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Einleitung

1 Einleitung

1.1

Weizen stellt das meist angebaute Getreide der Welt dar und ist fiir Menschen in vielen Lindern
ein Grundnahrungsmittel. Im Anbaujahr 2008 wurden weltweit auf einer Fliche von 224
Millionen Hektar 679 Millionen Tonnen Weizen geerntet. Davon produzierten 2008 die fiinfzehn
groften Erzeugerlidnder 80 % (FAO, 2010). In Deutschland betrug die Erntemenge 21 Millionen
Tonnen (Tabelle 1).

Der Saatweizen

Tab. 1: Die grofiten Weizenproduzenten im Jahr 2008 weltweit (FAO, 2010)

Erzeugerland | Ernteertrag (Mio t) | Erzeugerland | Ernteertrag (Mio t)
China 112.463 Australien 21.397

Indien 78.570 Pakistan 20.958
Amerika 68.026 Tiirkei 17.782
Russland 63.765 England 17.227
Frankreich 39.001 Kasachstan 12.538
Kanada 28.611 Iran 10.000
Deutschland 25.988 Polen 9.274
Ukraine 25.885

Der durchschnittliche Ertrag lag weltweit in der Vegetationsperiode 2007/2008 bei 2,8 t/ha,
wihrend in Deutschland 6,74 t/ha geerntet wurden (FAO, 2010). Neben dem am meisten
produzierten Saatweizen (Triticum aestivum), werden andere Weizenarten wie Dinkel (Triticum

spelta), Emmerweizen (Triticum dicoccum), Hartweizen (Triticum durum) vor allem zur

Nahrungsmittelgewinnung angebaut.

Triticum aestivum entstand vor etwa 8000 Jahren im Gebiet des Fruchtbaren Halbmonds im

vorderen Orient (Abbildung 1) (Feldmann, 2001).
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Saudiarabien

Abb. 1: Der Fruchtbare Halbmond (www.commons.wikimedia.org)

Das Genom des Weizens besteht aus 1,7)(109 Basenpaaren (Arumuganathan und Earle, 1991).
T. aestivum ist allohexaploid und setzt sich aus dem A-, B- und D- Genom zusammen. Insgesamt
besteht das diploide Genom aus 2x=6n=42 Chromosomen. Mit Hilfe molekulargenetischer
Analysen und immunologischer Tests konnte eine hohe Ubereinstimmung zwischen dem A-
Genom des T. aestivum mit T. urartu festgestellt werden, so dass 7. urartu (AA) als Donor des
A-Genoms von T. aestivum (AABBDD) angenommen wird (Konarev et al., 1979; Dvorék et al.,
1993; Sallares und Brown, 1999).

Die Herkunft des B-Genoms konnte bis heute nicht eindeutig gekliart werden. Wahrscheinlich
sind die Donoren des B-Genoms der Gattung Aegilops zugehorig. Urspriinglich wurde
angenommen, dass das B-Genom von Ae. searsii stammt (Feldmann, 1978). Mit Hilfe
molekularer Techniken konnte gezeigt werden, dass Ae. searsii nicht mit dem B-Genom des
Emmerweizens 7. dicoccum identisch ist (Ogihara und Tsunewaki, 1988). Durch Vergleiche von
duBeren Merkmalen wurde von Sarkar und Stebbins (1956) sowie Rilay et al. (1958)
Ae. speltoides als Donor des B-Genoms in Betracht gezogen. Erst 1990 konnte auf genomischer
Ebene durch Analysen repetitiver Sequenzen gezeigt werden, dass das B-Genom grof3e
Ahnlichkeiten mit Ae. speltoides aufweist (Talbert et al., 1991 und 1995; Dvordk und Zhang,
1990; Daud und Gustafson, 1996). Durch die Kombination von 7. urartu (AA) mit dem Donor
des B-Genoms entstand der tetraploide Emmer, 7. turgidum (AABB). Der Donor des D-Genoms
ist T. tauschii zugeordnet. Durch Hybridisierung von 7. tauschii (DD) mit T. turgidum (AABB)
entstand letztendlich der Saatweizen T. aestivum (AABBDD) (Kimber und Feldmann, 1987,
Feldmann, 2001).
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1.2 Echter Mehltau bei Weizen

Beim Anbau landwirtschaftlicher Kulturen beeinflussen abiotische und biotische Faktoren den
Ertrag und die Ertragsstabilitit in starkem MaBle. Wihrend bei den abiotischen Faktoren unter
anderem Hitze und Kilte sowie Trockenheit und Bodenversalzung eine grof3e Rolle spielen, sind
bei den biotischen Faktoren insbesondere die pilzlichen Erreger wie Fusarium, Braun-, Schwarz-
und Gelbrost sowie Septoria-Arten und Echter Mehltau (Blumeria graminis) zu nennen.

Hoher Mehltaubefall tritt insbesondere in den geméfigten maritimen Klimaten mit feuchter und
miBig warmer Witterung auf. Der Befall mit Mehltau geht mit einer starken Schwichung der
Pflanze einher und fiihrt bei starkem Befall zu Ertragsverlusten von bis zu 25 % (Hoffman und
Schmutterer, 1983). Solche Ernteeinbuflen kommen heute wegen neuer, resistenter Sorten,
Fungizideinsatz, Saatgutbeizung, Beseitigung von Ausfallgetreide sowie Vermeidung sehr hoher
Bestandsdichten und N-Diingergaben (Mielke und Schober-Butin, 1999) in diesem Ausmal}
nicht mehr vor. Dennoch ist die Mehltauresistenz noch immer ein wichtiges Kriterium bei der
Sortenentwicklung, -zulassung und -empfehlung. Die Bekdmpfung von Echtem Mehltau mit
Fungiziden wird aufgrund okonomischer und 6kologischer Griinde kritisch beurteilt. Deshalb
stellt die gezielte Kombination von Resistenzgenen gegen Mehltau in der Ziichtung einen
wichtigen Aspekt dar. Die in Sorten vorhandenen qualitativen Resistenzgene verlieren jedoch
hiufig innerhalb weniger Jahre ihre Wirksamkeit. Dieses Fortschreiten des Resistenzverlustes
von Weizen gegeniiber dem Echten Mehltau wird dabei von mehreren Faktoren beeinflusst:
Viele in der Sortenentwicklung eingesetzte Resistenzen sind monogen vererbt. Des Weiteren hat
Echter Mehltau eine sexuelle Vermehrungsphase, so dass schnell neue Kombinationen von

Virulenzgenen entstehen konnen (Aubertot et al., 2006).

Echter Mehltau an Weizen produziert weille bis graue Pusteln an der oberen, manchmal auch an
der unteren Blattseite. Der grofite Befall mit Mehltau ist meist an den unteren Teilen der Pflanze
zu finden (Daamen, 1989). Von den befallenen unteren Blittern kann sich der Pilz in die oberen
Blattetagen bis hin zur Ahre ausbreiten. Zu Beginn der Infektion keimen im Friihjahr die
Konidien mit einem kurzen Keimschlauch aus (Abb. 2). Dabei sind optimale Bedingungen fiir
die Infektion bei einer Temperatur von 15°C und hoher Luftfeuchte gegeben (Hoffman und
Schmutterer, 1983). Nach der Bildung des Apressoriums bildet der Pilz ein Haustorium in der
Epidermiszelle aus. Von dort breitet sich der Pilz mittels sekundidrer Hypheninitialen und
Apressorien aus. Es entstehen zuerst kleine runde Pusteln, welche manchmal von chlorotischem

Pflanzengewebe umgeben werden.
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Abb. 2: Sexueller und asexueller Vermehrungszyklus von Echtem Mehltau (Braun, 1995)

Bei trockenen Bedingungen bilden sich sieben Tage spiter asexuell entstandenen Konidien,
welche leicht von Wind und Regen verbreitet werden konnen (Abbildung 2). Dadurch sind
weitere Infektionen moglich (Schafer, 1987). Die Pusteln konnen, bei fiir den Mehltau giinstiger
Witterung, im Laufe der Zeit ganze Blitter vollstindig bedecken. Altere Pusteln sterben mit der
Zeit ab und werden braun (Wiese, 1987). Mit fortschreitender Entwicklung werden in den grauen
Mehltaupusteln die sexuellen Vermehrungsorgane, die Cleistothecien, mit Ascosporen zur

Uberdauerung gebildet.

1.3 Resistenz gegen den Weizenmehltau

Fiir den Befall muss der Pilz seinen Wirt erkennen konnen. Dabei spielen unter anderem die
Zusammensetzungen der Wachsschichten, die Oberflichentopographie und verschiedene
Phytohormone eine wichtige Rolle (Elstner et al., 1996). Um in die Pflanze eindringen zu
konnen, miissen vom Pathogen zuerst Barrieren (z.B. Zellwand, Cuticula, antimikrobielle
Substanzen) mit Hilfe physikalischer (z.B. Penetration) sowie enzymatischer Mittel (z.B.
Cellulasen) iiberwunden werden. Diese Strukturen kénnen von der Pflanze bei einem Befall mit
Pathogenen verstirkt werden. Es erfolgt die Freisetzung toxischer Peptide und Phytoalexine,
wodurch das Wachstum des Pilzes erschwert wird. Des Weiteren hemmen Enzyme, wie
beispielsweise Chitinasen und in die pflanzliche Zellwand eingelagerte Phytoalexine, das

Wachstum des Pathogens. Die vom Pilz durch den enzymatischen Verdau der Wirtszelle
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freigesetzten Stoffe konnen dabei als Elicitoren zur Pathogenerkennung dienen (Hiickelhoven,
2007; Osbourn, 1996; Hutcheson, 1998; Elstner et al., 1996). Bei den Elicitoren handelt es sich
um Glycoproteine, Peptide, Lipide und Stoffwechselprodukte. Hinzu kommen endogene
Elicitoren, wie z.B. hydrolytische Enzyme des Pathogens (Niirnberger und Brunner, 2002).

Bei der inkompatiblen Interaktion von Elicitoren mit der Pflanze wird eine Vielzahl von
Abwehrreaktionen eingeleitet. Diese duflern sich zunidchst durch die Aktivierung von
Signalkaskaden. Dabei spielt eine Anderung des Membranpotentials, der Protonenfliisse, die
Erhohung der Calciumkonzentration, die Aktivitit von MAP-Kinasen (mitogen aktivierten
Proteinkinasen) und die Phosphorylierung von Proteinen eine wesentliche Rolle.

Ebenfalls sind Phytohormone und Stickstoffmonoxid sowie Salizylsdure wichtige Elemente in
der Signaltransduktionskette. Insbesondere Jasmonat, Ethylen sowie Auxin sind bei
Abwehrreaktionen beteiligt. So konnte bei Befall mit Echtem Mehltau bei Weizen eine
Erhohung des Auxingehaltes gemessen werden (Hiickelhoven, 2007; Enyedi et al., 1992;
Hammond-Kosack und Jones, 1996; Scheel, 1998).

Als Reaktion auf diese Signalkaskaden findet unter anderem die lokale Verstirkung von
Zellwianden durch Papillenbildung statt. Diese setzt sich aus Suberin, Pektin, Cellulose, Lignin,
Protein und Kallose zusammen. Kallose ist im Gegensatz zu den meisten Glucanverbindungen in
der Pflanze ein B-(1,3)-Glucan. Da der Pilz in weiten Teilen ebenfalls aus B-(1,3)-Glucanen
besteht, schidigt er sich selbst beim Eindringen an der Papille durch Enzyme, die B-(1,3)-
Glucane abbauen konnen.

Eine weitere Methode zur Befallsreduktion ist die Synthese und Freisetzung von
antimikrobiellen Substanzen. Solche sind in der Zellwand bereits vor dem Befall in niedrigen
Konzentrationen vorhanden und tragen wesentlich zur basalen Resistenz bei. Diese Substanzen
konnen Enzyme wie Chitinasen, Glucanasen, Proteasen darstellen. Des Weiteren werden oftmals
Phytoalexine freigesetzt. Phytoalexine sind niedermolekulare Verbindungen wie Flavonoide,
Terpenoide, Alkaloide, Stilbenoide, Polyacetylene und Isoflavone, welche unmittelbar am
Infektionsort synthetisiert werden. Im Gegensatz dazu gibt es bereits antimikrobielle Substanzen,
welche hdufig in glycosylierter Form vorliegen. Bei Befall werden mit Hilfe hydrolytischer
Enzyme die Zucker abgespalten, sodass die Substanzen an antimikrobieller Funktion gewinnen
(Hiickelhoven, 2007).

Nach der Erkennung des Pathogens findet bei der hypersensitiven Reaktion der 'oxidative burst'
statt. Dieser duBert sich durch die rasche Anreicherung von Wasserstoffperoxid, Superoxidanion
und dem Hydroxylradikal. Die Bildung dieser reaktiven Sauerstoffspezies (ROI) wirkt

antimikrobiell und ist ein wichtiges Element bei der Vernetzung von Zellwandbestandteilen. ROI
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ist an der Induktion der Synthese antimikrobieller Substanzen in der Pflanze wie zum Beispiel
der Phenole beteiligt. Die Bildung von ROI ist eine Vorstufe des aktiven Zelltodes. Dieses ist
besonders bei biotrophen Krankheitserregern wie dem Echten Mehltau sehr wirkungsvoll, da der
Pilz im abgestorbenen Gewebe nicht mehr leben kann (Levine et al., 1994; Jabs et al., 1997;
Lamb und Dixon, 1997). Es konnte aber bei Infektionsversuchen mit sowohl resistenten als auch
anfdlligen Liniene eine etwa gleich hohe Wasserstoffperoxid-Konzentration wihrend der
Keimschlauchbildung gemessen werden. Eine Akkumulation von ROI allein scheint deshalb
zumindest nicht immer fiir den hypersensitiven Zelltod auszureichen (Heath, 1998; Hiickelhoven

und Kogel, 1998).

Die ziichterisch genutzte qualitative Mehltauresistenz bei Weizen dulert sich hdufig durch
Chlorosen- und Nekrosenbildung als Folge des hypersensitiven Zelltods. Sie ist spezifisch und
wird als vertikale Resistenz bezeichnet. Thre Wirkung ist hiufig schon bei Keimpflanzen des
Weizens vorhanden. Die Resistenz ist bei qualitativen Resistenzgenen rassenabhingig und
verhélt sich nach der Gen-fiir-Gen-Hypothese (Flor, 1955).

Fiir die Induktion von Abwehrmechanismen ist eine Erkennung des Pathogens durch die Pflanze
notwendig (Elstner et al., 1996). Fiir die Erkennung der Elicitoren durch spezifische Rezeptoren
benotigt die Pflanze ebenfalls ein spezifisches Gen. Die Elicitoren sind héufig rassenspezifisch
(Yamaguchi et al., 2000). Dieser Erkennungs-Reaktions-Mechanismus fiir die Resistenz ist

Grundlage der Gen-fiir-Gen-Hypothese von Flor (1955).

Tab. 2: Wirt-Pathogen-Interaktion mit zwei Resistenz-/ Virulenzgenen

Av1/Av2=Avirulenzgen, al/a2=Virulenzgen, R1/R2=Resistenzgen,
rl/r2=Anfilligkeitsgen, I=inkompatible Reaktion (resistent), K=kompatible Reaktion

(anfillig)
Wirt
R1IR2 | R1r2 | r1R2 | rir2
[Pathogen

Av1Av2 1 1 1 K
Avlv2 1 1 K K
v1Av2 1 K I K
vlv2 K K K K
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Flor postulierte, dass jedem Resistenzgen im Wirt ein entsprechendes Virulenzgen im Pathogen
gegeniibersteht. Die Interaktion von mindestens einem Resistenzgen mit dem entsprechenden
Avirulenzgen fiithrt zur Abwehr des Pathogens. Hingegen fiihrt das virulente Pathogen beim Wirt
beim Fehlen des entsprechenden Resistenzgens zum Befall der Pflanze (Tabelle 2). Powers und
Sando (1957 und 1960) konnten die Gen-fiir-Gen-Hypothese fiir qualitative
Mehltauresistenzgene bei Weizen bestitigen. Sie ist Grundlage, um bestimmte Resistenzgene
anhand der Wirt-Pathogen-Interaktionsmuster nach Inokulation durch ausgewihlte Isolate zu
identifizieren. Dieses Model fiihrte zur Vorstellung, dass ein Avirulenzgen direkt mit dem
Rezeptor interagiert, wodurch Abwehrreaktionen eingeleitet werden (Bent, 1996). Dennoch
konnte man nur selten physikalische Interaktionen zwischen Avirulenzgen und Resistenzgen
feststellen. Die Pathogenerkennung wird neuerdings mit der sogenannten Guardhypothese
erklart. Demnach bindet das Resistenzgen an ein weiteres Protein, dem "guardee". Dieses Protein
tritt dabei in Interaktion mit dem Liganden des Pathogens, und veridndert dabei seine

Konformation, wobei anschlieend das Resistenzgen aktiv wird (Abbildung 3) (Dangl und Jones,

2001).
Pathogen L
effector
i S Pathogen response
Cell death
T
e,

Pathogen response

] Cell death

Abb. 3: Direkte Pathogenerkennung (oben) und Pathogenerkennung mit Guardprotein (unten)
(Bomblies und Weigel, 2007). Bei der direkten Pathogenerkennung interagiert der
Pathogeneffektor mit dem Resistenzprotein was eine Abwehrreaktion zur Folge hat. In
der indirekten Pathogenerkennung kommt es zu einer Interaktion des Pathogeneffektors
mit einem Guardprotein (blau). Die dadurch hervorgerufenen Konformationsinderung
des Guardproteins fiithrt zu einer Abwehrreaktion.
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Viele Erkennungsrezeptoren bestehen aus Proteinen mit einigen sich wiederholenden
Aminosduresequenzen bei einem iiberwiegenden Anteil von Leucin, so genannten LRRs (leucin
rich repeats) (Gomez-Gomez und Boller, 2000). In tierischen Systemen konnten &hnliche
Rezeptoren, welche im Immunsystem eine wesentliche Rolle spielen, nachgewiesen werden
(O’Neill und Greene, 1998).

Aufgrund der hédufig bei Resistenzgenen vorkommenden LRRs werden diese als so genannte
RGAs (resistance genes analogs) genutzt, um Kandidatengene fiir die Resistenz zu identifizieren
(Gish und States, 1993; Quint et al., 2002; Mohler et al., 2002).

Besonders bei qualitativen Resistenzgenen ist die Wirt-Pathogen-Interaktion laufend einem
schnellen evolutiondren Prozess unterworfen, der mit einem Zusammenbruch der Resistenz
einher geht. Dabei bilden sich Pathotypen mit Virulenz gegen hiufig verwendete Resistenzgene
heraus. Neue Virulenzen konnen durch Migration, Mutation und Rekombination in einem
Anbaugebiet auftreten. Zur Anderung der Resistenzeigenschaften beim Weizen sind nur wenige
Abweichungen in der Aminosédurensequenz der Resistenzgene notwendig. Lundqvist und
Lundqvist (1992) konnten bei Mutationsversuchen eine Anderung des Virulenzspektrums
nachweisen. So unterscheiden sich die Resistenzeigenschaften von Linien durch minimale
Unterschiede in der Aminosidurensequenz im Pm3-Allel. Schon bei einem Unterschied von drei
Aminosduren zwischen den Resistenzgenen bei Pm3d und Pm3e ergab sich ein unterschiedlicher
Befall nach der Inokulation mit ausgewihlten Einsporisolaten (Yahiaoui et al., 2006). Dass
geringe Sequenzunterschiede fiir unterschiedliche Resistenzeigenschaften ausreichen, zeigt auch
der Vergleich verwandter Resistenzgene. Ein Vergleich der Aminosiuresequenz der Gene Pm3b,
Pm3a, Pm3d, sowie Pm3f untereinander zeigte einen maximalen Aminosidurenunterschied von
2,2 %. Die meisten Unterschiede in den Aminosiduresequenzen wurden an den Nukleotid-
Bindungsstellen nachgewiesen (Srichumpa et al., 2005). Boyd et al. (2006) beobachteten nach
Bestrahlung von Weizenpflanzen mit Neutronen Veridnderungen der isolatspezifischen Resistenz
gegeniiber Gelb-, Braunrost- und Mehltauresistenzen eine Veridnderung der isolatspezifischen
Resistenz.

Elliot et al. (2005) konnten nachweisen, dass mehrere tausende Jahre konservierte
Aminosidurensequenzabschnitte noch heute essentiell fiir die Funktion heutiger mlo-

Resistenzgene sind.

Im europidischen Weizensortiment gibt es 39 Resistenzgenloci, welche im Weizengenom
heterogen verteilt sind (Abbildung 4). Insbesondere die Resistenzgene Pm2, Pm3, Pm4b, Pm5,

Pm6 und Pm8 kommen im deutschen Winterweizensortiment vor. Diese werden im Folgenden
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eingehend erldutert. Das dominante Pm2-Gen wurde erstmals in der Sorte Ulka beschrieben und
zuerst als mlu bezeichnet (Pugsley und Carter, 1953). Gleichzeitig konnte bei den Linien
CI 12632 und CI 12633 ebenfalls ein dominantes Gen gefunden werden, welches mix genannt
wurde (Nyquist, 1963).

Briggle (1966b) konnte durch Kreuzungs- und Spaltungsanalysen zeigen, dass mix und milu
zueinander allel sind. Daraufhin wurde mlu nach Pm2 umbenannt. Pm2 konnte spiter mit Hilfe
der Monosomenanalyse auf Chromosom 5DS lokalisiert werden (MclIntosh und Baker, 1970;
Lutz et al., 1995).

Pm3 wurde erstmals von Mains (1934) beschrieben. So wurde in der Sorte Chul als auch in der
Sorte Sonora Mehltauresistenz nachgewiesen, die allelisch vererbt wurde. Bei der Sorte Sonora
konnte eine rezessive Resistenz nachgewiesen werden (Mains, 1934). Bei anderen Versuchen
wurde ein partiell dominantes Gen festgestellt und mittels Monosomenanalyse auf Chromosom
1A lokalisiert (Briggle, 1966a). Insgesamt konnten bisher 18 Pm3-Allele (Pm3a-Pm3r)
nachgewiesen werden (Bhullar et al., 2009). Im Jahr 2004 wurde das Gen Pm3b kloniert und
sequenziert (Yahiaoui et al., 2004).

In der Sorte Khapli fand Briggle (1960) ein Resistenzgen welches von Scharen et al. (1964)
beziiglich der Wirt-Pathogeninteraktion mit 36 ausgewdhlten Mehltauisolaten charakterisiert
wurde. Spiter wurde dieses als Pm4 benannt (Briggle, 1966a). Bei den Linien TP 229,
Weihenstephan M1, sowie Els konnte ebenfalls ein dominantes Resistenzgen nachgewiesen
werden, welches als mle bezeichnet wurde (Wolfe, 1967; Jorgensen und Jensen, 1972). The et al.
(1979) konnten die Allelie von mle und Pm4 feststellen. Pm4 wurde daraufthin zu Pm4a und mle
zu Pm4b umbenannt. 2005 konnten Zhu et al. ein Resistenzgen von T. carthlicum feststellen.
Durch eng gekoppelte Mikrosatelliten konnte es auf Chromosom 2AL lokalisiert werden.
Aufgrund der Herkunft, der Lage im Chromosom sowie der Reaktion der Einsporisolate wurde
von einem weiteren Pm4-Allel ausgegangen.

1933 konnte in der Weizensorte Hope eine Mehltauresistenz beobachtet werden. Nach
Untersuchung von F,- bzw F3-Nachkommen der Kreuzung von Hope mit nahisogenen Linien
mit Pml, Pm2, Pm3a und Pm4 und anschlieBenden Inokulationen mit ausgewéhlten
Einsporisolaten wurde ein neues Resistenzgen nachgewiesen. Dieses wurde daraufhin als Pm5
benannt (Mains, 1933; Lebsock und Briggle, 1974). Nach Kreuzungsversuchen konnte bei
diesem Gen eine rezessive Resistenz nachgewiesen werden (Mains, 1934; Lebsock und Briggle,
1974). Durch Monosomenanalysen wurde das Gen dem Chromosom 7B zugewiesen (Law und

Wolfe, 1966).
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1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A
Pm3, Pm17, Pm25 Pm21
Pm23 Pm31 Pm9, Pm37
Pma Pm1
Pm16*
1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B
Pm8 Pm26 Pm13* Pm30, Pm16 Pm11, Pm12
Pm7
Pm32, Pm39 Pm33, Pm6 Pm36 Pm20, Pm27 Pm5
Pm28* Pm14*
1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D
Pm24 Pm13* Pm2 Pm15, Pm38
Pm35 Pm29, Pm34
Pm10 * Pm24* Pm19*

Abb. 4: Lage der Resistenzgene auf dem Chromosom. *: Lage auf dem Chromosom nicht
bekannt (GrainGenes, Stand 2010), +: Pmli3 auf Chromosom 3B ist vermutlich eine

Translokation.

Zurzeit sind mehrere Allele auf dem Pm5-Locus bekannt (Pm5a-Pm5e) (Huang et al., 2003).

Das Pm6-Gen stammte urspriinglich aus 7. timopheevii und wurde 1972 von Jgrgensen und
Jensen erstmals beschrieben. Es wurde in der Linie TP116 nachgewiesen und als mlf bezeichnet.
Das Gen konnte dem Chromosom 2BL zugeordnet werden und wurde daraufthin als Pm6

aufgefiihrt (Jorgensen und Jensen, 1973).

Um heute neue Gene zu identifizieren, wird mit Hilfe von Infektionsversuchen mit vielen
Einsporisolaten versucht, ein Wirt-Pathogen-Interaktionsmuster zu erstellen. Ist das ermittelte
Virulenzspektrum neu und kann es auch nicht durch Kombination von bekannten Genen erklért
werden, so kann von einem neuen Resistenzgen ausgegangen werden. Unterstiitzt wird diese
Prozedur durch die Identifizierung von zum Resistenzgen eng gekoppelten Marker. Diese

Marker konnen mit nullitetrasomen Linien, also Linien denen jeweils ein Chromosomenpaar
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fehlt, einem Chromosom zugeordnet werden. Des Weiteren erlauben Kopplungsanalysen mit
Mikrosatelliten und anderen Markertypen, welche einem bestimmten Chromosom zugeordnet
werden konnen, eine Lokalisierung auf einem Chromosom.

Die Anzahl der Resistenzgene in einer Sorte kann sehr grof3 sein. Aus diesem Grund ist es sehr
aufwidndig und schwierig in Sorten diese Resistenzgene durch die Wirt-Pathogen-
Interaktionsmuster zu identifizieren (7.1). Molekulare Marker stellen ein wichtiges Werkzeug in
der Identifizierung von Resistenzgenen dar, da sie kosten- und zeitsparend und die Resultate in
der Regel auch eindeutiger sind. Fiir den endgiiltigen Nachweis eines neuen Resistenzgens sind

Monosomenanalysen sowie Alleliekreuzungen (siehe Seite 18) notwendig.

Chromosomenabschnitte, welche mit der quantitativen Auspriagung einer Eigenschaft asoziiert
werden konnen, nennt man QTL (quantitative trait loci). Im Gegensatz zu qualitativen Genen,
wie die fiir die Bliitenfarbe, ist die Merkmalsauspriagung der QTL kontinuierlich. Bedeutsame
QTL im Weizen sind zum Beispiel solche fiir Wuchshohe und Halmstabilitdt. Auch QTL fiir den
Ertrag sowie fiir Qualititsmerkmale (Backqualitit, Brauqualitit) spielen eine wichtige Rolle.
Ebenfalls hat die Resistenz beziehungsweise die Toleranz gegeniiber abiotischen Faktoren wie
Salz- oder Trockenstress eine bedeutende Rolle. Gleichzeitig spielen QTL fiir die Ausprigung
von Resistenzen gegeniiber Pathogenen wie Fusarium oder Mehltau eine wichtige Rolle.
Quantitative Resistenzen sind in ihrer alleinigen Resistenzwirkung im Vergleich zu qualitativen
Resistenzgenen meist schwach. Sie sind in der Regel mit der horizontalen Resistenz
gleichzusetzen, die polygen bedingt ist. Bei quantitativen Resistenzen wird héufig das
sogenannte ,,slow mildewing* beobachtet, das heit, der Infektionsverlauf wird lediglich
verlangsamt. Die Beurteilung der Resistenz wird deshalb auch anhand der Latenzzeit, Pustelzahl
und Sporulation durchgefiihrt. Die exakte Lokalisierung von quantitativen Resistenzen durch
Phinotypisierung ist schwierig, da qualitative Resistenzanalysen mit FEinsporisolaten im
Keimpflanzenstadium nicht moglich sind. Haufig wird in der Praxis die quantitative Resistenz
mit der Adultresistenz gleichgesetzt. Diese bezieht sich jedoch definitionsgemdB nicht auf das
Jugendstadium.

Mingeot et al. (2002) konnten zwei Adultresistenzgene in der Weizenlinie RE714 feststellen.
Korff et al. (2005) identifizierten drei QTLs, die zu einer Senkung des Befalls um 51,5 %,
37,6 % und 16,5 % fiihrten. Jakobson et al. (2005) gelang es ein dominantes Adultresistenzgen
auf Chromosom 4A in der Nihe einer Translokation mit einem Bestimmtheitsmall von 54 %
festzustellen. Keller et al. (1999) konnten neben einem partiell wirksamen Resistenzgen am

Pm5-Locus, 18 weitere QTLs in den Nachkommenschaften einer Kreuzung zwischen
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freidreschenden Kulturweizen und Dinkel lokalisieren. Diese Ergebnisse unterstreichen die
Hypothese, dass sich quantitative Resistenzen an Genorten von bisher identifizierten Genorten
mit qualitativer Resistenz befinden konnen (Robertson, 1989; Young, 1996). Chantret et al.
(1999) postulierten, dass rassenspezifische Resistenzgene durchaus Wirkung fiir die
Altersresistenz haben konnen. Ahnliche Ergebnisse hatten Paillard et al. (2000) mit einer
schwachen Resistenz von ehemals rassenspezifischen Haupt-QTL. Diese Ergebnisse bestitigen

die These, dass quantitative Resistenzgene qualitativen Ursprungs sein konnen.

14 Strategien der Resistenzziichtung
Aufgrund der sich stindig dndernden Virulenzsituation ist eine genetisch breite Basis notwendig.
Dies zeigt wie notwendig die Introgression von Resistenzgenen aus weiter entfernten Arten ist

(Tab. 3).

Tab. 3: Mehltauresistenzgene aus verwandten Arten.

Quelle Resistenzgene

T. monococcum Pmlib

T. spelta Pmld

T. tauschii Pm?2

T. durum Pm3h

T. dicoccum Pmda, Pm5a, Pml16, Pm26, Pm31
T. carthlicum Pm4b

T. thimopheevii Pm6, Pm27

S. secale PmS, Pml7, Pm20
Ae. speltoides Pmi2

Ae. longissima Pml3

H. villosa Pm21

T. baeoticum Pm25

Ae. ovata Pm29
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Bereits in den dreifliger Jahren fanden aufwendige Expeditionen, wie die deutsche Hindukusch
Expedition 1935, die Nanga Parbat Expedition 1937, die Indien-Nepalexpedition 1937-38 sowie
die Tibetexpedition 1939 statt. Die einfachste Introgression von Resistenzgenen erfolgt durch
Riickkreuzung des Resistenzdonors mit dem rekurrenten Elter. So stammte die = E-Weizensorte
Enorm aus der zweimaligen Riickkreuzung des Resistenzgendonors Chul/8*Chancellor.

Aufgrund von unterschiedlichen Ploidiestufen ist es hdufig nicht moglich Resistenzgene direkt in
Triticum aestivum einzukreuzen. Deshalb wird das Genom der Wildform in eine amphidiploide
Form, also mit zwei oder mehr verschiedenen Genomen, gebracht. So wird beispielsweise
T. tauschii (DD) mit T. durum (AABB) gekreuzt, um Linien mit dem Genom ABD zu erhalten.
Nach anschlieBender Chromosomenverdopplung durch Colchizinierung der Embryonen erhilt
man einen amphidiploiden Bastard, welcher nun fiir die klassische Ziichtung zur Verfiigung steht
(Lutz, 1991). Die Introgression ist sehr langwierig und kostenintensiv. Gleichzeitig kann die
Wirkung von Resistenzgenen im hexaploiden Genom reduziert sein, sodass ein Erfolg der

Introgression von Resistenzgenen nicht sicher ist (Lutz, 1991).

1.5 Analyse der Resistenzgenetik

In der praktischen Ziichtung werden bisher iiberwiegend die Resistenzeigenschaften durch
Befallsbonitur im Feld bestimmt. Mit ihr konnen Resistenzeigenschaften unter den jeweiligen
Umweltbedingungen erfasst und gleichzeitig wichtige andere Parameter, wie beispielsweise der
Habitus beurteilt werden. Dabei dient der beobachtete Phinotyp der Linien als
Entscheidungsmerkmal fiir weitere Zuchtstrategien. Um eine bessere Differenzierung der Linien
hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften zu ermoglichen, wird haufig der Infektionsdruck
erhoht. Dies geschieht unter anderem durch den gemeinsamen Anbau mit anfélligen Linien, zum
Beispiel als Infektionsstreifen. Bei komplexen Ziichtungen, wie der Kombination von mehreren
Mehltauresistenzgenen (Pyramidisierung) erlaubt eine reine Phinotypisierung hiufig keinen
Schluss auf die Art und der Anzahl der Resistenzgene in einer Linie. Deshalb ist gerade in
solchen Fillen die Kenntnis iiber die Resistenzgene in den Linien von Vorteil. Eine Moglichkeit,
Resistenzgene in Linien zu bestimmen, ist die Analyse dieser durch Inokulation von
Blattsegmenten mit Einsporisolaten (Heun und Fischbeck, 1987; Hovmgller, 1989; Huang et al.,
1997; Lutz et al., 1992; Limpert et al., 1994; Zeller et al., 1993). Durch den Vergleich von
resistenzgenspezifischen Befallsmustern der Linien mit denen von Pflanzen mit definierten
Resistenzgenen konnen die Resistenzgene der Linien identifiziert werden. Von groBem Nachteil
ist, neben der notwendigen hohen Anzahl von sehr gut charakterisierten Einsporisolaten, eine
verhdltnisméfBig lange Analysedauer, sowie die Notwendigkeit der stindigen Erhaltung der

Isolate. Hinzu kommt die eingeschrinkte Nachweismoglichkeit von Resistenzgenen in Linien
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mit mehreren Resistenzgenen. Molekulare Marker konnen schnell, eindeutig und somit
wirtschaftlich in der Ziichtung Informationen iiber Resistenzgene in einer Pflanze geben.

Héaufig wurde bei der klassischen Resistenzgenanalytik die sogenannte Monosomenanalyse zur
Lokalisierung von Resistenzgenen benutzt. Dabei werden die monosomen Linien der anfilligen
Sorte Chinese Spring (Sears, 1954) mit resistenten Linien bestdubt. Befindet sich das
Resistenzgen auf dem Chromosom des entsprechend monosomen Kreuzungspartners wird die
Kreuzung 'kritisch' genannt. Bei unkritischen Kreuzungen betrigt in der F,-Generation bei einem
dominanten Gen das Spaltungsverhiltnis entsprechend dem normalen Spaltungsverhéltnis nach
Mendel resistenter Linien zu anfilligen Linien 3:1, bei kritischen Kreuzungen hingegen sind nur
nullisome Linien anfillig. Aufgrund der niedrigen Fertilitdt der Pollen mit 20 Chromosomen sind
nur ca. 3 % der Pflanzen nullisom. Somit betrdgt das Spaltungsverhiltnis von resistenten zu
anfélligen Linien 97:3 (Knott, 1987).

Liegt ein neues Resistenzgen auf einem Chromosom mit einem bereits bekannten Resistenzgen,
so wird das neue Resistenzgen auf Allelie zu diesem iiberpriift. Dabei werden Linien mit dem
bekannten Resistenzgen mit Linien mit dem neuen Resistenzgen gekreuzt. Die F,-Generation
dieser Kreuzung wird anschlieBend mit avirulenten Einsporisolaten fiir beide Gene inokuliert.
Sind keine anfilligen Linien zu erkennen, handelt es sich bei dem neuen Resistenzgen entweder
um ein sehr eng gekoppeltes Resistenzgen oder um ein neues Allel. Monosomenanalysen und
Alleliekreuzung sind grundlegende Techniken um Resistenzgene zu lokalisieren. So konnten
Hsam et al.,, (2001) mittels Monosomenanalyse ein Resistenzgen auf dem Pm5-Locus
detektieren. MclIntosh und Baker (1970) konnten das Resistenzgen Pm2 auf Chromosom 5D

lokalisieren.

Um die notwendigen phénotypischen Daten fiir die molekulargenetische Kartierung von
Resistenzgenen zu erlangen, gibt es mehrere Wege. Zum einen gibt es die Moglichkeit von
Inokulationsversuchen von Keimpflanzen mit Einsporisolaten. Sie sind bei geeigneter Wahl bei
qualitativen Resistenzgenen meist eindeutig und aufgrund ihrer relativ einfachen Handhabung
sehr beliebt. So wurden beispielsweise von Hartl et al. (1993, 1995, 1999) und Ma et al. (1994)
fir die Hauptgene Pm3, Pm2, Pml Selektionsmarker entwickelt. Huang et al. (2000) konnten
ebenfalls mit dieser Technik Pm24 charakterisieren. Inokulationsversuche mit Einsporisolaten
erlauben die Detektion von heterozygoten Linien, was fiir die Beurteilung der genetischen
Distanz zum Resistenzgenmarker wichtig ist. Die Berechnung der genetischen Abstinde

qualitativer Gene kann aufgrund der Eindeutigkeit der Ergebnisse einfach mittels der
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Rekombinationsfrequenz berechnet werden. Jedoch konnen durch Einsporisolate, mit wenigen
Ausnahmen (Chantret et al., 2000), nur qualitativ wirksame Resistenzgene festgestellt werden.

In letzter Zeit wurde immer mehr Aufwand in die Entwicklung von Markern gekoppelt mit
qualitativ wirksamen Resistenzgenen investiert. Die Bonitur von Linien im Feldbestand erlaubt
neben den qualitativen Resistenzgenen auch die Erfassung von quantitativen Resistenzen im

adulten Stadium, welche mit Einsporisolaten nicht ohne weiteres ermittelt werden konnen.

Fir die Markerentwicklung werden entweder mindestens F,-Nachkommenschaften oder
rekombinante Inzuchtlinien (RILs) verwendet. Hartl et al. (1999) benutzten dabei erfolgreich F,-
Nachkommenschaften zur Detektion von molekularen Markern fiir Pmlc und Pm4a. Die
Verwendung von RILs zur Markerentwicklung ist ebenfalls eine hidufige Anwendung. So
entwickelten Donini et al. (1995) Marker fiir Pmli3. Beide Ausgangsmaterialien haben den
Nachteil, dass aufgrund von Heterozygotie der Linien Markeranalysen erschwert werden
konnen. Durch den Einsatz von doppelhaploiden Linien (DHs) in der Ziichtungsforschung
konnen solche Probleme umgangen werden. Dabei wird durch die Behandlung von haploiden
Pflanzen mit dem Spindelgift Colchizin eine Verdoppelung des Chromosomensatzes herbei
gefiihrt, sodass man reinerbige diploide Pflanzen erhilt. Fiir die Herstellung der haploiden
Pflanzen werden aus haploiden unreifen Pollen Pflanzen kultiviert. Eine neuere Methode zur
Erstellung von DHs ist die sogenannte Weizen x Mais-Methode (Bitsch et al., 1998). Dabei
werden kastrierte Weizenbliiten mit Maispollen bestdaubt. Wihrend der ersten Zellteilung der
hybriden Zygoten werden die Chromosomen des Mais eliminiert, sodass man haploide

Embryonen erhilt, die dann wieder mit Colchizin behandelt werden miissen.

Um einen molekularen Marker fiir Mehltauresistenz zu entwickeln, muss eine DNA-Sequenz
gefunden werden, welche eng an diesen Resistenzgenort koppelt. Eine moglichst enge Kopplung
der Marker zum Resistenzgen ist erstrebenswert, um eine Minimierung von Rekombinationen zu
erreichen (Langridge et al., 2001). Die starke Wiederverwendung von Sorten in der Ziichtung
fiihrte zu einem niedrigen Polymorphiegrad im Weizen. Aufgrund dieser Tatsache ist eine
Entwicklung von sehr eng gekoppelten Markern mit hohem Aufwand verbunden (Chao et al.,
1989; Hart et al., 1990).

Fiir die Ermittlung von eng gekoppelten Resistenzmarkern werden unterschiedliche Strategien
angewandt. Bei der Kartierung wird von jeder einzelnen Linie der Population eine
Genomanalyse durchgefiihrt. Mit Hilfe der Kopplungsanalyse werden daraufthin der

Kopplungsabstand zwischen einzelnen Markern und dem Befall ermittelt. Mit weniger
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analytischem Aufwand ist die Analyse von wenigen ausgesuchten Linien mit ausschlieBlich sehr
ausgepragtem Befall bzw. Resistenz verbunden. Fiir die Kartierung werden hierbei nur Linien
mit extrem niedrigem sowie extrem hohem Befall zur Analyse herangezogen. Am
arbeitssparendsten ist die ,,bulked segregant analyse® (Michelmore et al., 1991). Bei dieser
Technik werden jeweils Mischungen (,,bulks®) von stark anfilligen Linien und sehr resistenten
Linien erstellt, welche molekularanalytisch untereinander verglichen werden. Nicht gekoppelte
Sequenzen sind unabhingig von der Resistenz verteilt und kommen deshalb, abhingig von der
gewihlten Linienanzahl, mit hoher Wahrscheinlichkeit in beiden Mischungen vor. Hingegen
sind fast ausschlieflich zum Resistenzgen gekoppelte Marker in nur einem der ,,bulks® zu
finden.

Die Lokalisierung eines Markers kann iiber mehrere Methoden erfolgen. Marker, die in der Sorte
Chinese Spring vorhanden sind konnen unter Verwendung von nullitetrasomen Linien von
Cinese Spring (Sears, 1954), welchen jeweils ein bestimmtes Chromosomenpaar fehlt, den
jeweiligen Chromosom zugeortned werden. Fehlt das entsprechende Chromosomenpaar mit dem
Markerlokus, fehlt das Markerfragment. Ditelosome Linien ermdéglichen die Bestimmung des

Chromosomenarms.

Chantret et al. (2000) detektierten in der Linie RE714 ein Resistenzgen. Dabei wurden die
gebildeten ,,bulks* mit Mikrosatelliten untersucht. Hartl et al. (1999) konnten einen AFLP-
Marker (amplified fragmet length polymorphism) in enger Kopplung zu dem RFLP-Marker
Xwhs178 auf Chromosom 7AL feststellen und die Allelie von Pmla und Pmlc verifizieren.

Identifizierte, zu Resistenzgenen eng gekoppelte Marker miissen héufig in einfache, schnelle und
reproduzierbare  Analyseverfahren weiterentwickelt werden. Dabei bietet sich die
Pyrosequencingmethode an, welche sich zur Detektion kleiner Basenpaarunterschiede (SNPs)
eignet. Allgemein betrachtet handelt es sich um eine Sequenzierung kurzer Abschnitte aus
spezifischen Amplifikaten. Kann das zugegebene Nukleotid bei der Doppelstrangsynthese
eingebaut werden, wird Pyrophosphat freigesetzt, was durch darauf folgende enzymatische
Reaktionen als Lichtblitz wahrgenommen werden kann. Pyrophosphat reagiert dabei mit Hilfe
der ATP-Sulfurylase zu ATP. Diese reagiert wiederum mit Luciferin unter Abspaltung von
Pyrophosphat bei Lichtemittierung zu Oxiluciferin. Dieses freigesetzte Pyrophosphat kann

wiederum mit Hilfe der ATP-Sulfurylase sowie der Luciferase
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Abb. 5: Reaktionsvorginge beim Pyrosequencing

wiederum unter Bildung von Pyrophosphat eine weitere Lichtemittierung auslosen. Diese
andauernde zyklische verlaufende Reaktion ist unerwiinscht und wird mit Hilfe der zugegebenen
Apyrase unterbunden. Dieses Enzym reagiert mit ATP zu AMP, sodass diese Reaktion schnell
reduziert wird. Des Weiteren reagiert dieses Enzym mit den verbliebenen dNTPs zu dNMP.
Somit sind bei der Zugabe des ndchsten Nukleotids keine storenden Produkte enthalten
(Abbildung 5).

Neben der klassischen Markerentwicklung wird immer hiufiger versucht die Sequenz der
Resistenzgene zu ermitteln. Beim sogenannten ,,map based cloning® werden mit Hilfe einer
groflen Population moglichst viele Marker im Bereich des Gens angereichert (Young, 1990).
Anschlieend wird ein BAC- oder YAC-Klon gesucht, welcher mit der Markersequenz
hybridisiert. Uber Klonierung der Randsequenzen und Hybridisierung wird nach weiteren, sehr
eng gekoppelten Markern gesucht. Diese werden in sehr groBen Populationen auf ihren
genetischen Abstand hin tiberpriift. Im Idealfall konnen Marker bestimmt werden, die von einem
Klon stammen und das Resistenzgen auf beide Seiten genetisch und physikalisch eingrenzen.
Yahiaoui et al. (2004) gelang es mittels ,,chromosome walking* Pm3b zu identifizieren und zu
klonieren. Dabei nutzten sie die bereits bekannten zu Pm3b eng gekoppelten RFLP-Marker
WHS179 und BCD1434 als Ausgangssequenzen (Hartl et al., 1993; Ma et al., 1994). Aufgrund
der relativ groflen Abstinde zum Resistenzgen war vorerst ein ,,map based cloning® der

Resistenzgene nicht moglich. Entsprechend wire eine aufwiéndige Feinkartierung als
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Zwischenschritt notwendig. Krattinger et al. (2008) konnten mit Hilfe der zu Lr34 eng
gekoppelten Mikrosatelliten GWM1220 und SWMIO0 in Brachypodium sylvaticum vier
proteinkodierende Sequenzen ermitteln (Bossolini et al., 2006). Ein Vergleich dieser Sequenzen
mit ,,wheat expressed sequence tags® in Weizen ermoglichte die Identifizierung analoger

Sequenzen, welche fiir das ,,chromosome walking* mit BAC-Klonen benutzt wurden.

Die Identifikation von Mehltauresistenzgenen durch die Expressionsanalysen ist mit einem
hohen experimentellen Aufwand verbunden, da die Resistenzgene zumeist nur schwach und/oder
konstitutiv exprimiert werden. Aufgrund von verbesserten analytischen Methoden konnte aber in
letzter Zeit ein wesentlicher Fortschritt erzielt werden. Vor kurzem konnte eine cDNA-
Bibliothek mit 13000 ESTs aus Gerstenpflanzen erstellt werden. Bei einer darauffolgenden
Expressionsanalyse mit Mehltauisolaten an Gerstenpflanzen konnten dabei 102 differenziell
exprimierte Gene detektiert werden. 11 davon wurden als mehltauspezifisch angegeben
(Eichmann et al., 2006). Solche cDNA-Bibliotheken konnen in Zukunft fiir die Auswertung von
Expressionanalysen herangezogen werden. Caldo et al. (2004) konnten mittels nah-isogener
Linien eine Unterdriickung der mRNA-Expressionen bei anfilligen Pflanzen 16 h nach der
Inokulation in der Epidermis feststellen. Um Expressionsanalysen zu erleichtern, wurden
inzwischen fiir jedermann zugéngliche Datenbanken zur Analyse von ESTs zur Verfiigung

gestellt (www.BarleyBase.org/).

Zur Analyse der Funktion von bekannten Genen, aber auch von Kandidatengenen wird die
sogenannte TILLING-Technik (targeting induced local lesions in Genomes) angewandt
(McCallum et al., 2000). Dabei werden durch Mutagenisierung groler Populationen bei
manchen Linien Verdnderungen in der Resistenz bewirkt. Mittels dem Enzym Cel-Nuklease I,
welches Fragmente an Einzelstringen schneidet (Till et al., 2004), konnen bekannte, mutierte
Gene identifiziert werden. Durch die Phinotypisierung kann die Wirkung der Mutation auf die
Resistenz festgestellt und somit die Funktionalitit in der Pathogenabwehr erdrtert werden.
Seltener Nebeneffekt fiir die Ziichtung konnte die Erzeugung neuer Resistenzgene sein.
Nachteilig ist der dafiir grole zeitliche und finanzielle Aufwand. Ein weiterer Nachteil der
TILLING-Technik ist der hohe Anteil von orthologen Genen im Weizengenom. Als Folge
amplifizieren viele Primer mehrere Fragmente, welche aufgrund ihrer starken Ahnlichkeit
Heteroduplexe bilden, die nicht auf Mutation zuriickzufiihren sind (personliche Mitteilung,

Schmolke).
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Eine weitere Moglichkeit der Markerentwicklung stellt das Arbeiten mit konservierten
orthologen Genen dar (COS). Dabei werden mit Hilfe von Primern moglichst alle orthologen
Gene erfasst, welche fiir eine Resistenz verantwortlich sein konnen. Eine anschlieBende
vergleichende Analyse der Fragmente mittels SNP-SSCP erlaubt eine Differenzierung der
Resistenzgene auch bei Punktmutationen (Bertin et al., 2005). Bei der SNP-SSCP werden
orthologe Gene nach deren Sekundérstruktur aufgetrennt und Mutationen durch ein veridndertes

Bandenmuster detektiert.

1.6 Zielsetzung

Unter den zugelassenen Winterweizensorten sind Sorten, die gegen den Weizenmehltau sehr
resistent sind und deren Resistenzgenetik nicht charakterisiert ist. Die darin wirksamen
Resistenzgene sind fiir die praktische Ziichtung von besonders groem Interesse. Wichtigste
Grundlage fiir die phédnotypische Evalierung sollen in diesere Arbeit Feldversuche unter
natiirlichen Bedingungen sein, um die Adultpflanzenresistenz zu erfassen, die auch Gegenstand
der Sortenzulassung und die wichtigste Resistenzkomponente im Anbau ist. Speziell Sorten und
Linien mit unbekannten Resistenzgenen sollen mit Hilfe von molekularen Markern
charakterisiert werden. Ein hoher Anteil der Sorten beinhaltet die Resistenzgene Pm4b, Pm5 und
Pm6. Da die Resistenzeigenschaften der Sorten mit diesen Genen stark unterschiedlich sind, soll
deren Wirkung durch dazu gekoppelte molekulare Marker néaher evaluiert werden. Des Weiteren
sollen durch diese Arbeit molekulare Marker identifiziert werden, die den Zuchtfortschritt im

Rahmen der markergeststiizten Selektion beschleunigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Zur Evaluierung der Mehltauresistenzen wurden die Nachkommenschaften der Kreuzungseltern
Atlantis/Cortez, Dobros/Kalistos, Classic/G93012, Dekan/90018, Convent/92422 und
K2/Audace//Audace untersucht. Diese enthalten zum Teil bekannte Resistenzgene. Dabei
handelte es sich bei der Kreuzung von Atlantis/Cortez um 91 doppelhaploide Linien. Von der
Fs.¢-Generation der Kreuzung Dobros/Kalistos sowie der Fi.s-Generation der Kreuzung
Convent/92422 wurden 120 Linien verwendet. Von der Population von Classic/G93012 wurden
140 Linien der Generation F,.5 angebaut. Ebenfalls wurden von der Kreuzung Dekan/90018 79
Linien der Generation Fsg ausgesit (Tabelle 4). 80 DH-Linien aus der Riickkreuzung
K2/Audace//Audace wurden angebaut. Die Sorten Cortez, Classic, Dekan, Dobros, Convent und
K2 dienten dabei als Resistenzgendonoren. Als anféllige Kreuzungseltern dienten die Sorten

Atlantis, Kalistos und Audace, sowie die Linien 92422, G93012 und 90018 (Tabelle 4).

Tab. 4: Verwendete Populationen

Kreuzung Herkunft Priifgeneration Linienzahl

Atlantis/Cortez LfL Freising DH-Population 91

Dobros/Kalistos Saatzucht Strube Fs.¢ 120

Classic/G93012 LfL Freising Fs5 140

Dekan/90018 LfL Freising Fs.¢ 79

Convent/92422 LfL Freising | 120
K2/Audace//Audace | Saatzucht Schweiger DH BC; 80
Feldversuche

Die Versuchstandorte fiir die Evaluierung des Mehltaubefalls waren Sollingen [Saatzucht

Strube] nahe Helmstedt, Feldkirchen [Saatzucht Schweiger] nahe Moosburg, Lenglern
[Saatzucht Strube] nahe Gottingen, sowie Pulling [LfL] nahe Freising. Die Kreuzungslinien
wurden, wie in Tabelle 5 angegeben, in unterschiedlichen Jahren an den oben angegebenen
Standorten gepriift. Die Feldpriifungen wurden in Doppelreihen mit 1,5 m Linge bei einer

Flache von 0,6 Quadratmetern mit zwei Wiederholungen in einer randomisierten Blockanlage
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angelegt. Ingesamt bestand jedes Saatgutmagazin aus es sechs Doppelreihen mit jeweils fiinf
Nachkommenschaften der jeweiligen Kreuzungseltern und als Kontrolle die moderat anféllige

Sorte Batis. Zur Erfassung der Infektionsintensitidten wurde jede Linie bonitiert (Abbildung 6).

Tab. 5: Anbauorte von 2003-2005

Pulling Sollingen Feldkirchen Lenglern
Anbauorte
LfL. | Saatzucht Strube Saatzucht Schweiger Saatzucht Strube
Anbaujahr 2003 2003 2004 | 2000 | 2003 | 2004 | 2005 2009
Atlantis/Cortez + + + +
Dobros/Kalistos + + + + +
Classic/G93012 + + + +
Dekan/90018 + + + + +
Convent/92422 + + + +
K2/Audace//Audace + + +

Die Befallsskalierung war von eins bis neun, wobei Linien mit der Boniturnote eins nicht und
Linien mit der Boniturnote neun vollstindig befallen waren. Der genaue Boniturtermin

schwankte witterungsbedingt zwischen den einzelnen Jahren und Orten um Anfang Juni.

Abb. 6: Weizen im Feld stark mit Weizenmehltau befallen
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23 Infektionstests mit Einsporisolaten

Zur genauen Charakterisierung der Populationen auf spaltende qualitative Keimlingsresistenzen
wurden manche Versuche mit Einsporisolaten (Inokulierung der Elternlinien sowie die
Nachkommenschaften der Population Atlantis/Cortez und Dobros/Kalistos) an Blattsegmenten
von Dr. Kerstin Flath (JKI), durchgefiihrt (Tabelle 6 und Anhang 7.1) (Bartels und Backhaus,
2002; Felsenstein, 1991). Die
Mehltauisolate  fiir die eigenen
Versuche  am  Lehrstuhl  fiir
Pflanzenziichtung wurden von Dr.
Sai  Hsam (TU-Miinchen) zur
Verfiigung gestellt. Als Kontroll-
pflanze sowie zur Vermehrung der
Mehltauisolate wurde die mehltau-

anfillige Weizensorte Chancellor

o ) ) ) ) ~ (Briggle, 1969) eingesetzt. Aus dem
Abb. 7: Mit Einsporisolaten inokulierte Weizenblitter
auf Benzimidazol-Agar mittleren Teil des Primérblattes der
10 Tage alten Pflanzen wurden mit
einer Rasierklinge 3 cm lange Blatt-

stiicke geschnitten und anschlieBend

: o %_ 2 ‘ in durchsichtige Kisten (Grundfliche
i1 L1 YR 20 x 10 cm mit je 12 Abteilen) oder
.l L;_ " >ﬂ .g_ in Petrischalen auf Benzimidazol-
o __ b % _ﬁ Agar (6 g Agar und 35 mg
1% 5% 50°% Benzimidazol/Liter Wasser) gelegt
Abb. 8: Darstellung zur Ermittlung des prozentualen (Abbildung 7). Wihrend in den

Mehltaubefalls (A , 2003 ) . )
ehltaubetalls (Anonym 2) Inokulationsversuchen in Weihen-

stephan die befallene Blattfliche
ermittelt wurde, erfolgte die Beurteilung des Mehltaubefalls von Dr. Kerstin Flath wie in
Tabelle 6 dargestellt.
Die Mehltaukonidien wurden in Anlehnung an Aslam und Schwarzbach (1980) entweder in
einem Inokulationsturm (Innenmal: Linge 54 cm x Breite 54 cm x Hohe 90 cm) mit einem
zylindrischen Aufsatz aus Plexiglas oder in einem Plexiglaszylinder (Radius ca. 7 cm, Hohe ca.
20 cm) durchgefiihrt. In diesen wurden die Einzelsporen mit Hilfe einer Luftpumpe verblasen,

welche sich anschlieend auf den Blittern verteilten. Die Petrischalen wurden daraufhin fiir zehn
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Tage bei 18°C und einer stindigen Belichtung von 10 E/m? inkubiert. AnschlieBend wurde der
Befall, nach dem in Abbildung 8 und Tabelle 6 dargestellten Schema, bonitiert. Sporenisolate,
die zwischen den Elternlinien der jeweiligen Kreuzungen differenzierten, wurden zu
Infektionstests bei der entsprechenden Population ausgesucht. Durch die Verwendung der so
ausgewihlten Sporenisolate ergaben sich fiir die untersuchten Populationen individuelle
Virulenzmuster (7.1). Diese Virulenzmuster der Populationen erlaubten Riickschliisse auf
spaltende Resistenzgene.

Um Hinweise auf moglicherweise bereits bekannte Gene in den Kreuzungseltern zu bekommen,
wurden Virulenzmuster der Kreuzungseltern mit den Virulenzmustern von Linien mit bekannten

Resistenzgenen verglichen.

Tab. 6: Bewertungsschema der Boniturnoten (Kerstin Flath, JKI; nach Jahoor, 1986)

Entwicklung von
Befallstyp Myzelwachstum Sporulation Chlorosen und Einstufung als:
Nekrosen
1 kein keine vorhanden resistent
1-2 schwach keine vorhanden resistent
2 mittelmaBig schwach vorhanden resistent
2-3 mittelmaBig mittelmaBig vorhanden resistent
3 stark vorhanden vorhanden anfillig
3-4 stark vorhanden vorhanden anfillig
4 stark keine keine anfillig

24 DNA-Extraktion

Zur Gewinnung von DNA aus Weizenpflanzen wurden von Blittern aus acht Pflanzen einer
Linie Segmente entnommen und gekithlt vom Feld transportiert. Danach fand eine
Gefriertrocknung des Blattmaterials im Vakuum bei 0,005 mbar fiir 2 Tage statt. Das trockene
Blattmaterial wurde anschliefend fiir 2 min in einer Kugelmiihle gemahlen. Zu den 0,5 g
getrocknetes Blattmaterial erfolgte eine Zugabe von 15 ml CTAB-Extraktionspuffer. Die
Suspension wurde vorsichtig gemischt und anschlieBend 1 h bei 65°C inkubiert. Die Proben
wurden auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit 15 ml Chloroform/Isoamylalkohol 24:1 versetzt.
Nach kurzem Mischen der Proben wurde die Suspension mit Hilfe eines Uberkopfschiittlers

15 min zur Extraktion von hydrophoben Substanzen sowie Proteinen gemischt. AnschlieBend
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erfolgte die Phasentrennung der Probe durch Zentrifugation bei 5000 g fiir 10 min. Die obere
wissrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und der Rest verworfen. Zum Entfernen von
storender RNA wurden zur Losung 10 U RNAse gegeben und 20 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Das anschliefende Ausfillen der DNA geschah durch eine vorsichtige Zugabe von
5 ml einer -20°C kalten Losung, bestehend aus 76 % Isopropanol sowie 0,2 M Natriumacetat-
Trihydrat. Die Losung wurde darauthin zum Ausfillen der DNA fiir 1 h im Gefrierschrank
aufbewahrt. Mit einer Pasteurpipette wurde die ausgefillte DNA aus der Losung genommen und
in ein 2 ml Reaktionsgefd3 mit 1 ml 10 mM Ammoniumacetat sowie 76 % Ethanol iiberfiihrt.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir 20 min bei RT und darauthin eine Zentrifugation fiir
2 min bei 8000 g. Die Losung wurde vorsichtig dekantiert, so dass sich nur noch ein Pellet im
Reaktionsgefil befand. 1 ml 76 % Ethanol wurde dazu gegeben und nach kurzem Schwenken
2 min bei 8000 g zentrifugiert. Danach wurde die fliissige Phase wiederum vorsichtig verworfen.
Das Entfernen von Restalkohol wurde durch Trocknung der Probe fiir ca. 15 min im Vakuum
erreicht. Darauthin wurde die DNA in 1 ml TE-Puffer mindestens 12 h bei -4°C gelost.

Zur Kontrolle der DNA-Qualitdt und zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde 10 pl
geloste DNA mit 1 pl Loading-Dye vermengt. Die Proben sowie ein Lambda x HindIII Standard
wurden auf ein 1 % -iges Agarosegel (1 g Agarose pro 100 mL TE-Puffer) mit 0,005 %
Ethidiumbromid aufgetragen. Die Elektrophorese fand 6 h lang bei einer Spannung von 30 V
statt. AnschlieBend wurde das Agarosegel mit Hilfe eines Laserscanners gescannt. Durch den
Vergleich der Intensitdt der Fragmente mit den Fragmenten des Lambda x HindIIl Standards
erfolgte eine Abschitzung der DNA-Konzentration. Durch entsprechende Zugabe von Wasser

wurde die DNA-Konzentration auf 50 ng/ul eingestellt.

2.5 AFLP-Marker Entwicklung

Fiir die Genotypisierung der Kreuzungen und der Kreuzungseltern in den Populationen wurde
die AFLP-Technik (Vos et al., 1995; Schmolke, 2004) durchgefiihrt.

Die Restriktion und Ligation setzte sich wie in Tabelle 7 beschrieben zusammen.
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Tab. 7: Mastermix fiir den Restriktions- und Ligationsansatz

Komponenten Volumen in ul  Endkonzentration
ATP 1,25 1 mM
NEB2 Puffer 10x 1,25 1 mM
Ligase 0,17 10
BSA 10x 1,25 1x

Sse 8387 I bzw. Pst 1 0,125 25U
Mse I 0,1 10
Mse-Adapter 0,5 2 uM
Sse-Adapter 0,5 0,2 uM
DNA 5.5 22 ng/ul
Wasser pidest 1

Gesamtvolumen 12,5

Der Restriktion-Ligation-Ansatz wurde 2 h im Thermocycler bei 37°C inkubiert. Danach folgten

die Preamplifikation (Tabelle 8 und 9) und anschlie3end die selektive PCR (Tabelle 10 und 11).

Tab. 8: Mastermix fiir die Preamplifikation

Komponenten Volumen in ul  Endkonzentration
PCR Puffer 10x 1 1x
dNTP 0,4 0,8 mM
MgCl, 0,3 1,5mM
Sse 00 Primer 0,3 0,3 uM
Mse 00 Primer (fiir Sse) oder

Mse 02 Primer (fiir Pst) 03 0-3uM
Taqg-Polymerase 0,1 10/ul
DNA aus Restriktion/Ligation

(1:4 verdiinnt) 3

Wasser pidest 4,65

Gesamtvolumen 10
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Tab. 9: Temperatur-/Zeitprofil fiir die Preamplifikation

Temperatur Dauer Zyklen
94°C 2 min

94°C 30 sec

60°C 1 min 20x
72°C 2 min

72°C 10 min

Tab. 10: Mastermix fiir die selektive PCR

Komponenten Volumen in ul  Endkonzentration
PCR Puffer 10x 1 1x
dNTP 0,4 0,8 mM
MgCl, 0,3 1,5 mM
Sse- bzw. Pst-Primer (10 mM) 0,3 0,3 uM
Mse 00 Primer (fiir Sse) 0,3 0,3 uM
Tag-Polymerase 0,05 0,5 U/ul
DNA aus Preamplifikation 3

(1:39 verdiinnt)

Wasser pidest 4,65

Gesamtvolumen 10

Tab. 11: Temperatur-/Zeitprofil fiir die selektive Amplifikation

Temperatur Ramp Dauer  Zyklen

94°C 2 min

94°C -1°C/sec 30 sec

65°C +1°C/sec 30sec | 9x
72°C 2 min

94°C -1°C/sec 30 sec

56°C +1°C/sec 90sec | 23x
72°C 2 min

72°C 10 min



Material und Methoden 31

2.6 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Amplifikate i1m elektrischen Feld fand bei AFLP- und
Mikrosatellitenanalysen in einem 6 % denaturierendem Polyacrylamidgel bei 50 W statt. Alle
SSE- bzw. MSE-Primer sowie ein Teil der Mikrosatellitenprimer waren mit dem Farbstoff Cy3
markiert. Bei Amplifikaten ohne Cy3 markierten Primern wurde nach der Elektrophorese auf die
Polyacrylamidgele 8 ml 0,04 % Vistragreen gegossen und vorsichtig mit einem elastischen
Plastikschaber verteilt.

1,7 %-ige Agarosegele mit 0,005 % Ethidiumbromid wurden zur Auswertung von PCR-
Reaktionen mit STS-Markern sowie zur Kontrolle von Restriktionsfragmenten verwendet. Die
Elektrophorese fand bei 2 V/cm fiir 2 h statt. Die anschlieBende Visualisierung der Fragmente

wurde mit einem Laserscanner durchgefiihrt.

2.7 Strategien der Markerentwicklung

Je nach Spaltung und Ausprigung der phinotypischen Ergebnisse wurden verschiedene
Kartierungsstrategien angewandt (Tabelle 12).

Bei klarer Klassenbildung wurde die Strategie der ,,bulked segregant-Analyse* eingesetzt. In der
Population Classic/G93012 wurde die Identifizierung von gekoppelten Markern iiber die
Genotypisierung der anfélligen beziehungsweise weniger befallenen Subpopulationen
durchgefiihrt. Dazu wurden je 20 Linien der Rinder der Boniturverteilung verwendet. Aufgrund
der kaum verbesserten Effiktivitit wurde fiir die Population Convent/92422 und Dekan/90018
jeweils die gesammte Population untersucht. Die Kartierung und Verifizierung der Marker
wurde mit allen Individuen der Populationen durchgefiihrt. Die Schitzung der Effekte einzelner
Genorte fand iiber eine QTL-Analyse mittels spezieller Intervallkartierungsverfahren oder iiber
lineare Regressionsmodelle statt. Populationen, die bei der Phénotypisierung eine breite
kontinuierliche = Verteilung der  Resistenzausprigung  zeigten, wurden  komplett
molekulargenetisch genotypisiert.

Als Markersystem wurden AFLP-Marker eingesetzt.
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Tab. 12: Angewandte Strategien zur Entwicklung molekularer Marker

Strategie | ,,bulked segregant* Kartierung mit Kartierung mit
Kreuzung Analyse extremen Linien gesamten Population
Atlantis/Cortez + - -
Dobros/Kalistos + - -
Convent/92422 - - +
Classic/G93012 - + -
Dekan/90018 - - +
K2/Audace//Audace + - -

2.8 Lokalisierung der Marker

Fiir die Lokalisierung der Marker wurden zum einen nullitetrasome Linien der Sorte Chinese

Spring (zur Verfiigung gestellt von Prof. Zeller, TU-Miinchen) sowie Mikrosatelliten- bzw.

AFLP-Marker benutzt. Dabei wurden AFLP-Marker von Chinese Spring verwendet, welche in

der Kreuzungspopulation mit dem Resistenzort koppelten. Fehlte ein Marker ausschlielich auf

einer nullitetrasomen Linie, so konnte der Marker diesem entsprechenden fehlenden Chromosom

der Linie zugeordnet werden. Als Weiteres wurde versucht mit Hilfe von Kopplungsanalysen mit

Mikrosatelliten, deren Lage auf dem Weizengenom bekannt ist, die Marker zu lokalisieren.

Dabei wurde fiir die verwendeten Mikrosatelliten folgendes PCR-Protokoll angewendet (Tabelle

13 und 14).
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Tab. 13: PCR-Ansatz fiir die Amplifikation mit Mikrosatelliten

Komponenten Volumen in ul  Endkonzentration
PCR Puffer 10x 2 1x

dNTP 0,8 0,8 mM
MgCl, 0,6 2,5mM
Primer F 2 0,3 uM
Primer R 2 0,3 uM
Tag-Polymerase 0,1 0,025U/ul
DNA 1 2,5 ng/ul
Wasser pigest 11,5

Gesamtvolumen 20

Tab. 14: Temperaturprofil bei Amplifikation mit Mikrosatelliten

Temperatur Dauer  Zyklen
94°C 3 min

94°C 10 sec

50°C, 55°C, 60°C " 30sec | 30x
72°C 50 sec

72°C 15 min

" Je nach Literaturangabe

29 Charakterisierung der QTL

Die Ermittlung der Wirkung einzelner QTL erfolgte durch Mittelwertsvergleiche. Bei
Normalverteilung der Boniturwerte (Classic/G93012, Dekan/90018, K2/Audace//Audace)
erfolgte der statistische Test auf Signifikanz des Mittelwertsvergleichs nach Scheffe mit Hilfe
des Statistikprogramms SAS. Bei nicht normalverteilten Boniturnoten, wie bei den
Nachkommenschaften der Kreuzungen Atlantis/Cortez, Dobros/Kalistos und Convent/92422
fand der Wilcoxon-Rangsummentest im Statistikprogramm R (Version 2.8.0) Anwendung
(Befehl: wilcox.test). Von einem signifikanten Einfluss der QTL auf die Resistenzausprigung

ging man bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner als 5 % aus.



Material und Methoden 34

Zur Berechnung der genetischen Abstinde zwischen zwei Markern wurde das Programm
Mapmaker (Lander et al., 1987) hinzugezogen. Dabei wurde bei einem LOD-Wert >3 von einer
Kopplung der Marker zueinander ausgegangen. Bei mehreren Markern wurde zum Kartieren das
Programm Joinmap (Ooijen und Voorrips, 2001) benutzt. Die Lokalisierung der QTL bei
Vorliegen von Kopplungsgruppen erfolgte mit dem Program MultiQTL. Dabei wurden fiir die
iiber die Transformation die genetischen Abstinde der Logarithmus nach Kosambi (1944)

errechnet.

2.10  STS- und Pyrosequencing Marker
Zur Entwicklung eines neuen STS- und Pyrosequencing Markers fiir Pm29 wurde ein Amplifikat

aus dem AFLP-Fragment sequenziert.
Pm29 Caps Forward: 5' Biotin-ctg gac gga tga ggg cat- 3'

Pm29 Caps Reverse: 5'-gtc gaa atc aga aaa gtc t-3'

Der Reaktionsmix hatte dabei folgende Zusammensetzung:

Tab. 15: PCR-Ansatz zur Amplifizierung des zu sequenzierenden Fragments

Komponenten Volumen in ul  Endkonzentration
PCR Puffer 10x 2,5 1x

dNTP 0,8 0,8 mM
MgCl, 2,5 2,5 mM
Primer F 1 0,4 uM
Primer R 1 0,4 uM
Tag-Polymerase 0,2 0,04 U/ul
DNA 1 2 ng/ ul
Wasser pidest 16

Gesamtvolumen 25
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Tab. 16: Temperaturprofil zur Amplifikation eines Pm29-Markers

Temperatur Dauer  Zyklen
94°C 2 min

94°C 30 sec

60°C 1 min 39x
72°C 2 min

72°C 10 min

Das gewonnene PCR-Produkt (Tabelle 15 und 16) wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Darauthin wurden die Amplifikate ausgeschnitten und in 20 pl
Wasser eluiert.

Anschlieend erfolgte die Reamplifikation nach dem gleichen PCR-Protokoll.

Zur Kontrolle der Spezifitit der PCR erfolgte eine Gelelektrophese in einem 1,7 % Agarosegel
mit 10 pul des PCR-Produkts. Der verbleibende Rest des PCR-Produkts wurde mit dem Qiagen
Purification Kit nach Empfehlung des Herstellers von dNTPs, Primern, Salzen und
unerwiinschten kurzkettigen Amplifikaten gereinigt.

Die erhaltenen Fragmente wurden mit Hilfe des Qiagen Cloning Kit kloniert. Pro Probe wurden
gekiihlt 1 pl pDrive Cloning Vektor (50 ng/ul) mit 2 pl PCR Produkt, 2 ul Wasser, sowie 5 pl
2 x Ligation Mastermix miteinander vermischt. Nach 30 min Inkubationszeit der Vektoren bei
4°C wurden die kompetenten Zellen (Qiagen) eisgekiihlt aufgetaut. Danach erfolgte die Zugabe
von 2 ul der Ligation zu den Zellen mit anschlieBender Inkubation von 5 min auf Eis.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 30 sec bei 42°C und daraufhin wiederum fiir 2 min auf Eis
inkubiert. Nach Hinzugabe von 250 ul SOC-Medium wurden die Zellen sofort auf LB Agar-
Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 36°C im Brutschrank gelagert.

Mit autoklavierten Zahnstochern wurden die weilen Kolonien gepickt und in fliissiges LB-
Medium gegeben. Daraufhin fand die Inkubation fiir 24 h bei 36°C im Brutschrank statt. Die
Miniprep erfolgte mit dem Nucleospin® Plasmid Aufreinigungs-Kit der Firma Macherey-Nagel.
Zur Kontrolle des Inserts wurden 4 ul pDNA mit dem Enzym EcoRI versetzt und fiir 2 h bei
37°C inkubiert. Darauthin erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung der Plasmide.

Zum schnellen Nachweis von SNPs in der Sequenz wurde die Methode des Pyrosequencings
eingesetzt. Die Detektion von SNPs mit dem Pyrosequencer basierte auf den Daten der

Sequenzierungen der Firma MediGenomix. Hierfiir wurden fiir die PCR die Primerpaare Pm29
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CAPS Forward/Pm29 CAPS Reverse (biotinyliert) eingesetzt. Danach folgte eine Zugabe von
20 pl PCR-Produkt, das mit 20 pul Wasser verdiinnt war. AnschlieBend wurden 40 ul Beads-
Binding-Puffer (3 ul Sepharose-Beads mit 37 ul Binding-Puffer) gut gemischt. Die Sepharose-
Beads wurden mit der daran gebundenen DNA mit dem Vacuum-Prep-Tool (VPT) unter
angelegtem Vakuum angesaugt. Danach wurden das PCR-Produkt mit dem VPT fiir 5 sec in
70 % Ethanol gegeben. Darauthin wurde mit dem VPT die DNA fiir 5 sec in eine denaturierende
Losung gegeben. AnschlieBend erfolgte fiir 5 sec eine Reinigung im Wasch-Puffer. Zum
Ablosen der DNA wurde das Vakuum abgeschaltet und das VPT in 38,8 ul Buffer und 1,2 ul
10 mM Sequencing Primer leicht geschiittelt. Danach wurden die gelosten Proben 2 min auf

80°C erhitzt und anschlieend langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Phénotypisierung der Feldresistenz gegen den
Echten Mehltau im Winterweizensortiment

3.1.1 Sorten mit unbekannten Resistenzgenen: Cortez

Die 91 doppelhaploiden Linien der Population Atlantis/Cortez wurden an vier Umwelten, welche
einen unterschiedlichen Krankheitsdruck aufwiesen, gepriift (Abbildung 9).
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Abb. 9: Verteilung der Mehltau-Bonituren aus der Feldpriifung der DH-Population
Atlantis/Cortez an den Standorten Pulling 2003 (A), Sollingen 2004 (B), Feldkirchen
2004 (C), Lenglern 2009 (D).

Bei der Bonitur in Pulling 2003 konnte bei der Mehrzahl der Linien kein Befall festgestellt
werden. Der mittlere Befall lag bei 2,0 bei einem Median von 1. Die Verteilung war linksschief.
49 Pflanzen hatten einen Befall von < 2,5, 42 Pflanzen waren stirker befallen. In Feldkirchen
2004 betrug der Boniturmittelwert der Population 2,0 bei einem Median von 1,6. 65 Linien
hatten einen Boniturwert < 2,5. Die verbleibenden 25 Linien waren stirker infiziert. In Sollingen
betrug der mittlere Befall im Jahr 2004 3,6 mit einem Median von 2,5. Hier hatten 38 Linien
einen Befall < 2,5. 53 Pflanzen waren mit dem Boniturwert > 2,5 stirker anfiéllig gegeniiber dem

Mehltauerreger. Dabei wurde aufgrund der sehr linksschiefen Verteilung der Boniturdaten von
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Tab. 17: Korrelationskoeffizient und p-Wert der Boniturnoten zwischen den einzelnen Umwelten

Pulling 2003 Feldkirchen 2004 Sollingen 2004
. r=0,72 r=0,73

Feldkirchen 2004

p<0,01 p<0,01

. r=0,70 r=0,73

Sollingen 2004

p<0,01 p =<0,01

r=0,65 r=0,74 r=0,83
Lenglern 2009

p<0,01 p<0,01 p<0,01

Pulling 2003 fiir die Auswertung nur die Versuchsdaten aus Sollingen und Feldkirchen 2004,
sowie Lenglern 2009 verwendet.
Zwischen den Umwelten Sollingen 2004 und Feldkirchen 2004 zeigte sich eine sehr gute

Korrelation. Die weiteren Umwelten waren nicht miteinander signifikant korreliert (Tabelle 17).
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Abb. 10: Genetische Karte fiir den Mehltauresistenzgenort der Sorte Cortez basierend auf der
Keimpflanzenpriifung (links) und LOD-Kurve der QTL-Kartierung (rechts). Dabei
liegen die Feldbonituren von Sollingen und Feldkirchen aus dem Jahre 2004 sowie von
Lenglern 2009 zu Grunde.
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Basierend auf den Ergebnissen der Feldversuche wurde jeweils DNA resistenter und anfilliger
Linien gemischt und mit 64 AFLP-Primerkombinationen auf Basis der ,bulked segregant-
Analyse untersucht. Dabei wurden drei AFLP-Marker identifiziert, welche in einem genetischen
Abstand von 7-22 cM zum Mehltauresistenzgenort liegen. Die QTL-Kartierung mit den
Boniturdaten aus den Jahr 2004 in Feldkirchen und So6llingen sowie Lenglern 2009, die weniger
linksschief verteilt waren, ergab die Positionierung eines Resistenz-QTLs in unmittelbarer Nihe
zum AFLP-Markergenort XP66M50-240 (Abbildung 10). Dieser Genort erklarte 45 % der
phéanotypischen Varianz der Mehltaubonitur in dieser Population unter Beriicksichtigung der

Umwelteffekte.

Dabei zeigten Linien mit dem Resistenzgenmarker P66M50-240 gegeniiber denen ohne diesen
Marker einen signifikant erniedrigten Mehltaubefall (Abbildung 11).

Parallel zur Feldpriifung wurden die Elternlinien Atlantis und Cortez mit Einspor-Isolaten
gepriift, um in der Population spaltende Keimlingsresistenzgene zu identifizieren. Dabei wurden,
wie bei allen anderen verwendeten Populationen, mit den Kreuzungseltern Inokulationsversuche
mit mehreren Einsporisolaten durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen Infektionsmuster mit den

moglicherweise enthaltenen Resistenzgenen sind im Anhang aufgelistet (7.1).

Die ausgewihlten Mehltauisolate 23, 24, 42 und 146 zeigten sich alle bei der Sorte Atlantis
virulent und bei Cortez avirulent (Tabelle 18). Diese Isolate sind gegeniiber den in Atlantis
enthaltenen Resistenzgenen Pm4b und Pm8 ebenfalls virulent. Mit diesen differenzierenden
Isolaten wurden anschlieBend Keimpflanzen der gesamten Population inokuliert und der
Mehltaubefall nach 10 Tagen bonitiert. Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte der Marker P66MS50-
240 mit einem Abstand von 7 cM zum Resistenzgen lokalisiert werden. Bei der Verrechnung der
Feldboniturdaten konnte mit dem Marker P66M50-240 zum Resistenzgen ein Kopplungsabstand

von 0,8 cM berrechnet werden.

Aufgrund der Resistenz der Sorte Cortez gegen alle verwendeten Isolate, wurden zur weiteren
genetischen Aufkldarung Linien der Population mit Einzelsporen untersucht, die das festgestellte
Hauptgen nicht enthielten. Dabei zeigten sich bei manchen Linien ohne Resistenzmarker
Virulenzmuster, die der Kontrollsorte Rektor (Pm5) glichen. Durch Zuhilfenahme eines mit dem
Pm5-Locus gekoppelten Mikrosatelliten XGWM1267 (Huang et al., 2003) konnte in der
Subpopulation ohne den Resistenzgenmarker P66M50-40 eine Kopplung von 6 cM festgestellt
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werden. Eine signifikante Wirkung von Pm5 auf die Mehltauresistenz im Feld konnte jedoch

nicht beobachtet werden.

Tab. 18: Vergleich der Virulenzpofile von Linien mit und ohne XP66M50-240

Feldresistente Linien Feldresistente Linien
mit dem AFLP- ohne dem AFLP-
Kontrollsorte Rektor
Fragment Fragment
(enthélt Pm5)
XP66M50-240 XP66M50-240

Mehltauisolate | 6004 | 6009 | 6011 | 6021 | 6037 | 6046
23 0 0 1 2 2 2 2
24 0 0 0 4 4 4 4
28 0 0 0 4 4 - 4
42 0 0 0 2 2 2 2

Mit Hilfe des AFLP-Markers S17M20-133 konnte auch die Spaltung des in Atlantis vorhanden
Mehltauresistenzgenes Pm4b bestimmt werden. Der Anteil der Linien mit dem Mehltauresistenz-
gen Pm4b betrug etwa Y, was auf Mischerbigkeit der Sorte Atlantis in Bezug auf Pm4b
zuriickzufiihren ist (Anonym, 2003). Auch bei Beriicksichtigung des Hauptresistenz-QTL mittels
des AFLP-Markers P66MS50-240 ergab sich kein signifikanter Befallsunterschied in der
Subpopulation mit und ohne den Pm4b-Marker.



Ergebnisse 41

0 - |
O o i
5 : 0
c ! o
| — - °r
3 1
+— [
c < - !
o .
) :
[V T
XP66M50-240 - +
Scheffe A B
Anzahl 34 37

Abb. 11: Boxplot der Boniturmittelwerte (Feldkirchen 2004, S6llingen, 2004 und Lenglern
2009) von Linien der Kreuzung Atlantis/Cortez mit und ohne den Resistenzmarker
P66M50-240.

3.1.2 Sorten mit unbekannten Resistenzgenen: Dobros
Die 120 Linien der Population Dobros/Kalistos wurden in den Jahren 2003-2005 in insgesamt 5

Umwelten auf ihre Mehltauresistenz gepriift. Da in Feldkirchen und Sollingen 2003 aufgrund der
starken Auswinterung und Hitze nur noch ein Teil der Linien vorhanden war, welche kaum
Befall zeigten, wurden die dazugehorigen Boniturdaten nicht weiter beriicksichtigt. In den
restlichen Umwelten konnte eine linksschiefe Verteilung beobachtet werden, die auf mehrere
wirksame Resistenzgene schlielen ldsst (Abbildung 12). Im Mittel wurde nahezu % der Linien
mit einer durchschnittlichen Boniturnote kleiner zwei beurteilt, was einer Spaltung von zwei
dominanten Genen der Selbstungsnachkommen entsprechen konnte. Die Befallsverteilung
variierte mit Ausnahme dem Jahr 2003 in Feldkirchen zwischen den Umwelten kaum, was sich
in den relativ niedrigen Standardabweichungen in der Befallsverteilung sowie der ansonsten

hohen Korrelationen der Boniturwerte zeigt (Tabelle 19).
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Abb. 12: Verteilung der Mehltau-Bonituren aus der Feldpriifung der Population Dobros/Kalistos

an den Standorten Sollingen 2004 (A), Feldkirchen 2004 (B), Sollingen 2005 (C) und
Feldkirchen 2005 (D)

Tab. 19: Korrelationskoeffizient und p-Wert zwischen den einzelnen Boniturnoten der Umwelten
in der Population Dobros/Kalistos

Sollingen 2004 Feldkirchen 2004 | Feldkirchen 2005
r=0,14 r=0,03 r=0,03
Sollingen 2005
p=0,23 p=0091 p=0,94
r=0,45
Feldkirchen 2004
p <0,01
r=0,44 r=0,03
Feldkirchen 2005
p=0,14 p=0091

Bei der Priifung der Keimlingsresistenzen mit Einsporisolaten ergab sich fiir Kalistos ein
Resistenzmuster, das dem der Sommerweizensorte Ralle mit dem Resistenzgen Pm3 sehr stark
dhnelt (7.1). Fir die Resistenz der Sorte Dobros konnte keine Zuordnung zu bekannten
Resistenzgenen getroffen werden.

Fiir die molekulargenetische Identifizierung wurde die ,,bulked segregant“-Methode basierend

auf den Feldbonituren angewandt. Hierfiir wurden Pools mit 8-10 resistenten sowie mit 8-10



Ergebnisse 43

anfdlligen Linien erstellt. Dabei konnten die Marker P66M60-260 und P67M56-230 fiir zwei
unabhiingig spaltende QTLs gefunden werden, die jeweils 5 % bzw. 6 % der phinotypischen
Varianz iiber die Mittelwerte erkldren. Beide Marker zusammen erklidren bei Beriicksichtigung
der Umwelteffekte 20 % der phidnotypischen Varianz. Das Resistenzniveau von Linien ohne
diese beiden Resistenz-QTLs ist immer noch sehr hoch (Abbildung 13). Nur die
Genotypenklasse mit beiden QTLs lidsst sich signifikant von der Klasse, die beide QTLs nicht
besitzt, abgrenzen.

Nach Infektionsversuchen der Keimpflanzen (Tabelle 20) mit den Einsporisolaten 20 und 44,
welche gleiche Virulenzen zeigten, konnte fiir P67M56-230 ein genetischer Abstand von 14 cM
(LOD 8,7) zum Resistenzgen ermittelt werden. Eine Lokalisierung der Resistenzloci mit Hilfe
nullitetrasomer Linien sowie vorhandener genetischer AFLP-Karten (Héberle, 2008; Hiberle et
al., 2009; Holzapfel et al., 2008; Holzapfel, 2009) gelang nicht. Die Ursache dafiir lag darin, dass
die beiden Marker P66M60-260 und P67M56-230 weder in Chinese Spring, dem Donor der
nullitetrasomen Linien, noch in den Eltern der verschiedenen Kartierungspopulationen

amplifiziert wurden.

Tab. 20: Ergebnis des Inokulationversuchs der Nachkommenschaften der Kreuzung
Dobros/Kalistos mit den Isolaten 44 und 20

Isolatreaktion
kompatibel inkompatibel

P67M56-230

7 56
vorhanden

Marker

P67M56-230

57 6
nicht vorhanden
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Abb. 13: Boniturverteilung der Linien aus der Kreuzung Dobros/Kalistos in den Subpopulationen

klassifiziert mit den Markern P66M60-260 und P67M56-230

3.1.3 Sorten mit unbekannten Resistenzgenen: Classic
In der Population Classic/G93012 waren die Bonituren der Linien in den 5 Priifumwelten normal

verteilt. Die meisten Linien hatten dabei im Durchschnitt einen Befall zwischen 2,5 und 3,5. Der
Median betrug 3,1. Im Mittel wurden die Linien mit der Boniturnote 3,2 bewertet
(Abbildung 14). Die Korrelation der Boniturnoten zwischen den Umwelten lag dabei im
mittleren Bereich (Tabelle 21).

Fiir die QTL-Analyse wurden jeweils 20 Linien des rechten bzw. linken Randes der Verteilung
mit 80 AFLP-Primerkombinationen untersucht. Der Marker P65M60-700 erklirte 17 % der
phénotypischen Varianz iiber die Population.

Die Untersuchung der Keimpflanzen ergab fiir Classic eine mogliche Resistenzgenkombination
von Pm2, Pm4b und Pm5 (7.1). Deshalb wurde die Population mit Markern, die in enger

Beziehung zu den bekannten Resistenzgenen Pm2, Pm4b und Pm5 stehen, untersucht. Dabei
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Abb. 14: Verteilung der Mehltau-Bonituren aus der Feldpriifung der Population G93012/Classic
an den Standorten Sollingen 2003 (A), Feldkirchen 2003 (B), Sollingen 2004 (C),
Feldkirchen 2004 (D).

wurde der Mikrosatellitenmarker GWM?205, der auf dem Chromosomenarm 5DS in der Nihe der
Pm?2 Mehltauresistenz lokalisiert ist, in einem Abstand von 20 cM zum Resistenzmarkergenort
XP65M60-700 berechnet (Abbildung 16). Die Anwesenheit von Pm4b konnte durch den AFLP-
Marker S17M20-133 nicht bestitigt werden.

Tab. 21: Korrelationskoeffitienten und p-Werte zwischen den einzelnen Boniturnoten der

Umwelten in der Population G93012/Classic

Feldkirchen 2003 Feldkirchen 2004 Sollingen 2003

r<0,01 r<0,01
Feldkirchen 2004

p=025 p=0,33

r<0,01 r<0,01
Sollingen 2003

p=0,51 p=0,33

r<0,01 r<0,01 r<0,01
Sollingen 2004

p=0,46 p=0,35 p=0,42
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Abb. 15: Boniturverteilung der Linien in den Subpopulationen klassifiziert mit den Markern
P65M60-700 und GWM1267.

Der Markergenort XGWM1267 ist in der Nidhe von Pm5 auf dem Chromosomenarm 7BL
lokalisiert. Er wurde als Kandidatenmarker gepriift und erklirte 35 % der phénotypischen
Varianz bei Beriicksichtigung der Umwelteffekte (Abbildung 15).

Zwischen den Subpopulationen lassen sich nur die Gruppen signifikant unterscheiden, welche
beide Resistenzgenorte besitzen oder keinen der beiden haben. Dabei entsprach die Spaltung des
Markers GWM1267 fiir Pm5 mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <5 % nicht einer

erwarteten 1:1 Spaltung.
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Abb. 16: Kartierung der AFLP-Marker auf Chromosom 5DS (GrainGenes, Stand 2010) bei der
Kreuzung G93012/Classic. Die tatsdchliche Ausrichtung der genetischen Karten
zueinander ist unklar.

3.14 Resistente Sorten mit bekannten Resistenzgenen: Dekan
Bedingt durch die Auswinterung im Jahr 2003 wurden nur die Ergebnisse der 3 Umwelten aus

den Jahren 2004 und 2005 in die Auswertung einbezogen. Das Befallsmaximum der infizierten
Linien lag dabei im Durchschnitt zwischen 2,5 und 3,5. Der Median betrug im Durchschnitt aller
Orte 3,1, der Mittelwert war 3,2. Dabei zeigten sich normalverteilte Bonituren fiir die Linien der
Population 90018/Dekan mit einem insgesamt guten Resistenzniveau (Abbildung 17). Der Anteil

der Linien (2004 und 2005) mit Boniturwerten < 2,5 betrug 62 %. Die Korrelation der Bonituren
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Abb. 17: Verteilung der Mehltau-Bonituren aus der Feldpriifung der Population Dekan/90018 an
den Standorten Feldkirchen 2004 (A), Sollingen 2004 (B), Feldkirchen 2005 (C).

zwischen den einzelnen Umwelten war dabei durchgehend signifikant (Tabelle 22). Aufgrund
der begrenzten Populationsgro3e und der geringen Anzahl extrem reagierender Linien wurde die

komplette Population mit 64 AFLP-Primerkombinationen genotypisiert.

Tab. 22: p-Wert und Korrelationskoeffizient der Boniturnoten zwischen den Umwelten in der
Population Dekan/90018

Feldkirchen 2004 | Feldkirchen 2005
r=0,26
Feldkirchen 2005
p=0,02
r=0,54 r=0,30
Sollingen 2004
p<0,01 p<0,01

Mittels eines linearen Modells wurde der AFLP-Marker P63M52-310 fiir ein unbekanntes
Resistenzgen identifiziert, der allein 18 % der phéanotypischen Varianz unter Beriicksichtigung
der Umwelteffekte erkldrt und damit sehr wesentlich zur Resistenz beitrdgt. Eine Lokalisierung
mit Hilfe der nullitetrasomen Linien oder iiber einen Vergleich mit den anderen vorhandenen

Weizenkarten war nicht moglich.
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Da sich in der Sorte Dekan auch die qualitativ wirkenden Resistenzgene Pm4b, Pm5 und Pm6
mittels der Wirt-Pathogen-Interaktion im Keimpflanzenstadium diagnostizieren lieBen (7.1),
wurden molekulare Marker zur Bestimmung der Spaltung auf genotypischem Niveau verwendet.
Dabei zeigte die Spaltung des fiir Pm6 diagnostischen AFLP-Markers S13M20-120 (Hartl
miindlich) keinen Zusammenhang mit den Feldbonituren. Pm5 ist in beiden Kreuzungseltern
vorhanden, so dass keine Spaltung zu erwarten ist. Die Spaltung des mit dem Pm5-Genort eng
gekoppelten Mikrosatelliten GWMS577 zeigte keine Beziehung zur Resistenzausprigung.
Dagegen erklirte der AFLP-Marker S17M20-133, der fiir Pm4a/Pm4b diagnostisch ist, 14 % der
phénotypischen Varianz in der Subpopulation der 25 Linien ohne den mit Mehltauresistenz

assoziierten Markerlocus XP63M52-310.
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Abb. 18: Boniturverteilung der Linien aus der Kreuzung Dekan/90018 in den Subpopulationen
klassifiziert mit den Markern P63M52-310 und S17M20-133 (Pm4-Locus).

Die Regression der Gesamtpopulation mit beiden QTLs und deren Wechselwirkung erklért 32 %
der phinotypischen Varianz im Feldbestand. Die positive Reaktion der Resistenzgene ist
deutlich als Differenzierung zwischen den Genotypenklassen zu beobachten, wobei der QTL am
Pm4-Locus zusammen mit dem QTL (XP63M52-310) keine zusitzliche Verbesserung der
Resistenz bewirkte (Abbildung 18).
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3.1.5 Resistente Sorten mit bekannten Resistenzgenen: Convent
Die Spaltung in der Population Convent/92422 ergab abgesehen von dem sehr trockenen und

heiflen Jahr 2003, in dem in Feldkirchen kaum mehltaubefallene Linien zu beobachten waren,
eine breite Verteilung der Linienbonituren (Abbildung 19).

Bei der Kreuzung Convent/92422 konnte zwischen 2003 und 2004 ein mittlerer Befall von 2,4
festgestellt werden. Der Median lag dabei bei 2,3. 60 % der Linien waren besser als 2,5. Zwei
Linien waren mit den Boniturwerten 4,5-5,5 am meisten befallen. Nur ein geringer Anteil der
Linien war sehr resistent und mit der Note 1 bonitiert. Die Korrelation der Boniturwerte

zwischen den einzelnen Umwelten war dabei zum Teil gering (Tabelle 23).
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Abb. 19: Verteilung der Mehltau-Bonituren aus der Feldpriifung der Population Convent/92422
an den Standorten Sollingen 2003 (A), Feldkirchen 2003 (B), Sollingen 2004 (C),
Feldkirchen 2004 (D).

Basierend auf den Ergebnissen des Blattsegmenttests war die Spaltung der Resistenzgene Pm4b
und Pm6 zu erwarten. Pm5 konnte in beiden Eltern vorhanden sein. Beide zuvor schon
beschriebene AFLP-Marker fiir Pm4b und Pm6 spalteten in der Nachkommenschaft, zeigten

aber keinen signifikanten Zusammenhang mit der Mehltauresistenz.
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Tab.23: Korrelationskoeffizient und p-Wert der Boniturnoten zwischen den Umwelten in der
Population Convent/92422

Feldkirchen 2003 | Feldkirchen 2004 Sollingen 2003

r=0,13 r=0,22
Feldkirchen 2004

p=0,15 p=0,01

r=0,37 r=0,22
Sollingen 2003

p<0,01 p<0,01

r=0,25 r=0,14 r=0,54
Sollingen 2004

p<0,01 p=0,10 p<0,01

Zur molekulargenetischen Identifizierung der fiir die Mehltauresistenz verantwortlichen Genorte
wurden jeweils 20 anfillige und 20 resistente Linien mit 64 AFLP-Primerkombinationen
genotypisiert. Mit einem linearen Modell wurde der AFLP-Marker P65M20-105 fiir ein
unbekanntes Resistenzgen ermittelt, der 43 % der phéanotypischen Varianz bei Beriicksichtigung
der Umwelteffekte erklidrt (Abbildung 20). Eine Lokalisierung mit Hilfe von nullitetrasomen

Linien und AFLP-Marker Karten war nicht erfolgreich.
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Abb. 20: Verteilung der Genotypenklassen in der Population Convent/92422 basierend auf dem
AFLP-Marker P65M20-105
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3.1.6 Linien mit unbekannten Resistenzgenen: K2
Die Nachkommenschaften der Kreuzung K2/Audace//Audace zeigten in den Anbaujahren 2003,

2004 und 2005 in Feldkirchen im Mittel einen Befall von 3,4. Dabei wurden 31 Pflanzen besser
als 2,5 bonitiert. 65 Linien hatten einen Befall > 2,5 aufzuweisen (Abbildung 24). Eine Spaltung
von 3:1 konnte auf einem Signifikanzniveau von 5 % nicht abgelehnt werden (p<0,001).
Aufgrund der starken Resistenzgenwirkung (Abbildung 23) in einem sehr anfilligen genetischen
Hintergrund schwankte die Verteilung der Boniturnoten iiber die Jahre hinweg nur miBig
(Abbildung 21). Dem entsprechend konnte eine hohe Korrelation der Boniturwerte zwischen den

Umwelten festgestellt werden (Tabelle 24).
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Abb. 21: Verteilung der Mehltau-Bonituren aus der Feldpriifung der Population
K2/Audace//Audace an den Standorten Feldkirchen 2000 (A), Feldkirchen 2003
(B), Feldkirchen 2004 (C).

Weil die Boniturwerte der Linien eine klare Spaltung aufwiesen wurde eine ,,bulked-segregant‘-
Analyse durchgefiihrt, wobei Pools aus jeweils 10 resistenten und 10 anfilligen Linien mit 256
Primerkominationen getestet wurden. Dabei konnten zwei Kandidatenmarker (XP67M56-490
und XP67M48-350) in enger Kopplung zum Resistenzgen ermittelt werden. Der Marker
XP67M48-350 koppelte in Anlehnung an die Boniturdaten der Gewéchshausversuche mit einem
genetischen Abstand von 5 cM bei einem Lod von 16,78. Der Marker XP67M56-490 hingegen

war mit einem genetischen Abstand von 2 cM bei einem Lod von 19,10 zum Resistenzgen ent-
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Tab. 24: Korrelationskoeffizienten und p-Wert der Boniturnoten zwischen den Umwelten in der
Population K2/Audace//Audace

Feldkirchen 2000 Feldkirchen 2003
r=042
Feldkirchen 2003
p<0,01
r=0,53 r=0,52
Feldkirchen 2004
p<0,01 p<0,01

fernt (Abbildung 22). Bei der Berechnung der genetischen Abstinde mit Feldboniturdaten ergab
sich ein genetischer Abstand des Markers XP67M56-490 von 3,2 cM zum Resistenzgen bei
einem LOD von 29,6. Mit einem Abstand von 5,4 cM koppelte hingegen der Marker P67M48-
350 zum Resistenzgen (Abbildung 22). Dabei lag das kalkulierte 99%-Konfidenzintervall des
Resistenzgens nach Permutationstests mit N=1000 durch das Programm Multi-QTL innerhalb

der beiden Resistenzgenmarker (Abbildung 22).
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Abb. 22: Genetische Karte fiir den Mehltauresistenzgenort der Sorte K2 (links) und LOD-Kurve
(rechts). Das Resistenzgen liegt distal zu beiden Markern.
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Die Boniturmarker XP67M48-350 und XP67M56-490 erklirten dabei 53 % beziehungsweise
51 % der phénotypischen Varianz unter Beriicksichtigung der Umwelteffekte. Bei der
Verrechnung der Boniturergebnissen aus den Keimpflanzeninokulationen mit den Markern
XP67M48-350 und XP67M56-490 konnte ein Bestimmtheitsmal3 von 74,8 % beziehungsweise

83 % Prozent ermittelt werden.

Die Differenzierung der Gruppen mit und ohne Resistenzgenmarker XP67M48-350 iiber die
Mittelwerte konnte mit Hilfe des Scheffé-Tests auf 5 % Signifikanzniveau durchgefiihrt werden.
Bei Anwesenheit des Markers konnte ein durchschnittlicher Befall von 2,0 errechnet werden.

Ohne Marker betrug der durchschnittliche Befall 4,1 (Abbildung 23).

g

2 =

P67M56-490 + -
Anzahl 33 61
Scheffe A B

Abb. 23: Boniturverteilung der Linien aus der Kreuzung K2/Audace//Audace
in den Subpopulationen klassifiziert mit dem Marker P67M56-490.
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3.2 Entwicklung von STS und Pyrosequencing-Marker fiir das
Resistenzgen Pm29

Grundlage der molekularen Genotypisierung in Bezug auf eine Selektion von
Mehltauresistenzgenen in Ziichtungsprogrammen sind einfach anwendbare Markersysteme. Im
Folgenden wird die Entwicklung von Systemen zur Analyse der Pm29-Mehltauresistenz

dargestellt.

3.2.1 STS- Marker

Den fiinf sequenzierten Fragmenten der Sorten Dream, Biscay, Carolus, Flair sowie Pova
(Pm29) konnten eindeutig spezifische Sequenzen zugeordnet werden. Die Sequenzen stammten
aus Amplifikaten eines universellen STS-Markers, der von einem kartierten AFLP-Fragment
abgeleitet wurde (Zeller et al., 2002). Bei dem Vergleich stimmten die Sequenzen der Sorten
Dream, Biscay und Carolus vollstindig iiberein. Flair unterschied sich durch drei Insertions-
/Deletionspolymorphismen von den anderen Sorten. Bei der Linie Pova war im Vergleich zu den
Kultursorten eine spezifische Insertion vorhanden. Diese wurden fiir die Markerentwicklung

herangezogen (Abbildung 24 und Tabelle 25).

Tab. 25: Sequenzen des STS-Markers fiir Pm29

Primer Sequenz
STS Pm29-F 5'-CTGGACGGATGAGGGCAT-3'
STS Pm29-R : | 5“-TCTGAAAAGACTAAAGCTG-3'

Der daraus abgeleitete STS-Marker wurde an 40 europédischen Weizensorten getestet (Tabelle 25
und 26). Dabei konnte nur beim Resistenzdonor Pova (Pm29) ein Fragment mit der Linge von

195 Basenpaaren amplifiziert werden (Abbildung 25).

Tab. 26: Mit dem STS-Marker fiir Pm29 getestete Sorten

Altos Compliment | Dream Kronjuwel Redford Toronto
Astron Contra Enorm Magnus Ritmo Transit
Boheme Convent Estica Moldau Ronos Urban
Caribo Cubus Farmer Orestis Skater Vergas
Centrum Dekan Herzog Pajero Sokrates

Certo Diplomat History Petrus Tambor

Classic Disponent Idol Piko Tommi




Ergebnisse 56

Dream AGAGCATGAGCTGCTT - -GTTTCCACCCCAAAT TCATCALRR AC TGLAGGAGCTTTGTACE 1a3
Eiscavy AGAGCATGAGCTGCTT —-GTTT CCACCCCALAAT TCATCALAR AC TEGCAGGAGCTTTGTACE La3
Caraolus=s AGAGCATGAGCTGETT —-GTTT CCACCCCARAT TCATCAAL A TECAGEGAGCTTTGTACE 163
Flair -—-GCTTTTTCCGCCC CAGAGTTCATCCAARAGT TCA-——-AARACTGCAGRAGCTCT GLACE 147
Powva PmzS3 -——-GCTTTTTCCGCCC CAGAGTTCATCCAARAGT TCC——-AAACTGCAGEAGCTCT GLACE 147
Dream GATGAGG--——-———-— CCATGGGACTCCTTGT IGTGCCCATC TG TAGCTTCCTGTCTTCCT 15
Biscavy GATGAGG--——-———-— CCATGGGACTCCTTGT IGTGCCCATC TG TAGCTTCCTGTCTTCCT 15
Caraolus=s GATGAGG--——-———-— CCATGGGACTCCTTGT IGTGCCCATC TG TAGCTTCCTGTCTTCCT 15
Flair GATGAGG--——-———-— CCATGGGGE TCCTTGC TGCACCTATC TZCAGCTTCCTCTCTGCCT z OO
Powva PmzS3 GATGAGGGCATGAG GO CATGGGGC TCCGTGE TGCACCTATC TG CAGCTTCC TGTCTACCT 207
Dream CCCTCACC CGCCTGCAT CTCTATG AL A CCALARAGA TECRAAGTGCE TTCACC—-—--—-~ LAG E&d
Eizcay CCCTCACC CGCCTGCAT CTCTATG AL A CCALARAGA TECRAAGTGCE TTCACC—-—--—-~ LAG E&d
Carolus CCCTCACC CGCCTGCAT CTCTATG AL ACCAARAGATGRA ARG TGCTTCACC—-—--—-~ LAG E&d
Flair CGECTCACE ARG G TGACACTTTATAATATC--ACTGATGGAG TGCCTCAC CCAAGTTCALG: E83
Pova PmESR CGCTCACC ARG TGACACTTTATAATATT- - G- TEATGGAGTGCCTCAC CCAAGTTCALG Ead
Dream GAG--——--CRAGAAGECGCCCTTCACCTCC TCG CATCOC TCCAGGAGCT CCAGTTTTCGA ZEZ
Eiscavy GAG-——--CRAGAGGCGCCCTTCACCTCC TCG CATCOC TCCAGGAGCTCCGAGTTTTICGA 3 E3
Caraolus=s GAG--——-——-CAAGAGGGCGCCCTTCACCTCCTOCGCATCCCTCCAGRAGETCGAGTTTTCGR 323
Flair AGGACGTC AR GAGCTA GACTTTTATGATT TCGACAACC TTCAGAGCCT -—-CCCTGCAG 215
Powva PmzS3 AGGACGTTCAAGAGGA CGCCCTTCACCTCCTEGCC TCCC TCCAA GAGET AGACTTTTCTG 224
Dream TGTTCFAC AAGCTTCAGAGCCTCCCTGCAGGRE ——-——- - ———— - ————— —— ——— == —— ——— 35E
Biscavy TGTTCFAC AAGCTTCAGAGCCTCCCTGCAGGRE ——-——- - ———— - ————— —— ——— == —— ——— 35E
Caraolus=s TGTTCFACAAGCTTCAGAGCCTCCCTGCAGGR ———-—-—- - ———— - ————— —— ——— == —— ——— 35E
Flair GAATC-ACGAATTC TG FATCCGATA---———-——-————— - —— —— - ————— - ——— = ——— —— 338
Powva PmzS3 ATTTCFACAACCTT CAGAGCCTCCCTGCATG —--TACGC AGTE-——-—-———-———-—-———— dEd

Abb. 24: Vergleich der Sequenz von Pova (Pm29) mit denen der Sorten Dream, Biscay, Carolus
und Flair.

195 bp

Abb. 25: Agarosegel der Amplifikate des STS-Markers STS Pm29 mit Pova und ausgewihlten
Sorten. Dargestellt sind von links nach rechts: Lingenstandard; Dekan; Apollo;
Aristos; Pova (Pm29); Biscay.
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3.2.2 Pyrosequencing Marker
Zur Amplifizierung des Templates fiir den Nachweis durch Mini-Sequenzierung wurden die

universellen Primer aus einem AFLP-Marker fiir Pm29 (Tabelle 27) verwendet, da mit diesen in
jeder Sorte ein Fragment amplifiziert werden konnte. Der Sequenzierprimer ist direkt vor dem

SNP platziert, welcher statt eines Adenins bei Pova ein Cytosin enthélt (Abbildung 26 und 37).

Tab. 27: Sequenzen des Pyrosequencing-Markers fiir Pm29.

Primer Sequenz

Pm?29 Forward 5' Biotin-CTG GAC GGA TGA GGG CAT- 3'
Pm29 Reverse 5'-GTC GAA ATC AGA AAA GTC T-3'
Sequencing 5'-TCC AGA GCT CCT GCA GTT T -3'

Zur Uberpriifung der Diagnostizitit wurde der Pyrosequencing-Marker an 54 Sorten des
europdischen Winterweizensortiments getestet (Tabelle 28). Nur bei Pova konnte die fiir das
Mehltauresistenzgen Pm29 spezifische und direkt nach dem Sequenzierprimer gelegene Base

Adenosin anstelle von Cytosin bestimmt werden.

Dream GTTTCCACCCCAAATTCATCAAAACTGCAGGAGCTTTGTACG
Biscay GTTTCCACCCCAAATTCATCAAAACTGCAGGAGCTTTGTACG
Carolus GTTTCCACCCCAAATTCATCAAAACTGCAGGAGCTTTGTACG
Flair GAGTTCATCCAAAGTT-—--CAAAACTGCAGGAGCTCTGGACG
Pova GAGTTCATCCAAAGTT-—-CCAAACTGCAGGAGCTCTGGACG

Abb. 26: Sequenzen im Bereich des Pm29-SNP. Dargestellt ist der fiir das Pyrosequencing
gewihlte Sequenzierprimer (blau) sowie der fiir Pm29 diagnostische SNP.




Ergebnisse 58

Pyrogramm einer resistenten Linie
der Kreuzung Pova x Chinese Spring

Pyrogramm einer anfalligen Linie der
Kreuzung Pova x Chinese Spring

Substrat 0xC 1xT 1=G 0xT 2xA 0xC 1=T

Abb. 27: Pyrogramm einer anfélligen und einer resistenten Linie mit der Pm29-Mehltauresistenz.

Tab. 28: Mit dem Pm29-Pyrosequencingmarker getestete Sorten und die getestete Linie Pova.

Achat Classic Elvis Kronjuwel Ritmo
Altos Compliment Enorm Lynx Ronos
Astron Contra Estica Magnus Skater
Batis Convent Farmer Moldau Sokrates
Boheme Cortez Flair Orestis Tambor
Campari Cubus Greif Pajero Tommi
Cardos Dekan Herzog Petrus Toronto
Caribo Diplomat History Piko Transit
Carolus Disponent Huntsman Pova Urban
Centrum Dream Idol Red Chief Vergas
Certo Drifter Koch Redford
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4 Diskussion

4.1 Phénotypische Charakterisierung der Resistenz

Fiir die Entwicklung mehltauresistenter Sorten ist eine sorgféltige Kombination von mehreren
Resistenzgenen notwendig. Diese erfolgt durch gezielte Selektion von einzelnen ausgewihlten
Linien, woriiber im Idealfall neben der phinotypischen Ausprigung Kenntnisse iiber den
Genotyp vorliegen. Fiir die praktische Ziichtung stehen fiir die Selektion zum jetzigen Zeitpunkt
Daten aus Feldbonituren, Infektionsversuchen mit Einsporisolaten sowie molekulare Marker zur
Verfiigung. Dabei sind die jeweiligen Untersuchungen unterschiedlich aufwéndig.

An Standorten mit hohem Infektionsdruck lasst sich die Resistenz von Zuchtstimmen und Sorten
gut und auch billig in Feldversuchen erfassen. Dennoch konnen verschiedene unterschiedliche
Infektionsbedingungen zu unterschiedlichen Boniturergebnissen fiithren, was den praktischen
Ziichter vor Probleme in der Auswahl geeigneter Linien fiir seine Zwecke stellt.

Diese zum Teil erheblichen Varianzen in den Infektionsbedingungen spiegelte sich auch in den
Boniturverteilungen der Nachkommenschaften Atlantis/Cortez und Dekan/90018 wieder (Seite
37 und 47). Besonders der Standort Sollingen zeigte in beiden Versuchsjahren einen starken
Infektionsdruck. So lag die durchschnittliche Befallsbonitur der Population Atlantis/Cortez im
Jahr 2004 in Sollingen um 1,6 hoher als in Feldkirchen. Aufgrund der linksschiefen Verteilung
der Feldbonituren der Population Atlantis/Cortez wurde in Pulling 2003 von zwei spaltenden
wirksamen Hauptgenen ausgegangen. In Sollingen 2004 erwies sich die Population als weniger
resistent und zeigte einen hoheren Anteil befallener Linien. Dies konnte durch eine andere
Pathogenpopulation bedingt sein, die gegen eines der beiden Gene virulent ist. Eine
Markeranalyse erlaubt in solchen Fillen neben der Information iiber die Genetik der Linien auch
einen differenzierten Eindruck iiber die Wirkung der Resistenzgene.

Bei den Nachkommenschaften der Kreuzung Dobros/Kalistos konnte an allen Priiforten im
Durchschnitt nur ein sehr niedriger Anteil anfélliger Linien festgestellt werden. Dadurch kann
man auf mindestens zwei spaltende Resistenzgene in den Nachkommenschaften der Kreuzung
Dobros/Kalistos schlieBen (Abbildung 12). Die angebaute Population zeigte wihrend des
gesamten Versuchszeitraums in allen Umwelten trotz unterschiedlichem Befallsdruck
gleichbleibende Resistenzeigenschaften. Dies ist typischerweise fiir oligo- bis polygen vererbte
Resistenzen der Fall. Eine hohe Hintergrundsresistenz der Linien weist auf mehrere quantitativ
wirkende Resistenzgene hin, welche unter Umsténden fiir die Ziichtung von bedeutender Rolle

sein konnen. Eine umfangreichere Untersuchung der resistenten Linien ohne die beiden
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detektierten Resistenzgene nach einer weiteren Kreuzung mit einer anfélligen Sorte wire mit
Sicherheit lohnenswert.

Auch die Population mit dem Resistenzdonor Dekan zeigte ein hohes Resistenzniveau
(Abbildung 17). In den Nachkommenschaften spalteten die Resistenzgene Pm4b, Pm5 und Pm6.
Diese Gene weisen nur noch eine partielle Resistenz auf (Anonym, 2006). Aufgrund dieses
hohen Anteils von bekannten, aber weniger wirksamen Resistenzgenen, konnten wegen des
hohen Resistenzniveaus keine Riickschliisse auf die Anzahl zusitzlicher Hauptresistenzgene
gezogen werden. Dekan wurde 2009 noch immer mit einer sehr hohen Mehltauresistenz in der
beschreibenden Sortenliste aufgefiihrt (Anonym, 2009).

Fir einzeln spaltende, qualitativ im Keimpflanzenstadium wirkende Gene kann durch die
Inokulation mit Einsporisolaten die genetische Basis haufig exakt definiert werden (Heun und
Fischbeck, 1987; Gordei et al., 1998; Petrova et al., 2001; Winzeler et al., 2000). So wurde in
dieser Arbeit durch die Inokulation der Blattsegmente mit den Isolaten 23, 24, 28 und 42 bei der
Atlantis/Cortez-Population die monogene Spaltung eines qualitativ wirkenden Keimlings-
resistenzgens nachgewiesen. Diese Keimlingsresistenz korreliert mit der Feldresistenz.
Gleichzeitig wurde mittels Einsporisolaten das Resistenzgen PmS5 in einzelnen Linien
nachgewiesen. Ebenfalls konnte durch die Zuhilfenahme von Einsporisolaten in der Population
Dobros/Kalistos, welche wenig befallene Linien hatte, der Abstand des Marker P67M56-230
zum Resistenzgenort ermittelt werden. Dies war mittels Feldbonituren aufgrund des ungeniigend
kartierten Chromosomenabschnitts durch QTL-Kartierung nicht moglich. Marker beidseits des
QTLs sind dafiir notwendig. Die Bestimmung von Keimlingsresistenzgenen ist in Populationen
mit mehreren Resistenzgenen schwierig und erfordert eine Vielzahl von Einsporisolaten, welche
typisch fiir das Resistenzgen und ausreichend virulent sind. So berichtete Lutz (1991) von
Schwierigkeiten, das Resistenzgen Pm2 in Ae. squarrosa-Genotypen aufgrund weiterer
Resistenzgene zu identifizieren. Slovakova et al. (2002) forderten die Verwendung von 70
unterschiedlichen Einsporisolaten in Sorten mit mehreren Resistenzgenen, um eine verlissliche
Aussage liber die vorhandenen Resistenzgene zu bekommen. Dieses Problem zeigte sich in den
Nachkommenschaften der Kreuzung Dekan/90018. Dabei war aufgrund von insgesamt vier
bekannten und einem unbekannten Resistenzgen ein sehr hohes Mall an avirulenten Isolaten
vorhanden, so dass keine Isolate zur Verfligung standen, die eine sichere Verifizierung in den

Kreuzungsnachkommen ermoglichten.

Manche qualitativen Resistenzgene sind mit Hilfe von Einsporisolaten schwierig festzustellen.

So gibt es Berichte iiber die Einflussnahme von schwach wirksamen Resistenzgenen auf die
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Eindeutigkeit von Avirulenzmustern (Chantret et al., 2000). Dabei bewirkt ein schwaches
Resistenzgen bei der Behandlung ganzer Pflanzen mit Einsporisolaten eine Veridnderung der
Spaltungsverhiltnisse. Aufgrund dieser Tatsache bekriftigten die Autoren die Wichtigkeit der
Bonitur im Feldbestand, da damit die Wirkung von Resistenzgenen manchmal besser
beschrieben werden kann. Die Anwendung der Gen-fiir-Gen-Hypothese (Flor, 1955) im
Experiment ist nicht immer eindeutig. Auch andere Faktoren wie zum Beispiel die Fitness der
verwendeten Sporen nehmen auf die Ausprigung der Resistenzreaktionen Einfluss. Dies zeigte
sich auch in den durchgefiihrten Inokulationsversuchen mit Einsporisolaten bei welchen trotz
einem vorhandenen Resistenzgen unerwartet ein leichter Befall festzustellen war. So konnten
nach Inokulationversuchen an der Population Classic/G93012 hiufig Blattsegmente mit
schwachem Befall festgestellt werden. Pm4b konnte mit Hilfe der Einsporisolate in den Sorten
Atlantis, Dekan und Classic vermutet werden. Allerdings konnte mit Hilfe molekularer Marker
fiir Pm4b, welche diagnostisch sind (Hartl et al., 1999), bei Classic das Pm4b-Resistenzgen nicht
nachgewiesen werden. Dies wurde auf die nicht eindeutigen Resistenzreaktionen aufgrund der
Genkombination der Sorte Classic bei den Infektionsversuchen mit Einsporisolaten
zuriickgefiihrt. Dabei waren die zur Sorte Ronos (Pm4b) avirulenten Isolate ebenfalls in der
Sorte Classic avirulent. Jedoch konnten diese Avirulenzreaktionen mit Ausnahme der Isolate 20
und 49 mit den Resistenzgenen Pm2 und Pm5 begriindet werden. Die Isolate 20 und 49 ergaben
einen sehr leichten Befall bei der Sorte Classic.

Insgesamt stellt die Inokulation mit Einsporisolaten eine schnelle und relativ genaue Methode
zur Evaluierung qualitativer Resistenzgene dar. Sie ermdglicht die Erstellung von konkreten
genetischen Karten. Eine Beurteilung der Resistenzwirkung im Feld, sowie die Ermittlung
quantitativer Resistenzen, ist jedoch mit dieser Technik nicht moglich. Deshalb lohnen sich in
solchen Fragestellungen primir Feldversuche, wenngleich sie mit hoheren Kosten und einem
gewissen Risiko durch Witterungsereignisse verbunden sind, die den Befall mit echtem Mehltau

hemmen, wie es in 2003 durch die lang andauernde Trockenheit der Fall war.

4.2 Genetische Charakterisierung

In der Arbeit wurde mit unterschiedlichen Vorgehensweisen, basierend auf Feldboniturdaten,
Mehltauresistenzgene detektiert. Dabei wurde bei den klar spaltenden Populationen, wie
Atlantis/Cortez, Dekan/90018, K2/Audace//Audace und Dobros/Kalistos jeweils Mischungen
von resistenten bzw. anfélligen Linien erstellt. Durch Unterschiede bei den damit erhaltenen
AFLP-Mustern wurden Kandidatenmarker ermittelt. Die Anwendung dieser Technik fiihrte in
den Nachkommenschaften der Kreuzung Atlantis/Cortez sowie K2/Audace//Audace zum Erfolg.

Bei den Nachkommenschaften der Kreuzungen Dekan/90018 sowie Dobros/Kalistos konnte mit
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mit dieser Technik nur einzelne Marker mit Korrelation zur Resistenz identifiziert werden.
Kopplungsgruppen fiir diese Regionen wurden nicht erziehlt. Dieses ist mit hohen
Hintergrundsresistenzen zu begriinden. Erst nach den Analysen von einzelnen Linien der
Populationen, sowie den Nachkommenschaften der Kreuzung Convent/92442 konnten
Resistenzgenmarker identifiziert werden. Bei den Nachkommenschaften der Kreuzung
Classic/G93012 wurden nur ausgesuchte Linien mit den stirksten Resistenzreaktionen (sehr
resistent, sehr anféllig) untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse der Populationen zeigen, dass eine
,bulked segregant““-Analyse* auch bei scheinbar gut spaltenden Populationen ungeeignet sein
kann. Dies ist auf die Entwicklung in der Resistenzziichtung zuriickzufiihren, bei welcher immer
mehr Resistenz QTL vorkommen und deshalb eine sinnvolle Bildung von ,,bulks erschweren.
Aufgrund der gemachten Erfahrung lohnt es sich bei solchen Populationen zunichst einige
ausgesuchte extrem reagierende Linien zu analysieren (Abbildung 28). Sollte dabei ein zum
Resistenzgen gekoppelter Marker detektiert werden, kann dieser als Selektionskriterium fiir die
Auswahl von Linien fiir eine darauf folgende ,,bulked segregant“-Analyse* auf Basis von

genetischen Pools von Nutzen sein. Dabei werden nur

Selektive Genotypisierung extremer Phanotypen

'

Erhalt erster Kandidatenmarker

'

Vergleich der Markerdaten mit Daten aus Feldbonituren

Wahl geeigneter Linien flr genotypische Pools

v

Fortfihrung der Markeranalyse mit den genotypischen Pools

Abb. 28: Vorgehensweise zur effektiven Detektion von Hauptresistenzgenen bei hoher
Hintergrundsresistenz
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resistente Linien mit einem Resistenzgenmarker eingesetzt. Im Gegenzug werden fiir den
genetischen Pool anfillige Linien gewdhlt, welche den Resistenzgenmarker nicht haben. Damit
konnen Marker in einem breiten Intervall um das Resistenzgen zuverldssig entdeckt werden.

Gleichzeitig ist damit auch gewdhrleistet, dass ausschlieBlich nur resistente Linien fiir die
,bulked segregant“-Analyse verwendet werden, welche auch das Resistenzgen haben. Deshalb
erlaubt diese Technik auch eine sichere Detektion von codominanten Markern. Diese Marker
sind bei der Lokalisierung mit nullitetrasomen Linien, bei der Entwicklung anderer

Nachweissysteme sowie bei der Ziichtung sehr wertvoll.

Bei der Population Atlantis/Cortez wurden die Resistenzgenmarker anhand von Versuchen mit
Einsporisolaten und Feldboniturwerten kartiert. Weiterfithrende Arbeiten identifizierten das
Resistenzgen in Cortez als Pm3e (Bauer, miindlich). Pm3e konnte bis dahin nicht in deutschen
Sorten nachgewiesen werden. Die erhaltenen Karten (Abbildung 10) wiesen eine sehr hohe
Ahnlichkeit zueinander auf. Dies ist mit der alleinigen, eindeutigen Resistenzreaktion des
Haupresistenzgens zu erkldaren. Bei der Kartierung des gefundenen Resistenzgens der Sorte
Classic wurde mittels Markeranalyse iiberpriift, ob dieses QTL mit einem der nachgewiesenen
Gene Pm2 oder Pm5 koppelt. Bei der Analyse mit dem Mikrosatelliten GWM205 zeigte sich
eine Kopplung des QTL in der Pm2-Region (Nelson et al., 1995; Mclntosh und Baker, 1970).
Deshalb wurde dieser QTL auf dem PmZ2-Locus zugeordnet. Auf dem Chromosomenarm 5DS
kommen ebenfalls weitere Mehltauresistenzgene vor. So wurde von Miranda et al. (2006) Pm34
auf Chromosom 5D lokalisiert, welches mit XGWM?205 nicht koppelt (GrainGenes, Stand
2010). Somit handelt es sich bei dem detektierten Resistenzgen nicht um Pm34.

Trotz aufwindiger Untersuchungen der iibrigen detektierten Resistenzgene in den
Nachkommenschaften Dekan/90018, Convent/92422, K2/Audace//Audace und Dobros/Kalistos,
konnten diese nicht lokalisiert werden, da Markerbanden, welche mit dem Resistenzgen
koppelten, in der Sorte Chinese Spring festgestellt werden konnten, so dass eine Lokalisierung
des Resistenzgens mit nullitetrasomen Linien nicht mdglich war. Gleichzeitig wurde versucht die
Marker in bereits kartierten Populationen (Schmolke, 2004; Héberle, 2008; Holzapfel, 2009) zu
integrieren, was jedoch nicht gelang, da die entsprechenden Markerfragmente in den Eltern der

Kartierungspopulationen fehlte.

4.3 Assoziation der bekannten Gene mit Feldbonituren
In den Nachkommenschaften der Kreuzung Classic/G93012 zeigte der Resistenzgenmarker

P65M60-700 eine Kopplung in der Nihe des Pm2-Genorts. Dabei konnte eine hohere Resistenz
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von Linien, welche die beiden Resistenzgene Pm2 und Pm5 enthielten, gegeniiber Linien mit
ausschlieBlich Pm5 festgestellt werden. Diese Beobachtung konnte auf einem Signifikanzniveau
von 5 % nicht bestitigt werden, was auf die linksschiefe Verteilung in der Subpopulation mit
beiden Resistenzgenen und der damit verbundenen hohen Varianz zu erkliren sein konnte.

In den Nachkommenschaften der Kreuzung Atlantis/Cortez wurden mit Einsporisolaten (7.1) die
Resistenzgene Pm5 und Pm4b festgestellt, welche in den Feldversuchen keinen Einfluss auf die
Resistenz zeigten. Ebenfalls konnte in den Nachkommenschaften der Kreuzung Convent/92442
in den Freilandbeobachtungen kein Einfluss des Resistenzgens Pm4b auf den Mehltaubefall
beobachtet werden. Sorten mit Pm4b ohne zusitzliche wirksame Resistenzgene sind in der Regel
sehr anfillig (Anonym, 2008). Umso erstaunlicher ist, dass fiir den Pm4-Locus in den
Nachkommenschaften der Kreuzung Dekan/90018 eine signifikante partielle Resistenz
nachgewiesen werden konnte. Dies wiederspricht den Ergebnissen des Bundessortenamts
(Anonym, 2003). Ein mdglicher Grund fiir diese unterschiedlichen Resultate ist, dass viele
Linien einer Nachkommenschaft zur Verfiigung standen. Damit sind geringe Unterschiede in der
Resistenz leichter nachweisbar. Des Weiteren wurde mit Virulenzuntersuchungen gearbeitet. Da
solche Versuche nicht unter Feldbedingungen durchgefiihrt werden, ist daraus zu folgern, dass
Versuche mit FEinsporisolaten Feldresistenzen nicht zuverldssig richtig wiederspiegeln.
Allerdings sind aufwendige Feldversuche zur Erfassung der Virulenzsituation im
gesamtdeutschen Raum nicht finanzierbar, besonders wenn die Wirkung des genetischen
Hintergrunds beriicksichtigt werden soll. Die ungewohnlich starke Wirkung des Resistenzgens
PmA4b (Abbildung 21 und Tabelle 29) kdnnte von einem anderen Allel des Pm4-Locus herriihren.
Hao et al. entdeckten 2008 Pm23 auf dem Locus von Pm4, welches nun in Pm4c umbenannt
wurde. Als weitere Moglichkeit fiir die ausgeprigt gute Resistenzwirkung von Pm4b konnte der
sortenspezifische genetische Hintergrund in dieser Population sein. Eine verstirkende Wirkung
des Resistenzgens Pm4b mit dem Mehltauresistenzgen Pm5 in dieser Population ist
unwahrscheinlich, da in den Nach-kommenschaften der Kreuzung Atlantis/Cortez mit Pm4b und
Pm)5 keine Verbesserung der Resistenz gezeigt werden konnte. Die Ausprigung der Resistenz
von Pm4b war unabhéngig von der Spaltung der anderen Resistenzgene, sodass zwischen diesen
Genen epistatische Effekte nicht nachgewiesen werden konnten.

Im Gegensatz dazu konnte in den Nachkommenschaften der Kreuzung Classic/G93012 ein
schwacher Effekt des Mehltauresistenzgens PmS5 (Tabelle 29) festgestellt werden. In den
Nachkommenschaften der Kreuzung Dekan/90018 ist das Resistenzgen Pm5 in allen Linien
vorhanden. Eine Beurteilung der Wirksamkeit des Resistenzgens ist deshalb nicht moglich.

Allerdings ist in den Nachkommenschaften der Kreuzung Dekan/90018 eine hohe Hintergrunds-
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Tab. 29: Bekannte Hauptgene und ihre nachgewiesene Wirkung in den Populationen.

Gen
Pm?2 Pm3 Pm4b Pm5 Pmé6
Population
kein kein
Atlantis/Cortez - - -
Effekt Effekt
kein
Dobros/Kalistos - - - -
Effekt
moderater ; kein
Dekan/90018 ; ] nicht
Effekt bestimmbar Effekt
kein kein
Convent/92442 - - -
Effekt Effekt
) schwacher
Classic/G93012 moglich - - -
Effekt

resistenz zu erkennen.
Das Resistenzgen Pm6 konnte in den Nachkommenschaften der Kreuzungen Dekan/90018 oder
Classic/G93012 mit Hilfe des AFLP-Markers (S13M20-120) nachgewiesen werden. Es konnte

aber in keiner Population eine Wirkung des Resistenzgens Pm6 gezeigt werden (Tabelle 29).

Die Ergebnisse zeigen, dass qualitative Resistenzgene, wie Pm5 und Pm4b, unterschiedlich stark
wirken. Dies kann zum einen mit dem genetischen Hintergrund oder auch mit verschiedenen
Allelen begriindet werden. Beispielsweise konnte bei den Resistenzgen Pm4 in den
Nachkommenschaften der Kreuzung Dekan/90018 eine erhohte Resistenzwirkung festgestellt

werden. Diese Genorte konnen noch eine bedeutende Wirkung bei der Feldresistenz besitzen.

Viele Ziichter scheuen aufgrund der hohen Kosten die Selektion mittels molekularer Marker
(William et al., 2007). Dabei sollten die maximal vertretbaren Kosten unterhalb von etwa 1 $
liegen, um wirtschaftlich arbeiten zu konnen, was derzeit nicht der Fall ist (William et al., 2007).
Das Potential zur Kostensenkung molekularer Analysen in der Pflanzenzucht ist jedoch sehr
hoch. Dies wird besonders durch moderne vollautomatisierte Methoden erméglicht. So kostet ein
Datenpunkt in der SNP-Analysen im Humanbereich 0,10 $ (Roses, 2002). Diese Angaben zur
Wirtschaftlichkeit sind jedoch nur als grobe Orientierung zu sehen. Die Notwendigkeit und somit
die Rentabilitit vom Einsatz molekularer Marker hidngt neben der Anzahl der Resistenzgene

auch von deren Wirkung ab. So kdnnen heterozygot vorhandene rezessive Resistenzgene nicht



Diskussion 66

durch Phénotypisierung erfasst werden. Auch quantitativ wirksame Resistenzgene konnen nicht
ohne molekularbiologische Nachweismethoden effizient beriicksichtigt werden.

Gute Marker sollten moglichst eng an ein wirksames Zielgen koppeln, diagnostisch und
kodominant sein. Dabei ermoglicht ein kodominanter Marker die Detektion von Heterozygotie
an den Resistenzgenorten. Des Weiteren sollen Marker giinstig, eindeutig und leicht zu
handhaben sein.

In diesem Zusammenhang ist der entwickelte Pyrosequencingmarker fiir Pm29 (Zeller et al.,

2002), welcher sowohl diagnostisch ist als auch die Heterozygotie detektiert, zu nennen.

Tab. 30: Ubersicht verschiedener molekularer Techniken zur QTL-Detektion in Anlehnung an

Rosyara (2006)
Bewertungs- . v
Reproduzier- bendotigte

riterien Vererbung | Zeitaufwand | Kosten
Marker barkeit DNA-Menge
RFLP gut viel codominant hoch hoch
RAPD schwierig wenig dominant niedrig niedrig
AFLP gut wenig dominant niedrig mittel
CAPS sehr gut wenig codominant mittel niedrig
STS sehr gut wenig dominant niedrig niedrig
Pyrosequencing sehr gut wenig codominant niedrig mittel
Mikrosatellit sehr gut wenig codominant niedrig niedrig

Neben den in der Praxis aufwindig auszuwertenden AFLP-Markern, wurden in dieser Arbeit
STS- sowie Pyrosequencingmarker entwickelt und angewendet. Die entwickelten Marker fiir das
Resistenzgen Pm29 zeichnen sich durch ihre einfache Handhabung und Eindeutigkeit aus.
Aufgrund der guten Wirkung des Resistenzgens Pm29 und der einfachen Analytik werden diese
Marker bereits jetzt in Ziichtungsprogrammen verwendet. Da beim Pyrosequencing auch in
heterozygoten Linien Resistenzgene identifiziert werden konnen, ist die Pyrosequencingmethode

am geeignetsten (Tabelle 30).
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Die markergestiitzte Selektion findet in der Ziichtung in Bezug auf die Mehltauresistenz
unterschiedliche Anwendungen.

Einzelne qualitative Resistenzgene verlieren sehr schnell an ihrer Resistenzgenwirkung, sodass
eine  Kumulierung verschiedener = Mehltauresistenzgene  (Pyramidisierung) in  der
Sortenentwicklung notwendig ist. Dies ist in der klassischen Ziichtung sehr aufwindig, da eine
Phinotypisierung in der Regel keinen Schluss auf die Anzahl und Art der Resistenzgene in den
einzelnen Linien zu lésst.

Besonders rezessiv, quantitativ oder polygen wirksame Resistenzgene konnen mit der
markergestiitzten Selektion effektiv identifiziert werden, was eine effizientere Selektion
ermdoglicht. Des Weiteren ist diese Technik unabhingig von Umwelteinfliissen, sodass zum
Beispiel auch in heissen Sommermonaten mit sehr niedrigem Infektionsdruck sicher die
Resistenzgene identifiziert werden konnen. Im Jahr 2003 zeigte nahezu keine Linie der
Nachkommenschaften der Kreuzungen Dekan/90018 sowie Dobros/Kalistos mit hohen
Hintergrundsresistenzen Befall, sodass eine Beurteilung der Feldresistenz unter normalen
Witterungsbedingungen nicht moglich war. Zudem ist es moglich mit Markern epistatische
Effekte mittels Pyramidisierung von Resistenzgenen gezielt zu nutzen, um die maximale

Resistenzwirkung eines Gens zu erzielen.

Um den Verlust der Resistenzwirkungen entgegenzutreten, spielt die Ziichtungsgeschwindigkeit
eine wichtige Rolle. Eine schnelle markergestiitzte Sortenentwicklung mittels Pyramidisierung
von Resistenzgenen erlaubt, dass Resistenzgene frither und langer genutzt werden konnen. Eine
effektive Anreicherung von Resistenzgenen ist durch reine Phinotypisierung nicht moglich, da
von der Auspriagung der Resistenz nicht auf die Anzahl sowie der Art der Resistenzgene

geschlossen werden kann.

Eine weitere Anwendung der markergestiitzten Selektion besteht in der Introgression von
Resistenzgenen aus Wildmaterial mittels Riickkreuzung, um sie fiir weitere Ziichtungszwecke
verfiigbar zu machen. So wurde aus A. ovata das bearbeitete Resistenzgen Pm29 in T. aestivum
gebracht, welches nun in Pova zu finden ist (Zeller et al., 2002). Resistenzgene aus Wildmaterial
sind hdufig mit qualititsmindernden Genen gekoppelt (genetic linkage drag). Hier konnen
Marker zur Eliminierung dieser Gene beitragen. Sind Linien mit einem Hauptresistenzgen nicht
mit Mehltau befallen, obwohl man gleichzeitig mit sehr eng gekoppelten Markern nicht das
Resistenzgen nachweisen kann, hat eine Rekombination in unmittelbarer Nihe zum Resistenzgen

statt gefunden. In solchen Linien ist die Wahrscheinlichkeit groB, dass zum Resistenzgen
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gekoppelte unerwiinschte Gene nicht mehr vorhanden sind. Diese Linien sollten gezielt selektiert

werden.

Die detektierten Gene fiir unbekannte Mehltauresistenzen wiesen eine unterschiedlich starke
Wirkungsweise in den untersuchten Linien auf. Dabei zeigte sich, dass das detektierte
Resistenzgen in den Nachkommenschaften der Kreuzung Atlantis/Cortez den Befall stark senkt.
Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass eine Nutzung dieses Gens in
Ziichtungsprogrammen durchaus sinnvoll ist. Der Marker P66M50-240 koppelt mit einem
genetischen Abstand von 7 cM. Dennoch scheint der Marker wegen der guten Resistenz-
genwirkung fiir Ziichtungszwecke geeignet zu sein, auch wenn er nicht diagnostisch ist.
Wenngleich der Einsatz dieses Resistenzgenmarkers mit einer gewissen Unsicherheit durch
Rekombinationsereignisse behaftet ist, kann er laut Kuchel et al. (2005), noch erheblich zur
Effizienzsteigerung in der Ziichtung beitragen. Aus diesem Grund ist fiir die angewandte
Ziichtung auch der Einsatz dieses Markers zweckdienlich.

Da der Marker P66M50-240 nicht diagnostisch ist, miissen vor dem Einsatz des Markers
unbedingt die Eltern molekulargenetisch auf Polymorphie getestet werden.

Der  Resistenzgenmarker  XP67M56-490  zeigte in  den  Nachkommenschaften
K2/Audace//Audace eine enge Kopplung mit einem genetischen Abstand von 2 cM zu
Resistenzgen. In Anwesenheit des Resistenzgens konnte ein deutlich niedriger Befall der
untersuchten Linien festgestellt werden. Aus diesem Grund ist der FEinsatz des
Resistenzgenmarkers in Ziichtungsprogrammen sinnvoll. Da auch dieser Marker nicht
diagnostisch ist, miissen auf jeden Fall die Kreuzungseltern auf ihre Markerallele getestet
werden.

Bei Linien mit dem Resistenzgenmarker P63M52-310, welche mit einem Mehltauresistenzgen
der Sorte Dekan koppeln, konnte kaum ein Befall mit Mehltau festgestellt werden. Die
untersuchten Linien der Nachkommenschaften Dekan/90018 zeigen eine Verbesserung der
Resistenz um etwa 1,6 Boniturnoten auf. Aufgrund der der Tatsache, dass nur ein Marker zur
Verfiigung stand, konnte der Abstand zum Resistenzgen nicht bestimmt werden. Da das
Resistenzgen sehr wirksam ist, gewinnt es ziichterisch eine hohe Bedeutung. Die Bedeutung des
Resistenzgens auf dem Pm4-Allel ist unterschiedlich einzuschétzen. Handelt es sich dabei um
ein unbekanntes Allel, so ist die Beriicksichtigung des Resistenzgens in der Praxis sinnvoll.
Sollte es sich um das Resistenzgen Pm4b handeln, so kann die Wirkung der Feldresistenz stark

vom genetischen Hintergrund abhidngen, sodass dieses Resistenzgen primidr in
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Riickkreuzungsprogrammen mit Dekan oder verwandtem Material als rekurrentem Elter sinnvoll
erscheint.

Die Bedeutung der Resistenzgenmarker aus der Kreuzung Dobros/Kalistos ist nicht eindeutig
einzuschitzen. Der Anteil an resistenten Linien war sehr hoch, sodass folglich von mehreren
quantitativ wirksamen Resistenzgenen im Hintergrund ausgegangen wird. Es ist dennoch
sinnvoll diese QTL in Ziichtungsprogrammen nochmals zu testen. Der Resistenzgenmarker
P67M56-230 liegt 14 cM vom Mehltauresistenzgen entfernt. Dieser genetische Abstand ist fiir
eine eindeutige Nachweismethode des Resistenzgens nicht geeignet.

In den Nachkommenschaften der Kreuzung Convent/92422 konnten bei Linien mit dem
Resistenzgenmarker P65M20-310 eine Verringerung des Mehltaubefalls festgestellt werden.
Allerdings gab es insgesamt nur acht Linien, welche die Boniturnote eins erhielten. Dies deutet
auf einen Zusammenbruch des mit dem Marker koppelnden Mehltauresistenzgens hin. Die
Bedeutung dieses QTLs in der praktischen Ziichtung wird deshalb als sehr gering eingeschitzt.
Der in den Nachkommenschaften der Kreuzung Classic/G93012 detektierte QTL in der Nihe des
Pm2-Locus zeigte eine schwache Wirkung auf die Mehltauresistenz. Deshalb wird von der Sorte

Classic als Resistenzgendonor abgeraten.
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S Zusammenfassung

In den Weizennachkommenschaften der Kreuzungen mit den Resistenzgentrigern Cortez,
Dobros, Dekan, Convent, Classic sowie K2 konnten unterschiedliche Auspriagungen der
Mehltauresistenzen beobachtet werden. Eine wichtige Rolle spielte dabei die Prédsenz bereits
bekannter Resistenzgene im genetischen Hintergrund. So konnte in den Nachkommenschaften
der Kreuzung Dekan/90018 die Wirkung eines Mehltauresistenzgens in der Region des Pm4-
Locus auf den Befall im Feld beobachtet werden, was in den Nachkommenschaften der
Kreuzungen Atlantis/Cortez und Convent/92442 nicht der Fall war.

Aufgrund der Analyse mit SSR-Markern, die zum Resistenzgenort Pm5 eng gekoppelt sind,
wurde ein Effekt auf die Feldresistenz in der Nachkommenschaft der Kreuzung Atlantis/Cortez
ausgeschlossen. Hingegen konnte in den Nachkommenschaften der Kreuzung Classic/G93012
eine Wirkung des Resistenzlocus auf die Feldresistenz gezeigt werden.

Fiir das hochwirksame wirksame Resistenzgen, das in der Sorte Cortez detektiert wurde, wurden
drei AFLP-Marker mit einem genetischen Abstand zwischen 7 und 22 cM identifiziert, wobei
der Marker P66M50-250 am besten zum Resistenzgen koppelte. Bis auf wenige Ausnahmen
zeigten Linien der spaltenden Population mit diesem Marker einen sehr geringen Mehltaubefall.
Fiir zwei im Feld sehr wirksame und unbekannte Resistenzgene der Sorte Dobros wurde jeweils
ein molekularer Marker (P67M56-230 und P66M60-260) identifiziert, wobei fiir den Marker
P67M56-230 ein genetischer Abstand von 14 cM im Keimpflanzentest zum Resistenzgen
berechnet wurde. Fiir das im Feld wirksame Resistenzgen der Sorte Dekan konnte der AFLP-
Marker P63M52-310 entwickelt werden. Er erklédrte 18 % der phédnotypischen Varianz in dieser
Population. Ein weiterer Marker (P65M20-105) konnte fiir das partiell wirksame unbekannte
Resistenzgen der Sorte Convent gefunden werden. Dieses liegt in der Nihe des Pm2-
Resistenzlocus auf Chromosom 5DS. In einem genetischen Abstand von 2 bzw. 3 cM konnten
zwel Marker fiir das hochwirksame Resistenzgen in der Donorlinie K2 etabliert werden. Diese
eng gekoppelten molekularen Marker stellen einen idealen Ausgangspunkt fiir die Lokalisierung
dieses Gens und Entwicklung von Markern zur Selektion dar.

Die Resistenzwirkungen der bekannten Mehltauresistenzgene, die hiufig in deutschen Sorten
beschrieben wurden und nur noch quantitativ reagieren, unterschieden sich innerhalb der
untersuchten Populationen, sodass von einer Abhéngigkeit der Resistenzgenwirkung vom
genetischem Hintergrund auszugehen ist. Die Verteilung des Mehltaubefalls innerhalb der
Nachkommenschaften der untersuchten Kreuzungen lassen den Schluss zu, dass die

Mehltauresistenz im deutschen Winterweizen oligogen vererbt wird.
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Die entwickelten Marker fiir im Feld wirksame Resistenzgene ermdglichen nun eine effektive

markergestiitzte Selektion zur Entwicklung neuer, mehltauresistenter Sorten.
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Anhang

7.2 Chemikalienverzeichnis

Extraktionspuffer

CTAB

150 mM Tris

15 mM EDTA

1,05 M NaCl

1,5 % Beta-Mercaptoethanol
Chloroform-Isoamylalkohol
Isopropanol

RNAse

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

Alkohollosung 2
76 % Ethanol

10 mM Ammoniumacetat

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

1 %-iges Agarosegel (100 ml)
1 g SeaKem® LE Agarose

1 x TBE-Puffer 100 ml

5 wl Ethidiumbromid

10 x TBE-Puffer
0,89 M Tris, pH 8,0
0,89 M Borsidure

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Ohio
MP Biomedicals, Ohio
ICN Biomedicals, Ohio
Sigma, Steinheim
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
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Restriktion/ Ligation

ATP

NEB2-Puffer

BSA

Sse83871- bzw. Pstl-Adapter
Msel-Adapter

Sse83871

Pstl

Msel

T4-DNA-Ligase

Pria-selektive Amplifikation

10 x PCR Puffer

dNTPs

MgCl,

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

Tag-Polymerase

Mikrosatelliten-Analysen
Primer

10 x PCR Puffer

dNTPs

MgCl,

Taqg-Polymerase

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

0,89 M Borsiure

0,5 M EDTA, pH 8,0

Roth, Karlsruhe

New England BioLabs, Frankfurt
Amersham, Freiburg

Biomers, Ulm

Biomers, Ulm

Amersham, Freiburg

New England BioLabs, Frankfurt
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
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Polyacrylamidgel 5 % (100ml)
8,8 M Harnstoff

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

60 wl TEMED
260 pl APS, 10 %-ig

Loading Dye fiir Polyacrylamidgele

500 ml Formamid

150 mg Bromphenolblau
150 mg Xylencyanol

10 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

Loading Dye fiir Agarosegele
5,04 g Glycerin
2 ml 50 x TBE

Bromphenolblau

Klonierung

TOPO TOP10-Cloningkit

LB-Medium
Hefeextrakt(5 g/1)
Trypton (10 g/l)
Natriumchlorid (0,5 g/1)

Plasmidreinigung

Nucleospin® Plasmid

Agarmedium fiir Sporeninokulation

Benzimidazol (35 mg/l)
Agar (6 g/)

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

Roth, Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Freiburg
Merck, Darmstadt

MP Biomedicals, Ohio

Roth, Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Freiburg

Invitrogen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Macharey-Nagel

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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7.3

AFLP
AMP
APS
ATP
BAC
bp
BSA
CAPS
cDNA
cM
COS
DNA
dNMP
dNTP
EDTA
EST
LOD
LRR
MAP
MAS
PCR
QTL
RAPD
RFLP
RGA
RILs
RNA
RNAse
ROI
SNP
SSCP
SSR

Abkiirzungsverzeichnis

Amplified Fragment Length Polymorphism Analyses
Adenosinmonophosphat
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

Bacterial Artificial Chromosome
Basenpaare

Bovines Serum Albumin

Cleaved Amplified Polymorphism
Complimery Desoxyribonucleinacid
Centimorgan

Conserved Ortholog Set
Desoxyribonucleinacid
Dinukleotidmonophosphat
Desoxynukleotidtriphosphat
Ethylendiamintetraacetat

Expressed Sequence Tag

Logarithm of Odds

Leucin Rich Repeats

Mitogen Aktiviertes Protein

Marker Assisted Selection

Polymerase Chain Reaction

Quantitative Trait Loci

Randomly Amplified Polymorphic DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis
Resistance Genes Analouge
Recombinant Inbreed Lines

Ribonucleic Acid

Ribonuklease

Reactive Oxygen Intermediates

Single Nucleotide Polymorphism

Single Strand Conformation Polymorphism Analysis

Single Sequence Repeats
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STS

TBE

TE
TEMED
TILLING
TRIS

U

YAC

Sequence Tagged Site

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Targeting Induced Local Lesions IN Genomes
Tis-(hydroxylmethyl)-aminomethan

Unit

Yeast Artificial Chromosome
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