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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Ahrenfusariosen bei Weizen

Die wirtschaftliche Bedeutung der Ahrenfusarien bei Weizen ( Triticum aestivum L.) hat in den
letzten Jahren in den Getreideanbaugebieten der humiden und semihumiden Klimaregionen
weltweit zugenommen. Die durch Fusariumpilze verursachte partielle WeiB- oder
Taubahrigkeit (engl. Fusarium head blight, Scab) kann epidemische AusmaBe annehmen
und zu betrachtlichen Ertrags- und Qualitatsverlusten flihren. Insbesondere die
Kontamination der Kérner von infizierten Pflanzen mit pilzlichen Toxinen bereitet Probleme.
Pilze der Gattung Fusarium haben einen breiten Wirtskreis und kénnen alle Getreidearten
einschlieBlich Mais infizieren. Die weltweit wichtigsten Krankheitserreger der partiellen
Taubéhrigkeit sind Fusarium graminearum und Fusarium culmorum. In den warmen
Klimaregionen in Europa, China, Kanada und den USA ist vorwiegend F. graminearum
Verursacher der Ahrenfusariose, wahrend in den kiihleren Regionen Nordeuropas F.
culmorum dominiert (Parry et al. 1995, Bottalico und Perrone 2002).

Als Inokulum fir die Infektion der Weizenpflanzen kénnen sowohl vegetativ durch Zellteilung
produzierte Makrokonidien als auch die generativ gebildeten Ascosporen der Hauptfrucht-
form Gibberella zeae von F. graminearum dienen (Sutton 1982). Fur F. culmorum ist keine
Hauptfruchtform bekannt. Fusariumpilze kénnen als Chlamydosporen oder als Myzel sowohl
auf totem wie auf lebendem Wirtsgewebe existieren. Insbesondere nicht untergepfligte
Pflanzenrickstédnde stellen eine wichtige Inokulumquelle dar. Die in Perithezien
produzierten, flugfahigen Ascosporen werden Windverbreitet (Tschanz et al. 1975). Die
Makrokonidien gelangen mit Hilfe von Spritzwasser in héhere Blattetagen bis zu den Ahren.
Auf der Oberflache des Wirtes keimen die Konidien bzw. Ascosporen sechs bis zwdlf
Stunden nach der Inokulation und innerhalb von zwei Tagen beginnt das Myzelwachstum.
Das rétliche Myzel dringt Uber die innere Oberflache der Hullspelzen bis zu den Bllten vor,
wo der Erreger in die Wirtspflanze eintritt. In den Ahrenspindeln folgt die basipetale
Ausbreitung bis zu den Kornanlagen (Kang und Buchenauer 2000). Die Unterbrechung der
Nahrstoffversorgung zu den Spindeln flhrt zur Entstehung von Schmachtkérnern oder zum
Absterben der Kornanlagen. Oberhalb des Infektionspunktes kommt es zum Ausbleichen
einzelner Ahrchen und somit zur Entwicklung des typischen Schadbildes, der partiellen
Taubahrigkeit (Abbildung 1). Unterhalb der Infektionsstelle entstehen meist normal groBe
Kérner, welche aber mit Mykotoxinen belastet sein kdnnen. Kontaminierte Kdrner sind
weiBlich und teilweise stark verformt (Abbildung 2).

Fir die Entwicklung und Ausbreitung der pilzlichen Krankheitserreger sind feucht-warme
Witterungsbedingungen von Vorteil. AuBerdem wird bei einer hohen Kornfeuchte die
Keimung der Konidien geférdert und das Myzelwachstum Uber einen langeren Zeitraum
ermdglicht. Somit wird die Infektion des Wirtes erleichtert und der Befallsdruck erhéht. Liegt
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ausreichend Inokulum vor und befinden sich die Wirtspflanzen wahrend der Infektionsphase
in der Blite, so ist bei feucht-warmer Witterung das Risiko eines epidemieartigen Befalls
sehr hoch (Obst und Bechtel 2000).

Abbildung 1: Symptome der partiellen Abbildung 2: Kérner von fusariuminfizierten
Taubéahrigkeit bei Winterweizen Pflanzen

Das Absterben der Kornanlage hat eine geringere Kornzahl pro Ahre zur Folge und die
Bildung von Schmachtkérnern fihrt zu einem vermindertem Tausendkorngewicht. Die
Verarbeitungsqualitédt des Erntegutes verschlechtert sich ebenso wie die Keimfahigkeit der
Kérner von befallenen Pflanzen (Argyris et al. 2003).

Gravierender als die durch Fusariumpilze verursachten Ertragsverluste, ist die Kontamination
der Korner infizierter Pflanzen mit Mykotoxinen. Sowohl F. graminearum als auch F.
culmorum sind in der Lage Mykotoxine in infizierten Kérnern zu produzieren (Bottalico 1998).
Die Kontamination von Lebens- und Futtermitteln mit Pilzgiften stellt weltweit ein ernstes
Problem dar. Als Mykotoxine bezeichnet man die sekundaren Stoffwechselprodukte von
Schimmelpilzen, die bei chronischer Aufnahme bereits in geringen Dosen toxisch auf den
tierischen bzw. menschlichen Organismus wirken kénnen. Im Getreide auftretende toxische
Metabolite, wie Deoxynivalenol (DON), Nivalenol (NIV) und Zearalenon (ZEA) wurden in den
letzten Jahren in beachtlichen Mengen festgestellt. Der Gruppe der Trichothecene (DON,
NIV) kommen in Europa hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens und der gefundenen
Mengen besondere Bedeutung zu (Bottalico und Perrone 2002). Die toxikologischen
Eigenschaften der Trichothecene kénnen u.a. zur Hemmung der Proteinbiosynthese und zu
einer Beeintrachtigung des Verdauungstraktes fihren sowie eine suppressive Wirkung auf
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das Immunsystem haben. Einen Uberblick iiber die chemische Struktur, die toxikologischen
Eigenschaften und die Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit der Trichothecene ist
bei Sudakin (2003) nachzulesen.

In der Européaischen Union wurden 2002 Richtlinien fir Hochstgehalte von DON in
Getreideprodukten fir die menschliche Ernahrung festgelegt. Im Februar 2004 hat das
Deutsche Bundesministerium far Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschaft die
Héchstmengenverordnung fir Mykotoxine in Getreideerzeugnissen geandert und als bisher
einziges EU-Mitglied Hochstgehalte u.a. fir Deoxynivalenol eingefthrt (Anonym 2004):

in Getreideerzeugnissen und Teigwaren 500 pgkg™

in Brot und Backwaren 350 ugkg

in didtischen Getreideerzeugnissen fiir Sauglinge und Kleinkinder 100 pgkg™

Problematisch fir die Einhaltung der zulassigen Héchstmengen ist die Tatsache, dass noch
keine einfache, kostenglinstige und sichere Schnellbestimmungsmethode fir die DON-
Belastung in Korn-Partien zur Verfugung steht. Ein epidemischer Verlauf des
Fusariumbefalls tritt zwar nur sporadisch auf, bei giinstigen Infektionsbedingungen kann der
DON-Gehalt die in der Verordnung genannten Héchstwerte jedoch schnell Ubersteigen.
Hohe wirtschaftliche Verluste durch Ahrenfusariosen sind in den letzten Jahren insbesondere
in den USA, in Kanada und in China entstanden. Das Ministerium fir Landwirtschaft der USA
(United States Department of Agriculture, USDA) hat die Ahrenfusariose des Weizens als
schlimmste Pflanzenkrankheit seit der Schwarzrostepidemie ausgeldst durch den Pilz
Puccinia graminis f. sp. triticiin den 1950er Jahren eingestuft (McMullen et al. 1997).

Seit Mitte der 1980er Jahre wird auch in Deutschland ein epidemischer Fusariumbefall bei
Weizen beobachtet. In Bayern kam es beispielsweise in den Jahren 1987, 1991, 1993, 1998,
1999 und 2002 zu einem starken Befall des Weizens mit Ahrenfusarien. Die Ursachen fiir
diese Entwicklung stehen im Zusammenhang mit einigen Faktoren des intensiven
Getreideanbaus, welche den Krankheitserreger begunstigen. So wird die Produktion des
Inokulums durch den verstarkten Anbau von Mais seit den 1960er Jahren in Verbindung mit
einer engen Fruchtfolge (Winterweizen nach Mais) und der Tendenz zu einer
konservierenden Bodenbearbeitung geférdert. Auch der Anbau von fusariumanfélligen,
kurzstrohigen Hochertragssorten erhéht das Risiko eines starken Fusariumbefalls.
Entsprechende pflanzenbauliche MaBnahmen, wie eine weite Fruchtfolge und das
Unterpfligen von Pflanzenriickstanden kénnen die Anreicherung des Inokulums vermindern
und so das Schadpotential der Ahrenfusarien senken (Beck und Lepschy 2000, Dill-Macky
und Jones 2000).
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Fungizide mit einer Wirkung gegen Ahrenfusarien sind prinzipiell vorhanden, allerdings ist
die termingerechte Applikation problematisch. Der Fusariumbefall der Ahren tritt ohne
vorherige Blattsymptome auf. Der Zeitraum, in dem ein wirksamer Einsatz von Fungiziden
maoglich ist, betragt nur wenige Tage nach der Infektion (Obst und Gammel 2000). Wenn
Ahrensymptome sichtbar werden, ist es fiir einen Fungizideinsatz bereits zu spat. Da die
Befallswahrscheinlichkeit und die Schwere des Befalls stark von Witterungsbedingungen
beeinflusst werden, ist eine Prognose Uber die Notwendigkeit einer Fungizid-Applikation
schwierig. Die Verwendung von Fungiziden ist grundsétzlich, sowohl aus 6konomischen als
auch aus 6kologischen Griinden, kritisch zu betrachten. Zudem wurde beobachtet, dass
Fungizide mit dem Wirkstoff Strobilurin sogar zu erhdéhten Toxingehalten fiihren kénnen
(Obst und Gammel 2000, Simpson et al. 2001). Einen Uberblick tber die Wirksamkeit von
verschiedenen pflanzenbauliche MaBnahmen, sowie von Fungiziden geben z.B. Parry et al.
(1995), Dill-Macky und Jones (2000) und Pirgozliev et al (2003).

Der Anbau von resistenten Sorten hat die besten Aussichten das Risiko einer
Fusariumepidemie, sowie das Befallsniveau und das Schadpotential zu vermindern (Bai und
Shaner 1994, Ruckenbauer et al. 2001, Rudd et al. 2001).

Das deutsche Bundessortenamt bertcksichtigt bei Leistungsprifungen fir das amtliche
Zulassungsverfahren bei Weizen auch die Resistenzeigenschaften gegeniiber Ahren-
fusarien. Aufgrund der neuen Hoéchstmengenverordnung wird die Resistenz gegen
Ahrenfusarien in Deutschland noch an Bedeutung gewinnen. Wertpriifungsstimme mit einer
Uberdurchschnittlichen Fusariumanfalligkeit werden in Zukunft wohl nicht mehr als Sorte
zugelassen bzw. schon heute von der Offizialberatung nicht mehr empfohlen. Daher ist die
Zichtung von resistenten Sorten von groBer Bedeutung.

1.2 Resistenzkomponenten und Zichtung

Der Kontakt zwischen Pflanze und Krankheitserreger fuhrt immer zur Aktivierung von
Abwehrmechanismen, mit denen die Pflanze versucht die Ausbreitung des Pathogens zu
verhindern. Dabei sind die Schnelligkeit und die Stérke der Abwehrreaktionen entscheidend
fiir den Erfolg. Die Resistenz gegen Ahrenfusarien hat horizontalen Charakter und ist rassen-
unspezifisch (Snijders und Van Euwijk 1991, Van Eeuwijk et al. 1995, Mesterhazy et al.
1999).

Weltweit haben Zichter registriert, dass das im aktuellen Sortenmaterial vorhandene
Resistenzniveau gegeniiber Ahrenfusariosen bei einem epidemieartigem Befall keinen
ausreichenden Schutz bietet. Auch besteht selbst bei einer geringen Befallsstarke das Risiko
der Mykotoxinkontamination. Daher wird verstérkt an der Zichtung von resistenten Sorten
gearbeitet. Die Ziichtung auf Resistenz gegen Ahrenfusarium beinhaltet die Identifizierung,
Evaluierung und Einbindung von Resistenzquellen in entsprechende Kreuzungsprogramme.
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Resistente Genotypen sind sowohl bei Sommer- als auch bei Winterweizen vorhanden und
werden im wesentlichen in drei Genpools unterteilt: Sommerweizen aus China und Japan,
Sommerweizen aus Siddamerika und Winterweizen aus Europa (Ruckenbauer et al. 2001,
Rudd et al. 2001). Weitere potentielle Resistenzquellen wurden z.B. in Triticum dicoccoides
(Stack et al. 2002, Buerstmayr et al. 2003a), Triticum macha (Buerstmayr et al. 1996,
Mentewab et al. 2000) und Agropyron (auch als Lophopyrum bezeichnet) (Ban et al. 2001,
Shen et al. 2004) identifiziert. Allerdings ist bis heute noch kein Genotyp mit vollstandiger
Resistenz bzw. Immunitit gegen Ahrenfusarien identifiziert worden. Die bisher, insbesondere
in den USA, am haufigsten in der Ziichtung verwendete Resistenzquelle ist Sumai3. Sumai3
stammt aus China, ist somit nicht an die mitteleuropaischen Klimabedingungen adaptiert und
vererbt minderwertige agronomische Eigenschaften (Ruckenbauer et al. 2001, Rudd et al.
2001).

Die phanotypisch quantitative Auspragung der Fusariumresistenz stellt fUr die Zlchtung von
resistenten Sorten eine Herausforderung dar. Da die Witterungsbedingungen sowohl die
Infektion als auch die weitere Entwicklung der Krankheit beeinflussen, kommt es zu einer
variablen Auspragung von Krankheitssymptomen und somit zu starken Genotyp x Umwelt-
Interaktionen (Miedaner et al. 2001). Dies hat eine niedrige Heritabilitdt fir die Fusarium-
resistenz in frlhen Generationen und auf Einzelpflanzen-Basis zur Folge (Snijders 1990b).
Die phanotypische Selektion auf resistente Genotypen ist daher schwierig. Flr eine
verlassliche Einschatzung der Resistenzeigenschaften ist eine klnstliche Inokulation in
moglichst vielen Umwelten (Orte, Jahre) und in relativ spaten Generationen (ab der Fy)
notwendig. Die Evaluierung von Genotypen hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften wird
somit langwierig und kostspielig.

Weiterhin ist die Tatsache, dass die Fusariumresistenz polygen oder zumindest oligogen
vererbt wird, problematisch fiir die Zichtung. Mit Hilfe klassisch genetischer Studien
(Snijders 1990a/b/c, Van Ginkel et al. 1996, Bai et al. 2000, Ban und Suenaga 2000), der
Untersuchung von monosomen Populationen (Buerstmayr et al. 1999) und der molekularen
Analyse von Substitutionslinien (Mentewab et al. 2000, Stack et al. 2002) wurde festgestellt,
dass zwei bis finf Hauptgene und eine unbestimmte Anzahl modifizierender Gene an der
Kontrolle der Fusariumresistenz beteiligt sind.

Das Zusammenspiel unabhéngig vererbter Resistenzgene wurde mit einer hauptsachlich
additiven Genwirkung beschrieben. Allerdings kénnen auch epistatische Effekte eine Rolle
spielen (Snijders 1990a/b, Bai et al. 2000, Buerstmayr et al. 2000). Bei additiver Genwirkung
fihrt die Pyramidisierung von verschiedenen Resistenzgenen zur Transgression. Zur
Erhdhung des Resistenzniveaus einer Zuchtpopulation bietet sich aufgrund der additiven
Genwirkung die rekurrente Selektion mit der Einkreuzung unterschiedlicher Resistenzquellen
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an. Far eine signifikante Verbesserung der Resistenz-eigenschaften sind mehrere Zyklen
notwendig (Jiang et al. 1994).

In der Literatur wird von diversen physiologischen Resistenzmechanismen berichtet. Uber
die Anzahl der beteiligten Gene, die einen Mechanismus kontrollieren und Uber das
Zusammenspiel dieser Mechanismen auf molekularer Ebene ist wenig bekannt. Es muss
davon ausgegangen werden, dass die quantitativen Anteile der verschiedenen Resistenz-
komponenten an der Gesamtauspragung der Fusariumresistenz von Genotyp zu Genotyp
unterschiedlich sein kdnnen. Schroeder und Christensen (1963) beschrieben zwei
Resistenzkomponenten. Die Typl-Resistenz betrifft die Etablierung der Infektion. Sie
vermeidet ein Eindringen des Erregers in das Wirtsgewebe. AuBerdem haben Schroeder und
Christensen (1963) festgestellt, dass sich F. graminearum in anfalligen Genotypen schneller
ausbreitet als in resistenten Genotypen. Diesen Widerstand gegen die Ausbreitung des
Erregers in der Ahre haben sie als Typll-Resistenz bezeichnet. Zwei weitere
Resistenzmechanismen beschreiben die Reaktion des Wirtes auf die DON-Produktion des
Erregers. Miller und Arnison (1986) haben in vergleichenden Studien festgestellt, dass die
resistente Sorte Frontana Mechanismen zum Abbau von DON aktivieren kann (Typlll-
Resistenz). Wang und Miller (1988) berichteten, dass resistente Genotypen verglichen mit
anfélligen Genotypen eine héhere DON-Konzentration ohne negative Effekte auf Wachs-
tumsprozesse tolerieren kdnnen (TyplV-Resistenz, auch als DON-Toleranz bezeichnet).
Mesterhazy et al. (1999) gehen von zwei weiteren Resistenztypen aus. Der Resistenz
gegenlber der Infektion der Kérner und der allgemeinen Toleranz von Genotypen
hinsichtlich der Ertragsbildung bei Fusariuminfektionen.

Neben physiologischen Mechanismen kénnen auch morphologische Eigenschaften der
Pflanzen einen Einfluss auf die Etablierung der Infektion bzw. auf die Ausbreitung des Befalls
innerhalb des Wirtes haben. Es wurde festgestellt, dass Genotypen mit einer groBen
Halmlange, bei naturlicher Infektion einen geringeren Befall verglichen mit kurzstrohigen
Genotypen zeigten (Mesterhazy 1995). Da von einer derartigen Beziehung zwischen
Wuchshéhe und Befallsstarke auch haufig nach Sprihinokulation berichtet wurde (Hilton et
al. 1999, Buerstmayr et al. 2000, Gervais et al. 2003, Paillard et al 2004, Steiner at al. 2004),
ist eine genetische Ursache fur diesen Zusammenhang zu vermuten. AuBerdem wurde
beobachtet, dass Genotypen mit begrannten Ahren und Genotypen mit einer kompakten
Ahre bei natirlicher Infektion im Allgemeinen stérker befallen sind als Genotypen mit
unbegrannten bzw. lockeren Ahren (Mesterhazy 1989, Mesterhazy 1995). Die Kombination
von kurzem Stroh und kompakten Ahren ist bei vielen hochanfilligen europaischen
Halbzwergsorten zu beobachten. Da diese Merkmale die Einschatzung der physiologischen
Resistenzen und damit eine effiziente Selektion schwierig gestalten, ist eine Abgrenzung
dieser physiologischen Resistenzen von den morphologischen Merkmalen wiinschenswert.
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Neue Erkenntnisse hinsichtlich der Vererbung der Fusariumresistenz, sowie Uber die
physiologische Wirkung und das Zusammenspiel unterschiedlicher Resistenzmechanismen
sind notwendig, um die Zichtung resistenter Sorten effizienter zu gestalten.
Molekulargenetische Analysen von fusariumresistenten Weizengenotypen haben das Ziel,
Genloci (quantitative trait loci, QTL), die bei der Auspréagung der Resistenz beteiligt sind, zu
identifizieren und im Weizengenom zu lokalisieren. DNA-Marker, die eng mit diesen QTLs
gekoppelt sind, kénnen fir eine markergestitzte Selektion (marker assisted selection, MAS)
in der Zichtung genutzt werden. Die indirekte Selektion von quantitativ ausgepragten
Merkmalen auf DNA-Ebene Uber den Einsatz molekularer Marker hat den Vorteil, dass sie
keiner Beeinflussung durch Umwelteffekte unterliegt. Die MAS st in allen Entwicklungs-
stadien der Pflanzen méglich und kann bereits in frihen Generationen des Zuchtschemas
durchgefuhrt werden. Daher kann die Anzahl der Linien und somit der Arbeitsaufwand bei
der Resistenzprufung, sowie die bendtigte Flache in den folgenden Generationen reduziert
werden. QTL-Analysen liefern zudem Informationen Uber die Anzahl der beteiligten Loci bei
der Auspragung der Resistenz. Der Einsatz geeigneter Methoden zur phanotypischen
Evaluierung der Resistenz-eigenschaften liefert Hinweise welche Resistenzmechanismen im
Zusammenhang mit den identifizierten Loci stehen. AuBerdem sollte es mdglich sein, die
verschiedenen Resistenzkomponenten voneinander und von den morphologischen Effekten
auf den Fusariumbefall abzugrenzen. Uber die MAS kann auch das Einbringen von
Resistenzgenen aus exotischen Genotypen in adaptiertes Material sowie die gezielte
Kombination und Pyramidisierung verschiedener Resistenzgene beschleunigt werden.
DNA-Marker, die fur eine MAS genutzt werden sollen, missen allerdings eine Reihe von
Bedingungen erflllen. Die Vorraussetzung fir den sinnvollen Einsatz eines DNA-Markers in
der Zichtung ist eine moglichst enge Kopplung des Markers mit einem Gen/QTL des
Zielmerkmals. Der DNA-Marker muss in verschiedenen genetischen Hintergrinden effektiv
und reproduzierbar genutzt werden kdnnen, also diagnostisch sein. Die Handhabung des
Markers sollte in Bezug auf Arbeitsschritte und Detektion einfach und unkompliziert sein.
Zusétzlich sollten die Kosten fur die Verwendung des Markers nicht den 6konomischen
Nutzen in der praktischen Zuchtung Ubersteigen.

Die Mdglichkeiten der MAS in der Ziichtung im Allgemeinen werden von Gupta et al. (1999)
und Gupta und Varshney (2000) beschrieben. Die Fortschritte und der Einsatz von Markern
bei der Zichtung von fusariumresistenten Sorten werden u.a. bei Miedaner (1997), Kolb et
al. (2001), Ruckenbauer et al. (2001), Rudd et al. (2001) und Van Sanford (2001) diskutiert.
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1.3 Molekulargenetische Kartierung des Weizengenoms

Molekulare Marker sind polymorphe DNA-Fragmente, die Uberwiegend auf Sequenz-
unterschiede in nichtcodierenden DNA-Abschnitten verschiedener Individuen basieren und
somit phanotypisch nicht in Erscheinung treten. Molekulare Marker kénnen u.a. genutzt
werden, um eine genetische Karte eines Genoms zu entwickeln und somit dieses Genom auf
DNA-Ebene zu analysieren. Eine genetische Karte reprasentiert die Anordnung von Loci
entlang der Chromosomen eines Genoms. Die Genotypisierung einer spaltenden Population
mit molekularen Markern ermdglicht die Identifizierung von Rekombinationsereignissen,
welche die Grundlage fir die Berechnung einer genetischen Karte sind. Die Zuordnung der
DNA-Marker zu Kopplungsgruppen, die wahrscheinlichste Reihenfolge der Marker innerhalb
einer Kopplungsgruppe, sowie die genetische Distanz zwischen den Markern einer Gruppe
wird Uber die Rekombinationshaufigkeit zwischen den Markergenotypen ermittelt. Die
Berechnung von genetischen Karten erfolgt mit Computerprogrammen wie z.B. MAPMAKER
(Lander et al. 1987). In solchen Programmen wird die Wahrscheinlichkeit einer freien
Spaltung bzw. einer Kopplung gegen einen festgelegten Schwellenwert (LOD, logarithm of
odds) getestet. Die ermittelte Rekombinationsfrequenz zwischen den Markern wird Gber eine
mathematische Formel z.B. der Haldane Funktion (Haldane 1919) in eine genetische Distanz
(centi Morgan, cM) zwischen den Markern transformiert.

Da die Wahrscheinlichkeit fir Rekombinationsereignisse entlang eines Chromosoms variiert,
besteht zwischen der genetischen Distanz und der physikalischen Distanz kein direkter
Zusammenhang. Dies wurde fir den Weizen beispielsweise fir die homéolgen Chromosmen
der Gruppe 7 gezeigt (Hohmann et al. 1994).

Das Genom des allohexaploiden Kulturweizens ( Triticum aestivum L., 2n= 6x= 42) setzt sich
aus den zueinander homéologen Genomen A, B und D zusammen. Im haploiden Zustand
umfasst das Weizengenom ca. 1,7 x 10'° Basenpaare (Arumuganathan und Earle 1991).
Das vergleichsweise groBe Weizengenom ist Uber die Polyploidisierung und héaufige
Duplikationsereignisse entstanden, wobei Uber 80% des Genoms aus nichtcodierenden,
repetitiven DNA-Sequenzen besteht. Die relative junge Geschichte des Saatweizens und die
haufigen Verwendung verwandten Materials bei der Kreuzungsziichtung zusammen mit den
Eigenschaften des hexaploiden Genoms sorgen flr einen niedrigen Polymorphiegrad bei
DNA-Markern und bereiten bei der Entwicklung und Kartierung von molekularen Markern
Probleme (Chao et al. 1989, Hart und Gale 1990).

Die ersten genetischen Karten der homdologen Chromosomen des Weizens wurden mit
RFLP-Markern (restriction fragment length polymorphism) entwickelt (Chao et al. 1989,
Anderson et al. 1992, Devos et al. 1992, Devos et al.1993, Nelson et al. 1995, Marino et al.
1996). Allerdings ist die Kartierung mit RFLP-Markern sehr zeit- und arbeitsintensiv.
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Im Zusammenhang mit der PCR-Technik (polymerase chain reaction) wurden neue
Methoden zur Amplifikation von DNA-Markern entwickelt, welche auch beim Weizen einen
relativ hohen Polymorphiegrad aufweisen, reproduzierbar und leicht durchfiihrbar sind. Die
PCR bewirkt mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase und kurzen Oligonukleotiden (Primern)
die selektive Amplifikation eines DNA-Abschnitts. Dies wird Gber die zyklisch wiederholten
Teilschritte Denaturierung, Annealing und Extension erreicht und flhrt theoretisch zu einer
exponentiellen Akkumulation des gewiinschten DNA-Abschnitts um das 2"-Fache (n= Anzahl
der Zyklen). Ein wichtiger Aspekt dieser Methode ist die Tatsache, dass schon wenige
Nanogramm DNA zu Beginn der PCR ausreichen (Saiki et al. 1985).

Der Einsatz von PCR-gestltzten Markern hat die Entwicklung von genetischen Karten in den
letzten Jahren dramatisch beschleunigt. Eine der ersten Mikrosatelliten-Karten des Weizens
wurde von Roder et al. (1998) verodffentlicht. Haufig werden bei der Entwicklung von
genetischen Karten verschiedene Markertechniken kombiniert. Eine Ubersicht Gber die
Entwicklung genetischer Karten des Weizens und die Lokalisierung verschiedener Gene in
diesen Karten ist bei Gupta et al. (1999) nachzulesen. In der Datenbank von GrainGenes
(http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/maps.shtml) werden die Informationen von genetischen

Karten gesammelt und der Offentlichkeit leicht zugénglich gemacht.

In dieser Arbeit wurden zwei PCR-gestitzte Markertechniken, AFLP- und Mikrosatelliten-
Marker, zur Entwicklung genetischer Karten verwendet, welche im Folgenden né&her
beschrieben werden.

1.3.1 AFLPs

Die AFLP-Methode (amplified fragment length polymorphisms) wurde Anfang der 1990er
Jahre von Zabeau und Vos (1993) entwickelt. Ein groBer Vorteil dieser Markertechnik ist,
dass Uber die simultane Amplifikation von Restriktionsfragmenten eine groBe Anzahl Marker
generiert wird, ohne dass eine Zielsequenz bekannt sein muss (Zabeau und Vos 1993, Vos
et al. 1995). Die AFLP-Methode besteht aus drei Teilschritten: 1) Restriktion und Ligation, 2)
selektive Fragment-Amplifikation, 3) Gelanalyse der amplifizierten Fragmente. Durch einen
zuséatzlichen Schritt, die praselektive Amplifikation, kbnnen AFLPs auch bei Arten mit einem
komplexen und sehr groBen Genom, wie dem Weizengenom, eingesetzt werden (Zabeau
und Vos 1993, Bai et al. 1999; Hazen et al. 2002).

Durch den Verdau genomischer DNA mit einem selten und einem haufig schneidenden
Restriktionsenzym entstehen unterschiedlich groBe doppelstrangige DNA-Fragmente. Uber
die Ligation von Adaptoren an die Enden der Restriktionsfragmente werden Zielsequenzen
generiert, die als Primerbindungsstelle dienen. Durch den Einsatz entsprechender
Primerpaare werden nur Fragmente amplifiziert, welche an einem Ende die Sequenz des

selten schneidenden Restriktionsenzyms und am anderen Ende die Sequenz des haufig
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schneidenden Enzyms besitzen. Die verwendeten Primer kénnen ein bis drei selektive
Nukleotide tragen, die in das Restriktionsfragment hineinragen. Liegen auf Ebene der
genomischen DNA bei verschiedenen Genotypen Unterschiede bei den Enzymschnittstellen
vor, entstehen nach der Amplifikation der Restriktionsfragmente polymorphe AFLP-Marker.
Da AFLPs charakteristisch und heritabel sind, kénnen sie als Grundlage fir die Erstellung
genetischer Kopplungskarten dienen. Fir die Detektion der AFLPs werden die selektiven
Primer radioaktiv oder mit einem fluoreszierenden Farbstoff am 5 -Ende markiert. Nach der
Auftrennung der amplifizierten Fragmente in einem denaturierenden Polyacrylamidgel
kénnen die markierten Fragmente detektiert werden. Polymorphismen werden bei
dominanter Auswertung Uber die An- bzw. Abwesenheit von Banden beobachtet. Nach der
Klonierung und Sequenzierung von AFLP-Banden kdnnen allelspezifische, diagnostische
STS-Marker (sequence tagged site) entwickelt werden. Dies wurde beispielsweise von Guo
et al. (2003) fur AFLP-Marker, die mit einem Fusariumresistenzloci gekoppelt sind,
beschrieben.

1.3.2 Mikrosatelliten Marker

Mikrosatelliten sind kurze DNA-Sequenzabschnitte, in denen ein bestimmtes
Nukleotidmuster von bis zu sechs Basenpaaren mehrfach wiederholt wird (simple sequence
repeats, SSR). 'Simple sequence repeats’ kommen in eukaryotischen Organismen haufig
vor, sind relativ gleichméBig Uber das Genom verteilt und heritabel (Wang et al. 1994).
Polymorphismen zwischen verschiedenen Genotypen entstehen durch die variierende
Anzahl an Wiederholungen eines Nukleotidmusters. Sind die flankierenden Bereiche eines
solchen DNA-Abschnitts bekannt, kénnen die Mikrosatelliten Uber eine PCR spezifisch
amplifiziert werden.

SSR-Marker weisen, verglichen mit anderen molekularen Markern (wie z.B. RFLPs), im
hexaploiden Weizen einen hohen Polymorphiegrad auf. SSR-Marker sind locusspezifisch
und werden meist codominant vererbt (Gupta et al. 1999). Diese Eigenschaften ermdglichen
ihren Einsatz bei der MAS in der Weizenziichtung.

Existierende Weizen-Mikrosatellitenkarten wie von Rdéder et al. (1998) ermdglichen die
Zuordnung von SSR-Markern zu den Chromosomen des Weizens. Mittlerweile ist eine groBe
Anzahl von SSR-Markern verfligbar (Bryan et al. 1997, Stephenson et al. 1998, Pestsova et
al. 2000, Eujayl et al. 2002, Holton et al. 2002, Gupta et al. 2002, Gao et al. 2004,
GrainGenes database http://wheat.pw.usda.gov).
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1.4 QTL-Analysen

Bei Getreide werden Merkmale, wie Ertrag, Qualitdt und viele Krankheitsresistenzen
quantitativ ausgepragt. Phanotypisch zeigen quantitative Merkmale eine kontinuierliche
Variation innerhalb einer spaltenden Population. Ein solches Merkmal wird durch mehrere
Loci kontrolliert, wobei einzelne Loci nur einen Teil zur Auspragung des Merkmals beitragen.
Diese Loci werden als QTL (quantitative trait loci) bezeichnet. Die Genotypisierung einer
spaltenden Population und die phanotypische Charakterisierung des Zielmerkmals
ermdglicht die Identifizierung der QTLs. Mit Hilfe von QTL-Analysen kann dartber hinaus der
Beitrag einzelner QTLs an der gesamten phanotypischen Auspragung des Zielmerkmals
geschatzt werden. In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Identifizierung von
QTLs beschrieben. Grundsatzlich werden bei allen Methoden die spaltenden Markerdaten
einer Population {ber statistische Verfahren mit der phanotypischen Varianz des
Zielmerkmals innerhalb dieser Population verglichen.

Aufgrund der Informationen einzelner Marker kann Uber Varianzanalysen oder lineare
Regressionsanalysen getestet werden, ob ein Markergenotyp einen signifikanten
Zusammenhang mit den phanotypischen Daten aufweist. Bei diesen Analysen kdnnen
Parameter eingefuhrt werden, welche die Rekombinationsfrequenz zwischen Marker und
potentiellem QTL berlcksichtigen (Soller et al. 1976).

Bei der Intervallanalyse werden benachbarte Marker paarweise auf genetische Effekte mit
Auswirkungen auf die phanotypische Auspragung eines Merkmals getestet (simple interval
mapping, SIM). Ein statistisches Verfahren (Maximum Likelihood) fir die Untersuchung von
Markerintervallen wurde von Lander und Botstein (1989) beschrieben. Die Wahrschein-
lichkeit fir die Préasenz eines QTLs wird gegen die Hypothese, dass kein QTL in einem
Markerintervall vorhanden ist, getestet. Die Signifikanz fir die Prasenz eines QTL wird
basierend auf den Daten der flankierenden Marker gegen einen LOD-Schwellenwert
getestet. Von einer ahnlichen Methode der Intervallanalyse basierend auf Regressions-
analysen mit flankierenden Markern wurde von Haley und Knott (1992) berichtet. Die
Identifizierung eines QTL in einem Markerintervall erfolgt aufgrund der erklarten Varianz der
Regression zwischen den Markern und den phanotypischen Daten. Die Signifikanz fir diese
Regression wird Uber eine einfache F-Statistik ermittelt. Beim “composite interval mapping
(CIM) wird Uber die Einfihrung von Markern als Cofaktoren in die Regressionsanalyse der
genetische Hintergrund einer Population mit einbezogen, da die Marker einer genetischen
Karte berilcksichtigt werden. Diese Methode steigert die Prazision der QTL-Kartierung, es
kdnnen Interaktionen zwischen QTLs geschatzt werden und die Detektion von QTLs mit
kleinen Effekten wird erméglicht (Zeng 1994). Haufig sind die Marker einer genetischen
Karte nicht gleichmaBig Uber das Genom verteilt und es kénnen Marker-Cluster entstehen.
Sehr eng gekoppelte Marker in einer Region kénnen dazu fihren, dass auch ungeeignete
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Marker bei der multiplen Regression verwendet werden, womit das Risiko falsch-positive
QTLs zu detektieren steigt bzw. der Effekt der identifizierten QTLs auf die phanotypische
Varianz Uberschéatzt wird (Zeng 1994).

Das Computerprogramm PLABQTL (Utz und Melchinger 1995) flhrt zur Bestimmung
geeigneter Marker als Cofaktoren vor der eigentlichen QTL-Analyse eine stufenweise
Regression fir alle Marker der genetischen Karte mit den phanotypischen Daten durch.
Marker werden dabei aufgrund ihrer relativen Bedeutung fir die Regression mit den
phanotypischen Beobachtungen als Cofaktoren ausgewahlt oder abgelehnt. Ob die
Aufnahme eines Markers in die Regressionsgleichung zu einer signifikanten Erhéhung der
erklarten Varianz fiihrt, wird gegen einen Schwellenwert (F-to-Enter) getestet. Uber einen
partiellen F-Test fir jeden Marker ermittelt das Programm, ob ein Marker den vorgegebenen
Schwellenwert Uberschreitet. Nach Festlegung der Cofaktoren werden die individuellen
Effekte der identifizierten QTLs in einer multiplen Regressionsanalyse berechnet.

Das zuverlassige Kartieren von QTLs ist von verschiedenen Faktoren, wie der Qualitat der
genetischen Karte, der PopulationsgroBe und der Heritabilitdt des Zielmerkmals abhéngig
(Asins 2002).

Far QTL-Analysen stellt sich insbesondere die Frage, bei welchem LOD-Schwellenwert ein
QTL als statistisch signifikant betrachtet werden kann (Hackett et al. 2002). Eine allgemein
glltige Aussage ist schwierig, da auch die Festlegung eines geeigneten LOD-
Schwellenwerts im Zusammenhang mit den oben genannten Faktoren steht. Eine
Mdéglichkeit zur Bestimmung eines empirischen LOD-Schwellenwerts ist die Durchfihrung
eines Permutationstests (Churchill und Doerge 1994).

Auch die notwendige PopulationsgréBe zur Identifizierung von QTLs mit geringen Effekten,
sowie fur eine ,realistische” Einschatzung der QTL-Effekte wird diskutiert. Melchinger et al.
(1998) haben in vergleichenden Studien festgestellt, dass bei Populationen mit einer
geringen Linienanzahl QTLs mit kleinen Effekten mdglicherweise nicht detektiert werden.
Zusatzlich wird die erklarte phénotypische Varianz der identifizierten QTLs in kleinen
Populationen haufig Uberschatzt. Eine zuverlassigere Einschatzung der QTL-Effekte soll die
Option “five-fold cross-validation” von PLABQTL ermdglichen (Utz und Melchinger 2000).

Ein wichtiger Aspekt bei QTL-Analysen ist die Art der Population im Zusammenhang mit den
verwendeten Markern zur Genotypisierung der Linien. Klahr et al. (2004) haben Resistenz-
QTLs gegen Ahrenfusarien in einer spaltenden Cansas/Ritmo-Population bestehend aus
rekombinanten Inzuchtlinien (recombinant inbred lines, RILs) in der F4-Generation kartiert.
Vergleichende QTL-Analysen basierend auf unterschiedlichen Markerinformationen ergaben,
dass bei einer dominanten Auswertung der Marker weniger QTLs mit einer geringeren
erklarten phanotypischen Varianz detektiert werden als bei codominanter Auswertung der
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Marker. Da in dieser Population noch 12,5% der Linien heterozygot flir spaltenden Loci
waren, konnten bei den QTL-Analysen mit dominanten Markern nicht die gesamte
genetische Information dieser Linien berlcksichtigt werden.

Die Kartierung von QTLs, sowie die Einschatzung der QTL-Effekte ist grundsatzlich
zuverlassiger, je hdher die Heritabilitdt des untersuchten Zielmerkmals ist. Die Heritabilitat
des Zielmerkmals bei der phanotypischen Evaluierung wird umso hdéher, je kleiner der
Versuchsfehler und die Umwelteffekte sind und kann daher Uber die Methode der
phanotypischen Erfassung beeinflusst werden. Bei quantitativen Merkmalen mit einem
starken Einfluss der Umweltbedingungen auf die phanotypische Auspréagung, wie bei der
Fusariumresistenz, sollte die Evaluierung des Merkmals in mdglichst vielen Umwelten nach
kinstlicher Inokulation erfolgen (siehe Kapitel 1.3.4).

Im Allgemeinen sind die Populationen fir experimentelle QTL-Analysen nicht sehr gro3. Da
mit der Anzahl der Linien einer Population auch die Kosten fur die Erstellung einer
genetischen Karte und die phanotypische Evaluierung steigen, werden nur selten die
theoretisch idealen Bedingungen fur QTL-Analysen erreicht. Daher ist eine Verifizierung der
Ergebnisse von QTL-Analysen notwendig, um den Wert dieser Ergebnisse fir den Einsatz in
der Zichtung Uber eine MAS zu prifen. Die identifizierten QTLs bzw. die flankierenden
Marker, sollten in verschiedenen genetischen Hintergriinden validiert und die Effekte der
QTLs in nah-isogenen Linien (near isogenic lines, NILs) Uberprift werden.

1.5 Phéanotypische Erfassung der Fusariumresistenz

Fir eine zuverlassige visuelle Erfassung der Resistenzeigenschaften gegen Ahrenfusarien
ist aufgrund des starken Umwelteinflusses auf die Befallsstarke eine kinstliche Inokulation in
mehreren Umwelten notwendig (Miedaner et al. 2001). Es werden verschiedene Techniken
der kunstlichen Inokulation beschrieben. Welche Inokulationsmethode verwendet wird, ist
abhangig vom Projektziel. Bei allen Methoden ist die Inokulation zum richtigen Zeitpunkt,
also wahrend der Weizenblite, entscheidend.

Die Erfassung der Typll-Resistenz (Ausbreitungsresistenz) wird Ublicherweise Uber die
Punktinokulation ermittelt. Mit der Punktinokulation ist eine exklusive Untersuchung der
Typll-Resistenz mdglich, da die Eindringresistenz (Typl) umgangen wird. Diese Methode
fuhrt also zu einer Vereinfachung des komplexen Systems Fusariumresistenz. Es wird nur
ein Ahrchen je Ahre inokuliert und die Ausbreitung der Fusariumsymptome von dieser
Infektionsstelle aus beobachtet. Fir die Durchfihrung der Punktinokulation werden
verschiedene Mdglichkeiten beschrieben (Van Ginkel et al. 1996; Buerstmayr et al. 2002;
Stack et al. 2002).

In Deutschland wurde in Zuchtprogrammen flr die Leistungsprifungen bisher die

Sprihinokulation mit einer Konidiensuspension verwendet, um eine groBe Anzahl von Linien
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bei vergleichsweise geringem Aufwand evaluieren zu kdnnen. Mit dieser Methode wird die
relative Schwere des Befalls als Prozent erkrankter Ahrchen ermittelt und somit die
kombinierte Auspréagung der Typl- und Typll-Resistenz erfasst. Zusatzlich besteht die
Méglichkeit die Infektionsrate zu Beginn der Befallsentwicklung als Prozent der Ahren mit
Symptomen ("Incidence’) zu bestimmen, um eine exklusive Einschatzung der Typl-Resistenz
zu erhalten.

Bei der Maisstoppelmethode werden mit Fusarium infizierte Maispflanzenreste zwischen die
Reihen der zu untersuchenden Linien gestreut. Auf diese Weise sollen natirliche
Inokulationsbedingungen mit hohem Befallsdruck simuliert werden. Diese Methode wird seit
einigen Jahren in den Prufungen fir das amtliche Zulassungsverfahren von der Biologischen
Bundesanstalt im Auftrag des Bundessortenamtes verwendet. Auch hier kann eine grofB3e
Anzahl von Linien evaluiert werden, wobei die Symptomerfassung wie bei der
Sprihinokulation erfolgt.

Einen Uberblick tiber die Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden kann bei Rudd et
al. (2001), Ruckenbauer et al. (2001) und Dill-Macky (2003) nachgelesen werden.

Eine wichtige Vorraussetzung fir die Nutzung der visuell erfassten Resistenzeigenschaften
in der praktischen Weizenziichtung ist, dass zwischen dem sichtbaren Ahrenbefall und der
Toxinbelastung der Kérner ein enger Zusammenhang besteht. Untersuchungen von
Wosnitza (2000) belegen, dass flir den sichtbaren Befall und die Mykotoxinbelastung im
Allgemeinen eine gute Korrelation zur Sortenrangreihenfolge und Sorteneinstufung nach der
Maisstoppelinokulation besteht. Versuche mit unterschiedlicher Vorfrucht und verschiedenen
BodenbearbeitungsmaBnahmen in den USA von Dill-Macky und Jones (2000) ergaben eine
gute Korrelation zwischen dem sichtbaren Befall und der Mykotoxinbelastung. Auch nach
Punktinokulation konnte eine Korrelation zwischen dem sichtbaren Befall und der
Mykotoxinbelastung nachgewiesen werden (Bai et al. 2001).

1.6 Molekulare Kartierung der Fusariumresistenz

Weltweit beschéftigen sich Arbeitsgruppen mit der molekularen Kartierung von potentiellen
Resistenzquellen gegeniiber Ahrenfusarien. Die meisten bisher verdffentlichten Ergebnisse
liegen Uber die molekulare Charakterisierung der Fusariumresistenz bei Sommerweizen vor.
Der resistente Genotyp Sumai3 aus China oder von Sumai3 abgeleitete Linien wurden als
Resistenzdonor fir die Entwicklung von verschiedenen Kartierungspopulationen verwendet.
Ein wichtiger Resistenz-QTL liegt am distalen Ende des kurzen Schenkels von Chromosom
3B (Qfhs.ndsu-3BS). Dieser QTL mit einem groBen Effekt auf die Ausbreitungsresistenz
(Typll) wurde von mehreren Arbeitsgruppen identifiziert (Bai et al. 1999, Waldron et al. 1999,
Gupta et al. 2000, Anderson et al. 2001, El-Badawy 2001, Buerstmayr et al. 2002, Zhou et al.
2002a).
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Einer der ersten Berichte Uber einen Resistenz-QTL auf dem kurzen Schenkel des
Chromosoms 3B stammt von Waldron et al. (1999). Sie untersuchten eine Population
entwickelt aus einer Kreuzung zwischen Sumai3 und der moderat anfélligen Sorte Stoa. Der
QTL auf 3BS erklarte 15% der phanotypischen Varianz fir die Typll-Resistenz und wurde mit
Qfhs.ndsu-3BS bezeichnet. Neben Qfhs.ndsu-3BS identifizierten sie zwei QTLs auf 6BS,
sowie zwei Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 2AL und 4BL.

Der Effekt von Qfhs.ndsu-3BS auf die Typll-Resistenz konnte von Anderson et al. (2001)
verifiziert werden. Nach Anreicherung der genetischen Karte des Chromosoms 3BS der
Sumai3/Stoa-Population mit zusatzlichen SSR-Markern, identifizierten sie einen SSR-
Marker, der 42% der phanotypischen Varianz erklarte. AuBerdem analysierten sie eine
Population von 139 RILs entstanden aus einer Kreuzung zwischen der resistenten Linie
ND2603 (Sumai3/Wheaton) und der anfélligen Sorte Butte86. Der Resistenz-QTL auf 3BS
erklarte in dieser Population 25% der phanotypischen Varianz. Weitere Resistenz-QTLs
wurden in der ND2603/Butte86-Population auf den Chromosomen 3AL, 6AS und 6BS
detektiert.

Auch bei molekulargenetischen Untersuchungen des resistenten Genotyps Ning7840
(Aurora/Anhui11/Sumai3) wurde ein Resistenz-QTL gegen Ahrenfusarien auf Chromosom
3BS identifiziert. Die QTL-Analysen der Population Ning7840/Clark flhrten zur ldentifizierung
von 3 Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 2AS, 2BL und 3BS. Der QTL mit dem gréBtem
Effekt erklarte 53% der phanotypischen Varianz und wurde zunachst dem Chromosom 7BS
zugeordnet. Spater wurde diese Zuordnung mit Hilfe von SSR-Markern auf Chromosom 3BS
korrigiert (Bai et al. 1999, Zhou et al. 2002a). Ein AFLP-Marker, der mit dem QTL auf 3BS
gekoppelt war, konnte zu einem codominanten STS-Marker transformiert werden (Guo et al.
2003). Zwei Populationen, entstanden aus Kreuzungen zwischen Ning7840 und der Linie
OH542 bzw. der Sorte Freedom, wurden von Gupta et al. (2000) auf ihre Resistenz-
eigenschaften untersucht. Sie identifizierten in beiden Populationen einen Resistenz-QTL auf
Chromosom 3BS. Weiterhin wurden Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 3AS und 5AL
(Ning7840/0OH542) sowie auf 2AS, 3AL 5AL, 6BS und 7BS (Ning7840/Freedom) identifiziert.
El-Badawy (2001) untersuchte eine Population, die aus einer Kreuzung zwischen der
resistenten Linie Sgv.NBxMM.Sum3 (Sagvari/Nobeoka Bozu/Mini Mano/Sumai3) mit der
anfalligen Sorte Apollo entwickelt wurde. Er identifizierte vier Resistenz-QTLs auf den
Chromosomen 5AS, 3BS, 6BS und 7BS.

Eine Population, entwickelt aus einer Kreuzung zwischen der resistenten Linie CM-82036
(Sumai3/Thornbird-S) und der anfalligen Sorte Remus wurde von Buerstmayr et al. (2002,
2003b) nach Punkt- und Sprihinokulation untersucht. Nach Punktinokulation konnten drei
Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 1B, 3BS (Qfhs.ndsu-3BS) und 5A (Qfhs.ifa-5A)
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identifiziert werden. Die QTLs auf 3BS und 5A erklarten 60% bzw. 11% der phanotypischen
Varianz der Ausbreitungsresistenz. Die Evaluierung dieser Population nach Sprihinokulation
bestétigte die Resistenz-QTLs auf 3BS und 5A (Buerstmayr et al. 2003b). Hinsichtlich der
kombinierten Typl- und Typll-Resistenz erklarten die QTLs auf 3BS und 5A 29% und 20%
der phanotypischen Varianz. Buerstmayr et al. (2003b) folgerten aus diesen Ergebnissen,
dass Qfhs.ndsu-3BS mit der Typll-Resistenz in Verbindung steht, wahrend Qfhs.ifa-5A eher
einen Effekt auf die Typl-Resistenz auspragt.

Mit der Entwicklung von Populationen zur Erstellung hochauflésender genetischer Karten
(»Finemapping“) sowie mit der physikalischen Kartierung der Qfhs.ndsu-3BS-Region wurde
bereits begonnen. Einige DNA-Marker, die mit diesem QTL eng gekoppelt sind, wurden in
verschiedenen genetischen Hintergrinden verifiziert (Del Blanco et al. 2003, Liu und
Anderson 2003a/b, Yang et al. 2003, Zhou et al. 2003).

Auch die molekulargenetischen Analysen von resistenten Genotypen aus dem chinesischen
Genpool, bei denen eine direkte Verbindung mit Sumai3 nicht bekannt ist (Wangshuibai,
Huapei57-2, Ning894037) flhrten neben der Detektion von QTLs mit geringen Effekten zur
Identifizierung eines bedeutenden Resistenz-QTLs auf Chromosom 3BS (Gonzalez-
Hernandez et al. 2002, Bourdoncle und Ohm 2003, Shen et al. 2003b). Diese Ergebnisse
deuten an, dass bei Sommerweizen aus dem asiatischen Genpool generell Loci auf dem
kurzen Schenkel von Chromosom 3B lokalisiert sind, die einen Effekt auf die Auspragung der
Fusariumresistenz haben. Ob sich diese Resistenzquellen genetisch bezlglich der
Fusariumresistenz von Sumai3 unterscheiden, ist noch nicht eindeutig geklart. In Studien
von Bai et al. (2003), Liu und Anderson (2003a) und McCartney et al. (2004) wurden
verschiedene Genotypen mit geringer Anfalligkeit gegen Ahrenfusarien mit Hilfe von DNA-
Markern auf ihre genetische Diversitat untersucht. Es zeigte sich, dass die meisten
resistenten Genotypen des asiatischen Genpools die Markerallele von Sumai3 in der
Qfhs.ndsu-3BS-Region tragen. Unterschiede wurden allerdings zwischen Genotypen aus
dem asiatischen, dem sudamerikanischen und dem europaischen Genpool festgestellt.
Daher wird angenommen, dass Resistenzquellen aus unterschiedlichen Genpools auch

verschiedene Resistenzgene besitzen.

Uber Resistenzquellen im Sommerweizen, die nicht aus dem asiatischen Genpool stammen,
liegen bisher kaum molekulargenetische Informationen vor. Steiner et al. (2004) haben eine
Kartierungspopulation aus der Kreuzung zwischen der resistenten brasilianischen Sorte
Frontana und der anfalligen deutschen Sorte Remus entwickelt. Die Evaluierung dieser
Population nach Punkt- und Sprihinokulation fUhrte zur Identifizierung eines stabilen QTL fur
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die Typl-Resistenz auf Chromosom 3A in allen drei Versuchsjahren. Weitere QTLs wurden
auf den Chromosomen 1B, 2A, 2B, 3B, 4B, 5A , 6A und 6B identifiziert.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse molekulargenetischer Analysen von potentiellen
Resistenzquellen gegen Ahrenfusarien bei Winterweizen basieren auf unterschiedlichen
Resistenzdonoren.

Shen et al. (2003a) untersuchten eine Population entstanden aus der Kreuzung zwischen
der resistenten Linie Fundulea 201R mit der anfélligen Sorte Patterson nach
Punktinokulation und identifizierten vier Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 1B, 3A, 5A
und 3D. Diese vier QTLs erklérten zusammen 33% der phanotypischen Varianz.

Gervais et al. (2003) untersuchten eine Population entwickelt aus der Kreuzung Renan
(resistent)/Recital (anfallig) nach Sprihinokulation und identifizierten neun Resistenz-QTLs,
von denen drei QTLs in allen drei Versuchsjahren detektiert wurden. Diese drei stabilen
QTLs erklarten, abhangig vom Versuchsjahr, zwischen 30% und 45% der phanotypischen
Varianz. Einer dieser stabilen QTLs war auf Chromosom 2BS lokalisiert und die beiden
anderen auf Chromosom 5A. Eine Colokalisierung der Resistenz-QTLs auf 2BS und 5A mit
QTLs fur die Wuchshéhe und/oder den Blihzeitpunkt wurde beobachtet. Weitere Resistenz-
QTLs, die in einzelnen Umwelten detektiert wurden, befanden sich auf den Chromosomen
2A, 3A, 3B, 5D und 6D.

Paillard et al. (2004) veréffentlichten Ergebnisse der QTL-Analysen mit einer Arina/Forno-
Population nach Sprihinokulation. Sie identifizierten flr die Mittelwerte Uber die Umwelten
acht Resistenz-QTLs, die zusammen 47% der phanotypischen Varianz erklarten. Drei dieser
QTLs auf den Chromosomen 4AL, 5BL und 6DL wurden in vier von sechs Umwelten
detektiert. Wéhrend bei den QTLs auf 4AL und 6DL die fusariumresistente Sorte Arina der
Donor des Resistenzallels war, stammt das positive Allel des QTLs auf 5BL von der
anfalligen Sorte Forno. Die QTL-Regionen auf 5BL und 6DL fielen mit QTLs fur die
Wuchshéhe und/oder den Zeitpunkt des Ahrenschiebens zusammen. Weitere QTLs wurden
auf den Chromosomen 2AL, 3AL, 3BL, 3DS und 5AL identifiziert.

QTL-Analysen in einer Population entwickelt aus der Kreuzung zwischen der resistenten
Sorte Cansas mit der anfélligen Sorte Ritmo wurden von Klahr et al. (2004) nach Evaluierung
der Resistenzeigenschaften in sechs Umwelten nach kinstlicher Inokulation durchgefihrt.
Bei codominanter Auswertung der Markerdaten wurden funf Resistenz-QTLs flr die
Mittelwerte Gber alle Umwelten auf den Chromosomen 1D, 1B, 5B, 7A und 7B identifiziert,
die gemeinsam 54% der phanotypischen Varianz erklarten. Weitere QTLs wurden in ein oder
zwei Umwelten auf den Chromsomen 1A, 3D, 4B, 5A, 5D detektiert.
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Nicht nur im Kulturweizen (Triticum aestivum L.) wurden potentielle Resistenzquellen gegen
Ahrenfusariosen molekulargenetisch untersucht. Nach der Evaluierung der Resistenz-
eigenschaften von Substitutionslinien konnten verschiedene Chromosomen identifiziert
werden, die einen Effekt auf die Resistenz hatten. Mentewab et al. (2000) untersuchten 21
Substitutionslinien mit Triticum macha Chromsomen im genetischen Hintergrund der
fusariumanfélligen Sorte "Hobbit Sib™ und priiften diese Linien hinsichtlich ihrer Feldresistenz
nach Spruhinokulation. Fur die Chromosomen 1B, 4A und 7A konnte ein Zusammenhang mit
der Fusariumresistenz festgestellt werden. Stack et al. (2002) identifizierten eine moderat
resistente Substitutionslinie mit dem Chromosom 3A von Triticum dicoccoides. Otto et al.
(2002) entwickelten daraufhin aus dieser Substitutionslinie eine Population von 83 RILs zur
Erstellung einer genetischen Karte. Sie identifizierten einen Resistenz-QTL auf dem kurzen
Schenkel von 3A, der 37% der phanotypischen Varianz erklérte. Shen et al. (2004)
analysierten 19 Chinese Spring —Lophopyrum elongatum Substitutionslinien auf ihre
Resistenzeigenschaften nach Sprihinokulation. Mit Hilfe von SSR-Markern konnte ein
Zusammenhang zwischen den Substitutionslinien mit den Chromosomen 7A, 7B und 7D und

der Fusariumresistenz festgestellt werden.

Bei den hier vorgestellten Ergebnissen wurde unterschiedliches Pflanzenmaterial bzw.
unterschiedliche Populationen mit teilweise verschiedenen Evaluierungsmethoden
untersucht. Basierend auf diesen Analysen wurde fir alle Chromosomen des Weizens mit
Ausnahme von 4D ein Zusammenhang mit der Resistenz gegeniiber Ahrenfusariosen

festgestellt.

1.7 Zielsetzungen dieser Arbeit

Da auch innerhalb des europaischen Sortiments Variation hinsichtlich der Fusariumresistenz
vorhanden ist, werden verstarkt europaische Genotypen bzw. Sorten molekulargenetisch
analysiert. Die ldentifizierung von neuen Resistenzgenloci in europdischem Zuchtmaterial
wirde einerseits die Zichtung von resistenten Sorten erleichtern und auBerdem eine
Kombination mit Resistenzgenloci aus exotischem Material erméglichen.

Diese Arbeit ist Teil eines EUREKA-Projektes mit der Zielsetzung, durch den Einsatz
optimierter Markertechniken die Selektion auf Resistenz gegen Ahrenfusarien effizienter zu
gestalten.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die molekulargenetische und phanotypische
Charakterisierung von Resistenzeigenschaften gegeniiber Ahrenfusarien in adaptierten
Winterweizen-Populationen. Im Weizengenom lokalisierte QTLs mit einem stark
ausgepragten Effekt auf die Fusariumresistenz, die stabil in mehreren Umwelten detektiert
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werden kénnen, sollen auf ihren mdéglichen Nutzen in der Zlchtung lber den Einsatz einer
markergestitzten Selektion untersucht werden.

Parallel zur QTL-Kartierung wurde im Rahmen des EUREKA-Projektes mit den
Resistenzdonoren Dream und G16-92 eine unabhéngige Population fir ein rekurrentes
Selektionsprogramm entwickelt. Diese Population wurde in der vorliegenden Arbeit zur
Validierung von DNA-Markern, die mit bedeutenden Resistenz-QTLs gekoppelt sind bzw. zur
Verifizierung dieser QTLs verwendet. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit wird das
EUREKA-Projekt im Winterweizen fortgefihrt.

Partner des EUREKA-Projektes:
Bayerische Landesanstalt far Landwirtschaft, Institut far Pflanzenbau und
Pflanzenzlchtung, Am Gereuth 8, 85354 Freising, http://www.lfl.bayern.de/

Lochow-Petkus GmbH, Bollersener Weg 5, 29303 Bergen, http://www.lochow-petkus.de/

Landessaatzuchtanstalt, Universitdt Hohenheim, FruwirthstraBe 21, 70599 Stuttgart,

http://www.uni-hohenheim.de/

Universitat fir Bodenkultur Wien, Department IFA-Tulln, Konrad Lorenz Strasse 20A,
3430 Tulln - Osterreich, http://www.ifa-tulln.boku.ac.at/
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2 Material und Methoden

2.1 Entwicklung der Kartierungspopulationen

Eine Population wurde aus der Kreuzung zwischen der deutschen Sorte Dream (Saatzucht
Schweiger) mit der britischen Sorte Lynx (Cambridge Plant Breeders) entwickelt. Dream
(Disponent/Kronjuwel//Monopol/3/Orestis) ist eine seit 1999 in Deutschland zugelassene
Winterweizensorte der Qualitatsgruppe E und wird in der beschreibenden Sortenliste mit
einer Fusariumresistenz der Auspragungsstufe 3 (Anonymus 2002) geflhrt. Lynx (CWW-
4442-64/Rendezvous) ist eine 1992 in England zugelassene und fusariumanféllige
Halbzwergsorte. Die Kreuzungseltern Dream und Lynx unterscheiden sich neben ihren
Resistenzeigenschaften gegen Ahrenfusarien, in der Wuchshéhe, dem Zeitpunkt des
Ahrenschiebens und der Morphologie der Ahren.

Die zweite Population ist aus der Kreuzung zwischen dem moderat resistenten Zuchtstamm
G16-92 und der anfélligen Sorte Hussar entstanden. Die Linie G16-92 wurde am Institut fir
Resistenzgenetik der Bundesanstalt fir Zichtungsforschung in Griinbach entwickelt (Dr. H.
Walther). Die Eltern von G16-92 sind Arina, Cariplus (Caribo/lbis) sowie ein
Weihenstephaner Stamm (Téring5/mexikanischer Stamm). Hussar ist eine britische Sorte
(Squadron/Rendezvous) entwickelt von Imperial Chemical Industries. Auch G16-92 und
Hussar unterscheiden sich in der Wuchshéhe, dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens und der
Morphologie der Ahren.

Die Nachkommen der Kreuzungen Dream/Lynx und G16-92/Hussar wurden ab der F, Uber
einen Einkornramsch (single seed descent, SSD) bis zur F;.g bzw. Fgg fortgefihrt. Auf diese
Weise sind 145 bzw. 136 rekombinante Inzuchtlinien (recombinant inbred lines, RILs) mit
einem einen hohen Homozygotiegrad (>98%) entstanden. Die Resistenzdonoren Dream und
G16-92 sind an die mitteleuropdischen Klimabedingungen adaptiert. Die Ahren der
Kreuzungspartner beider Populationen sind unbegrannt.

Die Populationen wurden in der Fs-Generation von der Saatzucht Schweiger (Feldkirchen)
zur Verfigung gestellt.

2.2 Feldversuche

Zur Evaluierung der Resistenzeigenschaften wurden 2001 mit beiden Kartierungs-
populationen Feldversuche in zwei Umwelten (Freising, Hohenheim) nach Spriihinokulation
durchgefihrt. Die Linien wurden als Blockanlage einreihig mit einer Reihenlange von 1,5m
und einem Reihenabstand von 0,2m in einer Wiederholung geprift. Da der primare Grund fr
den Anbau der Populationen die Saatgutvermehrung fir die Feldversuche 2002 war, wurde
nur ein Drittel der Pflanzen je Linie inokuliert. Bei beiden Populationen konnten einige Linien
(13 bei Dream/Lynx, 27 bei G16-92/Hussar) mit schlechtem Aufgang nicht inokuliert werden,
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um die Saatgutvermehrung zu gewahrleisten. Diese Feldversuche werden daher als
Vorversuch betrachtet. Fir die erhobenen Daten 2001 wurden die Mittelwerte Uber die
beiden Umwelten gebildet und bei den QTL-Analysen als eine Umwelt behandelt.

Das Hauptaugenmerk bei der Erfassung der spaltenden Merkmale der Kartierungs-
populationen lag auf den Feldversuchen 2002. Beide Populationen wurden als Gitteranlage
in zwei Wiederholungen in vier Umwelten angebaut (Freising, Hohenheim, Wetze und
Wohlde, Abbildung 3). Die RILs der Populationen wurden getrennt voneinander, aber
gemeinsam mit den Kreuzungseltern, sowie einigen Vergleichssorten und —Linien zur
Komplementierung des Versuchsdesigns angebaut. Die Gitteranlage der Population
Dream/Lynx bestand aus 180 Prifgliedern je Wiederholung und 36 Teilblécken mit 10
Prufgliedern je Teilblock. Die Gitteranlage der Population G16-92/Hussar umfasste 160
Prifglieder je Wiederholung und setzte sich aus 32 Teilbldcken mit 10 Prifgliedern je
Teilblock zusammen. Der Anbau erfolgte zweireihig mit einer Parzellenflache von etwa
0,6m>.

Die Spruhinokulation wurde bei allen Feldversuchen mit einer Konidiensuspension aus zwei
mittel bis hoch aggressiven Fusarium culmorum-lsolaten (FC33, FC46) durchgefiihrt. Die
Produktion des Inokulums erfolgte an der Landessaatzuchtanstalt Hohenheim nach
Miedaner et al. (1996). Die Konidien wurden auf einem MS-Nahrmedium auf ihre Keim-
fahigkeit geprift und die Konidiensuspension nach Zahlung der Konidien mit einer Fuchs-
Rosenthal-Kammer auf 500.000 Konidien/ml eingestellt. Die ausgebrachte Suspensions-
menge betrug 100ml pro m? Die Spriihinokulation wurde nicht spezifisch fiir jede Linie
vorgenommen, sondern erfolgte jeweils fir die gesamte Population. Die erste Inokulation
erfolgte zu einem Zeitpunkt, als sich bei dem Uberwiegenden Anteil der Linien etwa 50% der
Pflanzen in der Bliite befanden. Da bei den Linien innerhalb der Populationen Variation
hinsichtlich des BlUhzeitpunktes vorhanden war, wurde die Inokulation je nach Umwelt und
Entwicklungsstadium der Linien ein- bis zweimal in einem Intervall von 4 bis 6 Tagen
wiederholt.

Die Erfassung der Krankheitssymptome erfolgte visuell als Prozent befallener Ahrchen.
Abhéangig von der Befallsentwicklung wurden die Symptome standortspezifisch erstmalig 9
bis 11 Tage nach der letzten Inokulation erfasst. Diese Bonitur wurde in einem Intervall von 3
bis 5 Tagen zweimal wiederholt (Freising 2002 nur zwei Bonituren). Die Wuchshéhe wurde
als Distanz vom Boden bis zur Ahrenmitte in cm gemessen. Der Zeitpunkt des Ahren-
schiebens wurde als Anzahl der Tage nach dem 1. Januar bestimmt. Die Ahrendichte wurde
auf einer Skala von 1 (locker) bis 9 (kompakt) geschatzt.

Der Anbau der Feldversuche, die Inokulation und die Durchfiihrung der Bonituren wurden in
Hohenheim von der Landessaatzuchtanstalt Hohenheim, sowie in Wetze und Wohlde von
der Lochow-Petkus GmbH durchgefihrt.
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Abbildung 3: Versuchstandorte fur die Evaluierung des sichtbaren Befalls

2.3 Molekulare Marker

Zur Untersuchung der genetischen Variation der RILs beider Kartierungspopulationen
wurden im wesentlichen zwei PCR-gestitzte Markertechniken, AFLPs und Mikrosatelliten,

verwendet.

2.3.1 DNA Extraktion

Flr die DNA-Extraktion wurden Blattproben von jungen Weizenpflanzen genommen. Dieses
Blattmaterial wurde in einer Vakuum-Gefriertrocknung getrocknet und anschlieBend in einer
Kugelmuhle vermahlen. Die Extraktion der genomischen DNA wurde mit der Natriumbisulfit-
Methode nach Anderson et al. (1992) mit einigen Modifikationen durchgefthrt.

Der Zellaufschluss von jeweils 1g gemahlenem Blattmaterial erfolgte in 20ml Extraktions-
puffer unter Zugabe von 3,8g/l Natriumbisulfit und nachfolgender Inkubation bei 65°C fir
60min im Wasserbad. Zur Phasentrennung folgte die Zugabe von 10ml Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) mit anschlieBender Zentrifugation (15min bei 5000Upm).

Dieser Vorgang wurde nach Uberfilhrung des wassrigen Uberstands in neue
ReaktionsgefaBe wiederholt. Nach erneuter Uberfilhrung des wassrigen Uberstands erfolgte
unter Zugabe von 10ul RNAse der RNA-Verdau (30min bei Raumtemperatur). Die Fallung
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der genomischen DNA wurde mit 5ml Isopropanol durchgefiihrt. Nach der Zentrifugation
(5min bei 5000Upm) der Suspension wurde das DNA-Pellett in neue ReaktionsgefaBe
Uberfihrt. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der DNA in zwei aufeinander folgenden
Schritten in 76%igem Ethanol (Waschlésung | und Il). Die Waschlésungen wurden nach
jedem Reinigungsschritt verworfen. Zur Beseitigung von Ethanolresten wurde die
aufgereinigte DNA in einem Vakuum getrocknet und anschlieBend in TE-Puffer gelést. Nach
Bestimmung der vorliegenden Konzentration auf einem 1%igem Agarosegel mit Hilfe eines
Lamda/Hindlll Standards (Fa. EUROGENTEC, Belgien) erfolgte die Einstellung der DNA-
Konzentration auf 50ng/pl.

2.3.2 AFLP-Marker

Fir die Genotypisierung der RILs und der Kreuzungseltern beider Populationen mit der
AFLP-Technik (Vos et al. 1995) wurde die genomische DNA mit zwei Kombinationen von
Restriktionsenzymen, Sse8387I/Msel und Pstl/Msel, verdaut. Der Restriktionsverdau, die
Adapter-Ligation und die selektive PCR-Amplifikation wurde nach Hartl et al. (1999) mit
einigen Modifikationen durchgefihrt.

Die Restriktion und Ligation wurden in einem Reaktionsschritt durchgefihrt. Die
Reaktionslésung von 12,5ul Volumen enthielt 250ng genomische DNA, 3,0 Units des
Restriktionsenzyms Sse83871 oder 2,5 Units Pstl und 1 Unit des Enzyms Msel, 2,0pmol
Sse83871- bzw. Pstl-Adapter und 20,0pmol Msel-Adapter, 1 Unit T4-Ligase, sowie 1mM
ATP, 1x BSA und 1x NEB2-Puffer. Dieser Reaktionsansatz wurde zuné&chst fir 2 Stunden
bei 37°C, dann fir 8 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend vierfach mit
Wasser verdinnt. Fir die Praamplifikation der Sse8387l/Msel Kombination wurden Primer
verwendet, deren Sequenz zu den entsprechenden Adaptoren und den Schnittstellen der
Restriktionsenzyme homolog waren. Im Falle der Pstl/Msel Kombination besaBen die Primer
ein selektives Nukleotid. Nach der PCR wurde der Praamplifikationsansatz 1:40 mit Wasser
(bidest.) verdinnt.

Flr die selektive Amplifizierung wurden 43 Sse8387I/Msel-Primerkombinationen mit je zwei
selektiven Nukleotiden bzw. 23 Pstl/Msel-Primerkombinationen mit je drei selektiven
Nukleotiden am 3" Ende eingesetzt. Die 5° Enden der Sse8387/- und Pstl-Primer waren bei
der selektiven Amplifikation entweder mit Fluorescin oder Cy3 markiert. Nach der PCR
wurden die Lésungen 1:1 mit Loading Dye verdinnt und denaturiert.

Die Reaktionslésungen fir die PCR hatten ein Volumen von 10pl. In den Lésungen waren
bei der Praamplifikation 3,0ul der ligierten Restriktionsfragmente bzw. bei der selektive
Amplifikation 3,0ul der Préaamplifikate enthalten. AuBerdem enthielten die Reaktionslésungen
je 0,3uM der entsprechenden Primer, 0,2mM von jedem dNTP, 1,5mM MgCl,, 0,5 Units Tag-
Polymerase und 1x konzentrierten PCR-Puffer.
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PCR-Programm Praamplifikation:
2 min bei 72°C
20 Zyklen: 30 sec bei 94 °C; Denaturierung
1 min bei 60°C; Annealing
2 min bei 72°C; Extension
4°C Lagertemperatur

PCR-Programm selektive Amplifikation:

3 min bei 94 °C; Denaturierung

9 Zyklen: 30 sec bei 94 °C; Denaturierung
30 sec bei 65°C (—1°C/Zyklus); Annealing
2 min bei 72°C; Extension

23 Zyklen: 30 sec bei 94 °C; Denaturierung
30 sec bei 56 °C; Annealing
2 min bei 72°C; Extension

4°C Lagertemperatur

Restriktionssequenzen der Enzyme:
Sse83871: 5- CCTGA GG

Pstl: 5-CTGCA_G

Msel: 5-.AAT_T

Adapter Sequenzen (fir Sse83871 und Pstl identisch):
Sse83871-1 bzw. Pstl-1: 5 - CTCGTAGACTGCGTACATGCA -3

SseB83871-2 bzw. Pstl-2: 3 - CATCTGACGCATGT -5
Msel-1: 5- GACGATGAGTCCTGAG -3
Msel-2: 3'- TACTCAGGACTCAT -5°

Sequenzen der selektiven Primer

Sse8387I-Primer: 5°- GACTGCGTACATGCAGG NN
Pstl-Primer: 5 - GACTGCGTACATGCAG NNN
Msel-Primer: 5°- GAT GAG TCC TGA GTA A NN(N)

Primer flr die Prdamplifikation
Sse83871-00: 5°- GTAGACTGCGTACATGCAG
Msel-00: 5 - GATGAGTCCTGAGTAA

Pstl-03: 5 - GACTGCGTACATGCA G* * fur Pst = selektives Nukleotid
Msel-02: 5 - GATGAGTCCTGAGTAAC

In Tabelle 1 sind die verwendeten Primerkombinationen bei der selektiven Amplifikation
aufgefihrt.
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Tabelle 1: Verwendete Primerkombinationen mit den jeweiligen selektiven Basen bei der AFLP-
Methode

Sse8387I (NN-3) Msel (NN-3) | Pstl(NNN-3)  Msel (NNN -3))
cew e
mg gggg M49 (CAG)
Mo (o) M52 (CCC)
S14 (AT) M0 (o) P66 (GAT) M53 (CCG)
Moy (GG M55 (CGA)
R M56 (CGC)
S15 (CA) M24 (TC)
M16 (CC) Mo Eggé))
16 (CC) Mg (70, P68 (GCC) Mos \ooG)
M56 (CGC)
S17 (CG) M16 (CC)
M12 (AC)
M15 (CA)
S18 (CT) m;g gg%
M24 (TC)
M25 (TG)
S19 (GA) M16 (CC)
M19 (GA) M59 (CTA)
S20 (GO) M20 (GC) P72 (GGC) MB0 (CTC)
P73 (GGG) M60 (CTC)
M12 (AC) M52 (CCC)
S22 (GT) W14 %\(T;)) P74 (GGT) Mos \COG)
Mo gggg M48 (CAC)
$23 (TA) M21 (GG) P75 (GTA) mg; (ggé)
M24 (TC) (cca)
ot 1) M60 (CTC)
ST
M12 (AC)
M13 (AG)
M15 (CA)
M18 (CT) M51 (CCA)
S25 (TG) 19 ggg P77 (GTG) MEs (o)
M23 (TA)
M24 (TC)
M26 (TT)
M12 (AC) M51 (CCA)
26 (TT) M13 (AG) P78 (GTT) M55 (CGA)
M17 (CG) M56 (CGC)

Die Bezeichnung der Primerkombinationen wurde laut Standardliste fir AFLP Primer
Ubernommen (http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/keygeneAFLPs.html). Die Namen der

AFLP-Loci basieren auf der verwendeten Primerkombination, gefolgt von einer Nummer, die
der Fragmentgr6Be in Basenpaaren entspricht. So bezieht sich z.B. die Bezeichnung
S25M15_187 auf ein Fragment von 187 Basenpaaren, das mit der Primerkombination
Sse8387I- 25 und Msel- 15 amplifiziert wurde.
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Parallel zur Genotypisierung der RILs wurden auch nulli-tetrasome Linien von Chinese
Spring (Sears 1966) mit einem Teil der AFLP-Primerkombinationen untersucht, um einige
der AFLP-Loci/Marker den Weizenchromosomen zu zuordnen. Die nulli-tetrasomen Linien
wurden von Prof. Zeller zur Verfigung gestellt.

2.3.3 SSR-Marker

Basierend auf den Primerinformationen von Rdéder et al. (1998), Gupta et al. (2002) und der
GrainGenes Datenbank (http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/maps.shtml) wurden 150 SSR-

Marker, die Uber das gesamte Weizengenom verteilt sind, auf Polymorphie zwischen den
Kreuzungseltern getestet. Mit polymorphen SSR-Markern wurden die RILs der
Kartierungspopulation genotypisiert. Die unverdffentlichten Primersequenzen fir die Marker
GWM1011, GWM1027 und GWM1067 wurden freundlicherweise von M. Rdéder (IPK
Gatersleben) zur Verfigung gestellt.

Die Amplifikation der SSRs wurde nach Rdder et al. (1998) mit einigen Modifikationen
durchgefiihrt. Die Reaktionslésungen fur die PCR hatten ein Volumen von 12,5ul und
enthielten 50ng genomische DNA, je 0,3uM Primer, 0,2mM von jedem dNTP, 1,5mM MgCl,,
0,5 Units Tag-Polymerase und 1x PCR-Puffer. Die Primer waren am 5° Ende mit Fluorescin
markiert oder die Gele wurden bei unmarkierten Primern nach der elektrophoretischen
Trennung der Fragmente mit Vistra Green (Amersham, Braunschweig) angefarbt. Nach der
Amplifikation wurden der Reaktionslésung 10ul Loading Dye zugeben und diese

anschlieBend denaturiert.

PCR-Programm fiir die Amplifikation von Mikrosatelliten
3 min bei 94 °C; Denaturierung
35 Zyklen: 1 min bei 94°C; Denaturierung
1 min bei 50, 55 oder 60°C; Annealing
2 min bei 72°C; Extension
10 min bei 72°C; final Extension
4°C Lagertemperatur

2.3.4 STS-Marker

Der STS-Marker IAG95 wurde basierend auf einem RFLP-Marker fir die vom Roggen
stammenden Mehltauresistenzgene Pm8/Pm17 des Weizens entwickelt. Mit IAG95 werden
DNA-Fragmente amplifiziert, welche diagnostisch flr die Weizen-Roggen Translokationen
T1AL.1RS und T1BL.1RS sind. Die Amplifikation des IAG95 Markers erfolgte wie bei Mohler
et al. (2001) beschrieben.
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2.3.5 Gelelektrophorese

Alle amplifizierten DNA-Fragmente wurden auf einem 5%igem denaturierendem
Polyacrylamidgel elektrophoretisch nach ihren BasenpaargroBen aufgetrennt. Die
Fragmenttrennung erfolgte in einer vertikalen Elekirophoresekammer bei einer angelegten
Spannung von 1580 V bei 50 W fir 1,5 bis 2 Stunden. Die Bestimmung der FragmentgréBen
wurde (ber einen auf den Gelen mitlaufenden Léangenstandard ermittelt. Die Detektion der
Fragmente auf den Gelen erfolgte mittels eines Typhoon 9200 Fluoreszenz-Scanners
(Amersham, Braunschweig). Die digitalen Bilder der Mikrosatelliten wurden visuell
ausgewertet. Die AFLPs wurden zunachst mit Hilfe des Programms AFLP Quantar® 1.0
(Keygene, Wageningen, Niederlande) ausgewertet und visuell Gberprtift.

2.4 Statistische Auswertung

2.4.1 Analyse der Feldversuche

Die Analyse der phanotypischen Daten aus den Feldversuchen 2002 wurde zunachst fir die
jede Umwelt einzeln mit dem Programm PLABSTAT, Version 2P (UTz 2001) durchgeflhrt.
Die Versuche in den einzelnen Umwelten waren als Gitter in zwei Wiederholungen angelegt.
Die Auswertung der Daten mit PLABSTAT uber die ,Lattice” Option liefert adjustierte
Mittelwerte fur jede Umwelt, wobei auftretende Blockeffekte berlcksichtigt werden.
Basierend auf den adjustierten Mittelwerten wurden die Varianzanalysen tber die Umwelten
vorgenommen. Die Heritabilitdt im weiteren Sinne wurde nach Fehr (1987) mit 95%igen
Konfidenzintervallen (Knapp und Bridges 1987) berechnet.

Das Programm SAS, Version 8.0 (SAS INSTITUTE 2000) wurde fir die Berechnung der
Spearman-Korrelationskoeffizienten verwendet. Die Korrelationsanalyse wurden basierend
auf den adjustierten Mittelwerten der Umwelten durchgefiihrt. Regressionsanalysen
zwischen einzelnen DNA-Markern und den Felddaten sowie mehrfaktorielle Varianzanalysen

wurden mit der Prozedur GLM bzw. mit der Prozedur Mixed vorgenommen.

2.4.2 Molekulargenetische Kartierung

Fir RILs mit einem hohen Homozygotiegrad ist eine Spaltung der Marker im Verhaltnis von
1:1 zu erwarten. Jeder DNA-Marker wurde mittels Chi-Quadrat-Test auf eine gestérte
Spaltung Gberprift.

Die spaltenden Markerdaten fir die Dream/Lynx und die G16-92/Hussar-Population wurden
mit MAPMAKER/Exp. 3.0b (Lander et al. 1987) unter Verwendung der Haldane Trans-
formation verrechnet. Fir die Gruppierung der Marker wurde ein LOD-Wert von mindestens
3.0 und eine maximale genetische Distanz zwischen den Markern von 35 cM festgelegt. Die
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wahrscheinlichste Anordnung der Marker innerhalb einer Kopplungsgruppe wurde mit den
Befehlen 'order' und 'compare’ (in Ausnahmefallen mit 'ripple' und 'try') ermittelt.

Basierend auf den verdéffentlichten Mikrosatelliten-Karten von Rdder et al. (1998), Gupta et
al. (2002) und der GrainGenes-Datenbank wurde die Zuordnung einiger Kopplungsgruppen
zu den Chromosomen des Weizens sowie die Orientierung dieser Gruppen vorgenommen.
Einige Gruppen konnten aufgrund der Bandenmuster von AFLP-Markern bei den nulli-

tetrasomen Linien den Chromosomen zugeordnet werden.

2.4.3 QTL-Analysen

Die QTL-Analysen wurden mit dem Programm PLABQTL, Version 1.1 (Utz und Melchinger
2000) durchgefihrt. Mit PLABQTL kdénnen Intervallanalysen basierend auf dem Modell von
Haley und Knott (1992), sowohl ohne als auch mit Markern als Cofaktoren durchgefihrt
werden (Simple Interval Mapping, SIM bzw. Composite Interval Mapping, CIM). Im ,Final
simultaneous fit” kalkuliert PLABQTL far alle identifizierten QTLs die erklarte phanotypische
Varianz des Gesamtmodells. QTLs, die im Gesamtmodell keinen hoch signifikanten Einflu
(p < 0,01) auf die erklarte phanotypische Varianz haben, werden im Ergebnissteil nicht
berlcksichtigt.

Die Cofaktorauswahl fir die CIM-Analysen erfolgte automatisch, wobei die F-to-Enter-
Schwellenwerte stufenweise erhdht wurden. Unter Berlcksichtigung der SIM-Analysen
wurde abhangig von der Population, dem untersuchten Merkmal und der Umwelt ein F-to-
Enter-Schwellenwert von 8, 9 oder 10 verwendet.

Basierend auf den Ergebnissen von Permutationstests (n= 1000) wurden die LOD-
Schwellenwerte festgelegt, bei denen ein QTL als signifikant angenommen wurde. Die
Permutationstests der einzelnen Umwelten wurden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
o= 25% und die Tests der Mittelwerte Uber die Umwelten 2002 mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von a= 10% durchgeflhrt.

Mit der Option “five-fold cross-validation” wurde fir die Mittelwerte der Krankheitssymptome
Uber die Umwelten 2002 getestet, ob Stichprobeneffekten (‘'sampling effects’) einen Einflu
auf die erklarte phanotypische Varianz und die Position identifizierter Resistenz-QTLs haben.
In finf Wiederholungen wird mit einer Subpopulation von 4/5 der Linien eine QTL-Analyse
durchgefihrt und mit 1/5 der Linien die Einschatzung der erklarten phanotypischen Varianz
und der Positionen validiert. Die “five-fold cross-validation” kann so modifiziert werden, dass
PLABQTL Analysen mit 1000 voneinander unabhangig ausgewahlten Subpopulationen zur
Validierung der identifizierten QTLs durchfihrt.

Die Option 'smodel’ wurde genutzt um festzustellen, ob signifikante epistatische Effekte
zwischen den identifizierten QTLs vorliegen.
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2.5 Markervalidierung

Parallel zu den Kartierungspopulationen wurde fliir das rekurrente Selektionsprogramm des
EUREKA-Projekts eine Population mit einem unabhangigen genetischen Hintergrund
entwickelt. In der vorliegenden Arbeit wurde diese unabhangige Population fir die
Validierung von DNA-Markern verwendet und daher als Validierungspopulation bezeichnet.
Je drei Linien der Kartierungspopulationen wurden nach phanotypischer Beurteilung der
Resistenzeigenschaften in der F4,-Generation des SSD ausgewdhlt. Die drei Linien der
Dream/Lynx-Population wurden zun&chst mit der hochanfélligen Sorte Brando gekreuzt und
die ausgewahlten Linien der Population G16-92/Hussar mit der anfélligen Zuchtlinie LP235.1
(Lochow-Petkus GmbH). Zuféllig ausgewahlte Nachkommen dieser beiden Kreuzungen
wurden anschlieBend miteinander verkreuzt. Das Schema dieser Vierfach-Kreuzung ist in
Abbildung 4 dargestellt.

P1 = Linien der Population Dream/Lynx P_I X P2 P3 X p4
P2 = Brando
P3 = LP235.1 l l
P4 = Linien der Population G16-92/Hussar
(P1/P3) x (P3/Py)

576 Einzelpflanzen

Abbildung 4: Kreuzungsschema fir die Entwicklung der Validierungspopulation

Aus Blattproben der 576 Einzelpflanzen wurde genomische DNA fir die Genotypisierung mit
den entsprechenden DNA-Markern extrahiert. Die Ahren jeder Pflanze wurden geerntet und
das Saatgut fur Feldversuche verwendet. Die Entwicklung dieser Population und die DNA-
Extraktion wurde von der Lochow-Petkus GmbH (Bergen, Deutschland) durchgeflhrt.

Die phanotypische Charakterisierung der Validierungspopulation erfolgte in Feldversuchen
2002 nach Sprihinokulation an den vier Standorten Freising, Hohenheim, Wetze und
Wohlde. Die 576 Linien wurden als Gitteranlage in zwei Wiederholungen angebaut. Die
Durchfihrung der Feldversuche und die Erfassung des Fusariumbefalls sowie der
Wuchshéhe und des Zeitpunkts des Ahrenschiebens wurde von den Partnern des EUREKA-
Projektes gemeinschaftlich durchgeflihrt. Der resultierende Datensatz fir die Mittelwerte
Uber die Umwelten wurde von den EUREKA-Partnern fir die vorliegende Arbeit zur
Verfligung gestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Phanotypisierung der Dream/Lynx-Population

Die Linien der Dream/Lynx-Population zeigten eine kontinuierliche Variation hinsichtlich der
erfassten Krankheitssymptome flr die Mittelwerte Gber die Umwelten 2002 (Abbildung 5).
Bei den Mittelwerten 2002 zeigte keine Linie weniger Fusariumbefall als der Resistenzdonor
Dream, allerdings waren funf Linien signifikant starker befallen als der anfallige
Kreuzungselter Lynx. Auch bei den Merkmalen Wuchshéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des
Ahrenschiebens war fiir die Mittelwerte (iber die Umwelten eine kontinuierliche Variation
innerhalb der Population zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Die wichtigsten Populations-
kenngréBen fir alle erfassten Merkmale sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

35 MW = 34,6
Min =11,9

30 - Max = 62,4

25 | LSD5% = 9,2

20 -

Linien

9 15 21 27 33 39 45 51 57 63

Befall in %

Abbildung 5: Haufigkeitsverteilung der 145 RILs der Population Dream/Lynx fiir die Befallsmittelwerte
Uber die vier Umwelten 2002. Die Pfeile markieren die Werte der Kreuzungseltern. Dargestellt sind der
Mittelwert (MW) und die Variationsbreite (Min, Max) der Population, sowie die Grenzdifferenz bei
5%iger Irrtumswahrscheinlichkeit (LSD5%).

Tabelle 2: KenngrdéBen der Population Dream/Lynx und der Kreuzungseltern fir die erfassten
Merkmale 2002.

Merkmal Ort P°p:1li?:é?ns' Variationsbreite =~ Dream Lynx
Freising 30,8 6,1 -57,9 15,1 41,9
Hohenheim 33,4 3,5-80,6 4,5 53,3
Fusariumbefall (%) Wetze 43,8 24,7 - 68,3 15,1 63,3
Wohlde 30,6 6,4 — 58,4 7,5 45,6
MW 2002 34,6 11,9-62,4 10,5 51,0
Wuchshéhe (cm) MW 2002 94,7 69,56 —-112,7 99,1 771
Ahrendichte (1-9) MW 2002 5,8 29-8,7 3,3 7,6

Anrenschieben (Tage) MW 2002 156,3 152,7 - 160,5 158,5 155,8
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Die Varianzanalyse fir die ermittelten Krankheitssymptome ergab fir die Umwelten, die
Genotypen und die Genotyp x Umwelt-Interaktion signifikante Varianzen. Die Ergebnisse der

Varianzanalysen fir alle erfassten Merkmale sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Varianzanalyse der 145 RILs der Population Dream/Lynx fir den Befall, die Wuchshdhe,
Ahrendichte und Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Die Ergebnisse basieren auf den adjustierten Mittel-
werten der vier Umwelten 2002.

Varianz- Fusariumbefall Wuchshohe Ahrendichte Ahrenschieben
ursache FG' VK>  F-Wert  VK? F-Wert  VK® F-Wert  VK® F-Wert
Umwelten 3 385 128,0 167,4 1101,1* 02  21,3* 51  828,8*
(V)
Genotypen 4,0 1023 103" 1113 212 1,0 4,0* 2.4 11,8*
Gx U

X *% *% *% *%
Interaktion 492 33.9 44 16,8 4,2 08 2,3 0,3 1,6

Fehler 580 10,0 --- 5,3 --- 0,6 --- 0,6 ---

"Freiheitsgrade; “Varianzkomponente; **p < 0,0001

Die Heritabilitat im weiteren Sinne war fiir alle Merkmale hoch:
Fusariumbefall: H = 0,90 (95%iges Konfidenzintervall = 0,87 - 0,93)
Wuchshéhe: H = 0,95 (0,94 — 0,96)

Anrendichte: H = 0,75 (0,67 — 0,81)
Ahrenschieben: H = 0,92 (0,89 —0,93)

Die Korrelationskoeffizienten flir den erfassten Befall zwischen den vier Umwelten 2002
lagen zwischen 0,70 und 0,81 (p< 0,0001).

Far die Mittelwerte Gber die Umwelten ergab sich eine negative Korrelation zwischen dem
Befall und der Wuchshéhe (r =-0,43; p< 0,0001) sowie zwischen dem Befall und dem
Zeitpunkt des Ahrenschiebens (r =-0,41; p< 0,0001). Linien mit groBer Wuchshéhe und
spaterem Ahrenschieben tendierten zu geringerem Befall. Die Zusammenhinge zwischen
dem Befall und der Wuchshéhe bzw. dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens sind in Abbildung 6
illustriert.
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Abbildung 6: Scatter-Plots fir die 145 RILs der Population Dream/Lynx fiir den Fusariumbefall und
die Wuchshdhe (A) bzw. den Zeitpunkt des Ahrenschiebens (B) fur die Mittelwerte Uber die Umwelten
2002. Die Pfeile markieren die Position der Kreuzungseltern.



Ergebnisse 35

3.2 Phanotypisierung der G16-92/Hussar-Population

Auch die Linien der Population G16-92/Hussar zeigten fir die Mittelwerte Gber die Umwelten
2002 eine kontinuierliche Variation fiir die Ahrensymptome (Abbildung 7). Keine Linie wies
einen signifikant geringeren Befall auf als der Resistenzdonor G16-92 bzw. einen signifikant
starker ausgepragten Befall als der anfallige Elter Hussar. Flr die Mittelwerte 2002 der
Merkmale Wuchshdhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnte ebenfalls
eine kontinuierliche Variation beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die wichtigsten
PopulationskenngréBen fir alle erfassten Merkmale sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

35 MW =355
Min =175
30 Max = 60,5
25 LSD5% = 9,5
c 20 G16-92 Hussar
o
Y= 24.6 54,7
O 15 4
10
. I
0 | mm | N -
15 51 57 63
Befall in %

Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung der 136 RILs der Population G16-92/Hussar fir die Befallsmittel-
werte Uber die vier Umwelten 2002. Die Pfeile markieren die Werte der Kreuzungseltern. Dargestellt
sind der Mittelwert (MW) und die Variationsbreite (Min, Max) der Population, sowie die Grenzdifferenz
bei 5%iger Irrtumswahrscheinlichkeit (LSD5%).

Tabelle 4: KenngroBen der Population G16-92/Hussar und der Kreuzungseltern fir die erfassten
Merkmale 2002.

Merkmal Ort POp“l;IIi?tté?ns' Variationsbreite G16-92 Hussar
Freising 27,8 13,6 —44)9 19,7 38,6
Hohenheim 32,1 3,3-76,9 16,5 60,5
Fusariumbefall (%) Wetze 48,8 31,4-76,9 36,9 67,1
Wohlde 33,3 20,5-55,0 25,4 53,1
MW 2002 35,5 17,5-60,5 24,6 54,7
Wuchshéhe (cm) MW 2002 100,2 75,6 —121,7 108,8 80,1
Ahrendichte (1-9) MW 2002 5,0 2,1-8,3 42 5,7

Ahrenschieben (Tage) MW 2002 153,4 148,0 - 156,7 152,9 154,3
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Die Varianzanalyse fir die ermittelten Krankheitssymptome ergab signifikante Varianzen fir
die Umwelten, die Genotypen und die Genotyp x Umwelt-Interaktion. Die Ergebnisse der
Varianzanalysen fir alle erfassten Merkmale sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Varianzanalyse der 136 RILs der Population G16-92/Hussar fir den Befall, die
Wuchshbéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Die Ergebnisse basieren auf den
adjustierten Mittelwerten der vier Umwelten 2002.

Varianz- Fusariumbefall Wuchshéhe Ahrendichte Ahrenschieben
ursache FG' VK> F-Wert  VK° F-Wert  VK® F-Wert  VK® F-Wert
tJU”)‘W‘*"e” 3 841 2456 1465 8446* 0,02 3,7* 4,9 4559 4*
%e)notypen 135 61.6 6,3 1110 19,8* 1.0 5 0% 2.4 9,0**
GxU 405 355 42" 158 30~ 04 16~ 06 22
Interaktion

Fehler 516 11,3 7.8 0,6 0,6

"Freiheitsgrade; “Varianzkomponente; *p < 0,01; ** p < 0,0001

Die Heritabilitat im weiteren Sinne war fiir alle Merkmale hoch:
Fusariumbefall: H = 0,84 (95%iges Konfidenzintervall = 0,79 - 0,88)
Wuchshéhe: H = 0,95 (0,93 — 0,96)

Ahrendichte: H* = 0,81 (0,75 — 0,85)
Ahrenschieben: H = 0,89 (0,85 - 0,92)

Die Korrelationskoeffizienten flir den erfassten Befall zwischen den vier Umwelten 2002
lagen zwischen 0,60 und 0,71 (p< 0,0001).

Fir die Mittelwerte tber die Umwelten 2002 ergab sich eine signifikante negative Korrelation
zwischen dem sichtbarem Befall und der Wuchshéhe (r = -0,58; p< 0,0001). Zwischen der
Befallsbonitur und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnte in dieser Population eine
positive Korrelation festgestellt werden (r = 0,22; p< 0,01). Linien mit groBer Wuchshéhe und
frihem Ahrenschieben wiesen einen geringeren Befall auf. Der Zusammenhang zwischen
und Befall und Wuchshdhe bzw. dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens ist in Abbildung 8

dargestellt.
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Abbildung 8: Scatter-Plots fir die 136 RILs der Population G16-92/Hussar fir den Fusariumbefall
und die Wuchshéhe (A) bzw. den Zeitpunkt des Ahrenschiebens (B) fir die Mittelwerte Uber die
Umwelten 2002. Die Pfeile markieren die Position der Kreuzungseltern.
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3.3 Genotypisierung der Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar

Von den etwa 150 mit Dream und Lynx getesteten SSR-Markern waren nur 45 polymorph.
Der Marker GWM1011 hatte zwei unabhéngig spaltende Loci. Die 145 RILs der Population
Dream/Lynx wurden mit 617 AFLPs, 45 SSRs und dem STS-Marker IAG95 genotypisiert.
Die genetische Karte umfasst 38 Kopplungsgruppen mit insgesamt 476 Markern. Einige
Marker verblieben ungekoppelt oder wurden aufgrund nicht Kklar identifizierbarer
Bandenmuster nicht verrechnet. Zu den nicht gekoppelten Markern gehdérten die SSR-
Marker GWM6 (4BL), GWM44 (7D), GWM52 (3DL), GWM165 (4BL), GWM169 (6AL),
GWM174 (5DL), GWM190 (5DS), GWM200 (6AS), GWM205 (5DS), GWM259 (1BL),
GWM297 (7B), GWM325 (6DS), GWM469 (6DS) und GWM494 (6A). Sehr eng gekoppelte
Marker wurden aus der genetischen Karte entfernt und die QTL-Analysen mit einem
KartengerUst aus 283 Markern durchgefihrt. Diese reduzierte Karte umfasste 1690 cM. Mit
Hilfe der 31 SSR-Marker in den Kopplungsgruppen und der Analyse der nulli-tetrasomen
Linien von Chinese Spring mit AFLP-Markern war die Zuordnung von 29 Gruppen zu den
Chromosomen des Weizens méglich. Dem A-Genom wurden 13 Kopplungsgruppen mit 100
Markern, dem B-Genom 11 Kopplungsgruppen mit 98 Markern, dem D-Genom 5 Gruppen
mit 21 Markern und neun Kopplungsgruppen mit 64 Markern konnten keinem Chromosom
zugeordnet werden. Den Chromosomen 4B, 1D, 4D und 6D konnte keine Kopplungsgruppe

zugeordnet werden.

Von den etwa 150 mit G16-92 und Hussar getesteten SSR-Markern waren nur 33
polymorph. Die Marker GWM55, GWM191 und GWM293 hatten je zwei unabhéngig
spaltende Loci. Die 136 RILs der Population G16-92/Hussar wurden mit 600 AFLPs, 33
SSRs und dem STS Marker IAG95 genotypisiert. In der resultierenden genetischen Karte
wurden 518 Marker verrechnet. Zu den nicht gekoppelten Markern gehérten die SSR-Marker
GWM44 (7D), GWM52 (3DL), GWM165 (4BL), GWM174 (5DL), GWM190 (5DS), GWM257
(2BS), GWM265 (2AL), GWM325 (6DS), GWM570 (6AL) und Barc107 (6AL). Die genetische
Karte fur die QTL-Analysen umfasste 2131 cM und bestand aus 314 Markern verteilt auf 42
Kopplungsgruppen, von denen 32 den Chromosomen des Weizens zugeordnet werden
konnten. Das A-Genom wurde durch 14 Kopplungsgruppen mit 107 Markern, das B-Genom
durch 15 Gruppen mit 136 und das D-Genom durch 3 Gruppen mit 11 Markern reprasentiert.
Zehn Kopplungsgruppen mit 60 Markern konnten keinem Chromosom zugeordnet werden.
Den Chromosomen 2D, 4D, 6D und 7D konnte keine Kopplungsgruppe zugeordnet werden.

Die genetischen Karten der Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar ahnelten sich in
der Verteilung der Marker und Kopplungsgruppen Uber das Weizengenom. Insgesamt waren
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188 DNA-Marker in beiden Populationen polymorph, von denen 90 Marker in den reduzierten
Karten fUr die QTL-Analysen vorlagen.

Bei beiden Populationen war je eine Kopplungsgruppe auf Chromosom 1B vorhanden, in der
Uber 30 Marker eng gekoppelt vorlagen. In diesen Gruppen der entsprechenden
Populationen war die Rekombinationsfrequenz sehr gering.

Die Kopplungsgruppe 1B-1 der Population Dream/Lynx bestand aus 39 Marker, von denen
33 AFLPs, der STS-Marker IAG95 und der SSR Marker GWM18 sehr eng miteinander
gekoppelt waren. Diese eng gekoppelten Marker umfassten eine Distanz von nur 3,1 cM. Es
wurden nur funf mdégliche Rekombinationsereignisse bei vier Linien zwischen diesen 35
Markern identifiziert. Der STS-Marker IAG95 ist diagnostisch fur Weizen-Roggen-
Translokationen und befand sich am Ende dieser Gruppe. IAG95 war vollstandig mit 4 AFLP-
Markern gekoppelt. Die Untersuchung der Kreuzungseltern mit dem I1AG95-Marker und die
Ergebnisse einer Speicherprotein-Elekirophorese (Killerman pers. Mitteilung) ergaben, dass
Lynx die 1BL/1RS-Translokation bzw. das GliR1-Allel tragt. Die Gruppe der eng gekoppelten
Marker zeigten eine signifikante Abweichung von der 1:1 Spaltung. Nur etwa 1/3 der Linien
hatte die Translokation. Der SSR-Marker GWM18 ist in der Referenzkarte von Rdder et al.
(1998) nahe dem Centromer lokalisiert und nicht eindeutig dem langen oder kurzen Schenkel
des 1B Chromosoms zugeordnet.

Auch in der G16-92/Hussar-Population befand sich eine Kopplungsgruppe 1B-1 in der 30
AFLPs, der STS-Marker IAG95 und GWM?18 miteinander gekoppelt waren. IAG95 wurde
auch in dieser Population am Ende der Kopplungsgruppe kartiert. Im Unterschied zur
Dream/Lynx-Population war |AG95 hier nicht mit einem anderen Marker vollstandig
gekoppelt, sondern hatte einen Abstand von 5,6 cM zum nachsten Marker. Die 30 AFLPs
sowie GMW18 waren wiederum fast vollstandig miteinander gekoppelt. Es konnten nur vier
maogliche Rekombinationsereignisse zwischen diesen 31 Markern identifiziert werden. Dieses
Marker-Cluster umspannte eine genetischen Distanz von 4,1 cM. Das Bandenmuster von
IAG95 unterschied sich bei sechs Linien von den geclusterten Markern. Bei den eng
gekoppelten Markern dieser Gruppe war keine signifikante Abweichung von der erwarteten
1:1 Spaltung vorhanden. Der SSR-Marker GWM18, hatte eine Distanz von etwa 8cM zu
IAG95. Die Untersuchung der Kreuzungseltern mit dem STS-Marker IAG95 und die
Speicherprotein-Elektrophorese (Killerman pers. Mitteilung) ergaben, dass Hussar die
1BL/1RS-Translokation bzw. das GliR17-Allel tragt.

Die genetischen Karten beider Populationen, mit denen die QTL-Analysen durchgefihrt
wurden, sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Die genetischen Karten der Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar. Grau hinterlegt: Marker, die in beiden Populationen
kartiert wurden; Rot: SSR-Marker (S = kurzer Arm, L = langer Arm, C = am Centromer) bzw. AFLP-Marker, die nach der nulli-tetrasomen-

Analyse den Chromosomen zugeordnet wurden; *Markerallele, die nicht in der Referenzkarte kartiert waren.
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3.4 QTL-Analysen der Dream/Lynx-Population

Fir die QTL-Analysen der visuell erfassten Fusariumsymptome mit SIM ergaben die
Permutationstests fir die Umwelt 2001, sowie fir alle Umwelten 2002 einen LOD-
Schwellenwert von 2,3. Fir den Mittelwert Gber die Umwelten 2002 ergab sich ein LOD-
Schwellenwert von 2,7. Die SIM-Analysen identifizierten fiir den Befallsmittelwert Gber die
Umwelten 2002 drei Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 6AL, 1B-1 und 7BS. Diese drei
QTLs wurden auch in mindestens drei Umwelten des Jahres 2002 detektiert. Flr die Daten
des Jahres 2001 konnte der QTL auf 7BS detektiert werden. Neben diesen drei stabilen
Resistenz-QTLs wurden mittels SIM noch finf weitere QTLs in einzelnen Umwelten
detektiert (Tabelle 6).

Die Permutationstests mit CIM ergaben fir die erfassten Krankheitssymptome LOD-
Schwellenwerte von 2,4 fir die Umwelt 2001, sowie fir Freising, Hohenheim und Wohlde
2002 und von 2,3 fir Wetze 2002. Fir die Mittelwerte Uber die Umwelten 2002 ergab sich ein
LOD-Schwellenwert von 2,7. Fir die Mittelwerte 2002 detektierte die CIM-Analyse vier
Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 6AL, 1B-1, 2B und 7BS. Die individuellen QTLs
erklarten 16,9%, 14,9%, 10,1% und 17,4% der phéanotypischen Varianz. Der QTL der
Kopplungsgruppe 2B war auf dem langen Arm des Chromosoms lokalisiert. Die QTLs auf
1B-1 und 2B wurden in drei der vier Umwelten 2002 detektiert. Die QTLs auf 6AL und 7BS
wurden in allen vier Umwelten 2002 und 7BS zuséatzlich in der Umwelt 2001 identifiziert. Bei
den QTLs auf 6AL, 2B, und 7BS war Dream der Donor des Resistenzallels, wahrend der
Resistenzeffekt des QTLs auf 1B-1 von Lynx ausgeht. Weitere Resistenz-QTLs wurden in
einzelnen und teilweise in zwei Umwelten detektiert (Tabelle 7).

Bei den CIM-Analysen mit automatischer Cofaktorauswahl wurde fur die Umwelt 2001, sowie
fr Freising und Wohlde 2002 der Marker GWM82 der Kopplungsgruppe 6AL ausgewahlt.
Dieser Cofaktor wurde aufgrund 15 fehlender Datenpunkte manuell durch den AFLP-Marker
P66MS55_242 mit einer genetischen Distanz von 1,6cM zu GWM82 ersetzt. Dieser AFLP-
Marker wurde auch bei der automatischen Cofaktorauswahl fir die Umwelten Hohenheim
und Wetze 2002, sowie fur den Mittelwert Uber die Umwelten 2002 selektiert.



Tabelle 6: Mit SIM identifizierte Resistenz-QTLs in der Dream/Lynx-Population. Dargestellt sind das Markerintervall, die chromosomale Lokalisierung
(Chr), der Donor des Resistenzallels (Donor), die LOD-Werte (LOD), Prozent der erklarten phanotypischen Varianz (R2°/o), das adjustierte R? des

Gesamtmodells (Adj. Rz%) und die additiven Effekte (Add.) fir die Mittelwerte 2002.

] 2001 Freising Hohenheim Wetze Wohlde Mittelwerte 2002
Markerintervall Chr Donor = on™ R%, LOD R% LOD R% LOD R LOD R LOD R%% Add.
XP75M53 287 -XP74M53 461  5A2 Lynx 29 95 24 73
XP77M51_430 -XP66M55_242*'  6AL  Dream 31 99 45 140 34 114 48 157 47 153 43
XP78M51_237 -XS26M23 365  1B-1  Lynx 42 126 155 155 58 168 51 150 4.4
XS23M21 497 -XS25M15 187  7BS Dream 55 173 42 130 53 159 80 231 50 151 4.3
XP66M55_236 -XS25M12 268  7BL-1 Dream 4,6 14,9
XS22M25_152 -XP78M51 650  7BL-2 Dream 28 84
XS24M15_382 -XP75M51 204  X3** Dream 3,0 98
XS26M24_537 -XP73M60_486  X7*2  Lynx 33 99 26 80
Adj. R%% 28.9 26,2 24,1 40,9 37.5 33,9

*'QTL-Position bei Freising und Hohenheim im Intervall XP66M55_242 - Xgwm82; **Kopplungsgruppen ohne chromosomale Zuordnung

Tabelle 7: Mit CIM identifizierte Resistenz-QTLs in der Dream/Lynx-Population. Dargestellt sind das Markerintervall, die chromosomale Lokalisierung

(Chr), der Donor des Resistenzallels (Donor), die LOD-Werte (LOD), Prozent der erklarten phanotypischen Varianz (R2°/o), das adjustierte R? des

Gesamtmodells (Adj. R2%) und die additiven Effekte (Add.) fir die Mittelwerte 2002.

2001 Freising Hohenheim Wetze Wohlde Mittelwerte 2002

Markerintervall Chr Donor

LOD R%% LOD R%% LOD R%% LOD R™% LOD R%*% LOD R% Add.
XP68M51_117 -XS18M18_167 3A-2 Lynx 2,6 8,4 3,9 11,5
XP75M53 287 -XP74M53_461 5A-2 Lynx 4.9 15,5 24 7,3
XP77M51_430 —XP66M55_242*1 6AL Dream 3,8 11,9 5,5 16,7 5,2 15,9 6,9 21,6 5,2 16,9 3,8
XP78M51_237 -XS26M23_365 1B-1 Lynx 2,8 8,6 4,5 13,4 5,9 17,2 5,0 14,9 3,6
XP74M53_272 -XS25M12_206 2B Dream 2,5 7,8 4.8 14,0 2,5 7,7 3,3 10,1 2,9
XS23M21_497 -XS25M15_ 187 7BS Dream 7,6 23,1 6,0 17,8 2,6 8,5 4.8 14,7 6,4 18,9 5,8 17,4 3,9
XS24M15_ 382 -XP75M51_204 X3*>  Dream 3,5 11,2
XS26M24 537 -XP73M60_486 X7*>  Dream 2,5 7,5 3,0 8,9
Adj. R%% 30,2 32,3 31,8 48,2 38,5 39,7

*! QTL-Position fur die Mittelwerte 2002 im Intervall XP77M51_430 —XP66M55 242, in den einzelnen Umwelten 2001 und 2002 im Intervall

XP66M55_242 - Xgwm82; **Kopplungsgruppen ohne chromosomale Zuordnung
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Die CIM-Analyse mit der Option five-fold cross-validation® fiir die Mittelwerte 2002 bei einem
LOD-Schwellenwert von 2,7 bestétigten die vier stabilen QTLs auf den Chromosomen 6AL,
1B-1, 2B und 7BS weitgehend. Bei 93,8% der Validierungssubpopulationen (1/5 der Linien)
konnte der QTL auf 6AL in den beiden Markerintervallen der CIM-Analyse mit allen Linien
der Population detektiert werden (XP77M51_430 — XP66M55_242 oder XP66M55_242 -
Xgwm82). Der QTL auf 1B-1 konnte bei 85,5% der Subpopulationen in demselben
Markerintervall wie bei der CIM-Analyse mit allen Linien identifiziert werden (XP78M51_237 -
XS26M23_365). Der QTL auf dem langen Arm von Chromosom 2B konnte nur bei 42,8% der
Subpopulationen im identischen Markerintervall verglichen mit der CIM-Analyse mit allen
Linien identifiziert werden (XP74M53_272 -XS25M12_206). Bei 93,1% der Subpopulationen
wurde der QTL auf 7BS im identischen Markerintervall wie bei der CIM-Analyse mit allen
Linien lokalisiert werden. Das Gesamtmodell fihrte nach der Validierung zu einer erklarten
phanotypische Varianz von 27,6%.

QTL-Analysen fiir die Merkmale Wuchshéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des Ahren-
schiebens wurden auf die Auswertung mit CIM fir die Mittelwerte Uber die Umwelten 2002
beschrankt. Die Permutations-Tests ergaben LOD-Schwellenwerte von 3,0 flir die
Wuchshéhe, sowie von 2,9 fiir die Ahrendichte und 2,8 fir den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens. Die identifizierten QTLs fiir die Wuchshéhe, die Ahrendichte und den
Zeitpunkt des Ahrenschiebens sind in Tabelle 8 dargestellt. Der Resistenz-QTL auf 6AL
Uberlappte teilweise mit einem QTL fir die Wuchshbéhe sowie mit einem QTL fir die
Ahrendichte. Linien, die in der QTL-Region das Resistenzallel von Dream besaBen, zeigten
einen geringeren Befall der Ahren und tendierten zu einem hohen Wuchs und einer lockeren
Ahrenmorphologie. Der Resistenz-QTL auf 7BS fiel mit einem QTL fiir den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens zusammen, wobei Linien die das Resistenzallel von Dream trugen weniger

stark befallen waren und zu einem spateren Ahrenschieben neigten.



Ergebnisse 49

Tabelle 8: Mit CIM identifizierte QTLs fir Wuchshéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des Ahrenschiebens
fir die Mittelwerte 2002 in der Dream/Lynx-Population. Das Markerintervall, die chromosomale
Lokalisierung (Chr), die LOD-Werte (LOD), Prozent der erklarten phanotypischen Varianz (R2°/o), die
additiven Effekte (Add.) und das adjustierte R® des Gesamtmodells (Adj. R®%) sind angegeben. Das
Donorallel (Donor) fiihrt zu hohem Wuchs; einer lockeren Ahre bzw. zu einem spaten Ahrenschieben.

Merkmal Markerintervall Chr. Donor LOD R%% Add.

Wuchshéhe XS24M16_485 -XP68M52_476 5A-1 Lynx 3,4 10,3 3,2
Xgwm82- Xgwm1011 BAL*" Dream 7,2 22,0 5,3

Adj. R%% 22,8

) Xgwm1011- Xbarc107 6AL*" Dream 6,5 20,0 0,5

Ahrendichte XS17M16_440 -XP75M48_177 2B Lynx 3,7 11,0 0,3
XP68M52-624 -XS15M24 238 2DS Dream 7,2 20,4 0,5

Adi. R%% 37,2

XS23M20_303 -XP75M53_287  5A-2* Lynx 3,0 9,4 0,4
XS20M20_243 -XP75M60_531 1B-2 Dream 4,9 15,2 0,5

iﬁfg’#gggigﬁzns XS23M21 497 -XS25M15 187 7BS*' Dream 49 149 05
Xgwm302 -XP66MS55_236 7BL-1 Dream 52 153 06
XP78M55_748 -XS14M21 286  X1*2  Dream 45 132 05
Adi. R%% 44.6

“TQTL ist in der Region eines Resistenz-QTL lokalisiert; **Kopplungsgruppe ohne chromosomale
Zuordnung

Die aus den CIM-Analysen resultierenden LOD-Kurven fir den Fusariumbefall der vier
Resistenz-QTLs auf 6AL, 1B-1, 2B und 7BS sind zusammen mit den LOD-Kurven fiir die
Wuchshéhe, die Ahrendichte und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens und den genetischen
Karten dieser Gruppen in Abbildung 10 dargestellt. Diese vier Resistenz-QTLs waren alle am
Ende der jeweiligen Kopplungsgruppe lokalisiert.

Die Assoziation zwischen den drei Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 6AL, 1B-1 und
7BS, die mittels “five-fold cross-validation® konstant in den Validierungssubpopulationen
detektiert wurden, und dem Befallsgrad ist in Abbildung 11 dargestellt. Linien, die in den
QTL-Regionen der Chromosomen 6AL, 1B-1 bzw. 7BS alle drei Resistenzallele trugen,
hatten einen durchschnittlichen Befall von 25,9%, wahrend Linien mit den alternativen Allelen
einen Befall von 47,3% auf wiesen. Die Linien mit allen drei Resistenzallelen hatten auBer-
dem eine im Durchschnitt um 8cm gr6Bere Wuchshéhe verglichen mit Linien ohne
Resistenzallel. RILs, die das Resistenzallel in der QTL-Region auf 6AL trugen, hatten eine
6cm bis 11cm gréBere Wuchshéhe als Linien mit dem alternativen Allel. Linien mit dem
Resistenzallel in der QTL-Region auf 7BS waren durchschnittlich 1 bis 2 Tage spéater im
Ahrenschieben als Linien ohne das Resistenzallel.

Aufgrund der schiefen Spaltung der Marker, die mit den Resistenz-QTLs auf den
Chromosomen 6AL, 1B-1 und 7BS gekoppelt sind, waren nur vier Linien vorhanden, die
ausschlieBlich das Resistenzallel von Lynx in der QTL-Region von Chromosom 1B-1 trugen.
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Abbildung 10: Die LOD-Kurven der Chromosomen 6AL (A), 1B-1, (B), 2B (C) und 7BS (D) fir den
Fusariumbefall (FUS), die Wuchshéhe (WH), die Ahrendichte (AED) und den Zeitpunkt des
Ahrenschiebens (AES) nach den CIM-Analysen sind dargestellt. Die Ergebnisse basieren auf den
Mittelwerten Gber die Umwelten 2002.
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Abbildung 11: Boxplot-Verteilungen der RILs mit den alternativen Allelen der QTL-Regionen auf 6AL,
1B-1 und 7BS fir die Befallsmittelwerte 2002. Die Linien wurden anhand der Marker, die mit den
QTLs eng gekoppelt waren, klassifiziert. Aufgrund fehlender Markerdaten konnten sieben Linien nicht
klassifiziert werden. R: Resistenzallel; A: alternatives Allel; gestrichelte Linien: Mittelwerte;
durchgezogene Linien: Median.

Zwischen den vier Resistenz-QTLs auf 6AL, 1B-1, 2B und 7BS wurden keine epistatischen
Wechselwirkungen mit einem signifikanten Einfluss (p < 0,05) auf die erklarte phanotypische

Varianz festgestellt.
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3.5 QTL-Analysen der G16-92/Hussar-Population

Die Permutationstests mit SIM ergaben flr die Umwelt 2001, sowie fur alle Umwelten 2002
einen LOD-Schwellenwert von 2,3 bzw. von 2,4 flr Freising 2002. Fir die Befallsmittelwerte
tber die Umwelten 2002 resultierte ein LOD-Schwellenwert von 2,7. Mit der SIM-Analyse fir
die Mittelwerte Uber die Umwelten 2002 konnten zwei Resistenz-QTLs auf den Kopplungs-
gruppen 1A-1 und 2B identifiziert werden. Der QTL der Kopplungsgruppe 2B war auf dem
langen Arm des Chromosoms lokalisiert. Der QTL auf Chromosom 2B wurde in allen vier
Umwelten 2002, sowie in der Umwelt 2001 detektiert. Der QTL auf 1A-1 wurde in drei der
vier Umwelten 2002 identifiziert. Neben diesen beiden stabilen Resistenz-QTLs wurden drei
weitere QTLs in Freising 2002 detektiert (Tabelle 9).

Basierend auf den Permutationstests mit CIM wurden folgende LOD-Schwellenwerte fiir die
QTL-Analysen verwendet: 2,4 far die Umwelt 2001, 2,5 fir Hohenheim, Wetze und Wohlde
2002; sowie 2,6 fir Freising und fur die Mittelwerte Uber die Umwelten 2002 von 2,8. Die
CIM-Analyse identifizierte fur die Mittelwerte der erfassten Fusariumsymptome {ber die
Umwelten 2002 einen Resistenz-QTL auf Chromosomen 1A-1 und einen QTL auf dem
langen Arm des Chromosoms 2B. Diese QTLs erklarten 14,4%, und 16,6% der
phanotypischen Varianz. Der QTL auf 1A-1 wurde in drei und der QTL auf 2B in allen vier
Umwelten 2002 detektiert. Der QTL auf 2B wurde zusétzlich in der Umwelt 2001 identifiziert.
Fir den QTL auf 2B war G16-92 der Donor des Resistenzallels, wahrend der Resistenzeffekt
des QTLs auf 1A-1 von Hussar ausgeht. Weitere Resistenz-QTLs wurden in einzelnen
Umwelten detektiert (Tabelle 10).

Die CIM-Analyse mit der Option “five-fold cross-validation™ fur die Mittelwerte 2002 bei einem
LOD-Schwellenwert von 2,8 bestatigte die beiden QTLs auf den Chromosomen 1A-1 und 2B.
Bei 85,4% der Validierungssubpopulationen (1/5 der Linien) konnte der QTL auf 1A-1 in
demselben Markerintervall wie bei der CIM-Analyse mit allen Linien der Population detektiert
werden (XP68M52_309 - XS26M13_329). Der QTL auf 2B konnte bei 91,2% der Sub-
populationen im identischen Markerintervall verglichen mit der CIM-Analyse mit allen Linien
identifiziert werden (XS17M16_115 - Xgwm47). Das Gesamtmodell fluhrte nach der
Validierung zu einer erklarten phéanotypische Varianz von 16,4%.



Tabelle 9: Mit SIM identifizierte Resistenz-QTLs in der G16-92/Hussar-Population. Dargestellt sind das Markerintervall, die chromosomale Lokalisierung
(Chr), der Donor des Resistenzallels (Donor), die LOD-Werte (LOD), Prozent der erklarten phanotypischen Varianz (R2°/o), das adjustierte R?des
Gesamtmodells (Adj. Rz%) und die additiven Effekte (Add.) fir die Mittelwerte 2002.

Markerintervall Chr Donor 2001 Freising Hohenheim Wetze Wohlde Mittelwerte 2002
LOD R*% LOD R%% LOD R® LOD R*% LOD R LOD R% Add.

XP68M52_309 -XS26M13 329  1A-1  Hussar 26 88 44 144 31 103 42 136 3,6

XS25M20 241 -XS25M20 226  2A-1 Hussar 25 8,0

XP68M56_629 -XP78M56_148  5A-3 G16-92 26 88

XP78M51 415 -XP77M53 277  1B-1 G16-92 32 10,3

XS17M16_115 -Xgwm47 2B(L) G16-92 36 130 33 104 40 127 34 109 50 154 50 157 34

Adj. R% 11,5 30,0 21,7 16,3 14,1 23,5

Tabelle 10: Mit CIM identifizierte Resistenz-QTLs in der G16-92/Hussar-Population. Dargestellt sind das Markerintervall, die chromosomale Lokalisierung
(Chr), der Donor des Resistenzallels (Donor), die LOD-Werte (LOD), Prozent der erklarten phanotypischen Varianz (R2°/o), das adjustierte R? des
Gesamtmodells (Adj. R2%) und die additiven Effekte (Add.) fir die Mittelwerte 2002.

Markerintervall Chr Donor 2001 Freising Hohenheim Wetze Wohlde Mittelwerte 2002
LOD R™% LOD R%% LOD R LOD R* LOD R?% LOD R% Add.

XP68M52 309 -XS26M13 329  1A-1  Hussar 51 16,2 47 151 3,11 103 45 144 33

XP78M51 415 -XP77M53 277 1B-1  G16-92 41 12,9

XS17M16_115 -Xgwm47*' 2B(L) G16-92 40 142 45 141 44 138 35 112 47 148 54 166 34

XS26M24 427 -XS26M13 272  3B-3 Hussar 2,6 9,7

XS14M16_144 -XS14M24 142  5B-3 Hussar 38 12,1

XS14M17_187 -XP68M53_347  X1** G16-92 3,1 9,8

Adj. R% 18,2 34,8 21,9 16,3 14,1 23,5

*'QTL-Position ist bei Freising 2002 um ein Markerintervall verschoben; **Kopplungsgruppe ohne chromosomale Zuordnung
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QTL-Analysen fiir die Merkmale Wuchshéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des Ahren-
schiebens wurden auf die Auswertung mit CIM fir die Mittelwerte Uber die Umwelten 2002
beschrankt. Die Permutations-Tests ergaben einen LOD Schwellenwert von 2,5 fir die
Wuchshéhe (a= 25%), sowie von 3,0 fir die Ahrendichte und den Zeitpunkt des Ahren-
schiebens (o= 10%). Die identifizierten QTLs fiir Wuchshéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des
Ahrenschiebens sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Mit CIM identifizierte QTLs fir Wuchshéhe, Ahrendichte und Zeitpunkt des
Ahrenschiebens fiir die Mittelwerte 2002 in der G16-92/Hussar-Population. Das Markerintervall, die
chromosomale Lokalisierung (Chr), die LOD-Schwellenwerte (LOD), Prozent der erklarten
phanotypischen Varianz (R°%), die additiven Effekte (Add.) und das adjustierte R® des
Gesamtmodells (Adj. R2%) sind angegeben. Das Donorallel (Donor) flihrt zu hohem Wuchs; einer
lockeren Ahre bzw. zu einem spéaten Ahrenschieben.

Merkmal Markerintervall Chr. Donor LOD R%% Add.
Wuchshéhe XP68M52_309 -XS26M13_329 1A-1*  Hussar 28 9,3 3,5
XS18M12_141 -XP68M56_262 1B-2 G16-92 3,1 9,9 3,5
Adi. R%% 12,6
Anrendichte XS18M18_167 -XP77M53_203 3A-2  G16-92 3,1 10,5 0,3
XP72M59-139 -XP68M55_ 629 5A-3 G16-92 4,7 15,3 0,5
Adj. R%% 20,0
. XS26M13_272- XS16M24_ 294 3B-3* Hussar 4.9 15,7 0,6
Zeitpunkt des XS24M16_102- XP74M53_242 4B H 57 176 06
Ahrenschiebens — e — ussar ' : :
XP74M53_324- XP77M53_324 3D Hussar 5,0 15,4 0,6
Adi. R%% 30,6

* QTL ist in der Region eines Resistenz-QTL lokalisiert

Der Resistenz-QTL auf Chromosom 1A-1 Uberlappte mit einem QTL fir Wuchshéhe. Linien,
die in der QTL-Region das Allel von Hussar besaBen waren weniger stark befallen und
tendierten zu einem hohen Wuchs.

Die LOD-Kurven der CIM-Analysen fur den Fusariumbefall der stabilen Resistenz-QTLs auf
1A-1 und 2B sind zusammen mit den LOD-Kurven fiir Wuchshéhe, Ahrendichte und den
Zeitpunkt des Ahrenschiebens und den genetischen Karten dieser Gruppen in Abbildung 12
dargestellt.
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Abbildung 12: Die LOD-Kurven der Chromosomen 1A-1 (A) und 2B (B) fir den Fusariumbefall (FUS),
die Wuchshdhe (WH), die Ahrendichte (AED) und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens (AES) nach den
CIM-Analysen sind dargestellt. Die Ergebnisse basieren auf den Mittelwerten lber die Umwelten
2002. *Marker wurden nach nulli-tetrasomen-Analyse dem Chromosom 1A zugeordnet.

Der Einfluss der beiden stabilen Resistenz-QTLs auf den Befallsgrad ist in Abbildung 13
dargestellt. Linien, die in den QTL Regionen auf 1A-1 bzw. 2BL die Resistenzallele trugen,

waren um etwa 12% weniger stark befallen verglichen mit Linien, welche die Alternativallele

besaBen. Die Linien mit beiden Resistenzallelen waren ca.8cm hdher verglichen mit Linien

ohne Resistenzallel. Ein wesentlicher Effekt der Resistenzallele auf den Zeitpunkt des

Ahrenschiebens war nicht zu beobachten.
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Abbildung 13: Boxplot-Verteilungen der RILs mit den alternativen Allelen der QTL-Regionen auf 1A-1
und 2B fir die Befallsmittelwerte 2002. Die Linien wurden anhand der Marker, die mit den QTLs eng
gekoppelt waren, klassifiziert. Aufgrund fehlender Markerdaten konnten drei Linien nicht klassifiziert
werden. R: Resistenzallel; A: alternatives Allel; gestrichelte Linien: Mittelwerte; durchgezogene Linien:
Median.

Far die Befallsmittelwerte 2002 wurde ein epistatischer Effekt des Resistenz-QTL auf 1A-1
Uber den QTL auf 2B mit einem signifikanten Einfluss auf die erklarte phanotypische Varianz
festgestellt (p < 0,05). Wird dieser epistatische Effekt berlcksichtigt (‘'smodel’), erklart der
QTL auf 1A-1 11,3%, der QTL auf 2B 17,6% und das Gesamtmodell 25,3% der phano-
typischen Varianz.
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3.6 Phanotypisierung der Validierungspopulation

Die 576 Linien der Validierungspopulation zeigten fur die Befallsmittelwerte Uber die vier
Umwelten 2002 eine kontinuierliche Variation (Abbildung 14). Das Populationsmittel fir den
erfassten Befall lag bei 40,6% mit einer Variationsbreite von 19,4% bis 68,1% befallener
Ahrchen. Die Population hatte eine mittlere Wuchshéhe von 100,5 cm mit einer
Variationsbreite von 77,6 cm bis 119,6 cm. Im Mittel lag der Zeitpunkt des Ahrenschiebens
der Population bei 155,3 Tagen mit einer Spannweite von 151,5 bis 160,2 Tagen. Die
Mittelwerte Uber die Umwelten der erfassten Merkmale fir die Kreuzungseltern der
Validierungspopulation sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

160 MW =346
Min =11,9

140 1 Max = 62,4

120 LSDSOA) = 9,2

100
80 -
60 -

Linien

40
20

15 21 27 33 39 45 51 57 63 69

Befall in %

Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung der 576 Linien der Validierungspopulation flr Prozent befallener
Ahrchen. Die Ergebnisse basieren auf den Mittelwerten Uber die vier Umwelten 2002. Dargestellt sind
der Mittelwert (MW) und die Variationsbreite (Min, Max) der Population, sowie die Grenzdifferenz bei
5%iger Irrtumswahrscheinlichkeit (LSD5%) sind dargestellt.

Tabelle 12: Die Mittelwerte Gber die Umwelten 2002 der Kreuzungseltern fir den Fusariumbefall,
sowie fur die Wuchshdhe und den Zeitpunkt des Ahrenschiebens.

Merkmal G16-92 Hussar Dream Lynx Brando LP235.1
Befall (%) 28,7 68,2 15,3 68,1 78,3 60,1
Wuchshéhe (cm) 109,5 78,4 99,5 72,3 77,8 88,3
Ahrenschieben (Tage) 153,1 154,7 159,0 156,6 154,8 156,8

Die Varianzanalyse fir den Fusariumbefall ergab signifikante Varianzen far die Umwelten,
die Genotypen und die Genotyp x Umwelt-Interaktion (Daten nicht gezeigt).
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Die Heritabilitat im weiteren Sinne war fiir alle Merkmale hoch:
Fusariumbefall: H = 0,86 (95%iges Konfidenzintervall = 0,84 - 0,88)
Wuchshéhe: H = 0,92 (0,91 — 0,93)

Ahrenschieben: H = 0,84 (0,82 -0,86)

Fir die Mittelwerte Uber die Umwelten ergab sich eine geringfligige, aber signifikante
negative Korrelation zwischen dem Befall und der Wuchshéhe (r =-0,30; p< 0,001) sowie
zwischen dem Befall und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens (r =-0,13; p< 0,001). Linien mit
groBer Wuchshdhe und spaterem Ahrenschieben tendierten zu geringerem Befalll.

3.7 Markervalidierung

Die drei stabilsten Resistenz-QTLs der Kartierungspopulationen Dream/Lynx (6AL, 7BS) und
G16-92/Hussar (2B) waren mit SSR-Markern gekoppelt. Mit diesen Markern wurden die
Linien der Validierungspopulation genotypisiert. Die Vorraussetzung fir diese
Untersuchungen war, dass diese codominanten Marker diagnostisch fir den entsprechenden
Donor des Resistenzallels sind. In der Population Dream/Lynx war der QTL auf Chromosom
6AL mit dem SSR-Marker GWM82 mit einer genetische Distanz von ca. 2cM gekoppelt. Die
genetische Distanz zwischen dem Resistenz-QTL auf 7BS und dem SSR-Marker GWM46
betrug ca. 8¢cM. In der Population G16-92/Hussar war der Resistenz-QTL auf dem langen
Arm von Chromosom 2B mit dem SSR-Marker GWM47 mit einer genetischen Distanz von
ca. 2cM gekoppelt. Die Basenpaare fir die Allele der drei SSR-Marker GWM82, GWM46 und
GWM47 sind in Tabelle 13 angegeben.

Tabelle 13: Die AllelgréBen in Basenpaaren (Bp) der drei SSR-Marker GWM82, GWM46 und GWM47
bei den Eltern der Validierungspopulation. Der Donor des Resistenzallels der entsprechenden QTL-
Region ist angegeben.

SSR-Marker Donor G16-92 Hussar Dream Lynx Brando LP235.1

GWM82 (6AL) Dream 145Bp 145Bp 140Bp 145Bp 145Bp 145Bp

GWM46 (7BS) Dream 175Bp 160Bp 158Bp 160Bp 160Bp 160 Bp

GWM47 (2BL) G16-92 160Bp 150 Bp ---* 150Bp 150Bp 150 Bp
*Dream hat bei GWM47 ein Nullallel

Far die Entwicklung der Validierungspopulation wurden phanotypisch resistente Linien der
Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar mit der anfélligen Sorte Brando und mit der
anfalligen Zuchtlinie LP235.1 verkreuzt. Zum Zeitpunkt als mit der Entwicklung der
Validierungspopulation begonnen wurde, lagen noch keine molekulargenetischen
Informationen Uber die Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar vor. Die Linien beider
Kartierungspopulationen befanden sich in der F,-Generation, somit waren noch 12,5% der
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Linien heterozygot fir spaltende Loci. Daher wurden je drei verschiedene phanotypisch
resistente Linien der Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar fir die Kreuzungen
verwendet. Aufgrund dieser Vorgehensweise sind neun Subpopulationen entstanden. Die
Nachkommen dieser Verkreuzungen entsprechen fir jeden Markerlocus bzw. QTL genetisch
einer BC4, d.h. in jeder Subpopulation ist flir einen Markerlocus eine 1:1 Spaltung der Linien
zu erwarten (Markerallele 1 Rr : rr 1; ; Abbildung 15).

Dream / Lynx G16-92 / Hussar
RR :rr rr:rr
F, Rr

F, RR: Rr @

25: 50 : 25
| s .
SSD bis zur F,
F, RR : Rr : mr
50 : 25 : 50

F, RR : Rr @
43I,75: 12,5 : 43,75

» X Brando LP235.1 X <
Auswahl der Linie DL 1 nach rr rr Auswahl der Linie GH 1 nach
rein phanotypischer rein phanotypischer Bewertung
Bewertung

Nachkommen DL 1/Brando  Rr ¥ rr Nachkommen LP235.1 / GH 1

|

Subpopulation 1
Rr @ rr
1 : 1
Abbildung 15: Dargestellt ist die Spaltung eines diagnostischen Markers fir ein Resistenzallel von
Dream anhand des Beispiels der Subpopulation 1 der Validierung.

Die Markerallele wurden mittels Chi-Quadrat-Test fir jede Subpopulation getrennt auf eine
signifikante Abweichung von einer 1:1 bzw. 1:3 Spaltung Uberprift. Ein x>-Wert von gréBer
als 10,83 fuhrt bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,001 und einem Freiheitsgrad zu

einer signifikanten Ablehnung des angenommen Spaltungsverhaltnisses. Die Ergebnisse der
Genotypisierung der Validierungspopulation sind in Tabelle 14 dargestellt.



Tabelle 14: Ergebnisse der Genotypisierung der 576 Linien der Validierungspopulation mit den Markern GWM82, GWM46 und GWM47. Die
Spaltungsverhaltnisse der Markerloci in den neun Subpopulationen sind dargestellt.

i GWM82' (6AL) GWM46' (7BS) GWM47? (2BL)
Subpopulation Kreuzungen ) ) )
Rr rr na X Rr rr na X Rr rr na X
Sub 1 [DL1 / Brando] / [LP235.1 / GH1] 37 27 0 1,56 0 64 0 -- 13 51 0 22,56
Sub 2 [DL1 / Brando] / [LP235.1 / GH2] 37 27 0 1,56 0 64 0 -- 27 37 0 1,56
Sub 3 [DL1/ Brando] / [LP235.1 / GH3] 37 26 1 1,92 0 58 6 - 30 29 5 0,02
Sub 4 [DL2 / Brando] / [LP235.1 / GH1] 34 28 2 0,58 24 39 1 3,57 10 52 2 28,45
Sub 5 [DL2 / Brando] / [LP235.1 / GH2] 34 28 2 0,58 15 35 14 8,00 30 26 8 0,29
Sub 6 [DL2 / Brando] / [LP235.1 / GH3] 38 24 2 3,16 19 44 1 9,92 34 30 0 0,25
Sub 7 [DL3/ Brando] / [LP235.1 / GH1] 39 23 2 4,13 17 46 1 13,35 9 55 0 33,06*
Sub 8 [DL3 / Brando] / [LP235.1 / GH2] 29 33 2 0,26 | 24 37 3 2,77 | 27 35 2 1,03
Sub 9 [DL3/ Brando] / [LP235.1 / GH3] 31 33 0 0,06 26 32 6 0,62 26 38 0 2,25

DL1, 2 und 3 sind phanotypisch resistente Linien der Population Dream/Lynx
GH1, 2 und 3 sind phanotypisch resistente Linien der Population G16-92/Hussar

'Donor des Resistenzallels war Dream; 2Donor des Resistenzallels war G16-92

Rr = heterozygote Markerallele; aa = alternative Allele; na = nicht eindeutig auswertbar bzw. ausgefallen;
*signifikante Abweichung von einer 1:1 Spaltung (>10,83 bei a = 0,01), aber keine signifikante Abweichung von einer 1:3 Spaltung.
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Nach der Genotypisierung der Validierungspopulation mit den drei SSR-Markern GWM82,
GWM46 und GWM47 wurden die Linien entsprechend der Markergenotypen klassifiziert. Der
Vergleich der Markerklassen mit den Daten aus der Evaluierung der Befallsstérke fir den
Mittelwert Uber die Umwelten 2002 ist in Abbildung 16 dargestellt. Linien, bei denen alle drei
Marker das Resistenzallel der QTLs auf 6AL, 7BS (Dream) und 2BL (G16-92) anzeigten,
hatten einen durchschnittlichen Befall von 35,1%. Linien, die keines der Resistenzallele
besaBen, wiesen einen Befall von 43,3% auf. Die Linien mit allen drei Resistenzallelen
hatten auBerdem eine im Durchschnitt um ca. 6,5cm gréBere Wuchshdhe verglichen mit
Linien ohne Resistenzallel. Linien, die das Resistenzallel in der QTL-Region auf 6AL trugen,
hatten eine zwischen 6 und 7cm gr6Bere Wuchshéhe als die Linien mit dem alternativen
Allel. Ein Effekt des Resistenzallels von Dream in der Region des 7BS-QTLs auf den

Zeitpunkt des Ahrenschiebens konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 16: Boxplot-Verteilungen der 576 Linien der Validierungspopulation mit den alternativen
Markerallelen der QTL-Regionen auf 6AL, 7BS und 2BL fir die Befallsmittelwerte 2002. Die Linien
wurden anhand der SSR-Marker GWM82, GWM46 und GWM47 Klassifiziert. Aufgrund fehlender
Markerdaten konnten 46 Linien nicht klassifiziert werden. R: Resistenzallel; A: alternatives Allel;
gestrichelte Linien: Mittelwerte; durchgezogene Linien: Median.
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Insgesamt waren 55 Linien signifikant weniger stark befallen als das Populationsmittel
(Standardabweichung = 7,89). Von diesen trugen 2 Linien keines der Resistenzallele auf den
Chromosomen 6AL, 7BS und 2B, 23 Linien nur ein Resistenzallel, 17 Linien zwei Resistenz-
allele, 7 Linien alle drei Resistenzallele und 6 Linien konnten aufgrund fehlender Marker-
daten nicht eindeutig zugeordnet werden. Signifikant starker befallen als das Populations-
mittel waren 91 Linien, von denen 24 Linien kein Resistenzallel, 45 Linien eines der
Resistenzallele und 14 Linien zwei Resistenzallele trugen. Keine Linie besaB alle drei
Resistenzallele und 8 Linien konnten aufgrund fehlender Markerdaten nicht eindeutig

zugeordnet werden.

In der Validierungspopulation konnten nach mehrfaktoriellen Varianzanalysen keine
signifikanten epistatischen Interaktion zwischen den Markern der QTL-Regionen auf 6AL,
7BS und 2BL festgestellt werden. Der Scheffé-Test fiir unausgewogene StichprobengréBen
zeigte, dass der Unterschied im Befallsgrad von 8,2% zwischen Linien mit den drei
Resistenzallelen und Linien mit den Alternativallelen signifikant war (p< 0,001).
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4 Diskussion

Die meisten bisher publizierten Arbeiten Gber die Kartierung von Resistenzgenloci gegen
Ahrenfusarien wurden im Sommerweizen mit Sumai3 oder von Sumai3 abgeleiteten
Resistenzdonoren durchgefiihrt. Neben dem wichtigen Resistenz-QTL Qfhs.ndsu-3BS, der
von mehreren Arbeitsgruppen identifiziert wurde, sind auch weitere Resistenz-QTLs mit
kleineren Effekten detektiert worden (Bai et al. 1999, Waldron et al. 1999, Gupta et al. 2000,
Anderson et al. 2001, ElI-Badawy 2001, Buerstmayr et al. 2002, Zhou et al. 2002a).

Die bisher verdffentlichten Ergebnisse Uber die Kartierung von Resistenz-QTLs bei
Winterweizen basieren auf Populationen, die mit unterschiedlichen Resistenzdonoren
entwickelt wurden (Gervais et al. 2003, Shen et al. 2003a, Klahr et al. 2004, Paillard et al.
2004). In diesen Arbeiten wurden bisher kaum gemeinsame Resistenz-QTLs fir den
Winterweizen identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Winterweizen-Populationen, die aus den Kreuzungen
Dream/Lynx und G16-92/Hussar entwickelt wurden, genotypisiert und phéanotypisch
hinsichtlich der Resistenzeigenschaften gegen Ahrenfusariosen nach Spriihinokulation
charakterisiert. Beide Resistenzdonoren wurden bisher nicht molekulargenetisch untersucht.

4.1 Phanotypische Daten aus den Feldversuchen

Bei Sommerweizen ist nach Punktinokulation h&ufig eine bimodale Haufigkeitsverteilung
innerhalb einer Population fur die visuell erfassten Krankheitssymptome zu beobachten. Eine
solche Verteilung deutet auf nur wenige Resistenz-QTLs mit groBen Effekten hin, welche die
Auspragung der Resistenzeigenschaften kontrollieren (Bai et al. 1999, Waldron et al. 1999,
Buerstmayr et al. 2002). Die kontinuierlichen Haufigkeitsverteilungen der Populationen
Dream/Lynx und G16-92/Hussar sind charakteristisch fir eine quantitative Vererbung der
Fusariumresistenz. Diese quantitative Auspragung ist auf mehrere Resistenz-QTLs mit
vergleichsweise geringen Effekten zurlick zu fuhren. In beiden Populationen konnte keine
Transgression in Richtung Resistenz festgestellt werden. Transgression wurde in der
Population Dream/Lynx nur in Richtung hoéherer Anfalligkeit beobachtet. Von einer
quantitativen Verteilung der Befallsauspragung, ebenso wie von einer transgressiven
Spaltung der Linien ausschlieBlich in Richtung starkeren Befall wurde auch von Gervais et al.
(2003) und Paillard et al. (2004) bei Untersuchungen der resistenten Winterweizen-Sorten
Renan und Arina nach Sprihinokulation berichtet. Shen et al. (2003a) beobachteten bei
Untersuchungen der resistenten Winterweizen Linie Fundulea 201R eine kontinuierliche
Befallsverteilung und Transgression in Richtung Anfalligkeit nach Punktinokulation.

Die hohe Heritabilitdt, sowie die hohen Korrelationskoeffizienten zwischen den Umwelten
2002 fur die visuell erfassten Fusariumsymptome der Populationen Dream/Lynx und G16-
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92/Hussar spiegeln eine gute Reproduzierbarkeit der phanotypischen Daten wider. Dies ist
auf die Anwendung der kinstlichen Inokulation zuriick zu fihren. Zudem zeigen diese
Ergebnisse, dass zwischen den Kreuzungspartnern der Populationen, Dream und Lynx,
sowie G16-92 und Hussar, ausreichend Variation hinsichtlich der Fusariumresistenz
vorhanden war.

Auch in der Validierungspopulation war fur die Befallsmittelwerte Uber die vier Umwelten
2002 eine kontinuierliche Variation zu beobachten und die Heritabilitat fir die erfassten
Symptome war sehr hoch.

4.2 Molekulare Kartierung von Fusariumresistenz-QTLs

Bei der CIM-Analyse der Dream/Lynx-Population erklarten die vier wichtigsten Resistenz-
QTLs auf 6AL, 1B-1, 2B und 7BS insgesamt 40% der phanotypischen Varianz flr die
Befallsmittelwerte 2002. Bei der SIM-Analyse konnte das Gesamtmodell 34% der
phanotypischen Varianz erklaren. Die héhere erklarte phéanotypische Varianz ist wohl
hauptséachlich auf den QTL auf dem langen Arm von Chromosom 2B zurlick zu flhren, der in
den SIM-Analysen nicht detektiert werden konnte. Fir die Resistenz-QTLs auf den Chromo-
somen 6AL, 1B-1 und 7BS der Dream/Lynx-Population konnte mittels “five-fold cross-
validation™ gezeigt werden, dass sie weitgehend unabhé&ngig von Stichprobeneffekten sind.
Der QTL auf 2BL dagegen wurde in weniger als der Hélfte der Validierungs-subpopulationen
im erwarteten Markerintervall detektiert. Dies mag auch der Grund fiir die deutlich geringere
erklarte phanotypische Varianz des Gesamtmodells der Validierung von 28% sein. Da
allerdings selbst bei einem F-to-Enter-Wert von 20 der QTL auf 2BL fir den Mittelwert Uber
die Umwelten 2002 detektiert wurde, wird davon ausgegangen, dass es sich bei diesem QTL
nicht um einen “Ghost™ handelt.

Die beiden in der G16-92/Hussar-Population identifizierten Resistenz-QTLs auf 1A-1 und
und dem langen Arm von Chromosom 2B erklarten zusammen 24% der phanotypischen
Varianz der Befallsmittelwerte 2002 sowohl nach der CIM- als auch nach der SIM-Analyse.
Die CIM-Analyse mit der Option “five-fold cross-validation™ bestétigte die beiden QTLs auf
den Chromosomen 1A-1 und 2BL. Die Validierung fihrte zu einer erklarten phanotypische
Varianz des Gesamtmodells von 16%.

Melchinger et al. (1998) berichten von einer nur leichten Erhéhung der erklarten
phanotypischen Varianz nach CIM verglichen mit SIM. Vergleichbare erklarte phanotypische
Varianzen bei SIM- und CIM-Analysen entstehen aufgrund einer hohen Stringenz bei der
Vorgabe der Schwellenwerte (F-to-Enter) fir die Cofaktorauswahl. Sinn der QTL-Analyse mit
Cofaktoren ist in erster Linie die Prazision der QTL-Lokalisierung zu erhéhen. Die
lbermaBige Aufnahme von Cofaktoren bei der CIM-Analyse kann zu einer Uberschatzung
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der QTL-Effekte und zur Detektion von "Ghost-QTLs" fuhren. Es sollten in der CIM-Analyse
nur Cofaktoren berucksichtigt werden, die einen bedeutenden Beitrag zur Erklarung der
Varianz leisten (Zeng 1994). Melchinger et al. (1998) beschreiben diese Problematik
folgendermaBen: Je komplexer die Computersimulation, desto anfalliger sind die Analysen
fur Stichprobeneffekte. In der vorliegenden Arbeit wurden bei der Festlegung der F-to-Enter-
Werte fur die automatische Cofaktorauswahl die Ergebnisse der SIM-Analysen und der
Einzelmarkerregression berucksichtigt, um das Risiko der Aufnahme ungeeigneter Marker

far die multiple Regression zu vermindern.

Die GrdBenordnung von 40% bzw. 24% der erklarten phanotypischen Varianz fir das
Gesamtmodell der beiden Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar liegt im Bereich
bereits verdffentlichter Arbeiten Uber die QTL-Kartierung von Fusariumresistenzen im
Winterweizen (Gervais et al. 2003, Shen et al. 2003a, Klahr et al. 2004, Paillard et al. 2004).
Fir den verbleibenden nicht erklarten Anteil der phanotypischen Varianz in beiden
Populationen gibt es mehrere mdgliche Griinde.

Die Auspragung der Fusariumresistenz wird stark durch Umwelteffekte beeinflusst und es
kommt zu Genotyp x Umwelt-Interaktionen (Miedaner et al. 2001). Fir Merkmale mit mittlerer
oder geringer Heritabilitdt sinkt die Wahrscheinlichkeit QTLs zuverlassig zu kartieren,
insbesondere bei kleinen Populationen und bei QTLs mit geringen Effekten (Melchinger et al.
1998). Die Erfassung des sichtbaren Fusariumbefalls der Kartierungspopulationen
Dream/Lynx und G16-92/Hussar erfolgte an vier klimatisch unterschiedlichen Standorten und
nach kinstlicher Inokulation, um Umwelteffekte zu berlicksichtigen.

Die PopulationsgréBe ist ein wichtiger und oft diskutierter Faktor bei der Effizienz und
Prazision von QTL-Analysen. Die Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar sind mit 145
bzw. 136 Linien relativ klein. Diese GrdBenordnung ist fir experimentelle QTL-Analysen
nicht ungewdéhnlich, da mit der Anzahl der Linien auch die Kosten fir die Genotypisierung
und die Phénotypisierung steigen. Zudem sind selbst bei sehr groBen Populationen die
statistischen Mdglichkeiten zur Detektion von QTLs mit kleinen Effekten begrenzt (Utz und
Melchinger 1994).

Die Resistenz gegen Ahrenfusarien wird zumindest oligogen mit einer unbestimmten Anzahl
an modifizierenden Genen vererbt (Snijders 1990a/b/c, Van Ginkel et al. 1996, Buerstmayr et
al. 1999, Bai et al. 2000, Ban und Suenaga 2000). Basierend auf den Arbeiten von Gervais
et al. (2003), Shen et al. (2003a), Klahr et al. (2004) und Paillard et al. (2004) zusammen mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann vermutet werden, dass die Fusariumresistenz
im Winterweizen von mehreren Loci mit kleinen bis moderaten Effekten kontrolliert wird, die
in verschiedenen Regionen des Weizengenoms lokalisiert sind. Selbst der Effekt des
bedeutenden Resistenz-QTLs Qfhs.ndsu-3BS im Sommerweizen erklart in den bisher
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verdffentlichten Ergebnissen maximal 60% der phanotypischen Varianz hinsichtlich der
Befallsstarke (Buerstmayr et al. 2002). Zudem ist die Detektierbarkeit von Resistenz-QTLs
gegen Ahrenfusarien von der Methode der kiinstlichen Inokulation bzw. von den
untersuchten Resistenzkomponenten (Typl und Typll) abh&ngig. Buerstmayr et al. (2002,
2003b) haben die Resistenzeigenschaften einer CM-82036/Remus-Population mittels
Punktinokulation evaluiert und zwei Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 3BS (Qfhs.ndsu-
3BS) und 5A (Qfhs.ifa-5A) identifiziert, die 60% bzw. 11% der phanotypischen Varianz
erklarten. Nach Spruhinokulation erklarten diese QTLs 29% bzw. 20% der phanotypischen
Varianz. Die Autoren vermuten, dass Qfhs.ndsu-3BS mit der Typll-Resistenz in Verbindung
steht, wahrend Qfhs.ifa-5A eher einen Effekt auf die Typl-Resistenz auspragt. In dieser
Arbeit wurde fur die Evaluierung der Resistenzeigenschaften der Populationen die Spriuh-
inokulation verwendet, die relative Schwere des Befalls als Prozent erkrankter Ahrchen
ermittelt und somit die kombinierte Ausprédgung der Typl- und Typll-Resistenz erfasst.
Mdglicherweise konnten daher QTLs mit kleinen Effekten auf die Ausbreitungsresistenz in
den Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar nicht detektiert werden.

Die Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar sind aus Kreuzungen zwischen
europdischen Sorten bzw. einem in Deutschland entwickeltem Zuchtstamm mit
hauptsachlich europédischen Sorten als Eltern, entstanden. Bei der Entwicklung dieser Sorten
wurde unter dhnlichen klimatischen Bedingungen auf dieselben Merkmale selektiert (Ertrag,
Qualitat und agronomische Eigenschaften). Die genetische Variation innerhalb der beiden
Kartierungspopulationen basiert also auf einem relativ &hnlichen genetischen Hintergrund.
Es ist daher mdéglich, dass einige spaltende Resistenzloci in diesen Populationen nur einen
geringen Effekt auf den sichtbaren Fusariumbefall haben, der aufgrund vorhandener
Umwelteinflisse trotz kinstlicher Inokulation nicht detektierbar ist.

Der geringe Polymorphiegrad bei den getesteten SSR-Markern von weniger als 30% kann
wohl auf die relativ enge genetische Basis der Dream/Lynx- und G16-92/Hussar-Population
zurlick gefuihrt werden. Die vier wichtigsten Resistenz-QTLs der Dream/Lynx-Population auf
den Chromosomen 6AL, 1B-1, 2B und 7BS und der QTL auf 1A-1 der Population G16-
92/Hussar sind am Ende der entsprechenden Kopplungsgruppen lokalisiert. Auch die
Position der Resistenz-QTLs an den Enden der Kopplungsgruppen, kdnnte im Zusammen-
hang mit der engen genetischen Verwandtschaft der Kreuzungspartner stehen. Bei der
Entwicklung von Dream und G16-92 wurde phanotypisch auf geringen Fusariumbefall und
damit auch auf genomische Regionen mit Resistenzgenloci selektiert bzw. angrenzende
genomische Bereiche mit negativen Effekten wurden entfernt. Da Dream und G16-92 jeweils
mit einer Sorte aus demselben bzw. aus einem &hnlichem Genpool (Lynx und Hussar)
gekreuzt wurden, kénnte dies dazu geflihrt haben, dass Regionen neben einem Resistenz-
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QTL nur einen geringen Polymorphiegrad bei DNA-Markern aufweisen und die
Kopplungsgruppen damit enden.

Ein weiterer Grund fir die Positionen der QTLs an den Enden der Kopplungsgruppen kénnte
mit der physikalischen Position dieser QTLs auf den Chromosomen im Zusammenhang
stehen. Die QTLs auf Chromosom 6AL, 1B-1 und 7BS, sowie 1A-1 sind mdglicherweise
nahe am Centromer lokalisiert sind, einer Region in der Rekombinationsereignisse in der
Regel selten sind.

Trotz der engen genetischen Basis konnten durch die Verwendung der AFLP-Methode in
beiden Populationen etwa 650 polymorphe molekulare Marker generiert werden. Allerdings
wurden haufig Marker-Cluster beobachtet und es konnten nur ca. 300 informative Marker in
beiden Populationen fir die QTL-Analysen verwendet werden. Insbesondere das D-Genom
konnte nur unzureichend erfasst werden. Dies lasst auf ein stark konserviertes D-Genom in
den Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar schlieBen. Aus diesem Grund sind Loci
mit einem groBen Effekt auf die Fusariumresistenz im D-Genom bei diesen Populationen
nicht zu erwarten. Das Problem einer unzureichenden Erfassung des D-Genoms ist nicht
ungewohnlich bei Kartierungsprojekten im Weizen. Fir die Kartierung des D-Genoms mit
RFLP-Markern wurde aufgrund des geringen Polymorphiegrads der Donor des D-Genoms
Triticum tauschii fr die Entwicklung von Kartierungspopulationen verwendet (Lagudah et al.
1991). Es wurden auch Projekte gestartet, die sich speziell mit der Entwicklung von SSR-
Markern fir das D-Genom befassten (Pestsova et al. 2000).

FOr den stabilen Resistenz-QTL auf der Kopplungsgruppe 1A-1 der Population G16-
92/Hussar kann nach dem Vergleich mit der entsprechenden Gruppe der Dream/Lynx-
Population vermutet werden, dass dieser QTL auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1A in
der Region des Centromers lokalisiert war. Klahr et al. (2004) identifizierten in einer
Cansas/Ritmo-Population einen Resistenz-QTL auf Chromsomen 1A. Dieser QTL auf 1A
wurde in einer von sechs Umwelten der Evaluierung der Resistenzeigenschaften detektiert.
Aufgrund der verdffentlichten Daten ist allerdings keine Aussage mdglich, ob dieser QTL auf
dem kurzen Arm des Chromosoms 1A lokalisiert ist.

Ein bedeutender Resistenz-QTL der Dream/Lynx-Population wurde auf Chromosom 6AL
identifiziert. Basierend auf den kartierten SSR-Markern in dieser Kopplungsgruppe kann
vermutet werden, dass dieser QTL nahe dem Centromer lokalisiert war. Steiner et al. (2004)
haben nach Evaluierung einer Frontana/Remus-Population mittels Punkt- und
Spruhinokulation einen QTL fir die Typll-Resistenz auf Chromosom 6AL identifiziert. Dieser
QTL war allerdings in Richtung distales Ende des Chromosoms 6A lokalisiert (Steiner, pers.
Mitteilung).
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Bei dem in der Population Dream/Lynx identifiziertem Resistenz-QTL auf Chromosom 1B-1
stammte das Resistenzallel von Lynx. Keine der finf Linien der Population, die einen
signifikant héheren Befall aufwiesen als Lynx, trugen in der QTL-Region auf 1B-1 das Allel
von Lynx. Dieser QTL auf 1B-1 ist mdglicherweise mit einer T1BL.1RS-Weizen-Roggen-
Translokation gekoppelt oder direkt auf dem Roggenarm lokalisiert. Alle DNA-Marker in der
QTL-Region zeigten eine signifikante Abweichung von der erwarteten 1:1 Spaltung und
waren fast vollstandig miteinander gekoppelt, einschlieBlich des STS-Markers IAG95 und
des SSR-Markers GWM18. Mit IAG95 kdénnen DNA-Fragmente amplifiziert werden, die
diagnostisch fir die Weizen-Roggen-Translokationen T1AL.1RS und T1BL.1RS sind (Mohler
et al. 2001). Die Untersuchung von Dream und Lynx mit dem |IAG95 Marker zeigte, dass
Lynx die 1BL.1RS-Translokation tragt. In der Referenzkarte von Rdder et al. (1998) ist der
Marker GWM18 am Centromer von Chromosom 1B lokalisiert und nicht eindeutig dem
langen oder dem kurzen Arm zugeordnet. Die 33 AFLP-Marker, sowie der IAG95 und der
SSR-Marker GWM18 kartieren innerhalb einer genetischen Distanz von nur 3,1 cM. Eine
eindeutige Anordnung dieser Marker zu ermitteln, war nicht méglich, da nur bei vier Linien
eine Rekombination wahrscheinlich erschien und sich die Markerdaten in der QTL-Region
ansonsten nur geringflgig unterscheiden. Ware der Resistenz-QTL auf dem Roggenarm
lokalisiert, sollte zwischen den Markern in dieser Region keine Rekombination stattgefunden
haben. Letztlich ist keine eindeutige Aussage Uber die Lokalisierung des Resistenz-QTLs auf
Chromosom 1B in der Population Dream/Lynx mdglich.

Der Resistenz-QTL auf Chromosom 1B-1, der in der Umwelt Freising 2002 mittels SIM- und
CIM-Analysen detektiert wurde liegt in einer ahnlichen Region des Chromosoms verglichen
mit dem Resistenz-QTL der Dream/Lynx-Population. Hussar besitzt die T1BL.1RS-
Translokation, allerdings stammt das Resistenzallel von G16-92. Der IAG95 Marker hat eine
genetische Distanz zum QTL-Intervall von etwa 8cM. Es scheint daher unwahrscheinlich zu
sein, dass es sich bei den Resistenz-QTLs der Populationen Dream/Lynx und G16-
92/Hussar um identische Loci handelt.

Ittu et al. (2000) untersuchten eine Population von RILs nach Punktinokulation mit Fusarium
graminearum. Die RILs wurden aus der Kreuzung zwischen einer anfalligen Winterweizen-
Linie (F1054W) und der moderat resistenten Sorte Sincron entwickelt. Der Resistenzdonor
Sincron ist eine T1BL.1RS-Translokationssorte. Die Eltern und damit auch die RILs
unterschieden sich u.a. durch das GliB1- bzw. GliR1-Allel. Ittu et al. (2000) berichten von
einer signifikanten Steigerung der Fusariumresistenz im Zusammenhang mit dem GIliR1-
Allel, welches sich auf dem transloziertem Roggenarm 1RS befindet. Sie vermuteten eine
Kopplung zwischen einem Resistenz-QTL, der auf dem Weizenarm 1BL lokalisiert war und
dem GliR1-Allel.
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Shen et al. (2003a) identifizierten in einer Fundulea 201R/Patterson-Population einen
Resistenz-QTL auf Chromosom 1B. Die SSR-Marker in der QTL-Region GWM273,
GWM413, GWM264, Barc137, Barc8 und GWM18 zeigten alle eine gestdrte Spaltung,
waren sehr eng miteinander gekoppelt und umfassten eine genetische Distanz von nur
3,2cM. Die SSR-Marker dieser Gruppe sind nach den Referenzkarten von Rdder et al.
(1998) und der GrainGenes Datenbank (http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/maps.shtml) am

Centromer von 1B lokalisiert und nicht eindeutig dem langen oder kurzem Chromosomenarm
zugeordnet. Das Resistenzallel dieses QTLs stammt von der Linie Fundulea 201R, welche
die T1BL.1RS-Translokation tragt. Da zwischen den SSR-Markern in der QTL-Region
Rekombinationen stattgefunden haben, wenn auch mit sehr geringer Frequenz, vermuten
Shen et al. (2003a), dass der Resistenz-QTL nicht auf dem Roggenarm lokalisiert ist.

Mohler et al. (2002) haben gezeigt, dass der Markerlocus aACT/CAA einen hohen
Verwandtschaftsgrad im Genom von Gerste, Weizen und Roggen hat. aACT/CAA ist eine
resistenzgenanaloge Sequenz (resistance gene analog, RGA) mit groBer Ahnlichkeit zu
diversen NBS-LRR-Resistenzproteinen. Der RGA-Marker aACT/CAA wurde auf den
homdologen Chromosomenarmen 1S kartiert und weist einen Zusammenhang mit den
Resistenzgenen Mla1 (Gerste) und Pm17 (Roggen), sowie einem Fusariumresistenz-QTL im
Weizen auf. Im Weizen ist der Marker aACT/CAA auf dem Chromosom 1DS lokalisiert. Auf
dem Roggenarm kartiert aACT/CAA in der Nahe von IAG95. Unter Umsténden flihrte die
T1BL.1RS-Translokation von Lynx auch auf Grund dieser resistenzgenanalogen Sequenz zu
einer verbesserten Fusariumresistenz.

Klahr et al. (2004) identifizierten in einer Cansas/Ritmo-Population einen Resistenz-QTL fir
die Mittelwerte Uber die Umwelten auf dem Chromosom 1B am Ende der Kopplungsgruppe.
Weiterhin wurden von Buerstmayr et al. (2002) in der Sommerweizen-Population CM-
82036/Remus nach Punktinokulation ein Resistenz-QTL auf dem Chromosomen 1B
identifiziert. Steiner et al. (2004) detektierten einen Resistenz-QTL in einer Frontana/Remus-
Population nach Spriih- und Punktinokulation auf Chromosomen 1B. Der Effekt auf eine
verminderte Infektionsrate zu Beginn der Befallsentwicklung ('Incidence’) und auf eine
verminderte relative Schwere des Befalls stammt von Remus. Mentewab et al. (2000)
untersuchten Substitutionslinien von Triticum macha Chromsomen im Hintergrund der Linie
"Hobbit Sib™ nach Sprihinokulation und konnten einen Zusammenhang zwischen dem
Chromosom 1B und der Fusariumresistenz feststellen. Aufgrund der Daten dieser
Veroffentlichungen und der vorliegenden Arbeit kdnnen keine eindeutigen Aussagen Uber
gemeinsame bzw. unterschiedliche Lokalisierungen der Resistenzloci gemacht werden. Far
das Chromosom 1B konnte in unterschiedlichen genetischen Hintergriinden eine Verbindung
mit einem verminderten Fusariumbefall festgestellt werden. Dieser Zusammenhang scheint

nicht generell von der Prasenz einer T1BL.1RS-Translokation abh&ngig zu sein.



Diskussion 70

In den Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar wurde je ein Resistenz-QTL auf dem
langen Arm von Chromosom 2B identifiziert. Die Resistenz-QTLs auf 2BL waren in beiden
Populationen in einer ahnlichen Region des Chromosoms lokalisiert. In der Dream/Lynx-
Population flankierte der AFLP-Marker P74M53_272 die QTL-Region und war ca. 20cM von
dem SSR-Marker GWM47 entfernt. Der QTL in der G16-92/Hussar-Population wurde vom
SSR-Marker GWM47 flankiert. Die genetische Distanz zwischen GWM47 und dem AFLP-
Marker P74M53_272 betrug hier ca. 40cM. Es scheint sich daher um unterschiedliche Loci in
den Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar zu handeln.

Steiner et al. (2004) haben eine Frontana/Remus-Population nach Punkt- und Sprih-
inokulation untersucht und zwei QTLs auf Chromosom 2B identifiziert. Ein QTL wurde
sowohl nach Punkt- als auch nach Sprihinokulation identifiziert. Dieser QTL ist auf dem
langen Arm des Chromosoms 2BL in der N&he des SSR-Markers GWM120 lokalisiert
(Steiner, pers. Mitteilung). In der Opata/W7984-Karte von Roéder et al. (1998) wurde
GWM120 mit einer genetischen Distanz von ca. 17cM zu GWM47 kartiert. Dieser QTL liegt
also moglicherweise in einer ahnlichen Region des Chromosoms verglichen mit dem QTL in
der Population G16-92/Hussar. Ein zweiter QTL ausschlieBlich fir die Ausbreitungsresistenz
(Typll) konnte in der Frontana/Remus-Population ebenfalls auf Chromosom 2BL identifiziert
werden. Dieser QTL wurde von GWM526 flankiert (Steiner, pers. Mitteilung). Basierend auf
der Karte von Rdder et al. (1998) ist GWM526 eher in Richtung des distalen Endes des
langen Arms von Chromosoms 2B lokalisiert. Daher kénnte dieser zweite Resistenz-QTL in
der Frontana/Remus-Population in einer ahnlichen chromosomalen Region positioniert sein
wie der Resistenz-QTL auf 2BL der Dream/Lynx-Population.

Zhou et al. (2002a) identifizierten in einer Sommerweizen-Population, die aus der Kreuzung
zwischen der resistenten Linie Ning7840 (von Sumai3 abgeleitet) und der anfalligen Sorte
Clark entwickelt wurde, einen QTL fir Typll-Resistenz auf Chromosom 2BL. Die QTL-Region
wurde von den SSR-Markern GWM120 und Barc101 flankiert. Zhou et al. (2002b)
untersuchten Substitutionslinien, die Uber Kreuzungen zwischen monosomen Linien von
Chinese Spring mit Sumai3 entwickelt wurden. Diese Substitutionslinien wurden mit SSR-
Markern genotypisiert und hinsichtlich der Typll-Resistenz evaluiert. Substitutionslinien mit
den Chromosomen 2B, 3B, 6B und 7A von Sumai3 zeigten einen positiven Effekt auf die
Typll-Resistenz. Aufgrund der Ergebnisse von Zhou et al. (2002a/b) scheint auch Sumai3
einen Locus auf Chromosom 2B zu besitzen, der einen positiven Effekt auf die Typll-
Resistenz hat. In der vorliegenden Arbeit wurden die Populationen Dream/Lynx und G16-
92/Hussar phanotypisch nach Sprihinokulation charakterisiert. Mit dieser Methode wird die
kombinierte Auspragung der Typl- und Typll-Resistenz erfasst. Nach Punktinokulation wéare
ein starkerer Effekt der QTLs auf 2BL bei beiden Populationen auf die Typll-Resistenz
denkbar.
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In der Ning7840/Clark-Population berichteten Zhou et al. (2002a) von einem signifikantem
epistatischen Effekt von Qfhs.ndsu-3BS Uber den QTL auf 2BL. Dass in anderen Arbeiten
mit Sumai3 als Resistenzdonor kein Resistenz-QTL auf 2BL identifiziert wurde, kénnte im
Zusammenhang mit dem epistatischen Effekt des bedeutenden 3BS-QTLs Uber den QTL auf
2BL stehen. Gervais et al. (2003) stellten nach zweifaktoriellen Varianzanalysen signifikante
epistatische Effekt zwischen dem Marker FBA118b auf Chromosom 1A und dem Marker
GWM611 auf Chromosom 7B fest. Auch in klassischen genetischen Studien im Winter-
weizen mit Nachkommen aus diallelen Kreuzungen wurden epistatische Interaktionen
zwischen Fusariumresistenzloci beobachtet (Snijders 1990a/b; Bai et al. 2000; Buerstmayr et
al. 2000). In der Population G16-92/Hussar wurden mittels CIM-Analysen fir die Befalls-
mittelwerte Uber die Umwelten 2002 ein schwacher, aber signifikanter epistatischer Effekt
des QTLs auf 1A-1 Gber den QTL auf 2BL festgestellt. In den Umwelten Freising, Hohenheim
und Wetze, in denen beide QTLs detektiert wurden, konnte dagegen kein signifikanter
epistatischer Effekt des QTLs auf 1A-1 Uber den QTL auf 2BL beobachtet werden.

Eine gesicherte Aussage Uber die epistatische Interaktion zwischen den beiden QTLs auf
1A-1 und 2BL in der Population G16-92/Hussar ist aufgrund der PopulationsgréBe von 136
Linien nicht mdoglich. Fur die Untersuchung von epistatischen Interaktionen sind
Populationen mit deutlich mehr Linien notwendig als Ublicherweise flr experimentelle QTL-
Analysen eingesetzt werden (Melchinger et al. 1998, Asins 2002). Epistatische Effekte
zwischen Resistenzgenloci sind far die Zichtung unerwiinscht, da das additive Potential
unterschiedlicher Gene bei einer Pyramidisierung nicht vollstandig ausgeschdpft wirde.

Ein bedeutender Resistenz-QTL konnte in der Population Dream/Lynx auf Chromosom 7BS
identifiziert werden. Dieser Resistenz-QTL war in der Nahe des SSR-Markers GWM46
lokalisiert. Die Evaluierung einer Ning7840/Freedom Population nach der Inokluation mit
infizierten Maispflanzenresten und die Genotypisierung der Linien mit SSR-Markern durch
Gupta et al. (2000) ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Marker GWM46
und erhdhter Resistenz gegen Ahrenfusarien. Nach Punktinokulationen der Linien im
Gewachshaus konnte allerdings keine Verbindung zwischen GWM46 und erhdhter Typll-
Resistenz festgestellt werden. Aufgrund der Ergebnisse von Gupta et al. (2000) kann
vermutet werden, dass ein Resistenzlocus auf dem Chromosom 7BS mit dem SSR-Marker
GWMA46 in Verbindung steht, der vorwiegend einen Effekt auf die Typl-Resistenz hat.

El-Badawy (2001) evaluierte eine Sgv.NBxMM.Sum3/Apollo-Population nach Sprih-
inokulation und identifizierte einen Resistenz-QTL auf Chromosom 7BS. Dieser Resistenz-
QTL war etwa 18cM vom SSR-Marker GWM46 in Richtung des distalen Endes des kurzen
Schenkels entfernt. Der Resistenz-QTL der Population Dream/Lynx ist etwa 8cM von
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GWM46 entfernt, allerdings ist mangels weiterer SSR-Marker eine eindeutige Orientierung
dieser Kopplungsgruppe nicht mdaglich.

Shen et al. (2004) analysierten 19 Chinese Spring —Lophopyrum elongatum
Substitutionslinien auf ihre Resistenzeigenschaften nach Sprihinokulation und konnten
einen Zusammenhang zwischen der Substitutionslinie mit dem Chromosomen 7B und der
Fusariumresistenz feststellen. In einer Cansas/Ritmo-Population wurden von Klahr et al.
(2004) nach kuanstlicher Infektion bei codominanter Auswertung der Markerdaten ein
Resistenz-QTL fur die Mittelwerte Uber sechs Umwelten auf dem Chromosomen 7B
identifiziert. Basierend auf den veréffentlichten Daten ist eine Aussage Uber die Lokalisierung
dieses QTLs auf dem Chromosom 7B nicht méglich.

In der Population Dream/Lynx konnten Uber CIM neben den Resistenz-QTLs auf 6AL, 1B-1,
2BL und 7BS weitere Resistenz-QTLs in einzelnen Umwelten auf den Kopplungsgruppen
3A-2, 5A-2, X3 und X7 detektiert werden. Aufgrund der SSR-Marker GWM155 (3AL) bzw.
GWM595 (5AL) in den Kopplungsgruppen 3A-2 und 5A-2 wird vermutet, dass die QTLs auf
dem langen Arm der Chromosomen 3A und 5A lokalisiert sind. Von einer Lokalisierung von
Fusariumresistenzloci und dem langen Arm des Chromosoms 3A wurde bereits von Gupta et
al. (2000), Anderson et al. (2001), Steiner et al. (2004), Paillard et al. (2004) berichtet.
Resistenzloci auf dem langen Arm von Chromosom 5A wurden von Gupta et al. (2000),
Gervais et al. (2003), Paillard et al. (2004) identifiziert.

In der Population G16-92/Hussar wurden auf den Kopplungsgruppen 3B-3, 5B-3 und X1 in
einzelnen Umwelten Resistenz-QTLs mittels CIM detektiert. Die Gruppen 3B-3 und 5B-3
wurden aufgrund der nulli-tetrasomen-Analysen mit AFLP-Markern dem Chromosom 3B
bzw. 5B zugeordnet. Da in diesen Kopplungsgruppen keine SSR-Marker kartierten, war eine
Zuordnung zu dem kurzen oder langen Arm der Chromosomen nicht mdglich.

4.3 Colokalisierung von Resistenz-QTLs und QTLs fiir Wuchshoéhe und den Zeitpunkt
des Ahrenschiebens

Ein wichtiger Aspekt bei der Beurteilung von QTL-Analysen ist die haufig beobachtete
Uberlappung von Fusariumresistenz-QTLs mit QTLs fiir Merkmale, die einen Einfluss auf die
Etablierung der Infektion haben, wie die Wuchshéhe und der Blihzeitpunkt. Fir diese
Uberlappenden QTL-Regionen kann diskutiert werden, ob ein verminderter Befall durch
einen Locus flr eine physiologische Resistenzeigenschaft hervorgerufen wird oder
zumindest teilweise durch die Morphologie bzw. das Entwicklungsstadium der Pflanzen
entsteht.
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In den Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar wurde eine signifikante negative
Korrelation zwischen dem sichtbaren Befall und der Wuchshéhe beobachtet. Bei den
Resistenz-QTLs 6AL der Population Dream/Lynx und 1A-1 der Population G16-92/Hussar
wurde eine Uberlappung mit einem QTL fiir Wuchshdhe festgestellt. Linien mit den Allelen
von Dream bzw. Hussar tendierten zu einer gréBeren Wuchshdéhe und wiesen einen
geringeren Befall auf.

Genotypen mit einer groBen Halmlange zeigen bei naturlicher Infektion einen geringeren
Befall verglichen mit kurzstrohigen Genotypen (Mesterhazy 1995). Da Genotypen mit groBer
Wuchshéhe auch nach Spriihinokulation zu einem geringen Befall neigen (Hilton et al. 1999,
Buerstmayr et al. 2000, Gervais et al. 2003, Paillard et al 2004, Steiner at al. 2004), kann
vermutet werden, dass dieser Zusammenhang eine genetische Ursache hat. Das Merkmal
Wuchshéhe wird ebenso wie die Fusariumresistenz quantitativ vererbt. Im Allgemeinen sind
in europaischen Sorten verschiedene Verzwergungsgene (Rht) vorhanden. Uber die Prasenz
von Rht-Genen bei den Kreuzungseltern Dream und Lynx bzw. G16-92 und Hussar sind
keine Informationen verfligbar. Eine Aussage, ob im genetischen Hintergrund der beiden
Kartierungspopulationen Rht-Gene in den QTL-Regionen spalten, ist daher nicht méglich.

In der Dream/Lynx-Population wurde auch eine signifikante negative Korrelation zwischen
der Befallsstarke und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens festgestellt. In der Region des
Resistenz-QTLs auf 7BS der Population Dream/Lynx wurde auch ein QTL flr den Zeitpunkt
des Ahrenschiebens lokalisiert. Linien mit dem Allel von Dream in der QTL-Region waren im
Schnitt ein bis zwei Tage spater im Ahrenschieben. Verglichen mit der gesamten Variation
im Zeitpunkt des Ahrenschiebens innerhalb der Population von bis zu acht Tagen, ist dieser
Effekt des 7BS-QTLs relativ gering. Insbesondere wenn man berlcksichtigt, dass Dream
etwa 3,5 Tage spater in seiner Entwicklung ist als Lynx. Neben dem QTL auf 7BS wurde
noch ein weiterer Resistenz-QTL in einzelnen Umwelten auf der Kopplungsgruppe 5A-2
detektiert, welcher mit einem QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens (iberlappte. Das
Allel von Lynx fiihrte hier zu einem geringeren Befall und spatem Ahrenschieben. Zusatzlich
wurden drei weitere QTLs fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens identifiziert, welche
unabhé&ngig von den Resistenzeigenschaften waren und einen vergleichbaren Effekt auf das
Ahrenschieben hatten wie der QTL auf 7BS.

In der G16-92/Hussar konnte eine signifikante positive Korrelation zwischen der
Befallsstarke und dem Zeitpunkt des Ahrenschiebens beobachtet werden. Der anfallige Elter
Hussar war im Durchschnitt etwa 1,5 Tage spater im Zeitpunkt des Ahrenschiebens
verglichen mit G16-92. Ein Resistenz-QTL wurde in der Kopplungsgruppe 3B-3 fir die
Umwelt 2001 detektiert. Dieser QTL Uberlappte mit einem QTL fir den Zeitpunkt des
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Ahrenschiebens. Linien mit dem Allel von Hussar in der QTL-Region neigten zu
vermindertem Befall und spaterem Ahrenschieben.

Von einer Korrelation zwischen dem sichtbaren Befall und der Wuchshéhe bzw. dem
Zeitpunkt des Ahrenschiebens/Bliihzeitpunktes nach Spriihinokulation, sowie von
Uberlappungen wichtiger Resistenz-QTLs mit QTLs fiir Wuchshdhe und/oder QTLs fiir das
Entwicklungsstadium berichten u.a. El-Badawy (2001), Gervais et al. (2003) und Paillard et
al. (2004).

Bei zwei der drei stabilen Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 2BS und 5A, die Gervais
et al. (2003) in der Population Renan/Recital identifizierten, waren Uberlappungen mit QTLs
fir Wuchshéhe vorhanden. Ein QTL fir Wuchshéhe wurde in einer dhnlichen Region des
Chromosoms 5A auch in der Population Dream/Lynx detektiert. In der Region des Resistenz-
QTLs auf 2BS identifizierten Gervais et al. (2003) auch einen QTL fir den BlUhzeitpunkt. Die
Kreuzungseltern Renan und Recital unterschieden sich deutlich in der Wuchshéhe und im
Blihzeitpunkt. Der Resistenzdonor Renan hatte im Durchschnitt eine um 8cm gréBere
Wuchshéhe und war acht Tage spater im Blihzeitpunkt verglichen mit Recital. Genotypen
mit den Allelen von Renan in den QTL-Regionen waren weniger stark befallen, hatten eine
gréBere Wuchshdhe und waren spater beim Blihzeitpunki.

Paillard et al. (2004) identifizierten in einer Arina/Forno-Population drei stabile Resistenz-
QTLs auf den Chromosomen 4AL, 5BL und 6DL. In der Region des QTLs auf 6DL mit dem
gréBten Effekt auf die Resistenz wurde auch ein QTL fir Wuchshdhe lokalisiert. Zudem
wurde eine Colokalisierung zwischen den wichtigen Resistenz-QTLs auf 5BL und 6DL mit
QTLs fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens festgestellt. Der Resistenzdonor Arina hatte
verglichen mit Forno im Durchschnitt eine 17,5cm gréBere Wuchshéhe und war einen Tag
spater im Zeitpunkt des Ahrenschiebens. Linien mit dem Allel von Arina in der Region des
6DL-QTLs waren weniger stark befallen, hatten eine gréBere Wuchshéhe und waren spater
im Ahrenschieben. Das Allel von Forno in der QTL-Region auf 5BL bewirkt einen
verminderten Befall und spateres Ahrenschieben.

Gervais et al. (2003) detektierten einen QTL ausschlieBlich fir Wuchshéhe auf dem
Chromosom 6D. In der Arina/Forno-Population wurde ein QTL ausschlieBlich fir Wuchshéhe
auf dem Chromosom 1AS detektiert (Paillard et al. 2004). Sowohl in der Arina/Forno- als
auch in der Dream/Lynx-Population wurde ein QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens
auf dem langen Arm von Chromosom 7B detektiert. Ob die QTLs fir Wuchshéhe auf 6D der
Populationen Arina/Forno und Renan/Recital in vergleichbaren Regionen des Chromosoms
lokalisiert sind, kann aufgrund der vorhanden Daten nicht festgestellt werden. Dies gilt auch
fir die QTLs fur Wuchshéhe auf 1AS der Arina/Forno-Population und auf 1A-1 der G16-
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92/Hussar-Population sowie fiir die QTLs fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens auf 7BL der
Arina/Forno- bzw. Dream/Lynx-Population.

In einer Sgv.NBxMM.Sum3/Apollo-Population wurde eine positive Korrelation zwischen der
Befallsstarke und der Wuchshéhe, sowie zwischen der Befallsstéarke und dem Zeitpunkt des
Ahrenschiebens beobachtet (El-Badawy 2001). Es wurde ein Resistenz-QTL auf
Chromosom 7BS identifiziert, welcher mit einem QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens
und einem QTL flr Wuchshdhe Uberlappte. Der resistente Elter Sgv.NBxMM.Sum3 hatte
eine geringere Wuchshdhe und war friiher im Ahrenschieben verglichen mit dem anflligen
Elter Apollo. Das Resistenzallel des QTLs auf 7BS fuhrte hier zu einem friheren
Ahrenschieben und zu einer kiirzeren Halmlange.

In den genannten Veréffentlichungen von El-Badawy (2001), Gervais et al. (2003) und
Paillard et al. (2004), wie auch in der vorliegenden Arbeit wurde die kinstliche Infektion der
Populationen mittels Spruhinokulation vorgenommen. Die Linien wurden nicht spezifisch
nach Entwicklungsstadium inokuliert, sondern die Sprihinokulation erfolgte jeweils fir die
gesamte Population. Eine erste Inokulation wurde durchgeflhrt, als sich der Gberwiegende
Anteil der Linien in der Blite befand. Die Inokulation wurde, entsprechend der Variation
innerhalb der Populationen, mehrfach wiederholt. Es ist durchaus vorstellbar, dass bei
Linien, die sehr frih oder sehr spét blihen, die erste Inokulation nicht zum optimalen
Zeitpunkt erfolgte und somit ein vergleichsweise geringer Befallsdruck erzeugt wurde. Bei
einer Inokulation, die spezifisch flr jede Linie vorgenommen wird, kann ein Versuchsfehler

dieser Art vermieden werden.

Far Gberlappende QTL-Regionen stellt sich die Frage, wie groB3 der tatsachliche Effekt eines
Resistenz-QTLs ist und ob ein verminderter Befall aus der Morphologie bzw. aus dem
Entwicklungsstadium der Pflanzen zum Zeitpunkt der Inokulation resultiert. Diese Frage ist
insbesondere von Bedeutung, wenn bei mehreren bzw. allen identifizierten QTLs mit einem
Effekt auf die Befallsstarke solche Uberlappungen vorliegen. Fiir einen sinnvollen Einsatz
von QTLs in der Zichtung sollte geklart werden, ob ein genetischer Zusammenhang
zwischen der physiologischen Resistenz und z.B. der Wuchshdhe besteht. Die Nutzung von
Resistenz-QTLs in der Zlchtung Uber eine MAS, bei denen ein genetischer Zusammenhang
zur Wuchshdhe besteht, erscheint vor der Validierung der Ergebnisse nicht ratsam. Sollten
bei Uberlappenden QTL-Regionen, Resistenzloci mit einem pleiotropen Effekt auf die
Wuchshéhe vorliegen (oder umgekehrt), ist der Nutzen dieser Loci fur die Zichtung
fragwirdig, da im Allgemeinen kurzstrohige Sorten bevorzugt werden. Im Falle einer
Kopplung von Loci fur Fusariumresistenz und Wuchshdhe, ware die Durchbrechung dieser
Kopplung mit einem groBen Aufwand verbunden. Eine Aussage, Uber einen mdglichen
genetischen Zusammenhang zwischen Befallsstarke und Wuchshéhe ist mit Populationen,
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die Ublicherweise fur experimentelle QTL-Analysen verwendet werden (100 bis 300 Linien),
nicht méglich. Fir die Prifung eines genetischen Zusammenhangs zwischen zwei Merk-
malen sind entweder Kartierungspopulationen mit deutlich mehr Linien notwendig oder die
Entwicklung von nah-isogene Linien, die nach gezielter Selektion von Linien mit Rekom-
bination in den QTL-Regionen entwickelt werden (Melchinger et al. 1998, Asins 2002).

4.4 Markervalidierung

Die Bewertung der Ergebnisse von QTL-Analysen ist schwierig. Viele Faktoren, wie die
Qualitdt der genetischen Karte, die Methoden zur phéanotypischen Evaluierung des
Zielmerkmals, die PopulationsgrdBe, die statistische Vorgehensweise bei den Analysen,
Interaktionen zwischen identifizierten QTLs und die Colokalisierung von QTLs fir
verschiedene Merkmale haben einen Effekt auf QTL-Analysen und sollten bei der
Interpretation der Ergebnisse bericksichtigt werden. Aufgrund der genannten Faktoren bzw.
Probleme ist der Wert identifizierter QTLs fur die Zichtung ausschlieBlich basierend auf den
Ergebnissen von QTL-Analysen nur schwer einzuschatzen. Eine Validierung der Ergebnisse
ist unbedingt notwendig, bevor Marker, die mit den identifizierten QTLs gekoppelt sind, in der
Zichtung mittels MAS wirtschaftlich sinnvoll eingesetzt werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit hatten die QTLs auf den Chromosomen 6AL, 7BS der
Dream/Lynx- bzw. 2BL der G16-92/Hussar-Population den groBten Effekt auf die erklarte
phanotypische Varianz und wurden konstant in den verschiedenen Umwelten detektiert.
Diese QTLs waren mit den SSR-Markern GWM82 (6AL), GWM46 (7BS) bzw. GWM47 (2BL)
gekoppelt. Mit diesen Markern wurden die Linien einer Validierungspopulation mit einem
unabhéangigen genetischen Hintergrund klassifiziert.

Eine Vorraussetzung fir diese Untersuchungen war, dass die Marker diagnostisch fiir den
entsprechenden Donor des Resistenzallels sind. Donor der Resistenzallele der QTLs auf
6AL und 7BS war Dream bzw. fir den QTL auf 2BL G16-92. Der Marker GWM47 war sowohl
in der Dream/Lynx- als auch in der G16-92/Hussar-Population polymorph. In der
Dream/Lynx-Population konnte GWM47 allerdings nur dominant ausgewertet werden, da
Dream fir diesen Marker ein Nullallel besitzt. In der Validierungspopulation kann aufgrund
des Bandenmusters von GWM47 daher keine Aussage Uber die Anwesenheit des Allels von
Dream in den Linien gemacht werden. GWM47 ist in der Validierungspopulation also nicht
vollstéandig diagnostisch fir das Resistenzallel von G16-92.

Der Marker GWM46 war in der Population Dream/Lynx nach CIM-Analysen etwa 8cM von
der Position des Resistenz-QTLs entfernt. Uber eine Einzelmarkerregression konnte
allerdings ein signifikanter Zusammenhang (p < 0,05) zwischen GWM46 und der Befalls-
starke festgestellt werden. Der Marker GWM46 bereitete bei der Genotypisierung der
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Dream/Lynx-Population und der Validierungspopulation methodische Probleme. Der
Polymorphismus zwischen dem Allel von Dream und den Alternativallelen von Lynx, G16-92,
Hussar, Brando und LP235.1 basierte fir diesen Marker auf einem Unterschied von etwa
zwei Basenpaaren. Daher war die Auswertung des Bandenmusters von GWM46 héaufig
schwierig.

Aufgrund der genannten Probleme mit GWM47 und GWM46 wurde versucht andere SSR-
Marker zu identifizieren, die in den entsprechenden QTL-Regionen auf 2BL bzw. 7BS
kartieren. Es konnten allerdings keine SSR-Marker fir diese Regionen identifiziert werden,
die in den Kartierungspopulationen polymorph waren und zusétzlich diagnostisch zwischen
dem Resistenzallel und den Ubrigen Eltern der Validierungspopulation unterscheiden
konnten. Zudem war es aufgrund der Aussaatplanung des EUREKA-Projektes nicht méglich,
eine umfangreichere Suche nach geeigneten Markern durchzufiihren.

Als mit der Entwicklung der Validierungspopulation begonnen wurde, befanden sich die
Linien der Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar in der Fs;-Generation, d.h. 12,5%
der Linien waren heterozygot fUr spaltende Loci. Da noch keine molekulargenetischen
Informationen Gber die Linien der Kartierungspopulationen vorlagen, bestand das Risiko
ungeeignete Linien fir die Kreuzungen zu verwenden, also Linien, welche die zu
validierenden Markerallele heterozygot oder rezessiv tragen. Deshalb wurden je drei
verschiedene phanotypisch resistente Linien der Populationen Dream/Lynx und G16-
92/Hussar fur die Entwicklung der Validierungspopulation mit Brando bzw. LP235.1 gekreuzt.
Auf diese Weise sind neun Subpopulationen entstanden, die fir jeden Markerlocus genetisch
einer BC; entsprechen, d.h. in jeder Subpopulation ist flir einen Markerlocus eine 1:1
Spaltung zu erwarten (1 Rr : rr 1). Nach der Genotypisierung der Subpopulationen wurden
Chi-Quadrat-Tests fur die spaltenden Markerdaten durchgefihrt. Eine 1:1 Spaltung konnte
bei den meisten Subpopulationen fiir alle drei Markerloci festegestellt werden. Fir eine
signifikanten Abweichung von einer 1:1 Spaltung war meist die rein phanotypisch basierte
Auswahl der Donorlinien aus den Kartierungspopulationen verantwortlich. Fir den Marker
GWM47 wurde bei den Subpopulation 1, 4 und 7 eine signifikante Abweichung von der
erwarteten 1:1 Spaltung zu beobachtet, stattdessen lag eine 1:3 Spaltung vor. Nur 1/4 der
Linien in diesen Subpopulationen trugen das Markerallel von G16-92. Bei diesen
Subpopulationen ist immer dieselbe Linie der G16-92/Hussar-Population (GH1) verkreuzt
worden. Es ist davon auszugehen, dass bei dieser Linie zum Zeitpunkt der Kreuzung mit
Brando das Resistenzallel nicht homozygot vorlag.

Bei den Subpopulationen 1, 2 und 3 war fir den Marker GWM46 keine Spaltung fest-
zustellen. Keine der Linien dieser Subpopulationen besal3 das Markerallel von Dream. Bei
diesen Subpopulationen ist immer die Linie DL1 der Population Dream/Lynx verkreuzt
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worden. Hier ist davon auszugehen, dass diese Linie das Resistenzallel nicht tragt. Dies
kann auch aufgrund der Markerdaten der Kartierungspopulation bestatigt werden. Die
verwendete Linie besaB fir das Markerintervall der QTL-Region (XS25M15_ 187 und
XS23M21_497) das Allel von Lynx und nicht das Resistenzallel von Dream. Bei der
Subpopulation 7 lag eine signifikante Abweichung von einer 1:1 Spaltung vor, obwohl die
Subpopulationen 8 und 9 eine 1:1 Spaltung aufwiesen. Die Subpopulationen 7, 8 und 9 sind
nach Kreuzungen mit der Linie DL3 der Dream/Lynx-Population entstanden. Bei der
Entwicklung der Subpopulationen wurden unterschiedliche Pflanzen einer Donorlinien
verwendet. Die Pflanze der Linie DL3, die fiir die Entwicklung der Subpopulation 8 mit
Brando gekreuzt wurde, war vermutlich heterozygot fir das Resistenzallel.

Nach der Untersuchung der Subpopulationen wurden die 576 Linien aufgrund der
Markerdaten von GWM82, GWM46 und GWM47 klassifiziert. Uber den Vergleich der
Markerklassen mit den phéanotypischen Daten der Linien aus den Feldversuche 2002 konnte
fir alle drei Marker ein Zusammenhang mit einer verbesserten Resistenz gegen
Ahrenfusarien festgestellt werden. Linien, bei denen alle drei Marker das Resistenzallel der
QTLs auf 6AL, 7BS (Dream) und 2BL (G16-92) anzeigten, hatten einen durchschnittlichen
Befall von 35,1%. Linien mit den alternativen Allelen wiesen einen Befall von 43,3% auf. Der
Unterschied in der Befallsstarke von 8,2% zwischen Linien mit allen drei Markern und Linien
ohne Marker war signifikant.

Der Effekt des QTLs auf 6AL auf die Wuchshdhe aus der Kartierungspopulation Dream/Lynx
ist auch in der Validierungspopulation zu beobachten. Linien der Validierungspopulation mit
dem Allel von Dream in der QTL-Region auf 6AL hatten eine 6 bis 7cm gréBere Wuchshéhe
Ein Einfluss des QTLs auf 7BS auf den Zeitpunkt des Ahrenschiebens war in der
Validierungspopulation nicht mehr zu beobachten.

Uber die Prasenz weiterer Loci mit einem Effekt auf die Resistenzeigenschaften im
genetischen Hintergrund der Validierungspopulation, die durch die beteiligten Kreuzungs-
partner eingebracht wurden, kdnnen keine Aussagen gemacht werden. Basierend auf der
eindeutig befallsvermindernden Wirkung der drei Resistenz-QTLs 6AL, 7BS und 2BL in der
Validierungspopulation wird aber vermutet, dass mdgliche Effekte anderer Loci eine geringe
Bedeutung haben.

Die hier vorgestellten vorlaufigen Ergebnisse der Markervalidierung basieren auf dem Effekt
heterozygot bzw. spaltend vorliegender QTLs, deren An- bzw. Abwesenheit in den Linien der
Validierungspopulation durch die Marker GWM82, GWM46 und GWM47 angezeigt wurde.
Die befallsvermindernden Effekte der QTLs auf den Chromosomen 6AL, 7BS und 2BL sollen
im weiteren Verlauf des EUREKA-Projektes bestéatigt werden. Es wurden 26 Einzelpflanzen
identifiziert, bei denen die Markeranalysen alle drei Resistenzallele anzeigten. Diese
Pflanzen wurden geselbstet und die Selbstungsnachkommen (ca. 2600 Linien) wurden
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erneut mit den drei SSR-Markern GWM82, GWM46 und GWM47 klassifiziert. Die Resistenz-
eigenschaften von 10 bis 20 Linien jeder Klassenkombination (3 Marker, 2 Marker usw.)
sollen in vierortigen Feldversuchen 2005 evaluiert werden. Der Vergleich der unterschied-
lichen Markerklassen mit den phanotypischen Daten wird zeigen, ob sich die Tendenz zur
verbesserten Resistenz der Linien, welche die Resistenz-QTLs im homozygoten Zustand
tragen, bestatigt.

Die Entwicklung der hier als Validierungspopulation bezeichneten Linien hatte noch einen
weiteren Hintergrund. Die Linien mit den verschiedenen Markerklassen sind Uber die
Ubertragung der Resistenz-QTLs durch eine markergestiitzte Riickkreuzung in leistungs-
fahige, aber anféllige Sorten (Brando, LP235.1) entstanden. Neben der Validierung der
Marker/QTLs soll basierend auf den Ergebnissen der Feldversuche 2005 der Erfolg einer
markergestitzten Selektion mit dem Erfolg einer parallel durchgefiihrten phanotypischen
Selektion verglichen werden.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit wurden QTL-Analysen in zwei verschiedenen Winterweizen-Populationen
durchgefihrt, um unterschiedliche Resistenzgenloci zu identifizieren. Drei bedeutende
Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 6AL, 7BS und 2BL waren in verschiedenen
Umwelten konstant detektierbar und mit SSR-Markern gekoppelt. Die vorlaufigen Ergebnisse
einer Validierung der SSR-Marker in einem unabhangigem genetischen Hintergrund
bestatigten eine Assoziation dieser Marker mit einer verbesserten Fusariumresistenz. Fir
eine gesicherte Aussage Uber den Wert dieser identifizierten QTLs und zur Entwicklung von
Selektionsmarkern fir die Zichtung von fusariumresistenten Sorten sind weitere Untersuch-
ungen notwendig.

Das Genom des Weizens mit etwa 1,7 x 10' Basenpaare im haploiden Zustand
(Arumuganathan und Earle 1991) ist bei derzeitigem Stand der Technik zu groB flr eine
Sequenzierung des gesamten Genoms. Daher mussen fur die Identifizierung von
Kandidatengenen andere Strategien entwickelt werden. Eine mdgliche Strategie mit dieser
Zielsetzung ist die Entwicklung von Populationen zur Erstellung von hochauflésenden
genetischen Karten (‘Finemapping’) fir die bedeutenden Resistenz-QTLs auf den
Chromosomen 6AL, 7BS und 2BL. Mit einem entsprechenden Projekt wurde beispielsweise
fur die Qfhs.ndsu-3BS-Region bereits begonnen (Liu und Anderson 2003b).

Flar die Entwicklung einer solchen Population sind Linien der Kartierungspopulationen
interessant, bei denen Rekombinationsereignisse in der QTL-Region statt gefunden haben.
Solche rekombinanten Linien kénnen Uber die flankierenden Marker des QTLs identifiziert
werden. Nach wiederholter Rickkreuzung der Donorlinie mit dem anfélligen Elter der
Population und markergestitzter Selektion auf die QTL-Region entsteht eine Population von
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Linien, die innerhalb der QTL-Region spaltet. Alternativ dazu kdnnten auch Linien der Fy-
Generation der Kartierungspopulationen, die in der QTL-Region spalten, mehrfach
geselbstet werden. Nach jeder Selbstung missen wiederum Linien, die in der QTL-Region
spalten, markergestitzt selektiert und geselbstet werden. Beide Strategien fihren zur
Entwicklung einer Population von nah-isogenen Linien (NILs), die in der QTL-Region spalten,
im genetischen Hintergrund jedoch weitgehend fixiert sind und zur Feinkartierung dieser
Region verwendet werden kodnnen. Fir die Positionierung eines QTLs in der
hochauflésenden genetischen Karte ist eine prazise phanotypische Charakterisierung der
Feinkartierungspopulation notwendig.

Da in einigen chromosomomalen Regionen Rekombinationsereignisse relativ selten
stattfinden, kann auch eine sehr geringe genetische Distanz zwischen zwei Markern
physikalisch einem groBen Bereich eines Weizenchromosoms entsprechen (Hohmann et al.
1994). Hinweise Uber die physikalische Lokalisierung und den Umfang einer QTL-Region auf
den Chromosomen des Weizens kann die Untersuchung von Chinese Spring-Deletionslinien
mit den Markern der QTL-Region liefern (Endo und Gill 1996).

Ausgehend von einer hochauflésenden genetischen Karte und basierend auf den
Sequenzinformationen eines mdglichst engen Markerintervalls fir eine QTL-Region kann
Uber die Entwicklung von BAC-Bibliotheken (Bacterial Artificial Chromosome) eine
physikalische Karte dieser Region erstellt werden. Die Analyse der BAC-Klone flhrt
moglicherweise zur Identifizierung von Kandidatengenen (‘Map based cloning’, "positional
cloning’). In einem Projekt basierend auf einer "Map based cloning™ Strategie wurde
beispielsweise das Braunrostresistenzgen Lr10 ('leaf rust’) auf dem Chromosom 1AS des
hexaploidem Weizens isoliert (Stein et al. 2000, Feuillet et al. 2003).

In der Familie der Graser besteht flr einige konservierte genomische Regionen Synthenie
zwischen den Arten (Devos und Gale 2000). So haben z.B. Mohler et al. (2002) gezeigt,
dass der Marker aACT/CAA, der einer resistenzgenanalogen Sequenz (resistance gene
analog, RGA) entspricht, einen hohen Verwandtschaftsgrad im Genom von Gerste, Weizen
und Roggen hat. Dieser Marker kartiert auf den homdologen Chromosomenarmen 1S und
weist einen Zusammenhang mit den Resistenzgenen Mla1 (Gerste) und Pm17 (Roggen),
sowie einem Fusariumresistenz-QTL im Weizen auf. Liu und Anderson (2003b) haben zur
Anreicherung der genetischen Karte der Qfhs.ndsu-3BS-Region mit zusétzlichen Markern
die Synthenie des 3BS Chromosoms mit dem Chromosom 1S von Reis genutzt (Gallego et
al. 1998). Da das verhéltnismaBig kleine Reisgenom nahezu vollstandig sequenziert ist,
kénnen Weizen-ESTs (Expressed Sequence Tags) die in einer konservierten Regionen des
Reisgenoms lokalisiert sind, genutzt werden, um Kandidatengene zu identifizieren. Liu und

Anderson (2003b) haben STS-Primer von Weizen-ESTs abgeleitet, die homolog zu den



Diskussion 81

Sequenzen von RFLP-Markern in der 1S-Region waren und so polymorphe Marker fiir die
Qfhs.ndsu-3BS-Region entwickelt. Die Nutzung der Synthenie zwischen den Arten der
Familie der Graser ware auch bei der Feinkartierung der Resistenz-QTLs auf 6AL, 7BS und
2BL vorstellbar.

Auf molekularbiologischer Ebene ist Uber die Pathogen-Wirt-Interaktion zwischen
Ahrenfusarien und Weizen wenig bekannt. Bisher liegen nur wenige Ergebnisse von
Expressionsanalysen vor, die mit resistenten und anfélligen Weizengenotypen nach der
Infektion mit Fusariumpilzen durchgefihrt wurden. Pritsch et al. (2000) haben in
vergleichenden Untersuchungen mit dem resistenten Genotyp Sumai3 und der anfélligen
Sorte Wheaton nach der Infektion mit F. graminearum Unterschiede bei der Transkript-
akkumulation von Resistenzgenen festgestellt. Transkripte von Genen, die fir PR-Proteine
(pathogene related proteins), wie Peroxidasen, B-1,3-Glukanasen, Chitinasen und
Thaumatin-ahnliche Proteine codieren, wurden bei Sumai3 verglichen mit Wheaton zu einem
friheren Zeitpunkt und in einem gréBeren AusmaB akkumuliert.

Auch die NILs fur die identifizierten QTLs kénnten genutzt werden, um die differenzielle
Expression nach kunstlicher Inokulation zu untersuchen. Dabei stehen verschiedene
Techniken zur Verfligung. So kénnten Microarrays, wie der Affymetrix®GeneChip, verwendet
werden, um die Expression von Genen bzw. von ESTs zu studieren. Die Methode der cDNA-
AFLPs wirde direkt die Klonierung von differenziell exprimierten Kandidatengenen
ermdglichen. Speziell gering exprimierte Gene koénnten damit effekitv erfasst werden
(Bachem et al. 1996). Diese Methode wurde bei Weizen bereits erfolgreich flir die
Identifizierung von Genen der Weizen/Braunrost-Interaktion (Zhang et al. 2003) und der
Ahrenmorphologie (Kojima et al. 2000) eingesetzt.

Neben der direkten Sequenzierung von Kandidatengenen kdnnten auch eng gekoppelte
selektive Marker aus kodierenden Bereichen fiir die QTLs entwickelt werden (Herz et al.
2004). Kartieren diese Marker in einer QTL-Region, liegt vermutlich Kopplung oder
Cosegregation fir ein Kandidatengen und den QTL vor.

Zur Aufklarung der Funktion identifizierter Kandidatengene, kénnen z.B. mittles siRNA (short
interfering RNA) Knock-out-Mutanten erzeugt werden, bei denen gezielt die Expression des
Kandidatengens unterdriickt wird. Vergleichenden Untersuchungen der Mutationslinie und
des Wildtyps erlauben Rickschlisse auf die Funktion des Kandidatengens.

Sollten die weiterfihrenden Untersuchungen ergeben, dass die QTLs auf 6AL, 7BS und 2BL
einen verifizierbaren positiven Effekt auf die Fusariumresistenz haben oder sogar die
verantwortlichen Gene identifiziert werden, kdnnten diese Loci mit geeigneten DNA-Markern
Uber eine MAS fur die Zlchtung von resistenten Sorten eingesetzt werden. Den Vorteilen der
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MAS, also z.B. der Unabhéangigkeit von Umwelteinflissen und der mégliche Einsatz in einer
frihen Generation des Zuchtschemas, stehen die Kosten flr die Untersuchungen einer
groBe Anzahl von Linien mit den Markern gegeniber. Diese Kosten dirfen die Einsparungen
bei den Faktoren Zeit und Arbeitsaufwand bei konventioneller Zliichtung nicht Ubersteigen.
Entscheidend fir den sinnvollen Einsatz einer MAS wird sein, als wie groB sich die
nutzbaren Effekte der einzelnen QTLs auf die Fusariumresistenz erweisen.

Der molekulargenetisch am besten charakterisierte Genotyp Sumai3 wurde bisher auch am
intensivsten als Resistenzquelle in der Zichtung verwendet, insbesondere in den USA.
Verglichen mit dem wichtigen Resistenz-QTL Qfhs.ndsu-3BS von Sumai3 haben die in
dieser Arbeit identifizierten Loci auf den Chromosomen 6AL, 7BS und 2BL einen eher
moderaten Effekt auf die Auspragung der Fusariumresistenz. Sumai3 stammt aus China, ist
somit nicht an die mitteleuropaischen Klimabedingungen adaptiert und vererbt negative
agronomische Eigenschaften, wie z.B. einen geringen Ertrag (Ruckenbauer et al. 2001,
Rudd et al. 2001). Aufgrund der groBen Anzahl an unerwiinschten Genen, die in nicht
adaptierten Zuchtmaterial zu erwarten sind, besteht bei der Einfihrung von Resistenzloci in
heimische Sorten ein hohes Risiko, gekoppelte Gene mit unerwiinschten Effekten ('Linkage
drag’) mit zu Ubertragen. Dies trifft insbesondere auf quantitative Merkmale zu. Mit der
Verwendung von geeigneten DNA-Markern kann das Risiko des 'Linkage drag” aus
exotischen Resistenzquellen in adaptiertes Material vermindert werden. Allerdings ist eine
groBe Anzahl an Marker-gestiitzten Rickkreuzungen notwendig um das Resistenzniveau im
adaptiertem Material ohne Verluste bei Ertrag und Qualitdt zu erhalten. Fir die heimische
Resistenzzliichtung ist es deshalb von Interesse potentielle Resistenzdonoren des
europaischen Winterweizen-Genpools molekulargenetisch zu charakterisieren. Die in dieser
Arbeit untersuchten Resistenzdonoren Dream und G16-92 sind an das mitteleuropaische
Klima adaptiert und besitzen im Vergleich mit Sumai3 auch relativ gute agronomische
Eigenschaften.

Ein wichtiges Einsatzgebiet der MAS, ist die gezielte Anreicherung von Resistenzloci in
Kreuzungspartnern vor Beginn des eigentlichen Zuchtschemas. Die wichtigsten bisher im
Zusammenhang mit Sumai3 identifizierten Resistenz-QTLs wurden auf den Chromosomen
3BS, 6BS und 5A (Anderson et al. 2001; Buerstmayr et al. 2002) lokalisiert. Dagegen wurden
die wichtigsten Resistenz-QTLs der Populationen Dream/Lynx und G16-92/Hussar auf den
Chromosomen 6AL, 2BL und 7BS identifiziert. Daher ist eine Kombination dieser
QTLs/Resistenzgene (Pyramidisierung) denkbar. Basierend auf den Ergebnissen von Zhou
et al. (2002a/b), Gupta et al (2000) und EIl-Badawy (2000) scheint auch Sumai3
Resistenzloci auf den Chromosomen 2BL und 7BS zu besitzen. Sollten bei Sumai3 und
Dream bzw. G16-92 identische Loci auf 2BL und 7BS vorliegen, so ware eine Nutzung
dieser Loci fir die Zichtung aus dem adaptiertem Material effizienter.
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5 Zusammenfassung

Die Ahrenfusarien des Saatweizens (Triticum aestivum L.) haben in den letzten Jahren
weltweit an Bedeutung gewonnen. Die wichtigsten Krankheitserreger der partiellen
Taubéhrigkeit, Fusarium graminearum und F. culmorum, produzieren in Kérnern infizierter
Pflanzen Mykotoxine, welche die Gesundheit von Mensch und Tier beeintrachtigen kénnen.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Identifizierung von Fusariumresistenzloci in zwei
adaptierten Winterweizen-Populationen. Die 145 bzw. 136 rekombinanten Inzuchtlinien
(recombinant inbred lines, RILs) der Populationen sind aus den Kreuzungen 1) zwischen der
resistenten deutschen Sorte Dream und der anfalligen britischen Sorte Lynx und 2) zwischen
der resistenten Linie G16-92 und der anfalligen britischen Sorte Hussar entwickelt worden.
Fir die Kartierung von Resistenz-QTLs (quantitative trait loci) wurden die Populationen mit
AFLP- und SSR-Markern genotypisiert und hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften in
vierortigen Feldversuchen 2002 nach Spruhinokulation mit einer F. culmorum-Konidien-
suspension evaluiert.

In der Dream/Lynx-Population konnten nach CIM-Analysen (composite interval mapping) vier
Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 6AL, 1B, 2BL und 7BS flr die Befallsmittelwerte
Uber die Versuchsstandorte identifiziert werden, die zusammen 40% der ph&notypischen
Varianz erklaren. In der G16-92/Hussar-Population wurden mittels CIM zwei Resistenz-QTLs
auf den Chromosomen 1A und 2BL fir die Befallsmittelwerte Uber die Versuchsstandorte
identifiziert, die zusammen 24% der phanotypischen Varianz erklaren. Fir die beiden QTLs
auf Chromosom 2B in den Populationen wird aufgrund ihrer unterschiedlichen Positionen auf
dem langen Schenkel vermutet, dass diese Loci nicht identisch sind. Bei den Resistenz-
QTLs auf 6AL und 1A liegt eine Colokalisierung mit QTLs fir Wuchshdhe vor. Der Resistenz-
QTL auf 7BS (iberlappt mit einem QTL fiir den Zeitpunkt des Ahrenschiebens.

Die drei bedeutendsten QTLs auf den Chromosomen 6AL und 7BS der Dream/Lynx- bzw.
auf 2BL der G16-92/Hussar-Population erklaren jeweils 17% der phanotypischen Varianz der
Befallsmittelwerte. Donor der Resistenzallele der QTLs auf 6AL und 7BS ist Dream bzw.
G16-92 fir den QTL auf 2BL. Diese QTLs sind mit den SSR-Markern GWM82, GWM46 und
GWM47 gekoppelt. Die befallsvermindernden Effekte dieser drei QTLs/Marker konnten in
einem unabhangigen genetischen Hintergrund verifiziert werden. Dies zeigt, dass die
identifizierten Resistenz-QTLs auf den Chromosomen 6AL, 7BS und 2BL Uber den Einsatz
einer markergestltzte Selektion einen potentiellen Nutzen fir die heimischen Ziichtung von

fusariumresistenten Sorten haben.
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6 Summary

Fusarium head blight (FHB, scab) of bread wheat (Triticum aestivum L.) is of increasing
importance worldwide. The major causal pathogens of FHB, Fusarium graminearum and F.
culmorum, are capable of producing mycotoxins in the kernels of infected plants harmful for
humans and animals.

In this study quantitative trait loci (QTL) associated with FHB resistance were identified in two
adapted winter wheat recombinant inbred line (RIL) populations. These two mapping
populations were developed by crossing 1) the resistant German cultivar Dream with the
susceptible British cultivar Lynx and 2) the resistant line G16-92 with the susceptible British
cultivar Hussar. For the construction of genetic maps the RILs of the populations were
genotyped using AFLP and SSR markers. The response of the populations to spray
inoculation of a F. culmorum suspension was evaluated in field trials at four locations in
2002.

In the population Dream/Lynx four FHB resistance QTLs were identified on the
chromosomes 6AL, 1B, 2BL and 7BS by composite interval mapping (CIM) for FHB severity
means across the locations explaining together 40% of the phenotypic variance. In the G16-
92/Hussar population two QTLs associated with FHB resistance located on the
chromosomes 1A and 2BL were detected by CIM for FHB severity means across the
locations explaining together 25% of the phenotypic variance. Because of the different
positions of the QTLs identified on chromosome 2BL in both populations, these loci are not
supposed to be identical. The resistance QTLs on 6AL and 1A partly overlapped with QTLs
for plant height and the resistance QTL on 7BS coincided with a QTL for heading date.

Each of the major resistance QTLs on 6AL and 7BS identified in the Dream/Lynx population
and the QTL on 2BL in the G16-92/Hussar population explained 17% of the phenotypic
variance for the FHB means. Donor of the resistance allele for the QTLs on 6AL and 7BS is
Dream and for the QTL on 2BL G16-92. These QTLs are linked with the SSR markers
GWMB82, GWM46 and GWM47, respectively. The association of these three markers/QTLs
with an increasing FHB resistance was confirmed in an independent genetic background.
These results indicate that the three major FHB resistance QTLs on chromosomes 6AL, 7BS
and 2BL could be valuable for breeding resistant cultivars using marker assisted selection.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism

BAC Bacterial artificial chromosome

CIM Composite intervall mapping

DON Deoxynivalenol

EST Expressed sequence tags

LOD Logarithm of odds

LSD Least significant difference (Grenzdifferenz)

MAS Marker assisted selection (markergestiitzte Selektion)
NILs Near isogenic lines (nah-isogene Linien)

NIV Nivalenol

PCR Polymerase chain reaction

QTL Quantitative trait loci

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphisms

RGA Resistance gene analog

RILs Recombinant inbred lines (rekombinante Inzuchtlinien)
SIM Smple intervall mapping

SSD Single seed descent (Einkornramsch)

SSR Simple sequence repeat (Mikrosatelliten-Marker)
STS Sequence tagged site

ZEA Zearalenon

8.2 Chemikalienverzeichnis

DNA-Extraktion

Extraktionspuffer Monocotyl (Anderson et al. 1992)

100 mM TRIS

50 mM EDTA

500 mM Natriumchlorid
10 % SDS

ICN BIOMEDECALS, Ohio
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

3,8 g/l Natriumbisulfit (frisch zugegeben)MERCK, Darmstadt

Chloroform-lsoamylalkohol
RNAse
Isopropanol

Waschlbsung |
76 % Ethanol

0,2 M Natriumacetat-Trihydrat

Waschlésung I
76 % Ethanol

1 0 mM Ammoniumacetat

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

1%iges Agarosegel (fir £ 100 ml)
Agarose (19)

1x TBE-Puffer (100ml)
Ethidiumbromid (10pl)

MERCK, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

ICN BIOMEDECALS, Ohio
MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe
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10x TBE-Puffer
0,89 M TRIS, pH 8,0
0,89 M Borséure
0,5 M EDTA, pH 8,0

ICN BIOMEDECALS, Ohio
ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt

Reaktionslésungen fiir die AFLP-Technik und die SSR-Amplifikation

Restriktion/Ligation:
Sse83871

Pstl

Msel

Sse83871- bzw. Pstl-Adapter
Msel-Adapter

T4-DNA Ligase

ATP

NEB2-Puffer

BSA

Pra-' bzw. selektive Amplifikation®
Sse8387I- 00 bzw. Pstl-03 Primer’
Msel-00 / Msel-02 Primer’
Sse8387I-NN / Pstl-NNN Primer?
Msel-NN / Msel-NNN Primer?
Tag- Polymerase"?

dNTPs "2

MgCl, 2

10x PCR Puffer'2

SSR-Amplifikation
SSR-Primer
dNTPs

MgC|2
Tag-Polymerase
10x PCR Puffer

Gelelektrophorese

Elekirophoresepuffer 10x TBE
0,89 M TRIS, pH 8,0

0,89 M Borsaure, p. a.

0,5 MEDTA, pH 8,0

Polyacrylamid-Gel, 5%ig (fir X100 ml-Gel)
8,8 M Harnstoff (in 85ml 10x TBE geldst)
12,5ml Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)- 40%
60ul TEMED

260l APS 10%

2ml H,0 bidest.

Loading Dye
500 ml Formamid

150 mg Bromphenolblau
150 mg Xylencyanol
10 ml 0,5M EDTA, pH 8,0

10x Blue Marker fur Agarosegele
5,04 g Glycerin

2ml 50x TBE

Bromphenolblau

BIOLABS, Schwalbach
BIOLABS, Schwalbach
BIOLABS, Schwalbach
AMERSHAM, Braunschweig
AMERSHAM, Braunschweig
BIOLABS, England

ROTH, Karlsruhe
AMERSHAM, Braunschweig
AMERSHAM, Braunschweig

METABION, Miinchen
METABION, Mlinchen
METABION, Mlinchen
METABION, Mlinchen
EUROGENTEC, Belgien
ROTH, Karlsruhe
EUROGENTEC, Belgien
EUROGENTEC, Belgien

METABION, Mlinchen
ROTH, Karlsruhe
EUROGENTEC, Belgien
EUROGENTEC, Belgien
EUROGENTEC, Belgien

ICN BIOMEDECALS, Ohio
ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt

ICN BIOMEDECALS, Ohio
ROTH, Karlsruhe

MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe

PHARMACIA BIOTECH, Freiburg
MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

ROTH, Karlsruhe

PHARMACIA BIOTECH, Freiburg
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