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Mit dem Reich Gottes ist es so,

wie wenn ein Mensch Samen aufs Land wirft
und schléft und aufsteht, Nacht und Tag;
und der Same wichst — er weiss nicht, wie.
Denn von selbst bringt die Erde Frucht,
zuerst den Halm, danach die Ahre,

danach den vollen

Weizen
in die Ahre.

(Jesus Christus in Markus 4, 26-28)
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1 Einleitung

Der Saat- oder Brotweizen (7riticum aestivum L.) zéhlt mit Mais und Reis zu den drei
wichtigsten Nahrungspflanzen der Welt. In der Ziichtung von neuen Weizensorten nimmt die
Erhohung der Krankheitsresistenz eine zentrale Rolle ein, da nur gesunde Pflanzen ihr ganzes
Qualitdts- und Ertragspotential erreichen. Durch die stetige Zunahme der Weizenanbau-
flichen und den hidufigeren Weizenanbau in der Fruchtfolge ist der Bedarf an neuen
resistenteren, lokal adaptierten Weizensorten gross. Resistentere Weizensorten dienen zum
einen der Ertragssicherung und damit der Wettbewerbsfahigkeit der Landwirte als auch der
Schonung der Umwelt durch Einsparung von Pflanzenschutzmitteln.

Die Blatt- und Spelzenbriaune des Winterweizens ist neben dem Weizenmehltau, dem
Braun- und Gelbrost sowie der Ahrenfusariose eine der bedeutendsten Pilzkrankheiten des
Weizens, welche weltweit verbreitet ist, insbesondere in den gemaissigten Klimaten mit
haufigen Regenfillen im Frithjahr. Verursacht wird die Blatt- und Spelzenbrdune (engl.:
Septoria Nodorum Blotch = SNB) bei Weizen durch den Schadpilz Leptosphaeria nodorum
E. Miller (= Phaeosphaeria nodorum (E. Miiller) Hedjaroude), anamorph = Septoria
nodorum (Berk.) Berk. in Berkeley und Broome (= Stagonospora nodorum (Berk.) Castellani
und Germano). Eine erste Beschreibung von Septoria nodorum erfolgte von BERKELEY und
BROOME (1850), wobei man heute dazu libergeht, die Bezeichnung Stagonospora nodorum zu
verwenden, aufgrund der grosseren Ahnlichkeit der Konidien zu diesem Genus im Vergleich
zum Pilz Septoria tritici (Perfektstadium: Mycosphaerella graminicola (Fiickel)), dem
Erreger der Blattdiirre bei Weizen (CUNFER 1997, EYAL 1999).

Fir das Ausmass eines epidemischen Befalls von Weizen ist die Nebenfruchtform
Stagonospora nodorum (Berk.) von grosserer Bedeutung (HOFFMANN und SCHMUTTERER
1983), wihrend die vom sexuellen Vermehrungsstadium Leptosphaeria nodorum gebildeten
Ascosporen mitverantwortlich sind flir die Primérinfektion von jungen Weizenbesténden als
auch fiir die Verbreitung iiber grossere Distanzen (VERREET und HABERMEYER 1995, KELLER
et al. 1997). Erstmalig wurden starke Ertragsverluste von 43 — 50%, verursacht durch S.
nodorum, von TOWNSED (1898) in den USA beschrieben und in Deutschland von SORAUER
(1908). Mittlerweile gibt es weltweite Berichte von S. nodorum Epidemien (Ubersicht in:
VERREET 1995), vornehmlich in Gebieten mit gemadssigten Klimaten und regenreichen
Sommern (KING et al. 1983, HOFFMANN und SCHMUTTERER 1983). Dabei konnen
Ertragsverluste bis 50% sowie erhebliche Qualitdtsverminderungen auftreten (EYAL 1981,
KING 1983). Die Ertragsverluste entstehen hauptsidchlich durch Verminderung des
Tausendkorngewichtes, was sich auch in der verkiimmerten Kornform zeigt (BRONNIMANN
1968a), teilweise aber auch durch die Reduktion der Kornzahl pro Ahre (JONES und
ODEBUNMI 1971). Die Art und Stirke des Ertragverlustes sind stark vom Infektionszeitpunkt
abhingig, wobei die Phasen des Ahrenschiebens (EC 51) bis Blithende (EC 69) als besonders
anfdllige Entwicklungsstadien der Weizenpflanze anzusehen sind (BRONNIMANN 1968a,
JONES und ODEBUNMI 1971, VERREET et al. 1987a). Bedeutende Verluste der Backeigen-
schaften des Mehls, wie z.B. nach Befall mit Fusarium culmorum, treten jedoch nicht auf, da
S. nodorum den Mehlkorper nicht durchdringt (BOCKMANN 1964). Bisher sind keine human-
oder tiertoxischen Mykotoxine von S. nodorum bekannt. Als von S. nodorum produzierte
Phytotoxine sind zwei Substanzgruppen beschrieben, zu welchen verschiedene Derivate des
Septorins (Ochracin) und des Melleins gehoren, deren Wirkung und Funktion in der
Pathogenese und Wirtsspezifitdt noch ungeklért sind (BOUSQUET et al. 1974, BARBIER et al.
1994, DEVYS et al. 1994, EYAL 1999).

Als Hauptinokulumquelle werden die auf Stroh- und Stoppelresten verbleibenden
Pyknidien und Pseudothecien angesehen (HARROWER 1974, OBST 1977, ARSENIUK et al.
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1988), wodurch der Pilz in der Lage ist, zu iiberwintern. Befallenes Saatgut bildet ein
zusitzliches Ausgangsinokulum und kann als Folge von verminderten Feldaufgang und
geringeren Bestandesdichten zu Minderertragen fithren (KIETREIBER 1961, WILLIAMS und
JONES 1973, KRUGER und HOFFMANN 1978). Der Wirtskreis umfasst eine Reihe anderer
Getreidearten sowie Gréser, deren Bedeutung als Nebenwirte und Inokulumquelle aber als
gering eingestuft wird (HARROWER 1977, KRUPINSKY 1994).

Die Infektion beginnt mit der Penetration von Keimhyphen der Pyknosporen durch die
Cutikula des Blattes. Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass eine
direkte Penetration eher selten ist und meistens eine enzymatische Lysis der Cutikula
vorangeht. S. nodorum scheint ein Perthophyt zu sein, d.h. ein Pilz, der seinen Wirt zunichst
abtotet und dann besiedelt. Bei der Besiedelung werden grosse Myzelmatten direkt unter der
Cutikula gebildet, ohne Epidermiszellen zu befallen, was vermuten ldsst, dass S. nodorum
seine Néhrstoffe aus dem subcutikulidren Raum zieht (ZINKERNAGEL et al. 1988).

Erste Symptome auf den Blittern zeigen
sich in unregelméissig verteilten, kleinen,
braunen Flecken, die spiter zu grdsseren
Nekrosen zusammenfliessen, welche meist
von einem gelblich chlorotischen Hof
umgeben sind. Von den Blattachseln kann
sich der Befall auch auf die Blattscheiden
ausdehnen und erreicht schliesslich die Hiill-
und Deckspelzen der Ahre, wo es zu dem
auffillig typischen Symptom der schokola-
denbraunen Nekrosen kommt (Abbildung 1).
Fiir die epidemische Verbreitung im Pflan-
zenbestand bildet das asexuelle Vermehr-
ungsstadium S. nodorum kugelige, honig-
farbene Sporenbehilter (Pyknidien), die in
das Pflanzengewebe eingesenkt sind. Durch
vorhandenes Wasser quellen die in den
Pyknidien gebildeten Pyknosporen in Form
von Schleimranken aus den Pyknidien
hervor und werden dann durch auftreffende
Regentropfen auf die benachbarten hoher-
liegenden Blattetagen sowie auf die Ahre
geschleudert. Die Sporenkeimung verlduft in
einem Temperaturbereich von 5 — 37°C mit
einem Optimum von 20 — 25°C und 98 —
100% Luftfeuchtigkeit. Unter diesen Be-
dingungen und fortgesetzten Niederschligen
werden innerhalb von 8 bis 12 Tagen nach
der Infektion neue Symptome mit erneuter
Pyknidienbildung sichtbar (VEREET 1995).

Abbildung 1: Befallssymptome durch
Septoria nodorum an Weizen

Der wichtigste Pflanzenschutz geschieht durch vorbeugende ackerbauliche Massnahmen
wie die gute Einarbeitung von Ernteriickstéinden, eine Langzeitfruchtfolge und in Befallslagen
der Anbau gering anfilliger Sorten (EYAL 1981, OBST 1993, BAHLE und LEIST 1997). Als
weiteres wird die Verwendung von gesundem, gebeiztem Saatgut, eine optimierte Bestandes-
fiihrung zur Vermeidung von Lager sowie der angepasste Einsatz von Wachstumsreglern
empfohlen. Die Wirksamkeit von Fungiziden ist bei samenbiirtigen Pilzkrankheiten von
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verschiedenen Parametern abhingig und zum Teil sehr eingeschrinkt, weswegen besondere
Strategien in der Anwendung von Fungiziden notwendig sind (MITTERMEIER und HOFFMANN
1985, VOoLK und FRAHM 1991). Bei Erreichen von Bekidmpfungsschwellenwerten von
Blattnekrosen mit Pyknidien auf Indikationsblattetagen wird der Einsatz von systematischen
Septoria-Fungiziden oder Kontaktfungiziden notwendig (OBST 1993). Die vorbeugenden
Massnahmen und die Abstimmung des Fungizideinsatzes auf die jeweilige Befallssituation
sind die Grundlage fiir den integrierten Pflanzenschutz (IPS), wie er im IPS-Weizenmodell
Bayern dargestellt wird (VEREET und HOFFMANN 1993, VEREET und HABERMEYER 1995). Die
sinnvollste Massnahme zum Pflanzenschutz aus 6kologischer als auch aus 6konomischer
Sicht, ist der Anbau von gering anfélligen Weizensorten, insbesondere bei der Produktion von
Biosaatgut (RUEGGER et al. 1998).

Die Resistenz gegen S. nodorum der Winterweizensorten im deutschen Weizensorten-
spektrum ist eher gering und reicht maximal bis zur Note drei fiir geringe Anfalligkeit bei
einer Skala von eins, fiir sehr gering anfillig, bis neun, fiir sehr stark anféllig. Das Mittel der
Weizensorten lag bei 4,4 fiir das Jahr 2000, wobei sechs Sorten von insgesamt 48 mit der
Note drei am wenigsten anfillig waren (Beschreibende Sortenliste 2000). Bei acht im Jahr
2000 erstmals aufgefiihrten Sorten lag das Mittel der Anfélligkeit fiir Mehltau bei 2,4 mit
einer Notenspannbreite von eins bis vier und das Mittel fiir die Anfilligkeit fiir Spelzenbraune
bei 4,4 mit einer Notenspannbreite von drei bis fiinf. Dies verdeutlicht den grossen Bedarf an
der Einfilhrung weiterer Resistenzen gegen S. nodorum in das deutsche Sortenspektrum.
Diese eher geringe vorhandene Resistenz gegen S. nodorum liegt zum einen daran, dass
bisher hauptséchlich auf Resistenz gegen Mehltau, Braun- und Gelbrost geziichtet wurde und
zum anderen, dass die Ziichtung auf eine Resistenz gegen S. nodorum aufgrund der polygenen
Natur schwierig und sehr zeitaufwendig ist. Die meisten Untersuchungen der Resistenz gegen
S. nodorum haben gezeigt, dass es sich um eine quantitative Resistenz handelt (MULLANEY et
al. 1982; NELSON und GATES 1982; WICKI et al. 1999a), welche durch das Zusammenwirken
mehrerer Genorte, sogenannter QTL (engl.: Quantitative Trait Loci), ausgepragt wird. Bei der
Vererbung der Resistenz wurde hiufiger eine additive Genwirkung beobachtet als eine
Dominanz oder Heterosis (MULLANEY et al. 1982; FRIED und MEISTER 1987; WILKINSON
1990). Es hat sich auch gezeigt, dass fiir die Ahre und die Fahnenblitter unterschiedliche
Resistenzkomplexe verantwortlich sind und diese unabhédngig vererbt werden (FRIED und
MEISTER 1987; WILKINSON 1990; BOSTWICK et al. 1993; WICKI et al. 1999a). Die Ausnahmen
von der quantitativen Resistenz bilden die gefundenen monogenen Resistenzen im
Keimlingsstadium von KLEUER et al. (1977) auf Chromosom 1B der Weizensorte 'Atlas 66'
und von MA und HUGHES (1995) auf Chromosom 3A in einer von 7. timopheevii stammenden
Durumweizenlinie.

Die bisher gefundenen Resistenzen gegen S. nodorum wurden durch Tests an Keimlingen
(KRUPINSKY et al. 1977, SCHAREN und KRUPINSKY 1978, MULLANEY et al. 1982, MA und
HUGHES 1993), an Blattsegmenten (ECKER et al. 1989) und an ausgewachsenen Pflanzen nach
kiinstlicher Infektion bestimmt (ARSENIUK et al. 1991, BOSTWICK et al. 1993) (Tabelle 1). Zur
genaueren Erfassung der quantitativen Resistenz wurden die Fliachen unter Befalls-
verlautkurven (engl.: Area Under Disease Progress Curves = AUDPC) berechnet wie z. B. in
den Arbeiten von BOSTWICK (1993) oder das Fortschreiten von Resistenzparametern wie der
Latenzzeit, der Infektionszeit und der Grosse von Lésionen (ECKER et al. 1989) gemessen.
Die Erfassung der Resistenz an Keimlingen und an Blattsegmenten hat den Vorteil, dass
Standortbedingungen, wie der Boden oder das Klima, nicht die Resistenzauspriagung
beeinflussen. Allerdings hat sich gezeigt, dass die auf diese Weise gefundenen Resistenzen
nicht immer bei ausgewachsenen Pflanzen unter Feldbedingungen ausgebildet wurden
(TROTTET und BENACEF 1989; ARSENIUK et al. 1991; NELSON und MARSHALL 1990). Zudem
kénnen mit diesen Methoden keine Resistenzen der Ahre erfasst werden. Auf der anderen
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Seite ist die Bestimmung von quantitativen Resistenzen mittels visueller Bonitur an
ausgewachsenen Pflanzen auf dem Feld schwierig aufgrund der kontinuierlichen Variation
der Befallsstirke und erfordert somit viel Zeit und Erfahrung. Ausserdem konnen
Umwelteinfliisse wie Standortbedingungen und Klima Resistenzen verdecken oder
pflanzenmorpholoische Eigenschaften wie die Halmlidnge oder die Cutikulabeschaffenheit
Resistenzen vortduschen. Trotzdem scheinen Feldversuche mit kiinstlichen Infektionen
verldsslicher zu sein als Versuche unter Gewéchshausbedingungen (BRUNO und NELSON
1990).

Die Ausprigung der Resistenz gegen S. nodorum wird deutlich von morphologischen
Eigenschaften wie der Pflanzenhohe und dem Entwicklungsstadium der Pflanze beeinflusst.
Weizensorten, die sich frither entwickeln als auch kurze Sorten, sind stérker anfillig als sich
spéter entwickelnde und hohe Sorten (TAVELLA 1978, EYAL 1981, KING et al. 1983). Auch
JONNSSON (1991) beschrieb, dass die dlteren unteren Blitter stirker anfillig sind als die
jingeren oberen Blitter, wodurch sich spiter entwickelnde Sorten eventuell filschlich als
weniger anfillig zeigen konnten. BRONNIMANN et al. (1973) beobachteten bei kiinstlich
infizierten Halmldngen-Mutanten der Sorte 'Zenith', dass kiirzere Linien schneller und stirker
befallen wurden als hohere Linien. Als Hauptursache wird das unterschiedliche Mikroklima
angesehen, da bei kiirzeren bodennahen Sorten die Feuchtigkeit langer verbleibt und somit die
fiir den Pilz notwendigen Wachstumbedingungen langer vorliegen (KING et al. 1983). In einer
Studie iiber die Beziehungen zwischen Pflanzenhdhe, Zeitpunkt des Ahrenschiebens und der
Resistenz gegen S. nodorum stellten SCOTT et al. (1982) fest, dass die Pflanzenhdhe und der
Zeitpunkt des Ahrenschiebens mit der Segregation der Resistenz assoziiert waren und dies
eher mit Pleiotropie als mit Kopplung der betreffenden Merkmale zu erkldren sei. Bisher
konnte keine vollstindig resistente Weizensorte gefunden werden, weswegen man auch
héaufig von einer partiellen Resistenz spricht. Um eine grosstmogliche partielle Resistenz im
Weizen aufzubauen werden hauptsédchlich resistente Weizensorten, verwandte 7riticum-Arten
und verwandte Wildformen als Resistenzquellen genutzt. FRECHA (1977) fand eine monogene
dominante Resistenz gegen S. nodorum in der Weizensorte 'Atlas 66', MA und HUGHES
(1993) konnten hédufig Resistenzen bei Triticum monococcum, T. tauschii und T. timopheevii
feststellen und ECKER et al. (1990b) bei Aegilops longissima. Von verschiedenen Autoren
wird T. timopheevii am hiufigsten als Resistenztrager beschrieben (JEGER et al. 1983,
WENDLAND und HOFFMANN 1988, MA und HUGHES 1993). Einen Uberblick einer Auswahl
von bisher beschriebenen Resistenzen in Weizensorten und Verwandten des Weizens gibt die
Tabelle 1. Da viele Resistenzen durch die Priifung von Keimlingen bestimmt wurden, ergibt
sich das Problem, dass auf diese Weise gefundene Resistenzen nicht immer bei
ausgewachsenen Pflanzen unter Feldbedingungen gefunden wurden (TROTTET und BENACEF
1989, NELSON und MARSHALL 1990, ARSENIUK et al. 1991). So wurden dic Weizensorten
'Okapi' und 'Sappo' von WENDLAND und HOFFMANN (1988) mittels der Messung der
postinfektionellen Ethylenbildung an Keimlingen als gering anfillig eingestuft, zeigten sich
aber in einem zweijdhrigen Feldversuch als hoch anfillig auf den Bléttern und mittel anféllig
auf den Ahren (MIELKE 1980).
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Tabelle 1: Bisher beschriebene Resistenzen gegen S. nodorum einiger Weizensorten und
verwandter Arten

Resistenztriger Nachweismethoden Autoren

Aegilops longissima Test an Keimlingen ECKER et al (1990b)

T. monococcum Test an Keimlingen Ma und HUGHES (1993)

T. speltoides Test an Keimlingen ECKER et al (1990a)

T. tauschii Test an Keimlingen Ma und HUGHES (1993)

T. timopheevii

T. durum Test an Keimlingen JEGER et al. (1983)

T. dicoccum Test an Keimlingen Krupinsky (1977)

Atlas 66 Test an Keimlingen FRECHA (1973)

Blueboy 11, Oasis Test an ausgewachsenen Pflanzen im NELSON (1980)
Gewichshaus

Cotipora Test an ausgewachsenen Pflanzen im BOSTWICK et al. (1993)
Gewdchshaus

Frondoso Test an Keimlingen MULLANEY et al. (1982)

Fronthatch

Maris Huntsman, Test an Keimlingen JEGER et al. (1983)

Kolibri,Chapelle-Desprez

Okapi, Sappo Bestimmung der quantitativen post- Wendland und Hoffmann (1988)
infektionellen Ethylenbildung an
Keimlingen

Die meisten bisher lokalisierten Resistenzen gegen S. nodorum wurden mittels einer
Analyse von monosomen Linien oder Substitutionslinien bestimmt, wobei sich die Lokali-
sierung auf ganze Chromosomen oder Chromosomenarme beschrinkt. Auffillig ist, das die
Chromosomen der homeologen Gruppen 3, 5 und 7 am haufigsten beschrieben wurden und
die Chromosomen der Gruppen 1 und 6 am wenigsten. Die bisher auf Chromosomen loka-
lisierten Resistenzen gegen S. nodorum sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Fiir die von MA und
HUGHES (1995) gefundene monogene Resistenz aus Chromosom 3A in Durumweizen
konnten CAO et al. (2001) mittels ‘Bulked Segregant Analysis’ (BSA) zwei flankierende
RAPD-Marker analysieren mit Abstdnden von 15 und 13 ¢cM zum Resistenzgen. Anhand der
Untersuchung von rekombinanten Einzelchromosomenlinien fanden ELLERBROOK et al.
(1999) eine Resistenz auf Chromosom 5D, welche zwischen einem Isoenzym-Marker und
einem RFLP-Marker mit Abstdnden von 15,6 und 12,0 ¢cM lokalisiert ist. Die lediglich zwei
beschriebenen Marker fiir eine Resistenz gegen S. nodorum verdeutlichen den Bedarf an
weiteren Markeranalysen, um noch mehr Marker mit mdglichst enger Kopplung zu
Resistenzloci zu finden und sie in einer markergestiitzten Selektion zur Resistenzziichtung
einzusetzten. Als grosste Schwierigkeit bei der Suche nach geeigneten Markern erweist sich
das riesige Genom des Weizens, welches in haploider Form ungefihr 1,7 x 10'° bp umfasst
mit ca. 810 Mb pro Chromosom (ARUMUGANTHAN und EARLE 1991). Drei
Weizenchromosomen  entsprechen dem  haploiden Maisgenom und eineinhalb
durchschnittliche Weizenchromosomen sind so gross wie das haploide Reisgenom (GILL und
GILL 1994). Fiir eine einigermassen gleichmidssige Markerabdeckung von 10 bis 20 Loci pro
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Weizenchromosom werden ungefihr 200 bis 400 kartierte Loci bzw. Marker benotigt
(LANDRIGE und CHALMERS 1998).

Tabelle 2:

Bisher auf Chromosomen lokalisierte Resistenzen gegen S. nodorum

Chromosomen mit
lokalisierter Resistenz

Nachweismethoden

Autoren

1B

7A, 3B, 7B
2B, 4D, 5A, 6A, 6B, 7A

2B, 2D, 3A, 4A, 5B, 7D
3A, 7A (grosste Effekte)

2B, 5B, 4A, 5A, 7B, 5D (kleinere
Effekte)

5D, 3D (grosste Effekte)

7D, 2A, 3B, 5A (kleinere Effekte)
2B, 2D negative Effekte

3A, 4AL, 3BL fiir Blattresistenz

3AS, 4AS, 7A, 3BL fiir
Ahrenresistenz

SA, 6B Anfilligkeit
3D, plus vier bis sechs weitere
vermutete Genorte

3A

5D

Test an Keimlingen Monosomenanalyse der
Sorte 'Atlas 66'

Monosomenanalyse der Sorte 'Sappo’
Monosomenanalyse der Sorte 'Weibull 15440'

Monosomenanalyse der Linie 'L22'
Monosomenanalyse der Linie 'L22'
Test an Blattsegmenten und Feldversuche

Test an Keimlingen
Substitutionlinien eines synthetischen Weizens

Monosomenanalyse der Sorte 'Cotipora’

Gewichshausversuche an ausgewachsenen
Pflanzen

Feldversuche mit kiinstlicher Infektion der
Kreuzung 'Forno' x 'Oberkulmer’ (T. spelta)

RFLP- und Mikrosatelliten-Marker

Test an Keimlingen einer
Durumweizenkreuzung

Substitutionslinien

‘Bulked segregant analysis’ (BSA) mit RAPD-
Markern

Rekombinante Einzelchromosomen Linien von
Substitutionslinien eines synthetischen
Weizens

Isoenzym-, RFLP- und Mikrosatelliten-Marker

KLEUER et al. (1977)
HELENA et al. (1985)

WALAG und DZIEGLO
(1987)

AURIAU et al. (1988)
RAPILLY et al. (1988)

NICHOLSON et al. (1993)

HU et al. (1996)

MESSMER et al. (1997)

Ma und HUGHES (1995)
CAo0 et al. (2001)

ELLERBROOK et al.
(1999)

Die meisten Merkmale von natiirlichen Populationen zeigen eher eine kontinuierliche

Variation als diskrete Klassen, d. h. die Variation ist quantitativ. Zu den typischen quanti-
tativen Merkmalen gehdren z. B. der Ertrag, der Proteingehalt des Korns oder die
Pflanzenhdhe, aber auch die Ausprigung der Resistenz gegen die meisten Pilzkrankheiten.
Bisher wurden die meisten Arbeiten zur Resistenz auf der Grundlage der Gen-fiir-Gen
Hypothese durchgefiihrt, d. h. gegen ein spezifisches Pilzisolat wurde ein spezifisches
Resistenzgen bestimmt und dieses in die vorhandenen Sorten eingekreuzt. Auf diese Weise
wurden tiber 10 verschiedene spezifische Mehltau-Resistenzen und mehr als 15 spezifische
Braunrost-Resistenzen beim Weizen bestimmt (http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/DEM/
ggtabledefs.html, MCINTOSH et al. 1998). Die qualitativen Resistenzen sind hiufig nicht sehr
dauerhaft, da eine einzige Mutation beim pathogenen Pilz ausreichen kann, um die Resistenz
zu durchbrechen. Deswegen wurde auch versucht, mehrere qualitative Resistenzen in einer
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Weizensorte zu akkumulieren und somit eine Pyramidisierung von Resistenzen zu erhalten,
welche schwerer vom Pilz zu iiberwinden ist. Eine Pyramidisierung von mehreren Mehltau-
Resistenzen in einer Weizensorte konnte aber auch keine dauerhafte Resistenz erzeugen
(BROWN et al. 1997). Dauerhafter zeigten sich quantitativ ausgeprigte Resistenzen, die
vorwiegend durch einen verzogerten Befallsverlauf gekennzeichnet sind. Fiir die anfangs
erwdhnten klassischen qualitativen Resistenzen wurden auch Arbeiten zur Bestimmung von
quantitativen Resistenzen durchgefiihrt. Die genetischen Untersuchungen der Mehltau-
Resistenz anhand zweier monosomer Kreuzungen der Weizensorte 'Diplomat' von CHAE und
FISCHBECK (1979) lassen erkennen, dass 14 Chromosomen an der Differenzierung der
Mehltau-Resistenz beteiligt sind und unterstiitzen die Interpretation einer quantitativen
Vererbung. KELLER et al. (1999a) fanden 18 QTL fiir Mehltau-Resistenz in einer Kreuzung
eines Winterweizens mit einem Spelzweizen, wobei ein QTL auf Chromosom 7B
hochstwahrscheinlich das Hauptresistenzgen PmS des Winterweizens représentiert. In
derselben Kreuzung konnten acht QTL fiir eine Braunrost-Resistenz von MESSMER et al.
(2000) analysiert werden. Bei der Gerste wurden ebenfalls Resistenz-QTL gegen Mehltau
(Heun 1992, Backes et al. 1995, 1996) und gegen Braunrost (KICHERER et al. 2000) gefunden.

Bei einer QTL-Analyse wird durch die Zerlegung der quantitativen Merkmale in
Komponenten der Mendel 'schen Vererbung versucht, moglichst viele beteiligte Gene, welche
fir die Auspriagung des quantitativen Merkmals verantwortlich sind, zu erfassen. Die
Vererbung der quantitativen Merkmale folgt prinzipiell den Mendel 'schen Regeln (FALCONER
1984), worauf auch das von JOHANNSEN (1913) entwickelte Modell beruht, welches unter der
Annahme gleicher Effekte aller Einfliisse einer Normalverteilung der Merkmalshéufigkeiten
entsprach. Da auch die Umwelt bzw. die Wechselwirkungen zwischen Umwelt und Genotyp
fiir die Merkmalsauspragung ausschlaggebend sind, muss auch die Varianz eines Merkmals in
entsprechende Faktoren zerlegt werden (FALCONER 1984). Die meisten Arbeiten iiber die
Lokalisierung von QTL zeigen, dass grosse Unterschiede in der Auspriagung eines Merkmals
in verschiedenen Umwelten bestehen, wodurch sich hdufig QTL in nur einer Umwelt
detektieren lassen. Dieser Effekt wird als Genotyp-Umwelt-Interaktion bezeichnet
(FALCONER 1984, LYNCH und WALSH 1998, BRANCOURT-HULMEL 1999). Die Abschitzung
von QTL erfolgt iiber statistische Methoden, bei welchen Assoziationen zwischen einem
Marker und einem phénotypischen Merkmal bestimmt werden. Anhand von Markerbonituren
wird eine flir das betreffende Merkmal spaltende Nachkommenschaft einer Kreuzung in
verschiedene Genotypklassen eingeteilt. Mittels korrelativer statistischer Verfahren wird
berechnet, ob sich die jeweiligen Genotypklassen im Vergleich der Mittelwerte der
phidnotypischen Merkmale signifikant unterscheiden. Ist dies der Fall, so besteht eine
Kopplung zwischen den merkmalsrelevanten Genen und den betreffenden Markerloci, mit
denen die Nachkommenschaft unterteilt wurde (TANKSLEY 1993, KEARSEY und HYNE 1994,
Kearsey 1997). Einen Uberblick zur QTL-Analyse mit molekularen Markern zeigt die
Abbildung 2.

Der einfachste Ansatz, um eine Assoziation zwischen einem Merkmal und einem Marker
zu bestimmen, ist die lineare Berechnung mit einem t-Test oder eine Varianzanalyse. Der t-
Test ist allerdings nur fiir zwei mogliche Markergenotypen durchfiihrbar, wohingegen mit
einer ANOVA (‘Analysis of Variance’) auch Analysen an Nachkommenschaften mit
heterozygoten Individuen bzw. Linien mdglich sind. Zudem erlaubt die Methode der
Varianzanalyse mit einem statistisch sicheren Ansatz die Analyse von Genotypen in
verschiedenen Umwelten (LYNCH und WALSH 1998). Der Nachteil dieser beiden Methoden
ist, dass keine exakten Abschitzungen von QTL-Positionen gemacht werden kdnnen. Ein
erweiterter Ansatz ist die Regressionsanalyse von Markerintervallen, welche sowohl die
Untersuchung von Epistasie und QTL-Umwelt-Interaktionen (HALEY und KNOTT 1992) als
auch die Lokalisierung eines QTL in einem Intervall zwischen zwei Markern ermdglicht
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(WELLER et al. 1988). Durch die Verrechnung mehrerer Markerintervalle sowie deren
Wechselwirkungen steigt die statistische Giite der Analyse und die Wahrscheinlichkeit, zwei
verschiedene QTL zu detektieren, die durch ein Intervall getrennt sind, erhoht sich. Auch der
Ansatz der ‘Maximum Likelihood’-Methode hat die Kartierung von Markerintervallen zum
Ziel, welche auf dem Vergleich von beobachteten Merkmalsdaten mit einer theoretischen
Verteilung beruht. Uber eine iterative Verinderung der Verteilungsparameter wird eine
theoretische Verteilung mit einer maximalen Wahrscheinlichkeit der Ubereinstimmung mit
der beobachteten Verteilung berechnet (LANDER und BOTSTEIN 1989). Die statistische
Sicherheit der Lokalisierung wird durch die Berechnung des ‘Logarithm of Odds’ (LOD)
iberpriift. Dieser Wert ist der dekadische Logarithmus aus dem Verhiltnis zwischen
maximalem Likelihood und der Likelihood unter der Annahme der Abwesenheit eines QTL
an der entsprechenden Position. Die Moglichkeit, dass ein falsch positiver QTL detektiert
wird, nimmt allerdings mit der Anzahl der untersuchten Markerintervalle zu. Um diesen
Effekt zu begrenzen, wurde der LOD-Schwellenwert fiir die Annahme einer Kopplung eines
Markers zum QTL von LANDER und BOTSTEIN (1989) adaptiert. Als Nachteile dieser
Methode sind zu sehen, dass die Merkmale normalverteilt sein miissen und dass fiir die
komplexen Iterationsschritte viel Rechnerkapazitéit bendtigt wird (LYNCH und WALSH 1998).
Eine Verbesserung der Intervallkartierung wird durch das Einbeziehen von Markern als
Kofaktoren erreicht (JANSSEN und STAM 1994). Dieser Ansatz wird als ‘Composite Interval
Mapping ’ (CIM) bezeichnet und erhoht die Effizienz der QTL-Detektion (JANSSEN und
STAM 1994, UTZ und MELCHINGER 1994). CIM erzielt eine bessere Auflosung, wodurch auch
die Detektion von gekoppelten QTL mdglich ist. Durch die Kombination der multiplen
Regression (HALEY und KNOTT 1992) mit den Vorteilen der CIM-Analyse entwickelten UTZ
und MELCHINGER (1994) das Computerprogramm PLABQTL fiir die QTL Kartierung. In
einem Vergleich der Methode des ‘Simple Interval Mapping’ (SIM) und dem ‘Simple
Composite Interval Mapping’ (sCIM) konnten TINKER und MATHER (1995) die
Uberlegenheit der Kartierung mit Kofaktoren zeigen. Nachteile ergaben sich fiir die
Anwendung von sCIM in Untersuchungen mit mehreren Umwelten sowie bei Anwesenheit
zweier QTL in Repulsion. Die Autoren empfahlen daher, zuerst QTL mit SIM zu detektieren
und danach die genauere Kartierung iiber die Anwendung von CIM durchzufiihren.

Das tibergeordnete Ziel einer QTL-Analyse ist die Entwicklung von Methoden, die fiir
eine markergestiitzte Selektion in der praktischen Pflanzenziichtung zur Verbesserung von
quantitativen agronomischen Merkmalen, wie z. B. der dauerhaften Resistenz gegen S.
nodorum, einsetzbar sind (YOUNG 1996). Um Eingang in die ziichterische Praxis zu finden,
sollten die molekular kartierten QTL einen hohen Anteil an phinotypischer Varianz erkléren,
eine enge Kopplung zu einem Marker aufweisen und in verschiedenen genetischen
Hintergriinden als auch in verschiedenen Umwelten stabil bleiben (TANKSLEY 1993).
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LANDE und THOMPSON (1990) haben gezeigt, dass eine ‘Marker Assisted Selection’
(MAS) niitzlich ist, um quantitative Merkmale zu verbessern. Bei der Selektion von
Tomatenlinien aus einer Kreuzung mit einer Wildtomate zur Steigerung der quantitativ
ausgeprigten Salztoleranz fanden MONTFORTE et al. (1996) eine MAS, insbesondere im
Selektionsschritt von F; nach Fs sehr effektiv. Allerdings zeigte MAS in einem
Maisziichtungsprogramm keinen grosseren Effekt als die konventionelle Selektion
(STROMBERG et al. 1994). Mittels eines Simulationsprogramms zeigten CHARMET et al.
(1999), dass die Genauigkeit der QTL-Lokalisierung stark die Selektionseffizienz beeinflusst
und ein rekurrentes Kreuzungsprogramm zu bevorzugen ist, um viele QTL zu akkumulieren.
Das Vertrauensintervall der QTL-Lokalisierung beeinflusst sehr die Grosse der zur Selektion
notwendigen Population. Bei einem nicht ungewohnlichen Vertrauensintervall von 30 cM
eines QTLs mit moderater Heritabilitdt, welcher in einer praxisiiblichen Populationsgrosse
von 200 Linien detektiert worden ist, lassen sich nur schwer mehr als drei oder vier
segregierende QTL in einem Generationsschritt in einer Linie vereinigen. Die Durchfiihrung
von zwei Selektionszyklen mit Populationsgréssen von 200 Linien scheinen dabei genauso
effektiv zu sein wie ein Zyklus mit 4000 Linien.

Fiir eine Lokalisierung von QTL als auch eine allgemeine Genomanalyse ist eine grosse
Zahl von Markern notwendig, um eine mdglichst gute Genomabdeckung zu erzielen und um
eng gekoppelte Marker zu finden, die eine genaue Detektion von QTL ermdglichen. In
klassischen genetischen Analyse wurden hauptsdchlich morphologische Marker, wie die
Samenfarbe oder die Wuchsform, und biochemische Marker, wie die Isoenzyme oder
Speicherproteine, eingesetzt. SAX (1923) konnte das Merkmal der Samengrosse mit dem
morphologischen Marker Samenfarbe in Zusammenhang bringen, welches der Beginn fiir die
markergestiitzte Identifizierung von quantitativ vererbten Merkmalen war. Beim Weizen
wurden die genetischen Studien mit morphologischen Markern aufgrund seines
allohexaploiden Charakters stak behindert, weil die phidnotypische Expression rezessiver
Gene manchmal durch Allele auf den Homoeoloci der beiden anderen Genome maskiert wird.
Zudem treten wegen der geringen Anzahl an morphologischen Markern und der hohen
Anzahl von Kopplungsgruppen (21 Cromosomen) Kopplungen zwischen diesen Markern nur
selten auf (GALE et al1990). Auch die Zahl an verfiigbaren Isoenzymen und
Speicherproteinen als biochemische Marker ist relativ gering, weswegen sie in der
Pflanzenziichtung nur in geringem Umfang zur Selektion eingesetzt werden (TANKSLEY
1983).

Mit der Entwicklung der molekularen Marker zu Beginn der achtziger Jahre war es nun
moglich auf der DNA-Ebene eine fast unbegrenzte Anzahl von Markern zu generieren.
Dariiber hinaus zeichnen sich molekulare Marker durch einige weitere Vorteile aus:

» Nachweisbarkeit in allen Entwicklungsstadien und in allen Pflanzengeweben
 geringe oder fehlende Umweltabhidngigkeit
* teilweise kodominante Vererbung mit hdufiger multipler Allelie (RFLP, SSR)

Nach der Entdeckung der Restriktionsendonukleasen (ARBER und LINN 1969)
entwickelte SOUTHERN (1975) eine analytische Methode, bei der genomische DNA mit
Restriktionsenzymen geschnitten und die erhaltenen Fragmente nach gelelektrophoretischer
Auftrennung auf einer Nylonmembran fixiert wurden. Mit radioaktiv markierten DNA-
Sonden (DNA-Fragmente) konnten durch Hybridisierung mit den entsprechenden
komplementdren DNA-Fragmenten auf der Nylonmembran einzelne Fragmente detektiert
werden. Unterscheiden sich die detektierten Positionen zweier Genotypen aufgrund der
unterschiedlichen Laufweite, bedingt durch die unterschiedliche Grosse der DNA-Fragmente,
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spricht man von einem Restriktions-Fragmentlingen-Polymorphismus (RFLP). Die einem
RFLP zugrundeliegenden unterschiedlichen DNA-Fragmentldngen entstehen durch Inser-
tionen, Deletionen, Inversionen, Duplikationen oder Translokationen der DNA-Sequenzen
zwischen Schnittstellen der Restriktionsenzyme oder durch Punktmutationen innerhalb einer
Schnittstelle. MILLER und TANKSLEY (1990) fanden eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl von RFLPs und der durchschnittlichen Grdsse der Restriktionsfragmente und werteten
dies als Indiz, dass Insertionen und Deletionen die Hauptursache fiir Polymorphismen sind.
Mittlerweile sind Untersuchungen mit RFLPs an den meisten Kulturpflanzen fiir die
unterschiedlichsten Merkmale durchgefiihrt worden. Fiir die Ziichtungsforschung bildete die
Entwicklung von RFLP-Genomkarten ein Hauptziel, um Ziichtungsprogramme effektiver zu
gestalten oder um sie fiir eine kartengestiitzte Genisolierung und damit fiir eine Aufklarung
von Genfunktionen zu nutzen (BECKMANN und SOLLER 1986). Die ersten RFLP-Karten fiir
pflanzliche Genome wurden fiir Tomate (BERNATZKY und TANKSLEY 1986, BONIERBALE et
al. 1988) und Mais (HELENTJARIS et al. 1986a) publiziert. Bei den Getreiden wurden die
meisten Arbeiten flir Gerste (GRANER et al 1994, KLEINHOFS et al. 1994) und Weizen
(ANDERSON et al. 1992, DEVOS et al. 1993b, GALE et al. 1995), als den beiden wichtigsten
Arten, durchgefiihrt. Fiir die Genomanalyse von Weizen mittels RFLP ergeben sich zwei
Hauptprobleme, welche die Kartierung erschweren. Zum einen besitzt der Saat- oder
Brotweizen mit 1,6 x 10° Basenpaaren eines der grossten Genome der Kulturpflanzen
iiberhaupt und zum anderen sind Polymorphismen mittels RFLP im Durchschnitt von nur
10% nachzuweisen, was wahrscheinlich an der vergleichsweise jungen Evolution des
Weizens liegt (RODER et al. 1998). Deswegen wird dazu iibergegangen, Mikrosatelliten-
Marker (SSRs) einzusetzen, die einen hoheren Grad an Polymorphie beim Weizen aufdecken
(RODER et al 1995) und zudem informativer sind (WU und TANKSLEY 1993). Einen weiteren
Einsatz fanden die RFLP-Marker auch in der vergleichenden Kartierung, bei der orthologe
Loci in verschiedenen Genomen mit denselben Markern untersucht wurden. Damit konnten
Verwandtschaftsbeziechungen zwischen verschiedenen Arten oder Syntdniebeziehungen
zwischen Genomen innerhalb der Pflanzenfamilien der Solanaceae und Poaceae auf
molekularer Ebene analysiert werden. Dabei zeigte sich eine weitgehend konservierte
Anordnung der Gene zwischen den Genomen von Tomate und Kartoffel (BONIERBALE et al.
1988). Die vergleichende Kartierung von Weizen und Roggen (DEVOS et al. 1993a) zeigte,
dass bis auf das Chromosom 1R alle Chromosomen des Roggens Translokationen aufweisen,
wobei jedoch die Kollinearitdt der Marker innerhalb eines translozierten Segments zwischen
den beiden Genomen konserviert ist. Eine deutlich ausgeprdgte Kollinearitdt konnte auch
zwischen den Genomen von Gerste und Weizen festgestellt werden (DEVOS und GALE 1993a;
MARINO et al. 1996). Der mosaikartige Aufbau der Genome der Poaceae bzw. Gramineae aus
syntdnen Segmenten (MOORE et al. 1995) ermdglicht der kartengestiitzten Genisolierung neue
Wege, indem zur Klonierung von Genen, welche urspriinglich in grossen Genomen wie z.B.
von Weizen, Gerste oder Mais identifiziert wurden, auf kleinere Genome wie z.B. Reis
ausgewichen werden kann. Als weiteres konnen auch ‘Single-Copy-Sequenzen’ eines
Genoms ‘Single-Copy-Sequenzen’ eines anderen Genoms detektieren, was SAGHAT MAROOF
et al. (1996) bei Gerste und Reis festgestellt haben und somit fiir die Kartierung Marker aus
anderen Genomen genutzt werden kdnnen.

Mit der Amplifizierung von spezifischen DNA-Fragmenten durch die von MULLIS und
FALOONA (1987) entwickelte PCR-Reaktion (‘Polymerase Chain Reaction’) in Verbindung
mit genotypabhingigen PCR-Fragmentlingen war es moglich, neue Markermethoden auf
molekularer Ebene zu entwickeln. Die wesentlichen Vorteile von PCR basierten Markern
bestehen darin, dass die vergleichsweise einfach durchzufiihrenden Analysen nur geringe
DNA-Mengen bendtigen, wodurch auch Einzelpflanzen in einem frithen Entwicklungs-
stadium untersucht werden konnen. Da auch grosse Probenzahlen in kurzer Zeit analysiert
werden konnen, eignen sich PCR basierte Marker ideal fiir eine markergestiitzte Selektion in
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einem Zuchtprogramm. Dem entgegen stehen die sehr hohen Entwicklungskosten der Marker
als auch die hohen Analysekosten der einzelnen Untersuchungsproben, weswegen der Einsatz
von PCR-Markern fiir kleinere und mittlere Ziichter noch nicht rentabel ist.

Bei den Mikrosatelliten handelt es sich um einfache, sich tandemartig wiederholende
DNA-Sequenzen von Mono-, Di-, Tri-, Tetra- oder Pentanukleotiden, weswegen sie auch
‘Simple Sequence Repeats’ (SSR) heissen. Der Begriff Mikrosatelliten wurde von den von
JEFFREYS et al. (1985) erstmals beschriebenen Minisatelliten abgeleitet. Beide Markerarten
repriasentieren hochvariable Genombereiche, wobei die ‘Repeats’ von Mikrosatelliten mit
zwei bis acht Basenpaaren kleiner sind als die der Minisatelliten mit 16 bis 24 Basenpaaren.
Die Variabilitdt kommt durch die unterschiedliche Anzahl der ‘Repeats’ in den verschiedenen
Genotypen zustande, weswegen die beiden Markerklassen auch unter dem Oberbegriff VNTR
(‘Variable Number of Tandem Repeats’) zusammengefasst werden. Die vorrangige Methode
Mikrosatelliten zu analysieren besteht darin, die flankierende Bereiche, welche meist hoch
konserviert sind, als Primerbindungsstellen in einer PCR-Reaktion einzusetzen. Die
amplifizierten Mikrosatellitensequenzen werden dann mittels Gelelektrophorese ihrer Grosse
nach aufgetrennt und konnen dann auf vorhandene Lédngenpolymorphismen, aufgrund der
unterschiedlichen Anzahl von ‘Repeats’, liberpriift werden (WEBER und MAY 1989). Fiir die
Entwicklung von Mikrosatellitenprimern werden mit synthetischen Oligonukleotiden, die aus
entsprechenden ‘Repeats’ bestehen, Genbanken gesichtet, daraus positive Klone isoliert, diese
sequenziert und schliesslich aus den flankierenden Bereichen PCR-Primer synthetisiert. Die
Charakterisierung von Mikrosatelliten in Pflanzengenomen wurde zuerst an tropischen
Baumarten und Mais (CONDIT und HUBBELL 1991) durchgefiihrt. In dieser Studie wurden
AC- und AG-Repeats mit einer Haufigkeit von 5 x 10° bis 3 x 10°> pro Genom detektiert,
wobei AG-Sequenzmotive haufiger als AC-Wiederholungen auftraten. Die Verwendbarkeit
von Mikrosatelliten als Marker beruht im wesentlichen auf ihrer gleichméssigen Verteilung
im pflanzlichen Genom (ZHAO und KOCHERT 1993, JARNE und LAGODA 1996) als auch auf
ihrem Potential im Auffiillen von Liicken bestehender RFLP-Karten (WU und TANKSLEY
1993). Die besondere Attraktivitdit von Mikrosatelliten besteht in ihrem hohen
Informationsgehalt, welcher sich zum einen aus der Anzahl und Héufigkeit der detektierten
Allele und zum anderen aus der in der Regel kodominanten Vererbung zusammensetzt. In
Gerste wurden zwei Mikrosatellitenloci beschrieben (SAGHAI MAROOF et al. 1994), die eine
Ausprigung von 37 bzw. 28 Allelen zeigten. PLASCHKE et al. (1995) befanden einen Satz von
23 Mikrosatelliten fiir ausreichend, um in einem Sortiment von genetisch relativ eng
verwandten Weizensorten eine Differenzierung der Sorten sowie eine Stammbaumanalyse
durchzufiihren. Zudem ldsst sich mit Mikrosatelliten im Vergleich zu RFLP-Markern ein bis
zu zehnmal hoherer Anteil von Polymorphie nachweisen (WU und TANKSLEY 1993), was
insbesondere bei der Analyse von hexaploidem Weizen mit seinem geringen Poly-
morphiegrad wichtig ist (RODER et al. 1995). Ein wesentlicher Punkt fiir die Entwicklung von
Mikrosatelliten-Markern ist deren direkte Verwendbarkeit flir eine markergestiitzte Selektion
in der Ziichtung. Die Kopplung eines Mikrosatelliten mit einem Resistenzgen konnte erstmals
von YU et al (1994) gezeigt werden. Ein °(AT);s-Repeat’, das innerhalb eines
Hitzeschockgens lokalisiert ist, liegt 0,5 cM von dem Gen Rsv entfernt, welches Resistenz
gegeniiber dem Sojabohnenmosaikvirus vermittelt. KORZUN et al. (1998) fanden einen
Mikrosatelliten fiir bisher drei charakterisierte Allele des Verzwergungsgens RAt8 im Weizen.
Der Mikrosatelliten-Marker ist diagnostisch iiber ein grosses Sortiment von Weizensorten
verschiedener Herkiinfte aus aller Welt und wurde zur Stammbaumanalyse des RA¢8-Gens in
den Weizensorten der Zuchtstammbdume von Mittel- und Nordamerika sowie Mittel- und
Osteuropa eingesetzt. Mikrosatelliten-Marker wurden bereits bei Gerste (BECKER und HEUN
1995, LU et al. 1996), Reis (PANAUD et al. 1996), Mais (TARAMINO und TINGEY 1996) und
Weizen (RODER et al. 1998) in bestehende Kopplungskarten integriert. Bei diesen
Untersuchungen wurde jeweils von einer gleichmissigen Abdeckung des Genoms berichtet,
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obwohl auch Anzeichen von Clusterbildungen beobachtet werden konnten (LIU et al. 1996).
Da die Entwicklung von Mikrosatelliten-Primern insbesondere beim hexaploiden Weizen sehr
arbeitsintensiv ist (RODER et al. 1998), werden Mikrosatelliten meist erginzend als soge-
nannte “Ankermarker” zu den RFLP-Markern und zunehmend auch AFLP-Marker zur
Genomabdeckung fiir eine Kartierung eingesetzt.

Die von Vos et al.(1995) publizierte AFLP-Technik (‘Amplified Fragment Length
Polymorphism’) besteht aus zwei selektiven Amplifikationen von Restriktionsfragmenten
genomischer DNA und stellt somit eine Verkniipfung der RFLP-Methode mit der PCR-
Amplifikation dar. Oligoadaptoren, die mit der restringierten DNA ligiert werden, fungieren
als Primerbindungsstellen in der nachfolgenden préselektiven Amplifikation mittels PCR.
Durch die eingesetzten Primer, welche in der letzten Nukleotidposition am 3'-Ende variieren,
erfolgt in der priselektiven Amplifikation eine erste Auswahl der zu amplifizierenden DNA-
Fragmente. In der anschliessenden selektiven Hauptamplifikation werden Primer mit zwei
sogenannten “‘liberhdngenden” variablen Nukleotiden am 3'-Ende, welche in die
Restriktionsfragmente hineinreichen, eingesetzt, wodurch die zweite Selektion erfolgt. In
Abhingigkeit der gewidhlten Restriktionsenzyme, der selektiven Nukleotide der Primer und
der Genomgrosse konnen pro Reaktion 50 bis 200 Fragmente erzeugt werden. Die Option, die
Sequenz der selektiven Nukleotide zu permutieren und die Primer frei zu kombinieren,
eroffnet theoretisch die Moglichkeit alle Restriktionsfragmente einer Enzymkombination,
sofern sie in der PCR amplifizierbar sind, sukzessiv zu erfassen. Jedes amplifizierte Fragment
stellt einen potentiellen Marker dar, welcher allerdings anonym ist, d.h. seine Position im
Genom ist vollkommen unbekannt. Deswegen ist fiir eine spezifische Kartierung immer eine
Kopplung mit Markern mit bekannter Position, wie z. B. SSR- oder RFLP-Markern,
notwendig. Die AFLP-Marker werden bisher meistens als dominante Marker ausgewertet,
weswegen sie weniger informativ als die SSR-Marker sind. Es gibt auch Ansétze die AFLP-
Marker als kodominante Marker zu analysieren, bei welchen die Fragmentbanden des
Elektrophoresegels quantitativ ausgewertet werden unter Abgleich mit den Intensitdten des
internen Standards. Die kodominante Auswertung hat sich bisher nicht durchgesetzt, da sie
zeitaufwendiger ist und viel Erfahrung braucht. Somit liegt der wesentliche Vorteil der AFLP-
Marker in der relativ einfachen Generierung einer grossen Zahl von Markern. THOMAS et al.
(1995) haben bei der Tomate durch die Verwendung von 728 Primerkombinationen ungefahr
42 000 AFLP-Loci auf eine Kopplung mit dem Resistenzgen Cf-9, welches eine rassen-
spezifische Resistenz gegen Cladosporium fulvum verleiht, iiberpriift. Durch die Analyse von
Cosmidklonen, welche die Cf-9-Region umspannen, konnte gezeigt werden, dass zwei von
drei kosegriegierenden AFLP-Markern das Cf-9-Gen mit einer Intervallinge von 15,5 kb
flankieren, womit sich die Eignung von AFLP-Markern zur Selektion von eng gekoppelten
DNA-Regionen belegen liess. Bei der Kartierung eines von einem AFLP-Marker
konvertierten STS-Markers fand SCHWARZ (2000) keine Abweichung zum urspriinglichen
AFLP-Marker, was die Eignung fiir eine exakte Kartierung von AFLP-Markern zeigte. Bei
der Gerste konnten SCHWARZ et al. (1999a) AFLP-Marker in Kombination mit Mla-
spezifischen NILs erfolgreich einsetzen, um fiir ein ‘chromosome landing’ des Mla-Locus eng
gekoppelte Marker zu finden. GOODWIN et al. (1998) fanden bei Weizen einen AFLP-Marker,
der mit einem Resistenzgen gegen Septoria tritici gekoppelt ist. Durch die Verwendung von
Primern, die mit den Fluoreszenzfarbstoffen 5-FAM (Blau), JOE (Griin) und TAMRA (Gelb)
an ihrem 5'-Ende markiert sind, kann die Effizienz der AFLP-Markeranalyse erheblich
gesteigert werden, da simultan drei unterschiedlich markierte AFLP-Proben in einer Gelbahn
mittels eines Lasers detektiert werden konnen. Zudem ergab ein Vergleich mit einer
konventionellen, radioaktiven Methode ein hoheres Auflosungsvermdgen, wodurch sich die
Anzahl unterscheidbarer Banden deutlich erhohte (SCHWARZ et al. 1999b). Fluoreszenz-
markierte AFLP-Marker kamen bei der Kartierung von Weizen (SCHWARZ et al. 2000) und
Gerste (HERZ 2000) zum Einsatz. HARTL et al. (1998, 1999) konnten diagnostische Marker
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fir die Mehltauresistenzgene Pmlc, Pm4a und Pm4b identifizieren, welche auf
fluoreszenzmarkierten AFLPs basierten.

Neben den schon vorgestellten PCR basierten Microsatelliten- und AFLP-Markern findet
die PCR-Technik auch Anwendung in der Konvertierung von RFLP-Markern in STS-Marker
(‘Sequence Tagged Site’). Um die notwendigen Primer fiir die STS-PCR zu entwickeln,
werden die mittels Sequenzierung der RFLP-Marker erhaltenen Sequenzinformationen
genutzt, welches D'OVIDIO et al. (1990) fiir Weizen gezeigt haben. STS-Primer konnen in
gleicher Weise auch aus kartierten cDNAs, RAPD- oder AFLP-Fragmenten abgeleitet
werden. Einen diagnostischen STS-Marker konnten TALBERT et al. (1996) aus einem RAPD-
Marker fiir ein Resistenzgen gegen das Streifenmosaikvirus entwickeln. MOHLER und JAHOOR
(1996) gelang dies aus einem RFLP-Marker fiir das Resistenzgen Pm2 gegen Mehltau
(Erysiphe graminis f. sp. tritici) und wiesen unterschiedliche Allele mit allelspezifischen STS-
Primern nach. Der Nachweis unterschiedlicher STS-Allele kann auch durch Insertionen bzw.
Deletionen (GRANER et al. 1996) oder durch die Restriktion von PCR-Produkten (‘Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence’ (CAPS), TALBERT et al. (1996)) erfolgen.

Zur Erzeugung von RAPD-Markern (‘Random Amplified Polymorphic DNA’) werden
einzelne Oligonukleotidprimer mit zufélliger Sequenz in einer gering-stringenten PCR-
Reaktion eingesetzt. Diese von WILLIAMS et al. (1990) und WELSH und MCCLELLAND (1990)
erstmals beschriebene Methode bietet den Vorteil der schnellen Erzeugung von Universal-
primern, mit denen in kurzen Zeitrdumen genetische Analysen durchgefiihrt werden kdnnen
(DEVOS und GALE 1992, Ubersicht: WILLIAMS et al. 1993). Als wesentliche Nachteile sind
die instabilen Reaktionen (ELLSWORTH et al. 1993) als auch eine nur durch strikte
Standardisierung aller Reaktionsparameter erreichbare Reproduzierbarkeit zu nennen (PAMMI
et al. 1994). Zudem werden RAPD-Marker dominant vererbt, weswegen sie bei der
Kartierung von F,-Nachkommenschaften nur einen geringen Informationswert besitzen bei
gleichzeitiger schlechter Ubertragbarkeit auf andere Kartierungspopulationen. Eine Erhhung
der Stabilitit und Ubertragbarkeit erzielt man durch die Konvertierung eines RAPD-Markers
in einen STS-Marker, welcher dann meistens als SCAR-Marker (‘Sequence Characterised
Amplified Region’) bezeichnet wird. CHAO et al. (2001) entwickelte einen SCAR-Marker aus
einem RAPD-Marker, welcher mit einem Resistenzgen gegen Septoria nodorum bei
Durumweizen gekoppelt war.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels molekularer Marker QTL fiir Resistenz gegen Blatt- und
Spelzenbraune zu lokalisieren und eventuell eng gekoppelte Marker filir eine markergestiitzte
Selektion zu finden. Die wesentlichen Schritte dazu waren:

* Untersuchung von RFLP-, SSR- und AFLP-Markern auf Polymorphie zwischen den
Eltern der Kreuzungen 'Apollo’ X 'G18/ 90' und 'Piko' x 'Euris'

* Analyse der Kreuzungspopulationen mit den informativen Markern
* Berechnung von Kopplungsgruppen

* Regressionsanalyse einzelner Marker und Abschétzung von QTL-Positionen innerhalb der
Kopplungsgruppen
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

211 Pflanzenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Kreuzungsnachkommenschaften sowie deren
Elternlinien untersucht (Tabelle 3 und 4). Die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Apollo’ x
'G18/ 90' umfasst 200 sogenannte Fs;-Familien und wurde von dem INSTITUT FUR
RESISTENZGENETIK der BUNDES-FORSCHUNGSANSTALT FUR ZUCHTUNGS-
FORSCHUNG in Griinbach erstellt. Der Kreuzungselter 'Apollo' ist ein C-Winterweizen
(Sonstiger Weizen) und war bis 1999 in der Bundessortenliste zugelassen. Er war als mittel
anféllig fir Spelzenbriune eingestuft und mit einem mittleren Tausendkorngewicht (TKG)
sowie einer mittleren bis hohen Kornzahl pro Ahre, woraus ein mittlerer bis hoher Kornertrag
resultiert, charakterisiert. Bei dem Kreuzungselter 'G18/90' handelt es sich um einen
resistenten Weizenzuchtstamm des INSTITUTS FUR RESISTENZGENETIK und ist aus der
Kreuzung der Weihenstephaner Linie 'Whst. 1021/74' mit der Weizensorte 'Arina’
hervorgegangen.

Tabelle 3: Beschreibung der Elternlinien und Kreuzungspopulation der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90'

Elternlinien
Apollo G18/90
- C-Qualitat (Sonstiger Weizen) - 8. nodorum resistenter Zuchtstamm
- bis 1999 zugelassene Sorte der - hervorgegangen aus der Kreuzung
Bundessortenliste "Whst. 1021/74" % 'Arina’

- mittlerer bis guter Kornertrag
- niedrige bis mittlere Bestandesdichte
- mittel anfillig fiir Spelzenbriune - sehr gering anfillig fiir Spelzenbriune

Kreuzungspopulation
- 200 F3-Familien
- angebaut 1998 und 1999 in Griinbach
- 1999 zusitzlich an zwei Ziichterstandorten angebaut
- zweimalige kiinstliche Infektion

Die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' besteht aus 190 rekombinanten
Inzuchtlinien (RIL) der Fs-Generation und wurde von der BAYERISCHEN
LANDESANSTALT FUR BODENKULTUR UND PFLANZENBAU erstellt. Der Elter
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'Piko' ist eine aktuell zugelassene B-Winterweizensorte (Brotweizen) der
Bundessortenliste. Er ist generell wenig anfillig fiir die iiblichsten Weizenkrankheiten und
mit einer geringen Anfilligkeit fiir Spelzenbrdune als der ,resistente* Elter in der genannten
Kreuzung zu sehen. Dariiber hinaus ist er mit einer mittleren bis hohen Bestandesdichte,
allerdings mit einem niedrigen Tausendkorngewicht, was zu einem mittleren Kornertrag fiihrt,
charakterisiert. Der Elter 'Euris' war bis 1997 als A-Winterweizen (Qualitidtsweizen) in der
Bundessortenliste zugelassen. Mit einer mittleren Anfélligkeit fiir Spelzenbréune ist er als der
manfillige* Elter in der Kreuzung zu sehen. Er ist weiterhin mit einer mittleren
Bestandesdichte und einem mittleren Tausendkorngewicht, woraus ein mittlerer Kornertrag
resultiert, charakterisiert.

Tabelle 4:  Beschreibung der Elternlinien und Kreuzungspopulation der Kreuzung 'Piko' x 'Euris'

Elternlinien

Piko Euris
- B-Qualitdt (Brotweizen) - A-Qualitét (Qualitdtsweizen)
- zugelassene Sorte der - bis 1997 zugelassene Sorte der

Bundessortenliste Bundessortenliste
- mittlerer bis guter Kornertrag - mittlerer Kornertrag
- hohe Bestandesdichte - mittlere Bestandesdichte
- gering anfillig fiir Spelzenbriune - mittel anfillig fiir Spelzenbriune
Kreuzungspopulation
- 190 Individuen

- Rekombinante Inzuchtlinien (RIL) der F4-Generation
- angebaut 1998 und 1999 in Freising/ Pettenbrunn
in zwei Wiederholungen
- zweimalige kiinstliche Infektion
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21.2 Feldanbau, kiinstliche Infektion und Bonitur

21.21 Kreuzung 'Apollo’ x '‘G18/ 90"

Eltern und Nachkommenschaft der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90" wurden in den Jahren
1998 und 1999 in Griinbach sowie 1999 an den zwei Ziichterstandorten der SAATZUCHT
HADMERSLEBEN GmbH in Hadmersleben und der LOCHOW-PETKUS GmbH in Bergen
auf dem Feld angebaut. Die kiinstliche Infektion erfolgte an zwei Terminen vor und nach dem
Ahrenschieben mit einem aktuellen Isolatgemisch, welches jeweils im vorherigen Jahr auf
dem Feld entnommen worden war. Die gewonnenen Sporen aus den isolierten Septoria
nodorum Kulturen wurden vor dem Ausbringen auf Keimfdhigkeit gepriift, um das
Infektionspotential der Sporen zu gewéhrleisten. Die Sporenlosungen wurden von oben auf
die Weizenpflanzen gespriiht, um eine gute und gleichmissige Inokulation der Ahre und der
Fahnenblitter zu bekommen. Der prozentuale Befall der Ahre, des Fahnenblattes und des
Fahnenblattes minus eins wurde an drei Terminen noch moglichst vor dem Einsetzen der
natiirlichen Abreife bonitiert. Als Gesamtboniturwert fiir die Fahnenblétter wurden die Werte
von Fahnenblatt und Fahnenblatt minus eins addiert mit doppelter Gewichtung des
Fahnenblattes, aufgrund der grosseren Bedeutung des Fahnenblattes fiir die Kornfiillung
(WALTHER und BOHMER 1992). Als weiteres wurde am Standort in Griinbach der Zeitpunkt
des Ahrenschiebens aufgenommen und die Pflanzenhéhe (Halmlinge) gemessen.

21.2.2 Kreuzung 'Piko' x 'Euris’

Eltern und Kreuzungspopulation der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' wurden in zwei
Wiederholungen auf dem Versuchsfeld der BAYERISCHEN LANDESANSTALT FUR
BODEN-KULTUR UND PFLANZENBAU in Freising/ Pettenbrunn in den Jahren 1998 und
1999 angebaut. Der Anbau erfolgte in einer Blockanlage mit einer Teilrandomisierung, indem
bei der zweiten Wiederholung zuerst die Linien mit den ungeraden Feldnummern und dann
die mit den geraden Feldnummern angebaut wurden. Die Weizenpflanzen wurden einige Tage
vor, sowie einige Tage nach dem Ahrenschieben mit einem Isolatgemisch durch Bespriihen
von oben infiziert. Beginnend nach ca. drei Wochen erfolgte 1998 an vier Terminen und 1999
an drei Terminen die Bonitur des prozentualen Befalls der Ahre, des Fahnenblattes sowie des
Fahnenblattes minus eins. Der vierte Termin von 1998 wurde in der Auswertung nicht
beriicksichtigt, da zu diesem Zeitpunkt die natiirliche Abreife die Bonitur, zumindest der
Fahnenblatter, zu stark beeinflusst hatte. Als Gesamtboniturwert fiir die Fahnenblatter wurden
die Werte von Fahnenblatt und Fahnenblatt minus eins addiert mit doppelter Gewichtung des
Fahnenblattes, aufgrund der grosseren Bedeutung des Fahnenblattes fiir die Kornfiillung
(WALTHER und BOHMER 1992). Als weitere Merkmale wurden die Halmlinge und der
Zeitpunkt des Ahrenschiebens, in Tagen ab dem ersten Mai, bonitiert. Fiir die
Ertragsauswertung wurden ca. 50 Ahren pro Parzelle der Nachkommenschaft geerntet und im
Gewichshaus getrocknet. Die Anzahl geernteter Ahren pro Parzelle wurde notiert und nach
dem Dreschen das Gesamtkorngewicht dieser Ahren gewogen. Anschliessend wurden mittels
eines Zahlautomates 200 Korner abgezédhlt und diese gewogen, womit dann das Tausendkorn-
gewicht berechnet wurde. Das Einzeldhrengewicht wurde aus dem Gesamtkorngewicht geteilt
durch die notierte Anzahl an Ahren pro Parzelle berechnet.
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2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die fiir die molekularbiologische Markeranalyse verwendeten Chemikalien und
Verbrauchsmaterialien sind in der folgenden Tabelle aufgelistet:

Tabelle 5: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalie/ Material Spezifikation Hersteller

[a-**P]dCTP 3000 Ci/mmol Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
[B-Mercaptoethanol 14,3 M Roth, Karlsruhe

Acrylamid-Lsg. (50%) Long Ranger Gel Solution FMC, Rockland

Agarose MetaPhor high resolution agarose FMC, Rockland

Agarose SeaKem

APS Amresco, Ohio

ATP Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
Blockingreagenz Boehringer, Mannheim
Borséure p.a. Amresco, Ohio
Bromphenolblau Riedel de Haén, Seelze
BSA 98% Roth, Karlsruhe
Chloroform p.a. Riedel de Haén, Seelze
CTAB p.a. Sigma, St. Louis
dATP Boehringer, Mannheim
dCTP Boehringer, Mannheim
Dextran-Blau Fluka, Neu-Ulm

dGTP Boehringer, Mannheim
DTT p.a. Roth, Karlsruhe

dTTP Boehringer, Mannheim
EDTA p.a. Serva, Heidelberg
Essigséure konz., p.a. Riedel de Haén, Seelze
Ethidiumbromid (EtBr) reinst Serva, Heidelberg
Ethanol p.a. Riedel de Haén, Seelze
Formamid Amresco, Ohio
Glycerin 99,5% Roth, Karlsruhe
Harnstoff Amresco, Ohio

HC1 konz., p.a. Baker, Phillipsburg
Isoamylalkohol p.a. Roth, Karlsruhe
Isopropanol p.a. Roth, Karlsruhe
MgCl,-6H,0O p-a. Merck, Darmstadt
NaCl p.a. Merck, Darmstadt
NaOH p.a. Merck, Darmstadt
Natriumcitrat p.a. Sigma, St. Louis
Natriumlaurylsarcosin Sigma, St. Louis
NH;Ac p-a. Riedel de Haén, Seelze
SDS krist., 2X krist. Serva, Heidelberg
Sephadex-G50 fine Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
TEMED Amresco, Ohio

Tris krist. Riedel de Haén, Seelze

FMC, Rockland
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221 Enzyme

Tabelle 6: Enzyme

Enzym Hersteller

BamHI Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
EcoRI Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
EcoRV Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
HindIll Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
Klenow-Enzym Boehringer, Mannheim

Msel New England Biolabs, Beverly

RNase A Roth, Karlsruhe

T4-DNA-Ligase
Taqg-DNA-Polymerase
Xbal

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
Qiagen, Hilden
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala

222 Oligonukleotide

Tabelle 7:  Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5'-3")

EcoRI-Adaptor a
EcoRI-Adaptor b
Msel-Adaptor a
Msel-Adaptor b
EcoRI+1 Primer
Msel+1 Primer
EcoRI+3 Primer
Msel+3 Primer

CTCGTAGACTGCTGACC
AATTGGTACGCAGTC
GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT
CTGCGTTACCAATTCA!
GATGAGTCCTGAGTAAC!
CTGCGTTACCAATTCANN?
GATGAGTCCTGAGTAACNN?

'AFLP-Primer fiir die praselektive Amplifikation; das selektive Nukleotid ist unterstrichen
2AFLP-Primer fiir die Hauptamplifikation; die selektiven Nukleotide sind unterstrichen
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223 DNA-Molekulargewichtstandards

Tabelle 8: DNA-Molekulargewichtstandards

A DNA pBR322 GeneScan

HindIIl Alw441/Mval 500 TAMRA
[bp] [bp] [bp]
23 130 2617 500
9416 1 857 490
6 557 1246 450
4361 1 058 400
2322 929 350
2 027 498 340
564 383 300
125 121 250
13 200
160
150
139
100
75
50
35

MBI Fermentas MBI Fermentas Applied Biosystems

Die externen Standards A DNA Hindlll und pBR322 Alw44l/Mval wurden zur
Konzentrationsschdtzung von genomischer DNA und zur Kontrolle von PCR-Produkten auf
Agarosegelen benutzt.Die internen Langenstandards GeneScan 500 ROX bzw. TAMRA
bestanden aus DN A-Fragmenten, welche mit dem Fluoreszenzfarbstoff ROX bzw. TAMRA
markiert waren, und wurden fiir die multifluorophore AFLP- bzw. SSR-Analyse in
Polyacrylamidgelen eingesetzt.
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224 Basislosungen
Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1)

Chloroform und Isoamylalkohol wurden in den entsprechenden Mengen gemischt und bei RT
gelagert.

DNase-freie RNase A (10 mg/ml)

Die entsprechende Menge RNase A wurde in sterilem 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) und 15 mM
NaCl gelost, 15 min auf 100°C erhitzt, langsam auf RT abgekiihlt, aliquotiert und bei —20°C
gelagert.

1M DTT

Die entsprechende Menge 1,4-Dithiothreitol (DTT) wurde in 10 mM NaAc (pH 5,2) gelost,
sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20°C gelagert.0,5 EDTA (pH 8,0)

Die entsprechende Menge EDTA wurde in 80% des Endvolumens demin. Wasser geldst, mit
NaOH auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt, auf das Endvolumen aufgefiillt und
autoklaviert.

EtBr-Losung (10 mg/ml)

Die entsprechende Menge Ethidiumbromid (EtBr) wurde eingewogen, mit demin. Wasser auf
das Endvolumen aufgefiillt, fiir mehrere Stunden geriihrt und im Dunkeln bei +4°C gelagert.

1 M MgCl,
Die entsprechende Menge MgCl,[6H,O wurde in demin. Wasser gelost und und autoklaviert.
3 M NaAc (pH 5,2)

Die entsprechende Menge NaAc wurde in demin. Wasser gelost, mit konz. Essigsdure auf
einen pH-Wert von 5,2 eingestellt und autoklaviert.

5 M NaCl
Die entsprechende Menge NaCl wurde in demin. Wasser gelost und autoklaviert.
10 N NaOH

Die entsprechende Menge NaOH wurde unter Kiihlung in 80% des Endvolumens demin.
Wasser gelost und auf das Endvolumen eingestellt.

1 M Tris[Cl

Die entsprechende Menge 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol (Tris) wurde in
demin. Wasser gelost, mit konz. HCl auf den gwiinschten pH-Wert eingestellt und
autoklaviert.



22 MATERIAL UND METHODEN

2.3 Methoden

231 DNA-Isolierung

1,5x CTAB-Puffer TE Puffer

CTAB 1,5 % (W/v) Tris(Cl pH 8.0 10 mM
Tris[Cl pH 8.0 100 mM EDTA pH 8.0 1 mM
EDTA pH 8.0 20 mM

NaCl 1,05 M

B-Mercaptoethanol 0,21 M

Die Isolierung der genomischen Weizen-DNA erfolgte in Anlehnung an die CTAB-
Methode nach SAGHAI-MAROOF et al. (1984). Vier oder fiinf tiefgefrorene Blitter von jungem
Weizen wurden in tiefgefrorenen Morsern mit fliissigem Stickstoff iibergossen und fein
zermahlen. Die gemahlenen Proben wurde mit einem Wégepapier in mit 10 ml 1,5x CTAB-
Lsg. befiillte 50 ml Falcon-Rdhrchen iiberfiihrt, mittels einem Vortex-Schiittler suspendiert
und anschliessend fiir 1,5 h in ein Schiittelwasserbad bei 60 °C gestellt. Nach kurzem
Abkiihlen auf Eis, wurden 15 ml Chloroform/ Isoamylalkohol zur Probe dazugegeben und fiir
20 min im Uberkopf-Schiittler geschiittelt, um denaturierte Proteine und Zellbestandteile
abzutrennen. Zur Phasentrennung wurde bei RT fiir 35 min bei 3200 U/ min zentrifugiert und
anschliessend der wissrige Uberstand mit einer Pipette in ein zweites Falcon-Réhrchen
iiberfiihrt. Zu den Probelosungen wurden 20 pl RNAse-Lsg. (10 mg/ml) pipettiert und fiir ca.
20 min bei RT stehengelassen, um storende RNA zu beseitigen. Durch Zugabe von 15 ml bei
-18 °C vorgekiihltem Isopropanol wurde die DNA gefillt und nach kurzem Schiitteln zur
vollstdndigen Féllung fiir 15 min im Kiihlschrank stehengelassen. Die DNA wurde mit einem
Glashaken in 1,5 ml Reaktionsgefdsse iiberfiihrt und nach zweimaligem Waschen mit
75%igem Ethanol (v/v) im Vakuumtrockner leicht angetrocknet. Anschliessend wurde die
DNA in 300-500 pl TE-Puffer gelost und bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert.
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2.3.2 RFLP-Analyse

2.3.21 Restriktion genomischer DNA

Enzym Schnittstelle Pufferkonz. 10x Puffer

BamHI G*CTAGC 2X Tris-Acetat (pH 7,5) 100 mM
EcoRl  G*AATTC 2X Magnesiumacetat 100 mM
EcoRV GAT*ATC 2X Kaliumacetat 500 mM

Hindlll ~ A*AGCTT 1x
Xbal T*CTAGA 1x

Die genomische Weizen-DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen unter den vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen in Fragmente unterschiedlicher Grosse gespalten. Fiir
die Restriktion wurden fiir einen vierfachen Ansatz 10 pg genomische DNA, 3 Units Enzym
pro pg DNA, das fiir das jeweilige Enzym optimale Volumen 10x Puffer und das jeweilige
Volumen demin. Wasser fiir 35 pl Gesamtvolumen in einem 1,5 ml Reaktionsgefiss
zusammenpipettiert. Nach dem Durchmischen und Zentrifugieren des Reaktiosansatzes wurde
dieser bei 37 °C im Wasserbad fiir drei Stunden inkubiert. Zur Kontrolle der erfolgreichen
Restriktion wurde ein Aliquot des Ansatzes in einem 0,8%igem Agarosegel elektrophoretisch
bei 35 Volt iiber Nacht aufgetrennt.

2.3.2.2 Gelelektrophorese der genomischen Weizen-DNA-Fragmente

TAE-Puffer 10x Beladungspuffer

Tris[Cl pH 8.0 40 mM EDTA 250 mM

EDTA 1 mM Glycerin 40 % (wiv)
Bromphenolblau 0,03 % (w/v)

An die Restriktion anschliessend wurde die Weizen-DNA in horizontalen 0,8 %igen
Agarose-Gelen der Grosse nach aufgetrennt. Die Agarose wurde dazu in TAE-Puffer unter
Erhitzen geldst, nach dem Abkiihlen auf ca. 50 °C mit 1 pl pro 20 ml Gellosung 0,02 %iger
Ethidiumbromid-Lsg. versetzt und auf vorbereitete Kunststofftriger mit eingesetzten
Kidmmen gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurden die Gele in mit TAE-Puffer
gefiillten Elektrophoresekammern gesetzt und langsam die Ké@mme entfernt, wodurch
Taschen (engl.: slots) im Gel entstanden. Die 35 pl des Restriktionsansatzes wurden mit 5 pl
Beladungspuffer versetzt, gemischt und jeweils in die ‘slots’ pipettiert. Die Elektrophorese
wurde fiir ca. 15 Stunden {iber Nacht bei 22 V durchgefiihrt. Anschliessend wurden die Gele
in einer Kammer unter UV-Licht (302 nm) zur Dokumentation photographiert.
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2.3.2.3 Southern-Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Weizen-DNA

Transferpuffer 20x SSC
NaOH 400 mM NaCl 3 M
NaCL 600 mM Natriumcitrat 0,3 M

Die elektrophoretisch aufgetrennten Fragmente der Weizen-DNA wurden nach der
Methode von SOUTHERN (1975) aus den Agarose-Gelen auf positiv geladene
Nylonmembranen (Pall Biodyne B) transferiert und immobilisiert. Der alkalische
Transferpuffer denaturiert die DNA-Fragmente, wodurch die FEinzelstringe mittels
Kapillarsog vertikal auf die Nylonmembran transferiert wurden. Der DNA-Transfer wurde fiir
ca. 15 Stunden iiber Nacht durchgefiihrt. Danach wurden die Membranen mit 2x
Sodiumsulfonatcitrat (SSC) gewaschen, kurz zwischen Whatman-Papier getrocknet und zur
Fixierung der DNA fiir 2 h bei 80°C in einen Ofen gelegt.

2.3.2.4 Radioaktives Markieren der DNA-Sonden

AGT-Mix 10x Reaktionspuffer

dATP 1,7 mM Tris-Cl (pH 7,2) 500 mM

dGTP 1,7 mM MgCl, 100 mM

dTTP 1,7 mM Dithioerythrit 1 mM
BSA 0,32 mg/ml
Hexanucleotide 62,5 Axso/mi

In einem 15 ml ‘Save-lock’-Reaktionsgefdss wurden 50 ng Sonden-DNA in einem
Thermomixer bei 94°C fiir 10 min denaturiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurden 3 pl
AGT-Mix, 2 pl Reaktionspuffer, 2 U Klenow-Fragment und 1,4 Mbq [a-*P]dCTP gemischt,
mit demin. H,O auf ein Endvolumen von 20 pl gebracht und 2 h bei 37°C inkubiert. Fiir das
Screening auf nachweisbare Polymorphismen wurde nur der halbe Ansatz eingesetzt. Mittels
dem ‘Random primed labeling’ wird zu den denaturierten Strdngen der DNA ein
komplementirer Strang durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I synthetisiert, bei
dem das dCTP radioaktiv markiert ist. Die Hexanukleotide mit zufdlliger Sequenz (‘Random
primer’) werden dabei von dem Klenow-Fragment als Startpunkt der Polymerisation benutzt.
Die nichteingebauten Nukleotide wurden iiber Sephadex-G50-Sédulen (Pharmacia, Uppsala)
abgetrennt. 10 pul markierte Sonden-DNA wurden in die Séule pipettiert und zweimal 400 pl
TE-Puffer dazugegeben, wobei der zweite Ablauf aufgefangen wurde zur Messung der
spezifischen Aktivitdt im Szintillationszihler.
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2.3.2.5 Hybridisierung der markierten Sonden auf Southern-Blots

Hybridisierungslsg. Blockierungslisg.

SSC 5 x Blockierungsreagenz 10 % (w/v)
Blockierungslsg. 1 x Maleinsaure 100 ml
Na-Lauroylsarcosin 0,1 % (w/v) NaCl 150 ml
SDS 0,02 % (wiv) pH7,5

Waschisg. 1 Waschlsg. 2

SSC 0,5 x SSC 0,2 x

SDS 0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v)
Striplsg. Neutralisationslsg.

NaOH 0,2 M Tris[Cl pH 7,5 30 mM
SDS 0,1 % (wlv)

Der eigentlichen Hybridisierung (16 h, 65°C) ging eine Prahybridisierung (4 h, 65°C) mit
0,025 ml Hybridisierungslsg. pro cm’ Membranfliche im Rollinkubator voraus, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Nylonmembran abzudecken. Im Thermomixer bei
94°C denaturierte DNA-Sonden wurden mit einer spezifischen Aktivitit von 1x10° cpm pro
ml Hybridisierungslsg. hybridisiert. Unspezifisch gebundene DNA-Sonden wurden mit den
Waschlosungen 1 und 2 gewaschen, bis die mit dem 3/ y-Monitor gemessene Aktivitdt ca. 50
cps erreichte. Danach wurden die Membranen kurz zwischen Whatman-Papier getrocknet, in
Klarsichthiillen gelegt und in lichtundurchlissige Kassetten mit Verstirkerfolie (Quanta III,
DuPont) zusammen mit einem Rontgenfilm (Hyperfilm MP, Amersham) je nach
Strahlungsintensitdt fiir 4 — 10 Tage bei -70°C exponiert. Nach der Exposition wurden die
Membranen zur Rehybridisierung 5 min bei RT erst in Striplsg. und dann in
Neutralisationslsg. gewaschen, kurz getrocknet und zur weiteren Verwendung zwischen
Whatman-Papier aufbewahrt.

2.3.3 SSR-Analyse

Die Analyse der SSRs erfolgte in Anlehnung an die Protokolle von RODER et al. (1995,
1998) mit einer Auswahl von in der Literatur beschriebenen SSR-Primern. Die Primer wurden
von der Firma EUROGENTIC synthetisiert , wobei ein Primer mit einem der vier
Fluoreszensfarbstoffe HEX (Gelb), TET (Griin), 6-FAM oder Fluorescein (beide Blau)
markiert wurde.
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2.3.3.1 Reaktionsbedingungen fiir die PCR von SSR-Markern

10x PCR-Puffer Nukleotidmix

KCI 500 mM dATP 2 mM

MgCl> 15 mM dCTP 2 mM

Tris[Cl pH 8,3 100 mM dGTP 2 mM
dTTP 2 mM

Zur Amplifizierung von SSR-Markern wurde die DNA-Polymerase aus Thermus
aquaticus (Tag-Polymerase, Qiagen) und 50 ng genomische DNA eingesetzt. Die PCR-
Primer ‘forward’ waren mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Fiir das Screening der SSR-
Marker auf Polymorphie der Elternlinien wurde folgender Reaktionsansatz benutzt:

PCR-Ansatz Temperaturprofil
Genomische DNA 50 ng Pradenaturierung  94°C 2 min
Nukleotidmix 100 uM
PCR-Puffer 1 x Denaturierung 94°C 10 sec |35
Primer forward 0,2/ 0,3 uM Primeranlagerung 50,55 30 sec|Zyklen
Primer reverse 0,2/ 0,3 uM 0.60°C
Taqg-Polymerase 1U Primerverlangerung 72°C 50 sec
Reaktionsvolumen 20 pl

Nachlauf 72°C 15 min

Bei der spéteren Analyse der SSR-Marker iiber die Linien der Nachkommenschaft wurde
der Ansatz halbiert, um Biochemiekalien zu sparen. Fiir mehrere parallele PCR-Reaktionen
wurden alle Komponenten des PCR-Ansatzes, mit Ausnahme der genomischen DNA, zu
einem ‘Master-Mix’ pipettiert und zur Reaktion in einen Thermocycler (PTC 200, MJ-
Rsearch) mit beheizten Deckeln gestellt. Die Reaktionen wurden mit der jeweils spezifischen
Anlagerungstemperatur der Primer nach obigem Temperaturprofil durchgefiihrt. Beim
Screening der SSR-Marker wurden Blindproben ohne DNA mitgefiihrt, um die Reaktions-
komponenten auf eventuelle Kontaminationen zu kontrollieren. Zur Uberpriifung der
Amplifizierung wurde von einigen Proben ein Aliquot von 10 pl abgenommen und auf einem
2%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.3.3.2 Gelelektrophorese mit multifluorophorer Detektion

Polyacrylamidgel (5%ig) 10x TBE-Puffer

Acrylamid-Lsg. 5 % (v/v) Tris-Cl 09 M

Harnstoff 6 M Borsaure 09 M

TEMED 0,7 %o (v/v) EDTA (pH 8,0) 20 mM

APS 0,5 %o (V/Vv)

TBE-Puffer 1 x

Gesamtvolumen 25 ml

Beladungspuffer Analyseparameter

Formamid (deionisiert) 83 % (viv) Spannung 750 Volt

Dextran-Blau 0,02 % (w/v) Stromstarke 60 mA

GeneScan-500 TAMRA 17 % (viv) Leistung 200 Watt
Laserleistung 40 mWatt
Temperatur 51 °C
Laufzeit 1 h

Die Analyse der SSR-Amplifikate nach der PCR erfolgte mittels vertikaler
Gelelektrophorese in 5%igen Polyacrylamidgelen (26 cm X 12 c¢cm % 0,2 mm) mit 48
Probenspuren und multifluorophorer Detektion auf einem ABI PRISML] 377 DNA Sequenzer
(PERKIN ELMER). Fiir die Herstellung der Gellosung wurde entsprechend dem obigen
Ansatz Harnstoff in der Acrylamidlsg. und demin.Wasser gelost und mit einem
Vacuummembranfilter (0,2 pum, Nalgene) filtriert. Zum Entgasen wurde die Losung fiir
mindestens 5 min unter Vacuum stehengelasen, um eine spitere Blasenbildung im Gel sowie
eine Radikalbildung durch Luftsauerstoff zu vermindern. Zu der entgasten Losung wurde
zuerst das TEMED und dann die 10%ige Ammoniumpersulfat (APS)-Lsg. pipettiert und
durch leichtes Umschwenken vermischt. Die mit einer Spritze aufgezogene Losung wurde mit
Hilfe einer Einspritzvorrichtung entsprechend den Herstellerangaben zwischen die
Glasplatten gespritzt. Das Gel wurde anschliessend fiir ca. 1,5 Stunden zur Polymerisation
stehengelassen. Vor der Beladung des Geles wurden bis zu sechs verschieden markierte SSR-
Amplifikate (je zwei mit HEX, TET oder 6-FAM/ Fluorescein) gemischt und verdiinnt, bei
ausreichender Differenz der Fragmentgrossen von Amplifikaten mit gleicher Farbstoff-
markierung. Die Anteilsverhdltnisse der einzelnen Amplifikate in der Mischung als auch
deren Verdiinnung erfolgte in Abhdngigkeit der einzelnen Amplifikationsqualitdten und der
Fluoreszenzintensititen der Farbstoffe. Es wurden 1,8 ul des verdiinnten Probengemisches
mit 1,0 pl Beladungspuffer gemischt, bei 94°C fiir 2 min denaturiert und mittels einer Pipette
mit flacher Spitze aufgetragen. Der interne Standard GeneScan-500 TAMRA im
Beladungspuffer besteht aus DNA-Fragmenten mit bekannter Grdsse, welche mit dem
Fluoreszenzfarbstoff ROX (Rot) am 5'-Ende markiert waren. Das Auftragen der Proben
erfolgte nach einem Vorlauf (‘Prerun’) des Geles und Erreichen der Analysentemperatur von
51°C. Die Gelanalyse wurde mit TBE-Puffer {iber eine Laufzeit von 1 h bei den oben
angegebenen Parametern durchgefiihrt. Die Analysenparameter fiir den Vor- und Hauptlauf
waren in Betriebsprogrammen (‘modules’) voreingestellt ebenso wie Angaben zu Filterset,
Empfindlichkeit (CCD-Gain), Lesegenauigkeit (CCD-Offset) und Leseweite. Die Detektion
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der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte mittels eines Argon-Laser/Spektro-
graph/CCD-Kamera-Systems wéhrend des Gellaufes. Unter Verwendung der ABI PRISM[J
GENESCAN® Software Version 2.0 (PERKIN ELMER) wurden die Fragmentgrdssen semi-
automatisch berechnet sowie die Elektropherogramme der einzelnen Gelspuren ausgewertet.

2.3.4. AFLP-Analyse

Die AFLP-Analyse umfasst vier Arbeitsschritte: Restriktion der genomischen DNA bei
gleichzeitiger Ligation spezifischer Adaptoren, priselektive Amplifikation der DNA-
Fragmente, selektive Hauptamplifikation sowie Analyse der PCR-Produkte mittels Polyacrl-
amidgelelektrophorese. Die Durchfiihrung erfolgte in Anlehnung an VoS et al. (1995) und
nach Angaben des ‘AFLP[] Plant Mapping’ Protokolls der Firma APPLIED BIOSYSTEMS
unter Verwendung von Primern, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert waren.

2.3.41 Restriktion und Ligation

Ansatz Restriktion/ Ligation (RL) 10x RL-Reaktionspuffer
Genomische DNA 500 ng TrislCL pH 7,5 500 mM
EcoRI-Adaptor 5 pmol MgCl, 100 mM
Msel-Adaptor 50 pmol DTT 100 mM
EcoRI-Enzym 5U ATP 10 mM
Msel-Enzym 1 U NaCl 500 mM
T4-DNA-Ligase 1 U BSA 750 pg/ml
RL-Reaktionspuffer 1 x

Gesamtvolumen (T

In einem Reaktionsansatz wurden mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Msel
500 ng genomische DNA enzymatisch gespalten, bei gleichzeitiger Ligation von
doppelstringigen Adaptoren, welche zu den Enden der entstechenden DNA-Fragmente
komplementdr waren. Dies war mdglich, da durch die Ligation der Adaptoren an die
spezifischen Schnittstellen die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme nicht
wiederhergestellt wurden. Der Restriktions-Ligations-Ansatz wurde bei 37°C fiir 2 h
inkubiert. Die Reaktionsansdtze wurden danach mit 189 pl TEg -Puffer verdiinnt und bei -
20°C gelagert.



MATERIAL UND METHODEN 29
2.3.4.2 Praselektive Amplifikation

Ansatz fur die Temperaturprofil fur PA

Praselektive Amplifikation (PA)

RL-Verdinnung 4 ul Pradenaturierung  72°C 2 min
EcoRI+1-Primer 50 ng

Msel+1-Primer 50 ng Denaturierung 94°C 15sec |20
Nukleotid-Mix 200 pum Primeranlagerung 56°C 30 sec |Zyklen
Tag-DNA-Polymerase 0,4 U Primerverlangerung 72°C 2 min
PCR-Puffer 1 x

Gesamtvolumen 20 ul Nachlauf 60°C 30 min

Fiir die priselektive Amplifikation wurden die Primer EcoRI+A und Msel+C benutzt,
welche durch ihre zu den Adaptoren komplementidren Sequenzen sowie durch ein zusitzliches
selektives Nukleotid an ihrem 5'-Ende charakterisiert waren. Es wurden 4 pl der RL-
Verdiinnung fiir die praselektive Amplifikation eingesetzt, die in einem Thermocycler (PTC
200, MJ Research) mit Deckelheizung nach oben genanntem Ansatz und Temperaturprofil
durchgefiihrt wurde. Ein Aliquot von 10 pl der Proben wurde zur Kontrolle auf einem
1,5%igen Agarosegel analysiert. Die restlichen 10 pl der Amplifikation wurden 1:15 mit
TE, ;-Puffer verdiinnt und bei -20°C gelagert.
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2.3.4.3 Selektive Hauptamplifikation

Ansatz fur die selektive Temperaturprofil fur die selektive
Hauptamplifikation Hauptamplifikation

PA-Verdunnung 4 ul Pradenaturierung  94°C 2 min
EcoRI+3-Primer 5 ng

Msel+3-Primer 30 ng Denaturierung 94°C 2min |1
Nukleotid-Mix 200 pum Primeranlagerung 65°C 30 sec |Zyklus
Tag-DNA-Polymerase 0,4 U Primerverlangerung 72°C 2 min
PCR-Puffer 1 x

Gesamtvolumen 20 pl Denaturierung 94°C 15sec |8

Primeranlagerung® 64°C 30 sec |Zyklen
Primerverlangerung 72°C 2 min

*Reduzierung der Anlagerungstemperatur um 1°C
pro Zyklus

Denaturierung 94°C 15sec |23
Primeranlagerung  56°C 30 sec |Zyklen
Primerverlangerung 72°C 2 min

Nachlauf 60°C 30 min

Die selektive Hauptamplifikation wurde mit den Primern EcoRI+-ANN und Msel+CNN
durchgefiihrt, welche drei zusétzliche Nukleotide an ihrem 5'-Ende aufwiesen, wobei das erste
Nukleotid durch die Wahl der préselektiven Primer bereits vorgegeben war. Die Primer
EcoRI+ANN waren mit einem der drei Fluoreszenzfarbstoffe 5-FAM (Blau), JOE (Griin)
oder TAMRA (Gelb) markiert fiir die anschliessende Analyse mit multifluorophorer
Detektion. Zur Erhohung der Selektivitit bei der Hauptamplifikation wurde die
Anlagerungstemperatur in den ersten neun Zyklen schrittweise reduziert (‘Touchdown-PCR”).
Fiir eine Nivellierung der Menge RxN-Produkte wurden die Primer in nicht-dquimolaren
Mengen eingesetzt. Es wurden 4 pl der PA-Verdiinnung fiir die selektive Hauptamplifikation
verwendet, die in einem Thermocycler (PTC 200, MJ Research) mit Deckelheizung nach
oben genanntem Ansatz und Temperaturprofil durchgefiihrt wurde. Bis zur
gelelektrophoretischen Analyse erfolgte die Lagerung der Reaktionen bei -20°C.
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2.3.4.4 Gelelektrophorese mit multifluorophorer Detektion

Polyacrylamidgel (5%ig) 10x TBE-Puffer

Acrylamid-Lsg. 5 % (v/v) Tris-Cl 09 M

Harnstoff 6 M Borsaure 09 M

TEMED 0,7 %o (v/v) EDTA (pH 8,0) 20 mM

APS 0,5 %o (V/V)

TBE-Puffer 1 x

Gesamtvolumen 50 ml

Beladungspuffer Analyseparameter

Formamid (deionisiert) 83 % (viv) Spannung 2500 Volt

Dextran-Blau 0,02 % (w/v) Stromstarke 50 mA

GeneScan-500 ROX 17 % (viv) Leistung 150 Watt
Laserleistung 40 mWatt
Temperatur 51 °C
Laufzeit 4 h

Die Analyse der PCR-Fragmente der selektiven Hauptamplifikation erfolgte mittels
vertikaler Gelelektrophorese in 5%igen Polyacrylamidgelen (26 cm % 36 cm % 0,2 mm) und
multifluorophorer Detektion auf einem ABI PRISM[ 377 DNA Sequenzer (APPLIED BIO-
SYSTEMS). Es konnten bis zu drei unterschiedlich farbstoffmarkierte Reaktionen
gleichzeitig in einer Gelspur analysiert werden, wenn die mit 5-FAM-, JOE- und TAMRA-
markierten Proben in der Weise gemischt wurden, dass sich die unterschiedlichen
Fluoreszenzintensitidten der Farbstoffe ausglichen. Allerdings zeigte sich fiir die TAMRA-
markierten als auch fiir manche JOE-markierten Proben, dass sehr viele Fragmentbanden
aufgrund zu schwacher Fluoreszenzintensitit durch die geringe Probenkonzentration im
Probengemisch nicht fiir die weitere Auswertung herangezogen werden konnten. Da eine
notige Validierung der multifluorophoren Analyse zu zeitintensiv war, wurde darauf
verzichtet und hauptsichlich 5-FAM- und JOE-markierte Proben eingesetzt. Die 5-FAM- und
JOE-markierten Proben wurden abwechselnd auf die 48 Spuren eines Gels aufgetragen, um
dadurch eventuelle Fehler aufgrund von Uberstrahlung einzelner Fragmentbanden der
gleichen Farbe auf die benachbarte Spur oder durch Uberlauf von Proben beim Auftragen zu
umgehen. Die Herstellung des Geles erfolgte analog der Beschreibung flir das SSR-Gel unter
2.3.3.2 nur mit doppeltem Ansatz. Fiir die Beladung des Geles wurden 1,8 pl des PCR-
Produktes aus der Hauptamplifikation mit 1,0 ul Beladungspuffer gemischt, bei 94°C fiir 2
min denaturiert und mittels einer Pipette mit flacher Spitze aufgetragen. Der interne Standard
GeneScan-500 ROX im Beladungspuffer besteht aus DNA-Fragmenten mit bekannter Grosse,
welche mit dem Fluoreszenzfarbstoff ROX (Rot) am 5'-Ende markiert waren. Das Auftragen
der Proben erfolgte nach einem Vorlauf (‘Prerun’) des Geles und Erreichen der
Analysentemperatur von 51°C. Die Gelanalyse wurde mit TBE-Puffer iiber eine Laufzeit von
4 h bei den oben angegebenen Parametern durchgefiihrt. Die Analysenparameter fiir den Vor-
und Hauptlauf waren in Betriebsprogrammen (‘modules’) voreingestellt ebenso wie Angaben
zu Filterset, Empfindlichkeit (CCD-Gain), Lesegenauigkeit (CCD-Offset) und Leseweite. Die
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Detektion der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente erfolgte mittels eines Argon-
Laser/Spektrograph/CCD-Kamera-Systems wéhrend des Gellaufes. Unter Verwendung der
ABI PRISMO GENESCAN® Software Version 2.0 (PERKIN ELMER) wurden die
Fragmentgrossen semi-automatisch berechnet sowie die Elektropherogramme der einzelnen
Gelspuren ausgewertet.

Tabelle 9: Eingesetzte Primer fir die selektive Hauptamplifikation

Primer Markierung Code*
EcoRI-Primer

E+AAG JOE E33
E+ACA 5-FAM E35
E+ACC TAMRA E36
E+ACG JOE E37
E+ACT 5-FAM E38
E+AGG JOE E41
E+AGT 5-FAM E42
Msel-Primer

M+CAA - M47
M+CAG - M49
M+CCC - M52
M+CCG - MS53
M+CCT - M54
M+CGA - M55
M+CGG - M57
M+CGT - M358
M+CTT - M62
*Standard List for AFLP Nomenclature:
http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/keygeneAFLPs.html
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235 Fragmentanalyse

Die Bestimmung der Fragmentgrossen der amplifizierten SSR- und AFLP-Fragmente
nach der Gelelektrophorese erfolgte mit der Software ABI PRISMO GENESCAN® Version
2.0 (APPLIED BIOSYSTEMS). Die Auswertungsspuren (‘tracking lanes’) wurden dazu
manuell gelegt, da die automatische Spurenlegung hdufig ungenau war. Anhand der
Auswertungsspuren  berechnete die Software die Daten zur Erstellung von
Elektropherogrammen, welche die Grundlage bildeten flir die weitere Auswertung. Die
Berechnung der Daten erfolgte mit den in Tabelle X angegebenen Analyseparametern. Zum
Teil wurden konkrete Analysebereiche (‘analysis range’) eingegeben, um Rechenzeiten zu
verkiirzen.

Tabelle 10: Einstellungen der Analysenparameter fir Bestimmung von Fragmentgrossen mit der
Software GeneScan

Analysis Parameters

Analysis Range: Full Range Size Call Range: All Sizes

Data Processing: Baseline Size Calling Method: Local Southern
Multicomponent

Smooth Option: None

Peak Amplitude Split Peak Correction: None

Thresholds

Blue: 50

Yellow: 40

Green: 40

Red: 50

Min.Peak Half Width: 3 Pts Correction Limit: 1 Data Pts

Die Einstellung fiir die Grenzen der Peakerfassung (‘Peak Amplitude Thresholds’) hing
von der Qualitdt der PCR-Reaktionen bzw. von den Signalintensitidten der Fragmentbanden
eines Gellaufes ab. Als interner Standard wurde fiir die SSR-Analyse der Standard GeneScan
500 TAMRA und fiir die AFLP-Analyse der Standard GeneScan 500 ROX eingesetzt, welche
im Bereich von 50 bis 500 bp 16 Fragmente mit bekannter Grdsse aufweisen. Die
Fragmentgrossen der beiden Standards sind unter 2.2.3 aufgefiihrt. Da der interne Standard in
jeder Probe mitanalysiert wurde, konnten die Fragmentgrossen zwischen verschiedenen
Spuren eines Geles als auch zwischen verschiedenen Gelen direkt miteinander verglichen
werden. Die Daten der einzelnen Probenspuren wurden in ‘samplefiles’ gespeichert, welche
nach der Fragmentgréssenberechnung in einem ‘project’ abgelegt wurden.

2.3.5.1 Zuordnung der SSR-Banden

Aus einem mit GENESCAN erstellten ‘project’ wurden die ‘samplefiles’ in die Software
GENOTYPER importiert. In sogenannten ‘catagories’ erfolgte Eingabe der elterlichen
Fragmentgrossen sowie der Grossenbereich und Intensititen von Peaks, anhand derer die
Software die Peaks der Elektropherogramme der Nachkommenschaft identifizieren sollte.
Dabei wurden Markerallele der Elternlinien 'Apollo’ bzw. 'Piko' mit 'A' und diejenigen von
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'G18/ 90" bzw. 'Euris' mit 'B' gekennzeichnet. Da die Software keine heterozygoten Linien
erkennt, mussten diese als auch falsch gekennzeichnete Peaks manuell korrigiert bzw. in die
Ergebnistabelle eingetragen werden. Die genaue Bescheibung zur Erstellung von ‘catagories’
und den Ergebnistabellen sind dem Handbuch zu entnehmen.

2.3.5.2 Zuordnung der AFLP-Banden

Die AFLP-Banden, welche einen Polymorphismus detektierten wurden als dominante
Marker ausgewertet, da im Rahmen einer kodominante Auswertung die Detektion von
Heterozygoten iiber eine quantitative Auswertung zu zeitaufwendig und unsicher ist.
Aufgrund der hohen Anzahl an zu vergleichenden Peaks in den Elektropherogrammen der
AFLP-Analyse, erfordert die Zuordnung der Genotypen eine aufwendigere Vorgehensweise.
Dies erfolgte mit Auswertungsvorlagen, welche aus mehreren Programmschritten (‘makros’)
bestanden. Die entscheidenden ‘makros’ umfassen folgende Analyseschritte:

* Detektion "polymorpher Peaks" und deren Kennzeichnung

* Erstellung von ‘catagories’ entsprechend der gekennzeichneten Polymorphismen
* Kennzeichnung der Peaks der Nachkommenschaft entsprechend den ‘catagories’
* Erstellung der Ergebnistabelle

Aus einem mit GENESCAN erstellten ‘project’ wurden die ‘samplefiles’ in die Software
GENOTYPER importiert, wobei nur Proben einer Farbstoffmarkierung ausgewihlt wurden,
um eine Uberlastung von Software und Rechner zu vermeiden.

2.3.6 Semiautomatische Zuordnung der Genotypen

Fiir die Zuordnung der Genotypen der Nachkommenschaft entsprechend den Fragment-
grossen der Elternlinien wurde die Software ABI PRISMO GENOTYPER® Version 2.0
(PERKIN ELMER) verwendet. Nach Eingabe der Fragmentgrossen der Elternlinien konnten
automatisch die Peaks der Elektropherogramme der Nachkommenschaft den entsprechenden
elterlichen Genotypen zugeordnet werden. Da die Zuordnung nicht in jedem Fall exakt war
und auch keine heterozygoten Linien erkannt wurden, war eine visuelle Uberpriifung der
Zuordnung notwendig. Das Ergebnis wurde in Tabellenform ausgegeben, was eine
Ubernahme in andere Programme ermdglichte und damit einen wesentlichen Vorteil dieser
Software ausmacht.

2.3.7 Datenauswertung

2.3.7.1 Statistik

Mittels der Software SPSS 10.0 wurden die Mittelwerte, Standardabweichungen und
Spannbreiten der Merkmalsbonituren berechnet als auch die Haufigkeitsverteilungen nach der
Methode von KOLMOGOROV-SMIRNOV auf Normalverteilung gepriift. Ebenfalls wurden mit
der Software die Korrelationen nach PEARSON berechnet und auf ihre Signifikanz getestet.
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2.3.7.2 x*Test der Markerverteilung

Fiir die bei der QTL-Analyse eingesetzten Marker wurde mit dem Programm PLABQTL
(UTz und MELCHINGER, 1996) ein X>-Test in Bezug auf die Nullhypothese einer 1:2:1
Spaltung fiir kodominante Marker und einer 3:1 Spaltung fiir dominante Marker in einer F»-
Nachkommenschaft durchgefiihrt.

2.3.7.3 Kopplungsanalyse

Die Berechnung der Kopplungsgruppen erfolgte nach der Maximum-Likelihood-
Methode mit dem Computerprogramm MAPMAKER/ EXP 3.0b (LANDER et al. 1987;
LINCOLN und LANDER 1992). Die wahrscheinlichste Reihenfolge der Marker wurde mittels
der Befehle ‘group’, ‘compare’ und ‘order’ berechnet, wobei ein Mindestabstand von 37 cM
und ein LOD (Logarithm of Odds) von 3,0 gewdhlt wurde. Marker, welche nicht nach dem
‘order’ Befehl eindeutig eingeordnet werden konnten, wurden mit Hilfe des ‘try’ Befehls
eingeordnet und anschliessend die vollstindige Reihenfolge aller Marker der
Kopplungsgruppe mit dem Befehl ‘ripple’ iiberpriift. Die Markerabstéinde in centiMorgan
(cM) wurden nach der Funktion von KOSAMBI (1944) aus den Rekombinationshiufigkeiten
iiber den Befehl ‘map’ berechnet. Fiir die Analyse der Keuzung 'Piko' x 'Euris' wurde
‘Recombinant inbred” und fiir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/ 90" ‘f2 intercross’ in der ersten
Zeile des Datensatzes eingegeben. Zur Verkiirzung der Rechenzeit wurde zu Beginn eine

Zweipunkt-Analyse mittels des Befehls ‘two point” mit dem gesamten Markerdatensatz
durchgefiihrt.

2.3.7.4 Regressionsanalyse

Die Regressionsanalyse der einzelnen Marker sowie die Varianzanalyse (ANOVA)
wurde mit Hilfe der Software SPSS 10.0 durchgefiihrt. Berechnet wurde der Wert fiir R* bzw.
R’ x 100, als Mass fiir den Anteil der phinotypischen Varianz des Genombereiches, welchen
der Marker detektiert. Dabei wurde ein F-Wert von grésser 3,0 als Ausschlusskriterium
herangezogen.

2.3.7.5 QTL-Analyse

Die Abschitzung moglicher QTL fiir die bonitierten Merkmale erfolgte mit Hilfe der
Software PLABQTL (UTZ und MELCHINGER, 1996). Durchgefiihrt wurde die Abschitzung
nach der ‘Composite Interval Mapping’-Methode mit ausgewihlten Kofaktoren mittels der
Funktion ‘cov select’.Gemiss dem Hinweis im Handbuch wurden die Elterlinien 'Euris' bzw.
'Apollo’ als Elter A und die Elterlinien 'Piko' bzw 'G18/ 90' als Elter B eingegeben, unter der
Annahme, dass der Elter B mehr oder grossere Resistenz-QTL trigt. Daraus folgt, dass bei
einem negativen Vorzeichen des additiven Effektes das Allel vom Elter B und bei positivem
Vorzeichen vom Elter A stammt. Der quadrierte partielle Regressionskoeffizient (part. R?)
und der additive Effekt wurden durch multiple Regression ohne Kofaktoren unter ‘Final
simultaneous fit* erhalten. Der Wert des part. R* gibt den prozentualen Anteil eines QTLs
ohne Einfluss anderer QTL an. Bei der QTL-Analyse fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' wurde
auf die Berechnung von moglichen Dominanzeffekten verzichtet aufgrund des niedrigen
Anteils an heterozygoten Linien in der F4-Nachkommenschaft, wozu die Befehlszeile ‘model
D’ in der Steuerungsdatei geloscht wurde. Die LOD plot-Kurven der Kopplungsgruppen
wurden mit Hilfe der Software EXCEL 5.0 gezeichnet.



36 ERGEBNISSE

3 ERGEBNISSE

3.1 Feldbonituren der Kreuzung 'Piko' x 'Euris’ und Elternlinien

Ausgehend von den Boniturwerten des dritten Boniturtermins war der mittlere
prozentuale Befall der Ahre bei den Fy-Linien mit 48,6% im Jahr 1999 hoher als im Jahr 1998
mit 35,0% (Tabelle 11). Die stirkere Infektion zeigte sich auch bei beiden Elternlinien, wobei
der Befall der Ahre im Jahr 1999 bei 'Piko' um fast 20% und bei 'Euris' um fast 35% hdher
war. Mit 26,0% Befall der Ahre bei 'Piko' und 27,0% bei 'Euris' war der Befall der Ahre bei
den Elternlinien 1998 gleich. Dagegen war die Sorte 'Piko' mit 45,6% im Jahr 1999 etwa 16%
weniger anfillig auf der Ahre als die Sorte 'Euris' mit 61,9% Befall. Bedingt durch den
geringen Ahrenbefall des Elters 'Euris' 1998 lag das Mittel der Eltern mit 26,5% niedriger als
das Mittel der Nachkommenschaft mit 35,0%, wogegen es 1999 mit 53,8% um 5% {iber dem
Mittel der Nachkommenschaft lag. Im Jahr 1999 lag das Mittel des Ahrenbefalls der
Nachkommenschaft von 48,8% deutlich niher am Mittel des weniger anfilligen Elters Piko’
von 45,6% im Vergleich zum Elter 'Euris' mit 61,9%.

Fiir beide Jahre war ein transgressiver Effekt fiir die F4-Linien in beide Richtungen zu
beobachten, d.h. es gab Linien, die weniger befallen waren als der geringste Befall bei den
Elternlinien als auch Linien, die stirker befallen waren als der stiarkste Befall bei den Eltern.
Die Verteilungen der Befallshiufigkeiten der Ahre der Nachkommenschaft zeigen fiir beide
Jahre eine Normalverteilung (Abb. 3).

Tabelle 11: Mittelwerte und Spannbreitqn der bonitierten Merkmale Ahrenbefall, Blattbefall,
Halmlange und Zeitpunkt des Ahrenschiebens der Kreuzungseltern und der 190 F4-Linien
der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' fir die Jahre 1998 und 1999

Piko Euris Piko x Euris Elternmittel
Phénotypisches
Merkmal 1998 1999 1998 1999 1998 1999 1998 1999
Ahrenbefall [%]
Mittelwert 26,0 45,6 27,0 61,9 35,0 48,6 26,5 53,8
Spannbreite 20-30 35-55 20-30 45-70 13-70 28 - 80 - -
Blattbefall [%]
Mittelwert 20,5 35,2 40,0 56,3 21,7 33,6 303 45,8
Spannbreite 13,3-26,7 25,0-433 36,7-43,3 36,7 -70,0 7-69 14-70 - -
Halmlénge [cm]
Mittelwert 90,2 923 93,8 94,8 89,9 93,7 92,0 93,6
Spannbreite 87-93 85-99 90 - 98 93 -100 61-107 65-110 - -
Ahrensch. [d]*
Mittelwert 35,0 37,3 33,0 35,1 35,5 39,0 34,0 36,2
Spannbreite 35-36 36-40 33 35-36 33-39 35-45 - -

* Tage ab 1. Mai
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Abbildung 3: Haufigkeitsverteilungen der prozentualen Befallsbonituren sowie Lage der Mittelwerte
der Elternlinien, der F4-Linien und des Elternmittels der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' in den
Jahren 1998 und 1999

Der mittlere prozentuale Befall der Fahnenblétter der Fi-Linien, ausgehend von den
Werten des dritten Boniturtermins und einer doppelten Gewichtung des obersten
Fahnenblattes gegeniiber dem Fahnenblatt minus eins (WALTHER und BOHMER 1992), war
1999 mit 33,6% ebenfalls stirker als 1998 mit 21,7% (Tabelle 11). Auch bei den Elternlinien
war der Befall 1999 um 15 bis 16% hoher als 1998, wobei die Sorte 'Piko' in beiden Jahren
um ca. 20% weniger anfillig als die Sorte 'Euris' war. Das Mittel des Blattbefalls der
Nachkommenschaft lag in beiden Jahren mehr als 10% unter dem Elternmittel und jeweils
sehr dicht am Mittel des weniger anfélligen Elters 'Piko'. Auch fiir den Blattbefall ist eine
Transgression fiir das Jahr 1998 in beide Richtungen sowie fiir das Jahr 1999 in Richtung des
geringeren Befalls festzustellen. Die Befallshdufigkeiten der Blitter der Nachkommenschaft
waren ebenfalls in beiden Jahren normal verteilt (Abb. 3).

Der Mittelwert fiir die Halmldnge der Nachkommenschaft war mit 93,7 cm im Jahr 1999
hoher als im Jahr 1998 mit 89,9 cm. Das Mittel der Elternlinien lag 1999 mit 93,6 cm
ebenfalls hoher als 1998 mit 92,0 cm (Tabelle 11). Die Sorte 'Euris’' war in beiden Jahren die
lingere Sorte, wobei die Differenz im Mittel liber beide Jahre 3 cm betrug. 1998 lag das
Elternmittel mit 92,0 cm iiber dem Mittel der F4-Linien mit 89,9 cm, wogegen 1999 beide
Mittelwerte gleich gross waren. Fiir das Merkmal Halmlidnge konnte ebenfalls ein
transgressiver Effekt in beide Richtungen in beiden Jahren beobachtet werden. Die
Hiufigkeitsverteilungen fiir die Halmlidnge in der Nachkommenschaft entsprach ebenfalls in
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beiden Jahren einer Normalverteilung, wobei jeweils eine leichte Schiefe der Verteilung in
Richtung zu grosseren Halmléngen festzustellen war (Abb. 4).
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Abbildung 4: Haufigkeitsverteilungen der Boniturwerte fur die Halmlange und den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens in Tagen ab dem ersten Mai sowie Lage der Mittelwerte der
Elternlinien, der F4-Linien und des Elternmittels der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in den
Jahren 1998 und 1999

Fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens in Tagen nach dem ersten Mai lag das Mittel der
Nachkommenschaft 1999 mit 39,0 Tagen etwa 3,5 Tage spéter als das Mittel 1998 mit 35,5
Tagen (Tabelle 11). Dagegen lag das Elternmittel 1999 mit 36,2 Tagen etwa zwei Tag spiter
als das Mittel 1998 mit 34,0 Tagen. Die Sorte 'Piko' war in beiden Jahren die spétere Sorte,
wobei der Unterschied jeweils zwei Tage betrug. Das Mittel der Nachkommenschaft 1998
von 35,3 Tagen entsprach dem Elternmittel, wogegen das Mittel von 1999 mit 39,0 Tagen
etwa drei Tage liber dem Elternmittel lag. Die Verteilung der Héufigkeiten fiir den Zeitpunkt
des Ahrenschiebens der Fy-Linien entsprach in beiden Jahren einer Normalverteilung, wobei
die Spannweite der Verteilung 1999 mit 11 Tagen deutlich grosser war als 1998 mit 7 Tagen
(Abbildung 4). Fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnte eine Transgression in Richtung
zum spateren Zeitpunkt in beiden Jahren festgestellt werden.

3.1.1 Korrelationen zwischen den bonitierten Merkmalen der Kreuzung
'Piko’ x 'Euris’
Es wurden die Korrelationen nach PEARSON zwischen den bonitierten Merkmalen des
prozentualen Ahrenbefalls, des prozentualen gewichteten Blattbefalls, der Halmlinge und des
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Zeitpunktes des Ahrenschiebens berechnet und auf Signifikanz gepriift. In Tabelle 12 sind die
berechneten Korrelationen zwischen dem prozentualen Befall mit S. nodorum und den
morphologischen Merkmalen der Halmlinge und des Zeitpunktes des Ahrenschiebens
dargestellt.

Tabelle 12: Korrelationen zwischen den phanotypischen Boniturdaten der 190 F,-Linien der
Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in den Jahren 1998 und 1999

Ahrenbefall Blattbefall Halmlénge
1998 1999 1998 1999 1998 1999
Halmliinge -0,56%*  -0,34%* 0,09 0,09 - -

Zeitpunkt des
Ahrenschiebens 0,25%* -0,27*%* -0,31** -0,36%*  -0,38%* -0,31**

** Wert ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

Im Jahr 1998 bestand eine mittlere signifikante negative Korrelation von r = —0,56
zwischen dem prozentualen Ahrenbefall und der Halmlinge, welche 1999 eher gering, aber
auch signifikant und negativ war. Zwischen dem prozentualen gewichteten Blattbefall und der
Halmldnge konnte fiir beide Jahre keine Korrelation berechnet werden. Die Korrelation
zwischen dem prozentualen Ahrenbefall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens war in
beiden Jahren sehr schwach und hatte 1998 ein positives und 1999 ein negatives Vorzeichen.
Zwischen dem prozentualen gewichteten Blattbefall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens
bestand eine geringe aber signifikante negative Korrelation in beiden Jahren und in dhnlicher
Weise zwischen der Halmléinge und dem Ahrenschieben. Die Boniturwerte des prozentualen
Ahren- und Blattbefalls zeigten im Jahr 1998 keine und im Jahr 1999 eine sehr schwache
positive Korrelation (Tabelle 13).

Tabelle 13: Korrelationen zwischen dem prozentualen Ahren- und Blatt-
befall der 190 F4-Linien der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in den
Jahren 1998 und 1999

Blattbefall
1998 1999

Ahrenbefall -0,04 0,28%*

** Wert ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

Die Korrelationen fiir die vier Merkmale zwischen den Anbaujahren 1998 und 1999 sind
in Tabelle 14 angegeben. Die stirkste Korrelation zwischen den Anbaujahren bestand fiir das
Merkmal Halmlinge mit 0,82 und die Geringste fiir den prozentualen Ahrenbefall mit 0,39.
Fiir die Merkmale des prozentualen Blattbefalls und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens lagen
die Korrelationen mit 0,65 bzw. 0,79 relativ hoch.
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Tabelle 14: Korrelationen der phanotypischen Merkmale zwischen den Anbaujahren
1998 und 1999 der 190 F4-Linien der Kreuzung 'Piko' x 'Euris'

Ahrenbefall Blattbefall Halmlinge Ahrenschieben

1999 1999 1999 1999
Ahrenbefall 1998 0,39%*
Blattbefall 1998 0,65%*
Halmléinge 1998 0,827%%*
Ahrenschieben 1998 0,79%*

** Wert ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

3.1.2 Ergebnisse der berechneten Ertragsverluste durch S. nodorum

Anhand der bestimmten Ertragsparameter des Tausendkorngewichtes, der Kornzahl pro
Ahre sowie des Ahreneinzelgewichtes der infizierten Parzellen als auch der nichtinfizierten
Kontrollparzellen wurden die prozentualen Ertragsverluste berechnet. Die berechneten
Mittelwerte, Standardabweichungen und Spannbreiten flir die einzelnen Ertragsparameter
sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 15: Prozentuale Ertragswerte bei den infizierten Weizenpflanzen bezogen auf den Ertrag der
Pflanzen von den Kontrollparzellen der 190 F,-Linien der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in den
Jahren 1998 und 1999

Tausendkorngewicht Kornzahl pro Ahre Ahreneinzelgewicht
1998 1999 1998 1999 1998 1999
Mittelwert -7,1 -17,3 + 1,6 -0,2 -6,1 -17,4
Standard-
abweichung 6,3 7,1 10,1 8,2 10,4 8,9
Spannbreite -24-9 -37-6 -25-30 -20-22 -36-21 -42-14

Bei allen drei Ertragsparametern war die Hohe des Verlustes bei den infizierten Parzellen
im Jahr 1999 grosser als im Jahr 1998. Die prozentualen Verluste waren am deutlichsten beim
Tausendkorngewicht und dem Ahreneinzelgewicht ausgepriigt. Im Mittel lag der Verlust beim
Tausendkorngewicht im Jahr 1998 bei 7,1% mit einem grossten Wert von 24% und im Jahr
1999 bei 17,3% mit einem Hochstwert von 37%. In beiden Jahren gab es infizierte Parzellen
mit einem leicht hoheren Tausendkorngewicht als bei den Kontrollparzellen. Bei der
Kornzahl pro Ahre gab es 1998 im Mittel eine Zunahme von 1,6% mit einer Spannbreite der
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Einzelwerte von —25 bis +30%. Im Jahr 1999 lag das Mittel fiir die Kornzahl pro Ahre bei —
0,2% mit einer Spannbreite der Einzelwerte von —-20 bis +22%. Der Verlust beim
Ahreneinzelgewicht lag im Mittel im Jahr 1998 bei 6,1% mit einem grossten Wert von 36%
und Jahr 1999 bei 17,4% mit einem Hochstwert von 42%. In beiden Jahren gab es infizierte
Parzellen, die ein hoheres Ahreneinzelgewicht aufwiesen als die nichtinfizierten Parzellen,
wobei die grosste Zunahme im Jahr 1998 bei 21% lag und im Jahr 1999 bei 14%.
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3.2 Feldbonituren der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90’

3.2.1 Standort Griinbach

Die Elternlinien und die 200 F;-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90" wurden 1998
und 1999 in Griinbach auf dem Feld angebaut und der prozentuale Befall der Ahre und der
Fahnenbldtter nach zweifacher kiinstlicher Infektion bonitiert. Zusitzlich wurden die
morphologischen Merkmale der Halmlinge und des Zeitpunktes des Ahrenschiebens in Tagen
nach der Aussaat aufgenommen.
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Abbildung 5: Haufigkeitsverteilungen der Boniturwerte fiir den prozentualen Ahren- und Blattbefall mit
S. nodorum sowie Lage der Mittelwerte der Elternlinien, Fs-Familien und des
Elternmittels der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" in den Jahren 1998 und 1999 in
Grunbach

Ausgehend von den Boniturwerten des dritten Boniturtermins lag der mittlere prozentuale
Befall der Ahre der Nachkommenschaft 1998 mit 13,0% hoher als 1999 mit 3,2%. Zudem
war die Spannbreite der einzelnen Befallswerte 1998 mit ein bis 60% deutlich grosser als
1999 mit Werten von null bis 20% (Tabelle 16). Ausgehend von den Boniturwerten des
zweiten Boniturtermins lag der mittlere prozentuale Blattbefall der Fz;-Familien 1998 mit
35,9% niedriger als 1999 mit 65,5%, wobei die Spannbreite der einzelnen Befallswerte
dhnlich war. Die Hiufigkeitsverteilungen fiir der Boniturwerte fiir den prozentualen Ahren-
sowie den Blattbefall bei den F;-Familien entsprachen in beiden Jahren einer
Normalverteilung (Abb. 5).
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Tabelle 16: Mittelwerte und Spannbreiten der Boniturdaten der 200 F;-Familien der Kreuzung 'Apollo’
x 'G18/90' in den Jahren 1998 und 1999 in Griinbach

Griinbach ~ Ahrenbefall [%] Blattbefall [%] Halmlinge [cm] Ahrenschieben [d]*
1998 1999 1998 1999 1998 1999 1998 1999

Mittelwert 13,0 3,2 35,9 65,5 104,1 99,1 230,6 226,3

Spannbreite 1-60 0-20 5-75 35-93 82- 78 - 228 -234 224 -233
121 115

*: Tage nach der Saat

Fiir die Elternlinien 'Apollo' und 'G18/90' lagen nur Gesamtbonituren fiir den Ahren- und
Blattbefall vor, welche zusammen mit den Bonituren von Halmldnge und dem Zeitpunkt des
Ahrenschiebens in der folgenden Tabelle aufgefiihrt sind:

Tabelle 17: Mittelwerte der Boniturdaten der Elternlinien 'Apollo’ und 'G18/90" in den Jahren 1998 und
1999 in Griinbach

'Apollo’ 'G18/90' Elternmittel
1998 1999 1998 1999 1998 1999

Ahren- und

Blattbefall [%o] 41,5 47,6 19,1 18,4 30,3 33,0
Halmlénge [cm] 92,0 85,0 98.5 101,0 95,3 93,0
Ahrenschieben [d]* 230 227 221 226 225,5 226,5

*: Tage nach der Saat

Der Elter 'Apollo' war in beiden Jahren deutlich starker befallen als der Elter 'G18/90",
wobei der Befall 1999 mit 47,6% hoher war als 1998 mit 41,5%, was tendenziell vergleichbar
war mit dem hoheren Blattbefall der F3-Familien ebenfalls im Jahr 1999. Der Befall des Elters
'G18/90" war mit 19,1% im Jahr 1998 und mit 18,2% im Jahr 1999 sehr dhnlich.

Die mittlere Halmldnge der Fs;-Familien im Jahr 1998 betrug 104,1 cm und war damit 5
cm hoher als das Mittel im Jahr 1999 mit 99,1 cm (Tabelle 16). Ebenfalls lag das Mittel der
Elternlinien im Jahr 1998 mit 95,3 cm um 2,3 cm hoher als das Mittel von 1999 mit 93,0 cm.
Der Zuchtstamm 'G18/90" war in beiden Jahren der ldngere Elter, wobei die Differenz zum
Elter 'Apollo' im Jahr 1998 6,5 cm und 1999 16,0 cm betrug. In beiden Jahren lag der
Mittelwert der Nachkommenschaft hoher als das jeweilige Mittel der Elternlinien. Ein
transgressiver Effekt war nur eindeutig in Richtung grosserer Halmlingen zu beobachten,
welcher relativ stark in beiden Jahren war. Die Haufigkeitsverteilungen flir die Halmldnge bei
den Fs-Familien entsprachen in beiden Jahren einer Normalverteilung (Abb. 6).



44 ERGEBNISSE

60 60
~ G18/90
50 Fs 50 F, l_
! !
: —
2 40 40 _
E G18/90 P N
(1] -
8 -
X Pl & !
z !
=
8 20 Apollol = 20 Apollo
(=
< - !
10 10
0 () _ _ _
70 80 90 100 110 120 130 70 80 90 100 110 120 130
Halmlange 1998 [cm] Halmlange 1999 [cm]
100 - 100 —
F, G18/90 | F;,P
)
Apollo ¥ .
8 po ol 8 Apollo
c
2 ] !
‘E 60 60
g M ]
]
w
— 40 _ 40
G P
S |G18/90
< l —
20{ { 20 J
o [ _ _¥__ —_— 0 e L T S e
200 222 224 226 228 230 232 234 236 238 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238
Ahrenschieben 1998 [d] Ahrenschieben 1999 [d]

Abbildung 6: Haufigkeitsverteilungen der Boniturwerte fur die Halmlange und den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens in Tagen nach der Saat sowie Lage der Mittelwerte der Elternlinien, F-
Familien und des Elternmittels der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' in den Jahren 1998 und
1999 in Griinbach

Fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens in Tagen nach der Aussaat lag das Mittel der Fs-
Familien im Jahr 1998 mit 230,6 Tagen etwa vier Tage spéter als das Mittel von 1999 mit
226,3 Tagen (Tabelle 16). Das Mittel der Elternlinien lag dagegen 1998 mit 225,5 Tagen um
einen Tag frither als das Mittel von 1999 mit 226,5 Tagen. Die Sorte 'Apollo’ war in beiden
Jahren die spdtere Sorte, wobei die Differenz zum Zuchtstamm 'G18/90' im Jahr 1998 neun
Tage und 1999 einen Tag betrug. Der Mittelwert der Nachkommenschaft lag im Jahr 1998
deutlich iiber dem Mittel der Elternlinien, wogegen 1999 beide Werte gleich waren. Fiir beide
Jahre war ein transgressiver Effekt nur eindeutig in Richtung eines spiteren Zeitpunktes
festzustellen. Weiterhin auffillig war das vergleichsweise sehr friihe Ahrenschieben des
fritheren Elters 'G18/90' im Jahr 1998, welches nicht in der Nachkommenschaft aufirat. Die
Verteilungen der Hiufigkeiten fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens der F;-Familien
entsprach in beiden Jahren einer Normalverteilung, wobei die Spannweite der Verteilung
1999 mit zehn Tagen grdsser war als 1998 mit sieben Tagen (Abb. 6). Der Verlauf der
Verteilungen ist fiir beide Jahre tendenziell als schwach bimodal zu deuten.

Beziiglich der Boniturwerte fiir die Halmlinge und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens
zeigten die Elternlinien im Vergleich der beiden Jahre ein gegensitzliches Verhalten. Im
Vergleich zum Jahr 1998 war der Elter 'Apollo' im Jahr 1999 kiirzer bei der Halmlange und
friiher beim Ahrenschieben, wohingegen der Elter 'G18/90' im Jahr 1999 linger und spiter
war gegeniiber 1998.
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3.2.1.1 Korrelationen Griinbach

Die Korrelationen nach PEARSON wurden zwischen den bonitierten Merkmalen des
prozentualen Ahrenbefalls, des prozentualen gewichteten Blattbefalls, der Halmlinge und des
Zeitpunktes des Ahrenschiebens berechnet und auf Signifikanz gepriift. In Tabelle 18 sind die
berechneten Korrelationen zwischen dem prozentualen Befall mit S. nodorum und den
morphologischen Merkmalen der Halmlinge und des Zeitpunktes des Ahrenschiebens
dargestellt.

Tabelle 18: Korrelationen zwischen den phanotypischen Boniturdaten der 200 Fs-Familien der
Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90" in den Jahren 1998 und 1999 in Griinbach

Ahrenbefall Blattbefall Halmlénge
1998 1999 1998 1999 1998 1999
Halmliinge -0,53*%* - 0,51%** -0,26%* -0,04 -- --
Zeitpunkt des
Ahrenschiebens 0,27%* 0,04** -0,04 -0,29%* -0,18* - 0,06

*/** Wert ist auf dem Niveau von 0,05 bzw. 0,01 signifikant

Die Boniturwerte des prozentualen Ahren- und Blattbefalls zeigten im Jahr 1998 eine
geringe positive und im Jahr 1999 keine Korrelation (Tabelle 19).

Tabelle 19: Korrelationen zwischen dem prozentualen Ahren- und Blatt-
befall der 200 Fs-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90" in
den Jahren 1998 und 1999 in Griinbach

Blattbefall
1998 1999

Ahrenbefall 0,39%* 0,06

** Wert ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

Die Korrelationen fiir die vier Merkmale zwischen den Anbaujahren 1998 und 1999 sind
in Tabelle 20 angegeben. Die stirkste Korrelation zwischen den Anbaujahren bestand fiir das
Merkmal Halmlinge mit 0,62 und die geringste fiir den prozentualen Ahrenbefall mit 0,39.
Fiir die Merkmale des prozentualen Blattbefalls und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens lagen
die Korrelationen mit 0,54 bzw. 0,45 im mittleren Bereich.
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Tabelle 20: Korrelationen der phanotypischen Merkmale zwischen den Anbaujahren der 200 Fs-
Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90" in den Jahren 1998 und 1999 in Griinbach

Ahrenbefall Blattbefall Halmlinge Ahrenschieben

1999 1999 1999 1999
Ahrenbefall 1998 0,39%*
Blattbefall 1998 0,54**
Halmléinge 1998 0,62%%*
Ahrenschieben 1998 0,45%*

** Wert ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant
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3.2.2 Standort Bergen

Die F3-Familien der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90" wurden 1999 in Bergen von der
Lochow-Petkus GmbH angebaut. Der prozentuale Befall der Ahre und der Blitter mit .
nodorum wurde an drei Terminen bonitiert und die Halmlidnge gemessen. Die Befallsstéirke
wurde in Abstufungen von 10% bonitiert. Da die Boniturwerte der letzten beiden Termine,
welche relativ spit lagen, sehr viele Werte von 100% aufwiesen und wenig differenzierten,
wurden zur Auswertung die Werte des ersten Boniturtermins eingesetzt. Die Ergebnisse sind
in der Tabelle 21 aufgefiihrt.
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In Bergen lag der Mittelwert des prozentualen Ahrenbefalls bei 32,9% und war damit
deutlich hoher als der Mittelwert von Griinbach mit 3,2% im gleichen Jahr. Der Mittelwert
des prozentualen gewichteten Blattbefalls betrug 44,4% und war vergleichbar mit dem von
Griinbach 1999 mit 65,5%, da der zugrundeliegende Boniturtermin von Griinbach etwas
spéter lag.

Der Mittelwert der Halmlénge lag in Bergen bei 103,7 cm und war damit sehr &hnlich
dem von Griinbach 1998 mit 104,7 cm und etwas hoher als der von Griinbach 1999 mit 99,1
cm.
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Tabelle 21: Mittelwerte und Spannbreiten der Boniturdaten der 200 Fs-Familien
der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" im Jahr 1999 in Bergen (Lochow-
Petkus GmbH)

Bergen 1999  Ahrenbefall [%] Blattbefall [%] Halmlinge [cm]

Mittelwert 32,9 44,4 103,7
Spannbreite 10 - 60 17 - 83 80 - 125

Die Haufigkeitsverteilungen der bonitierten Merkmale sowie die Lage der Mittelwerte
der Fs;-Familien sind in Abbildung 7 dargestellt. Alle Haufigkeitsverteilungen zeigen eine
gute Normalverteilung der Boniturwerte.

3.2.2.1 Korrelationen Bergen

Die Korrelationen zwischen den bonitierten Merkmalen sind in der folgenden Tabelle
aufgefiihrt:

Tabelle 22: Korrelationen zwischen den phanotypischen Merkmalsbonituren

der 200 F3-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90" im Jahr 1999
in Bergen (Lochow-Petkus GmbH)

Bergen 1999 Ahrenbefall Blattbefall
Ahrenbefall -- 0,51%%*
Halmléinge - 0,19%* -0,12

** Wert ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant

Zwischen dem prozentualen Ahrenbefall und dem prozentualen gewichteten Blattbefall
bestand eine signifikante mittlere positive Korrelation von 0,51, welche deutlich héher war,
als die vergleichbaren Korrelationen von Griinbach 1998 mit 0,39 und Griinbach 1999 mit
0,06. Die Halmlinge war sowohl mit dem Ahrenbefall als auch mit dem Blattbefall sehr
schwach negativ korreliert, wobei die Korrelation mit dem Blattbefall auf einem Niveau <
0,05 nicht signifikant war.
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3.2.3. Standort Hadmersleben

Der Anbau der Fs;-Familien der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90" erfolgte in Hadmersleben
im Jahr 1999 durch die Saatzucht Hadmersleben GmbH. Die Bonitur des prozentualen Ahren-
und Blattbefalls wurde an drei Terminen durchgefiihrt, wobei die direkte Bonitur mit Noten
von null bis neun erfolgte, welche danach in prozentualen Befall umgerechnet wurden (%
Befall = Note x 12,5). Da die Werte des letzten Boniturtermins wenig differenzierten, wurden
fiir beide Merkmale die Werte des zweiten Boniturtermins herangezogen.
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Abbildung 8: Haufigkeitsverteilungen der Boniturwerte fiir den prozentualen Ahren- und Blattbefall mit
S. nodorum sowie Lage der Mittelwerte der 200 Fz-Familien im Jahr 1999 in
Hadmersleben (Saatzucht Hadmersleben GmbH)

Der Mittelwert des prozentualen Ahrenbefalls der F3-Familien lag in Hadmersleben 1999
bei 36,6% und war damit héher als der von Griinbach 1999 mit 3,2% und vergleichbar mit
dem von Bergen 1999 mit 32,9%. Mit einer Spannbreite der Befallswerte von null bis 88%
war diese weiter als die von Griinbach und Bergen (Tabelle 23).

Tabelle 23: Mittelwerte und Spannbreiten der Befallsbonituren der 200 F;-
Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' im Jahr 1999 in
Hadmersleben (Saatzucht Hadmersleben GmbH)

Hadmersleben 1999 Ahrenbefall [%] Blattbefall [%o]
Mittelwert 32,9 44.4
Spannbreite 10 - 60 17 - 83

Der mittlere gewichtete Befall der Fahnenblitter lag bei 34,3% und war geringer als der
von Griinbach 1999 bzw. Bergen und war vergleichbar mit dem von Griinbach 1998 von
35,9%. Die Verteilungen der Hiufigkeiten fiir den prozentualen Ahren- und Blattbefall waren
normal verteilt (Abbildung 8). Die Haiufigkeitsverteilung des prozentualen gewichteten
Blattbefalls zeigte dabei einen auffdllig hohen Gipfel fiir relativ geringe Befallsstirken von
21,25% bis 23,75% Befall, was ein Hinweis auf ein oder zwei dominante Resistenzgene sein
konnte. Einen vergleichbaren Gipfel zeigte auch die Haufigkeitsverteilung des Blattbefalls
von Griinbach 1998.
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3.2.3.1 Korrelationen Hadmersleben

Die Korrelation zwischen dem Ahren- und Blattbefall betrug 0,53 und war auf dem
Niveau von 0,01% signifikant. Damit war die Korrelation dhnlich derjenigen in Bergen mit
0,51 und hoher als die Korrelationen von Griinbach 1998 mit 0,39 und Griinbach 1999 mit
0,06.

3.24 Korrelationen zwischen den Umwelten

In Tabelle 24 sind die Korrelationen zwischen den zwischen den vier Umwelten
Griinbach 1998, Griinbach 1999, Hadmersleben 1999 und Bergen 1999 fiir das Merkmal des
prozentualen Ahrenbefalls angegeben. Die stiirkste signifikante Korrelation bestand mit 0,47
zwischen Griinbach 1998 und Hadmersleben1999 und die schwichste zwischen Griinbach
1998 und Bergen 1999 mit 0,17. Die iiberwiegend schwachen Korreletionen, insbesondere
zwischen den beiden Anbaujahren am Standort Griinbach, lassen vermuten, dass entweder die
Ausprigung der Ahrenresistenz stark von Umweltinteraktionen beeinflusst wird oder auf die
schwierige Bonitierung zuriickzufiihren ist.

Tabelle 24: Korrelationen zwischen den einzelnen Umwelten fir das Merkmal des prozentualen
Ahrenbefalls der 200 Fs-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90'

Ahrenbefall Griinbach Hadmersleben Bergen
1999 1999 1999
Griinbach 1998 0,39%* 0,47** 0,17*
Griinbach 1999 -- 0,33%%* 0,20%*
Hadmersleben 1999 - 0,40%**

*/ % Wert ist auf dem Niveau von 0,05 bzw. 0,01 signifikant

Die Korrelationen zwischen den Umwelten beziiglich des prozentualen Blattbefalls sind
in Tabelle 25 dargestellt. Die stdrkste signifikante Korrelation bestand zwischen Griinbach
1998 und Griinbach 1999 mit 0,54 und die schwichste zwischen Griinbach 1998 und Bergen
1999 mit 0,26. Die Korrelationen zwischen den Umwelten fiir den Blattbefall sind etwas
stiarker als fiir den Ahrenbefall, aber nur als mittel bis schwach anzusehen. Dies deutet auf
mittlere bis starke Umweltinteraktionen auch filir die Auspragung der Blattresistenz hin.
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Tabelle 25: Korrelationen zwischen den einzelnen Umwelten fir das Merkmal des prozentualen
Blattbefalls der 200 F;-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/ 90'

Blattbefall Griinbach Hadmersleben Bergen
1999 1999 1999
Griinbach 1998 0,54** 0,51** 0,26**
Griinbach 1999 -- 0,44** 0,31%*
Hadmersleben 1999 - 0,49**

*/ % Wert ist auf dem Niveau von 0,05 bzw. 0,01 signifikant

In Tabelle 25 sind die Korrelationen zwischen den Umwelten Griinbach 1998, Griinbach
1999 und Bergen 1999 beziiglich der Halmlidnge wiedergegeben. Die stérkste signifikante
Korrelation bestand zwischen Griinbach 1998 und Bergen 1999 mit 0,73 und die schwéchste
zwischen Griinbach 1998 und Griinbach 1999 mit 0,62. Im Vergleich zu den Korrelationen
fiir den Ahren- bzw. Blattbefall waren die Korrelationen zwischen den Umwelten fiir das
Merkmal Halmldnge recht stark, welches wahrscheinlich auf die einfachere und prizisere
Bonitierung zuriickzufiihren ist (Tabelle 26).

Tabelle 26: Korrelationen zwischen den einzelnen Umwelten fir das
Merkmal Halmlénge der 200 Fs-Familien der Kreuzung 'Apollo’

x'G18/ 90'
Halmlédnge Griinbach Bergen
1999 1999
Griinbach 1998 0,62%** 0,73%*
Griinbach 1999 - 0,70%*

Bergen 1999 --

*/ % Wert ist auf dem Niveau von 0,05 bzw. 0,01 signifikant
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3.3 Markeranalyse bei den Elternlinien und der Kreuzungsnachkommen
schaft der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris'

3.31 Analyse mit RFLP-Markern

Es wurden in einem ersten Schritt 16 RFLP-Sonden mit jeweils flinf
Restriktionsenzymen (= 80 Enzym-Sonden-Kombinationen) auf Polymorphie zwischen den
Elterlinien 'Piko' und 'Euris' untersucht. Von den 80 Enzym-Sonden-Kombinationen zeigten
acht einen Polymorphismus zwischen den Eltern, welches einem Polymorphiegrad von 10,0%
entsprach.

Aufgrund des niedrigen mit RFLP-Markern nachzuweisenden Polymorphiegrades,
welcher fiir Weizen nicht ungewdhnlich ist, wurde auf eine weitere Untersuchung von RFLP-
Markern verzichtet. Der Schwerpunkt wurde auf die Analyse von Mikrosatelliten-Markern
gelegt, welche aufgrund einer nicht-radioaktiven Detektionsmethode anwendungsfreundlicher
sind, meistens eine Chromosomenspezifitit aufweisen und zudem einen hoheren Grad an
Polymorphismen aufdecken. Ein vergleichender Uberblick ist in Tabelle 27 dargestelit.

3.3.2 Analyse mit Mikrosatelliten-Markern

Insgesamt wurden 101 SSR-Marker auf Polymorphie zwischen den Elterlinien 'Piko' und
'Euris' getestet, von denen 45 einen Polymorphismus detektierten. Dies entsprach einem
Polymorphiegrad von 44,6% (Tabelle 27).

Tabelle 27: Uberblick der RFLP- und SSR-Markeranalyse auf Polymorphie
zwischen den Elternlinien 'Piko' und 'Euris'

Anzahl getesteter Anzahl detektierter entsprechender

Marker Polymorphismen Polymorphiegrad
RFLP* 80* 8 10,0 %
SSR 101 45 44,6 %

* Enzym-Sonden-Kombinationen

3.3.2.1 Ergebnis des diagnostischen Markers gwm261 fur das
Verzwergungsgen Rht8

Der SSR-Marker gwm?261 ist diagnostisch fiir drei charakterisierte Allele des Verzwerg-
ungsgens Rht8 (KORZUN et al. 1998), welche mit den amplifizierten Fragmentgrossen von
165, 174 und 192 bp assoziiert sind. Dieser Marker detektierte einen Polymorphismus
zwischen den Elternlinien 'Piko' und 'Euris', mit amplifizierten Fragmentgrossen von 175 bp
fiir 'Piko' und 165 bp fiir 'Euris'. Damit ist bei der Sorte 'Euris' ein Allel des RAt8-Gens
detektiert, welches fiir eine Steigerung der Pflanzenhdhe um ca. drei Zentimeter verant-
wortlich ist. Dies haben die Feldversuche bestitigt, in welchen die Sorte 'Euris' im Mittel {iber
die beiden Anbaujahre 3,1 cm hoher als die Sorte 'Piko' war (Tabelle 28).
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Tabelle 28: Halmlangendifferenzen der Sorten 'Piko' und 'Euris' in den Jahren
1998 und 1999 sowie amplifizierte Fragmentgrossen des fir das
Rht8-Gen diagnostischen SSR-Markers gwm261

Piko Euris Differenz
Halmlénge 1998 [cm] 90,2 93,8 3,6
Halmlénge 1999 [cm] 92,3 94,8 2,5
Mittelwert 91,3 943 3,1
Amplifizierte
Fragmentgrossen [bp] 175 165

3.3.3 Kopplungsanalyse

Von den 45 SSR-Markern, die einen Polymorphismus zwischen den Elternlinien zeigten,
wurden 34, welche insgesamt 38 Loci detektierten, iiber eine Teilpopulation von 96 Linien
analysiert. In der Kopplungsanalyse mittels der Software MAPMAKER/EXP 3.0b (LANDER
et al. 1987, LINCOLN und LANDER 1992) konnten fir 16 SSR-Markerloci sechs
Kopplungsgruppen mit einem LOD >2.5 berechnet werden. Zur Berechnung der
Markerabstinde wurde die Funktion nach Kosambi (KOSAMBI 1944) eingesetzt. Da die
analysierten SSR-Marker flir spezifische Chromosomen detektieren, konnten die
Kopplungsgruppen bestimmten Chromosomen oder Chromosomenabschnitten zugeordnet
werden. Die berechneten Kopplungsgruppen konnten den Chromosomenabschnitten von 1BS,
2DL, 5B, 5BL, 7A und 7B zugeordnet werden. Die Gesamtgrdsse der sieben Kopplungs-
gruppen umfasst 249 cM. In Abbildung 9 sind die Kopplungsgruppen, sowie die Marker und
deren Absténde zueinander, schematisch dargestellt.

3.3.4 Untersuchung der Allelverteilung auf gestoérte Spaltung

Die 38 Loci, welche durch 34 SSR-Marker detektiert werden konnten, der Kreuzung
'Piko' % 'Euris' wurden mittels eines Chi-Quadrat-Tests auf das theoretisch zu erwartende
Spaltungsverhiltnis von 7:2:7 fiir kodominante Marker und von 9:7 fiir domonante Marker fiir
eine F4-Nachkommenschaft iiberpriift. Dabei zeigten 25 Loci (65,8%) eine signifikant
gestorte Segregation, welche ausserhalb des Vertrauensintervalls auf einem Niveau von 95%
lagen. Die Allelverteilung der 38 Loci sowie die entsprechende Werte des Chi-Quadrat-Tests
sind in der Tabelle 29 geordnet nach Chromosomenpositionen aufgelistet. Auffillig waren die
Chromosomen 1B und 2D bei welchen jeweils alle vier untersuchten Loci eine gestorte
Allelverteilung aufwiesen. Dabei zeigten diese Loci alle die gleiche Selektionsrichtung hin
zur Elternlinie 'Piko’. Mehrere Loci mit gestorter Segregation mit Selektionsrichtung zum
Elter 'Euris' konnten fiir das Chromosom 5B und 7B gefunden werden.
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Abbildung 9: Genetische Kopplungskarte der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris'
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3.3.5 Auftreten von Nullallelen

Ist nach der PCR-Reaktion eines SSR-Markers keine Bande bei der Geleletrophorese fiir
eine der Kreuzungselter zusehen, wéhrend fiir den zweiten Elter eine Bande vorliegt,
bezeichnet man dies als Nullallel. Die Auswertung auf Segregation eines solchen Marker
erfolgt nach An- bzw. Abwesenheit einer Bande bei der Analyse der Nachkommenschatft.
Theoretisch ist eine kodominante Auswertung iliber die Bandenintensitdt moglich, welche
allerdings sehr aufwendig und fehleranfillig ist. Deswegen wurden die SSR-Marker, die ein
Nullallel detektierten, als dominante Marker ausgewertet, mit einem theoretisch zu
erwartenden Spaltungsverhiltnis von 9:7 fiir die F4-Nachkommenschaft.

Von den 34 informativen SSR-Markern detektierten der Marker gwm33 und gwm340 je
ein Nullallel sowie der Marker gwm497 zwei. Dabei stammte beim Marker gwm497 ein
Nullallel vom Elter 'Piko' und eines vom Elter 'Euris', wobei die Erkennung dieser Nullallele
auf der Angabe in der Literatur basierte (RODER et al. 1998). Die Nullallele der Marker
gwm33 und gwm340 wies eine gestorte Spaltung auf, wéihrend die beiden Nullallele des
Markers gwm497 sehr gut der erwarteten Allelverteilung entsprachen (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Allelverteilung und Chi-Qudrat-Test der untersuchten informativen Marker der Kreuzung

'Piko' x 'Euris'

Chromosom Marker 'Piko’ 'Euris’ Heterozyg. )(2

O gwm304b 17 48 2 21,94
1BS gwm274b 38 19 9 6,33
1AL gwm497a * 47 44 (-) 0,78
1AS gwm164 68 10 3 53,19
IBL' (3BL) gwm131 61 23 4 23,84
1BS gwm268 78 7 1 77,10
1BS' (AS/DS) gwm33 * 82 9 (-) 42,39
2AL gwm294 71 13 3 50,71
2AL/BL/ DL gwm382 48 20 12 11,66
2AS gwm497b * 35 56 (-) 1,03
2AS gwm95 47 34 3 8,42
2DL gwm349 82 4 0 93,14
2DL gwm301 57 19 6 22,14
2DS gwm?261 86 1 95,26
2DS/ AS gwm?296 58 7 1 52,32
3AS gwm5 70 10 2 57,76
3BL gwm340 * 64 26 (-) 8,08
3DL gwm645 48 31 5 7,22
3DL gwm52 42 46 5 4,51

3DS gwm161 53 18 2 25,54
4AS/BL/ DL gwm165 49 37 2 10,29
4BL* WMS375 36 44 0 12,34
5AS gwm304a 28 41 9 2,54
5AS/ DS gwm?205 71 12 5 48,95
5BL gwm499 20 46 15 12,22
5BL' (AL/DL) gwm639 15 45 28 41,71
5BS gwm335 37 44 5 4,17
5BS gwm234 54 26 9 10,53
5DL gwm174 51 21 4 17,17
5DL gwm182 36 49 6 5,03

5DL gwm292 37 44 10 0,81

6BL gwm219 74 14 5 48,55
7AL gwm332 36 19 8 524
7AS' gwm130a 66 17 8 34,92
7BL! gwm274a 33 53 5 9,11

7BL gwm344 26 39 8 2,80
7BS’ gwm130b 29 43 8 5,14
7BS gwm400 41 38 10 0,25

t: kartierte Position des SSR-Markers mit multiplen Allelen
1: Position nach KORZUN et al. (1997)
*: Loci mit Nullallel und dominanter Auswertung
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3.4 Markeranalyse bei den Elternlinien und der
Kreuzungsnachkommenschaft der Kreuzung 'Apollo’ x ‘G18/90'

3.41 Analyse mit RFLP-Markern

Es wurden 60 RFLP-Sonden mit jeweils fiinf Restriktionsenzymen (= 300 Enzym-
Sonden-Kombinationen) auf Polymorphie zwischen den Elternlinien 'Apollo' und 'G18/90'
untersucht. Von den 300 Enzym-Sonden-Kombinationen zeigten 21 einen Polymorphismus
zwischen den Eltern, welches einem Polymorphiegrad von 7% entsprach. Damit war der mit
RFLP-Markern nachzuweisende Polymorphiegrad &hnlich niedrig wie zwischen den
Elternlinien 'Piko' und 'Euris'. Auf die weitere Untersuchung von RFLP-Markern wurde
verzichtet und der Schwerpunkt auf die Analyse von Mikrosatelliten- und AFLP-Markern
gelegt, welche einen hoheren Grad an Polymorphismen aufdecken. Ein vergleichender
Uberblick ist in Tabelle 30 dargestellt.

3.4.2 Analyse mit Mikrosatelliten-Markern

Insgesamt wurden 118 SSR-Marker auf Polymorphie zwischen den Elternlinien 'Apollo’
und 'G18/90" getestet, von denen 58 einen Polymorphismus detektierten. Dies entsprach
einem Polymorphiegrad von 49,2% (Tabelle 30).

3.43 Analyse mit AFLP-Markern

Zur Priifung auf nachzuweisende Polymorphismen zwischen den Elternlinien 'Apollo’
und 'G18/90" wurden 36 Primerkombinationen in der selektiven Hauptamplifikation getestet.
Im Durchschnitt konnten pro Primerkombination fiinf AFLP-Fragmente, welche einen
Polymorphismus detektierten, bestimmt werden, bei einer Spannbreite von null bis zwdlf
informativer Fragmente. Da die Anzahl an auswertbaren Fragmentbanden pro Primerkom-
bination stark variierte, ist eine konkrete Berechnung des mit AFLP-Markern nachzu-
weisenden Polymorphiegrades schwierig. Ausgehend von durchschnittlich 103 amplifizierten
Fragmenten pro Primerkombination, welches HUANG et al. (2000) bei ihrer Untersuchung von
256 EcoRI + ANN/ Msel + CNN Primerkombinationen ermittelten, lag der nachzuweisenden
Polymorphiegrad fiir die getesteten Primerkombinationen bei 4,9% (Tabelle 30).

Tabelle 30: Uberblick der RFLP-, SSR- und AFLP-Markeranalyse auf Polymorphie
zwischen den Elternlinien 'Apollo’ und 'G18/90'

Anzahl getesteter  Anzahl detektierter entsprechender

Marker Polymorphismen Polymorphiegrad
RFLP 300 21 7,0%
SSR 118 58 49,2%
AFLP 36 Q5 D 4,9%

* Enzym-Sonden-Kombinationen
+ Primer-Kombinationen
1 Detektierte Polymorphismen pro Kombination
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3.4.4 Kopplungsanalyse und Kartierung

Von den auf Polymorphie zwischen den Elternlinien getesteten Markern bzw.
Primerkombinationen wurden fiinf RFLP- und 47 SSR-Marker sowie 19 AFLP-
Primerkombinationen {iber 97 Linien der Nachkommenschaft analysiert. Die 19 AFLP-
Primerkombinationen detektierten 121 auswertbare Polymorphismen, womit insgesamt 173
Marker mit 176 Loci flir eine Kopplungsanalyse eingesetzt werden konnten. Mit dem
Programm MAPMAKER/ EXP 3.0b (LANDER et al. 1987, LINCOLN und LANDER 1992)
wurden fiir 96 Marker Kopplungen berechnet, welche 19 Kopplungsgruppen mit einem LOD-
Wert von 3,0 und zwei Kopplungsgruppen mit einem LOD-Wert von 2,5 bildeten, bei einer
maximalen Distanz zweier Marker von 37 cM.

Aufgrund der Chromosomenspezifitdt der kartierten RFLP- bzw. SSR-Marker konnten 15
Kopplungsgruppen bestimmten Weizenchromosomen zugeordnet werden (Abbildungen 10
bis 12). Fiir sechs Kopplungsgruppen, welche nur aus AFLP-Markern bestanden, war keine
Zuordnung moglich (Abbildung 13). Auffillig fiir diese sechs Gruppen war, dass alle AFLP-
Marker umgekehrt 3 zu 1 spalteten, d. h. die Anzahl nicht amplifizierter Fragmente zu ampli-
fizierten Fragmenten entsprach einem Verhiltnis von 3 zu 1. Zudem ist bemerkenswert, dass
alle sechs Gruppen homogen waren beziiglich der elterlichen Herkunft des amplifizierten
Allels dieser AFLP-Marker. Bei den Markern der Gruppen 3KG, 4KG, 5KG und 6KG
stammte das amplifizierte Allel einheitlich vom Elter 'Apollo' und bei den Markern der
Gruppen 1KG und 2KG vom Elter 'G18/90'. Weiterhin auffillig war, dass bei den
Kopplungsgruppen 3BS und 5KG eine deutliche Clusterung von jeweils drei AFLP-Markern
aus einer Primerkombination auftrat.

Die Kopplungsgruppen, welche mindestens einen RFLP- oder SSR-Marker beinhalteten,
konnten den Weizenchromosomen 1BS, 1BL(7BL), 1DS, 2BS, 2BL, 2DL, 3AS, 3BS, 3D,
4BL, 5AS, 6B, 6D, 7A und 7BS zugeordnet werden. Da die Gruppen 1BL(7BL), 2BL, 3AS,
3BS und 7A nur jeweils einen SSR-Marker enthalten, war keine Angabe iiber die
Markerorientierung dieser Gruppen moglich. Dies war ebenfalls nicht moglich fiir die
Gruppen 2DL und 5AS, welche jeweils zwei SSR-Marker enthielten, da fiir die betreffenden
SSR-Marker keine konkreten Kartierungen vorlagen. Die beiden RFLP-Marker Whs28 und
Whs116, welche fiir homoeologe Loci der Chromosomengruppe 6 detektieren, zeigten
lediglich eine Kopplung untereinander. Da die beiden Marker keine Kopplung mit SSR-
Markern von Chromosom 6B zeigten und der Marker Whs116 nicht auf Chromosom 6A
detektiert (WEIB 1995), wurden sie dem Chromosom 6D zugeordnet.
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Abbildung 10: Genetische Karte der chromosomenspezifischen Kopplungsgruppen der Kreuzung
'‘Apollo’ x 'G18/90'
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Abbildung 11: Genetische Karte der chromosomenspezifischen Kopplungsgruppen der Kreuzung
'‘Apollo’ x 'G18/90'
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Fiir die Gruppe 1BL(7BL) erfolgte die Bezeichnung in dieser Weise, da der SSR-Marker
gwm274 fir Loci auf Chromosom IBL als auch 7BL detektieren kann, wobei die
amplifizierten Fragmentgrossen fiir eine Zuordnung zum Chromosom 1BL sprechen. Die
gesamte Karte umspannt eine Ldnge von 1379,8 cM bei einem durchschnittlichen
Markerabstand von 18,6 cM. Der durchschnittliche Markerabstand nimmt eine Spannbreite
von 4,25 c¢cM/ Marker der Gruppe 6KG bis 34,5 cM/ Marker der Gruppe 1DS ein. Die
Kopplungsgruppen 7BS und 6KG enthielten mit jeweils sieben Markern die meisten Marker,
wobei die Gruppe 3DS mit 84 cM die langste und die Gruppe 6KG mit 19 cM die kiirzeste
Gruppe darstellte.

6B 6D* 7A* 7BS
cM cM cM cM
H— XE38M52-59 4 xwhs28 1 XE41M58-406 H— Xgwma400
08-
1 xac22
21 -
22-
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12 .

+— XE35M54-247

+— Xgwm260

41 Xgwm219

Abbildung 12: Genetische Karte der chromosomenspezifischen Kopplungsgruppen der Kreuzung
'‘Apollo’ x 'G18/90'

Die Verteilung der kartierten Marker auf die drei Weizengenome A, B und D fiel sehr
unterschiedlich aus. Prozentual konnten mit 60,7% die meisten Marker dem B-Genom
zugeordnet werden, wiahrend auf das D-Genom 24,6% und auf das A-Genom mit 14,8% die
wenigsten Marker entfielen.
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Abbildung 13: Genetische Karte der anonymen Kopplungsgruppen der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90'
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3.4.5 Untersuchung auf gestorte Spaltung

Fiir die Untersuchung auf eine gestorte Spaltung wurden die 61 kartierten Markerloci der
19 Kopplungsgruppen, welche spezifischen Chromosomen zugeordnet werden konnten,
mittels eines Chi-Quadrat-Tests auf das theoretisch zu erwartende Spaltungsverhéltnis von
1:2:1 fir kodominante Marker und von 3:1 fur dominante Marker fir eine Fs-Familie
(genetisch F,) tberpriift. Insgesamt zeigten 19 Loci (31,1%) eine signifikant gestorte
Spaltung, welche ausserhalb des Vertrauensintervalls auf dem Niveau von 95% lag. Die
Allelverteilungen der kartierten Markerloci und Ergebnisse des Chi-Quadrat-Tests sind im
Anhang in Tabelle 46 aufgelistet. Von den 19 Loci waren 14 AFLP-, siecben SSR- und einer
ein RFLP-Locus. Vier Loci zeigten eine Selektionsrichtung zum Elter 'Apollo’ und 15 Loci
zum Elter 'G18/90". Die Kopplungsgruppen mit mehreren Loci mit gestorter Segregation
waren meist sehr homogen beziiglich der Schiefe zu einem Elter. Insbesondere die
Kopplungsgruppen 1BL, 2BL, 2BS und 5AS zeigten eine einheitliche Selektionsrichtung
bzw. Schiefe zum Elter 'G18/90' und die Kopplungsgruppe 7AS zum Elter 'Apollo’.

3.4.6 Auftreten von Nullallelen

Die Loci, welche von AFLP-Markern detektiert wurden, sind aufgrund der Methodik alle
als “Nullallele” anzusehen und werden an dieser Stelle nicht weiter betrachtet. Bei den
untersuchten RFLP- und SSR-Markern traten ebenfalls, wie bei der Kreuzung 'Piko' x 'Euris'
beschrieben, Nullallele auf, die in gleicher Weise als dominante Marker ausgewertet wurden
mit einem theoretisch zu erwartenden Spaltungverhidltnis von 3:1 fiir die Fz;-Familien
(genetisch als F,-Nachkommen zu bewerten). Von den insgesamt 52 informativen RFLP- und
SSR-Markern detektierten flinf Marker zusammen sieben Nullallele, welche in der folgenden
Tabelle aufgefiihrt sind.

Tabelle 31: Von RFLP- und SSR-Markern detektierte Nullallele der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90'

Chromosom Marker Markertyp 'Apollo’ 'G18/90' X
1AL gwm497-1A SSR 48%* 40 19,43"
1BS' gwm33-1B SSR 23 72% 0,03
1DS’ gwm33-1D SSR 68* 27 0,59
2AL gwm497-2A SSR 8 81%* 12,17
2DS gwm484 SSR 26 69* 0,28
6BS* AC22 SSR 18 74% 1,45
6D’ Whs116 RFLP 16 74% 2,50

+: kartierte Position des Markers mit multiplen Allelen
i: Position nach MA et al. (1996)
*: Detektiertes Allel; +: signifikant gestorte Spaltung (o = 0,05)

Fiir eine theoretische Allelverteilung von 3:1 liegt der Grenzwert beim Chi-Quadrat-Test
fiir eine signifikant gestorte Spaltung bei 3,84 fiir ein Niveau von a = 0,05. Damit zeigten die
beiden Nullallele, welche vom SSR-Marker gwm497 detektiert wurden, eine signifikant
gestorte Segregation, wiahrend die {librigen Allelverteilungen gut der theoretisch erwarteten
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Spaltung entsprachen. Beziiglich der Verteilung der detektierten Allele stammten mit fiinf
Allelen mehr vom Elter 'G18/90" als vom Elter 'Apollo' mit zwei Allelen. Bei den SSR-
Markern gwm33 und gwm497, welche beide fiir zwei Nullallele detektierten, stammte jeweils
ein Allel vom Elter 'G18/90' und eines vom Elter 'Apollo".
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3.5. Detektion von merkmalsrelevanten Genloci
3.5.1 Kreuzung 'Piko' x 'Euris’

3.5.1.1 Regressionsanalyse einzelner Marker

Mit den 34 SSR-Markern wurde eine Regressionsanalyse sowie eine Varianzanalyse
(ANOVA) mittels der Software SPSS 10.0 durchgefiihrt. In Tabelle 32 sind die Ergebnisse
der SSR-Marker, welche in der Regressionsanalyse eine signifikante Assoziation zu
Befallsdifferenzen der untersuchten Linien mit S. nodorum zeigten, zusammengefasst. Der
R*-Wert dient als Mass fiir den Anteil der phinotypischen Varianz des Genombereiches,
welchen der Marker detektiert.

Tabelle 32: Signifikante RZ-_\_Nerte einiger SSR-Marker fir die Merkmale Ahrenbefall, Blattbefall,
Halmlénge und Ahrenschieben der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' in den Jahren 1998 und 1999

R*x 100 Ahrenbefall Blattbefall Halmlénge Ahrenschieben
Marker Chr. 1998 1999 1998 1999 1998 1999 1998 1999
gwm33 1BS 33 n. s. 12,2 22,0 n. s. n.s. 7,6 2,9
gwm268 1BS n. s. n. s. 8.8 3,0 n. s. n.s. 43 4,8
gwm294 2AL n.s. n.s. 17,3 5.6 6,3 4.8 11,1 11,4
gwm296 2DS 16,2 n.s. 7,7 25,3 8,0 7.4 23,7 16,7
gwm5 3AL 4,2 n. s. 15,5 6,4 3,5 n. s. 7,5 6,0
gwml61 3DS n. s. n. s. 5,9 9,2 n. s. n. s. n. s. n.s.
gwmS5?2 3DL n.s. 7,4 n.s. n. s. n. s. n.s. 4,2 n.s.
gwm645 3DL 4.5 n. s. 13,9 7,8 n. s. n. s. 13,0 15,6
gwm?205 5AS/DS n.s. n.s. 11,0 4,3 n.s. n.s. 3,9 5,0
gwm234 5BS 9,2 n.s. 9,5 6,9 3.8 n.s. 8,1 9,8
gwml74 5DL n. s. 8,7 12,4 114 n. s. n. s. 13,6 17,2
gwml30 7TAS 53 3,9 6,2 33 10,8 14,5 19,6 4,2
gwm332 7AL 9,6 n.s. 8,5 7,0 16,4 4,9 26,1 15,6

n. s.: nicht signifikant

Fiir Chromosom 1BS zeigten die beiden Marker gwm33 und gwm268 signifikante R*-
Werte beziiglich des prozentualen Blattbefalls in beiden Jahren, wobei die Werte fiir gwm33
deutlich hoher waren. Die beiden Marker zeigten ebenfalls in beiden Jahren signifikante
Assoziationen mit dem Ahrenschieben. Der Marker gwm294, welcher auf Chromosom 2AL
lokalisiert ist, wies signifikante Werte fiir R* fiir alle Merkmale in beiden Jahren auf, ausser
fiir den Ahrenbefall. Mit 17,3% wurde der hochste Wert fiir den Blattbefall im Jahr 1998
berechnet sowie mit 11,1% im Jahr 1998 und 11,4% im Jahr 1999 zwei Werte iiber 10% fiir
das Ahrenschieben. Fiir Chromosom 2DS ergaben sich signifikante Werte fiir R* fiir den
Marker gwm296 bei allen Merkmalen in beiden Jahren, ausser fiir den Ahrenbefall im Jahr
1999. Die hochsten Werte konnten fir den Blattbefall mit 25,3% im Jahr 1999 und fiir das
Ahrenschieben mit 23,7% im Jahr 1998 berechnet werden. Der Marker gwm5 auf
Chromosom 3AL zeigte im Jahr 1998 eine signifikante Assoziation mit dem Ahrenbefall und
fir beide Jahre mit dem Blattbefall, wobei der Wert fiir R* im Jahr 1998 mit 15,5% relativ
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hoch war. Ebenfalls nur fiir 1998 konnte eine Assoziation mit der Halmlidnge und fiir beide
Jahre mit dem Ahrenschieben bestimmt werden. Fiir die beiden Marker gwml61 und
gwm645 auf Chromosom 3D konnten flir den Blattbefall flir beide Jahre signifikante Werte
fiir R* berechnet werden. Der Marker gwm52, welcher ebenfalls auf 3D lokalisiert ist, zeigte
nur eine Assoziation mit dem Ahrenbefall fiir das Jahr 1999 und mit dem Ahrenschieben fiir
1998. Da der Marker gwm52 zwischen den beiden Markern gwm161 und gwmo645 lokalisiert
ist (RODER et al. 1998) und keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Blattbefall zeigt,
wire daraus zu schliessen, dass die Marker gwm161 und gwm645 jeweils einen relevanten
Locus fiir den Blattbefall detektieren. Der Marker gwm645 zeigte auch signifikante Werte fiir
den Zeitpunkt des Ahrenschiebens iiber beide Jahre, sodass auch ein QTL fiir den Zeitpunkt
des Ahrenschiebens oder ein Pleiotropieeffekt eines QTL fiir Blattresistenz und
Ahrenschieben auf 3D zu vermuten ist. Der Marker gwm205, welcher sowohl fiir einen Locus
auf Chromosom 5AS als auch auf 5DS detektieren kann, war mit dem Blattbefall und mit dem
Ahrenschieben in beiden Jahren signifikant assoziiert. Auf Chromosom 5BS ergaben sich
signifikante R*-Werte fiir den Marker gwm234 bei allen Merkmalen in beiden Jahren, ausser
fiir den Ahrenbefall und die Halmlinge im Jahr 1999. Der auf Chromosom 5DL lokalisierte
Marker gwm174 wies signifikante R*-Werte fiir den Ahrenbefall im Jahr 1999 und fiir den
Blattbefall in beiden Jahren auf. Ebenfalls zeigte dieser Marker relativ hohe Assoziationen
mit dem Ahrenschieben in beiden Jahren. Der Marker gwm130 zeigte fiir alle vier Merkmale
signifikante Werte fiir R* in beiden Jahren, wobei die Werte fiir die Halmliinge mit iiber 10%
in beiden Jahren als auch fiir das Ahrenschieben im Jahr 1998 mit 19,6% am grdssten waren.
Vermutlich haben die Assoziationen mit dem Ahren- und Blattbefall ihre Ursache in den
hohen Assoziationen mit der Halmlinge bzw. dem Ahrenschieben. Denkbar wire auch eine
Kopplung von QTL fiir Ahren- und Blattresistenz mit QTL fiir Halmlinge bzw.
Ahrenschieben. Fiir den Marker gwm332, welcher ebenfalls auf Chromosom 7A liegt,
konnten signifikante Werte ebenfalls fiir alle Merkmale in beiden Jahren, ausser fiir den
Ahrenbefall im Jahr 1999, bestimmt werden. Sehr hohe Werte ergaben sich fiir das
Ahrenschieben mit 26,1% im Jahr 1998 und 15,6% in Jahr 1999.

3.5.1.2 QTL-Analyse

Anhand der Markerdaten und Feldbonituren fiir 96 Fs-Linien der Kreuzung 'Piko' x
'BEuris' wurde mittels dem Programm PLABQTL eine Abschitzung von QTL-Positionen
durchgefiihrt. Fiir die zugrundeliegenden Daten wurde ein Schwellenwert fiir die Signifikanz
eines QTLs von LOD > 2,34 bei einem Niveau von 0,05 berechnet. Fiir die Wahl eines
Berechnungsmodells, insbesondere bei der eventuellen manuellen Auswahl von Kofaktoren,
wurde der grossere negative Wert des ‘Akaiki's Information Criterion’ (AIC) als Kriterium
herangezogen.

3.5.1.2.1 Resistenz der Ahre gegen S. nodorum

Fiir eine Ahrenresistenz gegen S. nodorum konnten keine signifikanten QTL lokalisiert
werden. Als Hauptursachen dafiir sind die geringe Genomabdeckung sowie die ver-
gleichsweise geringe Anzahl an untersuchten Linien zu sehen. Eine weitere Ursache ist
eventuell die Bonitierungsmethode, welche hauptséchlich den fortschreitenden Befall auf der
Ahre erfasst und weniger den Verlauf auf den einzelnen Ahrchen bzw. Spelzen (Zunahme der
Flachen von Lasionen und Nekrosen).
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3.5.1.2.2 Resistenz der Blatter gegen S. nodorum

Fir die Abschitzung von QTL fiir eine Blattresistenz gegen S. nodorum wurden die
Befallsbonituren von Fahnenblatt und Fahnenblatt minus eins zusammengefasst mit einer
doppelten Gewichtung des Fahnenblattes. Die Ergebnisse der mit der CIM-Methode
berechneten QTL fiir die einzelnen Anbaujahre sind in Tabelle 33 dargestellt.

Tabelle 33: Lokalisierte QTL fir eine Blattresistenz gegen S. nodorum der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in
den einzelnen Jahren 1998 und 1999 in Freising

Blattresistenz (CIM) Freising 1998 Freising 1999
Chr. Flankierende  Intervall LOD R* Additiver LOD R* Additiver
Markerloci [cM] [%] Effekt [%] Effekt
1BS Xgwm33 - 9 4,31 204 7,8 [P] 4,54 214 7,6 [P]
Xgwm?268

[P] Allel fiir geringeren Befall vom Elter 'Piko’

Es konnte ein QTL fiir Blattresistenz detektiert werden, welcher auf 1BS lokalisiert war.
Der QTL konnte fiir beide Jahre berechnet werden mit jeweils einer erklirbaren
phinotypischen Varianz (R”) von iiber 20%, woraus sich vermuten lisst, dass es sich um
einen Haupt-QTL fiir Blattresistenz handeln konnte. Die vergleichbar hohen Werte weisen
zudem auf eine Konsistenz des QTLs iiber die Anbaujahre hin. Die beiden lokalisierten QTL
im Jahr 1999 erkldrten zusammen 36,6% der phéinotypischen Varianz. Die Allele der
gefundenen QTL stammten alle vom weniger anfilligen Elter 'Piko'. In gleicher Weise wurde
eine QTL-Analyse nach Berechnung der Mittelwerte aus beiden Jahren durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Tabelle 34: Lokalisierte QTL fur Blattresistenz gegen S. nodorum der Kreuzung 'Piko’ x
'Euris' mit den gemittelten Boniturdaten Uber die Jahre 1998 und 1999 in

Freising
Blattresistenz (CIM) Freising 1998/ 1999
Chr. Flankierende Intervall LOD R* Additiver
Markerloci [eM] [%] Effekt
IBS Xgwm33 - 9 5,97 27,1 8,0 [P]
Xgwm?268
SDL  Xgwml74 - 30 2,43 15,6 3,4 [E]
Xgwml82

[P], [E] Allel fiir geringeren Befall vom Elter 'Piko' bzw. 'Euris'

Es konnten zwei QTL berechnet werden, von denen der eine auf Chromosom 1BS und
der andere auf 5DL lokalisiert war. Der lokalisierte QTL auf Chromosom 1BS lag in
demselben Intervall in welchem die QTL fiir die einzelnen Jahre lokalisiert worden waren.
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Allerdings war der LOD mit 5,97 hoher als in den einzelnen Jahren, welches fiir eine
Konsistenz des QTLs iiber die Jahre spricht. Der Anteil der erkldrbaren phénotypischen
Varianz lag mit 27,1% ebenfalls hoher als in den einzelnen Jahren und unterstreicht die
Vermutung, dass es sich um einen Haupt-QTL fiir Blattresistenz gegen S. nodorum handeln
konnte. Das Allel fiir eine geringere Anfélligkeit stammte wie in den einzelnen Jahren vom
weniger anfilligen Elter 'Piko'.

Der lokalisierte QTL auf Chromosom 5DL erkldrte 15,6% der phinotypischen Varianz
mit einem additiven Effekt von 3,4%. Dabei stammte das Allel fiir eine geringere Anfélligkeit
vom Elter 'Euris'. Der vergleichsweise kleine LOD-Wert von 2,43 als auch die Lokalisierung
dieses QTLs nur nach Berechnung der Mittelwerte der Jahre ldsst vermuten, dass es sich um
einen Minor-QTL handelt oder dass der QTL eventuell durch Genorte fiir die Halmlidnge oder
das Ahrenschieben im gleichen Intervall oder in der benachbarten Region vorgetiuscht
wurde.

3.5.1.2.3 Halmlange

Fiir das Merkmal der Halmlidnge konnte nur ein QTL auf Chromosom 7A fiir das Jahr
1998 lokalisiert werden (Tabelle 35). Der Anteil der erklidrbaren phénotypischen Varianz des
QTLs von 23,1% war relativ hoch, bei einem additiven Effekt von 6,5 cm. Das Allel fiir eine

grossere Halmlénge kam von dem langeren Elter 'Euris'. Im selben Markerintervall konnte fiir
1998 und 1999 ein QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens detektiert werden.

Tabelle 35: Lokalisierte QTL fur Halmldnge der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' in den einzelnen Jahren
1998 und 1999 in Freising

Halmliange (CIM) Freising 1998 Freising 1999
Chr. Flankierende Intervall LOD R* Additiver LOD R* Additiver
Markerloci [cM] [%] Effekt [%] Effekt
7JA  Xgwml30a- |2 2,73 23,1 6,5 [E] - - -
Xgwm332

[E] Allel fiir grossere Halmlidnge vom Elter 'Euris'

3.5.1.2.4 Zeitpunkt des Ahrenschiebens

Zur Abschitzung von QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens in Tagen ab dem ersten
Mai sind die Mittelwerte aus den Bonituren der beiden Wiederholungen verrechnet worden.
Die Ergebnisse der CIM-Kartierungen sind in Tabelle 36 angegeben.
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Tabelle 36: Lokalisierte QTL firr den Zeitpunkt des Ahrenschiebens der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in
den einzelnen Jahren 1998 und 1999 in Freising

Ahrenschieben (CIM) Freising 1998 Freising 1999
Chr. Flankierende  Intervall LOD R* Additiver LOD R* Additiver
Markerloci [cM] [%] Effekt [%] Effekt
S5DL. Xgwml74- 30 335 20,8 13[E]
Xgwml82
TA Xgwml30a — 12 4,17 33,0 1,0 [P] 2,61 23,5 1,6 [P]
Xgwm332

[P], [E] Allel fiir spateren Zeitpunkt vom Elter 'Piko' bzw. 'Euris'

Fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnten zwei QTL auf den Chromosomen 5DL
und 7A lokalisiert werden. Der QTL auf 7A konnte fiir beide Jahre berechnet werden, wobei
der Anteil der erkldrbaren phénotypischen Varianz fiir 1998 33,0% und fiir 1999 23,5%
betrug, was relativ hoch ist und auf einen moglichen Haupt-QTL hindeutet. Der additive
Effekt dieses QTL lag im Mittel der beiden Jahre bei 1,3 Tagen. Das Allel fiir einen spéteren
Zeitpunkt des Ahrenschiebens des QTL auf Chromosom 7A stammte vom Elter 'Piko' und fiir
den QTL auf SDL vom Elter 'Euris'. Der QTL auf Chromosom 5DL erklérte einen Anteil von
20,8% der phinotypischen Varianz, was vergleichsweise hoch ist. Das Ergebnis der QTL-
Analyse nach Berechnung der Mittelwerte iiber beide Jahre ist in der folgenden Tabelle
dargestellt:

Tabelle 37: Lokalisierter QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens der Kreuzung 'Piko’

x 'Euris' nach Berechnung des Mittelwertes der Boniturdaten Uber die Jahre
1998 und 1999 in Freising

Ahrenschieben (CIM) Freising 1998/ 1999
Chr. Flankierende Intervall LOD R* Additiver
Markerloci [cM] %] Effekt
7A  Xgwml30a — 12 4,32 34,2 1,4 [P]
Xgwm332

[P], [E] Allel fiir spiteren Zeitpunkt vom Elter 'Piko' bzw. 'Euris'

Es konnte nur der QTL auf Chromosom 7A berechnet werden, welcher schon fiir die
einzelnen Jahre lokalisiert worden war. Bei der Berechnung iiber beide Jahre lag der der LOD
mit 4,32 hoher als in den einzelnen Jahren, welches fiir eine Konsistenz des QTLs iiber die
Umwelten spricht. Der Anteil der erkldrbaren phdnotypischen Varianz lag mit 34,2% relativ
hoch und unterstiitzt die Vermutung, dass sich moglicherweise um einen Haupt-QTL handelt.
Der additive Effekt von 1,4 Tagen entspricht dem Mittel der einzelnen Jahre und das Allel
dieses QTL stammte wie in den einzelnen Jahren vom Elter 'Piko'.
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3.5.1.2.5 Analyse der Marker fiuir den QTL fiir Blattresistenz auf Chromosom
1BS uber die Gesamtpopulation

Die SSR-Marker gwm33, gwm268 und gwml31 wurden iiber die restlichen 94 der
insgesamt 190 F4-Linien analysiert, um den, anhand der Analyse von 96 Linien lokalisierten,
QTL auf Chromosom 1BS eingehender zu priifen.

In der Kopplungsanalyse wurde die gleiche Markerreihenfolge berechnet, wobei der
Abstand der Marker gwm33 und gwm268 zwei cM und der zwischen gwm268 und gwm131
fiinf cM grosser war. Somit waren die Kopplungsgruppe und die Markerreihenfolge nicht
signifikant unterschiedlich sowie die Markerabstidnde vergleichbar, mit denen aus der Analyse
mit 96 Linien (Abbildung 14).

1BS 1BS
cM cM _
TT— Xgwm33 TT— Xgwm33
09 — 11 —
TT— Xgwm268 TT—— Xgwm268
25 —
30 —
TT —Xgwm131
T Xgwm131
Mit 96 Linien berechnete Mit 190 Linien berechnete
Kopplungsgruppe Kopplungsgruppe

Abbildung 14: Genetische Karten der Kopplungsgruppe von Chromosom 1BS berechnet anhand der
Markerdaten von 96 bzw. 190 Linien der Kreuzung 'Piko' x 'Euris'

Es wurde eine QTL-Analyse mit dieser neu berechneten Kopplungsgruppe und den
entsprechenden Marker- und Boniturdaten der 190 Linien durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigt
die Tabelle 38. Es konnte der gleiche QTL zwischen den Markern gwm33 und gwm268 in
beiden Jahren detektiert werden wie mit der Teilpopulation, zudem mit hoheren LOD-Werten.
Die hoheren LOD-Werte waren vermutlich bedingt durch die hohere Anzahl von analysierten
Linien, da die Effektivitdt der QTL-Detektion als auch die Aussagekraft {iber eine mogliche
QTL-Position mit steigender Anzahl an untersuchten Linien zunimmt, bedingt durch die
zugrundeliegende statistische Berechnung.
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Tabelle 38: Lokalisierte QTL fir eine Blattresistenz gegen S. nodorum Uber 190 Fg4-Linien der
Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' in den einzelnen Jahren 1998 und 1999 in Freising

Blattresistenz (CIM) Freising 1998 Freising 1999
Chr. Flankierende  Intervall LOD R* Additiver LOD R* Additiver
Markerloci [cM] [%] Effekt [%] Effekt
IBS  Xgwm33 - 11 529 23,5  85[P] 6,64 285  8,5[P]
Xgwm?268

[P] Allel fiir geringeren Befall vom Elter 'Piko’

Auch bei der Analyse nach der Berechnung der Mittelwerte der Boniturdaten ergab sich
eine hoherer LOD-Wert von 7,70 im Vergeleich zu dem Wert berechnet mit 96 Linien von
5,97. Die Ergebnisse der Analyse mit den gemittelten Boniturdaten {iber beide Jahre zeigt die
Tabelle 39.

Tabelle 39: Lokalisierter QTL fir Blattresistenz gegen S. nodorum anhand von 190 F;-
Linien Kreuzung 'Piko' x 'Euris' und der gemittelten Boniturdaten uber die
Jahre 1998 und 1999 in Freising

Blattresistenz (CIM) Freising 1998/ 1999
Chr. Flankierende Intervall LOD R* Additiver
Markerloci [cM] [%] Effekt
1BS Xgwm33 — 11 7,70 32,3 8,6 [P]
Xgwma08 9 (5.97) (27.1) (8,0 [P])

[P] Allel fiir geringeren Befall vom Elter 'Piko', (): Werte berechnet mit 96 Linien

Der lokalisierte QTL erklarte eine phdnotypische Varianz von 32,3% und hatte einen
additiven Effekt von 8,6%, womit beide Werte etwas hoher ausfielen als bei der Analyse mit
der Teilpopulation. Das Allel stammte wie auch schon bei der Analyse der Teilpopulation
vom weniger anfilligen Elter 'Piko'. Somit hat die Analyse der drei SSR-Marker der
Kopplungsgruppe von Chromosom 1BS iiber die Gesamtpopulation von 190 Linien den
lokalisierten QTL auf Chromosom 1BS bestdtigt und unterstiitzt weiterhin die Vermutung,
dass es sich um einen Haupt-QTL handeln konnte. In Abbildung 15 sind die LOD-Plotkurven
der CIM-Analyse fiir die Blattresistenz in den einzelnen Jahren als auch fiir das Mittel iiber
die Jahre fiir das Chromosom 1BS dargestellt. Die LOD-Plotkurven geben die berechnete
Wahrscheinlichkeit flir einen mdglichen QTL in Abhéngigkeit der Position auf dem
Chromosom in Abstinden von 2 cM wieder. Der Gipfel der Kurve, welcher die
wahrscheinlichste Position des QTLs darstellt, fiir das Mittel {iber die Jahre liegt hoher als die
Gipfel der Kurven fiir die einzelnen Jahre. Dies kann als Hinweis fiir eine Konsistenz dieses
QTL iiber die beiden Umwelten gesehen werden.
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Abbildung 15: LOD-Plotkurven der CIM-Analyse der QTL fir Blattresistenz gegen S. nodorum auf
Chromosom 1BS der 190 F4-Linien der Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' in den Jahren 1998
und 1999 sowie deren Mittel
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3.5.2 Kreuzung 'Apollo’' x 'G18/90’

3.5.2.1 Regressionsanalyse einzelner Marker

Mit den untersuchten RFLP- und SSR-Markern sowie einigen ausgewihlten AFLP-
Markern wurde eine Regressionsanalyse als auch eine Varianzanalyse mittels der Software
SPSS 10.0 durchgefiihrt. Der Wert fiir R* beschreibt den Anteil der phinotypischen Varianz
des Genombereiches, welchen der Marker detektiert. Die Ergebnisse der Marker, welche eine
signifikante Assoziation zu Befallsdifferenzen der untersuchten Linien mit S. nodorum bzw.
zu morphologischen Merkmalsdifferenzen zeigten, sind in den Tabellen 40 bis 43 aufgefiihrt.

3.5.2.1.1 Ahrenbefall

In der folgenden Tabelle sind die R*-Werte einiger Marker beziiglich des prozentualen
Ahrenbefalls in vier Umwelten angegeben:

Tabelle 40: Signifikante R*Werte einiger Marker fir den prozentualen Ahrenbefall mit S. nodorum
der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" in den vier Umwelten Griinbach 1998 und 1999,
Hadmersleben 1999 und Bergen 1999

Ahrenbefall
R” x 100 Griinbach  Griinbach  Hadmersleben Bergen

Marker Chromosom 1998 1999 1999 1999
ksuD18 2AS n. s. 2.8 n.s. 4,5
E37M58-208 3DS n. s. n.s. n. s. 5,2
gwmé67 SBL 6,0 n. s. n. s. n. s.
gwml18 SBL n. s. 3,8 n. s. n. s.
gwm?292 5DL n. s. 6,7 n. s. n. s.
gwm334 6AS n. s. n. s. 4,0 n. s.
gwm260 TAS n. s. 4,5 n. s. n. s.
E35M54-183 4KG 4,2 n. s. 7,2 n. s.

n. s.: nicht signifikant

Der RFLP-Marker ksuD18, welcher fiir Chromosom 2AS detektiert, zeigte signifikante
R*-Werte von 2,8% am Standort Griinbach und von 4,5% am Standort Bergen jeweils fiir das
Jahr 1999. Der AFLP-Marker E37M58, welcher auf dem Chromosom 3DS kartiert wurde,
wies einen signifikanten Wert von 5,2% fiir den Standort Bergen 1999 auf. Fiir Chromosom
5BL ergaben sich signifikante Werte fiir R* fiir den Marker gwm67 mit 6,0% in Griinbach im
Jahr 1998 und fiir den Marker gwm118 mit 3,8% im Jahr 1999 am gleichen Standort. Der
SSR-Marker gwm292, welcher auf Chromosom 5DL lokalisiert ist, zeigte einen signifikanten
R% -Wert von 6,7% fiir den Standort Griinbach im Jahr 1999. Der auf Chromosom 6AS
lokalisierte Marker gwm334 zeigte eine signifikante Assoziation zum Ahrenbefall fiir den
Standort Hadmersleben von 4,0%. Fiir das Chromosom 7AS ergab der Marker gwm260 einen
signifikanten R*-Wert von 4,5% fiir den Standort Griinbach im Jahr 1999. Der AFLP-Marker
E35M54-183, welcher fiir die anonyme Kopplungsgruppe 4KG kartiert wurde, zeigte
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signifikante Werte von 4,2% fiir den Standort Griinbach 1998 und von 7,2% fiir den Standort
Hadmersleben 1999. In Abbildung 16 sind die Mikrosatellitenmarker gwm67 und gwm260
zusammen mit vier weiteren Markern im Ausschnitt eines Gelbildes der Fragmentanalyse zu
sehen.

F,-Familien

Abbildung 16: Ausschnitt eines Gelbildes der Mikrosatelliten-Fragmentanalyse von sechs
Mikrosatelliten (WMS174 u. 400 (gelbe Fluoreszenz), WMS67 u. 389 (blau), WMS260u.
301 (griin); Fragmentgrossenstandard (rot)) mit den Elternlinien ‘Apollo‘ und ‘G18/90°
sowie einem Teil der Nachkommenschaft (Fs-Familien)

Insgesamt waren alle berechneten R*-Werte beziiglich der Assoziation mit dem prozentualen
Ahrenbefall eher klein und reichten von 2,8 bis 7,2%. Mit dem RFLP-Marker ksuD18 sowie
dem AFLP-Marker E35M54-183 gab es nur zwei Marker fiir die signifikante R*-Werte in
zwei Umwelten berechnet werden konnten. Daneben ergaben sich nur fiir den Chromosomen-
abschnitt 5SBL signifikante Werte fiir zwei Umwelten, allerdings einmal mit dem Marker
gwm67 und einmal mit dem Marker gwml18. Fiir die beiden Marker konnte in der
Kopplungsanalyse keine Kopplung berechnet werden.

3.5.2.1.2 Blattbefall

Die Ergebnisse der Regressionsanalyse beziiglich des prozentualen Blattbefalls zeigt die
Tabelle 41. Der SSR-Marker y-Gliadin, welcher auf Chromosom 1BS lokalisiert ist, zeigte
signifikante R*>-Werte von 3,1% fiir den Standort Hadmersleben und 10,5% fiir den Standort
Bergen jeweils im Jahr 1999. Der ebenfalls auf Chromosom 1BS lokalisierte Marker gwml 1
wies einen signifikanten Wert von 4,9% filir den Standort Bergen 1999 auf. Die zwei auf
Chromosom 3DS lokalisierten SSR-Marker gwml61 und gwm?2 zeigten jeweils einen
signifikanten Wert fiir R?, allerdings fiir verschiedene Standorte, wobei die Werte mit 3,9%
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fiir gwm161 fiir den Standort Hadmersleben 1999 und mit 4,2% fiir gwm?2 fiir den Standort
Bergen 1999 vergleichbar waren. Der ebenfalls auf 3DS kartierte AFLP-Marker E37M58-208
wies einen signifikanten Wert von 5,2% fiir den Standort Bergen 1999 auf, was
bemerkenswert ist, da der Marker auch eine signifikante Assoziation zum Ahrenbefall fiir den
gleichen Standort zeigte. Der AFLP-Marker E37M58-369, welcher fiir Chromosom 4BL
kartiert wurde, zeigte einen signifikanten Wert von 5,8% fiir den Standort Griinbach 1998.
Fiir den Marker gwm334 auf Chromosom 6AS konnten drei signifikante R*-Werte berechnet
werden, welche fiir den Standort Griinbach 1998 4,3% und 1999 4,7% sowie fiir den Standort
Hadmersleben 1999 2,9% betrugen. Diese drei Werte von vergleichbarer Grdsse lassen
vermuten, dass sich auf Chromosom 6AS entweder ein kleiner QTL fiir Blattresistenz mit
grosser Konsistenz oder einer grosserer QTL in grdosserer Entfernung zum Marker gwm334
befindet. Zusitzlich zeigte der Marker gwm334 eine signifikante Assoziation zum
Ahrenbefall fiir den Standort Hadmersleben 1999. Der Marker gwm193, welcher auf 6BS
lokalisiert ist, zeigte signifikante Werte fiir R fiir die Standorte Griinbach 1998 mit 7,5% und
Bergen 1999 mit 3,1%. Fir den auf Chromosom 6D kartierten RFLP-Marker Whs116
konnten fiir den Standort Griinbach 1999 mit 6,0% und Hadmersleben mit 3,2% ebenfalls
zwei signifikante R®-Werte berechnet werden. Ein weiterer Marker, fiir welchen drei
signifikante R*-Werte berechnet werden konnten, war der SSR-Marker gwm 130 auf
Chromosom 7AS. Dabei ergaben sich fiir die Standorte Griinbach 1999 mit 3,0% und
Hadmersleben mit 4,1% vergleichbare Werte, wogegen der Wert fiir den Standort Bergen
1999 mit 7,6% deutlich hoher lag. Diese unterschiedlichen Werte fiir R* lassen vermuten, dass
sich auf Chromosom 7AS entweder ein QTL fiir Blattresistenz befindet, welcher deutliche
Wechselwirkungen mit der Umwelt zeigt, oder QTL fiir Halmlinge oder Ahrenschieben
lokalisiert sind, welche Einfluss nehmen auf die Befallsauspragung. Der AFLP-Marker
E42M52-191, welcher fiir die anonyme Kopplungsgruppe 1KG kartiert wurde, zeigte hohe
signifikante R*-Werte von 9,0% fiir den Standort Griinbach 1999 und von 16,8% fiir
Hadmersleben 1999.
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Tabelle 41: Signifikante R>-Werte einiger Marker fiir den prozentualen Blattbefall mit S. nodorum der
Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90" in den vier Umwelten Grinbach 1998 und 1999,
Hadmersleben 1999 und Bergen 1999

Blattbefall
R* x 100 Griinbach Griinbach  Hadmersleben  Bergen

Marker Chromosom 1998 1999 1999 1999
y-Gliadin I1BS n. s. n. s. 3,1 10,5
gwmll1 I1BS n. s. n. s n. s. 4,9
gwml61 3DS n. s. n. s 3,9 n. s.
gwm?2 3DS n. s. n. s n. s. 4,2
E37M58-208 3DS n. s. n. s. n. s. 5,2
E37M58-369 4BL 5.8 n.s n. s. n. s.
gwm334 6AS 4,3 4,7 2,9 n. s.
gwml193 6BS 7,5 n. s. n. s. 3.1
Whsl116 6D*(B) n. s. 6,0 3,2 n. s.
gwm130 TAS n. s. 3,0 4,1 7,6
E42M52-191 1KG n. s. 9,0 16,8 n. s.

*: Ermittelte Locuszuordnung des Markers mit multiplen Loci
n. s.: nicht signifikant

Die berechneten R*-Werte beziiglich des prozentualen Blattbefalls waren bis auf einige
Ausnahmen eher klein und reichten von 2,9 bis 16,8%. Mit den SSR-Markern gwm334 und
gwml30 gab es zwei Marker flir die signifikante Werte in drei Umwelten berechnet werden
konnten. Mit jeweils sechs Markern mit signifikanten R’-Werten wiesen die Standorte
Hadmersleben 1999 und Bergen 1999 die meisten signifikanten Assoziationen auf, wobei sie
lediglich fiir die Marker y-Gliadin auf Chromosom 1BS und gwm130 auf 7AS Uberein-
stimmung zeigten. Dagegen konnten alle vier signifikanten Assoziationen fiir den Standort
Griinbach 1999 auch fiir den Standort Hadmersleben berechnet werden.

3.5.2.1.3 Halmlange

In Tabelle 42 sind die Marker mit den grossten R>-Werten der Regressionsanalyse fiir das
Merkmal Halmlénge an den drei Standorten Griinbach 1998 und 1999 sowie Bergen 1999
angegeben.

Fir den Marker gwm?274, welcher aufgrund der bisherigen Untersuchungen dem
Chromosom 1BL zuzuordnen war, konnten fiir alle drei Standorte signifikante R*-Werte
berechnet werden. Mit Werten von 3,0% fiir Griinbach 1998, 4,8% fiir Bergen 1999 und 6,8%
fiir Griinbach 1999 fielen diese sehr unterschiedlich aus. Daraus ldsst sich vermuten, dass auf
Chromosom 1BL eventuell ein kleiner bis mittlerer QTL fiir Halmlénge lokalisiert ist,
welcher stark von Umweltinteraktionen beeinflusst wird. Der auf Chromosom 2DS
lokalisierte Marker gwm484 zeigte einen relativ hohen Wert von 7,7% fiir den Standort
Griinbach 1999. Fiir den Marker gwmo645 auf Chromosom 3DL konnten signifikante Werte
fur alle drei Umwelten berechnet werden, wobei die Werte fir Griinbach 1998 und 1999 mit
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jeweils 4,4% gleich gross waren und der Wert flir Bergen 1999 mit 5,3% etwas dariiber lag.
Diese drei Werte vergleichbarer Grosse lassen vermuten, dass auf Chromosom 3DL ein
kleiner QTL fiir Halmlidnge lokalisiert ist, welcher relativ konsistent iiber verschiedene
Umwelten ist. Fir den auf Chromosom 5BS lokalisierten Marker gwml159 konnte ein
signifikanter Wert von 4,5% fiir den Standort Bergen 1999 berechnet werden. Der Marker
gwml74 auf Chromosom 5DL zeigte einen signifikanten R*-Wert von 5,0% fiir den Standort
Griinbach im Jahr 1998. Der auf Chromosom 7AS lokalisierte Marker gwm130 wies einen
signifikanten R*-Wert von 3,5% fiir den Standort Bergen 1999 auf.

Tabelle 42: Signifikante R*Werte einiger Marker fiir das Merkmal Halmlange der
Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" in den drei Umwelten Grinbach 1998,
Griinbach 1999 und Bergen 1999

Halmlédnge
R? x 100 Griinbach Griinbach Bergen

Marker Chromosom 1998 1999 1999
gwm274 IBL* (7BL) 3,0 6,8 4,8
gwm484 2DS n. s. 7,7 n. s.
gwmé645 3DL 4,4 4,4 53
gwml159 SBS n. s. n. s. 4,5
gwml74 5DL 5,0 n. s. n. s.
gwm130 TAS n. s. n. s. 3,5

*: Ermittelte Locuszuordnung des Markers mit multiplen Loci
n. s.: nicht signifikant

Insgesamt konnten vergleichsweise wenige R*-Werte von bedeutender Grosse fiir die
untersuchten Marker berechnet werden. Dagegen zeigten der Marker gwm274 auf
Chromosom 1BL und der Marker gwm645 auf Chromosom 3DL jeweils fiir alle drei
Umwelten signifikante R*>-Werte, woraus sich vermuten lisst, dass in den entsprechenden
Genombereichen kleine bis mittlere QTL fiir Halmlange lokalisiert sind.

3.5.2.1.4 Ahrenschieben

In Tabelle 43 sind die Marker mit den grossten R>-Werten der Regressionsanalyse fiir das
Merkmal Halmldnge an den Standorten Griinbach 1998 und 1999 angegeben.

Der AFLP-Marker E35M54-76, welcher auf Chromosom 3DS kartiert wurde, wies einen
signifikanten R*-Wert fiir das Jahr 1999 auf. Fiir den Marker gwm165 konnte ein signifikanter
R*-Wert von 3,6% fiir das Jahr 1998 berechnet werden. Der Marker gwm165, welcher laut
Angabe in der Literatur (RODER et al. 1998) fiir die drei homoeologen Loci auf Chromosom
4AS, 4BL und 4DL amplifizieren kann, wurde aufgrund der Assoziation in der
Kopplungsanalyse zu der berechneten Kopplunggruppe 4BL dem Chromosom 4BL
zugeordnet. Der ebenfalls auf Chromosom 4BL lokalisierte SSR-Marker gwml49 zeigte
einen signifikanten R*-Wert fiir das Jahr 1998 von 3,6%.
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Tabelle 43: Signifikante R®-Werte einiger Marker fiir das Merkmal
Ahrenschieben der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' fiir Griinbach
1998 und Griinbach 1999

Ahrenschieben
R* x 100 Griinbach Griinbach

Marker Chromosom 1998 1999
E35M54-76  3DS n. s. 5,3
gwm165 4BL*(AS/DL) 3,6 n. s.
gwm149 4BL 3,6 n. s.
gwmé67 SBL n. s. 5,2
gwml18 SBL n. s. 6,3
Whs28 6D*(A/B) n. s. 4,2

*: Ermittelte Locuszuordnung des Markers mit multiplen Loci
n. s.: nicht signifikant

Fiir die SSR-Marker gwm67 und gwml 18, welche beide auf Chromosom 5BL lokalisiert
sind, konnten jeweils fiir den Standort Griinbach 1999 signifikante R*-Werte berechnet
werden. Die Werte von 5,2% flir den Marker gwm67 und von 6,2% fiir den Marker gwm118
waren von dhnlicher Grosse. Die beiden Marker zeigten auch signifikante Werte in der Re-
gressionsanalyse fiir den prozentualen Ahrenbefall, wobei der Wert fiir gwm67 fiir Griinbach
1998 und fiir gwml18 fiir Griinbach 1999 berechnet wurde. Dies lidsst eine eventuelle
Kopplung von QTL fiir Ahrenresistenz und QTL fiir Ahrenschieben vermuten. Der RFLP-
Marker Whs28, welcher auf Chromosom 6D lokalisiert wurde, zeigte einen signifikanten
Wert fiir R mit 4,2% fiir das Jahr1999. Alle berechneten R*-Werte waren eher klein und
reichten von 3,6 bis 5,3%. Dabei konnte fiir keinen Marker eine signifikante Assoziation mit
dem Ahrenschieben fiir beide Jahre berechnet werden.

3.5.2.2 QTL-Analyse

Mit dem Programm PLABQTL wurde anhand der Markerdaten und Feldbonituren von
96 F;-Familien der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' eine Abschitzung von moglichen QTL-
Positionen durchgefiihrt. Fiir die eingesetzten Daten wurde fiir die Signifikanz eines QTL ein
Schwellenwert von LOD > 3,77 auf einem Niveau von 0,05 berechnet. Bei einer eventuellen
manuellen Auswahl von Kofaktoren wurde der grossere negative Wert des ‘Akaiki's
Information Criterion’ (AIC) als Kriterium herangezogen. Mit dem eingesetzten Datensatz
konnten keine signifikanten QTL lokalisiert werden, weder fiir Ahren- oder Blattresistenz
noch fiir Halmlinge oder den Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Die Hauptursache dafiir ist in
dem Generationstyp der Kreuzungsnachkommenschaft zu sehen, da es sich bei der
untersuchten Nachkommenschaft um Fs;-Familien handelt, welche sich genetisch wie eine F»-
Nachkommenschaft verhilt. Somit ist bei der vorliegenden Nachkommenschaft mit einem
Heterozygotiegrad von ca. 50% zu rechnen, womit sich ein Informationsverlust bei
kodominanten Markern in gleicher Hohe und bei dominanten Markern von theoretisch 75%
verbindet. Weitere Ursachen sind die geringe Genomabdeckung sowie die vergleichsweise
kleine Anzahl an untersuchten Fs-Familien.
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3.5.2.2.1 Detektion von QTL fiir Blattresistenz

Um die Effektivitit der QTL-Detektion zu steigern, wurden mit einigen ausgewéhlten
SSR-Markern zusétzliche Fs;-Familien analysiert. Ausgewidhlt wurden SSR-Marker, welche
zum einen eine direkte Kopplung aufwiesen und zum anderen in der Regressionsanalyse eine
signifikante Assoziation zum prozentualen Blattbefall zeigten. Es wurden die SSR-Marker y-
Gliadin und gwml1 von Chromosom 1BS, gwml61 und gwm?2 von Chromosom 3DS sowie
gwml193 und gwm?219 von Chromosom 6B iiber weitere 42 F3-Familien analysiert, womit fiir
diese drei SSR-Markerpaare Daten von insgesamt 138 Fs-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x
'G18/90' fiir eine QTL-Analyse eingesetzt werden konnten. Fiir die eingesetzten Daten wurde
fiir die Signifikanz eines QTL ein Schwellenwert von LOD > 2,22 auf einem Niveau von 0,05
berechnet. Die Ergebnisse der QTL-Analyse fiir die einzelnen Standorte sind in Tabelle 44
dargestellt.

Es konnten zwei QTL fiir Blattresistenz lokalisiert werden, welche anhand der
Boniturdaten der Standorte Griinbach 1999 und Bergen 1999 berechnet wurden. Fiir den
Standort Griinbach 1999 wurde ein QTL zwischen den Markern gwml61 und gwm2 auf
Chromosom 3DS lokalisiert, welcher einen Anteil an der phénotypischen Varianz von 8,8%
und einen additiven Effekt von 3,7% aufwies. Der zweite QTL fiir Blattresistenz konnte
zwischen den Markern y-Gliadin und gwmll auf Chromosom 1BS lokalisiert werden,
welcher 10,6% der phinotypischen Varianz erklirte und einen additiven Effekt von 6,3%
zeigte. Die Allele fiir einen geringeren Blattbefall der beiden lokalisierten QTL stammten
jeweils vom weniger anfilligen Elter 'G18/90'. Fiir die Standorte Griinbach 1998 und
Hadmersleben 1999 bzw. fiir den Chromosomenabschnitt von 6B konnten keine signifikanten
QTL berechnet werden.

Tabelle 44: Lokalisierte QTL fir Blattresistenz gegen S. nodorum der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' fir
die Standorte Griinbach 1999 und Bergen 1999

Blattresistenz (CIM) Griinbach 1999 Bergen 1999
Chr. Flankierende Intervall LOD R’ Additiver LOD R’ Additiver
Markerloci [cM] [%] Effekt [%] Effekt
1BS y-Gliadin — 37 -- -- -- 3,21 10,6 6,3 [G]
gwmll
3DS  gwml6l - 32 237 88 3,7[G] - - -
gwm?2
6B gwml93 — 41 -- -- -- -- -- -
gwm219

[G] Allel fiir geringeren Blattbefall vom Elter 'G18/90'

Die QTL-Analyse wurde in gleicher Weise anhand des Mittelwertes der Boniturdaten
iiber die Standorte Griinbach 1999, Hadmersleben 1999 und Bergen 1999 durchgefiihrt. Da
die ausgewdhlten Marker in der Regressionsanalyse hauptsdchlich fiir die oben genannten
Standorte signifikante Assoziationen zeigten wurden, die Daten fiir den Standort Griinbach
1998 nicht miteinbezogen. Die Ergebnisse der QTL-Analyse sind in Tabelle 45 angegeben. Es
konnten zwei QTL gefunden werden, wovon der eine auf Chromosom 1BS und der zweite auf
Chromosom 3DS lokalisiert wurde. Der QTL auf Chromosom 1BS erklirte einen Anteil an
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phinotypischer Varianz von 8,7% und wies einen additiven Effekt von 4,5% auf. Fiir den
QTL auf Chromosom 3DS betrug der Anteil der erkliarbaren phénotypischen Varianz 9,0%
und der additive Effekt 3,5%. Die Allele fiir einen geringeren Blattbefall fiir beide QTL
kamen vom weniger anfilligen Elter 'G18/90'. Fiir Chromosom 6B konnte wie schon bei der
QTL-Analyse der einzelnen Standorte kein signifikanter QTL lokalisiert werden. Die QTL-
Analyse anhand des Mittelwertes der Boniturwerte iiber die drei Standorte Griinbach 1999,
Hadmersleben 1999 und Bergen 1999 bestétigt die lokalisierten QTL auf Chromosom 1BS
und 3DS der Analyse der einzelnen Standorte.

Tabelle 45: Lokalisierte QTL fir Blattresistenz gegen S. nodorum der Kreuzung 'Apollo’
x 'G18/90" mit den gemittelten Boniturdaten Uber die Standorte Griinbach
1999, Hadmersleben 1999 und Bergen 1999

Blattresistenz (CIM) Griinbach/ Hadmersleben/ Bergen
1999
Chr. Flankierende Intervall LOD R’ Additiver
Markerloci [eM] [%] Effekt

IBS  y-Gliadin- 37 2,62 8,7 4,5 [G]
gwmll

3DS  gwml6l - 32 2,43 9,0 3,5 [G]
gwm?2

6B gwml93 — 41 -- - -

gwm219

[G] Allel fiir geringeren Blattbefall vom Elter 'G18/90'

In Abbildung 17 sind die LOD-Plotkurven der QTL-Intervallkartierung (CIM) fiir Blatt-
resistenz der Chromosomen 1BS und 3DS graphisch dargestellt. Die Kurven geben die
Intervallkartierung fiir die einzelnen Standorte als auch flir die Berechnung anhand des
Mittelwertes wieder, wobei die Gipfel der Kurven die wahrscheinlichste Position eines QTLs
beschreiben.
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Abbildung 17: LOD-Plotkurven der CIM-Analyse der QTL fir Blattresistenz gegen S. nodorum auf
Chromosom 1BS und 3DS an 138 Fz-Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' fir die

Standorte Griinbach 1999, Hadmersleben 1999 und Bergen 1999 sowie deren Mittel
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4 DISKUSSION

4.1 Kreuzungseltern

Die Wahl der Kreuzungseltern ist abhingig vom jeweiligen Ziichtungs- bzw.
Forschungsziel und bestimmt zu einem grossen Teil den Rahmen der Mdglichkeiten, diese
Ziele zu erreichen. Fiir einen Ziichter ist es generell wichtig, eine grosse Variation in der
Kreuzungsnachkommenschaft zu erzeugen, um damit eine moglichst hohe Wahrschein-
lichkeit fiir die Selektion neuer Genotypen mit besseren Merkmalsauspriagungen oder neuen
Merkmalskombinationen zu erhalten. Fiir eine QTL-Analyse ist ebenfalls eine grosse
Variation, d. h. eine grosse Spannweite der zu untersuchenden Merkmalsausprigung, ver-
bunden mit einer Normalverteilung der Hiufigkeiten verschiedener Merkmalsklassen, von
entscheidender Bedeutung. Je grosser die Spannweite der Merkmalsauspriagung ist, desto eher
lassen sich Merkmalsklassen einteilen sowie Assoziationen von Markern zu diesen Klassen
berechnen. Dariiberhinaus ist fiir eine QTL-Analyse mit molekularen Markern ein hoher Grad
an Polymorphie zwischen den Elternlinien von Bedeutung, um mdglichst viele Marker zu
finden und einen grossen Bereich des Genoms abzudecken.

Die Elternlinien 'Piko' und 'Euris' der untersuchten Kreuzung 'Piko' X 'Euris'
unterscheiden sich nach der Beurteilung der Bundessortenliste beziiglich ihrer Anfilligkeit fiir
Spelzenbriaune (Septoria nodorum) vergleichsweise wenig. Die Weizensorte 'Piko' ist mit der
Note drei eingestuft, womit 'Piko' zu den gering anfilligen Sorten gehdrt. Die Sorte 'Euris’
war bis 1997 zugelassen und wurde mit der Note flinf als mittel anféllig eingestuft. Bei einem
Notenunterschied der Elternlinien von zwei hinsichtlich ihrer Anfilligkeit fiir S. nodorum
wiirde man erwarten, dass die Variation in der Nachkommenschaft eher gering ist. In den
beiden Versuchsjahren 1998 und 1999 in Freising-Pettenbrunn zeigte die Elternlinie 'Piko’
eine um ca. 15% geringere Anfilligkeit an der Ahre und eine um ca. 20% geringere
Anfilligkeit an den Bléttern im Vergleich zum Elter 'Euris'. Die Befallsspannweiten in der
Nachkommenschaft waren mit jeweils iiber 50% bei der Ahre und bei den Blittern relativ
gross. Fiir die Halmlinge, bei der der Unterschied der Elternlinien im Mittel der beiden Jahre
drei Zentimeter betrug, fiel die Spannweite mit ca. 45 cm in beiden Jahren ebenfalls relativ
gross aus. Die Differenz der Elternlinien hinsichtlich des Zeitpunktes des Ahrenschiebens war
mit zwei Tagen im Mittel {iber beide Jahre eher gering, dagegen war die Spannweite bei der
Nachkommenschaft mit sechs Tagen im Jahr 1998 und mit zehn Tagen im Jahr 1999 recht
gross. Der relativ deutliche Unterschied zwischen den Spannweiten der beiden Jahre lésst
einen grossen Einfluss von Umweltinteraktionen auf das Ahrenschieben erkennen.

Die Elternlinie 'Piko' war in beiden Jahren der Elter mit der kleineren Halmldnge und
dem fritheren Ahrenschieben bei gleichzeitiger geringerer Anfilligkeit fiir S. nodorum im
Vergleich zum Elter 'Euris'. Dies ist bemerkenswert, da meistens ein Zusammenhang von
grosseren Halmldngen und spéterer Pflanzenentwicklung mit geringerer Anfilligkeit flir S.
nodorum beschrieben ist (EYAL 1981, KING et al.1983). Daraus ldsst sich fiir den Elter 'Piko’
ableiten, dass die Auspridgung der Resistenz weniger durch die Halmldnge und den Zeitpunkt
des Ahrenschiebens bedingt ist, sondern von ,,echter Natur sein sollte, zumal der Einfluss der
morphologischen Merkmale auf die Auspridgung der Resistenz, aufgrund der kiinstlichen
Infektion von oben auf die Pflanzen, sehr vermindert war. Die Sorte 'Piko', welche generell
als wenig anfillig eingestuft ist, diirfte ihre Resistenz gegen S. nodorum von der Sorte 'Maris
Huntsman', 'Kraka' oder der Zuchtlinic CWW 3319/3 erhalten haben, die neben der Sorte
'Frithgold' als Elternlinien im Zuchtstammbaum von 'Piko' (Abbildung 18) vorkommen. Die
Sorte 'Maris Huntsman' wurde in mehreren Verdffentlichungen (MIELKE 1980, JEGER et al.
1983, WENDLAND und HOFFMANN 1988) als mittel bis wenig anfillig beschrieben.
WENDLAND 1988 fiihrte eine Quantifizierung der Resistenz gegen S. nodorum von 40
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Winterweizensorten anhand der postinfektionellen Ethylenbildung durch, wobei die Sorte
'Kraka' als wenig anfillig eingestuft wurde. Die Sorte 'Frithgold' wurde von MIELKE (1980) in
vierjahrigen Feldversuchen nach kiinstlicher Infektion und von WENDLAND und HOFFMANN
(1988) als sehr anfillig beurteilt, sodass die Sorte 'Frithgold' nicht als Resistenzdonor in Frage
kommt. Uber die Resistenz der Zuchtlinie konnten keine Aussagen gefunden werden.

Carstacht x unb. x unb. x
Capelle Vilmorin ~ Heines VII
Hybride de
unb. unb. Kranich Caribo unb. unb. Jonequis Format
CWW3319/3 Kraka Maris Huntsman Friihgold
Piko

Abbildung 18: Zuchtstammbaum der Winterweizensorte 'Piko’

Im Stammbaum der Sorte 'Euris' (Abbildung 19) ist ebenfalls die schon oben erwéhnte
wenig bis mittel anfillige Sorte 'Maris Huntman' enthalten, als auch die ebenfalls als wenig
anfdllig beschriebenen Sorten 'Benno' und 'Nimbus' sowie die mittel bis stark anfillige Sorte
'Jubilar' (MIELKE 1980, WENDLAND und HOFFMANN 1988). Dies erklirt die mittlere
Anfilligkeit der Sorte 'Euris' und ldsst erwarten, dass auch von 'Euris' Resistenz-QTL in der
Nachkommenschaft der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' zu lokalisieren sind. In der bei SCHLEGEL et
al. (1994) beschriebenen Liste von Weizenlinien mit einer Roggentranslokation 1BL/1RS ist
die Weizensorte 'Knirps' aufgefiihrt, womit, bei einer erfolgten Vererbung der 1BL/IRS
Translokation, eine Resistenz auf den Chromosomenarm 1RS vom Roggen zuriickgefiihrt
werden konnte.

Benno x
Jubilar

W473/65 Br. 218 Nimbus x W623/65 Maris Huntsman

687B Knirps

Euris

Abbildung 19: Zuchtstammbaum der Winterweizensorte 'Euris'

Bei 'Apollo' und 'G18/90', den Elternlinien der zweiten untersuchten Kreuzung 'Apollo’ x
'G18/90', handelt es sich beziiglich 'Apollo' um eine Winterweizensorte, die bis 1999 in der
Bundessortenliste zugelassen war und mit der Note flinf als mittel anfillig fiir Spelzenbréune
(S. nodorum) eingestuft wurde. Der Elter 'G18/90' ist eine auf Resistenz gegen S. nodorum
geziichtete Weizenlinie des INSTITUTS FUR RESISTENZGENETIK in Griinbach, welche eine sehr
geringe Anfilligkeit fiir S. nodorum aufweist.
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Capelle-Deprez x Carstacht x
unb. CI 12633 Capelle
\_’_1
Maris Beacon Clement Tenor x Triticale Deriv. Caribo
| |
Kron&uwel
|
Ap‘ollo

Abbildung 20: Zuchtstammbaum der Winterweizensorte 'Apollo’

Die sehr geringe Anfalligkeit der Zuchtlinie 'G18/90' bestétigte sich in den beiden Anbau-
jahren 1998 und 1999 in Griinbach, in welchen der prozentuale gemittelte Gesamtbefall von
Ahre und Fahnenblittern unter 20% lag. Damit war 'G18/90' in beiden Jahren iiber 20%
weniger anfillig als die Sorte 'Apollo’. Die Befallsspannweiten in der Nachkommenschaft
reichten von 50% bis iiber 88% hinsichtlich des Ahrenbefalls (Ausnahme Griinbach 1999 mit
sehr schlecht angelaufener Infektion) und von 58% bis 67% hinsichtlich des gemittelten
Blattbefalls, womit die Befallsspannweiten relativ gross waren. Die mittlere Anfélligkeit des
Elters 'Apollo’ konnte auf die Sorte 'Chapelle-Deprez' zuriickgehen (JEGER et al. 1983), als
auch auf die Sorten 'Carstacht' bzw. 'Caribo' und 'Kronjuwel' (Abb. 20), welche bei
WENDLAND und HOFFMANN (1988) als wenig anfillig eingestuft wurden. Die Sorte 'Clement'
wurde von MIELKE (1980) nach mehrjdhrigen Feldversuchen als mittel anfillig fiir S.
nodorum beurteilt. Dariliberhinaus ist ein Triticale im Zuchtstammbaum enthalten, sodass
ebenfalls Resistenzen auf Roggentranslokationen zuriickgefiihrt werden konnten. In der bei
SCHLEGEL et al. (1994) beschriebenen Liste von Weizenlinien mit einer Roggentranslokation
IBL/1RS sind auch die Weizensorten 'Apollo' und 'Kronjuwel' aufgefiihrt.

Vilmorin 27 x
80-30 Versailles Hybride de Heines VIII x
x Etoile de Choisy Jonequis Canada 6-842-3663

Capelle-Deprez

‘ Heines Bart x
Moisson Zenith Petkus Tetra Rye unb.

Arina Whst 1021/74

G18/90

Abbildung 21: Zuchtstammbaum der Winterweizenzuchtlinie 'G18/90'

Fiir die Elternlinie 'G18/90' sind mogliche Resistenzdonoren im Zuchtstammbaum (Abb.
21) nur schwer auszumachen. Die Sorte 'Chapelle-Deprez' wurde von JEGER et al. (1983) nach
Tests an Keimlingen als wenig anféllig beurteilt. Von WICKI et al. (1999a) wurde die Sorte
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'Zenith' als anfillig und die Sorte 'Arina’ als wenig anfillig fiir die Ahre und mittel anfillig fiir
die Blitter eingestuft. Zu einer mdglichen Ubertragung von Resistenz kénnte es auch durch
den eingekreuzte Roggen gekommen sein, welches in der Ziichtung von Weizen-Roggen-
Hybriden, sogenannte Triticale, ein wesentliches Ziel ist.

Beziiglich des Merkmales der Halmlinge und des Zeitpunktes des Ahrenschiebens
verhielten sich die Elternlinien 'Apollo' und 'G18/90" in den beiden Anbaujahren 1998 und
1999 in Griinbach unstetig. Der Unterschied in der Halmlange betrug 1998 6,5 cm und lag
1999 bei 16,0 cm. Fiir das Ahrenschieben ergab sich 1998 eine Differenz von neun Tagen,
wohingegen sie 1999 bei nur einem Tag lag. Uberraschend dabei ist, dass beim Elter 'Apollo'
die Halmlinge 1999 um 7,0 cm kleiner war als 1998, dafiir aber das Ahrenschieben drei Tage
frither lag. Genau entgegengesetzt verhielt sich der Elter 'G18/90', welcher im Jahr 1999 2.5
cm linger war als 1999, dafiir aber im Ahrenschieben fiinf Tage spiter lag. Dies ist insofern
iiberraschend, als dass normalerweise ein fritheres Ahrenschieben eine grossere Halmlinge
zur Folge hat. Fiir die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' trat dieses
entgegengesetzte Entwicklungsphidnomen in schwécherer Form ebenfalls auf. Das Mittel der
Halmléinge lag 1998 5,0 cm iiber dem von 1999, wohingegen das Mittel des Ahrenschiebens
1998 4,3 Tage spéter lag. Die Spannweiten fiir das Merkmal Halmlédnge waren mit 39 cm im
Jahr 1998 und 37 cm im Jahr 1999 relativ gross. Beim Ahrenschieben waren die Spannweiten
mit sechs Tagen fiir 1998 und neun Tagen flir 1999 eher klein. Ebenfalls wie bei der
Kreuzung 'Piko' x 'Euris' ist bei der Nachkommenschaft der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' ein
deutlicher Unterschied zwischen den Spannweiten fiir das Ahrenschieben beider Jahre
festzustellen und ldsst starke Umweltinteraktionen fiir dieses Merkmal auch in dieser
Kreuzungspopulation vermuten.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Elternlinien beider Kreuzungen relativ gut
geeignet sind, um in den entsprechenden Kreuzungsnachkommenschaften Loci fiir eine
quantitative Resistenz gegen Sepforia nodorum zu analysieren. Dariiber hinaus ist es gerade
eine Besonderheit von quantitativen Merkmalen, dass erst die spezielle neue Kombination
von QTL zu deutlichen Verdnderungen bzw. Verbesserungen in der Merkmalsauspragung
fiihrt und neu entstandene Genotypen einer Kreuzung eine deutlich stirkere
Merkmalsauspragung als die der Elternlinien zeigen. WICKI et al. (1999a) fanden in den
meisten Nachkommenschaften von 16 Kreuzungen zwischen acht Elternlinien, welche ganz
unterschiedlich in ihrer Anfilligkeit fiir S. nodorum waren, Nachkommen, die weniger
anfdllig waren als der bessere Elter. Auch in der Nachkommenschaft der Kreuzung zweier
anfalliger Elternlinien konnten Pflanzen mit geringer Anfélligkeit selektiert werden. Ebenfalls
aus einer Kreuzung zweier moderat anfilliger Weizensorten stammte die Sorte 'Sumai 3/,
welche eine hohe quantitative Resistenz gegen Fusarium-Taubéhrigkeit besitzt und seither in
vielen Ziichtungsprojekten zur Fusarium-Resistenz eingesetzt worden ist (BAI und SHANER
1994).
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4.2 Merkmalsauspragung in der Nachkommenschaft

Die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' bestand aus 190 rekombinanter
Inzuchtlinien (RIL) der F4-Generation, womit ein Anteil von theoretisch 12,5% heterozygoter
Pflanzen zu rechnen war. Die Hiufigkeitsverteilungen des prozentualen Ahren- und Blattbe-
falls zeigten eine filir quantitative Merkmale typische Normalverteilung in den beiden Ver-
suchsjahren 1998 und 1999. Dabei lag in den meisten Féllen das Mittel der Nachkom-
menschaft niedriger als das Mittel der Elternlinien und relativ nahe am Mittel des weniger
anfilligen Elters 'Piko'. Sowohl fiir den Ahren- als auch fiir den Blattbefall konnte eine
Transgression in beide Richtungen in beiden Jahre festgestellt werden. Die Nachkom-
menschaft der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' bestand aus 200 Fs-Familien, welche genetisch
einer F,-Generation entsprachen, womit ein Anteil von theoretisch 50% heterozygoter
Pflanzen zu rechnen war.

Die Hiufigkeitsverteilungen des prozentualen Ahren- und Blattbefalls zeigten ebenfalls
eine fiir quantitative Merkmale typische Normalverteilung in beiden Jahren 1998 und 1999 in
Griinbach sowie 1999 in Hadmersleben und Bergen. Fiir den Standort Griinbach konnte auch
eine Transgression in beide Richtungen beobachtet werden. Das Phinomen der Transgression,
d. h. dass einzelne Nachkommen in der Ausprigung eines Merkmals die Elternlinien
iibertreffen, wird oft beobachtet. WICKI et al. (1999a) konnten in den meisten Nachkom-
menschaften von 16 Kreuzungen zwischen acht Elternlinien, welche in ihrer Anfilligkeit fiir
S. nodorum ganz unterschiedlich waren, Nachkommen mit geringerer Anfilligkeit als die des
besseren Elters selektieren. Als mogliche Ursachen fiir eine Transgression werden additive
Effekte oder Epistasie diskutiert oder die Kombination von Allelen mit entgegengesetzten
Effekten bei den Elternlinien (LYNCH und WALSH 1998).

4.3 Korrelationen zwischen Merkmalen

Zwischen dem prozentualen Ahrenbefall und dem prozentualen Blattbefall waren die
Korrelationen in der Kreuzungsnachkommenschaft 'Piko' x 'Euris' sehr schwach. Fiir die F3-
Familien der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' lagen die Korrelation zwischen Ahren- und
Blattbefall fiir die Standorte Griinbach 1998, Hadmersleben und Bergen im mittleren Bereich.
Fiir Griinbach 1999 war die Korrelation sehr schwach, welches wahrscheinlich auf die sehr
schlechte Ahreninfektion zuriickzufiihren ist. Schwache Korrelationen zwischen dem Ahren-
und dem Blattbefall wurden haufiger beobachtet und als ein moglicher Hinweis auf separate
genetische Resistenzkomplexe fiir die Ahre und die Blitter angesehen (ROSIELLE und BROWN
1980, FRIED und MEISTER 1987, BOSTWICK et al. 1993, WICKI et al.1999a).

Fiir die Kreuzungsnachkommenschaft 'Piko' x 'Euris' ergaben sich schwach bis mittlere
negative Korrelationen zwischen Ahrenbefall und Halmléinge. Fiir die Nachkommenschaft der
Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' konnten mittlere negative Korrelationen zwischen dem
Ahrenbefall und der Halmliéinge fiir beide Jahre in Griinbach berechnet werden, hingegen eine
schwach negative Korrelation am Standort Bergen. Diese schwach bis mittleren negativen
Korrelationen zwischen dem Ahrenbefall und der Halmlinge bei beiden Kreuzungen, trotz
kiinstlicher Infektion von oben auf die Pflanzen, lassen vermuten, dass entweder verschiedene
QTL fiir beide Merkmale eng gekoppelt vorliegen oder Pleiotropie eines QTL die Ursache fiir
die Korrelation sein konnte. Als weitere Ursache wire auch eine unterschiedliche Ausbildung
eines Mikroklimas fiir die einzelnen Parzellen aufgrund der unterschiedlichen Halmlénge
denkbar, welche bei kleineren Halmldngen aufgrund der Bodennihe eine hohere Feuchtigkeit
aufweisen und damit dass Pilzwachstum begiinstigen wiirden. Ebenfalls Korrelationen
zwischen erhohter Resistenz gegen S. nodorum und grosseren Halmlingen fanden
BRONNIMANN (1973), SCOTT et al. (1982) und WICKI et al. (1999a) in ihren Arbeiten.
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Die Korrelation zwischen dem Ahrenbefall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens war
fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' 1998 schwach positiv und 1999 schwach negativ. Fiir die
Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' konnte fiir 1998 ebenfalls eine schwach positive und fiir 1999
keine Korrelationen berechnet werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schliessen, dass fiir
diese beiden Kreuzungen der Zeitpunkt des Ahrenschiebens keinen besonderen Einfluss auf
die Befallsausprigung auf den Ahren hat. Korrelationen zwischen dem prozentualen
Blattbefall und der Halmlénge konnten fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' keine berechnet
werden und flir die Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" nur fiir Griinbach 1998 eine schwach
negative Korrelation und fiir Griinbach 1999 und Bergen 1999 ebenfalls keine. Dies zeigt,
dass beziiglich der Ausprigung des Blattbefalls der Einfluss der Halmldnge durch die
kiinstliche Infektion aufgehoben wurde bzw. dass keine Kopplung von QTL beider Merkmale
oder Pleiotropie zu erwarten ist. Zwischen dem prozentualen Blattbefall und dem Zeitpunkt
des Ahrenschiebens konnten fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' in beiden Jahren schwache
negative Korrelationen bestimmt werden, wéhrend sich fiir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90'
fiir das Jahr 1998 keine und fiir das Jahr 1999 ebenfalls eine schwach negative Korrelation
berechnen liess. Dies deutet tendenziell an, dass Weizenpflanzen mit spéterer Entwicklung
weniger anfillig fur S. nodorum auf den Blittern sind. Die Hauptursache dafiir ist
wahrscheinlich in der besseren allgemeinen Fitness zum Infektionszeitpunkt zu sehen, da die
Pflanzen noch nicht so lange dem Einfluss von verschiedenen Umweltstressfaktoren, wie
Regen, Wind und Sonnenstrahlung, ausgesetzt waren. Da sich S. nodorum meist erst nach
Lyse der Cutikula auf der Blattoberflidche in die Blétter eindringt (ZINKERNAGEL et al. 1988) ,
ist die Widerstandsfahigkeit der Cutikala gegen Umwelteinfliisse von grosser Bedeutung fiir
eine passive Resistenz gegen S. nodorum. Korrelationen zwischen spédterem Entwicklungs-
zeitpunkt und erhohter Resistenz gegen S. nodorum fanden auch SCOTT et al. (1982) und
WICKI et al. (1999a).

44 Korrelationen zwischen Umwelten

Die Korrelationen zwischen den Anbaujahren der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' waren fiir den
Ahrenbefall mit 0,39 eher schwach und fiir den Blattbefall mit 0,65 relativ hoch sowie fiir die
Halmlinge mit 0,82 und dem Ahrenschieben mit 0,79 sehr hoch. Fiir die Kreuzung 'Apollo' x
'G18/90' reichten die Korrelationen zwischen den vier Umwelten Griinbach 1998 und 1999
sowie Hadmersleben 1999 und Bergen 1999 beziiglich des Ahrenbefalls von 0,39 bis 0,47
und waren damit ebenfalls eher schwach. Die Korrelationen fiir den Blattbefall reichten von
0,26 bis 0,54 und lagen im Durchschnitt mehr im mittleren Bereich. Die Korrelationen
zwischen den drei Umwelten Griinbach 1998 und 1999 sowie Bergen 1999 betreffend der
Halmléinge waren mit 0,68 im Mittel relativ hoch. Fiir das Ahrenschieben lag die Korrelation
zwischen den beiden Jahren in Griinbach mit 0,45 im mittleren Bereich. Die eher schwachen
Korrelationen zwischen den Umwelten fiir den Ahrenbefall lassen starke Genotyp-Umwelt-
Interaktionen vermuten, wobei allerdings die Anzahl der Umwelten zu klein war, um
signifikante Wechselwirkungen zu bestitigen. Die Hauptursache liegt wahrscheinlich mehr
bei der Befallsbonitierung, welche bei einem zweckméssigem Zeitaufwand schwierig ist und
grosse Ungenauigkeiten bedingt. Der Befall der Blitter ist besser zu bonitieren, was sich in
den deutlich hoheren Korrelationen zwischen den Anbaujahren eines Standortes zeigt.

Fir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' gab es auch schwache Korrelationen zwischen
einigen Umwelten fiir den Blattbefall, was wieder auf Genotyp-Umwelt-Interaktionen
hindeutet. Unterstiitzt wird dies durch die Ergebnisse der QTL-Analyse, da die lokalisierten
QTL immer nur fiir einige Umwelten detektiert werden konnten. Das QTL selten fiir alle
untersuchten Umwelten detektiert wurden, wird in den meisten Arbeiten iiber QTL-Analysen
berichtet (BACKES et al. 1995, KELLER et al. 1999a, 1999b, MESSMER et al. 2000, HERZ
2000).
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Die Korrelationen zwischen den Umwelten fiir die Halmlidnge und den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens waren fiir beide Kreuzungen relativ hoch, was auf geringe Umweltwechsel-
wirkungen hindeutet und zusétzlich durch eine vergleichsweise genaue Bonitierung bedingt
ist.

4.5 Genetische Kartierung von Genorten fliir eine Resistenz gegen Blatt-
und Spelzenbraune (Septoria nodorum)

4.5.1 Kartierungsspopulationen

Die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' bestand aus 190 rekombinanten
Inzuchtlinien der F4-Generation. Somit war mit einem Anteil an heterozygoten Linien von
theoretisch 12,5% zu rechnen. Im Gegensatz dazu handelte es sich bei der Nachkom-
menschaft der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" um 200 sogenannte Fs-Familien, welche
genetisch als eine F,-Generation zu betrachten sind. Daraus leitet sich ein theoretisch zu
erwartender Anteil an heterozygoten Familien von 50% ab. Bei dem Einsatz von dominanten
Markern, wie den meisten RFLPs oder dominant ausgewerteten AFLPs, ergibt sich fiir
heterozygote Pflanzen ein gewisser Informationsverlust bzw. -fehler, da heterozygote
Pflanzen nicht als solche erkannt werden. Dieser Informationsverlust erschwert die
Berechnung von Kopplungen und Kopplungsabstinden der verwendeten Marker bei der
Erstellung der genetischen Kopplungkarte als auch bei der Detektion und Kartierung von
QTL. Die Grosse der Nachkommenschaften mit 190 bzw. 200 Individuen kann als gut
geeignet flir eine Genomkartierung und QTL-Analyse angesehen werden, da flir die Analyse
von quantitativen Merkmalen grosse Nachkommenschaften notwendig sind (KICHERER et al.
2000). Grossere Populationen fiir eine Kartierung verwendeten KELLER et al. (1999) und
SOURDILLE et al. (2000), welche iiber 2000 Individuen umfassten. Dagegen setzten BAI et al.
(1999), WALDRON et al. (1999) und TOOJINDA et al. (2000) kleinere Nachkommenschaften fiir
eine Kartierung ein. Die fiir eine Kartierung eingesetzte Kreuzungsnachkommenschaft ist im
wesentlichen von der Genomgrosse der untersuchten Pflanze bzw. Organismus, dem
Generationstyp und der Vererbung des untersuchten Merkmales abhdngig (BEAVIS 1998).
EDWARDS et al. (1992) stellten bei einem Vergleich von einer Population mit 187 F,-Pflanzen
zu einer Population mit 1776 F,-Pflanzen nur geringe Unterschiede in der QTL-Lokalisierung
fest. Eine mit Markern gesittigte Kopplungskarte wurde von den Autoren hoher bewertet als
eine grosse Anzahl von Individuen in der Kartierungspopulation. Auf der anderen Seite
berechnete VAN OOIJEN (1992) fiir die Detektion von QTL, welche eine Varianz von mehr als
5% erkldren konnen, eine Mindestgrosse der Nachkommenschaft von 200 Individuen.

Letztendlich stellt die untersuchte Populationsgrosse auch einen Kompromiss zwischen
dem theoretischen Optimum und dem wirtschaftlich und technisch Durchfiihrbaren dar. Dies
gilt in gleicher Weise flir die Anzahl an Umwelten, in welchen die Kreuzungsnach-
kommenschaft angebaut wird. Hier wéren insbesondere fiir die Kreuzung 'Piko’ x 'Euris' mehr
Umwelten wiinschenswert gewesen. EDWARDS et al. (1992) zeigten dagegen, dass Haupt-QTL
eines quantitativen Merkmales auch in nur einer Umwelt detektiert werden konnen.
TANKSLEY (1993) ist ebenfalls der Meinung, dass Haupt- oder Major-QTL in jeder Umwelt
zu finden sein miissten. Dafiir wird man selten alle beteiligten QTL einer untersuchten
quantitativen Eigenschaft in einer Studie erfassen konnen.

4.5.2 Markersysteme und Kopplungskarten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die Kreuzung 'Piko' X 'Euris' RFLP- und SSR-
Marker sowie fiir die Kreuzung 'Apollo' % 'G18/90'" RFLP-, SSR- und AFLP-Marker
eingesetzt. Bei beiden Kreuzungen lag der mit RFLP-Markern nachgewiesene
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Polymorphiegrad mit 7% bzw. 10% sehr niedrig. Von dhnlichen Ergebnissen berichten die
Arbeiten von CADALEN et al. (1997) MESSMER et al. (1998). Die Hauptgriinde fiir dieses
geringe Vorkommen von RFLPs sind in dem hohen Anteil repetitiver DNA im Weizengenom
sowie in dem vergleichsweise jungen Evolutionsstand des hexaploiden Weizens zu sehen. Die
Ergebnisse lassen auch eine relativ nahe Verwandtschaft der Elternlinien vermuten, welches
der Vergleich der Zuchtstammbédume unterstiitzt, woraus ersichtlich wird, dass die meisten
Ziichtungsvorfahren der eingesetzten Elternlinien aus dem mitteleuropdischen Raum
(Frankreich, England und Deutschland) stammen (Abb.18 bis Abb.21).

Aufgrund dieses geringen Anteils an nachweisbaren Polymorphismen durch RFLPs
wurde der Schwerpunkt der Untersuchung auf die Analyse von SSRs gelegt, womit mehr
Polymorphismen detektiert werden konnen und zudem durch die Chromosomenspezifitit ein
hoherer Informationsgehalt gegeben ist (PLASCHKE et al. 1995, RODER et al. 1995, MA et al.
1996). Der Anteil an nachgewiesenen Polymorphismen mittels SSR-Markern entsprach einem
Polymorphiegrad von 44,6% filir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' und von 49,2% fiir die
Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90'". Diese Ergebnisse liegen hoher als diejenigen von RODER et al.
(1995) mit 22% und von MA et al. (1996) mit 36% SSR-Markern, die einen Polymorphismus
detektierten. Der Vergleich ist allerdings nur tendentiell moglich, da in den genannten
Arbeiten eine grossere Zahl an Markern eingesetzt wurde. Bedingt durch die zeitliche
Begrenzung konnten AFLP-Marker nur fiir die Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' untersucht
werden. Bei 36 getesteten Primerkombinationen konnten im Durchschnitt fiinf Polymor-
phismen detektiert werden. Die Angabe eines nachgewiesenen Polymorphiegrades ist
schwierig, da dies stark abhéngig ist von der Auswertung der Bandenmuster und zudem die
Anzahl an amplifizierten Fragmenten pro Primerkombination stark variiert. Bei den
untersuchten Primerkombinationen reichte der entsprechende nachgewiesene Polymorphie-
grad von null bis 7,1% an Fragmenten, die einen Polymorphismus nachwiesen, bezogen auf
die Gesamtzahl an auswertbaren Fragmenten pro Primerkombination. Dieses Ergebnis
bestdtigt die hohe Anzahl an generierten Fragmenten zur Detektion von Polymorphismen
mittels AFLP in anderen Arbeiten und damit AFLP-Marker als sehr effektive Methode zur
Generierung von genetischen Markern fiir die Erstellung von Kopplungskarten (VAN ECK et
al. 1995, Q1 et al. 1998). AFLPs wurden von SCHWARZ et al. (1999a) zur hochauflosenden
Kartierung des Mla-Locus bei Gerste eingesetzt sowie von HERZ (2000) zur Kartierung von
quantitativen Merkmalen, wie Brauqualitit und Krankheiten, ebenfalls bei Gerste.

Fir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' konnten 16 SSR-Loci in sechs Kopplungsgruppen
zusammengefasst werden, welche den Chromosomenabschnitten 1BS, 2DL, 5B, 5SBL, 7A und
7B zugeordnet werden konnten. Die Gesamtgrosse der sechs Kopplungsgruppen umfasste 249
cM mit einem durchschnittlichen Markerabstand von 15,6 cM. Fiir die Kreuzung 'Apollo’ x
'G18/90' konnten von insgesamt 176 informativen Markerloci 96 in 19 Kopplungsgruppen
eingeteilt werden. 15 Kopplungsgruppen konnten den spezifischen Chromosomenabschnitten
von 1BS, 1BL(7BL), 1DS, 2BS, 2BL, 2DL, 3AS, 3BS, 3D, 4BL, 5AS, 6B, 6D, 7A und 7BS
zugeordnet werden. Die Gesamtgrosse aller Kopplungsgruppen umfasste 1200 ¢cM bei einem
durchschnittlichen Markerabstand von 18 ¢cM. Damit deckten beide Kopplungskarten einen
nur kleinen Teil des Weizengenoms ab. Nach MCGUIRE und QUALSET (1997), die durch
Verbindung von verschiedenen Kopplungskarten eine erweiterte Kopplungskarte des
Weizengenoms erstellt haben, umfasst die durchschnittliche Chromosomengrésse 150 bis 200
cM, woraus eine Gesamtgenomgrdsse von 3200 bis 4200 ¢cM resultiert. Die durchschnittliche
Markerdichte der Kopplungskarten ist ausreichend, um QTL zu detektieren. Nach VAN
OOLEN (1992) ist eine Markerdichte von durchschnittlich 20 ¢cM bei geniigend grossen
Nachkommenschaften ausreichend, um QTL detektieren zu konnen, welche mehr als 5% der
phdnotypischen Varianz erkléren.
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Bei der Betrachtung der Verteilung der kartierten Marker der Kreuzung 'Apollo’ x
'G18/90' liber die drei Weizengenome A, B und D, ist zu bemerken, dass mit ca. 61% deutlich
mehr Marker fiir das Genom B Kkartiert wurden als fiir das Genom A mit ca. 14,8% und das
Genom D mit 24,6%. Ein vergleichbares Ergebnis ergab die Untersuchung von RODER et al.
(1998) mit 279 Mikrosatelliten, von denen 115 fiir das B-Genom, 93 fiir das A-Genom und 71
fiir das D-Genom kartiert wurden. Bei der Analyse der homoeologen Gruppen 4, 5 und 7 von
NELSON et al. (1995) entfielen 21% der kartierten Markerloci auf das D-Genom. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass das B-Genom eine hohere genetische Variation aufweist als
die beiden anderen Genome. Um zusitzliche Marker fiir das D-Genom zu erhalten, haben
PESTSOVA et al. (2000) Aegilops tauschii, der als diploider Weizen als D-Genomspender fiir
den hexaploiden Weizen angesehen wird, auf Mikrosatellitenmarker untersucht.

4.5.3 Detektion von QTL fur Resistenz gegen Blatt- und Spelzenbraune
(Septoria nodorum)

Mittels statistischer Methoden erfolgt eine Abschitzung von merkmalsrelevanten QTL,
wobei Assoziationen zwischen einem Marker und dem betreffenden Merkmal berechnet
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dies anhand einer Einzelmarkerregression bzw.
einer ANOVA mit Hilfe der Software SPSS 10.0 sowie anhand einer QTL-Analyse mit Hilfe
der Software PLABQTL (UTZ und MELCHINGER 1996) durchgefiihrt.

Assoziationen mit dem Ahrenbefall konnten fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' fiir Marker
auf den Chromosomenarmen 1BS, 2DS, 3AL, 3DL, 5BS, 5DL, 7AS und 7AL berechnet
werden. Die Werte fiir den Anteil eines Markers an der phinotypischen Varianz (R*) lagen
dabei unter 10%, mit Ausnahme des Markers gwm?296 auf 2DS mit 16,2%, womit es sich bei
den meisten Assoziationen um Minor-QTL handeln diirfte. Dies wird unterstiitzt von der
Feststellung, dass die meisten signifikanten Assoziationen nur fiir eine Umwelt berechnet
werden konnten.

Fiir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' konnten Assoziationen mit dem Ahrenbefall fiir
Marker auf den Chromosomenabschnitten 2AS, 3DS, 5BL, 5DL, 6A, 7AS sowie flir einen
Marker von der anonymen Kopplungsgruppe 4KG berechnet werden. Die berechneten Werte
fiir R* der Marker fielen mit maximal 6,7% noch geringer aus und liessen sich meistens auch
nur fiir eine Umwelt berechnen. Somit diirfte es sich auch bei den Assoziationen dieser
Marker mit dem Ahrenbefall um Minor-QTL handeln. Eine Ubereinstimmung der
berechneten Assoziationen beziiglich des Ahrenbefalls bei beiden Kreuzungen ergab sich nur
fiir den Chromosomenarm 7AS. In den QTL-Analysen konnten weder fiir die Kreuzung 'Piko’
x 'Buris' noch fiir die Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' QTL fiir Ahrenresistenz lokalisiert
werden. Die Hauptgriinde dafiir liegen bei der geringen Genomabdeckung sowie bei der
geringen Anzahl an untersuchten Linien. Um das riesige Weizengenom einigermassen
gleichmissig mit Markern abzudecken, waren 200 bis 400 kartierte Loci notwendig, bei einer
Markerabdeckung von 10 bis 20 Loci pro Chromosom (LANDRIGE und CHALMERS 1998). In
haploider Form umfasst das Weizengenom ungefihr 1,7 x 10" bp mit ca. 810 Mb pro
Chromosom, womit drei Weizenchromosomen dem haploiden Maisgenom entsprechen und
eineinhalb Weizenchromosomen so gross wie das haploide Reisgenom sind ( GILL und GILL
1994). Ein weiterer Grund konnte bei der Genauigkeit der Ahrenbonitur liegen, da hier
eventuell Unterschiede des Ahrenbefalls im Rahmen einer praktikablen Durchfiihrbarkeit
nicht prdzise genug erfasst werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich zum Teil mit
denen von anderen Studien, wobei in den meisten Studien der Befall der Ahre und der Blitter
nicht getrennt betrachtet wurde. In den Untersuchungen von HU et al. (1996) wurde anhand

von Monosomenanalysen und Gewéchshausversuchen festgestellt, dass die Chromosomen-
abschnitte 3AS, 3BL, 4AS, und 7A an der Ahrenresistenz beteiligt sind.
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Die bedeutendsten Assoziationen mit dem prozentualen Blattbefall, wobei der Befall des
Fahnenblattes doppelt gewichtet wurde gegeniiber dem des Fahnenblattes minus eins
aufgrund der hoheren Bedeutung fiir die Kornfiillung, konnten fiir die Kreuzung 'Piko' x
'Euris' fiir die Chromosomenabschnitte 1BS, 2AL, 2DS, 3AL, 3DS, 3DL, SAS/DS, 5BS, 5DL,
7AS und 7AL berechnet werden. Die Werte fiir R? reichten von 3,3 bis 25,3% und konnten
fiir die betreffenden Marker der oben genannten Chromosomenabschnitte fiir beide Jahre
berechnet werden. Dies ldsst vermuten, dass es sich bei den festgestellten Assoziationen um
mittlere QTL bzw. bei den Assoziationen fiir die Chromosomenabschnitte 1BS, 3DL und SDL
eventuell um Haupt-QTL handeln konnte. In den Arbeiten von HU et al. (1996) konnten
anhand von Monosomenanalysen Resistenzen gegen den Blattbefall auf den Chromosomen
3A, 3BL und 4AL lokalisiert werden. CAO et al. (2001) fanden einen RAPD-Marker fiir eine
monogene Resistenz auf dem Chromosom 3A.

Fir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90"' konnten Assoziationen mit dem Blattbefall fiir
Marker auf den Chromosomenabschnitten von 1BS, 3DS, 4BL, 6AS, 6BS, 6D, 7AS sowie fiir
einen AFLP-Marker der anonymen Kopplungsgruppe 1KG berechnet werden. Der Anteil der
erklarbaren phinotypischen Varianz dieser Marker reichte von 2,9 bis 16,8%, wobei die
meisten Assoziationen nur fiir eine oder zwei Umwelten berechnet werden konnten, mit
Ausnahme der SSR-Marker gwm334 auf 6AS und gwml30 auf 7AS mit berechneten
Assoziationen fiir drei Umwelten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei den
ermittelten Assoziationen eher um Minor-QTL handelt, wobei diejenigen auf
Chromosomenarm 6AS bzw. 7AS anscheinend sehr konsistent sind. Ubereinstimmende
Assoziationen mit dem Blattbefall fiir beide Kreuzungen liessen sich fiir Marker auf den
Chromosomenabschnitten 1BS, 3DS und 7AS berechnen.

In der QTL-Analyse konnten fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' zwei QTL fiir
Blattresistenz detektiert werden, wovon der erste QTL auf Chromosom 1BS und der zweite
auf Chromosom 5DL lokalisiert wurde. Der QTL auf 1BS konnte sowohl fiir die einzelnen
Umwelten als auch iiber deren Mittel berechnet werden, wobei die R>-Werte in den einzelnen
Umwelten bei 20 und 21% und bei der Berechnung iiber das Mittel der Umwelten bei 27%
lagen, womit der QTL als ein Haupt- oder Major-QTL einzustufen ist. Ebenfalls lag der LOD-
Wert mit 5,97 bei der Berechnung iiber das Mittel der Umwelten hoher als in den einzelnen
Umwelten mit 4,31 und 4,45. Einen hoheren LOD-Wert eines QTL bei der Berechnung iiber
das Mittel der Umwelten gegeniiber den einzelnen Umwelten bewerteten SCHON et al. (1993)
in ihren Arbeiten zur Kartierung von Resistenz-QTL gegen den Maisziinsler mittels RFLP als
Anzeichen fiir die Konsistenz eines QTLs iiber die Umwelten. In den Untersuchungen von
KLEUER et al. (1977) konnte nach Tests an Keimlingen und anhand von Monosomenanalysen
der Weizensorte 'Atlas 66', welche FRECHA (1973) als Resistenztrager eingestuft hatte,
ebenfalls eine Resistenz gegen Septoria nodorum auf Chromosom 1B lokalisiert werden. Das
Allel fiir eine hohere Blattresistenz des QTLs auf 1BS stammte von der weniger anfilligen
Elternlinie 'Piko'. Die Allelverteilungen der beiden flankierenden Marker gwm33 und
gwm?268 wiesen einheitlich eine starke gestorte Segregation in Richtung der Elternlinie 'Piko’
auf. Moglicherweiser liegen in dieser Genomregion, welche ein gestortes Spaltungsverhéltnis
der Markerloci zeigen, genetische Faktoren, die einen Einfluss auf die Allelverteilung
wihrend der Meiose haben. In den Arbeiten von WEIB (1995) iiber die Entwicklung von
molekularen Markern und deren Anwendung in der Genomanalyse bei Weizen wird ebenfalls
von gestorter Segregation von Markerloci berichtet, welche ungleich iiber das Genom verteilt
waren und gehduft auf den Chromosomen 1B, 2B und 5B auftraten. Bei der Kartierung an
einer Fs-Nachkommenschaft von RILs einer Kreuzung des Winterweizens 'Forno' mit dem
Winterspelzweizen 'Oberkulmer’ stellten MESSMER et al. (1997) bei 35% der untersuchten
Markerloci eine gestorte Segregation fest. Die Chromosomen 5B und 7A zeigten einen
Uberhang an Allelen von 'Forno', wihrend fiir die Chromosomen 4B, 7B und 7D die Allele
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von 'Oberkulmer' iiberwogen. In ihrer Arbeit zur Kartierung von QTL flir Resistenz gegen
Fusarium Ahrenbleiche bei Gerste fanden ZHU et al. (1999) bei 25 von 97 Kkartierten
Markerloci eine gestorte Segregation. KNOTT (2001) stellte eine unnormale Segregation des
Sr6-Locus fiir Resistenz gegen Schwarzrost fest, welche moglichen Interaktionen mit s76-
Allelen des anfilligen Elters oder Transposonelementen zugeschrieben wurde. LI et al. (1999)
fanden fiir das Abwehrreaktionsgen Chil eine signifikante Abweichung vom erwarteten
Spaltungsverhiltnis 1:2:1 fiir eine F,-Population von Ae. tauschii. FARIS et al. (1998) fiihrten
eine molekulare Kartierung von Loci mit gestorter Segregation bei Ae. tauschii durch.

Der QTL fiir Blattresistenz auf Chromosom 5DL konnte nur nach Berechnung {iber das
Mittel der Umwelten detektiert werden, wobei der Anteil der erkldrbaren phénotypischen
Varianz mit {iber 15% relativ hoch lag und es sich ebenfalls um einen Haupt-QTL handeln
konnte. Das Allel fiir einen geringeren Befall stammte von dem mittel anfélligen Elter 'Euris'.
RAPILLY et al. (1988) fanden mittels Monosomenanalyse der Linie '"L22' und nach Tests an
Blattsegmenten sowie Feldversuchen, dass Chromosom 5DL einen kleinen Effekt auf die
Verminderung des Befalls mit Septoria nodorum hatte, neben grossen Effekten von 3A und
7A sowie weiteren kleinen Effekten von 2B, 4B, 5A, 5A und 7B. Dagegen stellten
NICHOLSON et al. (1993) nach Tests an Keimlingen und Untersuchungen von Substitutions-
linien eines synthetischen Weizens grosste Effekte von Chromosom 5D und 3D fest, neben
kleineren Effekten von 2A, 3B, 5A und 7D. ELLERBROOK et al. (1999) lokalisierten mit Hilfe
der Analyse von Isoenzym-, RFLP- und Mikrosatellitenmarkern an rekombinanten
Einzelchromosomenlinien von Substitutionslinien eines synthetischen Weizens eine Resistenz
(Srb3) gegen S. nodorum auf Chromosom 5D. In Abbildung 22 ist die ungefihre Lage des
QTLs zwischen den Markern gwml74 und gwml82 dargestellt im Vergleich mit den
genetischen Karten von ELLERBROOK et al. (1999) und HART et al. (1993) von Chromosom
5D. Die Orientierung der Marker gwml74 und gwml82 wurde in Anlehnung an die
Mikrosatellitenkarte von RODER et al. (1998) gewihlt und miisste durch die Kartierung
weiterer Marker bestétigt werden. Der lokalisierte QTL fiir Blattresistenz gegen S. nodorum
konnte zu einem Cluster von Resistenzgenen gehdren zusammen mit dem Braunrost-
resistenzgen Lr/ und dem Schwarzrostresistenzgen Sr30. Als Unterstiitzung dieser These
kann das zwischen den genannten Rostresistenzgenen lokalisierte Vernalisationsgen Vrn3
gesehen werden, da der Marker gwm174 signifikante Assoziationen zum Ahrenschieben in
beiden Jahren zeigte. Vernalisationsgene sind von entscheidender Bedeutung fiir die
Entwicklung einer Weizenpflanze, insbesondere fiir die Ahrenbildung.

Fiir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90" konnten in der QTL-Analyse mit den Daten von 96
F3-Familien keine signifikanten QTL detektiert werden. Die wesentlichen Ursachen dafiir
sind zum einen die geringe Genomabdeckung und zum anderen die vergleichsweise geringe
Anzahl an untersuchten Fs;-Familien, insbesondere deswegen, weil die Fs;-Familien genetisch
als F,-Generation zu betrachten sind und dies einen Informationsverlust bei kodominanten
Markern, wie SSR- und zum Teil RFLP-Markern, von ca. 50% und bei dominanten Markern,
wie AFLP- und die meisten RFLP-Marker, von ca. 75% zur Folge hat. Mit ausgewihlten
SSR-Markerpaaren, flir die sich eine Kopplung berechnen liess und welche in der
Einzelmarkerregression deutliche Assoziationen zum Blattbefall zeigten, wurden weitere 42
F;-Familien analysiert. AnschlieBend wurde mit dem erweiterten Datensatz dieser SSR-
Markerpaare eine QTL-Analyse durchgefiihrt, wobei zwei QTL detektiert werden konnten.
Ein QTL konnte auf Chromosom 1BS fiir den Standort Bergen 1999 lokalisiert werden mit
einem Wert fiir R von 10,6%. Der zweite QTL konnte auf Chromosom 3DS fiir den Standort
Griinbach 1999 lokalisiert werden mit einem Anteil der erkldrbaren phdnotypischen Varianz
von 8,8%. Beide QTL konnten ebenfalls bei der Berechnung mit dem Mittelwert der
Befallsdaten iiber die drei Umwelten Griinbach 1999, Hadmersleben 1999 und Bergen 1999
detektiert werden. Dabei fiel der LOD-Wert flir den QTL auf 1BS mit 2,62 etwas niedriger
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aus gegeniiber der Berechnung fiir die Umwelt Bergen 1999 mit 3,21. Dagegen lag der LOD-
Wert fiir den QTL auf 3DS mit 2,43 geringfiligig hoher gegeniiber der Berechnung fiir die
Umwelt Griinbach 1999 mit 2,37. Somit kann die Berechnung der QTL anhand der
Befallsmittelwerte liber die drei Umwelten tendentiell als Bestétigung fiir die jeweilige
Detektion in den einzelnen Umwelten gesehen werden.
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Abbildung 22: Skizzierte Lage des QTL fir Blattresistenz auf Chromosom 5DL (QSnb.whs-5DL) im
Vergleich mit kartierten Resistenzgenen aus der Literatur (Lr = Braunrost/ engl.: Leaf
rust, Pm = Mehltau/ Powdery mildew, Sr = Schwarzrost/ Stem rust, Srb = Blatt- und
Spelzenbraune/ Septoria nodorum blotch, Vrn = Vernalisation/ Vernalization response).

Fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' konnte kein QTL auf Chromosom 3DS mittels einer
CIM-Analyse lokalisiert werden, da sich fiir die untersuchten Marker keine Kopplung
berechnen liess. Dafiir konnten fiir den Marker gwm161, welcher auch zu den flankierenden
Markern des detektierten QTLs der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' gehort, signifikante R*-
Werte beziiglich des Blattbefalls fiir beide Jahre in der Einzelmarkerregression berechnet
werden, womit dann ebenfalls ein Vergleich gegeben ist. In den Arbeiten von NICHOLSON et
al. (1993) wurden nach Tests an Keimlingen und Untersuchungen von Substitutionslinien
eines synthetischen Weizens grosste Effekte fiir eine Resistenz gegen S. nodorum von
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Chromosom 5D und 3D festgestellt, neben kleineren Effekten von 2A, 3B, 5A und 7D.
MESSMER et al. (1997) fanden ebenfalls einen QTL auf Chromosom 3D sowie vier bis sechs
weitere QTL nach Feldversuchen und Analyse mit molekularen Markern einer Kreuzung von
einem Winterweizen mit einem Spelzweizen.

Somit konnte fiir beide Kreuzungsnachkommenschaften ein QTL auf 1BS lokalisiert
werden. Ob es sich bei den lokalisierten QTL um den gleichen QTL mit unterschiedlicher
Ausprigung oder eventuell um zwei verschiedene QTL handelt, kann letztendlich nur mit
einer hochauflosenden Kartierung eindeutig bestimmt werden. Ein Vergleich der Lage der
lokalisierten QTL auf Chromosom 1BS zeigt die Abbildung 23. Ergénzend sind im Vergleich
die Positionen einiger bereits kartierter qualitativer Resistenzgene nach HART et al. (1993) auf
1BS sowie die Lage von lokalisierten Abwehrreaktionsgenen nach LI et al. (1999) dargestellt.
Bei dem QTL konnte es sich eventuell um die in dieser Region lokalisierten
Abwehrreaktionsgene Chs oder Fmt handeln. Chs ist ein Gen, welches das Enzym
Chalconsynthase kodiert und Fmt ein Gen welches das Enzym Flavonol 7-O-
methyltransferase kodiert. Chalcone gehdren zu den Flavonoiden, einer grossen Gruppe
speziell in Pflanzen vorkommender Phenole mit einem Phenylchroman-Ringsystem. Das
Enzym Flavonol 7-O-methyltransferase ist an der Derivatisierung von Flavonolen, einer
weiteren Klasse von Pflanzenphenolen beteiligt. Einige Flavonoide und Pflanzenphenole
allgemein sind bekannt fiir ihr schiitzende Funktion gegeniiber Pilzkrankheiten. Phenole sind
dariiber hinaus auch am Prozess der Lignifizierung von Blattwunden beteiligt, dessen Rolle in
der Resistenzreaktion von Weizenblittern von RIDE (1975) untersucht wurde. VENCES et al.
(1982) konnten phenolische Verbindungen in Weizenbldttern dem Chromosom 1B sowie
sechs weiteren Chromosomen zuordnen. Der QTL konnte auch zu einem Cluster zusammen
mit dem Resistenzgen Yr/5 gegen Gelbrost gehoren. Der QTL, welcher fiir die Kreuzung
'Apollo' x 'G18/90' nahe am SSR-Marker fiir einen Gliadinlocus detektiert wurde, konnte dem
Resistenzgencluster, bestehend aus Genen gegen Gelbrost (Y79), Braunrost (Lr26),
Schwarzrost (Sr37) sowie gegen Mehltau (Pmd8), zugeordnet werden. Dieses Resistenz-
gencluster befindet sich vergleichsweise nahe am Gliadinlocus G/i-B1. Eine Assoziation von
QTL fiir Resistenz gegen Fusarium Taubdhrigkeit mit Gliadinloci auf Chromosom 1B und 1D
fanden ITTU et al. (2000) in ihren Untersuchungen von 108 RILs einer Winterweizen-
kreuzung. KELLER et al. (1999a) haben einen QTL fiir Resistenz gegen Mehltau auf 1BS
lokalisiert in einer Kreuzung von einem Winterweizen mit einem Spelzweizen sowie
MESSMER et al. (2000) einen Resistenz-QTL gegen Braunrost ebenfalls auf 1BS in derselben
Kreuzung. Bei der Kartierung von Abwehreaktionsgenen haben LI et al. (1999) festgestellt,
dass die Genomorganisation deutliche Cluster von Abwehrgenen aufweist, welche haufig in
distalen Regionen der Chromosomen lokalisiert sind. Diese Cluster sind im Laufe der
Evolution vermutlich aufgrund der Assoziation ihrer Funktionen erhalten geblieben. Studien
iiber Wirt-Pathogen Interaktionen lassen vermuten, dass die Expression von Abwehrgenen in
,Familien® coordiniert ist (HAHLBROCK et al. 1995), insbesondere wenn Abwehrgene durch
Signalmolekiile wie Ethylen, Salicylsdure oder Jasminsdure reguliert werden (RYALS et al.
1996). WENDLAND und HOFFMANN (1988) hat die quantitative Resistenz gegen S. nodorum
verschiedener Weizensorten anhand der quantitativen postinfektionellen Ethylenbildung
untersucht, welches die Vermutung unterstiitzt, dass Resistenz-QTL gegen S. nodorum
eventuell zu Clustern von Abwehr- bzw. Resistenzgenen gehdren, deren Expression durch das
Signalmolekiil Ethylen gesteuert wird. Beide QTL lassen sich auch den zwei gen-reichen
Regionen zuordnen, welche SANDHU et al. (2001) physikalisch auf dem kurzem Arm von
Chromosom 1B kartiert haben. Die Autoren konnten feststellen, dass tiber 82% der Rekom-
binationen von Chromosom 1BS in der weiter distal gelegenen Region stattfand und 17% in
der zweiten Region. Weniger als 1% Rekombination wurde fiir die restliche physikalische
Armlénge von 85% beobachtet.
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Abbildung 23: Skizzierte Lage der QTL fir Blattresistenz auf Chromosom 1BS (QSnb.whs-1BS) im
Vergleich mit kartierten Resistenzgenen bzw. Abwehrreaktionsgenen aus der Literatur
(Lr = Braunrost/ engl.: Leaf rust, Pm = Mehltau/ Powdery mildew, Sr = Schwarzrost/
Stem rust, Yr = Gelbrost/ Yellow rust, Chs = Enzym Chalconsynthase, Cht = Enzym
Chitinase, Fmt = Enzym Flavonol-7-O-methyltransferase).
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454 Detektion von QTL fiir Halmlinge und Ahrenschieben sowie mogliche
Koinzidenz mit Resistenzloci

Fiir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' konnten Assoziationen mit der Halmlinge fiir Marker
auf den Chromosomen 2AL, 2DS, 3AL, 5BS, 7AS und 7AL berechnet werden. Die meisten
R*-Werte lagen dabei deutlich unter 10%, womit es sich bei den meisten Assoziationen um
Minor-QTL handeln diirfte. Ausnahme davon bildet der Marker gwm130 auf 7AS mit 10,8%
und 14,5% Anteil phidnotypischer Varianz, womit die berechnete Assoziation als mittlerer
QTL fur Halmlénge anzusehen ist. In der QTL-Analyse konnte ein QTL auf Chromosom 7A
zwischen den Markerloci von gwml30 und gwm332 detektiert werden. Mit einem
berechneten Wert fiir R* von 23,1% ist der QTL als Haupt-QTL einzustufen und bestitigt das
Ergebnis aus der Einzelmarkerregression. Das Allel fiir grossere Halmlénge stammte von der
Elternlinie 'Euris', welcher die grossere Halmlidnge gegeniiber der Linie 'Piko' besitzt. Die
berechnete Assoziation mit der Halmlinge fiir Chromosom 2DS (Marker gwm296) ist
sicherlich auf die detektierten, unterschiedlichen Allele des Verzwergungsgens Rht8 auf 2DS
zurlickzufithren. Der fiir RA¢8 diagnostische Marker gwm291, welcher mit ca. 1 ¢cM eng
gekoppelt ist mit Marker gwm?296, detektierte flir die Elternlinie 'Euris' ein Allel, welches fiir
eine erhohte Pflanzenldnge von ca. drei Zentimetern verantwortlich ist (KORZUN et al. 1998).

Mit Ausnahme des Chromosoms 2AL konnte fiir alle anderen Marker, fiir die eine
Assoziation mit der Halmlidnge berechnet werden konnte, ebenfalls eine Assoziation mit dem
Ahrenbefall als auch mit dem Blattbefall berechnet werden. Da zwischen den Boniturdaten
der Halmlinge und des prozentualen Ahrenbefalls eine schwache bis mittlere negative
Korrelation berechnet werden konnte, wére dies als Hinweis auf eine mogliche Kopplung von
QTL fiir Halmléinge und QTL fiir Ahrenresistenz zu sehen. ZHU et al. (1999) fanden in ihren
Arbeiten zur Kartierung von QTL fiir Resistenz gegen Fusarium bei Gerste Koinzidenzen fiir
alle Resistenz-QTL mit QTL fiir Halmlinge und anderen morphologischen Merkmalen.
Assoziationen mit der Halmlidnge konnten fiir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' fiir Marker
auf den Chromosomen 1BL, 2DS, 3DL, 5BS, 5DL und 7AS berechnet werden. Damit zeigten
sich Ubereinstimmungen fiir beide Kreuzungen beziiglich der Assoziation mit der Halmliinge
fiir die Chromosomen 2DS, 5BS und 7AS. In der QTL-Analyse konnten keine QTL fiir
Halmlidnge detektiert werden, vermutlich aus den zuvor genannten Griinden der geringen
Genomabdeckung sowie des geringeren Informationsgehaltes aufgrund des Generationstyps
der Nachkommenschaft (F;-Familien). Da bei den Elternlinien 'Apollo' und 'G18/90' fiir das
Verzwergungsgen Rht8 das gleiche Allel detektiert wurde, wére es denkbar, dass sich auf
Chromosom 2BS zusitzlich ein QTL fiir Halmlénge befindet. KELLER et al. (1999a) fanden in
ihren Untersuchungen tiber QTL fiir Resistenz gegen Mehltau bei Weizen, dass acht von 17
QTL auf Chromosomen mit bekannten qualitativen Mehltauresistenzen (Pm-Gene) lokalisiert
waren. Zusétzlich repriasentierte ein Major-QTL die Mehltauresisitenz Pm5 auf Chromosom
7B. Lediglich fiir Chromosom 7AS konnten auch Assoziationen zum Ahren- und Blattbefall
berechnet werden. Fiir die Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90' konnten ebenfalls zwischen den
Boniturdaten fiir Halmlinge und Ahrenbefall mittlere negative Korrelationen berechnet
werden, welches die Vermutung der Kopplung von Halmlingen-QTL mit QTL fiir
Ahrenresistenz unterstiitzt.

Assoziationen mit dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnten fiir die Kreuzung 'Piko' x
'Euris' fiir Marker auf den Chromosomen 1BS, 2AL, 2DS, 3AL, 5BS, 5DL, 7AS und 7AL
berechnet werden. Die Werte fiir den Anteil der phdnotypischen Varianz reichten dabei von
knapp vier Prozenz bis tliber 20%. In der QTL-Analyse konnten fiir die Chromosomen 5DL
und 7A QTL fiir Ahrenschieben detektiert werden. Mit einem Wert fiir R* von 20,8% fiir den
QTL auf Chromosom 5DL ist als Major-QTL anzusehen. Der flankierende Markerloci
gwml74 liegt nahe zum Vernalisationsgen Vrn3, womit sicherlich ein Zusammenhang bzw.
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Einfluss anzunehmen ist. SOURDILLE et al. (2000) fanden in ihren Arbeiten zur Bestimmung
von QTL fiir Ahrenschieben und Photoperiodismus eine Assoziation des Markerloci gwm174
zu beiden Merkmalen. Sehr bemerkenwert ist, dass fiir alle Markerloci, fiir die ecine
Assoziation zum Ahrenschieben berechnet werden konnte, sich auch Assoziationen zum
Blattbefall und teilweise zum Ahrenbefall berechnen liessen. Da die berechneten
Korrelationen zwischen den Boniturdaten des Blattbefalls und denen des Ahrenschiebens in
beiden Jahren schwach negativ waren, lassen die Ergebnisse der Regressionsanalyse eher auf
eine Pleiotropie der betreffenden QTL schliessen als auf eine Kopplung von QTL beider
Merkmale. In ihrer Studie iiber die Beziehung zwischen der Pflanzenhohe bzw. dem
Zeitpunkt des Ahrenschiebens und der Resistenz gegen Septoria nodorum kommen SCOTT et
al. (1982) zu dem Schluss, dass Pleiotropie eher als Erkldrung fiir die genetische Assoziation
von Pflanzenhdhe und Ahrenschieben mit der Resistenz anzusehen ist, als eine Kopplung von
QTL der beiden Merkmale. Fiir die Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' konnten Assoziationen mit
dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens fiir Marker auf den Chromosomen 3DS, 4BL, 5BL und
6D berechnet werden. Die Assoziation zum Ahrenschieben fiir Chromosom 5BL ist eventuell
auf das Vernalisationsgen Vrn2 zuriickzufiihren, welches ebenfalls auf 5BL lokalisiert ist
(SNAPE et al. 1998). Assoziationen der betreffenden Marker zum Ahren- oder Blattbefall
konnten nicht berechnet werden mit Ausnahme des Markers gwm118 auf Chromosom 5BL,
fiir den sich eine Assoziation zum Ahrenbefall berechnen liess. Die festgestellte parallele
Assoziation zum Blattbefall und zum Ahrenschieben bei Markern der Kreuzung 'Piko' x
'Euris' war flir Marker der Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' nicht zu beobachten. Allerdings lésst
sich eine mogliche Koinzidenz von Vernalisationsgenen der homeologen Chromosomen 5SBL
und 5SDL mit Resistenzgenen bei beiden Kreuzungen vermuten.
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4.6 Ausblick

Die evolutiondre Entwicklung des Saat- bzw. Brotweizens (Triticum aestivum L.) fithrte
zur Ausbildung eines dreifachen bzw. hexaploiden Genoms, wodurch sich agronomische
wichtige Eigenschaften wie hoher Ertrag, Widerstandsfihigkeit und gutes Adaptionsverhalten
vereinigten und womit der Weizen zu einer der drei weltweit meist angebauten Kulturpflanze
wurde.

Die Aufklirung der Genetik des Weizens, welche schliesslich in die praktische Ziichtung
eingeht, ist aufgrund des riesigen hexaploiden Genoms um so schwieriger und aufwendiger.
Hinzu kommt der im Vergleich zu anderen Kulturpflanzen geringere Polymorphiegrad,
vermutlich bedingt durch die vergleichsweise junge Evolution, was dazu gefiihrt hat, dass sich
genetische Arbeiten mit molekularen Markern nur langsam entwickelt haben und denen von
anderen Kulturpflanzen hinterherlaufen. Durch neue Markertechniken wie den SSR- und
AFLP-Markern konnte diesen Problemen begegnet werden und grosste Hoffnungen und
Erwartungen werden an die neueste Markermethode der sogenannten ‘Single Nucleotide
Polymorphismn’ (SNP) gesetzt. Mit SNPs werden Polymorphismen, die in dem Unterschied
eines einzelnen DNA-Nukleotids bestehen, detektiert, wozu allerdings auch ein erhohter
analytischer Aufwand, wie beispielsweise der Einsatz eines Massenspektrometers zur
spezifischen Detektion der einzelnen Nukleotide, notwendig ist.

In der vorliegenden Arbeit kamen RFLP-, SSR- sowie AFLP-Marker zum Einsatz im
Rahmen der Analyse der quantitativen Resistenz gegen Blatt- und Spelzenbriune (Septoria
nodorum). Es konnten QTL filir Blattresistenz sowie Assoziationen von Chromosomen-
abschnitten zu Ahren- und Blattresistenz bestimmt werden, womit diese Arbeit einen Beitrag
zur Aufklarung des genetischen Hintergrunds der quantitativen Resistenz gegen S. nodorum
liefert. Eine solche QTL-Kartierung verfolgt im wesentlichen zwei Ziele, zum einen die
Aufkldrung der genetischen Zusammenhénge eines quantitativen Merkmals und zum anderen
die Entwicklung von Markern fiir den Einsatz in der praktischen Ziichtung in einer
markergestiitzten Selektion (MAS). Als Hilfe fiir Ziichter fiir die Selektion auf Resistenz wird
auch an der Entwicklung von ‘in vitro-screening’-Methoden gearbeitet. In den
Untersuchungen von WICKI et al. (1999b) wurden zygotische Embryonen sowie Kdrner von
Nachkommenschaften verschiedener Kreuzungen sowie verschiedener Generationsstufen auf
mit einem toxinhaltigem Rohextrakt von S. nodorum als selektivem Agens behandelten
Medien kultiviert und mit Feldversuchen mit kiinstlicher Infektion verglichen. Dabei konnten
keine Korrelationen zwischen der Reaktion in vitro und dem Resistenzniveau auf dem Blatt
gefunden werden (WICKI 1997), hingegen eine gute Ubereinstimmung zwischen der Reaktion
in vitro und dem Resistenzniveau auf der Ahre fiir die Elternlinien, fiir die Generationen F;
und Fs, aber nicht fiir die F3-Generation. Es zeigte sich, dass eine Selektion in vitro von
einzelnen Pflanzen in frithen spaltenden Nachkommenschaften nicht moglich ist, da die
Methode nicht prizise genug ist. WENZEL und FOROUGHI-WEHR (1990) fanden bei
Nachkommen von regenerierten Pflanzen von Gerste, Weizen und Kartoffel, welche in vitro
auf Resistenz gegen Helminthosporium, Fusarium bzw. Phytophtora selektiert worden waren,
keinen signifikanten Unterschied beziiglich des Resistenzniveaus des Ausgangsmaterials.

Neben der Entwicklung von molekularen Markern fiir die praktische Ziichtung hat die
genetische Kartierung auch die Klonierung von Genen zum Ziel, welche wiederum fiir eine
noch spezifischere Selektion in der Ziichtung als auch fiir die genetische Aufklérung
Anwendung findet. Fiir eine kartengestiitzte Genisolierung ist eine Anreicherung von
Markern bzw. eine hochauflosende Kartierung der Zielregion notwendig. Dies kann erreicht
werden durch die Verwendung von nah-isogenen Linien (NILs), welche sich im Idealfall nur
in einem Chromosomensegment, auf dem sich das Zielgen befindet, vom rekurrenten Elter
unterscheiden (KAEPLER 1997). Ein weiterer Schritt in Richtung Genisolierung bzw. -
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klonierung ist das ‘chromosome landing’, welches SCHWARZ et al. (1999a) mittels AFLP-
Marker in Kombination mit Mla-Allel spezifischen NILs angewendet hat, um eng gekoppelte
Marker fiir den Mla-Locus bei Gerste zu finden. Fiir eine gezielte Untersuchung von
Genombereichen bietet sich die Analyse von phianotypischen ‘Pools’ an, wozu die Individuen
einer spaltenden Nachkommenschaft in zwei phanotypische Gruppen, wie z. B. resistente und
nicht resistente Pflanzen, zusammengefasst werden. Die anhand dieser ‘Pools’ selektierten
Marker, die einen Polymorphismus detektieren, befinden sich dann mit grosser Wahrschein-
lichkeit in der Ndhe eines Genortes, welcher fiir Resistenz verantwortlich ist. Mit dieser
sogenannten ‘Bulked Segregant Analysis’ (BSA) gelang es MICHELMORE et al. (1991) eng
gekoppelte Marker fiir ein Mehltauresistenzgen bei Salat sowie CHANTRET et al. (2000)
Resistenz-QTL gegen Mehltau bei Weizen mittels Mikrosatelliten zu finden. Die Anwendung
von BSA fiir quantitative Merkmale ist nur begrenzt moglich, da zum einen das
Zusammenstellen der ‘Pools’ schwierig ist aufgrund der kontinuierlichen phénotypischen
Variation und zum anderen konnen nur Haupt-QTL detektiert werden. Effektiver fir die
Detektion von QTL zeigten sich DNA-Pool-Strategien (WANG und PETERSON 1994, PEREZ-
ENRISCO 1998). Das Zusammenstellen der ‘Pools’ auf der Basis bereits kartierter Marker
ermoglicht die Anreicherung von Markern in genetisch definierten Intervallen (GIOVANNONI
et al. 1991).

Molekulare Marker konnten dariiber hinaus auch zur Selektion von transgenen
Weizenpflanzen nach erfolgter Tranformation eingesetzt werden, insbesondere fiir die
Detektion sogenannter ‘Ausreisser’, d. h. von Pflanzen, die auf einem Selektivmedium fiir
transgene Pflanzen wachsen, obwohl die Markergene nicht integriert worden sind (DAHLEEN
et al. 2001). Obwohl es schon einige Arbeiten zur Entwicklung von transgenen Weizen-
pflanzen gibt, insbesondere auch beziiglich antifungaler Resistenz (JAUHAR und CHIBBAR
1999, CHEN et al. 1999), ist die Anwendung von Transformationen in grosserem Stil bisher
noch nicht moglich, aufgrund von genotypspezifischen Effekten bei der Pflanzenregeneration,
niedriger Tranformationsraten, somaclonaler Variation, Problemen bei der Vererbung von
transgenen Merkmalen sowie bei der Stabilitdt der Genexpression (‘gene silencing‘, DEMEKE
et al. 1999). Die in dieser Arbeit mit molekularen Markern detektierten QTL fiir Blattresistenz
gegen S. nodorum bilden eine Grundlage fiir die Entwicklung von eng gekoppelten Markern
zu diesen QTL. Diese eng gekoppelten Marker konnten dann in einer markergestiitzten
Selektion zur Erhohung der Resistenz gegen S. nodorum in der konventionellen
Weizenziichtung eingesetzt werden.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Die Verbesserung der quantitativen Resistenz gegen Pilzkrankheiten gehort zu den
wichtigsten Zielen in der Weizenziichtung und ist aufgrund der polygenen Natur der
Vererbung und der damit verbundenen kontinuierlichen phanotypischen Variation schwer fiir
Ziichter zu bearbeiten.

Mit der vorliegenden Arbeit sollten quantitative Merkmalsloci (QTL), welche fiir eine
Resistenz gegen Blatt- und Spelzenbraune (Septoria nodorum) verantwortlich sind, anhand
von Nachkommenschaften zweier Weizenkreuzungen mittels molekularer Marker analysiert
werden. Die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Piko' x 'Euris' bestand aus 190 rekombinanten
Inzuchtlinien (RIL) der F4-Generation und wurde in den Jahren 1998 und 1999 in Freising-
Pettenbrunn auf dem Feld angebaut und nach kiinstlicher Infektion auf prozentualen Befall
der Ahre (Spelzen) und Blitter bonitiert. Die Nachkommenschaft der Kreuzung 'Apollo’ x
'G18/90" umfasste 200 F3-Familien und wurde 1998 und 1999 in Griinbach sowie 1999
zusitzlich an zwei weiteren Ziichterstandorten auf dem Feld angebaut und ebenfalls nach
kiinstlicher Infektion bonitiert. Fiir beide Nachkommenschaften wurden ebenfalls die
Resistenz beeinflussenden Merkmale Halmlinge und Zeitpunkt des Ahrenschiebens
aufgenommen. Die Boniturdaten wurden auf Normalverteilung getestet und Korrelation
zwischen Ahren- und Blattbefall sowie zwischen den Umwelten berechnet. Die Ergebnisse
zeigen, dass es sich bei der Resistenz gegen S. nodorum der untersuchten Kreuz-
ungsnachkommenschaften um eine quantitative Resistenz handelt, welches im Einklang mit
den meisten bisherigen Arbeiten steht und unterstiitzen die These von separaten
Resistenzkomplexen fiir Ahre und Blitter.

Von der Nachkommenschaft Piko' x 'Euris' wurden 148 Linien mit RFLP- und SSR-
Markern untersucht, und es konnte eine genetische Kopplungskarte mit insgesamt sechs
chromosomenspezifischen Kopplungsgruppen berechnet werden. 96 Linien der Nachkom-
menschaft 'Apollo' x 'G18/90' wurden mit RFLP-, SSR- und AFLP-Markern analysiert, und es
konnte eine Kopplungskarte mit insgesamt 15 chromosomenspezifischen und sechs
anonymen Kopplungsgruppen erstellt werden Die Untersuchung der SSR- und AFLP-Marker
erfolgte mit fluoreszenzmarkierten Primern und die Analyse der amplifizierten PCR-Marker
mittels eines Sequenziergerdtes mit Laserdetektion und computergestiitzter Auswertung. Die
Kopplungskarten wurden mit Hilfe des Programms Mapmaker erstellt, welches die Grundlage
bildete fiir die anschliessende QTL-Analyse mittels des Programms PlabQTL. Ferner wurden
Assoziationen von einzelnen Markern mit dem Ahren- und Blattbefall bzw. zur Halmlinge
und zum Zeitpunkt des Ahrenschiebens anhand einer ANOVA mit dem Programm SPSS
berechnet. Die bevorzugte Eignung von SSR- und AFLP-Markern fiir eine effektive
Kartierung des Weizengenoms und damit auch fiir die QTL-Detektion wurde dargelegt.

Fir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' konnten zwei QTL fiir Blattresistenz auf den
Chromosomen 1BS und 5DL detektiert werden. Ebenfalls zwei QTL fiir Blattresistenz
konnten fiir die Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90" auf den Chromosomen 1BS und 3DS gefunden
werden. Signifikante QTL fiir Ahrenresistenz liessen sich fiir keine der beiden Kreuzungen
bestimmen. Als Hauptursache daflir ist die geringe Markerabdeckung des riesigen
Weizengenoms zu sehen, welches mit ca. 1,7 x 10'® Basenpaaren 35 mal so gross wie das
Reisgenom ist. Signifikante Assoziationen zum Ahrenbefall konnten fiir die Kreuzung 'Piko'
x 'Euris' fir die Chromosomen 1BS, 2DS, 2AL, 3DL, 5BS, 5DL, 7AS und 7AL sowie fiir die
Kreuzung 'Apollo' x 'G18/90' fiir die Chromosomen 2AS/4D, 3DS, 5Bl 5DL, 6A, 7AS und
fiir die anonyme Kopplungsgruppe 4KG berechnet werden.



ZUSAMMENFASSUNG 101

Die gefundenen QTL fiir Blattresistenz stimmen mit Ergebnissen von Arbeiten mit
klassischen Methoden iiberein. Die Lage der QTL wurde mit denen von kartierten monogenen
Resistenzen verglichen und eine mogliche Zuordnung der detektierten QTL auf Chromosom
IBS zu einem Cluster von monogenen Resistenzen gegen iiberwiegend Blattkrankheiten
dargestellt. Die Einordnung der QTL auf 1BS in eine Resistenzgenfamilie, fiir die Ethylen als
Signalmolekiil fungiert, wurde diskutiert.

Fir die Kreuzung 'Piko' x 'Euris' konnte als weiteres ein QTL fiir Halmlinge auf
Chromosom 7A und ein QTL fiir Ahrenschieben auf Chromosom 5DL detektiert werden. Fiir
beide Kreuzungen konnten fiir mehrere Marker Assoziationen zur Halmlinge und zum
Ahrenschieben berechnet werden. Mogliche Zusammenhinge zwischen QTL fiir Resistenz
und QTL bzw. bereits lokalisierten Genloci fiir Pflanzenmorphologie wurden diskutiert.

Die kartierten QTL fiir Blattresistenz sowie die berechneten Assoziationen einzelner
Marker zur Ahrenresistenz gegen S. nodorum bilden eine Grundlage fiir die Entwicklung von
eng gekoppelten molekularen Markern. Diese molekularen Marker stellen ein effektives
Instrument in einer markergestiitzten Selektion eines Weizenziichtungsprogramms zur
Verbesserung der quantitativen Resistenz gegen Blatt- und Spelzenbrdune durch Septoria
nodorum.
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7 Anhang

Tabelle 46: Allelverteilung der untersuchten informativen Marker der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90'

Chromosom Marker 'Apollo’ Heterozyg. 'G18/90' X

1BS y-Glia 20 47 25 0,59
E38M52-152 66 (-) 25 0,30
E42M52-194 23 (-) 61 0,25
E42M52-190 20 (-) 65 0,10
gwmll 21 40 34 5,93

1DS 7 T E4IM49-89 ¢ 65 () 7 2T 0,00
gwm337 19 59 17 5,65
gwm458 17 53 22 2,67

2BS T T gwm257 7 44 T 2359
E35M45-231 15 (-) 74 3,15
gm148 17 45 30 3,72
E35M47-55 52 (-) 37 13,04

2BL " E4IM54398 C 37 (S T 41 T 31,61
E41M58 6 (-) 84 16,13
gwm120 14 36 44 24,30

2DL T gwm349 220 T T4 T T T3r T 298
E42M49-168 62 (-) 27 1,35
gwm301 20 47 20 0,56
E42M49-236 25 (-) 63 0,55

3AS 7 T E38M57-66 ¢ 56 (=) T3 7006
E42M49-116 66 (-) 23 0,03
gwm5 15 53 27 4,31

3BS T E38M52:251 ] 16 () s T T 2,67
E38M55-117 19 (-) 72 0,82
E38M55-152 22 (-) 65 0,00
E38M55-235 25 (-) 57 1,32
gwm389 20 43 29 2,15

3DS 7 T gwmlel 227 33 T T33 T 825
E37M58-210 66 (-) 25 0,30
E41M58-51 57 (-) 33 6,53
gwm?2 20 48 20 0,73
E35M54-76 18 (-) 72 1,20
E37M58-208 20 (-) 71 0,44
E33M57-59 37 (-) 55 11,36

4BL 7 T gwml49 T 19 T4 T T 300 T 340
E37M58-369 24 (-) 64 0,24
gwm375 24 38 30 3,57
gwmo6 28 42 23 1,41

5AS 77 T E37M58-442 ] 18 () 70T 097
gwm?205 13 26 56 58,39

gwml54 23 29 38 16,38



Fortsetzung Allelverteilung der untersuchten informativen Marker der Kreuzung 'Apollo’ x 'G18/90'

Chromosom Marker 'Apollo’ Heterozyg. 'G18/90' X

6BL gwml93 16 40 38 12,38
E38M52-59 20 (-) 71 0,44
AC22 18 (-) 74 1,45
gwm219 22 46 27 0,62

6D T Whs28 1028 T s T 5204
Whsl116 16 46 28 3,24

TAT T T T E4IM58-406 - L 5880
E38M57-43 43 (-) 43 28,67
gwm?260 28 48 18 2,17

7BS T T gwmd00 I 28T 476
gwm573 21 47 25 0,35
gwm46 22 49 24 0,18
E37M58-162 22 (-) 69 0,03
E38M52-91 20 (-) 71 0,44
gwm297 21 44 27 0,96
E35M54-247 24 (-) 65 0,18

t: kartierte Position des SSR-Markers mit multiplen Allelen
1: Position nach KORZUN et al. (1997)
*: Loci mit Nullallel und dominanter Auswertung

Anonyme
Kopplungs-gruppe  Marker 'Apollo’ 'G18/90' X
IKG E42M49-311 46 40 37,22
E42M52-191 55 29 73,40
E41M54-308 61 16 120,73
E38M52-317 57 30 76,17
E33M57-457 61 29 87,84
E33M57-245 61 29 87,84
2KG T T E42M52277 e 66 20 1281 T T
E35M47-253 58 29 80,56
E42M52-115 60 29 85.40
E41M54-274 50 27 65,49
E41M54-322 49 28 61,30
3KGT T UE38M57A119 330 57 T T T 705 0 T T T
E35M54-259 20 67 125,52
E42M52-342 22 61 104,10
E35M47-202 18 70 139,64
E42M53-51 20 69 130,97
E35M54-321 20 65 120,10

E38M52-230 27 64 99,73



ANHANG 115

4KG E35M47-179 29 61 87,84
E42M53-282 26 62 96,97
E37M58-241 33 58 72,82
E38M57-470 36 53 72,82
E35M54-183 34 53 59,87
E35M54-279 37 52 53,04
5KG E42M49-123 1079 T T T I299 T T T
E42M49-232 12 77 179,63
E42M49-337 15 74 160,48
E33M57-164 15 77 169,04
6KG  E4IM49-108 ] 12° T 96
E41M62-116 10 81 198,86
E37M58-335 14 77 172,49
E38M58-165 16 70 145,88
E36M54-282 18 72 145,20
E42M49-239 19 70 136,63

E42M49-74 18 71 142,42
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Marienstrasse 2
80331 Miinchen

05.02.1969
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