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1. Einleitung

1.1. Der Brotweizen (Triticum aestivum L. em. Thell.)

1.1.1. Entstehung des hexaploiden Weizens

Der hexaploide Back- oder Brotweizen (Triticum aestivum L. em. Thell., 2n=6x=42) ist ein
allopolyploider Bastard, der die drei Genome A, B und D enthélt. Erste Funde von
freidreschendem Weizen wurden in Syrien gemacht und stammen aus der Zeit von
7500-6000 vor Christus (Kilian et al. 2007). Die Entstehung des Brotweizens erfolgte in
zwei Schritten. Zunéachst fand eine Hybridisierung zwischen Triticum urartu (AA) und einer
Art aus der Sektion Sitopsis vor ca. 10.000 Jahren statt (Kimber und Feldman 1987,
Feldman und Moshe 2007). Hieraus entstand die tetraploide Art Triticum turgidum
(AABB). Es gibt verschiedene T. turgidum Unterarten, wobei T. turgidum var. dicoccon als
Donor des AB-Genoms bestimmt werden konnte (Kimber und Feldman 1987). Als Donor
des D-Genoms des heutigen hexaploiden Weizens konnte mittels Kreuzungsversuchen
eindeutig Triticum tauschii (syn. Aegilops squarrosa) ermittelt werden (McFadden und
Sears 1946).

Die Hypothese der spontanen Entstehung von Amphiploiden wurde erstmalig durch
Tschermak und Bleier (1926) an Kreuzungen zwischen T. turgidum dicoccoides und
Ae. geniculata Roth nachgewiesen. Spater zeigten unter anderem Benavente et al. (2001)
und Zhang et al. (2008) fur T. turgidum x Aegilops tauschii das gleiche Phanomen. Es gibt
weitere Beispiele von amphidiploiden Bastarden in der Familie der Poaceaen, zu nennen
ist hier unter anderem die Entstehung von Triticale gegen Ende des 19. Jahrhunderts
durch Kreuzung von T. aestivum x Secale cereale L. (Lorenz und Pomeranz 1974). Auch der
hexaploide Kulturhafer (Avena sativa L.) ist nachweislich durch die Addition verschiedener
Chromosomensatze entstanden (Vavilov 1965). Insbesondere fiir molekulare Analysen
sind Kenntnisse Uber die Genomzusammensetzung im Hinblick auf die Markerentwicklung
und den Erfolg markergestitzter Selektionsverfahren von besonderer Bedeutung

(Hoisington et al. 2002).

1.1.2. Anbau und wirtschaftliche Bedeutung
Der Brotweizen ist die weltweit verbreiteste Kulturart mit einer Anbauflache von 223,6

Mio ha und nimmt bezlglich der Erntemenge [Mio t] Platz zwei hinter Mais ein (Abb. 1).

Im Jahr 2008 wurden fur Weizen héhere Erntemengen als fiir Reis erzielt. Deutschland lag



mit einer Ernte von 26,0 Mio t Weizen im Jahr 2008 hinter China, Indien, den USA, der
Russischen Foderation, Frankreich und Kanada auf Platz sieben (Anonymus 2010a). Diese
Erntemenge wurde auf einer Weizenanbaufliche von 3,214 Mio. ha bei einem
durchschnittlichen Ertrag von 8,1 t/ha (Abb. 2) erzielt. Sommerformen und Durum-Weizen
(T. durum) spielen in Deutschland nur eine untergeordnete Rolle, es wird fast
ausschlielich Winterweizen angebaut (98,5% der Weizenflachen, Anonymus 2010b),
wobei diese ca. 45,6% der Getreideanbauflache und 26,9% der gesamten Ackerflache
Deutschlands entspricht (Anonymus 2010b). Nach neuen Zahlen von 2009 erhéhte sich die
Anbauflaiche von Winterweizen um 0,5% zum Vorjahr, was, bei einem minimal
abnehmenden Trend der genutzten Ackerfliche (0,1% gegenlber dem Vorjahr), die
anhaltende Bedeutung dieser Fruchtart fur Deutschland zeigt (Anonymus 2009). Dabei hat
sich durch Zuchtfortschritt und verbesserte Produktionsbedingungen seit Beginn der
1960er Jahre der Ertrag in Deutschland um mehr als 70% von 2,9 t/ha auf ca. 8 t/ha erhoht
(Abb. 2). Die Ertrage variieren in den von der FAO erfassten Landern von 0,3 — 9,4 t/ha.
Damit steht Deutschland im Jahr 2009 laut FAO (http://faostat.fao.org/site/567/Desktop
Default.aspx?PagelD=567#ancor; 19.12.2010) nach Belgien, den Niederlanden, Irland,
Danemark und dem Vereinigten Konigreich an sechster Stelle von 124 erfassten Landern
weltweit.

Weizen wird sowohl fiir die tierische als auch menschliche Ernahrung genutzt. Dafir sind
die Quantitat und Qualitat der Inhaltsstoffe im Korn entscheidend. Das Korn (botanisch:
Karyopse) besteht aus dem Keimling (3,5%), dem Endosperm (80-82% des Volumens), der
Fruchtschale mit 15-17% und der diinnen Aleuronschicht (Aufhammer 2003).

Als Energielieferant fiir alle Nutzungsrichtungen dienen die Kohlenhydrate, die im Grofteil
des Korns als langkettige Starkemolekille gespeichert werden (Tabelle 1). Fir die
menschliche Erndhrung ist, bedingt durch den Backprozess, der Gehalt an Proteinen, im
besonderen Gliadin und Glutenin, entscheidend. Diese Proteine ermdglichen ein Quellen
des Teiges und eine Elastizitat, die das Brotbacken zulasst. Die fiir die Produktion dieser
Proteine verantwortlichen Gene sind im Wesentlichen auf dem D-Genom lokalisiert
(Payne 1987). Hartweizen (AABB) ist aus diesem Grund nur bedingt fir Backerzeugnisse
geeignet. Fur die tierische Erndhrung ist Weizen mit seinem hohen energetischen Wert fiir
Rinder, Schweine und Gefliigel gut geeignet. Weizen kann auch fir die thermische
Verwendung sowie die Biogas- und Bioethanolerzeugung genutzt werden (Lindhauer

2009).
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Abbildung 1: Gesamtertrag [Mio t] der drei wichtigsten Kulturarten, dargestellt fiir Europa und
weltweit. Die Daten enthalten offizielle und geschitzte Werte der FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations).

(Quelle: http://faostat.fao.org/site/567/DesktopDefault.aspx?PagelD=567#ancor 23.02.2010)
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Abbildung 2: Weizenertrag [kg/ha] der letzten 50 Jahre dargestellt fiir Deutschland, Europa
und weltweit. Die Daten basieren auf geschétzten Werten der FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations).

(Quelle: http://faostat.fao.org/site/567/DesktopDefault.aspx?PagelD=567#ancor 19.12.2010)



Tabelle 1: Gewichtsprozente (Gesamttrockenmasse der jeweiligen Kornbestandteile = 100) verschiedener
Inhaltsstoffe in den Kornbestandteilen von Weizen (Quelle: Aufhammer 2003).

Kohlenhydrate Rohprotein  Rohfett Rohfaser Rohasche
Schale 57,1 Y 8,4 0,9 29,4 43
Aleuron 32,6 36,6 10,5 7,6 12,7
Endosperm 84,3 2 12,8 1,7 0,4 0,8
Keimling 22,2 37,8 30,7 2,7 6,6

T hahezu ausschlieRlich Pentosane, 7 hahezu ausschlieRlich Stirke

1.1.3. Wichtige Pilzkrankheiten an Weizen und Stand der Resistenzziichtung
Zahlreiche Krankheiten von Weizen, meist hervorgerufen durch pilzliche Pathogene,

wenige durch Viren und Bakterien, stellen wichtige produktionsbegrenzende Faktoren an
fast allen Weizenstandorten dar (Rajaram and van Ginkel 1996). Eine Auswahl wichtiger
pilzlicher Krankheiten im Weizenanbau soll hier vor dem Hintergrund des jeweiligen
Standes der Resistenzzlichtung dargestellt werden.

In letzter Zeit haben die Ahrenfusariosen, hervorgerufen durch die Erreger Fusarium
graminearum Schwabe und F. culmorum (W.G. Smith) Saccardo, stark an Bedeutung
gewonnen. Zwar kénnen F. graminearum und F. culmorum auch den Keimling, die Wurzel
oder den Halm befallen, meist zeigen sich in Deutschland die Schadwirkungen jedoch in
Form von Ahrenbefall. Dort bilden sich im Verlauf der Krankheit rosafarbene Sporenlager
an den Spelzenkanten und es kommt zum Absterben der Kornanlagen (Rodemann 2009).
Ohne den Einsatz von Fungiziden kénnen Ertragverluste zwischen 17-29% liegen (Matthies
und Buchenauer 2000). Problematisch sind jedoch nicht nur die zu erwartenden
ErnteeinbuBen, sondern auch die durch den Pilz produzierten Mykotoxine Zearalenon und
Deoxynivalenol (Sobrova et al. 2010). Das Erntegut darf bei Uberschreitung der
festgelegten Grenzwerte (Zearalenon 100pg/kg und Deoxynivalenol 1250ug/kg, jeweils
unverarbeitetes Getreide) nicht fiir die tierische und menschliche Erndhrung verwendet
werden (Anonymus 2005). Bisher konnten verschiedene Quantitative Trait Loci (QTLs) in
unterschiedlichen Resistenzquellen nachgewiesen werden (Blrstmayr et al 2009). QTLs
wurden auf allen Chromosomen mit Ausnahme von 7D nachgewiesen (Birstmayer et al.
2009). Von besonderer Bedeutung fiir die Resistenzzlichtung sind Fhb1 (syn. Qfhs.ndsu-
3BS) (Cuthbert et al. 2006, Liu et al. 2006) auf Chromosom 3BS, Qfhs.ifa-5A (Buerstmayr et
al. 2002, 2003) auf 5AS und Fhb2 (Cuthbert et al. 2007) auf 6BS (Buerstmayr et al. 2009).

Diese Resistenzen gehen auf Zuchtmaterial zuriick, das aus Kreuzungen mit der
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chinesischen Sommerweizensorte Sumai3 entstanden ist, sodass Sumai3 als Grundlage fir
die weitere Zlchtung von Fusarium resistenten Winterweizensorten eine groRere
Bedeutung bekommen duirfte.

Braunrost, hervorgerufen durch den pilzlichen Erreger Puccinia triticina Erikss. (Syn.
Puccinia recondita Rob. ex Desm. f. sp. tritici), ist eine weitere wichtige Krankheit des
Weizens. Braunrostbedingte Ertragsverluste im Weizen werden in Europa auf 10%
geschatzt (Manninger 1992, Hoffmann und Schmutterer 1999). Bei starkem Auftreten
kann der Ernteverlust sogar bis zu 40% betragen (Clifford 1988). P. triticina ist ein obligat
biotropher Pilz (Williams 1984), der an seinen auf der Blattoberseite auftretenden
gelbbraunen Uredosporenlager erkennbar ist (Bolton et al. 2009). Bei Weizen wurden
mittlerweile Uber 60 Resistenzgene (Lr-Gene) identifiziert und zum Teil in der Ziichtung
genutzt. Die Lr-Gene stammen aus min. 18 verwandten Arten neben T. aestivum
(Ae. kotschyi, Ae. speltoides, Ae. geniculata, Ae. peregrina, Ae. sharonensis, Ae. speltoides,
Ae. tauschii, Ae. truncialis, Ae. ventricosa, Ae. umbellulata, Elymus trachycaulis, Secale
cereale, T. dicoccoides, T.durum, T. spelta, T. timopheevi, Th. intermedium und
Th. ponticum (Mclntosh 1995, Chetkowski und Stepienr 2001).

Fur etwa die Halfte dieser Gene wurden mittlerweile molekulare Marker entwickelt, die
eine markergestiitzte Selektion erlauben (Vida et al. 2009). Da allerdings das Potential der
Anpassung des Braunrosts an monogenische Resistenzen sehr hoch ist, steigt die Virulenz
gegeniliber neu genutzten Resistenzgenen schnell. Im Jahr 2008 wurde die Resistenz gegen
das in deutschen Winterweizensorten stark genutzte Resistenzgen Lr37 gebrochen (Lind,
pers. Mitt.). Walther (2000) hatte dies schon Ende der 1990er Jahre fir das Resistenzgen
Lr1 nachgewiesen. In vier Jahren erhohte sich der Anteil an Rostpopulationen mit Virulenz
gegenliber diesem Gen von 0,8% auf 62,1%.

Um eine dauerhaftere Resistenz zu erzielen, wird vielfach eine ,Pyramidisierung” durch
Kombination verschiedener Lr-Gene angestrebt (vgl. 1.3) (Slikova et al. 2004; Bender et al.
2000).

Im letzten Jahrzehnt konnten verschiedene Lr-Gene isoliert werden: Lr10 auf Chromosom
1AS konnte durch eine Kombination aus map based cloning und Haplotyp-Studien isoliert
werden (Feuillet et al. 2003). Das Gen codiert ein CC (coiled coil)-NBS (nucleotid-binding
site)-LRR (leucin-rich repeat)-Protein, bestehend aus 919 Aminosauren. NBS-LRR-Proteine
interagieren direkt mit Avirulenz-Proteinen (Nimchuk et al. 2003). Ein zweites in dieser

Region lokalisiertes Gen (RGA2), welches ebenfalls fiir ein CC-NBS-LRR-Protein kodiert, ist
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ebenso zwingend fiir die Resistenz erforderlich (Loutre et al. 2009). In der letztgenannten
Untersuchung konnten nur zwei Haplotypen im Weizenmaterial festgestellt werden,
entweder besalRen die gepriften Linien beide (Haplotyp 1) oder keines (Haplotyp 2) der
Gene Lr10 und RGA2. Das Resistenzgen Lrl auf Chromosom 5DL wurde 2007 von zwei
Arbeitsgruppen parallel isoliert (Qiu et al. 2007; Cloutier et al. 2007). Dieses CC-NBS-LRR-
Protein konnte jedoch eindeutig von Lr10 unterschieden werden. Weiterhin konnte von
Krattinger et al. (2009) das Resistenzgen Lr34 isoliert werden. Hierbei handelt es sich im
Gegensatz zu den vorgenannten Resistenzgenen um einen ABC (ATP binding cassette)-
Transporter. Als mogliche Resistenzmechanismen kommen die Forderung von
Seneszenzprozessen oder aber auch der Export von Metaboliten, die das Wachstum des
Pathogens beeinflussen, in Frage (Krattinger et al. 2009).

Echter Mehltau, hervorgerufen durch das Pilzpathogen Blumeria graminis (DC) E.O. Speer
f. sp. tritici Em. Marchal, der zu den obligat biotrophen Ascomyceten gehort (Elliott et al.
2002), spielt eine bedeutende Rolle im Weizenanbau kuhler und maritimer Klimate
(Bennett 1984). Symptome sind zuerst watteartige, weillliche bis hellgraue Pusteln aus
Pilzgeflechten, wobei es bei starkem Befall schlieBlich zum Absterben der Blatter kommt.
Zusétzlich zur Reduktion der Assimilationsflache wird die Pflanze durch das Eindringen des
Pilzes und den Assimilatentzug durch die Haustorien geschadigt (Rodemann 2009).

In Versuchen von Griffey et al. (1993) konnten Ertragseinbuflen von 13% nachgewiesen
werden. Mittlerweile sind 43 Resistenzloci bekannt (Pm1-Pm43) und auf verschiedenen
Chromosomen lokalisiert worden (He et al. 2009). Diese stammen nur zum Teil aus
T. aestivum. Weitere Quellen sind T. turgidum var. dicoccoides and var. dicoccum,
T. timopheevii, T. monococcum, Aegilops squarrosa, Ae. speltoides, Ae. longissima,
Ae. ovata, Secale cereale, Thinopyrum intermedium und Dasypyrum villosum (He et al.
2009). Fur viele dieser Gene stehen molekulare Marker zur Verfligung (Huang und Roeder
2004, Perogini et al. 2008, Blanco et al. 2008, He et al. 2009). Elliott et al. (2002)
berichteten von mehreren MLO-dhnlichen Genen und konnten demonstrieren, dass diese
mit der Mehltauresistenz assoziiert sind. Weiterhin wurden auf verschiedenen
Chromosomen QTLs nachgewiesen (Huang und Roder 2004). Im deutschen
Winterweizenzuchtsortiment werden als Resistenzquellen momentan Pm2, Pm3a, Pm3b,
Pmd4b, Pm5, Pm6, Pm8 und MIHa2 genutzt (Bundessortenamt 2010). Als bisher einziges
Mehltauresistenzgen wurde Pm3b kloniert. Auch bei diesem Resistenzgen handelt es sich

um ein CC-NBS-LRR-Protein (Yahiaoui et al. 2004). Von Pm3 ist bekannt, dass es 17
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verschiedene funktionale Allele besitzt (Pm3a-Pm3r) (Bhullar et al. 2009). Die
wesentlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen Allelen von Pm3 konnten in einer
Studie von Bhullar et al. (2009) in den Bereichen der LLR und der IS (Interspacer)
ausgemacht werden. Die IS separiert die NBS und LRR codierenden Bereich (Bhullar et al.
2010).

Die Schwarzbeinigkeit, hervorgerufen durch Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx and
Olivier var. tritici Walker, gehort wie die Halmbruchkrankheit zu den
Halmbasiserkrankungen beim Getreide. Der Erreger, ein Ascomycet, gehort zu der Familie
der Magnaportheaceaen (Cook 2003). Zu Beginn der Infektion zeigen befallene Pflanzen
Nahrstoffmangelerscheinungen aufgrund der fehlenden Né&hrstoffversorgung aus der
Wourzel, es konnen auch Trockenstresssymptome auftreten. Im weiteren Verlauf kann es
zu der sogenannten WeiRahrigkeit, fehlendem Kornansatz und - einem wichtigen
Erkennungsmerkmal dieser Krankheit - der “schwarzen Stengelbasis“ kommen (Cook
2003). Bateman et al. (1994) postulierten, das ein effektives Fungizid gegen G. graminis i)
eine gute Pilztoxizitat, ii) Wassermobilitdt und iii) saisonale Persistenz bendétigt. Bisher
konnte jedoch, bis auf einige nur eingeschrankt wirksame Fungizide, kein effektives Mittel
entwickelt werden. Bislang sind keine Resistenzen im Weizen oder in anderen Poaceaen
identifiziert worden, sodass die Krankheit nur durch FruchtfolgemalRnahmen oder den
natlrlichen Decline-Effekt bei Monokultur eingeddmmt werden kann (Cook 2003). Die

Nutzung von Resistenzen waére hier von groRem Vorteil.

1.1.4. Resistenzen gegen die Erreger der Halmbruchkrankheit

In der Gattung Triticum, vor allem in dem bei uns vorwiegend angebauten Weichweizen
(T. aestivum, AABBDD), konnten trotz intensiver Bemuihungen nur die franzosische Sorte
'Cappelle Desprez' mit partieller Resistenz gegen Oculimacula yallundae (Boerema, R.
Pieters & Hamers) Crous & W. Gams (syn. Tapesia yallundae; anamorph: Helgardia
yallundae syn. Pseudocercosporella herpotrichoides var. herpotrichoides) und O. acuformis
(Boerema, R. Pieters & Hamers) Crous & W. Gams (syn. Tapesia acuformis; anamorph:
Helgardia acuformis syn. Pseudocercosporella herpotrichoides var. acuformis) identifiziert
werden (Batts und Fiddian 1955, Macer 1966, Vandam et al. 1980, Law et al. 1975). Die
Sorte wurde daher vor allem in westeuropdischen Landern in zahlreichen
Zuchtprogrammen verwendet (Heun und Mielke 1982). lhre quantitative Resistenz wurde

als komplex vererbt beschrieben, so wurden neben dem Hauptgen Pch2 auf Chromosom
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7AL (Law et al. 1975, de la Pefia et al. 1996) noch weitere Resistenzgene auf den
Chromosomen 2B und 5D identifiziert. Auch von Doussinault und Dosba (1977) sowie von
Lind (1999) wurden die Sorte 'Cappelle Desprez' und ihre Abkommlinge zur Verbesserung
der Resistenz im adulten Stadium genutzt.

Viele in Deutschland zugelassene Sorten besitzen jedoch das Resistenzgen Pchl auf
Chromosom 7DL (Jahier et al. 1978). Das Gen wurde in Ae. ventricosa Tausch (Genom
MvMvDD) identifiziert und von Maia (1967) in den Kulturweizen Ubertragen. Die dabei
selektierte Linie 'VPM1' wurde weltweit als Kreuzungselter verwendet. Die ersten in
Frankreich, GroBbritannien und den USA angebauten Sorten waren 'Roazon',
‘Rendezvous', 'Hyak', 'Madson' und 'Renan'. Die Krankheit ist jedoch nach wie vor von
Bedeutung, so dass das Bundessortenamt die Anfalligkeit gegeniber Oculimacula ssp.
bzw. ,,Pseudocercosporella” seit 2003 wieder in der ,Beschreibenden Sortenliste’ auffihrt.
Hier zeigten die Sorten 'Cardos' (3), 'Certo' (2), 'Striker' (2), 'Hermann' (2) und 'Turkis' (3),
in deren Stammbaumen 'VPM1' bzw. 'Rendezvous' zu finden sind, besonders niedrige
Auspragungsstufen gegenuber dem parasitiren Halmbruch (Bundessortenamt 2005).
Aktuelle Sorten mit einer niedrigen Ausprdgungstufe gegenliber der obengenannten
Krankheit sind Alves (Zulassung 2010, Auspragungstufe 2), Famulus (Zulassung 2010,
Auspragungstufe 2) Format (Zulassung 2007, Auspragungstufe 2) und Kalahari (Zulassung
2010, Auspragungstufe 2). Nachdem zunachst eine Kopplung des Resistenzgens Pchl mit
dem biochemischen Marker Ep-D1 nachgewiesen worden war (McMillin et al. 1986),
stehen heute molekulare Marker zur Verfligung (Groenewald et al. 2003, Chapman et
al.2008, Leonard et al. 2009), die fur die Nutzung in der praktischen Pflanzenziichtung
einsetzbar sein sollen (siehe Kapitel 1.3.2).

Eine weitere Resistenz gegen Oculimacula spp., die bereits in den Kulturweizen
eingekreuzt wurde, stammt aus der tetraploiden Aegilops kotschyi-Herkunft AE120
(Aserbaidschan). Sie wurde zuerst von Freier (1982) nachgewiesen und spéater von Bang
(1986) bestatigt. Ae. kotschyi enthalt keines der eigentlichen Weizengenome (UUSvSv), so
dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine divergente Resistenzgrundlage handelt.
Trotz der unterschiedlichen Genome ist Ae. kotschyi gut mit T. aestivum kreuzbar. Die
auftretende  Sterilitdét konnte  durch  zweimalige  Rickkreuzung und  drei
Selbstungsgenerationen (iberwunden werden. Die aus den Kreuzungen mit den Sorten
'Alidos', 'Borenos' und 'Kontrast' hervorgegangenen Linien wurden in den Jahren 1998 bis

2000 Resistenzpriifungen unterzogen, um die besten Genotypen zu selektieren (Thiele et
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al. 2002). Im Mittel Giber die Jahre erreichten 12 Linien das Resistenzniveau von 'Cappelle
Desprez'. Die Grundlage der Ae. kotschyi-Resistenz wurde bislang nicht aufgeklart und es
liegen keine genetischen Marker vor. Das erhdhte Resistenzniveau der von Thiele et al.
(2002) selektierten Linien konnte allerdings in eigenen wiederholten Versuchen nicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Eine planméaRige Verwendung der Linien in
der Resistenzzlichtung erfolgte bisher nicht.

Im Laufe der letzten Jahre wurden zahlreiche Ergebnisse aus Evaluierungsprojekten
veroffentlicht, in denen in Wildformen des Weizens auch Resistenzen gegen Oculimacula
spp. identifiziert wurden. Auffallend haufig traten resistente Genotypen in Ae. tauschii
(Genom DD) auf, aber auch in tetraploiden Formen wie T. dicoccoides (Genom AABB)
konnten Resistenzen nachgewiesen werden (Jones et al. 1995, Yildirim et al. 1995, Assefa
und Fehrmann 1998, Figliuolo et al. 1998). In Einkorn (T. monococcum, AA) konnten
zahlreiche Genotypen mit Resistenzen identifiziert werden, die in ihrem Effekt Pch1 noch
Ubertrafen (Cadle et al. 1997). Eine andere Resistenz wurde auch in einem entfernten
Verwandten des Weizens, Dasypyrum villosum (Genom VV), entdeckt. Das Gen (Pch3)
wurde auf Chromosom 4V lokalisiert (Yildirim et al. 1998, 2000). Untersuchungen von Uslu
et al. (1998) konnten dies jedoch nicht bestatigen. Letztgenannte Autoren identifizierten
Resistenzen gegen OY auf den Chromosomen 1V, 2V, 3V, 4V und gegen OA auf 1V, 2V, 3V
und 5V. Weiterhin wurden von Li et al. (2004, 2005) neue Resistenzquellen in Thinopyrum-
Arten entdeckt. Bei der Ubertragung eines Segmentes des Chromosoms 4J von
Th. ponticum (Podp.) in den Weizen (Chromosom 4D) konnte gezeigt werden, dass
Weizenpflanzen mit dieser Substitution Gber ein Resistenzniveau gleich dem von Pchl-
Tragern verfligen (Li et al. 2004). In der Arbeit Li et al. (2005) konnten dhnliche Ergebnisse
durch Ubertragung des Segmentes 4Ai#2 von Th. intermedium (Host.) Barkworth and D.R.
Dewey in den Weizen erzielt werden. Auch hier zeigte sich eine dhnliche Resistenzwirkung
wie bei Pchi-Tragern. Uber die Verwendung dieser Resistenzquellen in der Resistenz-

zlichtung liegen bisher keine Veréffentlichungen oder andere Befunde vor.

1.2. Oculimacula yallundae und Oculimacula acuformis

1.2.1. Taxonomie und Lebenszyklus
Die Erreger der Halmbruchkrankheit O. yallundae (anamorph Helgardia yallundae,

Abb. 3a) und O. acuformis (anamorph: H. acuformis, Abb. 3b) wurden von Crous et al.

(2003) aufgrund von molekularen Arbeiten als zwei verschiedene Arten definiert. Friher
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wurden diese nach der taxonomischen Definition von Nirenberg (1981) als zwei
pathogene Varietdten eines Pilzes beschrieben und mit P. herpotrichoides var.
herpotrichoides und P. herpotrichoides var. acuformis bezeichnet. Dieses Identifikations-
system wurde vorwiegend in Deutschland verwendet (Nirenberg et al. 1981), wahrend in
England die Unterscheidung in W- und R-Typen (Scott et al. 1975) erfolgte. Urspriinglich
wurde angenommen, dass sich die beiden Gruppen jeweils entsprechen. Techniken des
DNA-Fingerprinting zeigten jedoch, dass zwischen der Varietdt herpotrichoides, W-Typen
und schnell wachsenden Typen einerseits und der Varietdt acuformis, R-Typen und
langsam wachsenden Typen andererseits keine signifikanten Korrelationen bestehen (Frei
1992). Diese Unterschiede in den Klassifizierungssystemen waren bei der Identifizierung
von Oculimacula—Pathotypen und dem Austausch von Versuchsdaten hinderlich. Eine
eindeutige Differenzierung zwischen W- und R-Typen konnte von Julian und Lucas (1990)
und Priestley et al. (1992) anhand der a-Esterase- und des DNA-Fragment-Musters
vorgenommen werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich die W-Typen in der
GesamtgroRe des mitrochondrialem Genoms (35kb) von den R-Typen (29kb/27kb)
unterscheiden (Priestley et al. 1992). Ein weiteres auf PCR (Polymerase Chain Reaction)
basierendes Klassifizierungssystem wurde von Nicholson et al. (1997) entwickelt. Diese
Arbeitsgruppe konnte RAPD-Marker (Random Amplified Polymorphism DNA) in einen
spezifischen STS-Marker (Sequence-Tagged Sites) fur O. acuformis (0,38 kb Bande) und in
einen spezifischen STS-Marker fiur O. yallundae (1,1 kb Bande) umwandeln, der zur

Differenzierung der Arten genutzt werden kann.

Abbildung 3: Myzel von a) Helgardia yallundae und b) H. acuformis auf Potato-
Dextrose-Agar-Medium 20 Tage nach Beimpfung.

Bei Helgardia-Infektionen (teleomorph: Oculimacula) im Feld wird weitgehend

angenommen, dass diese von vegetativ erzeugten Konidien des anamorphen Stadiums
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ausgehen. Ende der 80er Jahre wurde jedoch auch das sexuelle oder teleomorphe
Stadium zuerst in Australien (Wallwork 1987) und Neuseeland (Sanderson and King 1988)
spater dann in Belgien (Moreau et al. 1989), England (Hunter 1989, Nicholson et al. 1991)
und Deutschland (King 1990) entdeckt. In Apothecien des Pilzes entwickelten sich
Ascosporen, aus denen Kolonien hervorgingen, die dem W-Typ von H. yallundae
entsprachen. Die teleomorphe Form erhielt die Bezeichnung Tapesia yallundae (synonym:
0. yallundae). In allen Untersuchungen wurden Apothecien nie auf lebenden Pflanzen,
sondern nur auf Strohresten nach der Ernte nachgewiesen (Dyer et al. 2001a). Des
Weiteren wurden im Feld in geringem Umfang Apothecien isoliert, aus denen Ascosporen
hervorgingen, die Kolonien mit den Merkmalen des R-Typs von Helgardia bildeten
(Moreau und Maraite 1995). W- und R-Typ haben zwar heterothallische Paarungssysteme,
allerdings ohne einen Hinweis auf sexuelle Kompatibilitat zwischen Isolaten beider Typen
(Dyer et al. 1996). Der R-Typ wurde deshalb schon damals von dieser Arbeitsgruppe als
eine eigenstandige Art, H. acuformis, neben H. yallundae angesehen. Die sexuelle
Reproduktion beider Spezies kann fiir die Erzeugung und Erhaltung der genetischen
Variation innerhalb der Pathogenpopulation eine Rolle spielen (Daniels et al. 1995, Lucas
et al. 2000). Fur beide Arten ist jedoch die Bedeutung des sexuellen Zyklus noch nicht
vollstandig aufgeklart. Genetische Rekombinationen bei Pathogenen sind neben
Mutationen eine Voraussetzung fur die Entstehung neuer Pathotypen und fiur die
Uberwindung vorhandener Resistenzgene (Dodds und Thrall 2009). Sowohl fiir die
Differenzierung der beiden Erregerarten als auch fir ihren quantitativen Nachweis werden
zunehmend PCR-Tests eingesetzt (Bardsley et al. 1998, Bateman et al. 2000, Burnett et al.
2000, Dyer et al. 2001b, Nicholson et al. 2002). Untersuchungen von Crous et al. (2003)
zeigten, dass die Einordnung der Pathogene in die Gruppe der Tapesia-Arten genetisch
nicht korrekt ist. Beim Vergleich von ITS (Internal transcribed spacer) - Regionen
verschiedener Pilzarten der Ordnung Mycospaerellales und Helotiales stellte sich heraus,
dass P. herpotrichoides keine genetische Verwandtschaft zu den Tapesia-Arten besitzt
(Abb. 4).

Daraufhin wurde eine neue Namensgebung vorgeschlagen: O. acuformis (syn. T.
acuformis, anamorph: H. acuformis) und O. yallundae (syn. T. yallundae, anamorph: H.
herpotrichoides) (Crous et al. 2003), abgeleitet von dem lateinischen Namen fir
Augenfleck = Oculimacula, welche mittlerweile in der Literatur vornehmlich Verwendung

finden.
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Reich: Fungi

Stamm: Ascomycota

Klasse: Ascomycetes
Subklasse: Leotiomycetdae

Ordnung: Helotiales

WYI2S "r; Familie: Dermateaceae
\ ‘/é‘f ¢ 7 )
s { Genus: Helgardia

Abbildung 4: Taxonomische Einordnung (nach Crous et al. 2003) der Erreger Oculimacula yallundae
(anamorph: Helgardia yallundae; A) und O. acuformis (anamorph: Helgardia acuformis; B).

1.2.2. Symptomauspragung

Die Erreger der Halmbruchkrankheit kénnen die Kulturarten Roggen, Gerste, Triticale und
Weizen sowie verwandte Wildgraser infizieren (Mielke 1995). Die Haufigkeit ihres
Auftretens und die Befallsstarke stehen in enger Beziehung zu den Anbauverhaltnissen im
landwirtschaftlichen Betrieb. Die Krankheit wird durch einen hohen Getreideanteil in der
Fruchtfolge gefordert (Christen 2009), wobei sich gegenwartig in der Landwirtschaft die
Tendenz verstarkt, Weizen nach Weizen (sog. Stoppelweizen) oder in dichter Folge (z.B.
Raps-Weizen-Weizen-Gerste) anzubauen. Neben der Verengung der Fruchtfolge und dem
hohen Getreideanteil begiinstigen vor allem die Reduzierung der Bodenbearbeitung,
Direktsaatverfahren und Friihsaaten im Herbst das Uberdauern und die Verbreitung der
Erreger (Mielke 1995), welche vorwiegend durch Strohreste der Vorfrucht erfolgt (Fitt et
al. 1988). Die jungen Weizenpflanzen werden von den Erregern an der Halmbasis befallen
und die Erreger penetrieren im Verlauf der Infektion Blattscheide fiir Blattscheide von
aullen nach innen (Lange-de la Camp 1966a). Dabei kommt es zu der charakteristischen
Auspragung des Augenfleckes mit zentraler Aufhellung und unscharfen braunen Randern
(Bockmann und Knoth 1971), wobei im weiteren Krankheitsverlauf eine Vermorschung
des Halmes stattfindet. Neben dieser Schwachung der Halmbasis, welche zum Lagern der
Pflanzen fuhrt und damit indirekte Ertragsverluste hervorruft, verursacht die Schadigung
der Leitblindel und die damit einhergehende verminderte Wasser- und Nahrstoffzufuhr
direkt eine Minderung des Kornertrages (Scott und Hollins 1974). ErtragseinbuRen von 10

bis 15% kommen dabei recht haufig vor, sie kdnnen aber auch deutlich héher sein (Lange-
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de la Camp 1966b, Mielke 1995). Da allerdings Ertragsverluste in der Praxis meist schwer

erfassbar sind, werden sie bei ausbleibendem Lager haufig unterschatzt.

1.3. Nutzung von molekularen Markern in der Pflanzenziichtung

Unter einem molekularen Marker versteht man eine DNA-Sequenz, die einfach und
wiederholbar zu identifizieren ist und mit einem interessierenden Merkmal bzw. Gen
gekoppelt ist (Becker 2011). Durch die Kopplung mit dem Merkmal ergeben sich fir die
Pflanzenzlichtung vielféltige Nutzungsmoglichkeiten dominanter und codominanter
molekularer Marker (Hoisington et al. 2002). Ein entscheidender Vorteil von Markern ist
die Moglichkeit, die fur die molekulare Analyse benotigte DNA-Extraktion schon in einem
sehr jungen Entwicklungsstadium der Pflanzen oder bereits vor der Aussaat am Korn
selbst durchzufiihren. Durch diese Vorgehensweise kann eine sehr friihe Selektion der
positiv selektierten Pflanzen erfolgen (Kuchel et al. 2007). Zu diesem Zeitgewinn
gegeniiber einer Phanotypisierung im Verlauf der Vegetation kommt hinzu, dass die
Phanotypisierung selbst haufig aufwandiger als eine Genotypsierung ist (Kuchel et al.
2007, William et al. 2007). Weiterhin kénnen mittels eng gekoppelter codominanter
Marker im Gegensatz zur visuellen Bonitur Aussagen dariber getroffen werden, ob das
betreffende Merkmal homozygot oder heterozygot vorliegt. Darliber hinaus entfallen die
Einflisse der Umwelt und der Genotyp-Umwelt-Interaktion bei der Nutzung molekularer
Marker.

Eines der ersten molekularen Markersysteme, nach morphologischen Markern und
Isoenzymmarkern, waren RFLP-Marker (Restriction Fragment Length Polymorphisms),
welche nach Restriktion und Southern blotting mittels Hybridisierung detektiert werden
(Botstein et al. 1980). Fur die Weizenchromosomen der Gruppe 7 (A, B und D) konnte
mittels RFLPs bereits Ende der 1980er Jahre die erste genetische Karte, basierend auf
molekularen Markern und Isoenzymen, entwickelt werden (Chao et al. 1989). Zudem
konnten wahrend der letzten Jahre durch diese Technik fir diverse Resistenzgene eng
gekoppelte Marker identifiziert werden (pm42; Hua et al. 2009, Lr3; Sacco et al. 1998,
Lr23, Lr27, Lr31; Nelson et al. 1997, Lr32; Autrique et al. 1995, Pm2; Ma et al. 1994, Pm6;
Tao et al. 2000, Pm12; Jia et al. 1996 und Pm26; Rong et al. 2000).

Mitte der 1980er Jahre beschrieben Saiki et al. (1985) das Prinzip der Polymerase-Ketten-
Reaktion, als Grundlage fur verschiedene PCR-basierte Markersysteme. Bei den RAPDs

(Random Amplified Polymorphism DNA) (Williams et al. 1991) werden kurze, zufallig im
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Genom vorkommende Primersequenzen (i.d.R. 10bp) eingesetzt. Diese Art der Marker
wurde z.B. genutzt, um Unterschiede zwischen Weizensorten (He et al. 1992) sowie
zwischen Weizen und anderen Triticum-Arten (Vierling und Nguyen 1992) zu ermitteln.
Eine gewisse Einschrankung der Nutzungsmoglichkeiten der RAPDs fiir die genetische
Kartierung besteht durch deren dominanten Vererbungsmodus sowie die hohe
Wahrscheinlichkeit, dass die Fragmente aus repetitiven DNA-Sequenzen stammen (Devos
und Gale 1992). Weiterhin zeigte sich in spateren Untersuchungen an verschiedenen
Tierarten (Cervus elaphus L., Sus scrofa L. und Drosophila melongaster L.), dass die
Wiederholbarkeit von spezifischen RAPD-Fragmenten im Durchschnitt unter 30% lag
(Pérez et al. 1998). Bis zum Beginn des 21. Jahrhundert konnten dennoch verschiedene
gekoppelte RAPD-Marker fiir Resistenzgene gegeniiber Pilzkrankheiten (z.B. snbTM, Cao
et al. 2001; Lr19, Gupta et al. 2006; PM1, Hu et al. 1997), Virosen (z.B. Bdv2, Zhang et al.
2004; Wsm1, Talbert et al. 1996) und tierischen Schaderregern an Weizen entwickelt
werden (z.B. Dn2, Myburg et al. 1998). RAPDs werden heute zwar nur noch selten, dann
aber wegen ihrer einfachen und kostenglinstigen Methodik genutzt, um Resistenzgene im
Weizen zu lokalisieren (Samsampour et al. 2010).

SSR-Marker (simple sequence repeats, Mikrosatelliten) wurden von Tautz und Renz (1984)
beschrieben. Es handelt sich hierbei um kurze repetitive Sequenzen (1 bis 5bp), welche in
unterschiedlicher Wiederholungszahl im Genom auftreten. Diese kommen relativ haufig
vor und sind meist von hoch konservierten Regionen flankiert (Meudt und Clarke 2007).
Unter Nutzung spezifischer Primer, die homolog zu den umgebenden konservierten
Sequenzen sind, erfolgt mittels PCR eine exponentielle Amplifikation des spezifischen
Mikrosatellitenmotivs. Je nach Haufigkeit der wiederholten repetitiven Sequenz, variiert
die Basenpaarlange des Amplifikates (Morgante und Olivieri 1993). Diese Art der Marker
ist sehr polymorph (Morgante und Olivieri 1993), codominant (Morgante und Olivieri
1993), multiallelisch (Smeets et al. 1989) und lokusspezifisch (Beckmann und Soller 1990).
SSR-Marker konnen in Multiplex-Reaktionen und unter Verwendung fluorezenzbasierter
Systeme mit automatischer Auswertung eingesetzt werden, wodurch eine
Hochdurchsatzanalyse erfolgen kann (Morgante und Olivieri 1993). Oetting et al. (1995)
stellten als Alternative zur Direktmarkierung der spezifischen Primer mit einem
Fluoreszenzfarbstoff ein kosteneffizientes System unter der Nutzung eines zusatzlichen
universell einsetzbaren fluoreszenzmarkierten Primers (M13-Primer) vor. Flr

verschiedene Resistenzgene des Weizens konnten bisher eng gekoppelte SSR-Marker
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entwickelt werden, unter anderem fiir Lr21 (Huang et al. 2003), Pm24 (Huang et al. 2000),
Pm30 (Liu et al. 2002), Pm16 (Chen et al. 2005), L39 (Raupp et al. 2001) und L38 (Mebrate
et al. 2008).

Mitte der 1990er wurde von der Firma Keygene N.V. (Niederlande) die AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) -Technik entwickelt (Vos et al. 1995). Nach Restriktion
der DNA mit spezifischen Endonukleasen erfolgt die Ligation von kurzen Oligoadaptern an
den jeweiligen Enden der geschnittenen Sequenzen. Danach werden eine bzw. mehrere
PCRs durchgefiihrt. Die Primer bestehen aus der Sequenz des Oligoadapters plus weiteren
selektiven Basen am 3’-Ende (Vos et al. 1995). Bei diesem Verfahren kann mit einer
Fluoreszenzmarkierung gearbeitet werden, sodass in jungerer Zeit fir die Visualisierung
meist hochauflésende Polyacrylamid-Gele oder Kapillarsequencer eingesetzt werden. Im
Gegensatz zu der RAPD-Technologie ist diese Markertechnik sehr gut reproduzierbar,
robust und informativ (Gupta et al. 1999). Weiterhin kénnen informative Polymorphismen
auch zwischen Arten gewonnen werden, ohne vorherige vergleichende molekulare
Studien durchfiihren zu missen (Meudt und Clarke 2007). Beschrdankungen im Einsatz
erfahren AFLPs dadurch, dass mehrere Schritte bis zur Visualisierung notwendig sind (Vos
et al. 1995) und es sich um ein dominantes Markersystem handelt (Hoisington et al. 2002).
Als Konsequenz fur den praktischen Einsatz im Hochdurchsatz erfolgt deshalb haufig eine
Konvertierung geeigneter AFLP-Sequenzen in einfacher handhabbare Markersysteme wie
z.B. STS-Marker (Sequence-Tagged Sites) oder CAPS-Marker (Cleaved Amplified
Polymorphic DNA) (Juergens et al. 2010, Korell et al. 2008).

Die Information (ber die Abfolge einer Genomsequenz bildet die Grundlage zur
Etablierung eines STS-Markers. Dabei werden ausgehend von der Basensequenz
spezifische Primer entwickelt, die dann in einer PCR-Reaktion einen Polymorphismus
aufgrund der Sequenzldnge nachweisen (Tragoonrung et al. 1992). Der Vorteil dieser
Markertechnik liegt darin, dass die mit aufwandigeren Techniken (wie z.B. AFLP-Analyse)
identifizierten polymorphen DNA-Fragmente zu einem spezifischen, schnell und einfach zu
handhabenden PCR-basierten Marker umgewandelt werden (Talbert et al. 1994). Auch im
Weizen wurden STS-Marker fir verschiedene Resistenzgene entwickelt. So wurden
beispielsweise verschiedene eng mit Mehltauresistenzgenen gekoppelte RFLP-Marker (Ma
et al. 2004, Ji et al. 2008) bzw. RFLP- und AFLP-Marker fir Resistenzen gegen Braun- und
Streifenrost (Lagudah et al. 2006, Smith et al. 2007) in STS-Marker umgewandelt.
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Ende der 1970er Jahre haben Sanger et al. (1977) gezeigt, wie die Basenabfolge eines
Organismus Uber Sequenzierung ermittelt werden kann. Aufgrund dieser Erkenntnisse
werden mittlerweile fir viele Kulturarten sequenzbasierte DNA-Polymorphismen (SNPs;
single  nucleotide  polymorphisms) in  Markersystemen fir Simplex- und
Multiplexreaktionen genutzt. Diese beinhalten z.B. TagMan®- und SNPlex™-Technologien
(Applied Biosystem, Foster City, USA), sowie arraybasierte Technologien wie GoldenGate®
und Infinium® (lllumina, San Diego, USA, Affymetrix, Santa Clara, USA, (Sobrino et al.
2005)). Vorteile dieser biallelischen Marker sind neben ihrer Eignung zur automatischen
Auswertung (Norton et al. 2002) auch ihre Redundanz im Genom. Diese reicht beim
Weizen von 1 SNP/223 bp (Ravel et al. 2007) bis 1 SNP/540 bp (Somers et al. 2003); fur
andere Kulturarten ist die Haufigkeit teilweise noch deutlich hoher (Tenaillon et al. 2001).
Alle genannten Markersysteme haben, je nach Forschungsstand bei der jeweiligen
Kulturart, schon in erheblichen Umfang Einzug in die Pflanzenziichtung erhalten. Dabei
gibt es eine Vielzahl von verschiedenen Anwendungsmoglichkeiten. Zur Nutzung von
Markern in der markergestltzten Selektion mussen diese zunachst eindeutig im Genom
lokalisiert werden. Diese genetische Kartierung erfolgt durch die Anordnung von Markern
aufgrund der Haufigkeit von Rekombinationsereignissen (van Ooijen 2006). Dies erlaubt
die Identifizierung von eng gekoppelten Markern, welche den Selektionsprozess
beschleunigen kdnnen (Leonard et al. 2008). Eine Referenzkarte aller Kopplungsgruppen
des Weizens wurde fur eine RIL-Population (recombinant inbred lines) erstellt, die aus der
Kreuzung zwischen einer synthetischen Weizenlinie (Aegilops tauschii x Altar 84 durum)
und der Sommerweizensorte Opata 85 entwickelt wurde (CIMMYT; International Maize
and Wheat Improvement Center). Durch Zuhilfenahme einer Resyntheselinie konnte so
aufgrund vieler Polymorphismen eine sehr dichte RFLP-Karte erstellt werden (Nelson et al.
1995a, 1995b, 1995c). Jedoch ist erst seit der Integration von SSR-Markern (Roéder et al.
1998) sechs Jahre nach Erstellung der RFLP-Karte die Nutzung der Information auch mit
einer schnelleren und kostensparenden Markertechnik moéglich. Mit Hilfe der SSR-Marker
konnte eine hochauflésende Karte mit 1235 Markern erstellt werden, welche
durchschnittlich in 2,2 ¢cM Intervallen alle drei Genome mit einer Lange von 2569 cM
Uberspannt (Somers et al. 2004).

Fur die Identifikation von Markern flr Resistenzgene ist es jedoch erforderlich, spezielle
Kartierungspopulationen zu entwickeln, welche fiir das zu betrachtende Merkmal

segregieren (Haberle et al. 2009, Mebrate et al. 2008, Schmolke et al. 2008). Sind
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geeignete Marker ermittelt, so kann durch die Integration von markergestiitzter Selektion
(MAS) und markergestitzter Rickkreuzung (MABC) der klassische Ziichtungsprozess
unterstltzt werden. Als Ergebnis der Markeranalyse werden in jeder Generation nur
solche Pflanzen selektiert, die das positive eng gekoppelte Markerallel tragen (Gupta et al.
2009). Der Erfolg der MAS in der Zichtung hangt dabei von verschiedenen Faktoren ab.
Dies sind neben der Vererbung des Merkmals (mono- oder polygenisch) (Gupta et al.
2009), der Abstand zwischen Marker und Gen und die Kosten fiir die Markeranalysen im
Verhaltnis zur Merkmalserfassung im Feld (Mohler und Singriin 2004, Dreher et al. 2003).
Zuséatzlich zu der Feststellung, ob das gewiinschte Donorallel vorhanden ist
(Vordergrundselektion), kann weiterhin tGberprift werden, welche Pflanzen im Restgenom
moglichst geringe Anteile an Donorfragmenten besitzen (Hintergrundselektion, MABC).
Ohne Selektion errechnet sich der Anteil des Donorgenoms je Generation nach der Formel
BC, = 1/2™' (Frisch und Melchinger 2005). Dieser Wert kann durch gezielte
Markeranalysen reduziert werden. Bei der Untersuchung jeder Generation mittels
Markeranalysen koénnen dadurch bis zu zwei Rickkreuzungsgenerationen im Feld
eingespart werden (Frisch et al. 1999). Des Weiteren entfallen in der Resistenzziichtung
aufwéndige phanotypische Inokulationsversuche, die von Umwelteinflissen und Genotyp-
Umwelt-Interaktionen stark beeinflusst werden kénnen (Ribaut und Hoisington 1998, Nita
et al. 2003) und z.B. fur Pilzkrankheiten bei Getreide je nach Merkmal eine hohe
Wiederholungszahl benétigen, um eine gesicherte Aussage treffen zu kénnen (Bockus et
al. 2007).

Die Nutzung eines einzelnen Resistenzgens bedingt jedoch haufig keine dauerhafte
Resistenz gegenuber einem Krankheitserreger (Kloppers et al. 1997, Takken et al. 2000).
Nach der sogenannten ,Gen fiir Gen Hypothese” (Flor 1971) gilt folgendes: fiir jedes Gen,
welches im Wirt eine Reaktion (z.B. Anfalligkeit) auslost, gibt es ein korrespondierendes
Gen im Parasit, welches Pathogenitdt bedingt. Deshalb bringt man bei der sogenannten
Pyramidisierung von Genen gezielt mehrere positive Allele, z.B. fiir Resistenz gegen ein
bestimmtes Pathogen, in das Genom einer Wirtspflanze ein. Durch diese Addition
verschiedener Resistenzgene kann eine deutliche Stabilisierung der Resistenz erreicht
werden (Nas et al. 2005). Da je nach Anzahl der Loci die Addition sehr aufwandig werden
kann, wurden z.B. von Servin et al. (2004) verschiedenste Szenarien simuliert, um ein
Optimum des Aufwandes gegeniliber dem Nutzen der Pyramidisierung zu bestimmen. Erst

molekulare Marker erlauben den Nachweis, dass eine Pyramidisierung verschiedener
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Resistenzgene tatsachlich erfolgt ist, da durch eine Phanotypisierung allein die Effekte der
einzelnen Gene nur sehr aufwéandig oder gar nicht voneinander unterschieden werden
konnen (Bauer et al. 1997). Im Gegensatz zur Stabilisierung des Resistenzniveaus durch
Pyramidisierung von Resistenzgenen ist eine Erhohung des Resistenzniveaus nicht immer
gegeben. In Arbeiten mit verschiedenen Blattlausresistenzgenen (Porter et al. 2000) und
mit zwei Halmbruchresistenzgenen (Burt et al. 2010) konnte kein additiver Effekt durch
die Nutzung der Kombination verschiedener Resistenzgene nachgewiesen werden.
Anderseits zeigten Arbeiten zur Pyramidisierung von zwei Zystennematodenresistenz-
genen CreX und CreY (Barloy et al. 2007) und verschiedenen Fusarium
pseudograminearum Resistenz-QTLs (Bovill et al. 2010) in Weizen eine deutliche Erhéhung
der Resistenz. Da mithin eine generelle Erhohung der Resistenz durch Addition von
Resistenzgenen nicht gegeben ist, muss jeder Fall fiir sich spezifisch betrachtet werden.

Aufgrund des Trends sinkender Kosten fiir Markerdatenpunkte (Gandon und Crepieux
2008), steigt die Effektivitat des Einsatzes von molekularen Markern in der modernen
Pflanzenzlichtung stetig an. Insgesamt ist die Entwicklung und Nutzung molekularer
Techniken in der Weizenzlichtung aufgrund der Komplexitat des Genoms schwieriger als in
anderen Kulturarten (Hoisington et al. 2002). Das Weizengenom besitzt mit iber 16 GB
eine GroRe, die ein Funffaches des menschlichen Genoms ausmacht, dartber hinaus ist es
durch seine drei unabhdngigen Genome und einen hohen Anteil repetitiver Sequenzen
(> 80%) Uberaus komplex (Kumar et al. 2011). Dennoch wird in der Weizenzlichtung die
Markertechnologie fiir verschiedene Merkmale genutzt. Laut einer Studie von Gupta et al.
(2009) wurden mittlerweile verschiedenste Merkmale mittels Markern genetisch
lokalisiert. Deren Einsatz in der praktischen Pflanzenziichtung beschrankt sich jedoch vor
allem auf Resistenzen gegen Braunrost, Mehltau, Fusarium und die Pch1-Resistenz gegen
Halmbruch (Gupta et al. 2009). Die Pch1-Resistenz gegen die Halmbruchkrankheit kann
mittels verschiedener Markertechniken bestimmt werden. Ein biochemischer Marker Ep-
D1b (McMillin et al. 1986, Winzeler et al. 1991) wird haufig in der klassischen Ziichtung
genutzt, weiterhin konnte ein eng gekoppelter PCR basierter Marker entwickelt werden
(Groenewald et al. 2003), welcher jedoch nicht diagnostisch ist (Santra et al. 2006) und in
jungster Vergangenheit ist ein weiterer enggekoppelter STS-Marker veroffentlicht worden
(Leonard et al. 2008). Da momentan nur fiir Pchl enggekoppelte Marker zur Verfligung
stehen, wird zurzeit nur dieses Gen gegen Halmbruch planmaRig in der Weizenziichtung

genutzt.
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Der fir die Pflanzenziichtung am besten geeignete molekulare Marker ist
selbstverstandlich immer das Gen selbst (Gandon und Crépieux 2008). Im Weizen wurden
bisher unter anderem die Resistenzgene Crel und Cre3 (Nematodenresistenz, de Majnik
et al. 2003), verschiedene Braunrostresistenzgene, z.B. Lr1 (Cloutier et al. 2007), Lr10
(Feuillet et al. 2003), Lr21 (Huang et al. 2003) und Lr34 (Krattinger et al. 2009), das
Mebhltauresistenzgen Pm3b (Srichumpa et al. 2005) und die Helminthosporium-Resistenz
Tsn1 (Haen et al. 2004) identifiziert und kloniert. In diesen Fallen handelt es sich jedoch
um monogenische Resistenzen. Bei komplexeren, oligo- oder polygenischen Resistenzen —
wie derjenigen gegen die Erreger des parasitdren Halmbruchs — dirfte die Klonierung von
beteiligten Resistenzgenen noch eine Weile auf sich warten lassen. Daher sind hier

enggekoppelte molekulare Marker nach wie vor sehr nitzlich und dringend gesucht.
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1.4. Ziele der Arbeit

1) Das primare Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Nachweismethode zur
Ermittlung des Befalls von Oculimacula spp. nach Inokulation von Weizenpflanzen. Durch
die Nutzung der Real-Time PCR kann der Gehalt spezifischer DNA-Fragmente eines
Pathogens, wie z.B. Rhizotonia solani (Okubara et al. 2007), Fusarium graminaeum
(Burlakoti et al. 2007, Brandfass and Karlovsky 2006) oder F. culmorum (Brandfass and
Karlovsky 2006), in Pflanzen bestimmt werden. Basierend auf der Sequenz der ITS1-Region
von Oculimacula spp. (Poupard et al. 1993) wurde in der vorliegenden Untersuchung
mittels Sybr Green®-Assay eine preisglinstige Methode fiir die Ermittlung des DNA-
Gehaltes von O. yallundae und O. acuformis in kinstlich infizierten Weizenpflanzen
entwickelt. Diese sichere Phanotypisierung dient als Grundlage fir die Entwicklung von

molekularen Markern fur die Reaktion von Weizengenotypen auf Oculimacula-Befall.

2) Die Nutzung von Markern in der markergestitzten Selektion (MAS) ist haufig limitiert
durch den begrenzten Polymorphiegrad eng gekoppelter Marker im Zuchtmaterial. Fiir die
momentan am haufigsten genutzte Resistenz gegen den parasitdren Halmbruch Pch1 sind
verschiedene eng gekoppelte Marker verfligbar (Groenewald et al. 2003; Chapman et al.
2008; Leonard et al. 2008). Zur Evaluierung der Mdoglichkeit einer Nutzung in der MAS,
wurden cosegregierende Marker nach Kartierung in drei DH-Populationen in einem
diversen Set von Winterweizensorten getestet, um so Erkenntnisse Uber deren

Nutzbarkeit in der aktuellen Weizenziichtung zu gewinnen.
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2. Veroffentlichungen

2.1. Development of a Real-time PCR method for the identification of wheat
genotypes carrying different eyespot resistance genes

N. Meyerl, V. Lind*, P. Karlovskyz, M. Zahn'®, W. Friedt*, F. Ordon®

! Institute for Resistance Research and Stress Tolerance, Julius Kuehn-Institute (JKI), Federal Research Centre
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Nutrition (IFZ), Justus-Liebig-University Giessen, Heinrich-Buff-Ring 26-32, 35392 Giessen, Germany

(correspondence to N. Meyer, email: nina.meyer@kws.com)

Abstract

Eyespot, caused by the fungus pathogens Oculimacula acuformis and O. yallundae, is an important
disease of wheat (Triticum aestivum). The two pathogens generate similar symptoms and cannot be
distinguished visually. In order to distinguish O. acuformis and O. yallundae infections as well as
identifing reliable quantitative differences in the level of resistance of wheat genotypes, two SYBR
Green based Real-time PCR assays were developed. The effect of species (0. acuformis,
0. yallundae), the influence of time after inoculation until sample collection and the relevance of
wheat cultivars carrying Pchl1, Pch2, or none of the resistance genes on the pathogen-DNA content
were analysed.

The most clear-cut difference of pathogen content between resistant and susceptible wheat
genotypes was obtained 12 weeks after inoculation with O. yallundae. Growth chamber tests using
artificial inoculation with O. yallundae and sampling 12 weeks after inoculation for Real-time PCR is
shown to be a reliable procedure to determine the resistance level of wheat cultivars against

eyespot. Likewise, this is the basis for the development of efficient molecular markers.

Keywords: Wheat, Eyespot, Oculimacula spp., Resistance, Real-time PC



38

2.2. Diagnostic value of molecular markers linked to the eyespot resistance
gene Pchl in wheat
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Abstract

Eyespot is a major disease of common wheat (Triticum aestivum L.) in temperate climates and causes
yield losses of up to 40%. The causal agents of eyespot are Oculimacula acuformis (syn. Tapesia
acuformis) and O. yallundae (syn. T. yallundae). Pchl located on chromosome 7DL is the most
important and most effective resistance gene, but its use in practical breeding is limited because
markers like XustSSR2001-7DL are often population-specific in German wheat cultivars and
phenotyping causes difficulties. Therefore, based on results obtained for endopeptidase Ep-D1a, an
endopetidase, which is very closely linked to Pch1, molecular markers located in the terminal region
of chromosome 7DL were analysed in three double haploid populations. Closely linked molecular
markers were validated on a set of German winter wheat cultivars to obtain information on their
usefulness for marker assisted selection (MAS). Based on the analysis of 127 DH-lines, linkage to Pch1
(Ep-D1) was obtained for Xorw1, Xorw5, Xorw6, Xcfd175, Xbarc76, Xwmc14, and Xcfa2040. Analyses
of 104 German winter wheat cultivars showed that the markers Xorw1, Xorw6 and Xcfd175 are well

suited for MAS in German wheat breeding.

Keywords Triticum aestivum; Oculimacula spp.; DH; Doubled haploid
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3. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es neue Methoden zur Erfassung des Befalls des Weizens
mit Oculimacula spp. (T. aestivum) zu entwickeln und zu etablieren, die eine sichere
Erfassung des Resistenzniveaus als Grundlage flr die Entwicklung molekularer Marker fir
das Resistenzgen Pchl erlauben. Weiterhin wurden entsprechende Marker im Hinblick auf
ihre Nutzbarkeit in markergestiitzten Selektionsverfahren (MAS) getestet. Im Folgenden
werden deshalb die Entwicklung von enggekoppelten Markern fiir Resistenzen im Getreide

und deren Anwendung in markergestutzten Selektionsverfahren diskutiert.

3.1. Entwicklung von Markern

Die Entwicklung von molekularen Markern fir MAS erfolgt in mehreren Schritten. Als
Ausgangspunkt wird eine fiir das Merkmal spaltende geeignete Population ausgewahlt und
eine Phanotypisierung durchgefiihrt. Durch verschiedene molekulare Verfahren kénnen
anschlieBend zundchst eng gekoppelte Marker lokalisiert und dann auf ihre Nutzbarkeit in

der praktischen Pflanzenziichtung Gberprift werden.

3.1.1. Populationsaufbau als Voraussetzung fir die Markerentwicklung

Welche Art der Population fir eine Kartierung als erster Schritt der Markerentwicklung
gewahlt wird, hdngt von verschiedenen Faktoren ab. Ublich sind F,-, DH- (Doppelhaploide)
und RIL-Populationen (Rekombinante Inzuchtlinien) (Varshney et al. 2006). Bei DH- und RIL-
Populationen sind die entwickelten Linien stabil (immortal). Dies ist vorteilhaft, da bei
weiteren Saatgutvermehrungen keine Segregation erfolgt, wodurch die Linien unbegrenzt
nutzbar sind (Varshney et al. 2006). Damit ist sichergestellt, dass bei Phadnotypisierungen an
verschiedenen Orten Uber Jahre, gleiches Material verwendet werden kann und sichere
phanotypische Daten erzeugt werden kénnen (Young 1994). Der Aufwand der Erstellung von
DH- und RIL-Populationen ist im Gegensatz zu F,-Populationen jedoch erheblich gréRer.
Sofern es sich nicht um eine Kartierung innerhalb eines eng umgrenzenden Segmentes
handelt, werden flir den Aufbau einer RIL-Population zwischen sechs und acht Generationen
benotigt (Semagn et al. 2006). DH-Linien kdénnen im Gegensatz zu rekombinanten
Inzuchtlinien in einer kirzerern Zeitspanne erstellt werden und sind zudem komplett
homozygot. Fir fast alle Getreidearten sind Protokolle fiir die DH-Produktion verfugbar
beispielhaft sind hier Gerste (Clapham 1973, Kasha und Kao 1970), Triticale (Tuvesson et al.

2000) und Hafer (Kiviharju et al. 2005) zu nennen. Fiir Weizen stehen sowohl das System der
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Bestaubung mit Maispollen (Laurie und Bennett 1988) als auch das System der Mikrosporen-
oder Antherenkultur (Ouyang et al. 1983) zur Verfligung. Bei dem direkten Vergleich
zwischen DH- und RIL-Populationen gleicher Eltern beim Reis zeigten He et al. (2001), dass
bei DH-Populationen weniger gestorte Spaltungen flr gleiche Marker auftraten. Auch bei der
Kartierung von SSR und DArT Markern (Diversity Array Technology) in verschiedenen
T. aestivum Populationen (RIL und DH) konnte dieses Ergebnis bestatigt werden (Franckie et
al. 2008). Dies kann durch den Einfluss von Umwelt- und genetischen Effekten bei der
Entwicklung der RIL Populationen entstanden sein (Franckie et al. 2008). In anderen Studien
konnte bei DH-Populationen durch den negativen Einfluss der Gametophyten-Selektion fiir
bestimmte genetische Regionen eine starkere Spaltungsabweichung beobachtet werden (Xu
et al. 1997)

Neben der Art der Population spielt auch die PopulationsgroRe bei der Kartierung eine
wichtige Rolle. Ferreira et al. (2006) berechneten mittels Simulationen fiir Reis den positiven
Einfluss der Erhéhung der Individuenanzahl auf das Kartierungsergebnis. Je groRer die
Anzahl der |Individuen, desto besser konnten Kopplungsgruppen mit richtiger
Markeranordnung berechnet werden (Ferreira et al. 2006), da die Berechung der
Rekombinantionsereignisse direkt durch die Anzahl der zugrunde liegenden Gameten, und

somit der Anzahl an Individuen, ermittelt wird (Ritter et al. 1990).

3.1.2. Phanotypisierung zur Ermittlung der Segregation des Merkmales

Generell gibt es bei pilzlichen Erkrankungen verschiedene Maoglichkeiten der
Befallsermittlung, die je nach Erfahrungen, Budget und Ausstattung unterschiedliche Vor-
und Nachteile besitzen.

Die visuelle Bonitur des Krankheitsbefalls wird haufig in segregierenden Populationen im
Rahmen der Markerentwicklung eingesetzt, z.B. im Weizen fiir Mehltau (He et al. 2009),
Schwarzrost (Tsilo et al. 2009) oder Braunrost (Mebrate et al. 2008). Sie kann jedoch in
Abhangigkeit der betrachteten Krankheit stark mit Fehlern behaftet sein. So zeigten Bockus
et al. (2007), dass durch die hohe Varianz bei der Befallsermittlung nach kiinstlicher
Inokulation von verschiedenen Pilzkrankheiten (Ahrenfusariose, DTR-Blattdiirre, Septoria
Blattflecken und Blatt- und Spelzenbrdune (hervorgerufen durch Stagonospora nodorum)) im
Weizen, mindestens fiinf Wiederholungen je Experiment auch bei Experimenten mit
kiinstlicher Inokulation bendétigt werden, um Resistenzunterschiede statistisch abgesichert

ermitteln zu kdnnen. In einer anderen Untersuchung konnten Miedaner et al. (2001) zeigen,
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dass bei Freilandversuchen nach Inokulation mit F. culmorum starke Genotyp x Umwelt -
Interaktionen auftraten. Auch die zwei Arten O. yallundae und O. acuformis kdnnen visuell
aufgrund ihrer Symptomauspragungen nicht unterschieden werden (Turner et al. 1999).
Weiterhin ist es haufig schwierig die Symptomauspragungen von Oculimacula spp. von
anderen FuRkrankheiten wie spitzer Augenfleck (hervorgerufen durch Rhizoctonia cerealis)
oder durch Fusarium spp. hervorgerufene Fulkrankheiten zu unterscheiden (Turner et al.
2001). Ferner konnen die durch Oculimacula spp. hervorgerufenen Symptomauspragungen
durch obengenannte Erreger maskiert werden (Nita et al. 2003, Turner 1999). Eine groRe
Varianz der visuellen Auspragung der Halmbruchkrankheit bei gleichméaRig inokulierten
Pflanzen gleichen Genotyps konnte auch in Gewdchshausversuchen am Julius Kithn-Institut
festgestellt werden. In den von Meyer et al. (2011a) zugrunde liegenden Daten der visuellen
Bonitur von ,Hermann’ und ,St.906’ schwankten die Standardabweichungen der prozentual
befallenen Blattscheiden fir drei Wiederholungen zwischen 0,029 und 0,106 bzw. 0,003 und

0,104 fur verschiedene Inkubationszeiten und Inokulum (Tabelle 2).

Tabelle 2: Mittelwerte (mean) und Standardabweichungen (SD) des prozentualen Anteils befallener
Blattscheiden nach kiinstlicher Inokulation von Oculimacula yallundae (OY), O. acuformis (OA) und einem
Gemisch aus beiden Pathogenen (OA + OY) iiber drei Wiederholungen fiir die Probenahme 8, 10 und 12
Wochen nach Applikation (p. i. = post inoculation). Der prozentuale Anteil befallener Blatter nach
Inokulation wurde als Mittelwert von 10 Pflanzen je Genotyp erfasst. Sorte ,Hermann’ tragt Resistenzgen
Pch1, ,St906’ ist hoch anfillig gegenliber Oculimacula spp.

8 weeks p.i. 10 weeks p.i. 12 weeks p.i.

cultivar inokulation with mean SD mean SD mean SD
OA + QY 0,336 0,029 0,459 0,106 0,624 0,094
Hermann OA 0,303 0,031 0,355 0,083 0,324 0,090
oY 0,372 0,042 0,336 0,043 0,458 0,097
OA + QY 0,495 0,033 0,818 0,018 0,966 0,050
St.906 OA 0,349 0,003 0,559 0,101 0,844 0,060
oy 0,492 0,064 0,602 0,104 0,874 0,049

Um eine bessere Standardisierung von Screeningverfahren zu erhalten, werden neben
visuellen Bonituren im Gewachshaus und auf dem Feld fir verschiedene pilzliche
Erkrankungen auch standardisierte Laborverfahren entwickelt, die nach kinstlicher Infektion
visuell ausgewertet werden. Ein solches Verfahren wurde beispielsweise fur
Fusariuminfektionen an T. aestivum-Blattsegmenten angewendet (Browne und Cooke 2004).
Zum Teil werden auch bildgebende Methoden bei Einzelgewebebetrachtungen wie
Blattinfektionen genutzt. Durch die Berechnung aus Intensitdt der Farbung und

FlachengroRe wird ein reproduzierbares Befallsbild erstellt (z.B. fiir Botrytis cinerea auf
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Blattern von Daucus carota L. nach kiinstlicher Inokulation (Baranski et al. 2006)). Auch
Jackson et al. (2007) konnten die Uberlegenheit einer computergesteuerten Methode
gegeniiber der reinen visuellen Bonitur von Kronenrost an Hafer (A. sativa L.) zeigen.

Im Gegensatz dazu wird bei den vorwiegend fir die Quantifizierung von Viruserkrankungen
genutzten serologischen Methoden anhand der Antikdrperbindung von spezifischen Seren
die Anfilligkeit der infizierten Pflanzen gegeniber verschiedenen Pathogenen ermittelt
(Clark und Adams 1977). Dieses Verfahren wird fir verschiedene Krankheiten im Weizen
eingesetzt. Zagula et al. (1990) stellten drei unterschiedliche ELISA (Enzym-Linked Immuno
Sorbent Assay)-Verfahren zur Detektion vom Gelbmosaikvirus im Weizen vor. Auch zur
Lokalisation von Resistenzgenen fiir die Virose SBCMV (Soil-borne cereal mosaic virus) beim
Weizen wurde diese Technik eingesetzt (Perovic et al. 2009). Ferner kénnen einige pilzliche
Erreger mit dieser Technik nachgewiesen werden, so z.B. Gaeumannomyces graminis tritici
(EINahaar et al. 1985), aber auch Oculimacula spp. (Lind 1992). Der ELISA flr Oculimacula
spp. unterscheidet jedoch nicht zwischen den beiden Oculimacula Erregern, obwohl das
Serum aus einem einzelnen Pilzprotein aus infizierten Pflanzen isoliert wurde (Lind 1990),
welches von anderen FulRkrankheitserregern wie z.B. Fusarium-Arten und Microdochium
nivale klar unterschieden werden kann.

Ahnlich wird bei PCR-basierten Methoden die quantitative Menge der spezifischen
Pathogen-DNA in der Wirtspflanze gemessen. Der Vorteil zu den anderen vorgestellten
Verfahren besteht darin, dass Mischinfektionen insofern keinen Einfluss haben, da
spezifische Primer nur die Menge eines spezifischen Pathogens amplifizieren, und somit das
Ergebnis nicht durch andere Erreger verfalscht oder Gberdeckt wird (Brandfass und Karlovsky
2006, Meyer et al. 2011a). Flur Oculimacula spp. wurden zunachst gelbasierte quantitative
PCR-Nachweise von Nicholson et al. (1997) entwickelt. Anhand einer Zeitreihe bei der
Entnahme im Verlauf der PCR fir Zielfragmente und Kompetitor-DNA kann die
Konzentration der zu untersuchenden Probe quantitativ nachgewiesen werden (Nicholson et
al. 1997, Ray et al. 2004). Da es sich hierbei um eine gelbasierte Analyse handelt, ist die
Bearbeitung jedoch sehr zeitaufwendig, und es kann nur ein begrenzter Probenumfang
bearbeitet werden (Walsh et al. 2005, Meyer et al. 2011a). Dies trifft nicht auf die Real-time
PCR mit Tag-Man Sonden zu, die Walsh et al. (2005) entwickelten. Zwar handelt es sich
hierbei um ein hochpreisiges Verfahren, jedoch ist der Laboraufwand nach Extraktion der

Proben geringer und die Aussagekraft praziser (Meyer et al. 2011a). Mit den in dieser Arbeit
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entwickelten SYBR Green Assays (Meyer et al. 2011a) konnten alle Vorteile der Real-time
PCR fiir die Detektion von pilzlicher DNA in Pflanzenmaterial mit einer zusatzlichen
Kostenreduktion genutzt werden (Demontis et al. 2008, Giglio et al. 2003, Brandfass und
Karlvosky 2006). Beispiele fiir die Anwendbarkeit und Prazision bei Infektionsscreenings
zeigen unter anderem die Arbeit von Gachon und Saindrean (2004), die SYBR Green Assays
zum Nachweis des Wachstums der Pilze Alternaria brassicicola und Botrytis cinerea in
Arabidopsis thaliana genutzt haben. Mit diesem Verfahren kdnnen schon geringste Mengen
pilzlicher DNA nachgewiesen werden, welche noch keine phanotypischen Auspragungen
hervorrufen. Auch Chilvers et al. (2007) zeigten fiir Botrytis aclada, B. allii, and B. byssoidea
in Allium cepa das Analysen mit SYBR Green die gleiche Genauigkeit wie Tag-Man-Sonden
erreichen. Die Anwendung von Real-time PCR-Verfahren wird mittlerweile fir viele
Pathogennachweise genutzt, wie z.B. flr Rhizoctonia solani (Okubara et al. 2007),
F. graminearum (Burlakoti et al. 2007, Brandfass and Karlovsky 2006), F. culmorum
(Brandfass and Karlovsky 2006) und Oculimacula spp. (Walsh et al. 2005).

Bei dem Vergleich der drei Methoden a) visuelle Bonitur, b) bildgebende Verrechnung und c)
Real-time PCR fur die Quantifizierung zur Kartierung eines Resistenz-QTLs (Quantitative Trait
Loci) konnten auch Jackson et al. (2007) eine Erhéhung der Genauigkeit der Daten von

a nach c feststellen.

3.1.3. Eignung verschiedener Markersysteme

Da oftmals zu Beginn der Markerentwicklung fiir ein Merkmal keine Erkenntnisse tber die
Lokalisation enggekoppelter Marker im Genom vorliegen, kdnnen z.B. PCR-basierte AFLP-
Analysen eingesetzt werden, da ohne genetische Vorinformationen mit einer geringen
Anzahl an Primerkombinationen viele aussagekraftige Fragmentlangenunterschiede
detektiert werden konnen (Roy et al. 2006), welche das Weizengenom gleichmaRig
abdecken (Hazen et al. 2002). Unter Nutzung der Bulked Seggregant Analysis (BSA,
Michelmore et al. 1991) kann eine effektive Suche von potenziellen Zielfragmenten (Li et al.
2009, Juergens et al. 2010) bei der Bearbeitung einfach vererbter Merkmale erfolgen. Die
Nutzung von polymorphen AFLP-Fragmenten im Ziichtungsprozess ist jedoch aufgrund der
Komplexitdt der Laborschritte (vgl. 1.3.1) ungeeignet. Durch Umwandlung in einfach
handhabbare Marker (STS, CAPS) kann der gekoppelte Polymorphismus im Zuchtprozess
schnell und effektiv genutzt werden. So wurde fir das Streifenrost Resistenzgen YrC591 ein

eng gekoppeltes AFLP-Fragment in einen SCAR-Marker (Sequence Characterized Amplified
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Region) (SC-P35M48) umgewandelt (Li et al. 2009). Ein mit dem Gen ph1b gekoppeltes AFLP-
Fragment wurde von Qu et al. (1998) in einen STS-Marker umgewandelt, um ein Screening
von phlb Mutanten zu ermoglichen. Dieses Gen ist verantwortlich fir die
Chromosomenpaarung, wodurch phlb Mutanten auch mit entfernt verwandten Arten
kreuzbar sind, was das Einbringen von Resistenzen aus anderen Arten erleichtert (Qu et al.
1998). Auch in anderen Kulturarten wurde die Umwandlung von AFLP-Fragmenten fir die
Nutzung in der Zichtung durchgefiihrt, so z.B. fir das Mehltauresistenzgen Mlg in Gerste
(Korell et al. 2008), fur den Restorer Lokus Rfm1 bei Gerste (Murakami et al. 2005) oder fiir
Turnip yellows virus Resistenz im Raps (Juergens et al. 2010). Shan et al. (1999) zeigten
jedoch auch, dass die Umwandlung von polymorphen AFLP-Banden in sequenzspezifischen
PCR-Markern nicht fiir jede Bande moglich ist. Bei der Umwandlung von AFLP—Fragmenten
kann nur der innere Bereich betrachtet werden, die Spezifitdt der AFLP-Bande wird jedoch
durch die Restriktionsstelle bzw. den Sequenzunterschied an den &uferen Enden der
Fragmente bedingt. Diese Beobachtung konnte auch bei den zugrunde liegenden Arbeiten
gemacht werden. Fur die DH-Populationen BAZ07 und BAZ10 konnte ein cosegregierendes
AFLP-Fragment identifiziert und kloniert werden. Dieses zeigte jedoch nach Entwicklung von
endstandigen Primern bei der Resequenzierung keine Unterschiede zwischen dem anfalligen
und dem resistenten Elter (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu anonymen AFLP-Fragmenten sind die genetischen Positionen von SSR-
Markern bekannt (z.B. Somers et al. 2004). Da es sich bei SSRs um codominante,
multiallelische Marker handelt (Morgante und Olivieri 1993, Smeets et al. 1989), ist der
Einsatz in der MAS durch eine hohe Anzahl an moglichen Polymorphismen sehr effektiv. Der
Aufwand fir die Entwicklung von SSRs ist jedoch relativ hoch (Song et al. 2005). Aufgrund
der einfachen Nutzbarkeit und robusten Technik werden SSR Marker im Weizen stark
genutzt. Dies zeigt eine von Feuillet und Keller (2004) erarbeitete Zusammenstellung
diverser fir die Resistenzziichtung im Weizen genutzter Marker. SSR Marker fir
verschiedene Resistenzgene gegen Gelbrost, Mehltau, Braunrost und Schwarzrost sind
bekannt. Auch Gupta et al. (2009) zeigten, dass mittels SSR-Analysen eine erfolgreiche
Nutzung von QTLs verschiedener Fusarium-Resistenzen in der Weizenziichtung méglich ist.
Aufgrund ihrer Fille und gleichméaRigen Verteilung im Genom geht der Trend zu SNP-
basierten Markersystemen (Gupta et al. 2008). Da eine Referenzsequenz des Weizengenoms

noch nicht komplett vorliegt, werden momentan Techniken wie DArT (Diversity Array
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Technology) fiir Fragestellungen im Weizen genutzt (Akbari et al. 2006). Die genetischen
Positionen der meisten DArT-Marker werden fiir die Nutzer der DArT-Technologie durch die
vertreibende Firma ,Diversity Arrays Technology P/L — Triticarte P/L“ auf ihrer Website
(http://www.triticarte.com.au/content/wheat_diversity_analysis.html, 03.03.11) zum freien
Download angeboten, sodass diese Information fiir Assoziations- oder Kartierungsansatze
flr Resistenzgene genutzt werden kann. Werden eng gekoppelte DArT-Marker fir ein
bestimmtes Merkmal wie beispielsweise ein Resistenzgen identifiziert, kann - bei
offentlichem Zugang zu der Sequenzinformation des DArT-Markers - die Umwandlung in
einen Simplex-Marker erfolgen. Dieses konnte z.B. fiir einen Resistenz-QTL gegeniiber
Bipolaris sorokiniana bei Gerste erfolgreich gezeigt werden (Bovill et al. 2010a).

Auch genomweite Studien mit gréRBeren Mengen von EST (Expressed sequence tag)-
abgeleiteten SNPs zur Ermittlung der genetischen Diversitat sind bekannt (Chao et al. 2009).
Beispiele fiir die Entwicklung von eng gekoppelten SNP basierten Markern zu Resistenzgenen
im Weizen sind aufgrund der fehlenden Lokalisierung dieser ESTs bisher nicht in groRerem
Umfang bekannt. Bei vorhandener Datengrundlage, konnen jedoch SNP-Marker z.B. auf
Basis von EST-Sequenzen aus 6ffentlichen Datenbanken entwickelt werden, beispielhaft ist
hier das Resistenzgen Lrl zu nennen (Tyrka et al. 2004). Durch die Nutzung von EST-
Sequenzen im Weizen kann Uber die so genannte Syntenie zu bereits vollstdndig
sequenzierten und annotierten Kulturarten wie Reis und Brachypodium auch die
Entwicklung eng gekoppelter genbasierter Marker erfolgen. So konnte in Triticum turgidum
ssp. durum fur den Bereich um das Resistenzgen Sr13 eine 285kb groRe homeologe Region
auf Reischromosom 2 identifiziert werden, die nun Ausgangspunkt fir die Entwicklung eines

diagnostischen Markers sein wird (Simons et al. 2011).

3.2. Stand und Perspektiven der Nutzung von Markern fir die markergestitzte
Selektion in der Pflanzenzlichtung

Die markergestiitzte Selektion (MAS) ist ein sehr effizientes Werkzeug fiur die
Pflanzenziichtung, gerade wenn die Phdnotypisierung des Merkmals aufwandig ist, wie es
des Haufigeren bei Resistenzmerkmalen der Fall ist (William et al. 2007, Ordon et al. 2009).
Fiir diese Merkmale ist oftmals eine kiinstliche Inokulation erforderlich, auf die dann haufig
ein sehr aufwandiges Boniturverfahren folgt. Um hierbei schliissige Ergebnisse erzielen zu
konnen, miissen oft vielfache Wiederholungen erfolgen (Bockus et al. 2007). Da mittlerweile

die Kosten fur Markeranwendungen bestdndig sinken, erhoht sich der Vorteil von MAS-
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Anwendungen gegenliber einer zeitintensiven phanotypischen Bonitur stetig (Langridge and
Chalmers 2005) und es kann durch den effizienten Einsatz von Markern in der Ziichtung ein
finanzieller Vorteil erwirtschaftet werden. Kuchel et al. (2005) zeigten mittels Simulationen,
dass bei einer optimierten MAS-Strategie 60% der finanziellen Mittel eingespart werden
konnen. Dies ist vor allem in der Minimierung der aufwandigen Phanotypisierung im Feld
begriindet. Miedaner et al. (2009) konnten in der Praxis den gleichen Selektionserfolg durch
markergestiitzte Selektion wie durch Phanotypisierung erreichen. Weiterhin kann
ausschlieflich durch die Nutzung der MAS bei der Pyramidisierung von Resistenzgenen
zweifelsfrei festgestellt werden, welche Resistenzgene in den entsprechenden Genotypen
vorhanden sind (Bovill et al. 2010b), um durch die Addition verschiedener Resistenzgene
sowohl das Resistenzniveau (Barloy et al. 2007; Bovill et al. 2010b, vergl. 1.3) als auch die
Dauerhaftigkeit der Resistenz (Ayliffe et al. 2008) zu erhéhen.

Auch wenn Marker flr Resistenzen identifiziert sind, koénnen diese nicht immer
uneingeschrankt in der MAS genutzt werden. Zum einen kénnen dominante Marker flr
bestimmte genetische Konstitutionen (F,, BCxSy) nur teilweise eingesetzt werden, da der
heterozygote Zustand nicht von einem der homozygoten Zustdnde unterschieden werden
kann (Meyer et al. 2011b). Zum anderen sind eng gekoppelte Marker nicht immer
diagnostisch, dies konnte beispielsweise bei dem Marker XustSSR2001-7DL fiir Pch1 gezeigt
werden (Santra et al. 2006).

Bisher sind Vero6ffentlichungen zu MAS-Strategien flir die gemeinsame Einbringung von
mehreren Merkmalen in Weizen rar. Da in jlingster Vergangenheit verschiedene Projekte zur
vollstandigen Sequenzierung des Weizens durchgefiihrt werden und teilweise schon
abgeschlossen sind (Paux et al. 2008), wird sich nach der Verdéffentlichung der Daten die
Dichte SNP-basierter Marker in den jeweiligen Zielregionen stark erhohen. Da weiterhin
verschiedene preisglinstige Plattformen wie etwa die KASPAR-Technology von KBioscience
flr SNP-Analysen zur Verfigung stehen (Chen et al. 2010), wird sich der monetare Vorteil
des Einsatzes von molekularen Markern in der Pflanzenziichtung fur T. aestivum kinftig

zunehmend erhdhen.

3.3. Stand der Markeranwendung in der Resistenzziichtung gegeniber
Oculimacula spp.

Das prominenteste Gen, welches momentan in der Pflanzenziichtung gegen parasitdren

Halmbruch genutzt wird, ist Pchl. Dieses wurde von Ae. ventricosa Tausch in den Weizen
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Ubertragen (Maia 1967). Schon Ende der 70er Jahre wurde berichtet, dass viele in
Deutschland zugelassene Sorten das Resistenzgen Pchl auf Chromosom 7DL besitzen (Jahier
et al. 1978), was die grolRe Bedeutung dieser Resistenzquelle widerspiegelt.

Knapp 20 Jahre nach der Etablierung eines Endopeptidase-Markers (Ep-D1) mittels
isoelektrischer Fokussierung (IEF) (McMillin et al. 1986), konnte ein SSR-basierter Marker
von Groenewald et al. (2003) entwickelt werden, der einen Unterschied von 18bp zwischen
resistenten und anfalligen Sorten zeigt. Dieser Marker ist jedoch nicht in allen genetischen
Hintergriinden einsetzbar. Bei der Sorte ,Cardos’ und dessen Nachkommen zeigt der Marker
XustSSR2001-7DL keinen Unterschied zwischen resistenten und anfalligen Genotypen
(Meyer et al. 2011b). In jingster Vergangenheit wurden von Leonard et al. (2008) durch
Synteniestudien zu Reis drei weitere Marker entwickelt. Bei den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen mit einem umfangreichen diversen
Set von Winterweizenlinien konnte gezeigt werden, dass der Kandidatengen-Marker Xorw1
(Leonard et al. 2008) uneingeschrankt im deutschen Winterweizensortiment einsetzbar ist.
Ein Nachteil des Markers besteht jedoch darin, dass er dominant vererbt wird und daher die
Identifizierung von heterozygoten Genotypen nicht erlaubt.

Weiterhin wurde als bisher einzige Resistenzquelle aus T. aestivum in der Weizensorte
,Cappelle Desprez’ das Gen Pch2 identifiziert (Law et al. 1975). Zusétzlich zu dem Majorgen
auf Chromosom 7AL wurden auf verschiedenen anderen Chromosomen dieser Sorte weitere
Gene mit geringem Resistenzeinfluss detektiert (Law et al. 1975, de la Pefia et al. 1996).
Nach Pch1 sind die Arbeiten zur Identifizierung von Pch2 am weitesten fortgeschritten. 1997
wurden zwei flankierende RFLP-Marker identifiziert, die den Locus auf 29,2 cM eingrenzen
(de la Pefia et al. 1997). Bei neueren Arbeiten von Chapman et al. (2009) konnte ein
Kandidatengen identifiziert und der Bereich auf 7 cM verkleinert werden. Fiir Anwendungen
wird eine Kombination aus drei eng gekoppelten Markern Xwmc346, Xwmc525 und
Xcfa2040 fur die Identifikation von resistenten und anfélligen Pflanzen genutzt (Burt et al.
2010).

Weitere Resistenzen, die zwar identifiziert, aber in der praktischen Pflanzenziichtung noch
keine Anwendung gefunden haben, entstammen D. villosum (Murray et al. 1994),
Ae. tauschii (Yildirim et al. 1995), T. monococcum (Cadle et al. 1997), T. durum (Figliuolo et
al. 1998), Ae. kotschyi (Thiele et al. 2002), Thinopyrum ponticum (Li et al. 2004) und

Th. intermedium (Li et al. 2005). In den meisten Untersuchungen wurde der Einfluss auf
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0. yallundae betrachtet. Jedoch konnte bei dem Resistenzgen Pch3, welches in D. villosum
identifiziert wurde (Murray et al. 1994), festgestellt werden, dass dieses nur eine Resistenz
gegen O. yallundae hervorruft, nicht aber gegentiber O. acuformis (Uslu et al. 1998). Einige
Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch Resistenzen aus verwandten Arten gleich bzw.
sogar starker als Pch1 wirken (Th. intermedium (Li et al. 2005); T. monococcum (Cadle et al.
1997)).

Diese Gene wurden bisher nicht in zugelassenen Sorten eingelagert, obwohl eine
Kombination von Resistenzgenen mittels Pyramidisierung eine starkere und verlasslichere

Resistenz hervorbringen konnte (Lind 1999).

3.4. Ausblick: Markergestiitzte Selektion

In jingster Zeit wird an der Erstellung einer physikalischen Karte fir Weizen gearbeitet.
Hierbei werden nicht aufgrund von Rekombinationsereignissen wahrscheinliche Abstdnde
zwischen Markern ermittelt, sondern durch gezielte Sequenzierung und Aneinanderreihung
der Amplikone die Abfolge der realen Sequenz und somit der exakten Position von Markern
im Genom ermittelt. Durch die Komplexizitdt der Fruchtart T. aestivum und einer hohen
Anzahl an repetitiven Sequenzen ist dies im Vergleich zu anderen landwirtschaftlich
genutzten Kulturarten eine umfangreiche Aufgabe. Im Jahr 2005 wurde deshalb das
Konsortium ,, The International Wheat Genome Sequencing Consortium“ (IWGSC) gebildet,
welches in Kooperation mit vielen Partnern die komplette Sequenzierung des
Weizengenomes in mehreren Teilschritten durchfiihren wird (Feuillet und Eversole 2007).
Mittlerweile wurde der erste Meilenstein, die vollstandige Sequenzierung des Chromosoms
3b erfolgreich abgeschlossen (Paux et al. 2008). Weiterhin sind seit Mitte des Jahres 2010
die Rohsequenzen des gesamten Genoms durch 454 Sequenzierung verfligbar
(http://www.cerealsdb.uk.net/search_reads.htm). Durch die Ermittlung der physischen
Position von Markern und zusatzlich der Identifizierung von SNPs, kann die Markerdichte flr
relevante Regionen erhoht werden.

Bedingt durch die fallenden Preise fiir Datenpunkte und die stetig zunehmenden
genetischen und physischen Informationen von Markerpositionen, werden nunmehr
gesamtheitliche Verfahren fir pflanzenziichterische Fragestellungen interessant. Das
Verfahren der sogenannten ,Genomic Selection” (GS) ist eine Form der markergestltzten
Selektion, die simultan alle Loci, Haplotypen oder Markereffekte Giber das gesamte Genom

zur Schatzung des Zuchtwertes (GEBV = genomic estimated breeding value) nutzt
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(Meuwissen et al. 2001). In der Pflanzenziichtung ist GS noch ein sehr junges Verfahren
(Heffner et al. 2009). Die Nutzbarkeit des Verfahren wurde empirisch an Mais (Zea mays L.),
Arabidopsis thaliana und Gerste (Hordeum vulgare L.) nachgewiesen (Lorenzana und
Bernardo 2009). Weiterhin wurde bei einer Vergleichstudie der mittels MAS und GS erzielte
Zuchterfolg berechnet und verglichen. Hier zeigte sich, dass GS einen hoheren
Selektionserfolg erreicht und selbst fir Weizen der jahrliche Selektionserfolg um ein
zweifaches hoher lag, wodurch der Selektionszyklus dramatisch verkiirzt werden kénnte
(Heffner et al. 2010). Zuklnftig ist daher davon auszugehen, dass die molekulare
Pflanzenziichtung auf einfach und komplex vererbte Merkmale zunehmend an Bedeutung

gewinnen wird.
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4. Zusammenfassung

Aufgrund der weltweit groBen Verbreitung des hexaploiden Brot- oder Weichweizens
(Triticum aestivum L. em. Thell.) und enger Fruchtfolgen sind Pilzkrankheiten bei Weizen von
besonderer Bedeutung. Der parasitdre Halmbruch stellt in der gemaRigten Klimazone eine
wichtige Krankheit dar und kann erhebliche Ertragsverluste verursachen. Wesentliche
Erreger der Krankheit sind die Pilzpathogene Oculimacula acuformis (syn. Tapesia acuformis;
anamorph: Helgardia acuformis syn. Pseudocercosporella herpotrichoides var. acuformis)
und O. yallundae (syn. T. yallundae; anamorph: H. yallundae syn. P. h. var. herpotrichoides).
Gegen diese Ascomyceten, die gleiche Symptome hervorrufen und visuell nur mikroskopisch
unterschieden werden kénnen, bewirkt das Resistenzgen Pchl1 aus Aegilops ventricosa die
bisher effektivste Resistenz. Zusatzlich wird im deutschen Winterweizenmaterial Pch2
genutzt, welches in der Winterweizensorte ,Cappelle Desprez’ identifiziert wurde. Andere
Resistenzgene, z.B. aus Dasypyrum villosum, Ae. tauschii, T. monococcum, T.durum,
Ae. kotschyi, Thinopyrum ponticum und Th. intermedium, werden bisher in der praktischen
Pflanzenziichtung nicht genutzt.

Zur Unterscheidung von O. acuformis und O. yallundae Infektionen nach kinstlicher
Inokulation im Gewdchshaus und zur quantitativen Differenzierung der Anfélligkeit von
Weizengenotypen wurden in dieser Arbeit zwei SYBR Green® basierte Real-time PCR Assays
entwickelt. Der Einfluss von Inkubationszeit zwischen Inokulation und Probenahme, der
Pathogeneffekt (O. acuformis und O. yallundae) sowie der Einfluss von Resistenzgenen
(Pch1, Pch2, anfallig) auf den Pathogen-DNA-Gehalt im Weizenmaterial wurde ermittelt. Es
wurde festgestellt, dass 12 Wochen nach Inokulation mit O. yallundae die eindeutigste
Differenzierung von Genotypen mit unterschiedlichem Resistenzniveau nachweisbar war.
Genotypen, welche das Resistenzgen Pchl tragen, zeigten signifikant geringere Pathogen-
DNA-Gehalte als der Pch2-Trager ,Cappelle Desprez’ und anféllige Linien. Diese
Phanotypisierungsmethode ermoglicht mithin eine klare Differenzierung und kann somit als
Grundlage fur die Entwicklung von eng gekoppelten Markern fiir Halmbruchresistenzgene
genutzt werden.

Die Verfligbarkeit eng gekoppelter Marker in markergestitzten Selektionsverfahren ist
abhangig von deren diagnostischem Wert. Um die Nutzbarkeit von eng mit Pchl

gekoppelten Markern zu ermitteln, wurden drei Kreuzungsnachkommenschaften (DH-
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Populationen) per isoelektrischer Fokussierung auf das Vorhandensein der mit Pchl
gekoppelten Endopeptidase Ep-D1a analysiert. Basierend auf 127 DH-Linien und 27 Markern
wurde eine genetische Karte von Chromosom 7D erstellt. Die Marker Xorw1, Xorw5, Xorwé,
Xcfd175, Xbarc76, Xwmc14 und Xcfa2040 zeigten eine vollstandige Kopplung mit Ep-D1a. Die
Marker Xorw1, Xorw6, Xcfd175, Xbarc76 und Xwmc14 wurden daraufhin anhand eines Sets
von 104 Winterweizensorten evaluiert und mit Ergebnissen der vom Bundessortenamt
durchgefiihrten Resistenztests fir Halmbruchanfalligkeit verglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Marker Xorw1, Xorw6 und Xcfd175 fir den Einsatz in der markergetltzten
Selektion auf Pchl momentan am besten geeignet scheinen.

Bedingt durch die rasante Entwicklung in Sequenzierungs- und Markertechniken ist davon
auszugehen, dass die markergestitzte Selektion zukinftig noch deutlich an Bedeutung

gewinnen wird — insbesondere in der Ziichtung auf komplexe quantitative Merkmale.



58

5. Abstract

Bread wheat (Triticum aestivum L. em. Thell.) is one of the most important crop species
worldwide. Due to this fact and reduced crop rotations many fungal diseases are common in
wheat. Eyespot is one important disease of wheat in temperate climates and can cause
severe yield losses. Causal agents of eyespot are the ascomycetes Oculimacula acuformis
(syn. Tapesia acuformis; anamorph: Helgardia acuformis syn. Pseudocercosporella
herpotrichoides var. acuformis) and O. yallundae (syn. T. yallundae; anamorph: H. yallundae
syn. P. h. var. herpotrichoides). The two pathogens generate similar symptoms and can only
be distinguished visually by microscopic analyses. Pchl, which derived from Aegilops
ventricosa and is located on chromosome 7DL, is the most important and most effective
resistance gene against eyespot. Additionally, Pch2 derived from the winter wheat cultivar
‘Cappelle Desprez’ is used in wheat breeding and present in several German cultivars.
Resistance genes, which were additionally detected in different species like Dasypyrum
villosum, Ae. tauschii, T. monococcum, T. durum, Ae. kotschyi, Thinopyrum ponticum and
Th. intermedium, are not applied in practical wheat breeding, yet.

In order to distinguish between O. acuformis and O. yallundae infections and furthermore to
reliably identify quantitative differences in the level of resistance of wheat genotypes, two
SYBR Green® based Real-time PCR assays were developed in the course of this work. The
influence of time after inoculation until sample collection, the effect of pathogen species
(O. acuformis, O. yallundae), and the relevance of resistance genes (Pchl, Pch2, susceptible
allele) on the pathogen-DNA content in wheat cultivars were analysed. The most clear-cut
difference between resistant and susceptible wheat genotypes was obtained 12 weeks after
inoculation with O. yallundae. Genotypes carrying Pchl showed significantly less pathogen
DNA content than the Pch2-carrier ,Cappelle Desprez’ and susceptible lines. Growth
chamber tests using artificial inoculation with O. yallundae and sampling 12 weeks after
inoculation for Real-time PCR are shown to be a reliable procedure to determine the
differences of resistance level in wheat against eyespot. This protocol can be used as a basis
for the development of efficient molecular markers linked to eyespot resistance genes.
Marker assisted selection by closely linked markers is only suitable if these markers are also
diagnostic. Therefore, based on results obtained for endopeptidase Ep-D1a, which is very

closely linked to Pch1, molecular markers located in the terminal region of chromosome 7DL
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were analysed in three doubled haploid (DH) populations. Based on the analysis of 127 DH
lines with 27 markers, linkage to Pchl (Ep-D1) was obtained for Xorwl, Xorw5, Xorwe,
Xcfd175, Xbarc76, Xwmc14, and Xcfa2040. By analyses of 104 German winter wheat cultivars
the markers Xorwl, Xorw6, Xcfd175, Xbarc76 and Xwmcl4 were validated for their
diagnostic character in order to obtain information on their usefulness for marker assisted
selection (MAS). For this purpose they were compared to the results obtained with Ep-D1
and the classification for the reaction to eyespot by the German Plant Variety Office
(Bundessortenamt). Analyses of German winter wheat cultivars showed that out of these
markers, Xorw1, Xorw6 and the SSR Xcfd175 are well suited for MAS in wheat breeding.

Due to the fast development in sequencing and marker techniques it is assumed that marker
assisted selection will become even more important in near future — particularly in breeding

for complex quantitative traits.
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6. Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: Gewichtsprozente (Gesamttrockenmasse der jeweiligen Kornbestandteile = 100)

verschiedener Inhaltsstoffe in den Kornbestandteilen von Weizen (Quelle: Aufhammer 2003).

Tabelle 2: Mittelwerte (mean) und Standardabweichungen (SD) des prozentualen Anteils befallener
Blattscheiden nach kinstlicher Inokulation von Oculimacula yallundae (OY), O. acuformis (OA) und
einem Gemisch aus beiden Pathogenen (OA + OY) tiber 3 Wiederholungen fir die Probenahme 8, 10
und 12 Wochen nach Applikation (p. i. = post inoculation). Der prozentuale Anteil befallener Blatter
nach Inokulation wurde als Mittelwert von 10 Pflanzen je Genotyp erfasst. Sorte ,Hermann’ tragt

Resistenzgen Pch1, ,St906’ ist hoch anfillig gegenliber Oculimacula spp.

7. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Gesamtertrag [Mio t] der drei wichtigsten Kulturarten, dargestellt fir Europa und
weltweit. Die Daten enthalten offizielle und geschatzte Werte der FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations).

(Quelle: http://faostat.fao.org/site/567/DesktopDefault.aspx?PagelD=567#ancor 23.02.2010)

Abbildung 2: Weizenertrag [kg/ha] der letzten 50 Jahre dargestellt fir Deutschland, Europa und
weltweit. Die Daten basieren auf geschatzten Werten der FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations).

(Quelle: http://faostat.fao.org/site/567/DesktopDefault.aspx?PagelD=567#ancor 19.12.2010)

Abbildung 3: Myzel von a) Helgardia yallundae und b) H. acuformis auf Potato-Dextrose-Agar-

Medium 20 Tage nach Beimpfung.

Abbildung 4: Taxonomische Einordnung (nach Crous et al. 2003) der Erreger Oculimacula yallundae

(anamorph: Helgardia yallundae; A) und O. acuformis (anamorph: Helgardia acuformis; B).
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