweder auf einer engen Kopplung zwischen ver-
schiedenen Loci oder es wird durch pleiotrophe Effekte verursacht. QOfhs./fI-7BS hatte
keinen Einfluss auf die Wuchshohe in der Dream/Lynx-Kartierungspopulation, jedoch
filhrten die Dream-Allele in der Riickkreuzungspopulation zu durchschnittlich 6 cm
(Versuchsteil I) bzw. 9 cm (Versuchsteil II) ldngeren Pflanzen. QOfhs.lfI-7BS hatte ei-
nen leichten Einfluss auf den Zeitpunkt des Ahrenschiebens, der jedoch in der Riick-
kreuzungspopulation nicht bestétigt werden konnte. Der QTL auf Chromosom 2BL
hatte in der Riickkreuzungspopulation keinen Effekt auf die Resistenz. Moglicher-
weise war der relativ geringe Effekt dieses QTL durch die im Vergleich dazu starken

Effekte von Ofhs.lfl-6AL und Qfhs.lfl-7BS tiberdeckt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Haupt-QTL auch in mittleren Populationen (100-300
Individuen) zuverldssig detektiert werden konnen. Dennoch wird eine Verifizierung
von Resistenz-QTL empfohlen, bevor sie in markergestiitzten Ziichtungsprogrammen
eingesetzt werden. Dies gilt vor allem fiir QTL mit vergleichsweise kleinen Effekten.
Durch eine Uberpriifung von QTL in einem homogenen genetischen Hintergrund und
der damit verbundenen préziseren Schitzung von QTL-Effekten wird eine gute Basis
gelegt, dass die entsprechenden QTL in Riickkreuzungsprogrammen verwendet wer-

den konnen. Die Anwesenheit beider Resistenzallele Qfhs.lfI-6AL und Qfhs.Ifl-7BS
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reduzierte den relativen Befall um 36%, weshalb es sich bei den in dieser Arbeit vali-
dierten QTL um vielversprechende Kandidaten fiir markergestiitzte Ziichtungspro-

gramme handelt.

Nur im Versuchsteil II erreichte ein Genotyp mit Dream-Allelen an beiden QTL das
Resistenzniveau von Dream, was darauf hindeutet, dass zuséitzliche nicht identifizierte
Genombereiche mit moderaten bis kleinen Effekten an der Fusariumresistenz im
Winterweizen beteiligt sind. Diese Aussage wird auch von verschiedenen anderen
Gruppen unterstiitzt (Gervais et al., 2003; Shen et al., 2003a; Paillard et al., 2004;
Schmolke et al., 2005), die darauf hinweisen, dass an der Fusariumresistenz in euro-
paischem Winterweizen mehrere QTL mit geringeren Effekten beteiligt sind. Im Ge-
gensatz dazu wird die Fusariumresistenz in von Sumai 3 abstammendem Sommerwei-
zen von nur wenigen Haupt-QTL wie Qfhs.ndsu-3BS kontrolliert. Dieser QTL wurde
kiirzlich feinkartiert (Cuthbert et al., 2006; Liu et al., 2006) und wird nunmehr Fhbl
genannt, ein Haupt-Gen, welches fiir die Typ II-Resistenz verantwortlich ist. Die ho-
here Anzahl an QTL, die im Winterweizen an der Fusariumresistenz beteiligt sind und
die damit verbundenen geringeren Effekte der einzelnen QTL verglichen mit Fhbl
konnte erkldren, dass sich die meisten Validierungs- und Feinkartierungsstudien
hauptsdchlich mit den von Sumai 3 stammenden QTL befassen. Jedoch sind solche
Ansitze auch fiir die im Winterweizen identifizierten QTL empfehlenswert, und zwar
nicht nur fiir die Anwendung der QTL in markergestiitzten Ziichtungsprogrammen,
sondern auch fiir nachfolgende Ansitze, die sich mit der kartengestiitzten Klonierung
beschiftigen, um letztendlich die Gene zu identifizieren, die fiir die Resistenz verant-

wortlich sind.

Die genotypische Variation innerhalb der Markerklassen war relativ hoch (Abbildun-
gen 15 und 17). Auch dies deutet auf zusétzliche unbekannte spaltende Loci hin. Auf-
grund der hohen Korrelationen der einzelnen Genotypen zwischen den Umwelten ist
anzunehmen, dass die Phinotypisierung sehr verldsslich war. Rekombinationse-
reignisse zwischen Marker und QTL kénnen weitgehend ausgeschlossen werden, da
die QTL-Bereiche durch molekulare Marker charakterisiert wurden, die jeweils beide
Seiten der QTL-Peaks flankierten (Abbildungen 12 und 13). Die beziiglich der Fusa-
riumresistenz besten Genotypen trugen mindestens eines der beiden Resistenz-Allele
Ofhs.lfl-6AL und Qfhs.lfl-7BS, wodurch ihre Bedeutung fiir ein gutes Resistenzniveau
unterstrichen wird (Abbildungen 15 und 17). AuBBerdem zeigte der Grofteil der Linien
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mit mindestens einem der beiden QTL eine deutlich niedrigere Anfdlligkeit als Lynx,
obwohl mit diesem bei der Entwicklung der Riickkreuzungslinien dreimal gekreuzt
wurde. Zudem waren unter den Genotypen mit QTL auch einige Linien, die ein gutes
Resistenzniveau mit einer akzeptablen Halmldnge kombinierten (Abbildung 18). Dies
bestitigt noch einmal die Ergebnisse der Pelikan//Bussard/Ning8026-Population (Ab-
bildung 11), dass es trotz einer Colokalisierung von Resistenz-QTL mit QTL fiir
Wuchshéhe moglich ist, Linien mit einer geringen Anfalligkeit bei gleichzeitig ak-
zeptabler Halmlénge zu selektieren. McCartney et al. (2007) brachten Resistenzallele
von Nyuubai, Sumai 3 und Wuhan-1 in einen kanadischen Sommerweizen-Elitehin-
tergrund und evaluierten ihre Effekte auf verschiedene Merkmale (FHB Index, FDK,
DON, Wuchshohe, Ahrenschieben, sowie relevante Qualitétsparameter). Dabei fiihrte
das effektivste Resistenzallel (Wuhan-1; Chromosom 4B) zu durchschnittlich 9,3 cm
hoheren Pflanzen. Dennoch gehen die Autoren auch hier davon aus, dass dieses Phé-
nomen von einer engen Kopplung zweier Loci herriihrt und nicht auf pleiotrophe Ef-

fekte zuriickzufihren ist.

Die getrennte Auswertung der 23 Linien, die innerhalb des QTL-Intervalls von
Ofhs.lfl-7BS Rekombinationen aufwiesen, ergab zwischen den beiden Gruppen re-
kombinanter Linien Abstufungen beziiglich des Fusariumbefalls. Diese Unterschiede
waren jedoch — vermutlich aufgrund der geringen Linienanzahl von nur 7 bzw. 16
rekombinanten Linien — weder untereinander noch im Vergleich mit der anfélligen
und/oder resistenten Markerklasse signifikant (Abbildung 19). Tendenziell kann man
aber sagen, dass der Fusarium-QTL vermutlich néher bei den Markern GWM46 und
BARC72 als bei dem AFLP-Marker P70M56-237 liegt. Um dies jedoch statistisch
abzusichern, ist die phénotypische Evaluierung einer weitaus héheren Zahl an rekom-
binanten Linien notig. Dessen ungeachtet sind diese ersten Ergebnisse vielverspre-
chend, so dass es lohnenswert erscheint, eine Feinkartierung von Qfhs.lfl-7BS mit
mehr rekombinanten Linien anzuschlieBen. Das von Sumai 3 stammende und auf
Chromosom 3BS lokalisierte Hauptgen Fhbl (bisher bekannt als QOfhs.ndsu-3BS)
wurde sowohl in einem fixiert resistenten (Sumai3*5/Thatcher) als auch in einem
fixiert anfélligen (HC374/3%*98B69-L47) genetischen Hintergrund erfolgreich fein-
kartiert (Cuthbert et al., 2006). Dafiir wurden 66 bzw. 51 rekombinante Linien ver-
wendet. Auch der von Sumai 3 stammende QTL auf Chromosom 6BS wurde unter

Verwendung von insgesamt 89 rekombinanten Linien erfolgreich feinkartiert und
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wird nunmehr Fhb2 genannt (Cuthbert et al., 2007). Dabei wurden die beiden ge-
nannten Resistenzgene qualitativ als Mendelscher Faktor ausgewertet, da jeweils eine
eindeutige Aufteilung in resistente und anfillige Phianotypen moglich war. Um dies zu
gewdhrleisten, wurde mittels Markeranalysen sichergestellt, dass alle anderen be-

kannten QTL im genetischen Hintergrund fixiert anféllig vorlagen.

4.4. Ziichterische Anwendbarkeit von Resistenz-QTL gegen

Ahrenfusarium

Brennan et al. (2005) geben einen allgemeinen Uberblick iiber den mdglichen Nutzen
von molekularen Markern in Ziichtungsprogrammen und stellen ihn den Einschrin-
kungen bei der praktischen Anwendung von Markern gegentiber. So kann der Einsatz
molekularer Marker beispielsweise zu einer rascheren Entwicklung von neuen Sorten
fiihren, indem Genotypen mit gewiinschten Eigenschaften schneller als mit Hilfe der
phénotypischen Selektion identifiziert werden konnen. Auch der gesamte Selektions-
gewinn kann betrachtlich erhoht werden, dadurch dass gleichzeitig mehrere er-
wiinschte Eigenschaften in einer Sorte vereinigt werden konnen. Dazu zdhlt auch die
Pyramidisierung von mehreren Genen oder das Einkreuzen von Genen aus exoti-
schem Material. Auch bei Merkmalen, die phénotypisch schwierig oder nur sehr auf-
wendig zu erfassen sind, bietet der Einsatz von molekularen Markern klare Vorteile.
Brennan et al. (2005) zdhlen dazu beispielsweise die Frost- und Trockentoleranz oder
Eigenschaften, flir die in der jeweiligen Region, in der die Ziichtung durchgefiihrt
wird, keine geeigneten Bedingungen vorliegen. Ein weiterer Punkt ist, dass interes-
sante Gene bzw. Genombereiche in potentiellen Kreuzungseltern vorab identifiziert
werden konnen, so dass letztendlich zu Beginn des Ziichtungsprogramms eine mog-
lichst grofle genetische Variabilitit vorhanden ist und diese im Ziichtungsverlauf er-
halten werden kann. Dem gegeniiber stehen die mit Markeranalysen oftmals verbun-
denen hohen Kosten, welche nicht den 6konomischen Nutzen der Marker in der prak-
tischen Ziichtung tibersteigen diirfen. Marker sollten zudem sehr eng an das entspre-
chende Merkmal gekoppelt sein oder sogar im Gen liegen (,,Perfekte Marker®). Per-
fekte Marker beruhen auf einer funktionalen Variation in einer Gensequenz. Da sie
direkt im Gen liegen, das fiir das gewiinschte Merkmal verantwortlich ist, sind somit

keine Rekombinationen zwischen Marker und Gen moglich. Liegt dagegen keine enge
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Kopplung vor, kann es zu Rekombinationen zwischen Marker und Zielmerkmal
kommen, was bei ausschlieBlicher markergestiitzer Selektion im schlimmsten Fall
sogar zu einer Selektion gegen die gewlinschte Eigenschaft fiihren kann (Brennan et
al., 2005). Diese Gefahr besteht vor allem dann, wenn iiber mehrere Generationen
hinweg markergestiitzt selektiert wird, ohne zwischendurch eine phénotypische Kon-
trolle einzuschalten. Auch sollten Marker {iber ein breites Sortenspektrum hinweg

verwendet werden konnen, d.h. diagnostisch sein.

Bei der Ziichtung fusariumresistenter Sorten konnte der Einsatz von molekularen
Markern durchaus sinnvoll sein. Im Ziichtungsprozess finden die ersten Resistenzprii-
fungen nidmlich in der Regel erst ab der F4-Generation statt. Diese sind zudem sehr
aufwendig, da sie aufgrund der vor allem unter natiirlichen Bedingungen vorherr-
schenden hohen Genotyp x Umwelt Interaktionen meist mehrortig mittels Spriihino-
kulation oder der Maisstoppelmethode durchgefiihrt werden. Eine frithere Selektion
ist aufgrund von vielen spaltenden Merkmalen inklusive der Fusariumresistenz, dem
Mangel an ausreichend Saatgut flir spezielle Priifungen sowie der sehr geringen
Keimfdhigkeit von Saatgut aus infizierten Parzellen nicht moglich (Snijders, 2004).
Wairen fiir die Fusariumresistenz molekulare Marker verfiigbar, konnte die Selektion
bereits in fritheren Generationen und somit auf einer gro3eren Anzahl von Genotypen
durchgefiihrt werden. Damit wire gewéhrleistet, dass keine Elitelinien mit verbesser-

ten Resistenzeigenschaften schon in frithen Generationen verloren gingen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die in der Peli-
kan//Bussard/Ning8026-Population kartierten QTL auf den Chromosomen 5BL/7BS
und 6BS sowie die in den Dream/Lynx-Riickkreuzungslinien validierten QTL
Ofhs.lfl-6AL und Qfhs.lfl-7BS gewinnbringend in markergestiitzten Ziichtungspro-
grammen verwendet werden konnen. So filihrten beispielsweise beide von Ning8026
stammenden Resistenzallele auf den Chromosomen 5BL/7BS und 6BS in Kombina-
tion zu einer relativen Befallsreduktion von 53%, die von Dream stammenden Re-
sistenzallele QOfhs.lfI-6AL und Qfhs.lfl-7BS zeigten in den Riickkreuzungslinien zu-
sammen eine relative Befallsreduktion von 36%. Auflerdem trugen alle Linien der
Populationen, die eine sehr geringe Anfélligkeit aufwiesen, mindestens einen der ge-
nannten Resistenz-QTL (Abbildungen 10, 11, 15 und 17). Mit den entsprechenden
Markern wire es also moglich, bereits in frithen Generationen Genotypen mit sehr

hoher Anfilligkeit zu eliminieren, so dass der Priif- und Flidchenaufwand beziiglich
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Fusarium in den nachfolgenden Generationen geringer wére bzw. dass bei gleichblei-
bendem Aufwand noch mehr Ausgangsmaterial beriicksichtigt werden konnte. Die
Colokalisierung der QTLSBL/7BS (Ning8026), QOfhs.lfl-6AL (Dream) und Qfhs.[fl-
7BS (Dream) mit QTL fiir Halmlénge scheint aus ziichterischer Sicht ebenfalls nicht
allzu problematisch zu sein, da sowohl die Linien der Kartierungspopulation als auch
die Riickkreuzungslinien mit den entsprechenden Resistenzallelen eine relativ hohe
Variabilitit beziiglich der Wuchshohe zeigen. Dies ermoglicht die Selektion von Li-
nien mit gutem Resistenzniveau bei gleichzeitig akzeptabler Halmlédnge (Abbildungen
11 und 18). Da sowohl der Resistenzdonor (G93010) als auch der anfillige Elter Peli-
kan relativ lang sind (Tabelle 8), steht die Uberpriifung der QTL auf den Chromoso-
men SBL/7BS und 6BS in kiirzerem Material noch aus. Die beiden von Ning8026
stammenden Resistenzallele sind sehr wahrscheinlich Komponenten, die im europii-
schen Zuchtmaterial bisher noch nicht eingesetzt wurden. Sie kdnnten also die bisher
vorhandenen Resistenzen erginzen und in markergestiitzten Riickkreuzungsprogram-
men das Resistenzniveau weiter erhohen. Das Ziel besteht jedoch nicht immer darin,
vollig resistente Sorten zu entwickeln, sondern solche, die bei kurzer Halmlange sehr
ertragreich sind und gleichzeitig beziiglich ihrer Fusariumanfilligkeit im mittleren
Bereich liegen (APS 4-5), um so die Sortenzulassung durch das Bundessortenamt und
die Aufnahme in die Landessortenversuche aufgrund eines zu hohen Befallsniveaus
nicht zu gefdhrden. Genotypen, die dieses Kriterium erfiillen konnten, wurden eben-
falls mit Hilfe der Resistenz-QTL identifiziert. So gab es beispielsweise drei Riick-
kreuzungslinien mit Qfhs.lfl-7BS, die beziiglich der Wuchshohe dem anfilligen Elter
Lynx entsprachen, jedoch im Vergleich dazu eine relative Befallsreduktion von unge-

fahr 33% aufwiesen (Abbildung 18).

Ein Anspruch, der an ziichterisch nutzbare Marker gestellt wird, ist die Einsetzbarkeit
in einem mdglichst groen Sortenspektrum. Dies scheint nach bisherigen Ergebnissen
in einem 18 Sorten umfassenden Sortiment bei den Markern GWM335 (Abbildung
9a), P74M55-298 (Abbildung 9b), P65M54-158 (Abbildung 9c) und GWMSS (Daten
nicht gezeigt) der Fall zu sein, wobei die beiden Mikrosatelliten-Marker auch die
Identifizierung von heterozygoten Individuen erlauben. Eine Umwandlung der ge-
nannten AFLP-Marker in leichter handhabbare und codominante STS-Marker wire

fiir die praktische Anwendung wiinschenswert. Fiir die Marker in den QTL-Interval-
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len SBL/7BS und 6BS muss noch geklért werden, inwieweit sie auch in einem grof3e-

ren Sortenspektrum einsetzbar sind.

Beide von Ning8026 stammenden Resistenzallele auf den Chromosomen 5BL/7BS
und 6BS fiihrten in Kombination zu einer relativen Befallsreduktion von 53%. Die
von Dream stammenden Resistenzallele Qfhs.lfl-6AL und QOfhs.Ifl-7BS zeigten in den
Riickkreuzungslinien zusammen eine relative Befallsreduktion von 36%. Nach Fungi-
zidbehandlung der anfilligen Sorte Contra wurde je nach Applikationszeitpunkt eine
durchschnittliche Befalls- bzw. DON-Reduktion zwischen 50% und 60% beobachtet
(Obst und Gammel, 2000), was in etwa in der Gréenordnung der genannten QTL-
Effekte liegt. Lediglich nach optimalem Applikationstermin, d.h. einer Fungizidbe-
handlung am Tag der Infektion, wurde eine bis zu 70%-ige Reduktion des Befalls
bzw. DON-Gehalts gefunden. Da in der Praxis jedoch nicht immer eine terminge-
rechte Fungizidausbringung moglich ist und dadurch der Wirkungsgrad der Fungizide
deutlich geringer ausfallen kann, konnen die QTL-Effekte sehr gut mit der Fungizid-
wirkung mithalten ohne dabei dem Risiko ausgesetzt zu sein, den optimalen Ausbrin-

gungszeitpunkt zu verpassen.

Ein entscheidender Vorteil der in dieser Arbeit kartierten und validierten Resistenz-
QTL ist auBBerdem, dass sie sich bereits in einem sehr gut an das hiesige Klima adap-
tierten und ertragreichen genetischen Hintergrund befinden, wodurch die Ubertragung
von unerwiinschten Eigenschaften (,,Linkage drag®) eine geringere Rolle spielt als bei
der Verwendung von exotischen Resistenzquellen wie beispielsweise Sumai 3, der
negative agronomische Eigenschaften vererbt (Rudd et al., 2001). McCartney et al.
(2007) berichteten, dass das Sumai 3 Resistenzallel auf Chromosom 5AS im geneti-
schen Hintergrund eines kanadischen Elitesommerweizen signifikant mit einem redu-
zierten Proteingehalt sowie einem geringeren Tausendkorngewicht zusammenhing.
Zudem ist Sumai 3 gegeniiber fast allen anderen Krankheiten anféllig und bliiht unge-
fahr drei Wochen friiher als Elitesorten (Snijders, 2004). Die Pyramidisierung ver-
schiedener QTL eroffnet die Moglichkeit, die Fusariumresistenz weiter zu verbessern.
Wird dabei nicht adaptiertes Material als Resistenzdonor in Riickkreuzungsprogram-
men verwendet, sollte nicht nur auf die jeweiligen Resistenz-QTL markergestiitzt
selektiert werden, sondern gleichzeitig auch die Fixierung des genetischen Hinter-
grundes des Eliteelters mittels Markeranalysen beachtet werden, um die Ubertragung

unerwiinschter agronomischer Eigenschaften moglichst zu minimieren (Somers et al.,
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2005). Verwendet man jedoch europdisches adaptiertes Material als Resistenzquelle,
konnte das Resistenzniveau angehoben werden, ohne dass die meist schon sehr zu-
frieden stellende agronomische Leistung der Genotypen reduziert wird. Da einzelne
QTL jedoch immer nur einen begrenzten Anteil der Varianz erkldren, sollte neben der
markergestiitzten Selektion auch phénotypisch auf die Fusariumresistenz selektiert
werden, um den Selektionserfolg zu maximieren (Zhou et al., 2003). Wilde et al.
(2007) haben in ihrer Studie den Selektionserfolg der phénotypischen mit der marker-
gestiitzten Selektion verglichen. Dabei schnitt die phénotypische Selektion gegeniiber
der markergestiitzten Selektion zwar etwas besser ab, nicht jedoch, wenn man den
Faktor Zeit mit einkalkulierte, da der Selektionsgewinn pro Jahr bei der markerge-
stiitzten Selektion deutlich {iber dem der phénotypischen Selektion lag. Um jedoch
auch andere agronomische Eigenschaften bei der Auswahl geeigneter Genotypen be-
rliicksichtigen zu konnen, schlugen die Autoren ebenfalls eine Kombination aus phéa-
notypischer und markergestiitzter Selektion vor. Die durch die Markeranalysen ent-
stehenden hoheren Kosten konnen teilweise durch die Faktoren Zeit- und Platzerspar-
nis ausgeglichen werden. Wird die extrahierte DNA auflerdem parallel fiir mehrere
Markeruntersuchungen eingesetzt und besteht zudem die Moglichkeit mehrere Marker
in einem PCR-Ansatz zu kombinieren, so konnen die Kosten weiter reduziert werden

(Brennan et al., 2005).

Einige in dieser Arbeit identifizierte Genotypen mit Resistenz-QTL, die aus ziichteri-
scher Sicht interessant scheinen, werden aktuell vermehrt bzw. wurden bereits ver-
mehrt, um in den folgenden Vegetationsperioden erste Ertragspriifungen durchfiihren
zu konnen. Dies ermoglicht eine noch detailliertere Beurteilung beziiglich ihrer Eig-
nung als Kreuzungspartner in Ziichtungsprogrammen. Aufgrund der bisherigen Er-
gebnisse zeichnen sich jedoch bereits einige Linien ab, deren Potential als Kreuzungs-

eltern sehr hoch eingestuft wird.

4.5. Identifizierung, Klonierung und Funktionsaufklirung

moglicher an der Fusariumresistenz beteiligter Gene

Um MutmalBungen dariiber anstellen zu konnen, welche Gene hinter den in dieser Ar-
beit kartierten und validierten QTL stecken konnten, wurde eine Datenbankrecherche

resistenzassoziierter ESTs durchgefiihrt. Mittels einer BLASTX-Abfrage konnten
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Ahnlichkeiten auf Aminosdureebene zu Proteinen mit bekannter Funktion ermittelt
werden. Wie oben bereits erwéhnt, kann man sich EST-Sequenzen zudem fiir die

Markerentwicklung zunutze machen.

Im Bereich 7BS1-0,27-1,00 (XGWM46) des Weizenchromosomenarms 7BS kartier-
ten zwei ESTs, die jeweils Ahnlichkeiten zu einem Hitzeschockprotein 80 aufwiesen
(Tabelle 12). Die Transkription von Hitzeschockproteinen wird bei abiotischem Stress
wie beispielsweise Hitze oder Kélte durch Hitzeschutzfaktoren ausgeldst (Queitsch et
al., 2000). Diese wiederum sind Bestandteile zahlreicher Resistenzgenanaloga
(RGAs) (Guo et al., 2006). Proteine, die zu Hitzeschockfamilien gehdren, werden
jedoch nicht ausschlieBlich mit abiotischen Stressfaktoren in Verbindung gebracht. So
wurde in Arabidopsis thaliana ihre Mitwirkung an der Auspriagung von Krankheitsre-
sistenzen gezeigt (Takahashi et al., 2003). Im selben Bereich kartierte ein EST, der
auf Aminosédureebene einem putativen Resistenzgen Mlal dhnlich war (Tabelle 12).
Wang et al. (2005) inokulierten die resistente Sorte Wangshuibai mit F. graminearum
und extrahierten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion Proteine aus der
Ahre. Dabei identifizierten sie ein Gen aus der Mla-Familie, was eine Rolle bei der
Pflanze/Pathogen-Interaktion spielen konnte. AuBlerdem detektierten sie in ihrer Ar-

beit einige Proteine, die zur Familie der oben genannten Hitzeschockproteine gehoren.

Weitere Hinweise auf wichtige Gene in den QTL-Regionen, die an der Auspriagung
der Fusariumresistenz beteiligt sein konnten, fanden sich in den Bereichen 7BL2-
0,33-0,63 (XBARC72) sowie 5BL6-0,29-0,55 (XGWM335). Dort lokalisierte ESTs
ergaben in der BLASTX-Abfrage hohe Homologien zu einem ,,Stress Responsive*-
Gen 6 aus Gerste (Hordeum vulgare) bzw. einem HR-induzierten Protein 3 ebenfalls
aus Gerste. Es wurde gezeigt, dass Gene, die mit der Pathogenabwehr in Verbindung
stehen, wie beispielsweise diejenigen fiir die verschiedenen PR-Proteine (Pathogene
Related Proteins), nach einer Inokulation mit Fusarium sowohl in anfilligen als auch
in resistenten Sorten exprimiert werden (Bai und Shaner, 2004). Der Unterschied zwi-
schen resistenten und anfilligen Sorten besteht dabei hauptsédchlich in der Geschwin-

digkeit, mit der die Transkripte nach einer Infektion akkumuliert werden.

Dariiber hinaus ergaben sich in verschiedenen Bereichen Ahnlichkeiten mit riboso-
malen Proteinen (Tabelle 12). Davon war ein EST, der im Bereich 5BL6-0,29-0,55
(XGWM335) kartierte, zu dem ribosomalen Protein L3 homolog. In Hefe (Saccharo-

myces cerevisiae) existieren verschiedene Resistenzmechanismen gegen Trichothe-
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cene. Einer davon beruht auf einer Verdnderung im ribosomalen Protein L3 (RPL3).
Lucyshyn et al. (2007) charakterisierten die RPL3-Genfamilie im Weizen. Dabei
zeigte sich, dass diese jeweils aus drei homologen Allelen beider Gruppen (RPL3A
und RPL3B) besteht, wobei eines der Allele (RPL3-A2) auf Chromosom 5B lokalisiert
wurde. SNP-Marker, die aus einem weiteren Allel (RPL3-43) entwickelt wurden,
kartierten in der CM 82036/Remus-Population in der Nihe des Resistenz-QTL
Ofhs.ifa-5A.

Im Bereich des QTL auf Chromosom 6BS (6BL3-0,36; XGWMS&S) kartierte ein EST,
der auf Aminosdureebene einem Prohibitin dhnlich war. Prohibitin wird mit Senes-
zenz und programmiertem Zelltod in Verbindung gebracht. In Reis (Oryza sativa) ist
Prohibitin, ebenso wie in Hefe und Siugetieren, in den Mitochondrien lokalisiert, wo-
bei die Peptidsequenz zwischen Pflanzen, Hefe und Sdugetieren hochkonserviert ist.
Aufgrund ihrer Ergebnisse gehen Takahashi et al. (2003) davon aus, dass Prohibitin
moglicherweise auch in Reis eine wichtige Rolle bei der Induktion des hypersensiti-
ven Zelltods spielen konnte und somit direkt an Abwehrmechanismen der Pflanzen
beteiligt sein konnte. Ferner gab es in derselben Region eine Ubereinstimmung mit
der cytosolischen Glyceraldehy-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), von der be-
kannt ist, dass sie in Folge von abiotischem und biotischem Stress exprimiert wird
(Laxalt et al., 1996). Die Glucosyl-Transferase (Tabelle 12) gehort ebenfalls zu einer
Klasse von Proteinen, die in pflanzliche Abwehrreaktionen involviert ist und kataly-
siert die Biosynthese von Phenylpropanoiden (Ditt et al., 2001). Auch Isoflavon-Re-
duktase Homologe (7BS1-0,27-1,00; XGWM46) sind an der Synthese von Phe-
nylpropanoiden beteiligt. IThre Induktion kann durch biotische Faktoren (z. B. Pilze)
aber auch durch oxidativen Stress oder UV-Strahlung hervorgerufen werden (Gang et

al., 1999).

Myb-Faktoren (5BL6-0,29-0,55; XGWM335) gehdren zu einer von mindestens fiinf
wichtigen Familien pflanzlicher Transkriptionsfaktoren und sind an einer Vielzahl
von Stoffwechselwegen beteiligt. Dazu zéhlt unter anderem auch die Regulation von
Genen, die an der Pathogenabwehr beteiligt sind. So wurden myb-Gene beispielsweise
in Arabidopsis durch bakterielle Pathogene induziert (Daniel et al., 1999) oder in Reis
(Oryza sativa) durch pilzliche Schaderreger (Lee et al., 2001).

Abgesehen von den bereits erwihnten Proteinen konnten in allen Bereichen Ahnlich-

keiten zu verschiedenen Proteinkinasen gefunden werden. Diese kdnnen eine Rolle
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bei der molekularen Signaltransduktion spielen sowie Verdnderungen in der Ge-
nexpression herbeifithren. Ausgeldst werden diese dabei oftmals durch exogene Fak-
toren wie beispielsweise Licht, Hormone, Stress und Pathogenbefall (Sopory und

Munshi, 1998).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse haben gezeigt, dass es sich bei den in
der Pelikan//Bussard/Ning8026- bzw. Dream/Lynx-Population kartierten und vali-
dierten Haupt-QTL um sehr interessante Bereiche handelt, die an der Auspragung der
Fusariumresistenz mafigeblich beteiligt sind. Zusitzlich gab die EST-Datenbankre-
cherche gute Hinweise darauf, dass in den hier bearbeiteten Haupt-QTL tatsdchlich
wichtige Gene fiir die Fusariumresistenz enthalten sein konnten. Somit wurde die
Grundlage fiir weitere Untersuchungen geschaffen, die aus wissenschaftlicher Sicht,
die Identifizierung von Kandidatengenen und aus ziichterischer Sicht die Entwicklung
von leicht handhabbaren Markern, die noch enger an das Zielmerkmal gekoppelt sind,

ermoglichen.

Um diese Ziele zu erreichen, kann man sich im Rahmen der Kandidatengenanalyse
neben den zahlreich verdffentlichten EST-Sequenzen auch RGA-Motive zunutze ma-
chen. Resistenzgene haben ndamlich verschiedene konservierte Aminosiduresequenzen
gemein. Dazu zdhlen Serin/Threonin-Proteinkinase-Doménen, CC (Coiled-Coil do-
main) oder LZ (Leucine Zipper), NBS (Nucleotide-Binding Site) und LRR (Leucine-
Rich Repeats). In Weizen wurden aus RGAs bereits erfolgreich molekulare Marker
fiir verschiedene Krankheitsresistenzen entwickelt (Yan et al., 2003; Xie et al., 2004).
Mohler et al. (2002) entwickelten einen RGA-Marker, der in Gerste, Weizen und
Roggen mit Resistenzgenloci fiir verschiedene Pathogene assoziiert ist. In einer
Ning7840/Clark-Population kartierten drei RGAs in den Bereich eines Fusariumre-
sistenz-QTL auf Chromosom 1AL, wovon ein RGA in einen STS-Marker umgewan-
delt werden konnte (Guo et al., 2006). Ferner besteht die Mdglichkeit, konservierte
RGA-Dominen mit zufdlligen AFLP-Primern zu kombinieren (RGA-AFLPs). Da-
durch ist keine vorherige Kenntnis der Genstruktur notwendig und dennoch wird die
Wahrscheinlichkeit erhoht, eine RGA-dhnliche Sequenz zu amplifizieren (Wise,
2000).

Eine Moglichkeit, um Gene zu isolieren, ist die kartengestiitzte oder positionelle Klo-
nierung. Der erste Schritt besteht hierbei in der Entwicklung von hochauflésenden

Karten beziiglich der QTL-Bereiche. Dabei sollte die Distanz zwischen Marker und
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Zielgen moglichst gering sein (Keller et al., 2005), wobei es sich im Idealfall um den
QTL flankierende Marker handelt. Eine weitere Voraussetzung ist die Verfligbarkeit
von DNA-Bibliotheken des gesamten Genoms: YAC (Yeast Artificial Chromosome)-
oder BAC (Bacterial Artificial Chromosome)-Bibliotheken. Ausgehend von den PCR-
Produkten der flankierenden Marker werden Sonden abgeleitet, mit denen Klone der
BAC-Bibliothek auf Homologien untersucht werden. Klone, die mit der Sonde hybri-
disieren, werden sequenziert. Im Anschluss daran werden aufgrund der Sequenzin-
formationen der Klone neue Sonden entwickelt, welche auf die entsprechende spal-
tende Population (1000-3000 Individuen) getestet werden, um zu gewéhrleisten, dass
Marker und Gen cosegregieren. Ist dies der Fall werden erneut BAC-Bibliotheken
untersucht, neue Sonden entwickelt usw. (,,Chromosomal Walking®). Ist die QTL-
Region schlieBlich durch iiberlappende Klone (,,Contigs*) abgedeckt, die beide flan-
kierenden Marker enthalten, ist davon auszugehen, dass das Zielgen dazwischen liegt.
Im Weizen wurde so beispielsweise das Vernalisationsgen VRNI isoliert (Yan et al.,
2003), sowie die Resistenzgene Lr21 (Huang et al., 2003), Lr10 (Feuillet et al., 2003)
und Pm3b (Yahiaoui et al., 2004). Da das Weizengenom sehr komplex ist, wurden fiir
die Isolierung der genannten Gene teilweise BAC-Bibliotheken von Triticum mono-
coccum (A-Genom), tetraploidem Weizen (A- und B-Genom) oder Aegilops tauschii
(D-Genom) verwendet. Zudem kann fiir das ,,Chromosomal Walking® die Synthenie
einiger Genombereiche zwischen den Arten der Familie der Gréaser (Weizen, Reis,
Brachypodium) genutzt werden (Foote et al., 2004; Bossolini et al., 2007). Um die
Identitat der klonierten Gene zu bestitigen, kdnnen sogenannte Komplemetationstests
durchgefiihrt werden. Dafiir konnen z. B. Knock-out-Mutanten fiir das entsprechende
Zielmerkmal erstellt werden, welche dann mit den entsprechenden Konstrukten trans-
formiert werden. Zeigen sie anschlieend phinotypisch die erwiinschte Eigenschaft,

ist das Zielgen verifiziert.

AuBerdem besteht die Moglichkeit, Gene mit Hilfe des Ac (Activator)/Ds (Dissocia-
tion)-Transposon-Systems von Mais zu isolieren (Wise, 2000). Transposons sind mo-
bile genetische Faktoren, die aus genomischer DNA enzymatisch herausgeschnitten
und an anderer Stelle wieder eingefiigt werden konnen. Dabei fiihrt die Anwesenheit
eines Ac-Elements in Kombination mit dem Ds-Insertionselement, welches das
Transposon flankiert, zu einer Neupositionierung des Transposons inclusive Ds-Ele-

ment. Gelangt es auf diese Art beispielsweise in ein Resistenzgen, so wiirde dieses
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seine Funktion verlieren und in einem mutanten Phidnotyp resultieren. Die Erstellung
einer DNA-Bibliothek dieser Knock-out-Mutante und eine anschlieBende Identifizie-
rung von Klonen mit Insertion unter Verwendung des Ds-Elements als Sonde, ermog-

licht die Isolierung des entsprechenden Gens (Wise, 2000).

Beim TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) handelt es sich um
einen weiteren Ansatz aus dem Bereich der reversen Genetik, um sehr schnell und im
Hochdurchsatzverfahren, neue genetische Variationen zu erzeugen. Dabei werden
mittels einer spezifischen Endonuklease (CEL1), die Basenfehlpaarungen erkennt,
induzierte oder natiirliche DNA-Polymorphismen in einem Zielgen detektiert
(Gilchrist und Haughn, 2005). Der Vorteil dieser Methode besteht in der Anwendbar-
keit auf so gut wie jeden Organismus, sowie der Unabhingigkeit von der Genom-
grofle, dem Reproduktionssystem oder der Generationsdauer. Erfolgt die Mutagenisie-
rung dabei durch entsprechende Chemikalien wie EMS (EthylMethan-Sulfonat), wird
eine hohe Zahl von rezessiven Mutationen induziert, die zufallig {iber das gesamte
Genom verteilt sind. Zundchst wird DNA von mehreren mutagenisierten Pflanzen
gepoolt und unter Verwendung von genspezifischen Primern amplifiziert. Die entste-
henden Produkte werden denaturiert und langsam abgekiihlt, so dass sie sich zufallig
aneinander lagern kdnnen. Wenn sich im Pool mindestens eine Pflanze mit Mutation
in der Zielregion befindet, werden sogenannte Heteroduplexe gebildet, die von der
Endonuklease CEL1 spezifisch geschnitten werden. Individuen mit Mutationen sind
interessant fiir eine nachfolgende Phénotypisierung und einen Vergleich mit dem ent-
sprechenden Wildtyp, um letztendlich Schlussfolgerungen auf die Beteiligung der
Zielgene an bestimmten Merkmalen ziehen zu konnen. TILLING-Projekte gibt es
momentan beispielsweise in Arabidopsis, Lotus, Mais und Brassica oleracea
(Gilchrist und Haughn, 2005). Aulerdem wird diese Methode derzeit im hexaploiden
Winterweizen mit einer mutagenisierten Population der Sorte Dream etabliert, die
dann letztendlich auch mit Kandidatengenen fiir Fusariumresistenz untersucht werden
kann (Schmolke, 2006). Mit dieser Methode konnen aber auch Pflanzen mit verbes-
serten Eigenschaften generiert werden wie kiirzlich bei Weizen gezeigt wurde. Slade
et al. (2005) erzeugten ndmlich im Waxy-Locus eine hohe genetische Variabilitit, die
Individuen mit unterschiedlichen Mengen an Amylose zur Folge hatten, darunter ei-

nen Null-waxy Phinotyp, der so gut wie keine Amylose produzierte. Um uner-
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wiinschte Mutationen im genetischen Hintergrund zu eliminieren, schlagen Slade et

al. (2005) ein Minimum von vier Riickkreuzungsgenerationen vor.

Auch Genexpressionsanalysen von einzelnen Genotypen (anfillige vs. resistente Sor-
ten; NILs mit vs. NILs ohne QTL-Intervall) zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer
Infektion mit Fusarium erlauben die Identifizierung von Genen, die an der Resistenz
beteiligt sein konnten. Hierfiir konnten beispielsweise Microarrays (z. B. der Affy-
metrix® Gene Chip) oder cDNA-AFLPs verwendet werden. Ein Vorteil der cDNA-
AFLP-Technik ist, dass sie auch die Identifikation von sehr gering exprimierten
Transkripten erlaubt (Bachem et al., 1996). AuBlerdem konnen mit dieser Methode
auch bisher unbekannte Gene erfasst werden. Unter anderem werden die Sorten
Dream und Lynx derzeit fiir die Identifizierung differentiell exprimierter Gene nach
kiinstlicher Fusariuminokulation mittels cDNA-AFLP-Analyse untersucht (Diethelm
et al., 2006). Alternativ konnten hier beispielsweise auch Linien aus der QTL-Validie-
rung mit und ohne Resistenzallel verwendet werden. Dies hitte den Vorteil, dass die
Riickkreuzungslinen im genetischen Hintergrund homogen sind und sich nur beziig-
lich der QTL-Region unterscheiden. Bisherige Studien zeigten, dass nach einer Fusa-
riuminfektion zahlreiche PR-Proteine sowohl in resistenten als auch in anfilligen
Sorten exprimiert werden, wobei die Transkriptakkumulation bei den resistenten Ge-
notypen teilweise zu einem fritheren Zeitpunkt stattfand (Pritsch et al., 2000;
Bernardo et al., 2007; Golkari et al., 2007). Die zu den Kandidatengenen zugehorigen
Sequenzen konnen parallel auch zur Markerentwicklung genutzt werden. Kartiert ein
so entwickelter Marker auBerdem in der entsprechenden spaltenden Population in ein
QTL-Intervall, so ist dies eine sehr gute Bestitigung der vorangegangenen QTL-
Analyse. Weitere Einblicke in die Pathogen-Wirt-Interaktion konnen mit Hilfe der
Proteomik gewonnen werden. Wang et al. (2005) extrahierten Proteine, die in der
resistenten Sorte Wangshuibai zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion mit F.
graminearum induziert wurden. Dabei identifizierten sie Proteine, die dem Kohlen-
stoff-Metabolismus und der Photosynthese zuzuordnen waren. Auflerdem gab es zwei
Gruppen von Proteinen, die hauptsidchlich mit Stress und Abwehrmechanismen in
Verbindung gebracht werden konnten. Diese zeichneten sich dadurch aus, dass sie
unmittelbar nach der Inokulation detektierbar waren und erst nach 12 oder 24 Stunden
wieder abfielen bzw. dass sie konstant auf einem hohen Niveau blieben. In der eben-

falls resistenten Sorte Ning7840 wurden fiinf Tage nach Infektion mit F. graminea-
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rum Proteine mit antioxidativer Wirkung wie z. B. Superoxid-Dismutase oder Glu-
tathion-S-Transferase hochreguliert bzw. induziert (Zhou et al., 2005). Zudem konnte
ein 14-3-3-Protein sowie ein PR-2-Protein identifiziert werden. Die Erkenntnisse,
welche Gene/Proteine an der Fusariumresistenz beteiligt sind, erlauben letztendlich
weitere Riickschliisse tiber Mechanismen, die die Resistenz kontrollieren. Eine wei-
tere Moglichkeit von einem QTL bzw. einem Gen auf seine Funktion zu schlieBen,
wurde fiir Fhbl (ehemals Ofhs.ndsu-3BS) gezeigt (Lemmens et al., 2005). Auf 96
DH-Linien einer Population, die aus einer Kreuzung zwischen CM 82036 (FhbI-Tré-
ger) und Remus hervorging, wurde das Mykotoxin DON in die Ahre appliziert, wo-
durch typische Symptome einer Fusariuminfektion hervorgerufen werden. In dieser
Population konnte ein QTL fiir DON-Resistenz mit groBem Effekt (R* = 92,6%) de-
tektiert werden, der mit Fhbl colokalisierte. Zudem wurde in resistenten Linien das
applizierte DON in sein Abbauprodukt DON-3-O-Glucosid umgewandelt, was wie-
derum den Schluss nahe legt, dass Fhbl fir eine DON-Glucosyl-Transferase kodiert

oder seine Expression reguliert.

Dariiber hinaus ist es denkbar, mittels Gentransformation Weizen zu entwickeln, der
ein verbessertes Resistenzniveau aufweist. In Frage kdmen dafiir Gene, die fiir ver-
schiedene PR-Proteine kodieren wie beispielsweise Chitinasen, B-1,3-Glucanasen,
Thionine oder Thaumatin-dhnliche Proteine, aber auch solche, die eine Resistenz ge-
geniiber DON vermitteln (Dahleen et al., 2001). Chen et al. (1999) verbesserten die
Typ II-Resistenz der anfélligen Sorte Bobwhite, indem sie transgene Pflanzen entwi-
ckelten, die ein Thaumatin-dhnliches Protein aus Reis unter der Kontrolle eines Ubi-
quitin-Promotors exprimierten. Mackintosh et al. (2007) entwickelten ebenfalls unter
Verwendung der Sorte Bobwhite transgene Weizenlinien, die a-1-Purothionin, Thau-
matin-dhnliches Protein 1 (tlp-1) bzw. B-1,3-Glucanase iiberexprimierten. Diese
zeigten nach Inokulation mit F. graminearum sowohl im Gewichshaus als auch im
Feld eine signifikant verbesserte Resistenz. NPRI aus Arabidopsis thaliana reguliert
die Aktivierung der systemisch erworbenen Resistenz. Transgene Weizenpflanzen der
Sorte Bobwhite mit NPR/ zeichneten sich durch ein erhdhtes Typ II-Resistenzniveau
aus, indem an der Pathogenabwehr beteiligte Mechanismen schneller aktiviert wurden
(Makandar et al., 2006). Ein weiteres Gen mit antifungaler Wirkung (b-32 aus Mais)
fiihrte in transgenen Pflanzen der Sorte Veery nach Einzeldhrcheninokulation sowohl

zu einem verringerten Fusariumbefall als auch zu einem geringeren Anteil an Kiim-
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merkornern (Balconi et al., 2007). Ein Beispiel fiir ein Gen, welches eine Resistenz
gegeniiber DON vermittelt ist FsTRII01 aus F. sporotrichoides. Es kodiert flir eine
Acetyltransferase, die DON in eine weniger toxische Form umwandelt. In einem Ge-
wichshausversuch zeigte eine transgene Weizenpflanze mit FsTRII0I eine partielle
Ausbreitungsresistenz nach Einzeldhrcheninokulation mit F. graminearum (Okubara
et al., 2002). Das Expressionsniveau iibertragener Gene wird unter anderem durch die
Wahl geeigneter Promotoren beeinflusst. Sind wie im Fall der Ahrenfusariosen ver-
schiedene Gewebe angreifbar und die Pathogen-Wirt-Interaktionen noch nicht voll-
standig aufgeklért, so empfiehlt sich die Verwendung von starken, konstitutiven Pro-
motoren (Dahleen et al., 2001). Diese bieten zudem den Vorteil, dass Gene, die unter
der Kontrolle von solchen Promotoren iiberexprimiert werden, auch gegeniiber ande-
ren Pathogenen wirksam sein konnten, die entweder andere Organe der Pflanze an-
greifen oder diese zu anderen Entwicklungsstadien befallen. Auch in den oben zitier-
ten Studien wurden fiir die Erstellung der jeweiligen Genkonstrukte konstitutive Pro-
motoren wie beispielsweise der 35S- oder der Ubiquitin-Promotor verwendet. Lang-
fristig betrachtet sollten jedoch organ-, gewebe-oder pathogenspezifische Promotoren
verwendet werden, so dass antifungale Proteine nur in den jeweils anfélligen Teilen
der Pflanze, zum Zeitpunkt der Bliite und bei Anwesenheit des Pathogens exprimiert
werden, um so beispielsweise den Abfluss von Stoffwechselprodukten fiir die Syn-
these dieser Proteine zu minimieren (Dahleen et al., 2001). Der Erfolg des Gentrans-
fers hdngt aber nicht nur von der Wirksamkeit iibertragener Gene und den verwende-
ten Promotoren ab, sondern er wird durch eine Vielzahl weiterer Faktoren beeinflusst
wie beispielsweise der Transformationsmethode, der Fahigkeit des verwendeten Ge-
notyps zur Kallusbildung, einer méglicherweise auftretenden somaklonalen Variation,
die andere Merkmale negativ beeinflussen konnte, oder der Stabilitidt der Genexpres-

sion (,,gene silencing*) in transgenen Pflanzen (Dahleen et al., 2001).
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5. Zusammenfassung

Die durch Fusarium-Pilze hervorgerufene partielle Taubédhrigkeit bei Weizen (7riti-
cum aestivum L.) stellt weltweit ein Problem dar. Die Ziichtung und der Anbau resis-
tenter Sorten ist die vielversprechendste Strategie, um Ahrenfusariosen und eine damit
verbundene mogliche Kontamination der Koérner mit verschiedenen Mykotoxinen zu

vermeiden.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Kartierung von Resistenz-QTL (Quantita-
tive Trait Loci) in einer adaptierten Winterweizenpopulation, die aus einer Kreuzung
zwischen der anfilligen Sorte Pelikan und dem resistenten Genotyp G93010 (Bus-
sard/Ning8026) hervorgegangen ist. Die aus 122 rekombinanten Inzuchtlinien (RILs)
bestehende Population wurde mittels AFLP- und SSR-Markern genotypisiert und
nach Sprithinokulation mit Fusarium culmorum an vier Orten im Feld gepriift. In ei-
ner multiplen Intervallkartierung (MIM) konnten insgesamt sieben Resistenz-QTL
detektiert werden, die zusammen 57% der phinotypischen Varianz (R?) erklirten.
Zwei Haupt-QTL lagen dabei auf den Chromosomen 5BL/7BS (R* = 21%) und 6BS
(R* = 18%). Der Resistenz-QTL auf Chromosom 5BL/7BS iiberlappte mit QTL fiir
die Wuchshohe und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Die genannten Resistenz-
QTL sind sehr wahrscheinlich Komponenten, die im europdischen Zuchtmaterial bis-
her noch nicht eingesetzt wurden. Sie haben also das Potenzial, um in markergestiitz-

ten Riickkreuzungsprogrammen das Resistenzniveau zu erhdhen.

Ein weiterer Teil der Arbeit beschiftigte sich mit der Validierung von Resistenz-QTL,
die zuvor in einer Dream/Lynx-Winterweizenpopulation kartiert wurden. Dafiir er-
folgte zundchst die Anreicherung der QTL-Intervalle auf den Chromosomen 7BS,
6AL und 2BL mit AFLP-Markern. Fiir die QTL-Verifizierung wurden Linien mit
einem relativ homogenen genetischen Hintergrund mittels Riickkreuzungs- und
Selbstungsgenerationen markergestiitzt entwickelt. Die Priifung dieser Linien auf ihre
Resistenzeigenschaften fand 2005 an drei bzw. vier Orten nach Sprithinokulation mit
Fusarium culmorum statt. Die phinotypischen Effekte der beiden Haupt-QTL auf den
Chromosomen 6AL und 7BS in den Riickkreuzungslinien waren denen der urspriing-

lichen Kartierungspopulation sehr dhnlich.

In den Riickkreuzungslinien reduzierte die Kombination beider Resistenzallele den

Befall am effektivsten (36%). Dass die beiden QTL QOfhs.lfl-6AL und QOfhs.IfI-7BS
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entscheidende Komponenten fiir ein gutes Resistenzniveau sind, zeigte sich auBerdem
dadurch, dass alle Genotypen, die eine gute Fusariumresistenz aufwiesen, mindestens
eines der beiden Resistenzallele besallen. Beide QTL hatten einen Einfluss auf die
Halmlinge, dennoch konnten auch Linen selektiert werden, die einen kurzen Wuchs-
typ mit einem geringen Befallsniveau kombinierten, wodurch die ziichterische Nutz-

barkeit dieser QTL unterstrichen wird.
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6. Summary

Fusarium head blight (FHB) of wheat (Triticum aestivum L.) is a serious problem in
many areas worldwide. Breeding and cultivation of resistant cultivars is the most
promising strategy to avoid FHB and the resulting contamination of kernels with dif-

ferent mycotoxins.

One objective of this study was the mapping of resistance QTL (Quantitative Trait
Loci) in an adapted winter wheat population, which came out of a cross between the
susceptible cultivar Pelikan and the resistant genotype G93010 (Bussard/Ning8026).
The population, consisting of 122 recombinant inbred lines (RILs), was genotyped
with AFLP and SSR markers and examined for FHB resistance in field trials after
spray inoculation with Fusarium culmorum at four locations. With a multiple interval
mapping (MIM) method, seven resistance QTL could be detected, which explained
together 57% of the phenotypic variance (R?). Two main QTL were located on chro-
mosomes SBL/7BS (R* = 21%) and 6BS (R* = 18%), respectively. The resistance
QTL on chromosome 5BL/7BS overlapped with QTL for plant height and heading
date. The mentioned resistance QTL are probably components which have not been
utilized in European breeding material so far. Thus, they have the potential to enhance

the level of resistance in marker-assisted backcross programs.

The other objective of this study was the validation of resistance QTL, which had
been previously mapped in a Dream/Lynx winter wheat population. Initially, the QTL
intervals of chromosomes 7BS, 6AL and 2BL were enriched with AFLP markers. For
the QTL verification, lines with a relatively homogenous genetic background were
created by backcross and selfing generations combined with marker-assisted selec-
tion. In 2005, the evaluation of these lines for FHB resistance after spray inoculation
with Fusarium culmorum took place at three/four locations. The phenotypic effects of
the two main QTL on chromosomes 6AL and 7BS confirmed the results of the origi-

nal mapping population.

In the backcross lines, the combination of both resistance alleles decreased disease
severity most effectively (36%). Furthermore, the best genotypes carried one or both
of the two resistance alleles Qfhs.lfI-6AL and QOfhs.Ilfl-7BS, displaying that these QTL
are important components for disease resistance. Both QTL had an effect on plant

height. Nevertheless, the selection of lines combining a short plant height with a low
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disease severity was possible. This emphasizes the usability of these QTL in plant

breeding programs.
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8. Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

ADON Acetyldeoxynivalenol

AFLP Amplified Fagment Length Polymorphism
APS Ammoniumpersulfat

APS Ausprigungsstufe (Bundessortenamt)
ATA Alimentére Toxische Aleukie

ATP Adenosintriphosphat

BAC Bacterial Artificial Chromosome

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin

CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
CC Coiled-Coil

CIM Composite Interval Mapping

cM Centi Morgan

CTAB Cetyl Trimethyl Ammonium Bromid
DArT Diversity Arrays Technology

DH Doppelhaploid

dNTP Desoxynukleotide (= Desoxynucleosid 5’-triphosphate)
DON Deoxynivalenol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMS EthylMethan-Sulfonat

EST Expressed Sequence Tag

FDK Fusarium Damaged Kernels

FHB Fusarium Head Blight

Fus-X Fusarenon-X

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

HR Hypersensitive Reaktion

IT™I International Triticeae Mapping Initiative
LOD Logarithm Of Odds

LRR Leucine-Rich Repeats

LZ Leucine Zipper
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MIM Multiple Interval Mapping

NBS Nucleotide-Binding Site

NCBI National Center for Biotechnology Information
NILs Near Isogenic Lines (nahisogene Linien)

NIV Nivalenol

PCR Polymerase Chain Reaction

PR-Proteine Pathogen Related Proteins

QTL Quantitative Trait Loci

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RGA Resistenzgenanaloga

RILs Recombinant Inbred Lines (rekombinante Inzuchtlinien)
RNAse Ribonuklease

Rpm Rounds per minute

RT Raumtemperatur

SIM Simple Interval Mapping

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SSR Simple Sequence Repeat/Mikrosatelliten

STS Sequence Tagged Site

TAIL Thermal Asymmetric Interlaced

TE Tris-EDTA

TEMED Tetramethyl-Ethylendiamin

TILLING Targeting Induced Local Lesions IN Genomes

YAC Yeast Artificial Chromosome
ZEA Zearalenon

8.2. Chemikalienverzeichnis

DNA-Extraktion

CTAB-Extraktionspuffer

1% CTAB

150 mM Tris

15 mM EDTA

1,05 M NaCl

1,5% Beta-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Ohio
MP Biomedicals, Ohio
ICN Biomedicals, Ohio

Sigma, Steinheim
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Chloroform-Isoamylalkohol
Isopropanol
RNAse

Waschlosung 1
76% Ethanol
0,2 M Natriumacetat-Trihydrat

Waschlosung 2
76% Ethanol

10 mM Ammoniumacetat

TE-Puffer
10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

0,8 %-iges Agarosegel (100 ml)
0,8 g SeaKem® LE Agarose

1x TBE-Puffer

5 pl Ethidiumbromid

10x TBE-Puffer

0,89 M Tris, pH 8,0
0,89 M Borsiure

0,5 m EDTA, pH 8,0

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Ohio
MP Biomedicals, Ohio

Biozym, Hess. Oldendorf

Roth, Karlsruhe

MP Biomedicals, Ohio

MP Biomedicals, Ohio
MP Biomedicals, Ohio

Reaktionslosungen fiir die AFLP- und SSR-Markeranalysen

Restriktion/ Ligation

ATP

NEB2-Puffer

BSA

Sse83871- bzw. Pstl-Adapter
Msel-Adapter

Sse83871

Pstl

Roth, Karlsruhe

New England BioLabs, Frankfurt
Amersham, Freiburg

Biomers, Ulm

Biomers, Ulm

Amersham, Freiburg

New England BioLabs, Frankfurt
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Msel
T4-DNA-Ligase

Prd- /selektive Amplifikation

10x PCR Puftfer

dNTPs

MgCl,

Sse83871-00 bzw. Pstl-03 Primer
Msel-00/Msel-02 Primer
Sse83871-NN/PstI-NNN Primer
Msel-NN/Msel-NNN Primer

Taq-Polymerase

SSR-Analysen
SSR-Primer
10x PCR Puffer
dNTPs

MgCl,

Tag-Polymerase

Gelelektrophorese

10x TBE Elektrophoresepuffer
0,89 M Tris, pH 8,0

0,89 M Borsiure

0,5 M EDTA, pH 8,0

5%-iges Polyacrylamidgel (100ml)

8,8 M Harnstoff

12,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (19 :1), 40%-ig
60 ul TEMED

260 ul APS, 10%-ig

Loading Dye
500 ml Formamid
150 mg Bromphenolblau

New England BioLabs, Frankfurt
New England BioLabs, Frankfurt

Eurogentec, Belgien
Roth, Karlsruhe
Eurogentec, Belgien
Biomers, Ulm
Biomers, Ulm
Biomers, Ulm
Biomers, Ulm

Eurogentec, Belgien

Biomers, Ulm
Eurogentec, Belgien
Roth, Karlsruhe
Eurogentec, Belgien

Eurogentec, Belgien

MP Biomedicals, Ohio
MP Biomedicals, Ohio
MP Biomedicals, Ohio

ICN Biomedicals, Ohio
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Freiburg
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150 mg Xylencyanol Merck, Darmstadt
10 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 MP Biomedicals, Ohio

Auftragepuffer 10x Blue Marker fiir Agarosegele
5,04 g Glycerin Roth, Karlsruhe
2 ml 50x TBE

Bromphenolblau Pharmacia Biotech, Freiburg
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