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ZUSAMMENFASSUNG

Die Rebenkrankheit Schwarzfaule wird durch den Pilz Guignardia bidwellii
(Ellis) Viala und Ravaz hervorgerufen. Die urspringlich nur in Nordamerika
vorkommende Rebenkrankheit, wurde mit Rebmaterial nach Europa
eingeschleppt. In den deutschen Weinanbaugebieten war sie bislang
weitgehend unbedeutend und trat nur regional begrenzt epidemieartig auf. Seit
2002 wird jedoch ein verstarkter Schwarzfaulebefall vor allem im Anbaugebiet
Mosel beobachtet, der teils erhebliche Schaden verursacht (Lipps und Harms
2004). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Resistenz-
tests etabliert, um die Resistenzeigenschaften von Kreuzungseltern sowie einer
Nachkommenschaft und weiterer Genotypen zu ermitteln. Der Resistenztest an
Topfreben im Klimaraum fluhrte zu den verldsslichsten Resultaten. Zur
Charakterisierung des Resistenzgrades der Genotypen wurden neun
verschiedene Bonitursysteme entwickelt, von denen sich ein 5-Klassensystem
als das geeignetste fir die nachfolgenden QTL-Analysen erwies.
Mikroskopische Untersuchungen hinsichtlich der Sporenkeimrate und
Appressorienbildung lieferten zuséatzlich eine qualitative Aussage bezlglich der
Resistenz.

Fir die Identifikation und genetische Kartierung von Resistenzloci in der fir die
Schwarzfaule resistenten Unterlagssorte und Arthybride ‘Bérner’ wurde die fiir
dieses Merkmal aufspaltende Kreuzungspopulation V3125 (‘Trollinger’ x
‘Riesling’) x ‘Boérner’ (V. riparia Gm183 x V. cinerea Arnold) eingesetzt. Auf
Basis der phénotypischen Evaluierung einer 202 Pflanzen umfassenden F1-
Population und der vorhandenen genetischen Karte (Zhang et al. 2009)
erfolgten QTL-Berechnungen, mit denen Resistenzloci im Genom lokalisiert
wurden. Nahezu alle Berechnungen fihrten zu einem Haupt-QTL auf dem
Chromosom 14 (Rgb1), der bis zu 21,8% der Merkmalsauspragung erkléart.
Dieser Locus wurde durch die Entwicklung eng gekoppelter Marker von 13,1 cM
auf  1,6cM eingeengt. Der dazu im Referenzgenom PN40024
korrespondierende Genombereich entspricht 287 kb, in dem mehrere
Kandidatengene fur Resistenz lokalisiert sind. Ein weiterer QTL (Rgb2) wurde
reproduzierbar auf Chromosom 16 ermittelt. Dieser erklart etwa 7-8% der
Variabilitat der Merkmalsauspragung.

Durch zuséatzliche Resistenztests an ausgewahlten Weinreben wurden die
Sorten ‘Felicia‘, ‘Merzling* und ‘Villard Blanc® sowie der Zuchtstamm Gf.Ga-47-
42 als neue wichtige Resistenztréger identifiziert.

\il






Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Ziichtung im Weinbau und neue Technologien

Die Kulturrebe (Vitis vinifera L. supsp. vinifera) gehért als Unterart zur einzigen
endemischen Art der Gattung Vitis in Europa (This et al. 2001) und wird
aufgrund ihrer besonders guten geschmacklichen Eigenschaften zur
Herstellung von Saft, Wein und Tafeltrauben genutzt. Weltweit sind fast 98 %
der Weinanbauflache mit ihr bepflanzt (Velasco et al. 2007). Der Anbau der
Weinrebe Vitis vinifera erfolgt bereits seit Jahrtausenden (Michel et al. 1993)
und besitzt eine groBe dkonomische und kulturelle Bedeutung. Im Jahr 2011
wurden weltweit auf 7,8 Mio. Hektar Anbauflache zwischen 264,3 und 275,2
Mio. Hektoliter Wein produziert (OIV 2011). Zusétzlich werden auf den
Rebflachen Tafeltrauben und Trauben fir die Saftproduktion angebaut.

Seit den Anféangen des Weinbaus wurde eine Verbesserung der Qualitat und
der Ertragseigenschaften der Reben vorangetrieben. Dazu gehdért insbesondere
auch der Schutz der Pflanzen vor den Schédlingen, die seit dem 19.
Jahrhundert durch die Einschleppung des Echten Mehltaus (Erreger: Erysiphe
necator) im Jahr 1845, der Reblaus (Daktulospaira vitifoliae) im Jahr 1863 und
des Falschen Mehltaus (Erreger: Plasmopara viticola) im Jahr 1878 fir den
europdischen Weinbau zwingend erforderlich wurde. Gegenlber diesen
Krankheitserregern ist die europdische Kulturrebe hoch anfallig (Topfer et al.
2011).

Viele amerikanische Wildarten besitzen hingegen Resistenzeigenschaften
gegenliber diesen Schaderregern (Eibach et al. 2010; Hedrick 1908) und
werden daher fir die Zichtung resistenter Weinreben eingesetzt (Eibach 1991).
Bekannte Resultate solcher zlichterischer Anstrengungen sind beispielsweise
die neuen Sorten ‘Calandro’, ‘Felicia’, 'Reberger und ‘Regent. In der
klassischen Zichtung werden die Nachkommen anhand ihres Phé&notyps
selektiert. Die Evaluierung ist jedoch sehr zeit- und kostenaufwendig und wird
Uber mehrere Jahre wiederholt. AuBerdem wird die Merkmalsauspragung durch
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Umweltfaktoren beeinflusst. Genkartierung und QTL-Analyse (QTL: quantitative
trait loci) haben sich daher als sehr nitzliche Werkzeuge in der Ziichtung
erwiesen (Eibach et al. 2007). Mit ihrer Hilfe kbnnen die Nachkommen in friihen
Entwicklungsstadien genetisch auf ihre ererbten Eigenschaften getestet werden
(Lande und Thompson 1990; Tépfer et al. 2011). Die Selektion der Samlinge
erfolgt anhand von Markern, die mit den Genen, welche die jeweiligen
Eigenschaften in ihrer Auspragung bestimmen, gekoppelt vererbt werden.

Ein wichtiger Nachteil der Zichtung mit amerikanischen oder asiatischen
Wildarten ist die schlechte Weinqualitat der Nachkommen in den ersten
Generationen. Zudem variieren andere weinbauliche Merkmale wie Beeren-
und TraubengréBe sehr stark. Daher sind nach der ersten Kreuzung mehrere
Ruckkreuzungen mit Kulturrebsorten notwendig, aus denen jeweils die
Nachkommen selektiert werden, die wirksame Resistenzeigenschaften
aufweisen und gleichzeitig eine gute Weinqualitat sowie weinbauliche Eignung
besitzen. Diese Schritte benétigen aufgrund der langen Generationszeit der
Rebe, sowie der komplexen Merkmale, 25 — 30 Jahre (Topfer et al. 2011). Bei
der Weinrebe werden Qualitdtsmerkmale des Mosts durch die lange
Juvenilphase erst nach vier bis acht Jahren erkennbar (Eibach et al. 2010).
Durch den Einsatz der molekularen Marker mittels Marker-gestitzter
Rickkreuzung (MABC) wird erwartet, diesen Zeitraum um bis zu 10 Jahre zu
verkirzen (Topfer et al. 2011). Dies wird einerseits durch den Einsatz
molekularer Marker bei der Auswahl der Kreuzungseltern, andererseits durch
die Selektion der Nachkommen auf bestimmte Eigenschaften erreicht. Mithilfe
der Marker-gestiitzten Selektion (MAS) lassen sich schneller und effizienter
mehrere Eigenschaften beispielsweise Resistenzen gegen Pathogene in einer
Kreuzungsnachkommenschaft kombinieren (Di Gaspero und Cattonaro 2010).
Zugleich ist es moglich, mehrere unterschiedliche Resistenzgene in einer neuen
Sorte zu pyramidisieren, da durch die Verwendung molekularer Marker
ersichtlich wird, welche Resistenz bzw. welche Resistenzloci vererbt wurden
(Eibach et al. 2007; Schwander et al. 2012).

Die Kombination unterschiedlicher Resistenzloci fuhrt bei additiver Wirkung zu
signifikant erhohter Resistenzausprdgung (Schwander et al. 2012). Zudem
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erschwert eine Pyramidisierung die Adaption des Pathogens an die
Resistenzmechanismen, wenn multiple Resistenzgene bezliglich desselben
Pathogens eingekreuzt werden und damit moéglicherweise zu langfristig stabiler
Resistenz flihren (Schwander et al. 2012). Durch resistente Sorten gelingt es,
die enormen Ausgaben flir Fungizide im Weinbau zu reduzieren und die
Belastung der Umwelt zu minimieren (Fader 2002).

Die neuen pilzwiderstandsfdhigen Sorten kommen mit bis zu 80% weniger
Pflanzenschutzmitteln aus (Informationen zu Neuzlchtungen, Geilweilerhof;
Topfer und Eibach, persénliche Mitteilung) und sind dadurch wesentlich
nachhaltiger im Anbau. Sie tragen vor allem im Bioweinbau dazu bei, dass bei
einem reduzierten Pflanzenschutzmitteleinsatz dennoch sichere Ertrage und
gute Qualitaten erzielt werden (Heibertshausen et al. 2010). Eine Reduzierung
des intensiven Pflanzenschutzeinsatzes gegen die Mehltaukrankheiten fuhrt
jedoch dazu, dass Krankheitserreger, die bislang durch den Einsatz der
Pflanzenschutzmittel ebenfalls mit erfasst wurden, wieder oder erstmalig massiv
auftreten kénnen. Dies gilt fir heimische Pilzerkrankungen, wie die Anthraknose
(Erreger: Elsinoe ampelina) oder den Roten Brenner (Erreger: Pseudopezicula
tracheiphila), genauso wie fir eingeschleppte Krankheiten wie die Schwarzfaule
(Lipps und Harms 2004). Zusétzlich wird das Auftreten von Pilzkrankheiten an
Kulturpflanzen durch die veranderten klimatischen Bedingungen (Stichwort:
Klimawandel) begunstigt (Maixner et al. 2007; Molitor 2009). Eine Aufgabe der
Rebenziichtung ist es daher, die Resistenzzlichtung hinsichtlich ihrer
Zielsetzung um Resistenzen gegen Krankheiten wie die Schwarzfaule zu
erweitern. Die moderne Resistenzziichtung setzt daher auf die ErschlieBung
neuer Resistenzquellen und die Entwicklung geeigneter molekularer Marker.

1.2 Die Rebenkrankheit Schwarzfaule

Die Rebenkrankheit Schwarzfdule wird durch den endoparasitischen Pilz
Guignardia bidwellii (Ellis) Viala und Ravaz, Nebenfruchtform Phyllosticta
ampelicida (Englem.) hervorgerufen und kann bei starkem Befall zu hohen
Ernteausfallen fUhren (Reddick 1911). Besonders geféhrdet sind warme,
feuchte Lagen, in denen wenig Wind auftritt. Nur bei starken anhaltenden
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Regenereignissen und einer Blattndssedauer von mehr als 15 Stunden ist eine
Infektion moglich (Muller et al. 1930). Der Ernteverlust schwankt je nach
Witterungsverlauf zwischen 5 und 80 % (Jermini und Gessler 1996).

Abbildung 1: Schadbild der Rebkrankheit Schwarzfaule auf Beeren (links) und Blattern (rechts). Etwa 14
Tage nach dem Infektionsereignis bilden sich Nekrosen, die durch Pyknidien gekennzeichnet sind.

Der Pilz gehért zum Phylum der Ascomyceten, der Klasse der
Dothideomycetes, der Ordnung Botryosphaeriales und letztlich in die Familie
der Botryosphaericaceae (Schoch et al. 2009). Das Pathogen ist ein
hemibiotropher Endoparasit, der einen asexuellen und einen sexuellen
Lebenszyklus durchlauft. Er Gberwintert in Fruchtmumien und bildet im Frihjahr
Perithecien, in denen die sexuellen Ascosporen reifen. Diese verursachen die
Primé&rinfektion auf jungen Bléttern oder Beeren. Unter den beschriebenen
Witterungsbedingungen erfolgt die Infektion. Etwa 14 Tage spater sind auf den
Blattern braunliche Lasionen zu beobachten, die durch schwarze Pyknidien, die
asexuellen Fruchtkérper, gekennzeichnet sind (Caltrider 1960; Hoffman et al.
2002; Luttrell 1946; Reddick 1911). Auch an infizierten Trieben oder Beeren
sind Pyknidien zu finden, die sich kreisférmig ausbreiten, bis die befallenen
Pflanzenteile vollkommen vertrocknet sind (vgl. Abbildung 1). In den Pyknidien
werden asexuelle Sporen gebildet, die wiederum alle Teile der Pflanzen
befallen kénnen (Agrios 2005). Nekrosen treten lberwiegend an Geweben auf,
die wahrend der Wachstumsphase befallen werden (Jabco et al. 1985). Die
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Beeren werden nach dem Beginn der Beerenreife nicht mehr infiziert, was ein
Indiz fUr eine Altersresistenz ist (Ferrin und Ramsdell 1977). Fir eine
erfolgreiche Infektion des Wirts durch den Schwarzfauleerreger ist eine
Anheftung der Konidien Voraussetzung (Kuo und Hoch 1996). Die Adhéasion
der asexuellen Sporen wird durch das Benetzungsverhalten des Untergrundes
bestimmt. Es liegt eine starke Korrelation zwischen der Keimungsrate und der
Hydrophobie des Substrates vor (Shaw et al. 2006). Gleichzeitig hat das
Vorhandensein von Ca®* einen entscheidenden Einfluss auf das Auskeimen der
Sporen. Wenn kein Ca?* vorhanden ist und nicht Uber mechano-sensitive
lonenkanale in die Spore gelangt, unterbleibt die Keimung (Shaw und Hoch
2000). Im Falle eines Auskeimens bildet sich ein Appressorium, durch welches
der Pilz durch die Cuticula in das Blatt eindringt und zwischen den antiklinalen
Zellwénden der oberen Epidermis wéachst, bis die Zellen nach etwa 14 Tagen
kollabieren (Luttrell 1946; Ullrich et al. 2009).

Abbildung 2: Der Lebenszyklus des Erregers der Schwarzfaule Guignardia bidwellii. Er Uberwintert in
mumifizierten Beeren und bildet im Friihjahr Asci, in denen die Ascosporen reifen. Diese Befallen im
Frihjahr junge Blatter oder Beeren. Auf den befallenen Pflanzenteilen entstehen Pyknidien. In diesen
werden Konidien gebildet, die wiederum alle Teile der Rebe befallen kénnen (Agrios 2005).
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Urspriinglich ist die 1804 erstmalig beschriebene Rebenkrankheit in
Nordamerika beheimatet und wurde sehr wahrscheinlich mit Rebmaterial nach
Europa eingeschleppt. In Frankreich wird sie seit 1885 beobachtet (Reddick
1911). In den deutschen Weinanbaugebieten war sie bislang weitgehend
unbedeutend und trat nur sehr selten und regional begrenzt epidemieartig auf.
Seit 2002 wird jedoch ein verstérkter Schwarzfaulebefall vor allem im
Anbaugebiet Mosel beobachtet, der durch mehrjahrig nicht bearbeitete
Weinberge begiinstigt wird und teils erhebliche Schaden verursacht (Lipps und
Harms 2004).

Die zugelassenen Pflanzenschutzmittel gegen die Schwarzfaule gehéren zu
den Wirkstoffgruppen der Strobilurine, Triazole und Dithiocarbamate (Molitor
2009). Bislang sind jedoch nur wenige Mittel zugelassen und fur den
Okoweinbau steht neben Pflanzenstirkungsmitteln lediglich Kupfer zur
Bek&mpfung der Schwarzfaule zur Verfugung. Der Einsatz von Kupfer ist
jedoch umstritten bzw. wird er in Europa eventuell verboten werden
(kupfer.jki.ound.de; Stand Mai 2012). Da zusatzlich generell die Gefahr der
Resistenzbildung des Pilzes gegen Pflanzenschutzmittel besteht (Maixner et al.
2009; Molitor 2009), ist die Resistenzziichtung durch Einkreuzen der
Resistenzen gegen die Schwarzfiule eine Alternative zur dauerhaften
Minimierung der Ernteverluste durch die Schwarzfaule.

1.3 Kartierung quantitativer Merkmale

Quantitative Merkmale werden durch mehrere Gene verschieden stark
beeinflusst und werden daher auch polygen bedingte Merkmale genannt. QTL
(Quantitative Trait Loci) sind Bereiche im Genom, die auf ein quantitatives
Merkmal Einfluss nehmen (Schneider 2005). Diese Loci kénnen miteinander in
Wechselwirkung stehen, sodass ein vielschichtiges Gennetzwerk vorliegt
(Epistasie). Die meisten Pilzresistenzeigenschaften und viele andere
agronomische Merkmale sind quantitative Merkmale (Doligez et al. 2002).

Das Genom der Weinrebe tragt zahlreiche Gene, die mit Resistenzen in
Verbindung gebracht werden (Velasco et al. 2007). Eine Vielzahl an QTL wurde
bereits flr Resistenzen gegen die beiden Mehltauerreger identifiziert und
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gekoppelte molekulare Marker wurden entwickelt (Akkurt et al. 2007; Dalbé et
al. 2001; Fischer et al. 2004; Marguerit et al. 2009; Moreira et al. 2011; Riaz et
al. 2011; Schwander et al. 2012; Welter et al. 2007). Eine Ubersicht findet sich
auf www.vivc.de (unter ,data on genetics and breeding“). Zahlreiche dieser
Marker werden bereits erfolgreich fir die Friihselektion und Kombination von
Resistenzeigenschaften eingesetzt (Eibach et al. 2007).

Resistenzloci kdnnen mithilfe einer Kreuzungspopulation identifiziert werden,
deren Parentaltypen fir das betreffende Merkmal heterozygot sind und das in
der Nachkommenschaft segregiert (Schneider 2005). Fir jedes Individuum der
Kreuzungspopulation werden parallel die Ph&notypen mittels Resistenztests
und die Genotypen mit molekularen Markern bestimmt. Aus den Markerdaten
wird durch Kopplungsanalysen eine genetische Karte berechnet, die mit den
phanotypischen Daten fir QTL-Analysen eingesetzt wird. Die Berechnungen
fihren zu den Loci, die mit dem Merkmal korrelieren. Diese Loci werden durch
ihre flankierenden Marker eingegrenzt und anschlieBend fir vergleichende
Genannotationen herangezogen (Moreira et al. 2011; Schwander et al. 2012).
Die Resistenz gegen die Schwarzfaule ist ein quantitatives Merkmal und die
Auspragung tritt nicht nur in zwei Formen, sondern in graduell variierenden
Phanotypen auf (Mackay 2001). Fir das Merkmal Schwarzfauleresistenz
wurden bereits QTL-Analysen von Dalbé (1998) durchgefiihrt. Die Studie
erfolgte an einer Kreuzungsnachkommenschaft von ‘Horizon’ (‘Seyval
blanc’ x 'Schuyler’) x lllinois 547-1 (V. rupestrisx V. cinerea). In dieser
Population wurden vier QTL detektiert, unter anderem auf den Chromosomen 7
und 14. Andere QTL lassen sich keinem Chromosom zuordnen, da sie auf der
Basis einer genetischen Karte mit RAPD-Markern ermittelt wurden. Die aktuell
verwendeten Karten basieren jedoch auf SSR-Markern, weshalb eine
Ubertragung und Identifikation der Nummerierung der Chromosomen nicht in
jedem Fall mdglich ist. Dalb6 stellte eine hohe Korrelation der QTL fir
Schwarzfauleresistenz mit QTL flr die Resistenz gegen den Echten Mehltau
und der Synthese von Phytoalexinen fest. Da die Arbeiten unter anderen
technischen Voraussetzungen bezlglich der Marker durchgefuhrt wurden, sind
sie nur bedingt Ubertragbar, was ein Ableiten von molekularen Markern, die fir
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die MAS genutzt werden kénnen, nicht ermdglicht. Deren Entwicklung ist daher
das Ziel der vorliegenden Arbeit.

1.3.1 Die Kreuzungspopulation

Die Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’ wurde genutzt, um molekulare
Marker zu entwickeln, die mit der Resistenz gegen die Schwarzfaule
korrelieren. Der Zuchtstamm V3125 entstammt einer Kreuzung aus den beiden
traditionellen Kultursorten ‘Trollinger’ und ‘Riesling’, die eine gute Weinqualitat
liefert, jedoch anfallig fir die Schwarzfaule ist. ‘Bérner’ ist eine Arthybride aus
den beiden amerikanischen Wildarten-Akzessionen Vitis riparia Gm183 und
Vitis cinerea Arnold und wird als reblausresistente Unterlagssorte genutzt
(Hafner 1998; Schaller 1966). Beide Arten sind als Resistenztrager fir die
Schwarzfaule bekannt (Demaree et al. 1937). Die Population besteht aus 202
Genotypen, die auf dem Gelénde des Instituts fir Rebenziichtung Geilweilerhof
gepflanzt sind und neben der Kartierung des Merkmals Schwarzfauleresistenz
auch far die Kartierung anderer Loci, wie der Resistenz gegen die Reblaus
(Zhang et al. 2009) oder Resistenzeigenschaften gegen die Mehltaukrankheiten
(Fechter et al., in Vorbereitung) genutzt werden.

1.3.2 Phénotypisierung der Schwarzféauleresistenz

Flr die Beschreibung der Phanotypen werden in der Regel standardisierte
Resistenztests genutzt. Fir die Merkmale der Resistenz gegen einige
Krankheitserreger im Weinbau liegen verschiedene Deskriptoren vor (OIV
2009). Diese wurden bereits umfangreich evaluiert und angewendet (Riaz et al.
2011; Schwander et al. 2012; Welter et al. 2007). Fir Schwarzfaule wurden
jedoch noch keine OIV-Deskriptoren etabliert.

Da die Schwarzfaule in der Vergangenheit eine geringe Beachtung fand, liegen
fir dieses Schadbild zudem keine standardisierten Testsysteme vor. Dalbé
(1998) verwendete in Nordamerika ein Bonitursystem flr Stecklinge, welches
auf Barrett (1953) basiert und die Befallsstéarke am Blatt in finf Klassen von 0
fir keine Infektion bis 4 fur viele Lasionen mit vielen Pyknidien einteilt. In
Europa wurde lediglich ein Bonitursystem von Molitor (2009) etabliert. Er
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schatzte an den funf jingsten Blattern der infizierten Stecklinge das Verhéltnis
der befallenen Blattflache zur gesamten Blattflache.

Die grundlegende Aufgabe dieser Arbeit war es, einen Versuchsaufbau zu
entwickeln, der es erlaubt, eine groBe Anzahl an Reben zeitgleich zu
phénotypisieren. Eine Mdglichkeit ist die Charakterisierung tber Blattscheiben
oder einzelne Blatter der Testpflanzen, eine andere die Verwendung von
Topfreben. Die Alternative einer Bonitur im Freiland wird zuséatzlich betrachtet.
Dabei spielt das Bonitursystem eine wesentliche Rolle. Diese Bonituren missen
bezlglich ihrer Anwendbarkeit und ihrer Eignung fir QTL-Analysen geprift

werden.

1.3.3 Molekulare Marker und genetische Karten

Die Weinrebe besitzt einen doppelten Chromosomensatz (2n =38) und ihr
haploides Genom ist rund 475 Mb groB (Lodhi und Reisch 1995) und wurde von
Jaillon et al. (2007) sequenziert. Ferner ist bei dieser stark heterozygoten und
genetisch sehr diversen Kulturpflanze die Inzuchtdepression deutlich
ausgepragt (Mullins et al. 1992). Da wiederholte Selbstungen bei V. vinifera-
Sorten zu Inzuchtdepression und damit zu Nachkommen mit geringer Fitness
fOhren, erfolgt die genetische Kopplungsanalyse nicht an einer F»-, sondern an
einer Fy-Kreuzungspopulation. Diese Kartierungsstrategie wird auch als
Doppel-Pseudotestkreuzung bezeichnet, da vor der Kreuzung nicht bekannt ist,
ob die Marker-Allele der Eltern homo- oder heterozygot sind (Grattapaglia und
Sederoff 1994).

Verschiedene Vorgehensweisen, die sich durch die verwendeten molekularen
Marker unterscheiden, ermdglichen es, genetische Karten auf der Grundlage
der Haufigkeit von Rekombinationsereignissen zu erstellen (Jones et al. 1997;
Nguyen und Wu 2005). Die Grundlage flr die Erstellung einer genetischen
Karte bilden die Vererbungsmuster, die sich aus der Meiose bei der
Samenbildung ergeben. Orte im Genom werden als gekoppelt bezeichnet,
wenn sie auf demselben Chromosom so nah beieinander liegen, dass sie bei
der Meiose nicht oder nur selten durch Rekombinationsereignisse voneinander

getrennt werden. Alle Loci, die auf demselben Chromosom lokalisiert sind



Einleitung

bilden eine Kopplungsgruppe (Grattapaglia und Sederoff 1994; Jansen et al.
2001).

Seit den 90er Jahren wird an der Entwicklung von Kopplungskarten der
Weinrebe gearbeitet. Daflir wurden zun&chst vorwiegend RAPD-Marker und
AFLP-Marker genutzt (Dalb6 et al. 2001; Lodhi et al. 1997).

Bei der RAPD-Methode wird polymorphe DNA zufallig vervielféltigt. Durch PCR-
Amplifizierung mittels zuféllig gewahlter, kurzer Primersequenzen werden
Fragmente synthetisiert, die durch Gelelektrophorese aufgetrennt werden und
individuelle Bandenmuster zeigen. Diese erlauben die Erbsubstanz
unterschiedlicher Individuen zu vergleichen, ohne diese im Detail zu kennen
(Welsh und McClelland 1990; Williams et al. 1990).

Bei der AFLP-Methode (Vos et al. 1995) werden die Fragmente durch eine
Restriktionsspaltung der DNA- vor der PCR-Amplifizierung erhalten. Die PCR
erfolgt mit fir die genutzten Adaptersequenzen spezifischen Primern. Diese
Adaptersequenzen werden nach der Restriktionsspaltung der DNA mit den
Restriktionsfragmenten ligiert. Zunéchst erfolgt eine praselektive Amplifikation
und im Anschluss eine selektive Amplifikation mit fluoreszenzmarkierten
Primern.  Aufgrund besserer Reproduzierbarkeit und einem hohen
Polymorphiegrad der Fragmentladngen bedeutete diese Methode einen groBen
Fortschritt im Vergleich zur RAPD-Methode (Vos et al. 1995).

Aktuell werden bei der Weinrebe vorwiegend sogenannte Mikrosatelliten- bzw.
SSR-Marker flr die Erstellung von Kopplungskarten benutzt (Hearne et al.
1992). Es handelt sich dabei um PCR-basierte Marker, die Amplicons mit
repetitiven Einheiten aus etwa zwei bis sechs Nukleotiden mit unterschiedlicher
Zahl an Wiederholungen darstellen. Deren Langenpolymorphismus wird durch
eine automatisiert durchgeflihrte, hochauflésende Kapillarelektrophorese
ermittelt. SSR-Marker zeichnen sich durch einen hohen Polymorphiegrad aus
und eignen sich daher besonders gut fir Diversitatsstudien und Kartierungen
(Thomas und Scott 1993). Eine herausragende Besonderheit der SSR-Marker
ist die Mdglichkeit, diese relativ einfach auf andere Kreuzungspopulationen der
Weinrebe transferieren zu kdnnen (Arnold et al. 2002). Viele SSR-Marker sind

innerhalb unterschiedlicher Vitis-Arten anwendbar.
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Eine genetische Karte, die auf SSR-Markern basiert, wurde flr die
Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’ bereits veréffentlicht (Zhang et al. 2009)
und bildet in der vorliegenden Arbeit die Grundlage fir die Kartierung der
Resistenz gegen die Schwarzfaule.

Zukinftig wird eine weitere Generation von neuartigen Markern fir die
Erstellung von Kopplungskarten und eine effizientere und kostengunstigere
Marker-gestitzte Selektion genutzt werden. Die sogenannten SNP-Marker
detektieren einzelne Basenaustausche im Genom und werden die SSR-Marker
erganzen und auf lange Sicht womdglich ersetzen (Salmaso et al. 2004;
Vezzulli et al. 2008).

1.3.4 QTL-Analysen und Sequenzierung

In genetischen Kopplungsstudien werden Korrelationen zwischen bestimmten
Merkmalsauspragungen und molekularen Markern gesucht. Bereits Sax (1923)
und Rasmusson (1933) zeigten, dass es bei der Vererbung von Merkmalen
Korrelationen gibt. Solche Korrelationen werden gefunden, wenn ein QTL
zusammen mit den flankierenden Marker-Allelen vererbt wird, also gekoppelt
vorliegt (Jones et al. 1997). Durch ein Intervall Mapping (IM) wird die
Wahrscheinlichkeit eines QTL fir jeden Locus berechnet und als LOD-Wert
angegeben (Lander und Botstein 1989), also als Logarithmus zur Basis 10.
Uberschreitet dieser Wert die Signifikanzgrenze wird eine Korrelation
angenommen. Die Signifikanzgrenze wird durch einen Permutationstest mit
einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % bestimmt (Doerge und Churchill 1996).
Die Region des QTL wird durch das Konfidenzintervall beschrieben: Ein
Konfidenzintervall LOD-1 (der maximale LOD-Wert minus 1) bedeutet, dass mit
einer Wahrscheinlichkeit von 80 % ein Faktor detektiert wurde, der die
Merkmalsauspragung beeinflusst (Van Ooijen 1992), ein Konfidenzintervall
LOD-2 bedeutet eine Wahrscheinlichkeit von 95 %. Die Methode des IM ist nur
begrenzt einsetzbar, um QTL zu detektieren, die durch mehrere Gene oder Loci
im Genom bestimmt werden. Sie kénnen durch ein Multiple QTL Mapping
(MQM) kartiert werden (Jansen 1992; Martinez und Curnow 1992). Marker im
Bereich des durch IM ermittelten QTL werden dazu als Cofaktoren gesetzt und

der QTL als ,wahr angenommen. Fir die folgenden Analysen stehen
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anschlieBend wieder der Rest der Erklarung der Varianz zur Verfligung und es
werden gegebenenfalls weitere QTL detektiert. Dies birgt jedoch die Gefahr,
dass falsch-positive QTL detektiert werden und im Gegenzug reale QTL
absorbiert werden. Zudem gilt auch hier wie beim IM, dass nicht alle QTL
detektiert werden, wenn die Anzahl der QTL zu groB ist. Abhilfe leistet die
Anwendung einer multiplen linearen Regressionsanalyse. Durch diese werden
alle Marker als QTL angesehen und die Ergebnisse der Analysen werden
eindeutig (Jansen 1993). Weiter fihrt die Anwendung eines Kruskal-Wallis-
Tests, auch H-Test genannt, zu einer Absicherung der durch IM und MQM
ermittelten Ergebnisse. Bei diesem parameterfreien statistischen Test wird
durch eine Varianzanalyse getestet, ob unabh&ngige Stichproben hinsichtlich
einer ordinalskalierten Variablen einer gemeinsamen Population entstammen,
also ob die Merkmalsauspragung mit einem Marker signifikant korreliert
(Kruskal und Wallis 1952).

Aus den Ergebnissen der QTL-Analysen werden die Loci, die mit
Resistenzfaktoren gekoppelt sind, erfasst. Da diese QTL zunachst oft noch sehr
ausgedehnt sind, schlieBt sich eine weitere Ergédnzung durch zusétzliche SSR-
Marker an. Dadurch verringert sich das Konfidenzintervall und es werden
molekulare Marker entwickelt, die eng mit dem Merkmal gekoppelt sind.
Besonders wertvoll fir diese Arbeiten ist die &ffentlich zugéngliche Sequenz
des Referenzgenoms der Rebe (Jaillon et al. 2007; Velasco et al. 2007).

Auch ist es mdglich, diese Bereiche im Genom des Elternteils, der die
Merkmalsauspréagung bestimmt, also in diesem Fall des Resistenzdonors
‘Borner’, Uber eine BAC-Bank zu sequenzieren (Fechter et al. in Vorbereitung).
Durch die Sequenzierung der betreffenden Abschnitte ist ein Vergleich der
Sequenzen des Resistenzdonors mit dem Referenzgenom der Kulturrebe
maoglich. Es ist davon auszugehen, dass die Bereiche, die sich im Genom der
Wildarten von der Sequenz der Kulturrebe unterscheiden, fir die Resistenz
verantwortlich sind. Diese Bereiche werden fliir Genannotationen genutzt und
fihren gegebenenfalls zu Kandidatengenen fiir Resistenzen. Fir die Zichtung
ist es von Vorteil, die Gene, die fur die Resistenz verantwortlich sind, zu
kennen. Einerseits werden die Sequenzen der Gene flr die Entwicklung von
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genspezifischen SNP-Markern verwendet. Andererseits werden aus den
Kandidatengenen Rickschlisse auf den zugrundeliegenden
Resistenzmechanismus gezogen und der Zichter besitzt eine Kenntnis Uber
den Mechanismus, der in der Neuzlichtung exprimiert wird. Dies ist wichtig bei
der Pyramidisierung der Resistenzfakoren, da nur eine Kombination
unterschiedlicher Mechanismen eine wirkungsvolle Barriere darstellt.

1.4 Abwehrmechanismen der Rebe gegen Pathogene

Derzeit werden in der Rebenzichtung multiple Resistenzen als Weg zur
Verbesserung der Resistenz und zur Schaffung mdoglichst dauerhafter
Resistenzen diskutiert (Topfer et al. 2011). Dazu ist es wiinschenswert
unterschiedliche Resistenzmechanismen zu kombinieren. Die Erforschung von
Kandidatengenen fir Resistenzen beispielsweise solche, die in einem QTL
gefunden wurden, ist eine effektive Methode, um eine enge Korrelation mit der
Resistenz herzustellen. Fir diese ist die Kenntnis der Gene, die in
Abwehrmechanismen der Pflanzen involviert sind, unerlasslich.

Uber die Abwehr des Erregers der Schwarzfaule liegen bislang nur wenige
Untersuchungen vor. Bekannt ist, dass es eine Altersresistenz der
Pflanzenorgane gibt. So werden beispielsweise nur junge, noch nicht
vollstdndig entwickelte Blatter befallen (Ferrin und Ramsdell 1977). Auch eine
zunehmende Blattbehaarung fuhrt dazu, dass sich Konidien nur erschwert
anheften und nicht in der Lage sind, Kontakt zum Wirt herzustellen (Kuo und
Hoch 1996).

Weiter ist bekannt, dass die Rebe bei Schwarzfaulebefall mit einer
physiologischen Adaptation reagiert. Die Akkumulation von Zuckern fihrt zu
einem gebremsten Wachstum der Schwarzfaule. Dies hat zur Konsequenz,
dass die Beeren ab dem Beginn der Traubenreife nicht mehr befallen werden
(Salzman et al. 1998). Vermutlich fihren die steigenden Zuckergehalte
zunéchst zu einem erhéhten Pilzwachstum. Ab bestimmten Konzentrationen
fahrt der Zuckergehalt jedoch zu einer erhéhten Aktivierung und Stabilisierung
der Expression von Genen und Proteinen, die bei der Pathogenabwehr von
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Bedeutung sind. So werden Thaumatin-ahnliche Proteine und Chitinasen als
Pilzabwehrproteine akkumuliert (Salzman et al. 1998)

Das Verteidigungssystem von Pflanzen greift auf verschiedenen Ebenen ein,
namlich beim Empfangen des Signals, an den Signalibertragungswegen und
auf der Ebene der Signalantwort (Xing 2007). Verschiedene Klassen von R-
Genen sind am Verteidigungssystem beteiligt: die LRR-Gene, die NBS-LRR-
Gene, sowie Pfo-Gene, die bereits fir die Rebe nachgewiesen wurden (Di
Gaspero und Cipriani 2003; Kortekamp et al. 2008). Die Proteine, die fiir den
Empfang des Signals verantwortlich sind, besitzen eine extrazellulare LRR-
Doméne. Diese sind in der Lage Serin/Threonin Rezeptor-dhnliche Kinasen
(RLK) zu aktivieren. Die RLKs starten durch Phosphorylierung eine
Enzymkaskade, wodurch letztendlich Abwehrmechanismen induziert werden.
Dieses Signal fiihrt zu einer Resistenz der Pflanze (Bent und Mackey 2007;
Xing 2007). Bei anfélligen Pflanzen sind Effektoren des Pathogens fir eine
Unterdrlickung der Kaskade verantwortlich. Diese Effektoren werden bei
resistenten  Pflanzen jedoch wiederum abgewehrt. Dies geschieht
beispielsweise durch eine Regulation Gber NBS-LRR-Gene (Di Gaspero et al.
2007). Fehlen diese, wurden sie verloren, modifiziert oder sind sie nicht
pathogen-spezifisch, bleibt eine Resistenzantwort aus (Bent und Mackey 2007).
Pto-Gene sind R-Gene im Cytoplasma ohne LRR-Motiv, die fur die
Transduktion und die Initiierung der Aktivierung einer
Phosphorylierungskaskade einen Leucinzipper, ein NBS- und ein LRR-Motiv
bendtigen (Xing 2007).

Alle durch die Signalkaskade induzierten Gene fiihren in der Konsequenz zu
Veranderungen der Zellphysiologie und des Stoffwechsels. Dazu gehért
beispielsweise der programmierte Zelltod (HR, auch hypersensitive Reaktion
genannt), die Produktion von reaktivem Sauerstoff, das Freisetzen von
sekundaren Pflanzenstoffen oder die Synthese von Phythoalexinen oder PR-
Proteinen (Bent und Mackey 2007).

Fir die Schwarzfaule sind die Abwehrmechanismen der Rebe jedoch nicht
bekannt. Durch die Identifizierung von QTL, welche eine Resistenz bewirken ist

es moglich, Resistenzloci vergleichend zum Referenzgenom zu untersuchen.
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Zudem kénnen Uber die Sequenzierung einer QTL-Region und der
anschlieBenden Genannotation Hinweise auf Gene erhalten werden, die bei
den Abwehrmechanismen eine Bedeutung besitzen. Ein laufendes Projekt im
JKI zur Genomsequenzierung der Sorte 'Bérner’ bietet hierzu mittelfristig den
Zugang (Fechter et al., in Vorbereitung).

1.5 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung der Loci aus ‘Bérner, die mit
Resistenzen gegen die Schwarzfaule genetisch gekoppelt sind. Mit dem Wissen
Uber Loci der Schwarzfauleresistenz ist es der Rebenzlichtung méglich, diese
im Zuchtverlauf zu beriicksichtigen bzw. aktiv zu integrieren. Grundlage der
Umsetzung dieses Ziels ist die Etablierung eines effizienten Resistenztests, um
die Merkmalsauspragung flr die Kreuzungseltern und jeden Nachkommen der
Population zu ermitteln. Die Durchfihrung eines Resistenztests ist auf
verschiedene Arten mdoglich weshalb verschiedene Testverfahren angewandt
und evaluiert werden.

Auf der Basis der Phéanotypisierung der Population mit den eingesetzten
Testvarianten und der vorhandenen genetischen Karte (Zhang et al. 2009)
erfolgen QTL-Berechnungen, mit denen die Loci im Genom, die fur die
Resistenz entscheidend sind, lokalisiert werden kénnen. AnschlieBend wird die
Markerdichte durch Entwicklung und Kartierung neuer Mikrosatelliten-Marker
(SSR-Marker) unter Nutzung der Vitis-=Genomsequenzen (Jaillon et al. 2007;
Velasco et al. 2007) im QTL-Bereich erhéht. Die Frage nach den
Resistenzmechanismen und Kandidatengenen, welche die Resistenz bedingen,
wird auf Basis mikroskopischer Untersuchungen bearbeitet und diskutiert.
Zudem werden erste Evaluierungen an genetische Ressourcen auf der Suche
nach weiteren Resistenzquellen gegen den Krankheitserreger vorgenommen,
um die Entwicklung einer mdglichst dauerhaften Resistenz gegen die
Schwarzfaule im Rahmen der Rebenziichtung zu erreichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Das Pathogen Guignardia bidwellii

Flr die Versuche wurde das Isolat Mo05 des Erregers der Schwarzfaule
Guignardia bidwellii, welches 2005 im Gebiet Mosel isoliert wurde, verwendet
(Molitor 2009). Dieses wurde vom Dienstleistungszentrum landlicher Raum
(DLR) Rheinpfalz, Neustadt a.d. Weinstr. zur Verfigung gestellt. Die
verwendeten Methoden zur Kultivierung und Sporengewinnung gehen auf
Caltrider (1960) und Jailloux (1992) zurtick. Zudem wurde im Sommer 2010 ein
weiteres Guignardia bidwellii-lsolat (Gf10) auf dem Gelénde des Instituts fir
Rebenziichtung Geilweilerhof, Pfalz von der Sorte ‘Regent’ isoliert, kultiviert und

verwendet.

2.1.2 Das Rebmaterial

2.1.2.1 Die Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’

Die Kreuzungspopulation V3125 (‘Trollinger’ x ‘Riesling’) x ‘Bérner’ (V. riparia
Gm183 x V. cinerea Arnold) umfasst 202 Individuen, welche aus Kreuzungen
der Jahre 1998 und 2001 am Institut flr Rebenzlichtung Geilweilerhof
stammen. Die Reben sind im Freiland gepflanzt. Die einzelnen Genotypen der
Population wurden vegetativ vermehrt und als Topfreben, die bis zu 50 cm hoch

waren, fir die Infektionsversuche verwendet.

2.1.2.2 Vitis-Arten und ausgewahlte Sorten

Die Sorte ‘Muller-Thurgau’ wurde bei allen Versuchen als anféllige Kontrolle
verwendet. Zudem wurden aus der Genbank des Geilweilerhofes verschiedene
Sorten als Stecklinge und im Freiland stehende Rebstécke flr die
Charakterisierung der Schwarzfiuleanfalligkeit verwendet. Sie sind in einer
Ubersicht in Tabelle 1 aufgelistet. Die Auswahl der Genotypen erfolgte unter
verschiedenen Gesichtspunkten. Es wurden einerseits Genotypen ausgewahilt,
die auf V.vinifera zurlickgehen und damit vermutlich anféllig fir die
Schwarzfaule sind, andererseits wurden auch Genotypen untersucht, in deren
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Stammbaum Wildartenakzessionen vorkommen oder eine Resistenz in
Literaturquellen beschrieben war. Gleichzeitig wurden Sorten in die Versuche
einbezogen, die als Kreuzungseltern in weiteren Kreuzungspopulationen am
Geilweilerhof verwendet wurden, um diese gleichzeitig auf ihre Eignung als

weitere Kartierungspopulation zu Uberprifen.

Tabelle 1: Ubersicht tber die verwendeten Sorten und Wildarten, sowie ihre Standorte am Institut ftir
Rebenziichtung Geilweilerhof.

Genotyp Standort
Black Rot Resistant 12 67-40-009
Black Rot Resistant 13 67-40-010
Black Rot Resistant 14 67-40-011
Black Rot Resistant 16 67-40-012
‘Bérner’ 23-01-95
‘Catawba’ 23-04-25
‘Chambourcin’ 40-09-19
‘Domina’ 52-01-21-22
‘Felicia’ 41-16
Gf.Ga-47-42 Parzelle 65
Gf.Ga-52-42 Parzelle 64
‘Isabella’ 23-12-25
‘Lemberger’ 51-09
‘Merzling’ 67-45-005
‘Miller-Thurgau’ 52-02-15-16
‘Pinot Blanc’ 52-10-002
‘Primitivo’ 37-25
‘Reberger’ 4141
‘Regent’ 51-12
‘Riesling’ 51-33
‘Seyval blanc’ 40-02-22
‘Solaris’ 51-36
‘Trollinger’ 51-15

V. aestivalis 67-43-100
V. amurensis 03-03-003
V. cinerea 03-02-013
V. labrusca 76-48-011
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V. riparia
V3125
‘Villard blanc’
‘Villaris’

2.1.3 Gerite

Geréat

ABI 3130xI Genetic Analyzer
ABI 9700 Thermocycler

Druckspriihgerat Prima 5

Fluoreszenzmikroskop DM4000B
Gefriertrocknung Beta 1102
Kamera DFC420C
Kugelmuhle Tissue Lyser
Liquidator °
NanoPhotometer Pearl
Neubauer Zahlkammer
PIPETMAN Neo®
Pipettierroboter FasTrans
Vortex-Genie 2

Zentrifuge 4K15

76-49-22
Parzelle 48
40-06-10
41-26

Hersteller

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

GLORIA Haus- und Gartengerate GmbH,
Witten

Leica, Wetzlar

Christ, Osterode

Leica, Wetzlar

Qiagen, Hilden

Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Implen, Minchen

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen

Gilson, Middleton, Wisconsin
AnalytikJena, Jena

Scientific Industries, Bohamia, NY

Sigma, Osterode

2.1.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalie/ Verbrauchsmaterial
0,5 und 1 Liter Glasflaschen

0,5; 1,5 und 2,0 ml ReaktionsgefaBe

96er/384er PCR-Platten

Anilinblau, wasserléslich
Bacto-Agar

Chemikalien fiir die DNA-Extraktion

Ethanol vergallt mit 1 % MEK

Hersteller

Schott AG, Mainz
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kisker Biotech, Steinfurt
Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg

(Lemke et al. 2011)
BASF, Nienburg Weser
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Chemikalie/ Verbrauchsmaterial
Hafermenhl

Hakaphos® griin
Liz-GréBenstandard

Milbeknock®

Natriumhypochloritldsung

Nematoden, Steinernema feltiae
Petrischale 94/16 PS m/Nocken
Primersynthese und 5’Fluoreszenzlabel
Tusche A

Type-it® Microsatellite-Kit

2.1.5 Software
Software

BioEdit 7

Gene Mapper 4.0
JoinMap 4
MapChart 2.2
MapQTL 6.0
SPSS 17.0
WebSat

2.2 Methoden

Hersteller

Kugler Muhle, Siebeldingen
Compo, Mlnster

JKI Geilweilerhof

Spiess-Urania Chemicals GmbH,
Hamburg

Merck, Darmstadt

Katz Biotech AG, Baruth

Paul Boéttger OHG, Bodenmais
Metabion, Planegg-Martinsried
Pelikan Holding AG, Schindellegi, CH
Qiagen, Hilden

Hersteller

Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
Kyazma, Wageningen, NL

(Voorrips 2002)

Kyazma, Wageningen, NL

SPSS inc., Chicago, USA

(Martins et al. 2009)

2.2.1 In vitro-Kultur von Guignardia bidwellii

2.2.1.1 Herstellung des Nahrmediums

Die Zusammensetzung des N&ahrmediums (OMA) fir die Kultivierung von
Guignardia bidwellii ist in Tabelle 2 nach Caltrider (1960) und Molitor (2009)
1 Liter-Glasflaschen

beschrieben. Die einzelnen Bestandteile wurden in

gegeben, autoklaviert und in Petri-Schalen ausgebracht.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir die Kultur des Schwarzfauleerregers (Molitor 2009).

Néahrmedium Zusammensetzung
40 g Bio-Hafermehl
Hafermehl-Agar (OMA) 15 g Bacto-Agar

1000 ml Aqua dest.

2.2.1.2 Passage und Propagation von Guignardia bidwellii

Die Passage des Pilzmaterials wurde in einem Turnus von 14 Tagen
durchgefiihrt. Dazu wurde auf OMA kultiviertes Pilzmycel in etwa 0,5 cm? groBe
Blocke geschnitten und auf frischen OMA-Nahrboden Ubertragen. Die
Kultivierung erfolgte im Kulturraum bei Dauerbeleuchtung mit 50 %
Schwarzlicht bei 25 °C.

2.2.1.3 Isolierung neuer Stamme und Blattpassagen

Um die Virulenz der gegebenen Stdmme zu erhalten, wurden halbjéhrlich
Blattpassagen des Erregers an Topfreben im Rahmen der Infektionsversuche
durchgefiihrt. Flr die Reisolation nach der Blattpassage und die Isolation des
neuen Stamms Gf10 wurden Lasionen aus Blattern ausgeschnitten,
oberflachensterilisiert, indem sie mit 10 %-iger Natriumhypochloritldsung
abgespult wurden und auf frische OMA-N&hrbdden ausgebracht. Nach einer
weiteren in vitro-Passage wurden die gewonnenen Isolate geerntet und die
Konzentration der Konidiensuspensionen ausgezahlt. Das Isolat mit der
groBten Sporulationsaktivitat wurde weiter kultiviert. Die Isolate mit geringerer

Sporulationsaktivitdt oder verunreinigte Isolate wurden verworfen.

2.2.1.4 Herstellung der Konidiensuspension

Die Sporengewinnung erfolgte zum Zeitpunkt der maximalen Sporenausbeute
zwischen der zweiten und dritten Woche nach der Passage. Die Pilzkulturen
wurden mit 10 ml Leitungswasser mindestens fir 10 min benetzt. AnschlieBend
wurden die gewonnenen Konidien abgegossen. Die Suspension wurde 10 min

auf einem Magnetriihrer gerihrt, um ein Aneinanderhaften der Konidien zu
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vermeiden. Mit einer Neubauer Zahlkammer wurde anschlieBend die
Konzentration der Sporen bestimmt. Fir alle Versuche wurde eine
Konzentration von 10*-10° Sporen/ml verwendet. Durch Zentrifugation (5000 g
fir 3 min) und Resuspension des Sediments oder Verdinnung wurde die
Konidiendichte auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Fir einen
Versuchsdurchlauf mit 600 Topfreben wurden 41 Konidiensuspension
hergestellt.

2.2.2 Kultur der Topfreben

Von Reben im Zuchtweingarten des Geilweilerhofes wurden im Januar eines
Versuchsjahres Holzruten geschnitten. Nach der Stratifikation (6 Wochen bei
4 °C) wurden 1-Augen-Stecklinge gepflanzt und zu Topfreben mit einer Hohe
von etwa 50 cm angezogen. Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen
(16 h Beleuchtung) bei Temperaturen zwischen 25 und 28 °C kultiviert.
Wahrend der Versuchsdauer wurden die Pflanzen taglich manuell befeuchtet.
Die Reben wurden vor dem jeweiligen Versuchsbeginn gedingt und mit
Milbeknock®  gegen  Spinnmilbenbefall, sowie  Nematoden gegen
Trauermiickenlarven behandelt. Nach Beendigung des Resistenztests wurden
die Pflanzen zurtickgeschnitten, sodass flir die néchste Versuchsreihe frische
und gesunde Triebe zur Verfliigung standen.

2.2.3 Phénotypisierung des Resistenzverhaltens des Rebmaterials
2.2.3.1 Infektion von Rebmaterial

Bei allen klnstlichen Infektionen wurde die Konidiensuspension mit einem
Spriihgerat ausgebracht. Eine Topfrebe oder ein Trieb wurden mit etwa 10 ml
Konidiensuspension infiziert. Die Inokulation der gesamten Kreuzungs-
population und der ausgewdhlten Sorten erfolgte demnach mit etwa 41
Konidiensuspension. Um die Blattndssedauer zu verlangern, wurden alle
kiinstlichen Inokulationen tber Nacht inkubiert. Im Klimaraum wurde dazu die
Luftfeuchte auf 95 % erhdht. Im Gewachshaus wurden je 6 Topfreben in einen
handelsublichen verschlossenen Kunststoffsack gestellt. Im Freiland wurden
einzelne Triebe mit handelsublichen Kunststoffsécken verpackt (vgl. Abbildung
3). Die Temperaturen lagen bei allen Infektionen zwischen 25 und 30 °C.
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Abbildung 3: Die Versuchsaufbauten zur Durchfiihrung der Infektionsversuche. Die Reben wurden als

Stecklinge in einem Klimaraum (links) und im Gewéachshaus (Mitte) kinstlich infiziert und unter
Kunststofffolien inkubiert. Im Freiland wurden einzelne Triebe infiziert und in Kunststoffsacken inkubiert
(rechts).

2.2.3.2 Versuche zur Phénotypisierung des Resistenzverhaltens und
deren Bonituren

Acht Versuche zur Phanotypisierung der Kreuzungspopulation wurden in den

Jahren 2009 - 2011 unter unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt. Diese

sind in Tabelle 3 aufgeflhrt.

Tabelle 3: Ubersicht Uber die Versuche zur Resistenzevaluierung der Kreuzungspopulation
V3125 x '‘Borner’. Aufgelistet sind die Benennungen, der Ort und der Zeitraum der Durchflihrung, sowie
das verwendete Schwarzfauleisolat.

Guignardia bidwellii

Versuch Ort Zeitraum

Isolat
2010-GF-01 Freiland 2010 Natdrliche Infektion
2009-KR-02 2009 Mo05
2010-KR-03 Juni 2010 Mo05
2010-KR-04 August 2010 Mo05 + Gf10
2010-KR-05 Klimaraum  September 2010 Mo05 + Gf10
2011-KR-06 Marz 2011 Mo05 + Gf10
2011-KR-07 Juni 2011 Gf10
2011-KR-08 Juli 2011 Gf10
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Freiland

Im Versuchszeitraum 2010 wurde der natirliche Befall der Population im
Freiland an zwei Pflanzen je Genotyp bonitiert (2010-GF-01). Die Bonituren
wurden am 28.06.2010 und am 06.08.2010 durchgefuihrt. Bonitiert wurde in 4
Klassen (0 — 3) nach Jabco (1984) und einem 5-Klassensystem (Tabelle 5).
Klimaraum

Fir den Versuch 2009-KR-02 wurden Teile der Population im August und
September 2009 infiziert. Die Infektionen der Versuche 2010-KR-03-05 wurden
jeweils am 14.06.2010, 10.08.2010 und 23.09.2010 durchgefiihrt. Die
Infektionen der Versuche 2011-KR-06-08 wurden am 16.03.2011, 08.06.2011
und 28.07.2011 vorgenommen. Bei diesen Versuchen wurde jeweils das
komplette Rebmaterial zeitgleich infiziert. Die Durchgénge 2009-KR-02 und
2010-KR-03 wurden nur mit dem Isolat Mo05 infiziert. Eine Mischung aus
beiden Isolaten wurde in den Durchgédngen 2010-KR-04, 2010-KR-05 und
2011-KR-06 verwendet. Die Durchgédnge 2011-KR-07 und 08 wurden nur mit
dem Isolat Gf10 infiziert.

Die erste Bonitur erfolgte 14 Tage nach der Infektion und eine zweite nach 21
Tagen. Betrachtet wurden je Topfrebe die 5 Blatter, die zum Zeitpunkt der
Infektion am jlngsten waren. Die Bonitur erfolgte durch Schétzen der
Befallsstarke in Prozent (das Verhaltnis der befallenen Blattfliche zur
Gesamtblattflache). Von diesen Werten wurde zusatzlich der Wert des am
starksten befallenen Blatts (Maximalwert) notiert und anschlieBend separat in
die QTL-Berechnungen eingegeben. Zudem wurde die Anzahl der befallenen
Blatter (Werte zwischen 0 und 30), der Zeitpunkt der ersten Infektion, das
Vorhandensein von Pyknidien und eine deutlich sichtbare Begrenzung der
Lasion festgehalten. Weiterhin wurden die Pflanzen zur Evaluierung eines
geeigneten Bonitursystems anhand drei verschiedener Systeme bewertet: (a)
durch ein 4-Klassensystem nach Jabco (1984), (b) durch ein 5-Klassensystem
und (c) durch ein bindres System. AuBer den Priifmerkmalen Befallsstarke und
dem 4-Klassensystem wurden alle Boniturschemata im Rahmen der
vorliegenden Arbeit entwickelt. Eine Ubersicht (iber alle Boniturvarianten findet
sich in Tabelle 4.
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Tabelle 4: Ubersicht (iber die verwendeten Schemata der Bonitur des Schwarzfaulebefalls. Aufgelistet sind
das jeweilige Priifmerkmal und die Beschreibung der Merkmalsauspragungen.
Prifmerkmal Beschreibung

Geschatzte befallene Flache im Verhaltnis zur

gesamten Blattflache (0 - 100%)

Maximalwert von 5 Werten. Geschatzte

Befallsstarke

Wert des am stérksten . . o
befallene Flache im Verhaltnis zur gesamten

Blattflache (0 - 100%)

befallenen Blattes

Anzahl der befallenen )
. . Werte zwischen 0 und 30 Blattern

Blatter eines Genotyps
Zeitpunkt der ersten Symptome nach 14, 21 Tagen oder keine
Symptome Symptome
Vorhandensein von . .

o Ja, nein oder keine Symptome
Pyknidien
Begrenzung der Lasion Ja, nein oder keine Symptome
System nach Jabco (1984) Klassen von 0 - 3
5 - Klassensystem 5Klassen: 9,7,5, 3, 1
Vorhandensein einer

. Ja oder nein
Infektion

2.2.3.3 Aufbereitung der Boniturdaten fiir die QTL-Berechnungen

Die Software MapQTL 6.0 benétigt flr die Berechnungen einen Zahlenwert pro
Genotyp. Deshalb wurden Boniturwerte, wie beispielsweise Angaben zum
Infektionsverlauf, entsprechend kodiert (vgl. Tabelle 5). Da innerhalb jedes
Einzelversuchs fir jeden Genotyp bis zu 3 Stecklinge und jeweils 5 Blatter
betrachtet wurden, wurden mit dem Programm Excel 2007 (Microsoft)

Mittelwerte und Summen der Datenpunkte je Genotyp errechnet.
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Tabelle 5: Ubersicht tber die angewandten Boniturverfahren und ihre Aufbereitung fiir das Programm

MapQTL. Dargestellt sind die jeweiligen Boniturdaten mit ihren Kodierungen und weiterfihrenden

Berechnungen, um je Steckling einen Zahlenwert zu erhalten, aus denen der Mittelwert fiir den Genotyp

gebildet wurde.

Boniturverfahren

Befallsstérke in %

Maximalwert

Anzahl

Zeitpunkt der
Symptome

Pyknidien
vorhanden

Lasionen

Boniturnote nach
Jabco (1984)

Berechnung

Berechnet wurde der Mittelwert aus den Befallsstarken in %
(maximal 15 Werte) und dann der Gesamtmittelwert der 3
Stecklinge

Berechnet wurde der Mittelwert aus 3 Maximalwerten
Berechnet wurde der Mittelwert der Anzahl der befallenen
Blatter (maximal 15) und dann aus den Werten der 3 Stecklinge
der Mittelwert

Die Daten wurden kodiert:

1 = Bonitur 1 (14 Tage nach der Inokulation)

2 = Bonitur 2 (21 Tage nach der Inokulation)

3 = keine Symptome

Aus diesen Werten wurde der Mittelwert je Genotyp gebildet
Die Daten wurden kodiert:

0 = keine Pyknidien

2 = Pyknidien vorhanden

Aus diesen Werten wurde der Mittelwert je Genotyp gebildet
Die Daten wurden kodiert:

0 = kein Befall

1 = begrenzte Lasionen

2 = verschiedene Auspragungen

3 = groBflachige Lasionen

Aus diesen Werten wurde der Mittelwert je Genotyp gebildet
0 = Kein Befall

1 = Nekrosen

2 = Eine oder wenige Lasionen mit Pyknidien

3 = Mehrere Lasionen

Aus diesen Werten wurden der Mittelwert und die Summe je
Genotyp gebildet
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Boniturverfahren Berechnung
9 = Kein Befall
7 = Sehr kleine abgegrenzte L&sionen ohne Pyknidien
5 = Eine Lasion mit Pyknidien (<1cm), einzelne Blatter sind
befallen
3 = Mehrere Lasionen mit Pyknidien, wenige Bléatter sind
5-Klassensystem
befallen
1 = Viele Lasionen oder groBe Lasionen mit Pyknidien, viele
Blatter sind befallen
Aus diesen Werten wurden der Mittelwert und die Summe je
Genotyp gebildet
0 = Kein Befall
Bindres System 1 = Befall
Aus diesen Werten wurde der Mittelwert je Genotyp gebildet

Es wurden insgesamt 13 Datensatze generiert, um die phanotypischen Daten
mit der genetischen Karte zu verrechnen. Zusatzlich zu den einzelnen
Datenséatzen flr die Ergebnisse der Versuche 2010-GF-01 bis 2011-KR-06
wurden auch kombinierte Datensétze erstellt: Ein Datensatz, in den alle
Versuche auBer 2009-KR-02 einflossen (Gesamt), drei isolatspezifische
Datensétze (Mo05, Mo05+Gf10, Gf10), sowie ein Datensatz, welcher die
Ergebnisse der Versuche 2010-KR-03 — 2011-KR-08 umfasst (Gesamt KR). Fir
diese Datensatze wurde der Mittelwert aus den jeweiligen Einzelwerten
gebildet.

Die Daten wurden mit der Software SPSS 17.0 statistisch ausgewertet.
Uberpriift wurde das Vorliegen einer Normalverteilung nach Kolmogorow—
Smirnow und deskriptiv durch einen Q-Q-Plot. Zuséatzlich wurden die
Ergebnisse aus einzelnen Versuchen stichprobenartig mit einem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test bei a = 0,05 verrechnet.
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2.2.3.4 Versuche an einzelnen Blattern und Blattscheiben

Infektionen von Blattscheiben und einzelnen Blattern wurden an anfalligen
Sorten wie ‘Muller-Thurgau’, ‘Regent’ oder ‘Reflex’ durchgefiihrt. Alle
aufgelisteten Versuchsvarianten wurden sowohl mit ganzen Bléttern als auch
mit Blattscheiben durchgefiihrt. Die Blattscheiben wurden mit Edelstahl-
Korkbohrern (@ = 12 mm) ausgestanzt und auf Wasseragar in Petrischalen
ausgebracht. Es wurde ein 0,6 %-iger Wasseragar verwendet. Fiir die Versuche
mit ganzen Blattern wurden junge Blatter verwendet, die mit dem Stiel mit
Wasseragar oder Wasser in Kontakt waren. Die Versuche mit ganzen Blattern
wurden nicht nur in Petrischalen, sondern auch in Reagenz- und Weckglasern
durchgefuhrt. Fur die Versuchsaufbauten, bei denen lediglich Wasser
verwendet wurde, wurden die Blatter entweder auf ein Gitter in einer
Plastikkiste ausgelegt oder in 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefdBe gesteckt (vgl.
Abbildung 4). Infiziert wurden die Blatter und Blattscheiben mit
Sporensuspensionen, wie sie auch fir die Versuche an Topfreben verwendet
wurden.

In allen Versuchsvarianten wurden in aufsteigender Reihenfolge verschiedene
Mengen an Sporensuspension aufgetragen (0-100 pl in 10 pl-Abstanden). Da
Calcium-lonen essentiell fir die Keimung der Konidien sind (Shaw und Hoch
2000) wurde den Sporensuspensionen in weiteren Versuchen 1 — 10 pl 50 mM
CaCl, oder eine Ca®*-EDTA/Hepes-Pufferldsung (pH =8,5) zugefiigt. Alle
Versuche wurden ebenfalls in Varianten mit leichten Verletzungen der Blatter
durch Stecknadeleinstiche wiederholt, um das Eindringen des Pathogens in das
Blatt zu erleichtern.
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Abbildung 4: Blattkulturen fir Infektionsversuche mit Guignardia bidwellii. Die Blattstiele waren entweder
mit Wasser oder mit Wasseragar in Kontakt. Rechts ist die Versuchsvariante in einem Reagenzglas und
links die Variante mit 1,5 ml ReaktionsgefaBen dargestellt.

Zusatzlich wurde ein Versuchsaufbau nach OIV-Descriptor 458 ,Resistenz
gegen Botrytis am Blatt* (Organisation Internationale de la Vigne et du Vin,
2009) auf die Anwendbarkeit bei Schwarzfaule getestet (vgl. Abbildung 5).
Dazu wurden in die Blatter mit einem Edelstahl-Korkbohrer Locher gestanzt
(9 =0,5cm). Die Blatter wurden auf einem Gitternetz ausgelegt, welches in
einer mit Wasser geflllten Schale stand. Somit hatten die Blattstiele mit dem
Wasser Kontakt. Auf die ausgestanzten Lécher wurden Mycelstiicke
(9 = 0,7 cm) der in vitro-Schwarzfaulekultur gelegt.

Abbildung 5: Versuchsaufbau zur Infektion der Blatter mit Mycel von Guignardia bidwellii in Anlehnung an
OIV-Descriptor 458 (OIV 2009) fir Botrytis.
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2.2.4 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Tuschenachweis

Das Mycel wurde von OMA-N&ahrboden entnommen und auf einen Objekttrager
Ubertragen. Zunachst wurde ein Wassertropfen aufgetragen und anschlieBend
Tusche hinzugegeben. Die Betrachtung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop
und anschlieBender Photodokumentation.

Qualitative Resistenzevaluierung auf Blattern

Die Probennahme flir die mikroskopischen Untersuchungen erfolgte im
Rahmen der Infektionsversuche im Klimaraum. Die verwendeten Stecklinge
wurden wie unter 2.2.3.1 beschrieben infiziert und inkubiert. Die Probennahme
erfolgte 1, 4 und 8 Tage nach der Infektion (dpi). Enthommen wurden einzelne
zum Zeitpunkt der Infektion junge Blatter. Die Blatter wurden in vergalltem
Ethanol (96 Vol %) mind. 3 Tage entfarbt und bis zu den mikroskopischen
Betrachtungen bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die farblosen Blatter wurden mit Anilinblau mindestens 45 Minuten angefarbt
und anschlieBend mit H,O abgespllt. Fir die Betrachtung mit dem
Fluoreszenzmikroskop wurden an den Blattrandern Teile des Blatts mit einem
Skalpell herausgeschnitten und auf einen Objekttrager Uberfihrt. Die
Dokumentation erfolgte photographisch. Die Keimrate und die Anzahl der
gebildeten Appressorien wurden in Prozentangaben hochgerechnet. Um eine
quantitative  Resistenzevaluierung durchzufihren, wurde das folgende
Testsystem etabliert.

Quantitative Resistenzevaluierung auf Blattscheiben

Die verwendeten Blatter wurden von Topfreben enthommen. Dabei wurden nur
junge, noch nicht vollstandig entwickelte Blatter verwendet. Aus diesen wurden
mit einem Korkbohrer Blattscheiben ausgestanzt (J=12mm) und in
Petrischalen  auf 0,6 %-igem  Wasseragar ausgelegt. 10pul der
Konidiensuspension wurden in der Mitte der Blattscheiben aufgetragen und die
Blattscheiben ohne Licht bei 23 °C inkubiert. Es wurden 2 Varianten
durchgefihrt. In Variante 1 wurden die Blattscheiben bereits nach 6 Stunden
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entnommen (6 hpi) und in Variante 2 nach 21 Stunden (21 hpi). Die
Blattscheiben wurden mit vergélltem Ethanol entfarbt und anschlieBend mit
Anilinblau wie oben beschrieben angefarbt. Unter dem Mikroskop wurden
jeweils 100 Konidien in der Mitte der Blattscheiben ausgezahlt. Festgehalten
wurden die Anzahl der Konidien und die Anzahl der gekeimten Sporen. Von
letzteren wurde die Anzahl der Konidien, die Appressorien gebildet haben,
separat festgehalten.

2.2.5 QTL- Analysen

Zur Bestimmung von QTL-Regionen wurde die genetische Karte mit den
phanotypischen Daten verrechnet. Dazu wurde das Programm MapQTL 6.0
verwendet. Grundlage war eine genetische Consensus-Karte, die auf SSR-
Markern basiert. Diese wurde fiir die Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’
bereits verodffentlicht (Zhang et al. 2009) und im Rahmen eines weiteren
Projektes (Fechter et al., in Vorbereitung) erganzt. Diese Daten wurden aus
Grinden des Urheberrechts nicht in die vorliegende Arbeit aufgenommen. Die
fir diese Arbeit relevanten und im Rahmen dieses Vorhabens bearbeiteten
Chromosomen 4, 14 und 16 sind im Anhang 1 abgebildet (vgl. Abbildung 16).
Berechnet wurden zunéchst die LOD-Werte Uber das ganze Genom uber IM.
Dabei wurden QTL detektiert. Mit Hilfe ausgewahlter Marker als Cofaktoren
wurden im MQM die QTL-Bereiche besser aufgeldst. Die Signifikanzgrenzen
wurden bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von p=0,05 Uber einen
Permutationstest mit 1000 Wiederholungen bestimmt. In Fallen in denen die
phanotypischen Daten nicht einer Normalverteilung entsprachen, wurden die
QTL zusatzlich durch eine Kruskal-Wallis-Analyse mit P = 0,01 abgesichert. Mit
diesem Test wird analysiert, welche Marker signifikant mit dem Merkmal
korreliert sind.

2.2.6 Kartierung der Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’

2.2.6.1 DNA-Extraktion

Von den fiir die molekularen Untersuchungen verwendeten Reben wurden etwa
1 cm? groBe Blattstlicke in geklhlten 96er-Deepwell-Platten gesammelt. Diese
wurden sofort bei -70 °C gefroren, lyophilisiert und das Blattmaterial mit einer
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Kugelmihle zerkleinert. Die DNA wurde nach dem Protokoll von Lemke et. al.
(2011) extrahiert. Die Konzentration wurde mit dem NanoPhotometer bestimmt
und auf 1 ng/ pl eingestellt.

2.2.6.2 Markerentwicklung

Ausgangsbasis flur die Kartierungsarbeiten war die genetische Karte der
Population V3125 x ‘Bérner’ (Zhang et al. 2009). Diese war zwischenzeitlich
hinsichtlich der Markerdichte verbessert worden, indem rund 200 weitere SSR-
Marker Kkartiert worden sind (Fechter et al.,, in Vorbereitung). Die
Verwendbarkeit der Primerpaare wurde in Vortests mit DNA der Eltern, der
GroBeltern und zehn Nachkommen Uberprift. Segregierende Marker wurden
auf die gesamte Population angewandt.

Zur weiteren Eingrenzung von QTL-Regionen wurden neue Marker entwickelt.
Hierflr wurden ausgewéhlte Abschnitte des Genoms der verdffentlichten 12x
Pinot Noir 40024-Sequenz (Jaillon et al. 2007) verwendet (www.genoscope.de).
Diese wurden mit dem Programm WebSat (Martins et al. 2009) auf
Mikrosatelliten untersucht. Voreingestellt wurde fir das Primerdesign eine
optimale Annealingtemperatur von 60 °C. Die erwartete Fragmentlange variierte
zwischen 80 und 400 bp. Uber das in WebSat integrierte Programm Primer 3
(Rozen und Skaletsky 1998) wurden geeignete Primer generiert, auf die nach
der Synthese das oben beschriebene Testverfahren angewendet wurde. Der
jeweilige Vorwarts-Primer wurde mit einem von vier Fluoreszenz-Farbstoffen
(Hex, Fam, Rox oder Tamra) markiert, um die Fragmentlangenbestimmung auf
dem Kapillarsequenzierer im Multiplex-Verfahren durchfiihren zu kénnen. Jeder
abgeleitete Primer wurde zuvor auf dem Genoscope Blast-Server
(http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/blast_server/projet_ML/blast.pl) auf die
Anzahl seiner Bindungsmaéglichkeiten tberprift. Lediglich die Primer, die der
gewinschten Position im Referenzgenom PN40024 entsprachen und keine
weiteren Bindungsstellen aufwiesen, wurden synthetisiert (Metabion, Planegg-
Martinsried) und experimentell getestet. Die entwickelten Primer sind im Anhang
2 aufgelistet (vgl. Tabelle 16). Benannt wurden die neuen Primerpaare nach
einer institutseigenen Nomenklatur. Vorangestellt ist GF fir Geilweilerhof, dann
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folgt die Nummer des Chromosoms (z.B. 14 fiur Chromosom 14) und mit einem
Bindestrich angehangt eine fortlaufende Nummerierung. Marker, die nicht
vollstandig informativ sind, erhalten durch einen Unterstrich angehangt
zusatzlich die ausgewertete Fragmentlange (z.B. GF19-05_298).

2.2.6.3 PCR

Die Amplifikation der Fragmente durch PCR erfolgte mit dem Qiagen Type—it®
Microsatellite-Kit nach Anleitung des Herstellers in 10 pl Gesamtvolumen. Es
wurden fluoreszenzmarkierte Primer (0,2 uM) sowie 1 pl Template-DNA
(1 ng/ul) in die Reaktion eingesetzt. Die PCR startete mit einem flinfminitigen
Aktivierungsschritt bei 95 °C. Der Amplifikationszyklus erfolgte durch eine
Denaturierung bei 95 °C flir 30 sec und dem Annealing bei 60 °C fir 90 sec mit
einem einminltigen Elongationsschritt bei 72 °C. Die Zyklen durchliefen 30
Wiederholungen. Beendet wurde die Amplifikation durch einen abschlieBenden
30-minltigen Elongationsschritt bei 72 °C.

2.2.6.4 Bestimmung der Fragmentldangen und Erstellung einer
genetischen Karte

Die Langen der PCR-Fragmente wurden mit einem ABI-Kapillar-Sequenzierer
unter Verwendung des POP7-Polymers bestimmt. Die Daten wurden mit dem
Programm GeneMapper 4.0 ausgewertet.

Die Ergebnisse der Markeranalysen wurden fur das Kartierungsprogramm
JoinMap 4.0 entsprechend der Herstelleranweisung kodiert (vgl. Tabelle 6) und
in die genetische Karte integriert. Diese wurde zuséatzlich durch Daten, die in
einem weiteren Projekt des Instituts generiert wurden, erganzt (Fechter et al., in
Vorbereitung). Die Segregation der Marker wurde mit dem Chi-Quadrat-Test
Uberpraft. Marker mit zu hohen Werten, die nicht dem Aufspaltungsverhaltnis
entsprachen oder mehr als 40 % Fehlistellen wurden nicht in die genetische
Karte integriert. Die Karte wurde unter Verwendung der Kosambi-Funktion
(Kosambi 1944) erstellt, wobei ein LOD-Wert von 6 oder héher angenommen

wurde.

32



Material und Methoden

Tabelle 6: Kodierung der Vererbungsmuster fir die Genotypen der Rebenpopulation, um diese fiir das

Programm JoinMap 4.0 zu verwenden.

Code

<abxcd>

<efxeg>

<hkxhk>

<lmxll>

<nnxnp>

Segregationsmuster

Der Locus beider Eltern ist
heterozygot, alle Allele
unterscheiden sich

Der Locus beider Eltern ist
heterozygot, drei Allele
unterscheiden sich

Der Locus beider Eltern ist
heterozygot, mit jeweils
gleichen Allelen

Nur der mutterliche Locus ist
heterozygot

Nur der vaterliche Locus ist
heterozygot

Anzahl der
informativen
Allele

vier

drei

zwei

eins oder zwei

eins oder zwei

Aufspaltungsverhaltnis
der Nachkommen
1:1:1:1

1:1:1:1

3:1 oder 1:2:1

1:1

1:1
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3 ERGEBNISSE

3.1 Anzucht von Guignardia bidwellii

3.1.1 Kultur des Pathogens

Als hemibiotropher Pilz kann Guignardia bidwellii auf der Wirtspflanze bei 25 —
27 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% oder auf kinstlichem
Nahrmedium vermehrt werden. Zur Produktion von Inokulum bot sich die
weniger aufwendigere und sicherere Kultur auf Hafermehlmedium nach
Caltrider (1960) und Molitor (2009) an. Nach der Etablierung der Methode am
Institut fir Rebenzlchtung Geilweilerhof wird der Pilz im 2-w&chigen Wechsel
auf Hafermehlmedium kultiviert (vgl. 2.2.1.2) und es ist jederzeit mdglich,
Sporensuspension auch in groBen Mengen flr Versuche zu gewinnen. In den
Untersuchungen wurde durch Reinfektionsversuche nachgewiesen, dass die
Sporensuspension ohne Verlust der Keimféhigkeit bei 4 °C bis zu 14 Tage
gelagert werden kann, was fur Resistenztests die Versuchsdurchfiihrung bei
groBen Probenumfangen erleichtert.

3.1.2 Verwendung verschiedener Isolate

Zu Beginn der Arbeiten stand das Isolat Mo05 zur Verfligung. Dieses erzeugt
eine Sporendichte von etwa 10* Konidien/ml. Im Sommer 2010, ein glinstiges
Jahr fur die Entwicklung des Pilzes im Freiland, wurde ein neues Isolat (Gf10)
von der Sorte ‘Regent’ am Geilweilerhof gewonnen. Dieses bildet eine deutlich
héhere Sporendichte von etwa 10° Konidien/ml. Durch die Verwendung von
zwei verschiedenen Isolaten fir die Phanotypisierung des Rebmaterials konnte
zusatzlich die experimentelle Voraussetzung geschaffen werden, ein mdgliches

isolatspezifisches Resistenzverhalten friihzeitig zu erkennen.

3.2 Entwicklung der Resistenztests und Boniturschemata

Die Schwarzfaule war in Deutschland bis 2002 kein Problem in der
Weinbaupraxis (vgl. 1.2) und wurde daher ziichterisch nicht bearbeitet. Deshalb
lagen zu Beginn der Arbeiten keine standardisierten Resistenztests und
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Boniturschemata vor. Gleichzeitig stellte die vergleichende Bearbeitung von
202 Genotypen eine logistische Herausforderung dar. Die Entwicklung dieser
Methoden ist ein zentrales Ergebnis, das zur besseren Verstandlichkeit bereits
unter Material und Methoden beschrieben wurde und im Folgenden nur kurz
dargestellt wird. Zundchst wurden Bonituren an drei unterschiedlichen
Versuchsorten (Klimaraum, Gewéchshaus und Freiland) mit Stecklingen und
Reben im Freiland der gleichen Sorten und Zuchtstimme erhoben (vgl.
2.2.3.2). Die Resultate sind unter 3.3.1 aufbereitet. Gleichzeitig wurde an
Testsystemen gearbeitet, die ein Infizieren einer kompletten Pflanze durch die
Verwendung von einzelnen Blattern oder Blattscheiben ersetzen (vgl.2.2.3.4)
sollten.

Standardisierte Untersuchungen zur Schwarzfauleresistenz erfordern aufgrund
spezifischer  Infektionsbedingungen kontrollierte  Umwelten. In  nicht-
klimatisierten Gewachshausern oder im Freiland sind diese nicht gegeben.
Versuche an Topfreben im Klimaraum haben hingegen gezeigt, dass es
mdoglich ist, eine gréBere Anzahl bezlglich ihrer Schwarzfiuleresistenz zu
evaluieren. Dementsprechend wurden die Infektionsversuche an der
Kreuzungspopulation V3125 x ‘Borner’, die mit Wiederholungen zeitgleich
mindestens 606 Reben umfasst, im Klimaraum durchgefiihrt. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurden die Bonitursysteme evaluiert (vgl. 3.4.2). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neun Bonitursysteme entwickelt (vgl.
Tabelle 4). Die Evaluierung dieser erfolgt unter 3.4.3 und 3.6.

Da sich bei Resistenzevaluierungen auch die Frage nach dem
Resistenzmechanismus stellt, wurden lichtmikroskopische Untersuchungen an
Blattmaterial von inokulierten Stecklingen durchgefiihrt, die unterschiedliche
Entwicklungen von Guignardia bidwellii auf resistenten und anfalligen
Genotypen aufzeigen (vgl. 3.5.2). Dadurch ergab sich die Planung eines
Resistenztests auf Blattscheiben mit einer quantitativen Auswertung unter
Verwendung eines Mikroskops (vgl. 3.5.3).
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3.3 Resistenzevaluierung der genetischen Ressourcen und
Sorten

3.3.1 Versuche an Topfreben und an Freilandreben

Neben den Phanotypisierungen der Kreuzungspopulation im Klimaraum wurden
zeitgleich 30 Rebsorten und Vitis-Akzessionen mit je drei Pflanzen pro Genotyp
infiziert (vgl. 2.2.3.1) und nach dem 5-Klassensystem bonitiert. Die Ergebnisse
aus den drei unabhangigen Versuchsreihen Marz, Juni und Juli 2011 sind in
Tabelle 7 aufgelistet. Aufféllig ist dabei die Tendenz, dass die Pflanzen durch
wiederholtes Infizieren anfalliger zu werden scheinen. Deutlich ist dies bei den
verwendeten Pflanzen der Sorte ‘Chambourcin’ zu sehen. Wurden die Pflanzen
im Marz 2011 noch mit der Note 9 als resistent bewertet, zeigten sie im Juli
einen starken Befall und wurden als sehr gering resistent bewertet.

Tabelle 7: Die Boniturnoten der im Klimaraum infizierten Reborten und Vitis-Arten. Angegeben sind die
jeweiligen Boniturnoten (1 = anféllig — 9 = resistent) aus den Versuchen Marz, Juni und Juli 2011. Eine
Vielzahl von Stecklingen war fiir die Versuche im Marz noch nicht verfligbar, Stecklinge anderer Sorten
waren im Verlauf der Versuche ausgefallen (*).

Genotyp Marz 2011 Juni 2011 Juli 2011
‘Borner’ 9 9 9
‘Catawba’ * 8 6
‘Chambourcin’ 9 8 2
‘Domina’ * 6 1
‘Felicia’ * 9 9
‘Isabella’ * 9 8
‘Lemberger’ * 8 1
‘Merzling’ * 9 9
‘Mller-Thurgau’ 5 5 4
‘Pinot blanc’ 7 * *
‘Primitivo’ * 8 1
‘Reberger’ * 6 1
‘Regent’ 3 7 4
‘Riesling’ * 7 4

36



Ergebnisse

‘Seyval Blanc’

‘Solaris’

‘Trollinger’

‘Villard Blanc’

‘Villaris’

Black Rot Resistent 12
Black Rot Resistent 13
Black Rot Resistent 14
Black Rot Resistent 16
Gf.Ga-47-42
Gf.Ga-52-42

V. aestivalis

V. cinerea

V. labrusca

V. riparia

V3125

8,5

© © © ©O© o

*

g © © © N o © ©

*
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Dreizehn Sorten und Vitis-Akzessionen wurde auch im Gewéachshaus infiziert.

Sie sind in Tabelle 8 mit den jeweiligen Boniturnoten 14 und 21 Tage nach der

Inokulation aufgelistet. Grundsatzlich ist es durch die Verwendung von

Kunststofffolien zur Erhdhung der Luftfeuchte mdglich, Reben im Gewéchshaus

zu infizieren, da so die Blattnassedauer ausreichend verlangert wird.

Abbildung 6: Mit Guignardia bidwellii inokulierte Topfreben im Gewé&chshaus (links) und typische

Schadsymptome an einer infizierten Pflanze (rechts).
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Ein groBer Teil der unter Gewéchshausbedingungen charakterisierten Sorten
wurden auch im Freiland artifiziell infiziert. Die jeweiligen Boniturnoten sind in
Tabelle 9 aufgelistet. In Ubereinstimmenden Resultaten weisen die Sorten
‘Felicia’, ‘Merzling’, ‘Villard Blanc’ und der Zuchtstamm Gf.Ga-47-42

Resistenzen gegen die Schwarzfaule auf.

Tabelle 8: Ergebnisse der im Gewéchshaus infizierten Sorten. Angegeben sind die Sorten und die
Ergebnisse der Bonituren (1 = anfallig; 9 = resistent) nach 14 und 21 Tagen.

Genotyp 14 dpi 21 dpi
‘Catawba’
‘Lemberger’
‘Merzling’
‘Primitivo’
‘Reberger’
‘Seyval Blanc’
‘Solaris’
‘Trollinger’
‘Villard Blanc’
‘Villaris’
Gf.Ga-47-42
Gf.Ga-52-42
V. labrusca

© = ©O© © © = O O N W O w o
W = N W N =N =, w2 ;g

Tabelle 9: Ubersicht {ber die verwendeten Sorten und deren Boniturergebnisse nach kinstlichen
Infektionen im Freiland (vgl. 2.2.3.1).

Sorte/ Zuchtstamm Boniturnote
‘Felicia’ 7
‘Lemberger’
‘Merzling’
‘Muller-Thurgau’
‘Primitivo’
‘Reberger’
‘Regent’

- W W W = O =

‘Trollinger’
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Sorte/ Zuchtstamm Boniturnote

‘Villard blanc’ 7
‘Villaris’ 5
Gf.Ga-47-42 9
Gf.Ga-52-42 3

Die an allen drei Versuchslokalitditen kinstlich infizierten und mit dem
5-Klassensystem bonitierten Sorten wurden in Tabelle 10 mit den jeweiligen
Boniturnoten nebeneinandergestellt. Zusatzlich ist der Mittelwert angegeben.
Die Ergebnisse liefern unabhangig von dem Ort des Versuches vergleichbare
Werte. Somit sind die Sorten ‘Felicia’, ‘Merzling’, ‘Villard Blanc’ und der
Zuchtstamm Gf.Ga-47-42 resistent. Dagegen sind die Sorten ‘Lemberger’,
‘Miller-Thurgau’, ‘Primitivo’, ‘Reberger’, ‘Trollinger’ und der Zuchtstamm Gf.Ga-
52-42 anfallig fir Schwarzfaulebefall. Die Sorten “Villaris’ und ‘Regent’ besitzen
eine mittlere Anfalligkeit.

Tabelle 10: Gegenlberstellung der Boniturergebnisse der Sorten im Freiland, aus zwei unabhangigen
Wiederholungen im Klimaraum (KR) und im Gewachshaus. Zusétzlich wurde der Mittelwert aus den
Einzelversuchen angegeben. Die Boniturnoten wurden von 1 =anféllig bis 9 =resistent vergeben.

Fehlende Daten sind auf ungeeignetes Pflanzenmaterial zurlickzufiihren (*).

Freiland- KR Juni KR Juli Gewéchs- Mittel-
Sorte bonituren 2011 2011 haus wert
‘Felicia’ 7 7 9 7 7,50
‘Lemberger’ 1 3 1 1 1,50
‘Merzling’ 9 7 9 5 7,50
‘Muller-Thurgau’ 1 3 3 1 2,00
‘Primitivo’ 3 5 1 3 3,00
‘Reberger’ 3 3 1 1 2,00
‘Regent’ 8 5 5 * 4,33
‘Trollinger’ 1 3 1 1 1,50
‘Villard blanc’ 7 g * 7 7,67
‘Villaris’ 5 5 7 3 5,00
Gf.Ga-47-42 9 9 * 7 8,33
Gf.Ga-52-42 3 3 3 1 2,50
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3.3.2 Infektionsversuche an einzelnen Blattern

Mit den in 2.2.3.4 beschriebenen Methoden wurden an einzelnen Bléttern in
vitro-Infektionsversuche durchgefihrt. Trotz mehrfacher Wiederholungen wurde
kein Befall mit Schwarzfaule festgestellt. Die Versuche mit Wasseragar als
Kultursubstrat der Blatter fiihrten jedoch zu einem Befall durch Faulnispilze.
Durch die Verwendung von Wasser statt Wasseragar wurden die Blatter erst
nach etwa 18 Tagen von F&ulnispilzen befallen. Dennoch konnte die
Schwarzfaule in den Blattern nicht etabliert werden.

3.4 Resistenzevaluierung der Kreuzungspopulation
V3125 x’Borner’

3.4.1 Erhebungen im Freiland

Die Reben, die in zwei benachbarten Parzellen aufgepflanzt sind, waren im
Jahr 2010 flachendeckend befallen. Im Jahr 2011 war der Schwarzfaule-Druck
in den betreffenden Parzellen dagegen sehr gering und der Befall konnte daher
in diesem Jahr nicht erfasst werden.

3.4.2 Versuche an Stecklingen

Erste Versuche zur Phanotypisierung mit einer kleineren Anzahl an Topfreben
wurden im Spatsommer 2009 durchgefihrt, um Erfahrungen fir die in der
folgenden Vegetationsperiode anstehenden GroBversuche zu sammeln und
erste Daten zu erheben. An 60 Genotypen der Population V3125 x 'Borner’
wurden Infektionsversuche vorgenommen, bei denen sich der gewahlte
Versuchsaufbau bewahrte (vgl. Abbildung 6). Die Verwendung von drei
Pflanzen je Genotyp sicherte die Charakterisierung eines Genotyps bezlglich
seiner Anfalligkeit flr Schwarzféule ab. Die Bonituren im Jahr 2009 zeigten,
dass die Nachkommen der Kreuzungspopulation V3125 x 'Bérner’ bezlglich
des Merkmals der Anfélligkeit bzw. Resistenz gegen Schwarzfaule segregieren.
Demnach ist die Population fur genetische Kartierungsuntersuchungen dieses
Merkmals geeignet.
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Sechs weitere unabhéngige Versuchsreihen (2010-KR-03 bis 2011-KR-08)
wurden in einem Klimaraum jeweils mit dem kompletten Rebmaterial von 202
F1-Individuen der Kartierungspopulation durchgefiihrt. Insgesamt wurden somit
etwa 3600 Weinreben getestet (202 Genotypen x 3 Stecklinge pro Genotyp x 6
Versuchsreihen). Die Phé&notypisierung erfolgte mit den in dem Vorversuch
2009-KR-02 erarbeiteten neun Boniturverfahren (Tabelle 4). Diese Datensatze
bilden die Grundlage fir die folgenden QTL-Berechnungen (vgl.3.6).

3.4.3 Evaluierung der Boniturschemata

Die Auspragung von quantitativen Merkmalen innerhalb einer Population folgt in
der Regel einer Normalverteilung. Dies stellt fir eine aussagekréftige QTL-
Analyse eine  wichtige = Voraussetzung dar. Die verschiedenen
Phénotypisierungsdatensatze der Kartierungspopulation wurden daher
zundchst auf den Grad der beobachteten Normalverteilung statistisch
untersucht. Die Ergebnisse der Resistenzevaluierung der Kreuzungspopulation
entsprachen jedoch nicht einer Normalverteilung. In Abbildung 7 ist beispielhaft
in einem Normal-Q-Q-Plot das Testergebnis auf Normalverteilung flr das
Prufmerkmal Befallsstérke in % des Datensatz 2010-KR-03 gezeigt. Im direkten
Vergleich der Prifmerkmale war festzustellen, dass sich die Ergebnisse bei
Verwendung des 5-Klassensystems am starksten einer Normalverteilung
anndherten, da bei diesem Phanotypisierungsschema eine deutlich geringere
Anzahl an AusreiB3ern beobachtet wurde (vgl. Abbildung 7, unten).
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Abbildung 7: Beispiele der Normal-Q-Q-Plots. Das obere Diagramm zeigt das Ergebnis des Tests auf
Normalverteilung auf der Grundlage des Datensatzes 03-KR-2010 und dem Prifmerkmal Befallsstarke
in %. Das Untere wurde auf Grundlage der Ergebnisse 08-KR-2011 und dem Priifmerkmal 5 Klassen
erstellt. Deutlich zu sehen ist, dass sich die Datenpunkte im unteren Diagramm der Gerade ann&hern und
damit einer Normalverteilung eher entsprechen.
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3.5 Lichtmikroskopische Untersuchungen

3.5.1 Morphologie von Guignardia bidwellii

Mit mikroskopischen Methoden wurden alle pilzlichen Entwicklungsstadien
beobachtet, die fiir die Infektion relevant sind. Durch einen Tuschenachweis
wurde der bereits von Kuo und Hoch (1995) beschriebene Schleim an Mycel
von Nahrbdden beobachtet. Dieser kann im Gegensatz zu Wasser die Tusche
nicht aufnehmen und setzt sich hell ab (vgl. Abbildung 8a). Die Hyphen (vgl.
Abbildung 8b) und Konidien (vgl. Abbildung 8c) sind zusatzlich im
Tuschenachweis an Mycel zu erkennen.

Inokuliertes Blattmaterial wurde aus den Infektionsversuchen an Stecklingen
entnommen. Dieses wurde entfarbt und anschlieBend mit Anilinblau gefarbt
(vgl. 2.2.4) So wurden durch lichtmikroskopische Untersuchungen an
Pflanzenmaterial die Konidien und ihre Keimung, sowie die Appressorien (vgl.
Abbildung 8d-f) photographisch dokumentiert. In Abbildung 9 sind einzelne
Stadien der Entwicklung des Hyphennetzes im Blatt von Guignardia bidwellii in
starker VergrdBerung dargestellt. Diese Bilder geben unabhangig vom Genotyp
einen Uberblick iiber den Entwicklungsverlauf und die Morphologie von
Guignardia bidwellii.
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e) E‘

Abbildung 8: Ubersicht tiber die Morphologie von Guignardia bidwellii. Zu sehen sind die Nachweise des

das Mycel umgebenden Schleims mit Tusche (a-c), wobei sich der nicht gefarbte Schleim hell vom
umgebenden Wasser mit gelésten Tuschepartikeln absetzt. Deutlich sind sowohl die Hyphen (b) und die
Konidien (c) zu erkennen, wie sich diese bei der Kultur auf Hafermehlnéhrboden entwickeln. Die weiteren
Aufnahmen nach Farbung mit Anilinblau auf Blattmaterial zeigen eine Konidie (d), eine ausgekeimte
Konidie (e) und ein Appressorium mit der leeren Sporenhiille (f).
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Abbildung 9: Verschiedene Entwicklungsstadien der Hyphennetze von Guignardia bidwellii. Zunéchst
dringt der Pilz Uber das Appressorium von der Blattoberseite in das Blatt ein (a) und bildet dort die ersten
Hyphen. Diese wachsen zwischen den Zellwénden der Epidermiszellen (b), verzweigen sich und bilden
groéBere Hyphennetze (c — d).

3.5.2 AQualitative Resistenzevaluierung an infizierten Blattern von
Stecklingen ausgewahlter Rebsorten

Das Blattmaterial wurde von infizierten Topfpflanzen entnommen. Nach dem
Entfarben der Blatter wurden die pilzlichen Strukturen mit Anilinblau gefarbt
(vgl. 2.2.4) und unter Verwendung eines Lichtmikroskops eine qualitative
Evaluierung der Genotypen vorgenommen. Dies erfolgte durch ein Schéatzen
der Keimrate und der Anzahl der gebildeten Appressorien in Prozent. Es
wurden zwei Wiederholungen der Versuche durchgefuhrt: die erste im Juli
2011, die zweite im September 2011.

Die folgenden Beobachtungen wurden in Abbildung 10 photographisch
dokumentiert.
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Bei der Sorte ‘Muller-Thurgau’ waren zum Zeitpunkt 1 dpi bis zu 90 % der
Konidien von Guignardia bidwellii, die sich auf den Blattstiicken befanden,
ausgekeimt und bildeten Appressorien. Die Proben 4 dpi und 8 dpi zeigten im
ersten Durchlauf (Juli 2011) keine Pilzstrukturen. Im zweiten Durchlauf
(September 2011) konnten Hyphennetze mit einem Durchmesser von etwa
100 pm detektiert werden.

Auf dem Zuchtstamm V3125 zeigte Guignardia bidwellii einen &hnlichen
Infektionsverlauf. Rund 80 — 90 % der Sporen bildeten Appressorien (1 dpi).
Acht Tage nach der Infektion war eine Vielzahl an Hyphennetzen auf den
Blattstlicken zu finden, die zwischen 50 und 150 um groB3 waren. Auch in der
Wiederholung zeigte sich derselbe Infektionsverlauf.

Auf der Arthybride ‘Bérner’ zeigte der Erreger ein anderes Verhalten. Es
keimten nur 1 % der Sporen aus und auch nach acht Tagen war kein weiteres
Fortschreiten der Infektion zu beobachten. In der Versuchswiederholung wurde
diese Beobachtung bestatigt.

Unterschiedliche Infektionsverlaufe wurden bei den Versuchen mit der Sorte
‘Regent’ beobachtet. Im ersten Versuch keimten rund 30 % der Sporen aus und
bildeten nach einem Tag Appressorien. Diese waren jedoch auf dem
Blattmaterial nach 4 dpi und 8 dpi deformiert und die Infektion setzte sich nicht
fort. In der Versuchswiederholung hingegen bildeten 95 % der vorhandenen
Sporen Appressorien (1 dpi) und die Probe 8 dpi zeigte mehrere Hyphennetze.
Guignardia bidwellii zeigte auf ‘Trollinger’ bei beiden Wiederholungen den
gleichen Infektionsverlauf. Rund 30 % der Sporen bildeten nach einem Tag
Appressorien und es wurde bereits nach 4 Tagen ein Wachstum der Hyphen
beobachtet. Die resultierenden Hyphennetze waren durchschnittlich 100 um
groB (8 dpi).

Auf ‘Felicia’ bildeten rund 70 % der Sporen Appressorien (1 dpi), die jedoch
nicht in die Blatter eindrangen (4 und 8 dpi). Eine Wiederholung konnte
aufgrund des spéaten Zeitpunkts in der Vegetationsperiode (September) und des
dadurch gehemmten Pflanzenwachstums nicht durchgefiihrt werden.

Die Keimrate von Guignardia bidwellii auf ‘Villaris’ betrug 20 % (1 dpi), aber die

Infektion wurde blockiert (8 dpi). Die Versuchswiederholung bestétigte diesen
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Verlauf. Die Keimrate war mit 70 % héher (1 dpi), doch das Pathogen drang
wieder nicht in das Blatt ein (8 dpi).

Auf ‘Merzling’ waren bei einer Keimungsrate von rund 20 % nach einem Tag
mehr Keimschlauche als Appressorien zu beobachten. Auch nach 8 Tagen
waren noch eine Vielzahl der Appressorien und nur ein kleines Hyphennetz mit
einem Durchmesser von 50 um zu finden. In der Wiederholung lag die Keimrate
mit etwa 50 % hoher (1 dpi) und es wurden mehrere Hyphennetze beobachtet
(8 dpi).

Die Infektion auf ‘Riesling’ erfolgte mit einer Keimrate von 90 % (1 dpi) und
bereits nach 4 Tagen bildeten sich kleine Hyphennetze (50 um), deren Anzahl
im weiteren Infektionsverlauf zunahm (8 dpi). In der Wiederholung war die
Keimung mit etwa 30 % geringer (1 dpi), doch die Anzahl der Appressorien
nahm zu (4 dpi) und es traten Hyphennetze auf (8 dpi).

Von den Sporen auf V. cinerea bildeten in beiden Durchgangen nur wenige
Appressorien aus (1 dpi), die sich nicht weiter entwickelten (4 dpi). Auffallig war,
dass auf den Proben von 8dpi kaum noch Sporen oder Appressorien
beobachtet wurden. Zusétzlich war in den mikroskopischen Aufnahmen eine
dichte Behaarung der Blattoberseite sichtbar.

Die Keimungsrate auf V. riparia betrug nach einem Tag 5 % und es bildeten
sich keine Appressorien (4 —8 dpi). In der Wiederholung war ebenfalls eine
geringe Keimungsrate von weniger als 10 % zu beobachten (1 dpi). Nach 4
Tagen war jedoch eine groBere Anzahl von Appressorien zu finden, die im
weiteren Entwicklungsverlauf noch zunahm. Desweiteren bildete sich ein

kleines Hyphennetz von rund 50 pm (8 dpi).
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Abbildung 10: Die Etablierung von Guignardia bidwellii auf ‘Muller-Thurgau’ zeigte viele Appressorien und
groBe Hyphennetze (a + b). Die Infektion des Zuchtstamms V3125 verlief &hnlich (c + d), wohingegen die
Keimrate auf ‘Bérner’ nur 1 % betrug und sich der Pilz nicht entwickelte (e + f).
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Fortsetzung der Abbildung 10: Unterschiedliche Infektionsverlaufe wurden auf der Sorte ‘Regent’
beobachtet. Abgebildet sind Aufnahmen aus der Versuchswiederholung, in der sich viele Appressorien
und im Laufe der Infektion groBe Hyphennetze ausbildeten (g + h). Ahnlich hoch waren die Keimraten mit
70 % auf den Blattern von ‘Trollinger’ und ‘Felicia’ (i + k), jedoch bildeten sich bei Ersterem groBe
Hyphennetze (j) und bei Letzterem war kein Eindringen des Pilzes in das Blatt zu erkennen ().
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Fortsetzung der Abbildung 10: Die Sorte ‘Villaris’ ermdglichte eine hohe Keimrate von Guignardia bidwellii,
doch keine weitere Entwicklung des Pilzes (m + n). Auf ‘Merzling’ zeigte sich eine mittlere Keimrate und im
weiteren Verlauf der Infektion bildeten sich Hyphennetze (o +p). Auf ‘Riesling’ wurden eine hohe Keimrate
und Hyphenwachstum bereits nach 4 Tagen beobachtet (q + r).
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Fortsetzung der Abbildung 10: Auf V. cinerea bildeten sich keine Appressorien und es fand keine

Entwicklung von Hyphen statt (s + t). Bei Blattern von V. riparia wurden unterschiedliche Entwicklungen
beobachtet. Bei der ersten Infektion war die Keimrate gering und es bildeten sich auch nach 8 Tagen
keine Hyphen (u + v). Nach dem wiederholten Infizieren der Pflanzen wurden bei 8 dpi Hyphennetze
beobachtet.

3.5.3 Quantitative Resistenzevaluierung an Blattscheiben

Ein schnelleres und einfacheres Testverfahren als den Test an Topfreben zur
Resistenzevaluierung von einer Anzahl von mehr als 600 Reben ist
erstrebenswert. Dazu wurde ein quantitativer Test auf inokulierten Blattscheiben
mit mikroskopischer Auswertung nach Farbung mit Anilinblau durchgefihrt (vgl.
2.2.4). Es wurden von 14 Genotypen je vier Blattscheiben aus jungen Blattern
ausgestochen. Diese wurden mit einem Tropfen Sporensuspension beimpft und
das Keimungsverhalten von 100 Sporen nach sechs Stunden unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Die Versuchsreihe wurde wiederholt, wobei die
Inkubationszeit auf 21 Stunden erh6ht wurde. Die Versuche einer quantitativen
Bestimmung der Resistenz von Rebsorten an Blattscheiben flihrten zu keinem
eindeutigen Ergebnis. Eine Zusammenfassung der Daten zeigt Tabelle 11.
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Einerseits waren signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Blattscheiben zu beobachten (wie z.B. bei V3125). Andererseits schienen aus
der Anzahl an gekeimten Sporen keine Rickschlisse auf das
Resistenzverhalten der Sorten moglich. Beispielsweise wurde bei der anfélligen
Sorte ‘Miller-Thurgau’ erwartet, dass die Keimrate hoch sei. Der Mittelwert
erreichte allerdings lediglich rund 57 %, wohingegen auf den Blattscheiben von
‘Borner’ viele Sporen auskeimten, obwohl diese Sorte in den Versuchen an
Topfreben nie Befall zeigte. Keine der verwendeten Sorten zeigte Keimraten,
die Ruickschlisse auf die jeweilige Resistenzauspragung zulassen und die
Resistenzeigenschaften eines Genotyps sind mit dieser Methode nicht
feststellbar.

Tabelle 11: Quantitative Auswertung der Infektionsversuche an Blattscheiben. Fir jede Sorte sind die
Ergebnisse von vier Blattscheiben und ihr Mittelwert angegeben. Aufgelistet sind die Anzahl der Konidien,
die nicht ausgekeimt sind (Spore), sowie die Anzahl der gekeimten Sporen. Von den gekeimten Sporen
wurden die Anzahl derjenigen, die Appressorien gebildet hatten, getrennt betrachtet (Appr.). Die Versuche
wurden zu den Zeitpunkten 6 hpi und 21 hpi, also insgesamt mit acht Blattscheiben durchgefihrt.
Blattmaterial, das aufgrund von Verbrdunungen nicht mehr zu verwenden war, ist durch ,/*
gekennzeichnet. Von den Werten der vier ausgezdhlten Blattscheiben wurde auch der Mittelwert
angegeben (MW).

6 hpi 21 hpi
Genotyp Nr. Spore gekeimt Appr.  Spore gekeimt Appr.
1 79,00 21,00 8,00 |5800 42,00 32,00
- 2 79,00 21,00 14,00 | 47,00 53,00 44,00
Maller- 87,00 11,00 200 |4300 57,00 50,00
Thurgau
4 89,00 11,00 1,00 2500 75,00 71,00
MW 83,50 16,00 6,25 | 43,25 56,75 49,25
1 / / / 27,00 73,00 65,00
2 / / / 27,00 73,00 63,00
‘Bérner B / / / 2500 75,00 63,00
4 / / / 24,00 76,00 68,00
MW/ / / 2575 74,25 64,75
1 76,00 24,00 7,00 |70,00 30,00 17,00
2 80,00 20,00 3,00 | 43,00 57,00 50,00
V3125 3 53,00 47,00 13,00 | 50,00 50,00 44,00
4 81,00 19,00 3,00 |3300 67,00 61,00
MW 72,50 27,50 6,50 | 49,00 51,00 43,00
Aegent 1 57,00 43,00 2500 |/ / /
2 20,00 80,00 2,00 |/ / /

52



Ergebnisse

‘Trollinger’

‘Felicia’

‘Villaris’

V. cinerea

V. riparia

‘Merzling’

‘Riesling’

‘Villard
Blanc’

6 hpi
22,00
87,00
46,50
43,00
47,00

66,00
52,00
62,00
60,00
74,00
57,00
59,67
83,00
89,00
85,00
90,00
86,75
23,00
51,00
52,00
56,00
45,50
77,00
80,00
70,00
89,00
79,00
88,00
75,00
72,00
87,00
80,50
60,00
70,00
79,00
76,00
71,25
92,00
76,00
88,00
80,00
84,00

78,00
13,00
53,50
57,00
53,00

34,00
48,00
38,00
40,00
26,00
43,00
40,33
17,00
11,00
14,00
10,00
13,00
77,00
49,00
48,00
44,00
54,50
23,00
20,00
30,00
11,00
21,00
12,00
25,00
28,00
13,00
19,50
40,00
30,00
21,00
24,00
28,75
8,00

24,00
12,00
20,00
16,00

10,00
3,00

10,00
45,00
38,00

12,00
31,67
5,00
2,00
3,00
10,00
5,67
9,00
6,00
11,00
3,00
7,25
19,00
24,00
9,00
13,00
16,25
18,00
17,00
24,00
5,00
16,00
12,00
16,00
22,00
9,00
14,75
27,00
17,00
4,00
8,00
14,00
0,00
12,00
8,00
17,00
9,25

21 hpi
/

/

/
15,00
11,00
23,00
8,00
14,25

64,00
69,00

66,50
34,00

34,00

~ ~ — ~ —

26,00
42,00
27,00
38,00
33,25
29,00
31,00
14,00
21,00
23,75
54,00

48,00
47,00
49,67
43,00
36,00
51,00
63,00
48,25

/
/
/
85,00
89,00
77,00
92,00
85,75

36,00
31,00

33,50
66,00

66,00

—~ ~ —~ ~ —

74,00
58,00
73,00
62,00
66,75
71,00
69,00
86,00
79,00
76,25
46,00

46,00
53,00
48,33
57,00
64,00
49,00
37,00
51,75

/
/
/
80,00
86,00
72,00
90,00
82,00

15,00
20,00

17,50
57,00

57,00

— - — — —

67,00
40,00
69,00
55,00
57,75
61,00
62,00
81,00
75,00
69,75
29,00

35,00
35,00
33,00
42,00
59,00
34,00
35,00
42,50
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6 hpi 21 hpi
1 / / / 58,00 42,00 26,00

2 / / / 31,00 61,00 58,00

Szf'Ga'”' 3 / / / 56,00 44,00 34,00
4 / / / 51,00 49,00 31,00

MW / / 49,00 49,00 37,25

1 60,00 40,00 28,00 | 63,00 37,00 27,00

‘ 76,00 24,00 19,00 | 43,00 57,00 47,00
;gﬁ‘g" 78,00 22,00 11,00 | 38,00 62,00 47,00
59,00 41,00 27,00 | 57,00 43,00 25,00

MW 68,25 31,75 21,25 | 50,25 49,75 36,50

3.6 QTL-Analysen

Die Verrechnungen der Ergebnisse aus der Phanotypisierung der
Schwarzfauleresistenz  mit  der genetischen  Consensus-Karte  von
V3125 x '‘Bérner’ fihrte zu einer Vielzahl an QTL. Samtliche QTL-Daten aller
Bonitursysteme sind in Tabelle 17 im Anhang aufgelistet. In Tabelle 12 findet
sich eine Ubersicht tiber die Infektionsversuche und die signifikanten QTL, die
sowohl durch das Intervall Mapping als auch die Kruskal-Wallis Analyse
detektiert wurden. Aufgelistet sind die Resistenztests und die Chromosomen,
auf denen QTL detektiert wurden.

Tabelle 12: Ubersicht (iber die Ergebnisse der QTL-Berechnungen. Dargestellt sind die Chromosomen,
auf denen bei der Verrechnung der verschiedenen Datensatze zur Phénotypisierung QTL detektiert
wurden. Wenn eine Detektion nicht durch Intervallkartierung méglich war, sondern durch die Kruskal-
Wallis Analyse, ist ein ,KW" angegeben. Sonst wurden alle QTL sowohl durch das IM als auch durch die
Kruskal-Wallis Analyse detektiert.

Datensatz Chromosom

2010-GF-01 16 10 17
2009-KR-02 1

2010-KR-03 14 KW 4 12 13 19
2010-KR-04 14 16 15

2010-KR-05 14 16 13

2011-KR-06 14 KW 3 15

2011-KR-07 14 13 15
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Datensatz Chromosom
2011-KR-08 14 16 17
Gesamt 14 16 13

Einzelheiten zu den identifizierten QTL sind in Tabelle 13 aufgelistet. An dieser
Stelle und in dieser Tabelle werden zugunsten der Ubersichtlichkeit nur die
QTL, welche unter der Verwendung der Prifmerkmale ,Anzahl der befallenen
Blatter* und dem Bonitursystem mit 5 Klassen aufgefiihrt. Die Anzahl der
befallenen Blatter stellt einen metrischen Wert dar, weshalb diese Bonituren
objektiver sind als die geschéatzten Werte eines nichtmetrischen Merkmals in
einer Ordinalskala. Das 5-Klassensystem schlieBt alle Ubrigen Prifmerkmale
mit ein und bildet daher QTL ab, die auf der Gesamtheit der Ubrigen
Priifmerkmale basieren. Grundsétzlich flihrten alle verwendeten Bonitursysteme
zu &hnlichen QTL-Ergebnissen, doch die Kombination aus dem 5-
Klassensystem mit dem objektiven Zahlen der befallenen Blatter lieferte die
aussagekraftigsten Ergebnisse. Bei Ergebnissen, in die Freilandbonituren
eingeflossen sind, werden nur die QTL basierend auf dem 5-Klassensystem
dargestellt. Als ein Boniturschema, welches auf metrischen Merkmalen basiert,
wird zum Vergleich das Vorhandensein von Pyknidien angegeben. Da zu
Beginn der Arbeiten 2009 noch nicht alle Bonitursysteme entwickelt waren,
basieren diese QTL, wie auch die mit dem Datensatz Mo05 identifizierten, nur

auf den Datensatzen der Befallsstarken.

Haupt-QTL auf Chromosom 14

Nahezu alle Berechnungen fihren zu einem Haupt-QTL auf dem Chromosom
14. Eine Ausnahme waren nur die Infektionsversuche 2010-GF-01 und 2009-
KR-02. Diese Versuche werden jedoch nur eingeschrankt berticksichtigt, da der
Populationsumfang nicht vollstdndig war und zu diesem Zeitpunkt die Bonitur
noch nicht standardisiert erfolgte. So wurde 2009 nur die Befallsstarke bonitiert
und im Freiland wurden lediglich die Klassensysteme verwendet.

Der Haupt-QTL erreicht LOD-Werte zwischen 3,0 und 7,4 und erklart 8,2 —
19,0 % der Varianz der Merkmalsauspréagung. Der Marker GF14-04 korreliert
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nach Kruskal-Wallis signifikant mit dem QTL. Fir jeden QTL wird im Folgenden
das Konfidenzintervall (LOD-1) flir den gréBten Bereich (Maximalbereich) und
den kleinsten Bereich (Minimalbereich) angegeben, da die Werte durch die
verschiedenen Boniturschemata schwanken. Das Konfidenzintervall (LOD-1)
des Haupt-QTL liegt in einem Maximalbereich von 53,5 — 85,6 cM und in einem
Minimalbereich von 67,0 — 78,0 cM (2011-KR-07). Ausnahmen stellen die QTL-
Ergebnisse mit den Datensatzen 2011-KR-08 und Mo05+Gf10 dar (vgl. Tabelle
13). Beim Ersteren wird mit dem Bonitursystem 5-Klassen der Marker GF14-06
als korrelierender Marker erhalten und das Konfidenzintervall liegt in einem
Bereich von 73,3 — 93,7 cM. Beim Letztgenannten ist der Marker VMC2a5
korrelierend. Das Konfidenzintervall liegt in einem Bereich von 50,5 — 63,5 cM.
Die Mehrzahl der Berechnungen weist eine Korrelation mit dem Marker
GF14-04 auf und die QTL liegen im Bereich von rund 60,0 — 80,0 cM.

QTL auf Chromosom 16

Ein QTL auf Chromosom 16 wurde bei der Verrechnung der Daten aus den vier
Versuchen 2010-GF-01, 2010-KR-04, 2010-KR-05 und 2011-KR-08 detektiert.
Somit tritt der QTL bei vier von sechs vollstdndigen Versuchsreihen im
Klimaraum auf. Bei den (brigen Versuchen (2010-KR-03 und 2011-KR-06)
wurde eine Korrelation eines Markers der Kopplungsgruppe 16 nach KW
festgestellt oder der QTL trat im Zusammenhang mit bestimmten
Bonitursystemen auf. Die maximalen LOD-Werte des QTL liegen zwischen 2,7
und 4,7 und die Erklarung der Varianz der Merkmalsauspragung zwischen 7,4
und  11,5%. Durch die Kruskal-Wallis-Analyse wurde der Marker
VCHR16c_158 als signifikant korrelierender Marker fur diesen Locus ermittelt.
Zusétzlich wurde héufig eine signifikante Korrelation mit dem Marker
VCHR16b_181 nachgewiesen. Das Konfidenzintervall liegt im Maximalbereich
zwischen 25,1 und 43,2 cM, im Minimalbereich zwischen 33,1 und 43,2 cM.
Eine Ausnahme stellen die Ergebnisse des Versuchs 2010-KR-03 dar. Hier
wurde die Signifikanzgrenze nicht Uberschritten, jedoch eine Korrelation mit
dem Marker VCHR16a_107 festgestellt. Der QTL wurde auch unter
Verwendung der Boniturdaten aus dem Freiland erhalten. Auch hier korreliert
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der Marker VCHR16c_158 mit dem QTL und das Konfidenzintervall entspricht
mit 33,2 — 43,2 cM den Ergebnissen der Versuche im Klimaraum.

QTL auf Chromosom 4

Der QTL auf Chromosom 4 trat nur bei den Versuchen 2009-KR-02 und 2010-
KR-03 auf. Beide Versuche wurden mit dem Isolat Mo05 durchgefiihrt. Die
maximalen LOD-Werte der QTL aus der Verwendung verschiedener
Boniturschemata betragen 3,2, 4,2 bzw. 4,6 und erklaren 11,0, 11,3 bzw.
12,5 % der phéanotypischen Varianz der Merkmalsauspragung. Der Marker
VMCNg2c2.1 Korreliert fur die Daten aus dem Jahr 2009 und der Marker
GF04-03 in 2010 mit der Schwarzfauleresistenz. Das Konfidenzintervall liegt in
einem Maximalbereich von 70,8 — 89,8 cM und in einem Minimalbereich von
78,5 —89,8 cM. Bei der Verwendung des Datensatzes, der nur auf Versuchen
mit dem Isolat Mo05 basiert, wurde auf Chromosom 4 die Signifikanzgrenze
nicht Uberschritten. Auffallig ist an dieser Stelle, dass im gemeinsamen
Datensatz Mo05 ein QTL auf Chromosom 16 detektiert wird, der in den
einzelnen Berechnungen nicht signifikant war. Der QTL auf Chromosom 4 ist
nicht konstant reproduzierbar. Da er zu Beginn der Arbeiten mehrfach
aufgetreten war, wurden fiir dieses Chromosom neue Marker entwickelt. Nach
dem Ausbleiben der Reproduzierbarkeit in den folgenden QTL-Analysen unter
Verwendung des erweiterten Datensatzes und des zweiten Isolats, wurde er
nicht weiter fir eine Feinkartierung verwendet.

QTL auf den Chromosomen 13, 15 und 17

Neben den Haupt-QTL auf den Chromosomen 14 und 16 wurden auf den
Chromosomen 13, 15 und 17 mehrfach detektierbare Neben-QTL gefunden. Da
diese jedoch nicht reproduzierbar tiber alle Datensatze auftraten, werden sie an
dieser Stelle nicht weiter behandelt.
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Tabelle 13: Die beziglich der Anzahl der Bonitursysteme reduzierten Ergebnisse der QTL-Analysen.
Angegeben sind die jeweiligen Infektionsversuche, das Bonitursystem (Anzahl der befallenen Blétter,
Vorhandensein von Pyknidien, die Befallsstarke und das 5-Klassensystem), sowie die Chromosomen, auf
denen QTL detektiert wurden. Fir jeden QTL wurde der maximale LOD-Wert, die chromosomen-
spezifische Signifikanzgrenze (SG), der korrelierende Marker nach KW mit P=0,01 und das
Konfidenzintervall (LOD-1) in cM der Position der entsprechenden LG angegeben. Fehlende Werte
bedeuten, dass die Signifikanzgrenze auf dem Chromosom nicht Uberschritten wurde, andere Werte wie

eine signifikante Korrelation nach KW jedoch vorliegen.

Datensatz Bonitur- LG LOD- SG % korrelierende KW Konfidenz
system Wert Expl. Marker intervall (cM)
2010-GF-01 | 5-Klassen 10 4,50 29 112 VMC3el1.2 KW 34,7-37,32
16 3,22 25 82 VCHR16¢c_158 KW 33,07-43,16
Pyknidien 10 5,85 29 120 VMC3el1.2 KW 34,75-37,32

14 - - - VMC 8h10_154 KW -
17 5,20 29 120 UDV_92 KW 70,79-19,74
2009-KR-02 | Befallsstarke 1 3,04 29 104 GF01-04 KW 38,81-45,58
3,24 28 11,0 VMCNG2c2.1 KW 78,51-89,75
2010-KR-03 | Anzahl 2 3,09 30 86 - - 47,47-68,67
4 4,15 30 113 GF04-03 KW 70,76-89,75

12 - - - GF12-08 KW -

13 - - - VMC2c7_144 KW -
14 2,80 29 79 GF14-04 KW 66,95-74,25

19 - - - GF19-07 KW -
5-Klassen 4 4,56 29 125 GF04-03 KW 73,51-89,76

12 3,56 28 99 GF12-08 KW 0-9,14

13 2,80 29 - VMC2c7_144 KW -
14 2,50 29 81 GF14-04 KW 64,31-75,05

16 - - - VCHR16a_107 KW -
19 3,38 29 94 GF19-07 KW 2,49-16,65

2010-KR-04 | Anzahl 6 2,40 27 - GF06-02_341 KW -

7 - - - GF07-14_174 KW -
1 2,80 28 65 - - 48,62-62,67
14 2,99 28 6,6 GF14-04 KW 54,46-79,05
16 3,99 26 109 VCHR16b_181 KW 21,36-43,16

VCHR16¢c_158
5-Klassen 14 2,50 30 - GF14-04 KW =
15 3,20 26 87 GF15-04 KW 0-20,75
16 3,56 25 10,1 JCHEeLSISH KW 21,36-43,16
VCHR16¢c_158

2010-KR-05 | Anzahl 6 2,50 28 - GF06-08 KW -

14 3,19 29 88 GF14-04 KW 56,55-76,05

58



Ergebnisse

Datensatz Bonitur- LG LOD- sG % korrelierende Kw Konfidenz
system Wert Expl. Marker intervall (cM)
16 4,34 24 123 VCHR16b_181 KW 21,36-43,16
VCHR16¢c_158
5-Klassen 2 - - - GF02-14_268 KW -
8 3,35 28 92 GF08-09 KW 34,89-46,01
13 2,30 30 - GF13-13 KW -
14 2,95 29 82 GF14-04 KW 32,57-54,46
16 4,11 25 11,2 VCHR16b_181 KW 20,36-43,16
VCHR16¢c_158
2011-KR-06 | Anzahl 3 4,12 28 99 UDV-022 KW 24,02-36,55
13 2,44 28 6,0 GF13-13 KW 34,38-51,17
14 4,39 3,0 105 VMC2b11 KW 32,57-54,46
5-Klassen 3 3,40 28 89 VMC1a5 KW 11,35-36,55
14 4,01 29 104 VMC2b11 KW 33,57-54,46
15 2,89 25 76 GF15-10_206 KW 0-18,17
2011-KR-07 | Anzahl 13 3,10 3,1 - VMC2c7_151 KW -
14 4,89 31 31 GF14-04 KW 66,95-78,05
15 2,60 2,7 - GF15-10_206 KW -
5-Klassen 5 2,20 30 - VMC16d4 KW -
8 2,80 31 - VMC5h2_196 KW -
13 3,05 3,0 80 GF13-01 KW 7,46-21,22
14 5,76 3,0 148 GF14-04 KW 79,05-66,95
15 - - - GF15-10_206 KW -
2011-KR-08 | Anzahl 14 7,40 3,0 19,0 GF14-04 KW 71,25-81,56
16 2,83 26 77 VCHR16b_181 KW 22,36-43,16
VCHR16¢c_158
17 4,08 2,7 11,0 VVIN73_256 KW 21,77-34,30
5-Klassen 14 7,62 30 195 GF14-06 KW 73,25-93,68
16 2,70 24 74 VCHR16c_158 KW 24,63-43,16
17 3,83 29 103 VVIN73_256 KW 23,77-35,30
Gesamt Pyknidien 8 2,73 3,0 6,6 VMCNg2e2_140 KW 37,89-79,1
12 - - - GF12-03 KW -
13 4,08 30 97 GF13-01 KW 35,38-41,41
14 4,65 3,1 10,9 GF14-04 KW 64,31-73,25
16 4,72 24 115 VOHR16b_181 KW 22,36-43,16
VCHR16¢c_158
5-Klassen 12 3,00 28 - VMC5c6 KW -
13 3,20 30 - GF13-01 KW -
14 6,26 3,0 144 GF14-04 KW 64,31-78,05
16 4,66 24 109 VCHR16¢c_158 KW 26,06-43,16
Mo05 Befallsstarke 4 2,66 29 69 GF04-03 KW 69,76-89,76
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Datensatz

Mo05+Gf10

Gf10

Gesamt KR

Bonitur-
system

Anzahl

5-Klassen

Anzahl

5-Klassen

Anzahl

5-Klassen

LG

12
14
15
16

14

16

14

16

13
14
15

13
14

12
13
14

16

12
13
14

16

LOD-
Wert

2,70
2,20
2,74
3,13
3,19
5,06
3,49
2,40
4,87

3,68

3,18
4,89
2,60
2,80
3,19
6,51

3,13
6,75

3,29

3,00
3,80
7,10

3,10

SG

3,0
3,0
2,6
2,5
2,9
2,9
2,5
2,8
3,0

2,5

3,0
2,9
2,6
3,0
3,1
28

3,0
3,0

2,5

2,9
3,1
2,8

2,5

%

Expl.

71
8,1
8,1
12,5
8,8

12,3

9,4

7,7
11,5

8,2
16,3

7,5
15,5

7.9

71
12,3
18,5

73

korrelierende
Marker

VMC5c6
GF14-04
GF15-02
VCHR16c_158
VMC1a5
VMC6c10
VCHR16¢_158
VMC1a5
VMC2a5
VCHR16b_181
VCHR16c_158
GF13-01
GF14-04
GF15-10_206
GF05-04
GF13-01
GF14-06
VMCNG2b6
VMC5c6
GF13-01
GF14-04
VCHR16b_181V
CHR16c_158
VMC5c6
GF13-01
GF14-04
VCHR16b_181V
CHR16c_158

KW

KW

KW

KW

KW
KW

KW

KW

KW

KW

KW

KW
KW

KW
KW

Konfidenz
intervall (cM)

7,74-21,90

20,24-41,16
23,02-30,73
32,57-47,01
25,06-43,16

50,51-63,5
0-18,10

0-21,37
67,95-78,05

10,22-26,79
70,25-85,62

10,22-21,22
65,95-77,01

0-13,10

7,46-25,79
65,95-79,05

23,40-43,16
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Im Folgenden sind die Haupt-QTL auf den Chromosomen 14 und 16 graphisch
dargestellt (vgl. Abbildung 11 und Abbildung 12). Ausgewahlt wurden die
beiden reproduzierbaren QTL, die in den sechs Versuchen im Klimaraum und
dem 5-Klassensystem mehrfach identifiziert werden konnten.

14

LOD-Wert
0 5 10
GF14-01_205 — H®¥ +

VMCNg1e1_89 —

VMC8h10_154 —

VMC8h10_148 —
UDV_057a_175 —
GF14-02_291 —

UDV_123_188 —
VMC2h12 —

VMC2c3 —
VMC2b11 —
VMC6c10 —

GF14-03_222 —
VMC2a5 ~
VVMD24 —

GF14-04 —
UDV_025b_133 —

GF02-24_233 —|
GF14-06 —

- VQM
Hi— M

UDV_025b_141 —
GF14-05_91 —

GF14-05_97 —*

Abbildung 11: Das Chromosom 14 mit den entsprechenden Markern und dem Ergebnis der QTL-Analyse.
Abgebildet sind die Konfidenzintervalle (Balken = LOD-1, Whisker = LOD-2) und das Diagramm mit den
LOD-Werten des Intervall Mapping (IM, griin) und des MQM (rot). Der korrelierende Marker ist GF14-04
nach Kruskal-Wallis (fett), welcher als Cofaktor gewahlt wurde. Die gestrichelte Linie gibt die
kopplungsgruppen-spezifische Signifikanzgrenze an.
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16
LOD-Wert
0 5 10
GF16-01 —
VMC6c4_172 —
UDV_013b_93 —

VChr16a_107 —

=
= - —
G UDV_086_154
=
GF16-04_129 —
I VChr16c_158 —

VChr16b_181 —

Abbildung 12: Der QTL auf Chromosom 16. Abgebildet ist das Chromosom mit den kartierten Markern.
Der korrelierende Marker ist der Marker VChr16¢_158 nach Kruskal-Wallis (fett), welcher fiir das MQM als
Cofaktor gesetzt wurde. Die chromosomen-spezifische Signifikanzgrenze betragt 2,5 (gestrichelte Linie).
Die graphischen Elemente wurden in Abbildung 14 erklart.

3.7 Entwicklung neuer molekularer Marker im Bereich der
Haupt-QTL und Wiederholung der QTL-Analysen

3.7.1 Entwickelte Marker und deren Ergebnisse

Eine hochauflésende genetische Karte in den QTL-Regionen ermdéglicht es, die
Konfidenzintervalle der QTL zu reduzieren und die Faktoren, die die
Merkmalsauspragung beeinflussen einzugrenzen. Daher wurden fiir eine
Feinkartierung der QTL-Regionen gezielt insgesamt 91 neue flankierende
Primerpaare fir Mikrosatelliten auf Basis des Referenzgenoms entwickelt (vgl.
Tabelle 14). Fir das Chromosom 14 wurden 29 Paare getestet. Von diesen
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waren 6 voll informativ, 13 teilinformativ und 9 lieferten kein Produkt oder waren
monomorph. Die Reihenfolge der bereits kartierten Marker blieb weitgehend
unverandert, Markerdistanzen wurden reduziert und Randbereiche des
Chromosoms erschlossen (vgl. Abbildung 13).

Fir die Wiederholung der Kopplungs- bzw. Rekombinationsanalyse des
Chromosoms 16 wurden 31 neue Primerpaare entwickelt. Von diesen waren 4
voll informativ, 5 teilinformativ und 22 lieferten kein Produkt oder waren
monomorph. Dadurch wurden neue Bereiche des Chromosoms erfasst und der
QTL-Bereich wurde durch weitere Marker erganzt (vgl. Abbildung 12).

Fir das Chromosom 4 wurden 31 Primerpaare entwickelt, von denen 10 voll
informativ und 7 teilinformativ waren. 14 Paare lieferten kein Produkt oder
waren nicht informativ. Die Markerdichte wurde erhdht und die terminalen
Regionen des Chromosoms wurden erfasst.

Somit wurden 49 % aller entwickelten Primerpaare erfolgreich fur die
Feinkartierung eingesetzt. Die Primersequenzen sind im Anhang Tabelle 16
aufgelistet.

Tabelle 14: Von der Genomsequenz PN40024 abgeleitete Marker mit Angaben zur Kopplungsgruppe
(LG), dem Namen des Primerpaares, dessen Repeatmotiv (SSR-Sequenz) in der Referenzsequenz
PN40024 und dem ermittelten Vererbungsschema innerhalb der Kreuzungspopulation V3125 x 'Bérner
(VxB). Dargestellt ist die Kodierung fir das Programm JoinMap 4.0 (vgl. Tabelle 6).

LG Name SSR-Sequenz VxB

4 GF04-01 (TA)20 kein Produkt
4 GF04-02 (GA)21 kein Produkt
4 GF04-03 (GGCTT)7 <abxcd>

4 GF04-04 (ATA)10 kein Produkt
4 GF04-05 (GT)15 <abxcd>

4 GF04-06 (TGG)6 monomorph
4 GF04-07 (CA)9 <abxcd>

4 GF04-08 (CT)11 <abxcd>

4 GF04-09 (AT)27 monomorph
4 GF04-10 (AG)12 <efxeg>

4 GF04-11 (TC)12 <abxcd>

4 GF04-12 (ATTT)6 <efxeg>

4 GF04-13 (CT)9 kein Produkt
4 GF04-14 (TC)20 <Imxll>

4 GF04-15 (GAG)8 <efxeg>

4 GF04-16 (ATA)B <abxcd>
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AA-PAAA#AAAAAAAAS

- 4 4 4 4 a4 4 4 a4 a N
B N = T T T =T e e ST S S S S S A A i

Name

GF04-17
GF04-18
GF04-19
GF04-20
GF04-21
GF04-22
GF04-23
GF04-24
GF04-25
GF04-26
GF04-27
GF04-28
GF04-29
GF04-30
GF04-31
GF04-41
GF14-07
GF14-08
GF14-09
GF14-10
GF14-11
GF14-12
GF14-13
GF14-14
GF14-15
GF14-16
GF14-17
GF14-18
GF14-19
GF14-20
GF14-32
GF14-33
GF14-34
GF14-35
GF14-36
GF14-37
GF14-38
GF14-39
GF14-40
GF14-41
GF14-42
GF14-43
GF14-44
GF14-45
GF14-46
GF14-47

SSR-Sequenz

VxB
<abxcd>
<efxeg>
kein Produkt
monomorph
<abxcd>
<nnxnp>
kein Produkt
kein Produkt
kein Produkt
kein Produkt
<nnxnp>
kein Produkt
<abxcd>
kein Produkt
monomorph
<abxcd>
<abxcd>
<nnxnp>
monomorph
kein Produkt
<abxcd>
<efxeg>
<ImxIl>
<efxeg>
kein Produkt
<abxcd>
monomorph
monomorph
<nnxnp>
<Imxll>
monomorph
<abxcd>
<ImxIl>

Kein Produkt
<abxcd>
Kein Produkt
Kein Produkt
<abxcd>
<Imxll>
<Imxll>
<nnxnp>
Kein Produkt
<nnxnp>
Kein Produkt
<efxeg>
Kein Produkt
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LG Name SSR-Sequenz VxB

14 GF14-48 (TC)12 <Imxll>

16 GF16-11 (AATAA)9 Kein Produkt
16 GF16-12 (ATAC)8 <nnxnp>

16 GF16-13 (ATT)10 Kein Produkt
16 GF16-14 (CATA)7 <efxeg>

16 GF16-15 (AAT)6 <abxcd>

16 GF16-16 (GCCCC)6 Kein Produkt
16 GF16-17 (TTA)6 Kein Produkt
16 GF16-18 (CTT)13 <nnxnp>

16 GF16-19 (AGA)6 Kein Produkt
16 GF16-20 (AAAG)6 Kein Produkt
16 GF16-21 (ATC)6 Kein Produkt
16 GF16-22 (TTC)8 <efxeg>

16 GF16-23 (GAG)9 <nnxnp>

16 GF16-24 (GAT)6 Kein Produkt
16 GF16-25 (TAT)8 <abxcd>

16 GF16-26 (GAA)7 <abxcd>

16 GF16-27 (AAAG)7 Kein Produkt
16 GF16-28 (TTC)7 <abxcd>

16 GF16-29 (TCT)9 Kein Produkt
16 GF16-30 (ATA)14 Kein Produkt
16 GF16-31 (TG)14 Kein Produkt
16 GF16-32 (TC)7 Kein Produkt
16 GF16-33 (TC)8 Kein Produkt
16 GF16-34 (AGC)7 Kein Produkt
16 GF16-35 (AG)6 Kein Produkt
16 GF16-36 (AG)6 Kein Produkt
16 GF16-37 (GA)7 Kein Produkt
16 GF16-38 (CT)8 Kein Produkt
16 GF16-39 (GA)6 Kein Produkt
16 GF16-40 (AG)13 Kein Produkt
16 GF16-41 (CTT)11 Kein Produkt
16 GF16-42 (CT)8 Kein Produkt

3.7.2 Analyse der QTL auf den Chromosomen 14 und 16 nach der
Feinkartierung

Die QTL-Berechnungen wurden mit der erweiterten genetischen Karte flr die

Ergebnisse aus dem Datensatz, der alle Versuchsreihen im Klimaraum umfasst

(Gesamt KR) und dem Bonitursystem in 5 Klassen wiederholt (vgl. Tabelle 13).

Grundsétzlich wurden alle Ergebnisse der zuvor dargestellten Analysen

bestatigt.
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Die Feinkartierung auf dem Chromosom 14 flihrte zu einer Eingrenzung des
QTL. Dabei wies der neu entwickelte Marker GF14-42 die deutlichste
Korrelation mit der Merkmalsauspragung nach Kruskal-Wallis auf und léste
damit den bislang am engsten gekoppelten Marker GF14-04 ab (vgl. Abbildung
13). Die Integration weiterer Marker fiihrte zu einer besseren Auflésung der
genetischen Karte, sodass sich der LOD-Wert im IM von 7,1 auf 9,8 erhdhte
und die Erkléarung der Varianz der Merkmalsauspréagung von 18,5 % auf 21,8 %
anstieg. Die Konfidenzintervalle verringerten sich beim IM um 6,8 cM und der
Bereich wurde durch das MQM auf eine GréBe von 1,6 cM reduziert
(74,2 — 75,8 cM). Dies entspricht im Referenzgenom einem Bereich von etwa
287 kB.

Der Verlauf der Feinkartierung ist in Abbildung 13 dargestellt. Ausgangspunkt
mit 21 Markern ist der QTL vor der Integration weiterer Marker oben in der
Abbildung graphisch dargestellt, darunter der QTL nach der Integration von 5
zusatzlichen neuen Marker und unten der QTL nach der Integration aller neu
entwickelten Marker mit insgesamt 35 Markern. Deutlich zu sehen ist die
jeweilige Verringerung der Konfidenzintervalle.

Die Feinkartierung auf dem Chromosom 16 (vgl. Abbildung 14) fUhrte nicht zu
einer sichereren Positionierung des QTL. Der LOD-Wert blieb beim IM gleich
(3,1) und stieg lediglich durch das MQM auf 4,2. GréBere Markerabstande auf
dem Chromosom resultierten in breiten Konfidenzintervallen, die keine
eindeutige Aussage Uber die Lage des QTL zulassen. Der Marker
VChr16c_158 blieb auch in der Feinkartierung der korrelierende Marker nach
Kruskal-Wallis. Die Erklarung der Varianz der Merkmalsauspragung erhdhte
sich von 7,3% auf 8,5%. Die Ergebnisse der QTL-Analysen nach der
Feinkartierung sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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im Verlauf der
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QTL auf dem Chromosom 14 Feinkartierung (oben:

13: Der
Marker = Ausgangspunkt; Mitte: 26 Marker = 1. Stufe der Feinkartierung; unten: 35 Marker = 2. Stufe der

Abbildung

Abgebildet sind das Chromosom mit den entsprechenden Positionen der Marker, die

Feinkartierung).

und das Diagramm mit den LOD-Werten, die aus

)

; Whisker = LOD-2
und dem Multiple QTL Mapping (MQM, rot) resultieren. Der Marker, der

(Balken = LOD-1

Konfidenzintervalle

grin)

IM

im MQM als Cofaktor gesetzt wurde

(

dem Intervall Mapping

ist fett markiert. Die gestrichelte Linie symbolisiert die

Signifikanzgrenze.
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VChri6b_181 — VChr16c_158 ~|
GF16-12_314 =
VChri6b_181

GF16-18_409

16 16
LOD-Wert LOD-Wert
0 5 10 5 10
GF16-01 — [pm— GF16-01 — :
VMC6c4_172 — : VMC6c4_172 —
UDV_013b_93 — UDV_086_154 —
VChri6a_107 — < UDV_013b 93 —
s — VChri6a_107 —
g T UDV_086_154 — UDV_086_164 —
s
GF16-04_129 — GF16-04_129 —
s
e
=
GF02-24_238 —
VChri16c_158 — ’

GF16-28

GF16-25 —
GF16-23_367

GF16-26

Abbildung 14: Der QTL auf dem Chromosom 16 vor (links) und nach (rechts) der Feinkartierung.
Abgebildet ist jeweils das Chromosom mit den kartierten Markern, die Konfidenzintervalle (Balken) und
das Diagramm mit den LOD-Werten aus dem Intervall Mapping (IM, griin) und dem Multiple QTL Mapping
(MQM, rot). Der Marker, der im MQM als Cofaktor gesetzt wurde, ist fett markiert. Die Signifikanzgrenze ist
durch eine gestrichelte Linie dargestellt und entspricht 2,8.

Tabelle 15: Ubersicht (iber die Ergebnisse der QTL-Berechnungen nach der Feinkartierung. Angegeben
sind die Chromosomen, die jeweilige QTL Kartierungsmethode, der LOD-Wert, die Signifikanzgrenzen, die
Erklarung der Merkmalsauspragung (% Expl.), sowie der korrelierende Marker mit dem Signifikanzniveau
nach der Kruskal-Wallis-Analyse mit P = 0,01. AuBerdem ist das Konfidenzintervall LOD-1 angegeben.

LG mifhpgzg LOD-Wert ::g:iz\‘;kanz- % Expl. I'\(ntaar:lféifrender iIfﬁog'\f’:denzintervall
14 M 9,76 3,0 21,8 GF14-42 74,59-78,09

MQM 10,48 21,5 74,21-75,80
16 IM 3,10 2,8 7,5 VCHR16¢c_158 24,24-43,17

MQaM 4,23 85 23,40-43,07
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4 DISKUSSION

4.1 Kultur von Guignardia bidwellii

Die grundlegende Voraussetzung fir die Arbeiten zur Kartierung von
Resistenzloci war die Etablierung der Kultur des Erregers der Schwarzfaule
Guignardia bidwellii am Institut fir Rebenzlchtung Geilweilerhof. Dies wurde
nach Caltrider (1960) und Jailloux (1992) erfolgreich durchgefiihrt und durch die
Umstellung von einer 12-stiindigen Beleuchtung auf Dauerlicht wahrend der
Wachstumsphasen des Pilzes optimiert. Durch die Isolation des starker
sporulierenden Isolats Gf10 wurden die Versuche deutlich vereinfacht, da
weniger  Arbeitsaufwand  fiir die Herstellung groBer Mengen an
Sporensuspension nétig war. Zusatzlich wurde bei der Verwendung des Isolats
Gf10 eine hohere Befallshaufigkeit in der untersuchten Kreuzungspopulation
festgestellt. Molitor (2009) gibt fiir das Isolat Mo05 eine Sporulationsaktivitat
von 10* — 10° Konidien/ ml an. Unter der Annahme einer Sporenanzahl von 10°
scheint eine dauerhafte in vitro-Kultur von Guignardia bidwellii trotz der
halbjéhrlichen Blattpassage zu einer verringerten Virulenz zu fuhren. Dies zeigt
sich deutlich in der Starke der Sporulationsaktivitét, die bei dem Isolat Gf10 im
Vergleich zum é&lteren Isolat Mo05 um eine Zehnerpotenz erhéht ist (vgl. 2.1.1).
Fir zukinftige Arbeiten ist es daher sinnvoll von Beginn an ein oder mehrere
neue Isolate zu gewinnen, um Versuche ohne die Gefahr einer Verringerung
der Virulenz durchzufiihren. Flr Kartierungsarbeiten von Resistenzmerkmalen
wird durch die Verwendung unterschiedlicher lIsolate zudem die Chance
verringert, isolatspezifische QTL zu detektieren.
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4.2 Die Phéanotypisierung der Reben

4.2.1 Vergleichbarkeit verschiedener Versuchsvarianten und
Phénotypisierung von Sorten
Grundsatzlich wurden die Versuche zur Phénotypisierung von Sorten unter
kinstlichen Infektionsbedingungen in drei Varianten durchgefihrt: Im
Klimaraum, im Gewachshaus und durch die Infektion einzelner Triebe im
Freiland. Alle Varianten flhrten zu Befall durch Schwarzfaule und sind daher
prinzipiell anwendbar. Sie unterscheiden sich im Aufwand der Durchfiihrung. Im
Klimaraum waren witterungsunabhangige Versuche erzielbar und die
Storfaktoren durch verdnderte Umweltbedingungen damit vernachlassigbar.
Zudem konnte im Klimaraum eine hohe relative Luftfeuchte (tagsiiber nahezu
100 %, nachts 60 %) eingestellt werden, die flir die Infektionen unerlasslich ist.
Weiterhin ermdéglichte der Klimaraum die Versuchsdurchfiihrung Uber die
gesamte Vegetationsperiode von April bis September. Im Freiland war die
Vegetationsperiode deutlich kiirzer und die Witterungsbedingungen fihrten zu
Schwierigkeiten der Beurteilung. Versuche konnten dort nur unter warmen und
feuchten Bedingungen durchgefiihrt werden, um eine erfolgreiche
Schwarzfauleinfektion zu erhalten. Dies war nur in gunstigen
Witterungsperioden und durch die Verwendung von Kunststofffolien erzielbar.
Auch war es schwierig, die Vorarbeiten zur Herstellung der Konidiensuspension
so durchzufiihren, dass sie zum Zeitpunkt der giinstigen Infektionsbedingungen
einsatzbereit waren, da eine hergestellte Konidiensuspension nicht l&nger als
14 Tage aufbewahrt werden sollte, um einen Verlust der Keimaktivitat
auszuschlieBen. Generell wurde bereits durch andere Untersuchungen (Bellin
et al. 2009) bestatigt, dass sich Freilandmaterial weniger zuverlassig fir
Resistenzevaluierungen eignet als Material von Topfreben. Diese Methode
eignet sich somit nur, um einzelne Genotypen zu charakterisieren, aber nicht,
um eine umfangreiche Kreuzungspopulation von mehr als 202 Individuen zu
untersuchen. Auch Versuche in nicht klimatisierten Gewachsh&usern stehen
unter Witterungseinfluss. Im Sommer (berschritten die Temperaturen oft 30 °C
und die relative Luftfeuchte war in Gewachsh&usern in der Regel flr optimale

Infektionsbedingungen zu gering. Dieses Problem konnte durch die
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Verwendung von Kunststofftiten Uber den Pflanzen wé&hrend der
Inkubationszeit gelost werden (vgl. 2.2.3.1), was jedoch einen deutlich héheren
Arbeitsaufwand darstellte. Diese Methode ist daher ebenfalls nur bei einer
geringen Anzahl von Genotypen zu empfehlen.

Die an allen drei Versuchslokalitditen kinstlich infizierten und mit dem
5-Klassensystem bonitierten Sorten wurden in Tabelle 10 des Ergebnisteils mit
den jeweiligen Boniturnoten nebeneinandergestellt. Zusatzlich wurde der
Mittelwert angegeben. Die Ergebnisse zeigen, dass die Daten unabhangig von
dem Ort des Versuches vergleichbare Werte liefern. Daten, die im Klimaraum
gewonnen wurden, sind denen im Freiland sehr &hnlich. Eine eindeutige
Einordnung der Sorten als anféllig, mittel oder resistent war unter allen
Versuchsbedingungen mdoglich. Somit sind die Sorten ‘Felicia’, ‘Merzling’,
‘Villard Blanc’ und der Zuchtstamm Gf.Ga-47-42 resistent. Dagegen sind die
Sorten ‘Lemberger’, ‘Mdller-Thurgau’, ‘Primitivo’, ‘Reberger’, ‘Trollinger’ und der
Zuchtstamm Gf.Ga-52-42 anféllig fir Schwarzfaulebefall. Die Sorten ‘Villaris’
und ‘Regent’ besitzen eine mittlere Anfélligkeit. Der Sortenvergleich ist in
Abbildung 15 veranschaulicht.

‘Felicia’ Gf.Ga-52-42
‘Merzling’ ‘Maller-Thurgau’
o€ ,
‘Villard Blanc’ o “Primitivo’ emblerger
‘Villaris ) , ‘Trollinger’
Gf.Ga-47-42 Regent’  ‘Reberger’

9 7 5 3 |

resistent anfallig

Abbildung 15: Resistenzverhalten von zwélf Sorten und Zuchtstdimmen, die unter drei verschiedenen
Versuchsbedingungen infiziert und charakterisiert wurden. Grundlage der Darstellung ist der Mittelwert aus
allen Boniturergebnissen (vgl. Tabelle 10).
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Damit liefern ‘Felicia’, ‘Merzling’, ‘Villard Blanc’ und der Zuchtstamm
Gf.Ga-47-42 weitere Resistenzquellen zu den aus V. riparia und V. cinerea
bekannten Resistenzen gegeniiber der Schwarzfaule. Eine Betrachtung der
Stammb&ume dieser Sorten im VIVC (Vitis International Variety Catalogue;
www.vivc.de; Stand April 2012) zeigt Ubereinstimmungen hinsichtlich der
Abstammungen auf. Die einzige Sorte, die allen vier Stammbaumen
gemeinsam ist, ist die Sorte ‘Munson’. Zudem wurden die Genotypen des
Stammbaums von ‘Villard Blanc® (soweit verfligbar) im Rahmen von
Freilanderhebungen bonitiert (Daten nicht gezeigt). Unter ihnen ist ’'Munson’ ein
Resistenztrager. Ein Elternteil von ‘Munson’ ist V. rupestris Scheele, der andere
ist Jaeger 43, eine Selektion aus V. lincecumii Buckly. Die Stammb&ume der
untersuchten Sorten selbst sind jedoch komplex: so ist ‘Villard Blanc’ auch
GroBelternteil im Stammbaum von ‘Felicia’ und ‘Seyval Blanc’ ein gemeinsamer
Elternteil des Zuchtstamms Gf.Ga-47-42 und von ‘Merzling’. ‘Seyval Blanc’
wiederum trdgt ‘Munson’ als Vorfahren im Stammbaum. V. rupestris oder
V. lincecumii wéaren damit mogliche Resistenzquellen und Genotypen, die auf
diese Arten zurlickgehen, potentielle Resistenztrdger gegentber der
Schwarzfaule. Ein Weg diese Aussage zu Uberprifen waren Markeranalysen.
Analysen mit den in dieser Arbeit entwickelten, gekoppelten molekularen
Markern (vgl. 3.7.1) waren jedoch nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt), da
diese Marker fiir V. cinerea und V. riparia aussagekréftig sind, aber fir andere
genetische  Hintergriinde nicht. Eine Kreuzungspopulation Gf.Ga-47-
42 x ‘Villard blanc’ steht am Institut fir Rebenzlichtung Geilweilerhof fir eine
QTL-Kartierung zur Verfligung. Durch die Methoden, die aus der vorliegenden
Arbeit resultieren, kénnen mit dieser zweiten Population zeitnah QTL-Analysen
durchgefiihrt werden. Dadurch wird Uberprifbar, ob ein oder mehrere weitere
Resistenzloci aus den genannten Vitis-Arten vorliegen und diese neben den in
dieser Arbeit bereits identifizierten QTL eine Option fur eine Pyramidisierung

von Resistenzen bieten.
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4.2.2 Die Infektionsversuche an Blattern und Blattscheiben

Die Schwarzfaule-Infektionsversuche an Topfreben sind aufwendig. Daher ist
die Entwicklung eines Testsystems mit Blattern bzw. Blattscheiben, ahnlich wie
es flr den Falschen Mehltau beschrieben ist, hilfreich. Aus diesem Grund
wurden verschiedene Versuchsreihen mit Blattscheiben, Bléttern in Wasser
oder Wasseragar durchgefiihrt, die jedoch nicht zu dem angestrebten Ergebnis
flhrten, da sie sich nicht mit der Schwarzfaule infizieren lieBen. Die
Schwierigkeit bei den Versuchen bestand unter anderem in einer bereits
bekannten Altersresistenz der Rebblatter gegen die Schwarzfaule (Molitor,
2009). Versuche von Molitor an Blattscheiben und einzelnen Beeren fiihrten
ebenfalls nicht zu Schwarzfaulebefall. In der Regel werden nur Blatter befallen,
die sich noch im Wachstum befinden (Jabco et al. 1985). Desweiteren sind die
ersten Symptome der Schwarzfaule friihestens nach 10 Tagen zu beobachten.
Dafir missen die Blatter lange frisch und frei von anderen Faulnispilzen
gehalten werden. In den Versuchsaufbauten war dies lediglich durch die
Verwendung von Wasser an Stelle von Wasseragar zu gewahrleisten. Da
jedoch keine Symptome auf einzelnen Rebenblattern beobachtet wurden, stellt
der Infektionstest an Topfreben momentan die einzige Mdéglichkeit dar, Reben
bezliglich ihrer Anfélligkeit flr die Schwarzfaule zu charakterisieren.

Auch die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen an Blattscheiben
unterstlitzen diese Aussagen. Auf Blattscheiben waren anféllige und resistente
Sorten nicht unterscheidbar, da die Ergebnisse sehr divers waren. Es wurde
keine Korrelation zwischen der Anzahl der gekeimten Konidien auf
Blattscheiben und dem Grad der Resistenz beobachtet. Dies spricht dafiir, dass
eine Evaluierung der Schwarzfauleresistenz anhand von Blattscheiben unter
den gegebenen Umsténden nicht mdglich ist. Eine Ursache dafiir ist vermutlich
die Lebensweise des Erregers. Anders als bei Oomyceten und vielen anderen
parasitdren Pilzen dringt er nicht in die Zellen des Wirts ein und bildet
Haustorien zur Nahrungsaufnahme aus, sondern wé&chst zwischen den
Zellwanden (Ullrich et al. 2009). Die Aufnahme von Néahrstoffen erfolgt Gber den
extrazellularen Schleim, der Glucose-spaltende Enzyme enthalt (Kuo und Hoch
1995; Shaw et al. 1998). In einem lebenden Blatt ist auf diese Weise die

73



Diskussion

Aufnahme von Nahrstoffen gewahrleistet, doch in einer Blattscheibe, die einen
veranderten Nahrstofftransport aufweist, scheint keine Etablierung des Pilzes

maoglich zu sein.

4.2.3 Phénotypisierung der Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’

Die ersten Versuche an drei Rebstecklingen je Genotyp im August und
September 2009 (2009-KR-02) zeigten, dass die Kreuzungspopulation
V3125 x ‘Bérner’ beziiglich der Schwarzfauleanfalligkeit segregiert und somit fir
die Kartierungsarbeiten geeignet ist. Grundsétzlich wies ‘Bérner’ nie Befall auf
und der Zuchtstamm V3125 schwankte zwischen einer mittleren Anféalligkeit bis
hin zu sehr anfallig. Die folgenden Versuche der Saison 2010 (2010-KR-03, -
04, -05) lieferten Ergebnisse aus drei unabhangigen Wiederholungen und
bildeten eine gute Grundlage fir die ersten QTL-Analysen. Zusétzlich war es in
der Saison 2010 mdglich Freilanderhebungen der Kreuzungspopulation
durchzufihren (2010-GF-01), welche die Untersuchungen im Klimaraum
erganzten und bestatigten. Die Versuche im Klimaraum der Vegetationsperiode
2011 (2011-KR-06, -07, -08) ergaben gute und solide Datenséatze, so dass die
Phénotypisierung mit einer gebiihrenden Menge an Daten erfolgreich beendet
wurde. Mit der kompletten Kreuzungspopulation wurden demnach sechs
unabhangige  Wiederholungen  unter  standardisierten  Bedingungen
durchgefiihrt. Durch die Verwendung von 3 Stecklingen je Genotyp lagen flr
jeden Genotyp mindestens 18 Datenpunkte vor. Zudem erhéht sich die Anzahl
der Datenpunkte noch bei einem GroBteil der Genotypen durch die Erhebungen
im Freiland und die Klimaraumversuche im Jahr 2009. Somit lag fur die QTL-
Analysen eine groBe Menge an Datenpunkten vor und deren Ergebnisse sind
auf soliden Datenséatzen begriindet.

Grundsatzlich war die Versuchsanordnung ein wichtiges Resultat der
vorliegenden Arbeit. Die Verwendung von drei Rebstecklingen je Genotyp
flhrte zu eindeutigen Ergebnissen. Auch die Durchfihrung der Versuche in
einem Klimaraum brachte viele Vorteile mit sich. Die Versuche waren
unabhangig von Einflissen durch die Witterung. Freilanderhebungen waren
beispielsweise 2011 aufgrund fehlender natirlicher Befallsbedingungen nicht

durchfiihrbar. Zudem war es im Klimaraum méglich, mehrere
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Versuchswiederholungen in einer Saison zu realisieren. Dies lieferte eine groBe
Anzahl an Daten in vergleichsweise kurzer Zeit. Durch die artifizielle Infektion
von Sorten im Gewachshaus und im Freiland wurde zusatzlich gezeigt, dass die
Ergebnisse, die im Klimaraum erhoben wurden, auf die natirlichen

Bedingungen im Freiland Gbertragbar sind (vgl. 3.3.1).

4.2.4 Evaluierung der Boniturschemata

Alle im Rahmen des Projektes entwickelten Boniturschemata erwiesen sich in
der Praxis je nach Verwendungszweck als anwendbar und aussagekraftig, um
den Grad der Schwarzfauleresistenz zu charakterisieren. Schwierigkeiten
ergaben sich durch die mangelnde Vergleichbarkeit der Boniturdaten des
Klimaraums und des Freilands aufgrund der Boniturschemata: Die Werte durch
Zahlen der befallenen Blatter beispielsweise sind zwischen Topfreben und
Reben im Freiland nicht vergleichbar, da Pflanzen im Freiland eine
unlberschaubare Anzahl an Blattern besitzen. Auch das Schatzen der
Befallsstarke ist im Feld aus diesem Grund kaum realisierbar. Bei dieser
Methode ist zudem viel Erfahrung nétig, um das Verhaltnis der befallenen
Blattflache zur Gesamtblattflache zuverldssig zu schétzen. Es stellte sich
heraus, dass das 5-Klassensystem der beste Weg ist, Versuche, die unter
verschiedenen Bedingungen durchgeflihrt wurden, zu vergleichen. Da &hnliche
Systeme bereits flir andere Schadpilze im Weinbau verwendet werden (OIV
2009), kann es bei zukinftigen Untersuchungen zur Schwarzfaule problemlos
angewendet werden. Das System basiert analog den OIV-Richtlinien fiir die
Bonitur der Mehltaukrankheiten und der Grauschimmelfiule auf 5 Klassen und
ist bezlglich der Beschreibungen der Symptom-Auspréagungen vergleichbar
aufgebaut (vgl. Tabelle 5). Zudem schlieBt es die Gbrigen Bonitursysteme, wie
beispielsweise das Vorhandensein von Pyknidien ein.

Fir die QTL-Analysen zeigte sich, dass alle verwendeten Bonitursysteme zu
QTL in den gleichen Kartierungsabschnitten fihrten. Unterschiede bestanden
lediglich darin, dass QTL bei einzelnen Prifmerkmalen nicht durch beide
statistische Verfahren, also durch das IM und die Kruskal-Wallis-Analyse
gleichermaBen, sondern nur durch jeweils eine dieser Methoden, detektiert
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wurden. Auch hier ist die Fokussierung auf ein einziges Bonitursystem
zweckdienlich, um die Auswertung der Daten zu vereinheitlichen und zu
vereinfachen. Zusatzlich wurden durch den Einsatz des 5-Klassensystems bei
jedem Datensatz alle QTL detektiert. Keines der entwickelten Boniturschemata
flhrte jedoch zu einem normalverteilten Datensatz, wie sie flr die Verwendung
far QTL-Analysen bendtigt wird. Allerdings traten durch die Verwendung des 5-
Klassensystems deutlich weniger AusreiBer auf, wodurch sich die Abweichung
von der Normalverteilung reduzierte. Zur Absicherung der Ergebnisse empfiehlt
es sich, ein metrisches Prifmerkmal, wie das Zahlen der befallenen Blatter,
mitzufihren. Auf diese Weise erfolgt eine Kontrolle der geschéatzten Bonituren
in Klassen bezlglich der Detektion aller QTL.

Zu Beginn der Arbeiten stand kein bewé&hrtes Boniturschema zur Verfligung.
Verschiedene Boniturschemata wurden deshalb entwickelt und getestet. Die
Entwicklung des 5-Klassensystems stellte einen deutlichen Fortschritt dar und
die Verwendung dieses Systems in Anlehnung an die im Weinbau verwendeten
OIV-Richtlinien fur Rebkrankheiten liefert viele Vorteile auch beziglich der QTL-
Analysen. Es wird sicherlich auch in Zukunft bei Infektionsversuchen zur

Schwarzfaule eingesetzt werden.

4.3 Mikroskopische Untersuchungen

Die mikroskopischen Untersuchungen lieferten einen guten Einblick in die
Biologie von Guignardia bidwellii und in die Resistenzmechanismen, welche die
untersuchten Reben vor einem Befall schitzen.

Durch den Tuschenachweis wurden Mycel, Konidien und der extrazellulare
Schleim sichtbar. Kuo und Hoch (1995) beschrieben bereits, dass der Schleim
Glucose spaltende Enzyme enthalt. Der Schleim tragt dieser Studie zufolge zur
Aufnahme von Nahrstoffen und zur Erleichterung des Eindringens des
Appressoriums durch die Cuticula bei.

Die Ergebnisse der Versuche, die mit Pflanzenmaterial der Sorten aus den
Infektionsversuchen durchgefiihrt wurden, waren eindeutig. Resistente Sorten
und anfallige Sorten unterscheiden sich bereits in friihen Infektionsstadien. Bei
anfélligen Sorten lag die Keimungsrate der Konidien deutlich héher als bei
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resistenten Sorten. Nach etwa acht Tagen waren bei anfélligen Sorten
Hyphennetze zu erkennen, bei einigen Sorten auch bereits nach vier Tagen.
Bei resistenten Sorten keimt offenbar nur ein geringerer Prozentsatz der
ausgebrachten Konidien und wenn sich Appressorien bilden, dringen diese
nicht in das Blatt ein. Dies flihrt dazu, dass die Befallsentwicklung nach vier bis
acht Tagen in den meisten Féllen identisch mit der Befallsentwicklung nach
einem oder vier Tagen ist. Die Sorten ‘Muller-Thurgau’, ‘Regent’, ‘Trollinger’ und
‘Riesling’ sind anfallig fir Schwarzfaule. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
der Phéanotypisierung der Sorten im Versuch im Klimaraum (vgl. 4.2.1). Die
Infektion mit Schwarzfaule zeigte auf ‘Regent’ in den Wiederholungen
unterschiedliche Verlaufe. In der ersten Wiederholung wurde eine relativ
geringe Keimrate von 30 % beobachtet und die Konidien bildeten keine
Infektionshyphen. In der zweiten Wiederholung hingegen lag die Keimrate von
Guignardia bidwellii bei 95 % und nach acht Tagen wurden Hyphennetze
festgestellt. Dies ist vermutlich darauf zurlickzuflihren, dass in der ersten
Wiederholung ein zu weit entwickeltes Blatt aus dem Versuch entnommen
wurde, welches bereits eine Altersresistenz aufwies.

Auf ‘Merzling’ wurden auch Hyphennetze gefunden. Dies widerspricht den
Ergebnissen der oben genannten Versuche nicht, da ‘Merzling’ dort keine
vollsténdige Resistenz aufweist, sondern lediglich reduzierten Befall zeigt. Die
Sorten ‘Felicia’ und ‘Villaris’ zeigten keine Hyphennetze, was sich mit den
beschriebenen Ergebnissen der Phénotypisierung der Topfreben deckt und
‘Felicia’ beziehungsweise auch andere Nachfahren der Wildartakzession
V. rupestris oder V. lincecumii als potentielle weitere Kandidaten als
Resistenztrager gegen die Schwarzfaule bestétigt.

Auch die Eltern und GroBeltern der Kreuzungspopulation wurden in die
mikroskopischen Untersuchungen einbezogen. Der Zuchtstamm V3125 verhalt
sich erwartungsgemaB ahnlich wie die anfalligen Kreuzungseltern ‘Trollinger’
und ‘Riesling’. Auf ‘Bérner’ bildeten sich zwar Appressorien aus, mit denen dem
Pathogen ein Eindringen in das Blatt jedoch nicht méglich war. Da ‘Bérner’ eine
Hybride aus V. cinerea und V. riparia ist, wurden diese Wildartenakzessionen

auch untersucht. So bildete das Pathogen auch auf Blattern von V. cinerea nur
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wenige Appressorien, die nicht in das Blatt eingedrungen sind. Auf V. riparia
wurde im ersten Versuch kein Eindringen des Pilzes durch Appressorien in das
Blatt beobachtet, in der Wiederholung jedoch waren Hyphennetze sichtbar.
Dies entspricht den Beobachtungen aus den (brigen Phéanotypisierungen.
V. riparia trdgt zwar Resistenzenmechanismen, aber diese vermitteln keine
vollstdndige Resistenz. Gleichzeitig bestétigt dies auch die These, dass Reben,
die bereits mit Guignardia bidwellii infiziert wurden, in der Wiederholung
starkeren Befall zeigen. Grundséatzlich scheinen sich in ‘Bérner zwei
verschiedene Resistenzmechanismen zu vereinigen.

Diese Resistenzmechanismen wehren den Pilzbefall bereits in einem friihen
Stadium ab. War ein Eindringen des Pilzes in das Blatt mdglich, bildeten sich in
der Regel auch Hyphennetze aus. Mehrere Grinde sind fir ein fehlendes
Auskeimen oder das Ausbleiben der Appressorienbildung bekannt. Zunéchst ist
ein Anheften der Spore auf einem hydrophoben Substrat nétig. Wird dieses
beispielsweise durch eine Behaarung verhindert, bricht der Keimungsprozess
wie von Shaw und Hoch (2000) beschrieben ab.

Durch das Anheften der Spore an der Blattoberflache flacht diese ab und es
entstehen Spannungen der Plasmamembran. Dies fiihrt dazu, dass sich
mechano-sensitive lonen-Kanale 6ffnen und Ca®*-lonen einstrémen. Diese
Kationen sind das Startsignal fir eine Signaltransduktionskaskade, die zur
Keimung der Konidie fuihrt. Hier findet sich nach dem Anheften ein weiterer
Grund fUr ein fehlendes Auskeimen der Sporen. Ist auf der Blattoberflache kein
Ca®* vorhanden, wird die Keimung nicht induziert. Andere Kationen verhindern
ein Auskeimen der Konidie, was Shaw et al. (1998) belegten. Gleichzeitig
vermuteten die Autoren, dass der vom Pilz gebildete Schleim wichtig fir das
gegenseitige Erkennen bzw. AbstoBen von Wirt und Pathogen ist. An diesem
Punkt der Keimung ist auch eine Abwehrreaktion des Wirtes vorstellbar.
Ausgebildete Appressorien sind melaninhaltig (Kuo und Hoch 1995). Dies
erhéht den Turgordruck und ist notwendig fir die Penetration durch die
Cuticula. Die Autoren vermuteten, dass die Altersresistenz der Rebblatter durch
die Zunahme der Dicke der Cuticula bedingt ist und der Pilz diese bei
entwickelten Blattern nicht mehr durchstoBen kann. Dies ist auch ein denkbarer
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Faktor fir eine Resistenz von Rebsorten. Offen bleibt durch die
mikroskopischen Methoden, ob es Resistenzantworten oder Mechanismen der
Rebe gibt, die ein Pilzwachstum nach dem Eindringen verhindern.

Die mikroskopischen Untersuchungen an Blattmaterial flhrten zu einer
qualitativen Aussage Uber den Grad der Resistenz. Eine quantitative
Bestimmung war jedoch nicht méglich. Fir diese wurde der Versuchsaufbau mit
einer mikroskopischen Auswertung von Blattscheiben entwickelt. Die
Ergebnisse waren allerdings sehr divers und auch eine Verringerung des
Zeitraumes von 21 h auf 6 h zwischen Infektion und Auswertung fiihrte nicht zu
klaren Beobachtungen. Blattscheiben sind demnach keine geeignete Grundlage
fir eine Uberprifung der Resistenz gegen die Schwarzfiaule. Die
mikroskopischen Untersuchungen im Rahmen der Infektionsversuche an
Stecklingen liefern demgegeniiber eindeutige Resultate beziglich des
Resistenzgrads der jeweiligen Sorte.

4.4 QTL-Berechnungen und Feinkartierung

Grundlage fur die Phanotypisierung waren zwei Guignardia bidwellii Isolate, die
aus verschiedenen Weinanbaugebieten stammten (Mosel und Pfalz). Dadurch
wurde erreicht, die Nachkommen der Kreuzungspopulation mit verschiedenen
Isolaten zu infizieren und die Gefahr zu verringern, dass isolatspezifische QTL
detektiert wurden.

Die Isolate wurden fir sechs unabhangige Wiederholungen der
Infektionsversuche  verwendet (vgl. Tabelle 3). Zusatzlich wurden
Freilanderhebungen und Vorversuche im Jahr 2009 durchgeftihrt. Die Daten
dieser Resistenzevaluierung sind nicht normalverteilt. Somit liegen keine
optimalen Bedingungen flr die QTL-Analysen durch das IM und das MQM vor,
da eine Normalverteilung des Merkmals in der Kreuzungspopulation die
statistische Grundlage bildet. Deswegen wurden die Ergebnisse zusétzlich
durch die Anwendung der Kruskal-Wallis-Analyse abgesichert und nur QTL, die
durch beide Methoden detektiert wurden als ,wahr“ angesehen (Constantini et
al. 2009). Die Verwendung von Daten, die aus bis zu acht unabhangigen
Wiederholungen stammten, lie eindeutige Aussagen zu. Die ermittelten QTL
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auf den Chromosomen 14 und 16 sind somit mehrfach reproduzierbar und
ausreichend abgesichert.

Bei einer Kombination von 18 Datenpunkten je Genotyp im Datensatz ,Gesamt*
wurde eine Erklarung der Varianz der gesamten Merkmalsauspragung von
nahezu 40 % (14: 18,5%; 16: 7,3%; 13: 12,3%) erreicht. Gleichzeitig reduzierte
sich die Anzahl der QTL auf drei. Im Gegensatz dazu treten in den
Einzelanalysen der Daten der Versuchsdurchlaufe verschiedene Neben-QTL
und eine relativ geringe Erklédrung der Varianz der Merkmalsauspragung auf.
Das Auftreten mehrerer QTL ist im Fall der vorliegenden Kreuzungspopulation
maoglich: Resistenzen kénnen polygen bedingte Merkmale sein (Holland 2007).
Die Verwendung von zwei Wildartenakzessionen, V. riparia und V. cinerea,
kénnte in ‘Bbérner' zur Zusammenfihrung mehrerer Loci gefuhrt haben. Beide
Wildarten sind in Nordamerika im natlrlichen Verbreitungsgebiet von
Guignardia bidwellii beheimatet. Die Koevolution von Wirt und Pathogen Uber
einen langen Zeitraum fiihrte méglicherweise zur Uberwindung und dem
Entstehen neuer Resistenzmechanismen. Bereits vom Pathogen Uberwundene
Mechanismen sind dennoch in der Lage, das Resistenzverhalten der Pflanzen
zu beeinflussen und werden dementsprechend bei QTL-Analysen detektiert.
Das Auffinden einer Vielzahl an QTL ist demnach auf mehrere Griinde
zurlickzufuhren. Gleichzeitig ist auch das MQM eine Methode, die zwar
mehrere, aber nicht zwangslaufig alle QTL detektieren kann (Jansen und Stam
1994). Dies ist eine mdgliche Erklarung fir die fehlende Reproduzierbarkeit der
zusatzlich zu den Haupt-QTL gefundenen Neben-QTL. Die Vielzahl an
gefundenen QTL erklart auch den geringen Anteil der jeweiligen QTL an der
Merkmalsauspragung. Je mehr QTL an der Merkmalsauspragung beteiligt sind,
desto geringer wird ihr jeweiliger Anteil an der Ausprégung.

Der QTL auf dem Chromosom 14 wird durch die Ergebnisse aus allen
Versuchen bestétigt und ist daher der eindeutigste QTL in der untersuchten
Kreuzungspopulation, der wahrscheinlich maBgeblich an der
Resistenzauspragung beteiligt ist, da dieser mit 21,7% den gr6Bten Anteil der

Varianz der Merkmalsauspragung erklart. Benannt wurde er daher als Rgb1
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(,Resistance Guignardia bidwellii 1“, in Anlehnung an die Benennung bisheriger
Resistenzloci beispielsweise gegen die Mehltauerreger der Weinrebe (Blasi et
al. 2011; Hoffmann et al. 2008; Schwander et al. 2012). Die Eingrenzung des
Locus durch Feinkartierung des Chromosoms war erfolgreich. Neue Marker
flhrten zu einer deutlichen Reduktion des Konfidenzintervalls von 13,1 ¢cM auf
1,6 cM und einer Anndherung an den Resistenzlocus (vgl. Abbildung 13). Das
resultierende Konfidenzintervall von 1,6 cM des MQM entspricht 287 kb in der
Referenzgenomsequenz PN40024. Fir eine weitere Eingrenzung ist jedoch die
Verfligbarkeit der Sequenz des Resistenzdonors ‘Bérner’ notwendig. Diese wird
zurzeit erarbeitet und bald flr weitere Untersuchungen zur Verfligung stehen
(Hausmann, persoénliche Mitteilung).

In der Referenzgenomsequenz (www.genoscope.cns.fr) sind Gene in diesen
287 kb annotiert, die Resistenzfaktoren darstellen kénnten. Zwei LRRs (Leucin
Rich Repeat) sind im Bereich des QTL vorhergesagt (im Bereich von 24730 kb
und 25942 kb auf Chromosom 14 in der Referenzgenomsequenz), deren
Funktion die Erkennung von Pathogenen durch Steroidhormone ist. Ebenso ein
TIR-ahnlicher-Auxin-Rezeptor (25050 kb) und ein WRKY-Transkriptionsfaktor
(25479 kb), fir die eine Beteiligung an der Resistenzantwort bei Pflanzen nach
Befall durch Krankheitserreger nachgewiesen wurden (Bent und Mackey 2007).
Somit wurden in der Referenzgenomsequenz im homologen Bereich des QTL
von ‘Boérner’ Gene vorhergesagt, die mit Resistenzantworten der Pflanzen im
Zusammenhang stehen. Allerdings ist fiir eine Uberpriffung dieses
Zusammenhangs ein Sequenzvergleich auf der Grundlage der Sequenz von
‘Bérner’ notwendig, um Unterschiede festzustellen, da PN40024 als
Selbstungsnachkomme der europaische Kulturrebe ‘Pinot Noir' keine
Resistenzen gegen die Schwarzfaule trégt (Demaree et al. 1937) und der
Sequenzbereich in den Wildreben mit groBer Wahrscheinlichkeit von der
Modellgenomsequenz abweicht wie fir den Reblauslocus aus ‘Bérner' gezeigt
wurde (Hausmann et al., unverbffentlicht). Deshalb wird im Nachgang zur
vorliegenden Dissertation eine Sequenzierung des Locus aus einer ‘Borner’-

BAC-Bank angestrebt. Auf Grundlage der erworbenen Sequenzdaten werden
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Sequenzvergleiche und Genvorhersagen durchfiihrbar, die Aufschluss Uber die
Beschaffenheit des Resistenzlocus geben kénnen.

Nicht eindeutig wurde die Frage geklart, ob Rgb1 auf V. riparia oder V. cinerea
zurlickgeht. Bei der Betrachtung der Verteilung der Fragmentldngen in der
vaterlichen Karte mit dem Programm MapQTL werden im Zusammenhang mit
verschiedenen Boniturschemata unterschiedliche Resistenzdonoren
angegeben. Bei der Verwendung des 5-Klassensystems scheint V. cinerea der
Resistenzdonor zu sein, bei der Betrachtung der Anzahl der befallenen Blétter
jedoch V. riparia. Bei einer manuellen Gegenlberstellung der Fragmentlangen
(Daten nicht gezeigt) der relevanten SSR-Marker (GF14-42 und GF14-48_284)
mit resistenten Genotypen der Population weisen diese eine Tendenz zu
V. riparia als Resistenzdonor auf. Resistente Genotypen besitzen im Bereich
des QTL haufiger die Fragmentlangen von V. riparia als von V. cinerea. Dies
kann auf mehrere Ursachen =zurilickgefihrt werden. Einerseits liegen
maoglicherweise starke Wechselwirkungen mit anderen QTL vor, welche die
Resistenz beeinflussen. Andererseits ist es denkbar, dass die gewahlten
Methoden Auflésungsgrenzen haben. Wenn es Resistenzfaktoren gibt, die
beide Arten auf dem Chromosom 14 besitzen und diese dicht zusammen
liegen, liefern SSR-Marker keine ausreichende Aufldsung, diese zuverlassig zu
detektieren. Die Marker stellen zwar einen Zusammenhang mit der Resistenz
her, eine Unterscheidung des Resistenzdonors ist allerdings nicht Teil der
Analyse.

Ein Weg zur Klarung der Frage nach dem Resistenzdonor ist die QTL-
Kartierung der Schwarzfauleresistenz anhand der ersten Rickkreuzung eines
resistenten Genotyps der Population mit einer anfélligen V. vinifera-Sorte.
Vermutlich werden durch die Erhéhung des Anteils an V. vinifera-Genom und
der Reduktion von Wildartgenomanteil die Ergebnisse eindeutiger, da die
Anzahl der einflussnehmenden QTL reduziert wird. Die bereits erwéhnte
Sequenzierung des Locus aus einer ‘Borner-BAC-Bank und der
Sequenzvergleich wird bei der Klarung des Resistenzdonors aufschlussreich
sein. Die Erweiterung der Kreuzungspopulation ist die zweite Mdglichkeit den

Resistenzdonor zu identifizieren und den QTL weiter einzugrenzen. Bei einer
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Erweiterung der  Population nimmt die Anzahl der erfassten
Rekombinationspunkte zu und molekulare Marker kénnen praziser positioniert
werden (Welter et al. 2011).

Neben Chromosom 14 wurde das Chromosom 16 flir eine Feinkartierung
ausgewahlt, da der ermittelte QTL (Rgb2) bei nahezu allen Experimenten im
Klimaraum und auch bei der Verrechnung der im Freiland erhobenen
Datensétze reproduzierbar detektiert wurde. Die geringe Markerabdeckung
lasst jedoch keine praziseren Aussagen bezlglich der Lage des QTL zu. Auch
das Kartieren weiterer neuentwickelter Marker fuhrte nicht zu der gewiinschten
Klarheit, also zur Eingrenzung des QTL. Jedoch ist durch die groBen Bereiche,
die nicht mit Markern abgedeckt wurden, zu vermuten, dass durch neue Marker
in diesen Licken bessere Aussagen mdglich sind. Die Entwicklung von Primern
anhand der Referenzgenomsequenz gestaltete sich  bezlglich  der
Kopplungsgruppe 16 jedoch als schwierig. Das Chromosom weist eine Vielzahl
an repetitiven Sequenzen auf. Entwickelte Primer binden meist an mehreren
Stellen auf dem Chromosom. Primerpaare mit eindeutigen Bindungsstellen
waren meist monomorph und damit nicht informativ fir die Erstellung einer
Kopplungskarte oder lieferten kein PCR-Produkt. Deshalb wurden lediglich
neun der 31 getesteten Marker in der Kartierung erganzt. Die Schwierigkeiten
bei der Markerentwicklung fir Chromosom 16 wurden auch bei anderen
Kartierungsprojekten des Instituts festgestellt (Martina Bonow-Rex; persénliche
Mitteilung).

Der QTL auf dem Chromosom 4 wurde zu Beginn der Arbeiten bei einzelnen
Berechnungen mit den Daten aus den Versuchen 2009-KR-02 und 2010-KR-03
erhalten. Im Jahr 2010 wurde er allerdings nicht reproduziert. Eine
Feinkartierung wurde aus diesem Grund nicht durchgefihrt. Auffallig ist an
dieser Stelle, dass der QTL nur bei einzelnen Berechnungen mit den Daten aus
den Versuchen 2009-KR-02 und 2010-KR-03 erhalten wurde. Diese beiden
Versuche wurden nur mit dem Isolat Mo05 durchgeflihrt. Bei einer
gemeinsamen Verrechnung aller Ergebnisse der Versuche, die mit dem Isolat
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MoO5 durchgefiihrt wurden, wurde jedoch lediglich der QTL auf dem
Chromosom 16 ermittelt. Das Ergebnis steht im Gegensatz zu den Resultaten
der Einzelberechnungen und deutet auf einen falsch-positiven QTL hin, der
vermutlich aus einer nicht ausreichenden Anzahl an Daten oder aus der
Verwendung des Isolats mit einer geringen Sporulationsaktivitét resultiert.
Weitere Neben-QTL, beispielsweise auf Chromosom 13, zeigten eine hohe
Reproduzierbarkeit. Diese wurden allerdings nicht feinkartiert, da ihr relativ
kleiner Anteil an der Varianz der Merkmalsauspragung in allen Versuchen diese
als Neben-QTL ausweist, die in der Rebenziichtung zugunsten der Haupt-QTL
zun&chst nicht genutzt werden.

4.5 Schlussfolgerungen

Die Grundlage fur die durchgefihrten Untersuchungen wurde durch die
Etablierung der Kultur von Guignardia bidwellii und die termingerechte
Produktion von ausreichenden Mengen Inokulum geschaffen. Desweiteren
wurde ein Resistenztest insbesondere im Klimaraum entwickelt mit dem
einerseits die Kreuzungspopulation V3125 x ‘Bérner’ und andererseits fir die
Rebenziichtung interessante Sorten und Genbankakzessionen phanotypisiert
wurden. Im Rahmen dieses Tests wurde ein Boniturschema mit 5 Klassen
entwickelt, welches sich bewahrt hat und fir zuklnftige Untersuchungen der
Schwarzfauleresistenz zur Verfligung steht. Damit sind in der Rebenzlchtung
jetzt Phénotypisierungen in einem hohen Umfang, ebenso wie schnelle
Testverfahren fir wenige Genotypen, verfigbar.

Zusatzlich wurden mikroskopische Untersuchungen durchgeflhrt, die erste
Hinweise auf unterschiedliche Resistenzmechanismen lieferten, die bereits in
frihen Infektionsstadien greifen. Diese sind flr die Rebenzilchtung ebenso
nutzlich wie das Aufdecken weiterer Quellen firr die Schwarzfauleresistenz. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Sorten ‘Felicia’, ‘Merzling’ und ‘Villard
Blanc’, sowie der Zuchtstamm Gf.Ga.47-42 als Resistenztrager und damit als
Kandidaten fir weitere Resistenzzichtungen identifiziert.

Als zentrales Ergebnis liegen nun QTL und Marker fir die

Schwarzfauleresistenz aus ‘Bérner’ vor, die in der Rebenziichtung genutzt
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werden kdénnen. Die korrelierenden Marker bedirfen einer Validierung in der
ersten Rlckkreuzung und werden dann fir die MAS eingesetzt. Durch den
Abgleich mit der Referenzgenomsequenz des anfélligen PN40024 konnte
gezeigt werden, dass in der QTL-Region auf Chromosom 14 Gene liegen, die
mit Resistenzreaktionen in Verbindung zu bringen sind. Die enge Eingrenzung
des QTL auf Chromosom 14 erlaubt im Nachgang zur vorliegenden Arbeit die
Sequenzierung des QTL-Bereichs von ‘Bdrner’ und kdnnte im Vergleich zu
PN40024 zu Kandidatengenen fiir die Schwarzfauleresistenz flihren. Eine
anschlieBende funktionelle Uberpriffung und die Identifikation Resistenzgen-
spezifischer SNP-Marker kann eine weitere Prazisisierung fur die MAS in der
Rebenziichtung ergeben.
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ANHANG

Anhang 1: Die Consensus-Karte der Chromosomen 4, 14 und 16

04 14 16
0.0 —1— GF04-03 0.0 —— GF14-05_97 0.0 —— GF16-01
4.6 ——— VMCNG2c2.1 s GF14.05 o1
10.1 ——— UDV_025b_141 3.9 =7 YMCée4 172
17.2 =~ UDV_034 18.1 —— GF14-06
22.0 ——— VMC7h3 20.6 —1 [~ GF02-24_233
25.4 ——— UDV_025b_133 1.0 =7~ UDV_013b_93
1 28.7 —— GF14-04
800 Ubv_087 14.4 ——— VChri6a_107

36.1 ~}~ VVMD24
37.8 | [~ VMC2a5

434~ |, UDV_115_146 0.5~ GF14.03_222 v04 —L Uby 086 154
44.9~~{- UDV_115-150 45,2 —— VMCBe10 086_
47.8 ——— GF04-05 :
49.3 /K- UDV_074 49.9 ——— VMC2b11
50.6 /1 UDV_115-167 52.8 —[— VMC2c3 242 ——— GF16-04_129
5497 [N vizAGe1 A
61.7 —— VVMD32 59.7 C2h12
66.1 ——— UDV_123_188
71.5 7 VrZAGS3 73.1 —-— GF14-02_291
75.4—T— UDV_057a_175
78.6 | GF04-16 78.6 — T~ VMC8h10_148
84.9 ——— VMC8h10_154
89.8 ——— GF04-12 414 —— VChri6c_158
~ 91.9 —— VMCNgtel_89 -

43.2 ——— VChri6b_181

99.7 ——— GF14-01_205

Abbildung 16: Die Kopplungsgruppen 4, 14 und 16 der genetischen Karte. Dargestellt ist die Consensus-
Karte, wie sie in Zhang et al. (2009) veréffentlicht wurde und von Fechter er al. (in Vorbereitung) um neue
SSR-Marker ergénzt wurde.



Anhang 2: Primerpaare

Tabelle 16: Die fir die Feinkartierung verwendeten Primerpaare mit den jeweiligen Angaben zur
Kopplungsgruppe (LG), dem Namen des Primers, seiner Sequenz sowie der Schmelztemperatur (Tm).
Weiter ist das Motiv des Mikrosatelliten (SSR-Sequenz) mit seinen Wiederholungen in der
Referenzsequenz  PN40024 und das Vererbungsschema nach JoinMap innerhalb  der
Kreuzungspopulation V3125 x ‘Borner’ (VxB) angegeben.

LG Name Primer Tm[C] SSR- VxB

4 GF04-01f TGGGTTGTTGAAGGTGATGTTA 60,0 (TA)20 kein Produkt
GF04-01r TAGGGTTCTTCTGCCATTTGTT 60,3

4 GF04-02f AATTCAACACTCTCCTACCGTGA 60,0 (GA)21 kein Produkt
GF04-02r TACGGCTTCAATGGGTCTAAAT 59,9

4 GF04-03f CAAATTATCCCAAGAGGCTTCA 60,4 (GGCTT)7  <abxcd>
GF04-03r GTAATCTAACCAAGCAGCCACC 60,0

4 GF04-04f GTTGATTTGGGATTGGAGTTGT 60,1 (ATA)10 kein Produkt
GF04-04r TCCTTCAGGTTAGACCATGTGA 59,6

4  GF04-05f CTAGTGGATGTCCCAATTTTGC 60,7 (GT)15 <abxcd>
GF04-05r GCATAAAAGGCGAGTAATGGAC 60,0

4 GF04-06f CTAGTCGCGTTTGAGGGAATAC 60,1 (TGG)6 monomorph
GF04-06r ACCACCAGCCAGATACTCATTT 59,9

4 GF04-07f CTTCTTCTTGCCTTTTCACAAC 58,2 (CA)9 <abxcd>
GF04-07r  AATTTCTTTGGACACCACACC 58,8

4 GF04-08f CACAGATACAAGTGGGTGGCTA 60,1 (CT)11 <abxcd>
GF04-08r TGCTACCTCGAACCTATCAACA 59,8

4 GF04-09f GTCATGCAATAACACTGCCAAG 60,6 (AT)27 monomorph
GF04-09r CTTTTGGGGAAGAAAACATCTG 60,0

4  GF04-10f CTGTTTAATCGGCCTTCATTTC 60,0 (AG)12 <efxeg>
GF04-10r TCTTTGTCCTTGTTGTTTGGTG 60,0

4 GF04-11f TCCAATCTAGGTCATGTGATGC 60,0 (TC)12 <abxcd>
GF04-11r TCCATGTCTCGTTCCTGTTAGA 59,7

4 GF04-12f GTGGTCTTCATATCACCAATTCTTC 60,1 (ATTT)6 <efxeg>
GF04-12r TTCTTCATCGTTCTGTTGTTGG 60,1

4 GF04-13f CTCGCCCATCTCTAGTAACACC 60,2 (CT)9 kein Produkt
GF04-13r TGGTTGTGCTAATTGGAAAGTG 60,0

4 GF04-14f TCTTACCACAAAGAACTCGCTG 59,6 (TC)20 <Imxil>
GF04-14r CAAAACGTGGACAATATAGGCA 59,9

4  GF04-15f AGAAGGTGGGTAAAAGTAGGGG 59,8 (GAG)8 <efxeg>
GF04-15r CGAAACTATCCTTATCAACGCC 60,0

4 GF04-16f CGGTGGGTGTATAGGTTTTGTA 58,8 (ATA)6 <abxcd>
GF04-16r GAATGCTAGAAGAGAGATTGTTGAG 58,0

4 GF04-17f CCCACAGAGAGTTTGAAGGACT 59,8 (AC)12 <abxcd>
GF04-17r  CCCATTCCCATGTCTATCTTTT 59,2

4 GF04-18f GGAAGATTGATGTGGGTTGTTT 59,8 (CAC)6 <efxeg>
GF04-18r TACATTTGCATTCTGCTCCAGT 60,0

4 GF04-19f TTAGAAACCACGCTACACACCA 60,6 (TC)9 kein Produkt

GF04-19r  ACTGAAAACATCAGCCTTGTGA 59,8



LG

Name

GF04-20f
GF04-20r
GF04-21f
GF04-21r
GF04-22f
GF04-22r
GF04-23f
GF04-23r
GF04-24f
GF04-24r
GF04-25f
GF04-25r
GF04-26f
GF04-26r
GF04-27f
GF04-27r
GF04-28f
GF04-28r
GF04-29f
GF04-29r
GF04-30f
GF04-30r
GF04-31f
GF04-31r
GF04-41f
GF04-41r
GF14-07f
GF14-07r
GF14-08f
GF14-08r
GF14-09f
GF14-09r
GF14-10f
GF14-10r
GF14-11f
GF14-11r
GF14-12f
GF14-12r
GF14-13f
GF14-13r
GF14-14f
GF14-14r
GF14-15f
GF14-15r
GF14-16f
GF14-16r

Primer
CAGAATAATCAAAGAAACCCCG
TTCAAACCCACAGGTCATACAG
CATTAGGGTGGATTTGGTATGG
TTAGGATGTTTATGGGCTTGCT
TGTCCATACTTTCATCAGCTCG
TCATCTCCATCTCCACCTTCTT
ATCGTCCATCCATTGTCTAACC
GTGGCTCACCTTTTCTTACACC
TATGTGTGCATAGACTGCAACC
CGATCAAATCAAACCCACTAGA
GATCTTGAATGCTCACTGCAAC
GTTCTTGTGTGTGTGGGTTTGT
TCCACCCGATCTCTCATTCTAT
TAAGCTCACAAGGAACCCTAGC
CTCAAGTAAAACCAAAGCTGCC
GATGATGAGGAAGAGAAGTGGG
TCCAGAATAATGGGATCTGTGA
ATAACACCCCTCTAAGCCCCTA
GTGTTCTATGATGCTGGCAAAA
GTATATGCTTCAGCTTGAGGGG
GGGAAGGGGAAGAAGTAAGAAA
CTGGTCAAGTAAGGACCCAAAC
CTAGTCGCGTTTGAGGGAATAC
ACCACCAGCCAGATACTCATTT
TAGCTGGTTTCAGTGTTTGGAA
TAGAGAGTGTGTGAGAAGGCGA
ATTCTTATCCACAACCCACCTG
CCCCATAAACACCAGCTATTCT
CGACTTGACACTAAGACAGGCA
GCAAGCAAAGAATTACCCAAAC
AAGCTCGTGAAAGTAGGACGAC
CAAACGGTAAAGTGAAGTACCATC
TATGCCTCGATCCTCTACCTTC
GAGAAAGCAGGGTCAAAATGTC
ATAAACACCTTTTACGGGGTCA
CCCTCTTTTACTTCCTTGGTTG
GCAAAATGATCTGCAAGGAAAG
ACTTTAGAAACCACATGCCACC
ATGGAACTGAATCCCCTTGTC
CACGAGTCAAAGTTGTCCACAC
TCACGGAGAGAGTAGGAAGGAG
TGTGCTGTTGTTGTACTTGCTG
TGTTACTGATTTGCCTCCACAC
CACACAAACAAAAGACCAGGAA
ACACAAATGGGTCTCCCTACAC
AGTCTTCCAAACACCTGCGAT

Tm [C]
59,8
59,9
60,3
60,0
60,3
60,1
60,1
60,0
58,7
59,1
59:9
59,8
59,9
59,9
60,3
60,1
59,4
60,2
60,1
60,1
59:9
59,9
60,1
59,9
59,8
60,2
60.1
59.4
60.5
60.0
60.0
59.0
59.7
60.1
59.6
59.2
61.1
60.3
60.2
60.6
60.0
60.0
60.0
60.0
60.2
61.1

SSR-
(GA)®

(@T)9
(AAG)12
(AAATA)6
(GA)B
(AAG)B
(TC)B
(TcC)6
(TGAT)B
(GA)10
(TC)18
(TGG)6
(AG)11
(TAAA)7
(TG)12
(AAG)9
(CTTCTC)6
(CA)10
(AG)19
(AG)14
(CTG)6
(ccemyz

(ATGT)7

VxB
monomorph

<abxcd>
<nnxnp>
kein Produkt
kein Produkt
kein Produkt
kein Produkt
<nnxnp>
kein Produkt
<abxcd>
kein Produkt
monomorph
<abxcd>
<abxcd>
<nnxnp>
monomorph
kein Produkt
<abxcd>
<efxeg>
<Imxil>
<efxeg>
kein Produkt

<abxcd>



LG
14

Name
GF14-17f
GF14-17r
GF14-18f
GF14-18r
GF14-19f
GF14-19r
GF14-20f
GF14-20r
GF14-32f
GF14-32r
GF14-33f
GF14-33r
GF14-34f-
GF14-34r
GF14-35f
GF14-35r
GF14-36f
GF14-36r
GF14-37f
GF14-37r
GF14-38f
GF14-38r
GF14-39f
GF14-39r
GF14-40f
GF14-40r
GF14-41f
GF14-41r
GF14-42f
GF14-42r
GF14-43f
GF14-43r
GF14-44f
GF14-44r
GF14-45f
GF14-45r
GF14-46f
GF14-46r
GF14-47f
GF14-47r
GF14-48f
GF14-48r
GF16-11f
GF16-11r
GF16-12f-
GF16-12r

Primer
CCTGGCAATACACATCTCTTGA
CACTGGTTTTCTTGCAGTTGTC
ACATTCCCTTTTGCCTGCTAT
TCTGAACCAACACAATCCAAAC
TTTGTTCTTTCCCCTCTGTTGT
GTGAAGTTGGGGTTGGAAGTAG
CATTGTAACTCCTTGATCGTGA
ACTTTCTCTAGGTTTTGGGCTT
TGGGTTTGTCTTCTGCTTTCTT
CCCTCGTTTTACTCCCTCTACA
GCAGGAAGGAGAAAACAAGCTA
ATAATCCCTCAATACCAGGCAC
AGGATGGAGTCAAAGAAGGGTT
GAACGAAGGGTTGTCATTGTTT
ATGGAACTGAATCCCCTTGTC
CACGAGTCAAAGTTGTCCACAC
AATAACCCTCTCAGCTTCCTCC
TCTCCTACCAAACCACCAATTC
ATTATACACATCCATCGCAAGG
ATACTGCTAAAGAAGGGCTGGA
ATTATGGCCGAGGAGGAATAAG
CAATCCACAACGTCTAACAACG
ATCTTGAGACTTATGCCTTGCC
GGAACAAAGTGCCTATGGAAAA
TTGGTGCCTCTAGCTTTACACA
TGGTTGGATGACCTTACTGATG
CGCTTGCAGGTATTCTCTCTTT
CAACCTTCTCCTCATGTCTTCC
TGGAGTAGCATGAGAACACCAT
AGAAGTGCAAACTTACCAAGCA
CCTACACGCTTTTGTGAATGAA
TTAATTTCTCAGTCCCTCTGGC
AAGCCAAAATGACACTGAACCT
CACCACCAAGAATACATCCTCC
AACCATGTTCTGTTGCTTTGTG
TGGGTTTTCTCTGAATCCATGT
GTTGTAGGGGACACATAAAGGC
TCTCTCTCACATCACTCTCCCA
GCCCCACCAAATAGGAATAGAT
CCAAATCCATAACCATCAAACC
TGCTGTAGGGTAGAGTGATGGA
TAGGCATAGTGGGAACAAAAGG
TAGGCATAGTGGGAACAAAAGG
TATATCTTCAGCCTTCCCCAAA
TGTGTGGCTTGTATGGATTTCT
ACAGAGAGGAGGAGACACAAGC

Tm [C]
60.1
59.8
B39
59.9
60.0
59.9
57.8
57.7
60.3
59.6
60.0
59.2
60.3
60.3
60.2
60.6
60.1
60.2
58.9
59.4
60.6
60.5
59.8
60.3
59.9
59.9
60.2
60.2
60.3
60.2
60.2
59.7
60.0
60.6
60.1
60.7
59.8
59.9
60.4
60.3
59.8
60.4
59:9
59.5
60.1
60.2

SSR-
(CA)B

(TTTC)6
(AG)8
(TCA)10
(TCT)7
(TG)7
(AG)13
(AG)14
cm9
(GA)B
(ATT)7
(TTA)7
(TTC)8
(CA)8
(AAT)7
(GGC)6
(AG)8
(cms
(TC)12
(TC)8
(CA)16
(AATAA)9

(ATAC)8

VxB
monomorph

monomorph
<nnxnp>
<Imxll>

Kein Produkt
<abxcd>
<ImxlI>

Kein Produkt
<Imxll>

Kein Produkt
Kein Produkt
<abxcd>
<ImxIl>
<Imxll>
<nnxnp>
Kein Produkt
<nnxnp>
Kein Produkt
<efxeg>
Kein Produkt
<Imxll>

Kein Produkt

<nnxnp>



LG
16

Name

GF16-13f
GF16-13r
GF16-14f
GF16-14r
GF16-15f
GF16-15r
GF16-16f
GF16-16r
GF16-17f
GF16-17r
GF16-18f
GF16-18r
GF16-19f
GF16-19r
GF16-20f
GF16-20r
GF16-21f
GF16-21r
GF16-22f
GF16-22r
GF16-23f
GF16-23r
GF16-24f
GF16-24r
GF16-25f
GF16-25r
GF16-26f
GF16-26r
GF16-27f
GF16-27r
GF16-28f
GF16-28r
GF16-29f
GF16-29r
GF16-30f
GF16-30r
GF16-31f
GF16-31r
GF16-32f
GF16-32r
GF16-33f
GF16-33r
GF16-34f
GF16-34r
GF16-35f
GF16-35r

Primer
ATTGTAATTTGCTCACGATCCC
AACACTTGCATGGAGACAACC
GCTGGATTCAACATGGGTCTAT
CTCTCTTCATGGATTGTCGGAT
CATTTCCAAAGTTGTAGCCCTC
TTACATGCCAAAGATGATGACG
ACGTGTCCCACTCCTCTACATT
GGTCTACAGTGAGGTACAGGGC
GGATCAGAATTAGGAATGGCAA
TGATGCACTCCTAAATGAGAGG
ATACGTCCTGTATGCTGTGTGG
GAGAAACAGAGAGAATTGCACCT
TATGCTTATGTGGATTGATGGG
TAAATGCACACTGCTCCTGTCT
GGCACTTCTCTTCTCCACAACT
GAAGGCAGAGTAGAGGAAACCA
GACAGAGATGGAAGGGTGAAAG
TCGAAACGATCAAAGGTCTTCT
TTTGCGTTCTTCCATTCACA
TACCAAAATACCCCAAAACTCG
CCAGTGAGTCGAAGAAGAAAGG
CAGGTGTTTTGCTCCTCTTTCT
GCTCATCCTCATTCTCTCCTTT
CAAAATGGAGAGCAGAGAGGTT
TCGAATCAATACGCGAACATAC
AACATGACACCACGTAACACA
TTTTGAGTATCGGGTCTTGC
GAAAAGGAGATATGATGCTGGG
AGTTTCAGATGCAGAGGGAGAG
GCAGCCAGGAGACTTATTATGC
GTCATTCACTACCATAGGTTGGC
TTGACGAGTTCCTTAAATCCCA
CTGATCTGGTTGCCCTTAAAAC
ATTCAACCACACCAAGGGATAA
AGAGGAAGAAGAAGAAGAAGAGC
GACTTCGGATTTCTTCTATGGAG
CATTTGTGGCATCTGAACCTTA
AATGTGTCATGCAGAGGAATTG
TGAAGATTGATGGGTGTTCTTG
TGCAGAATTGATTGGAGAGAGA
TGCTTATGGGTGCCTTATCAAT
GGAGGTTCTAGGTTCAAGTTCCA
CTATACCAATCCCCACCATTTG
GATAAAGAACAAGAACGGGGTG
GATCGTGCAAAACAATCCAGTA
GAACGACTGAACATGCAGAAAG

Tm [C]
60.0
60.2
60.5
60.0
60.9
59.9
60.1
60.3
59.3
59.9
59.0
59.7
59.9
59.9
5919
60.1
60.2
60.2
60.1
60.4
59:9
58.9
59.9
59.9
57.4
57.8
59.9
60.0
60.3
59.8
60.8
60.0
60.5
60.1
58.4
59.0
59.9
60.0
5919
59.9
60.7
60.9
60.3
59.9
60.0
59.9

SSR-
(ATT)10

(CATA)7
(AAT)6
(Gceco)s
(TTA)6
(CTT)13
(AGA)6
(AAAG)6
(ATC)B
(TTC)8
(GAG)9
(GAT)B
(TAT)8
(GAA)7
(AAAG)7
(TTC)7
(TCT)9
(ATA)14
(TG)14
(Tc)7
(TC)8
(AGC)7

(AG)6

VxB
Kein Produkt

<efxeg>
<abxcd>
Kein Produkt
Kein Produkt
<nnxnp>
Kein Produkt
Kein Produkt
Kein Produkt
<efxeg>
<nnxnp>
Kein Produkt
<abxcd>
<abxcd>
Kein Produkt
<abxcd>
Kein Produkt
Kein Produkt
Kein Produkt
Kein Produkt
Kein Produkt
Kein Produkt

Kein Produkt



LG
16

Name

GF16-36f
GF16-36r
GF16-37f
GF16-37r
GF16-38f
GF16-38r
GF16-39f
GF16-39r
GF16-40f
GF16-40r
GF16-41f
GF16-41r
GF16-42f
GF16-42r

Primer
GGAAGGAAGCAAACATCAAAAG
CTCTCCTCAAATGGCACTCTCT
GAAGATGGGTTGATTTTGTGG
ATAGCTGTTGGGGTTCAATTCT
GTGCATTGGCTTTGAACAACTA
CCTCCATTCACCAAAATCACAT
GAAGGAAGAGGTGTGTATTCCG
GACACTACATGAATGAGAATCAAGG
ACTTCAACTCAGCCTCATCCTC
ATGGATATGGATACGGATACGG
GCACAATCTCTTCAAAATAGGAGC
TGCCTCTTGGTGCTTATCGTAT
ACCATGACACTTGGATGAACAG
CCATGACCCTTTGATCTACCTC

Tm[C]
60.1
60.0
59.3
59.0
60.2
60.9
59.9
59.1
59.9
59.8
60.6
60.9
59.9
59.8

SSR-
(AG)6

(GA)7
(cm)8
(GA)6
(AG)13
(CTT)11

()8

VxB
Kein Produkt

Kein Produkt

Kein Produkt

Kein Produkt

Kein Produkt

Kein Produkt

Kein Produkt

Vi



Anhang 3: Zusammenfassung aller QTL-Ergebnisse

QTL-Analyse mit der Methode Intervall Mapping vor der Feinkartierung

Tabelle 17: Ubersicht tiber die Ergebnisse der QTL-Analysen. Angegeben sind die jeweiligen Versuche,

das Bonitursystem (z.B. Anzahl der befallenen Blatter, Vorhandensein von Pyknidien, die Befallsstarke

und das 5-Klassensystem), sowie die Chromosomen, auf denen QTL detektiert wurden. Fir jeden QTL

wurden der maximale LOD-Wert, die chromosomen-spezifische Signifikanzgrenze (SG), der korrelierende
Marker nach KW mit P= 0,01 und das Konfidenzintervall (LOD-1) angegeben. Fehlende Werte bedeuten,
dass die Signifikanzgrenze auf dem Chromosom nicht Uberschritten wurden, andere Werte wie eine

signifikante Korrelation nach KW jedoch auf einen QTL hindeuten.

Datensatz  Priifmerkmal

2010-GF-

o1 4 Klassen
5 Klassen
Pyknidien
06.2010
08.2010
Zeit
3 Klassen
2 Klassen

2009-KR-

02 MW

2010-KR-

03 Max MW

LG

10

16
10
16
10
14
17

12
14
10
16

10
16

10
17
10
16
17

12
13
14
16

LOD-
Wert

Signifikanz
-grenze

2,8
2,9
2,5
219

28
2,9
2,7
2,8
2,8
2,5
3,1
2,7
2,5
2,8
2,7
2,9
2,8

2,7
2,9
2,8
2,9

3,0

%
Expl.

13,9
11,2
8,2
12

12
7.9
9,0
9,6
10,7
7,2
10,3
1,1

7,8
13,9
8,9
12,7

8,2

10,4
11,0
12,7

9,0

korrelierender
Marker

VMC3e11.2

VCHR16c_158
VMC3e11.2
VCHR16c_158
VMC3e11.2
VMC8h10_154
UDV-92
UDV-28
VMC5c6
GF14-05_91
VMC3e11.2
VCHR16¢c_158
UDV-64_116
VMC3e11.2
VCHR16c_158
VMC2e11
VMC3e11.2
VMC3e11.1
VMC3e11.2
VCHR16c_158
UDV-92
GF01-04
VMCNG2c2.1
GF04-03

GF12-08
VMC2c7_144
GF14-04
GF16-04_129

Konfidenz-
intervall

34,76-37,82
34,7-37,32
0-10,09
34,75-37,32
70,79-19,74
44,1-54,97
1,17-13,51
89,62-99,68
33,70-41,25
0-18,92
5,83-11,29
33,75-37,32
0-7,1

5-12,3
33,7-37,32
9,79-20,74
34,76-37,32
8,79-17,74
38,81-45,58
78,51-89,75

71,76-89,76

64,9-79,25

Vii



Datensatz

Prifmerkmal

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen

5 Klassen MW

2 Klassen

LG

19
4

6

12
14
16
19
2

4

12
13
14
16
19
4

13
14
19
4

14
4

13
14
16
19
4

12
13
14
16
19
4

12
13
14
16
19
4

12
13
14
16

LOD-
Wert

Signifikanz
-grenze

2,9
2,9

2,9
2,9

2,9
3,1
2,9
3,0
3,0
2,5

%

o

Expl.

12,5
6,2

8,7

6,9

11,2
12,1

8,0
12,5
019

8,1
9,4
13,0

8,8

8,6
8,0

korrelierender
Marker
GF19-07
GF04-03
GF12-08
GF14-04
GF16-04_129
GF19-07

GF04-03
GF12-08
VMC2c7_144
GF14-04
GF16-04_129
GF19-07
GF04-03
VMC2c7_144
GF14-04
VChr19a
GF04-03
GF14-04
GF04-03
VMC2c7_144
GF14-04
GF16-04_129
GF19-07
GF04-03
GF12-08
VMC2c7_144
GF14-04
GF16-04_129
GF19-07
GF04-03
GF12-08
VMC2c7_144
GF14-04
VCHR16a_107
GF19-07
GF04-03
GF12-08
VMC2c7_144
GF14-04
GF16-04_129

Konfidenz-
intervall

71,76-89,76
45,16-69,28

64,9-79,25
1-5,14
47,47-68,67
70,76-89,75
66,95-74,25
70,76-89,76
67,95-75,05
2,49-16,65
70,76-85,19
72,51-89,70
64,31-79,05
72,51-89,76
65,95-75,05
0-16,65
73,51-89,76
0-9,14
64,31-75,05
2,49-16,65
74,51-89,75
0-9,14
64,9-75,05
5,1-23,76

viii



Datensatz

2010-KR-
04

Prifmerkmal

Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen Max

4 Klassen MW

LG

11
14
15
16

11
14
15
16

11
14

LOD-
Wert

Signifikanz
-grenze

2,9
=8
2,5
A5

2,9
2,9
2,8
2,6
2,7

2,8
2,8

2,6

%

o

Expl.

8,7
757
6,7
8,6

9,5
9,99

79

11,1

8,5
8,0

6,6
10,8
1,1

8,5

korrelierender
Marker

GF07-14_174
GF14-04
GF15-02
VCHR16c_158
GF06-02_341
GF07-14_174
GF14-04
GF15-04
VCHR16c_158
GF06-02_341
Gf07-14_174

GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
GF06-02_341
GF07-14_174
GF14-04
GF15-02
VCHR16c_158
GF06-02_341
GF07-09_359
GF14-04
GF15-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
GF06-02_341
GF07-14_174
GF14-04
GF15-02
VCHR16c_158
GF06-02_341
GF07-14_174
GF14-04
GF15-04
VCHR16c_158
GF06-02_341
GF07-14_174
GF14-04
GF15-04

Konfidenz-
intervall

41,89-73,25
7,74-20,9
0-21,93
5,87-43,68
41,89-63,5
7,74-20,57
0-22,93
48,62-62,67
54,46-79,05

0-17,1

54,46-74,25
0-20,9

7,74-20,57

0-15,1

0-20,57
0-20,93
41,89-76,05
3-20,58
0-14,1

1-20,57



Datensatz

2010-KR-
05

Prifmerkmal

5 Klassen Max

5 Klassen MW

2 Klassen

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen Max

4 Klassen MW

5 Klassen Max

LG

16

14
15

16

14
15

16

14
15

16

14

16

14
16

14

16

13

16

13
16

14

16

13
16

LOD-
Wert

2,52

7,15

2,18
2,90
5,85
2,5

3,19

4,34

3,56
2,6
3,37
4,22
2,8
2,8
2,46

2,80
4,00

2,70
2,30
3,76

Signifikanz
-grenze

225

2,8
2,6

2,6

3,0
2,6

2,5

3,1
2,6

2,5
2,9

2,6

2,9
2,6
2,8
2,9

2,4

2,8
2,9
3,0
2,4
2,9
3,0
2,5

2,9
2,5

2,8
3,0
2,6

%

o

Expl.

7.4

19,6

6,2
7,7
15,7

8,8

12,3

9,9

9,4
11,6

korrelierender
Marker

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

GF14-04
GF15-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

GF14-04
GF15-04

VCHR16b_181;
VCHR16¢_158

GF06-02_341
GF07-14_174
GF14-04
GF15-02
VCHR16b_181;
VCHR16c_158
GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

VVMD34_240
GF14-04
VCHR16b_181
GF06-08
GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

VVMD34_240
VMC2f10
GF13-3a
GF08-09
VCHR16b_181
VVMD34_240
GF13-13
VCHR16b_181
GF02-14_268
GF14-04
VCHR16b_181
GF02-14_268
GF09-16
VMC2c7_144
VCHR16b_181
GF02-14_268

Konfidenz-
intervall

0-18,1

41,89-75,05
7,74-19,57

0-15,1

0-20,75
0-17,1

42,89-75,05
0-19,57

0-19,93
63,5-88,62
3,01-18,1
9,6-31,62
54,49-79,05

2,1-19,93

53,49-76,05
0-17,1

22,87-31,94
37,89-44,63
0-20,98



Datensatz

2011-KR-
06

Prifmerkmal

5 Klassen MW

2 Klassen

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen MW

5 Klassen MW

4 Klassen Max

LG

13
14
16

13
14

16

14
16
3

16
3

13
14
9

13
14
15
3

14
15
3

13
14
15
3

14
15
3

14
15
3

14
15
16

Signifikanz
-grenze

(28

2,6
2,8
3,0
2,9

2,5

2,8
3,0

2,6

3,0
2,5
2,8
2,6
2,8
2,8
3,0
2,7
3,0
3,0
2,6
2,7
219
2,35
2,8
3,0
2F)
2,6
=8
2,9
A5
2,8
2,9
2,5
2,8
3,0
2,4
2,6

%
Expl.

o

6,4

9,9
6,0
10,5
7,3
8,0
10,8
9.9
7,8

6,2
6,9

11,9
8,3
8,6
10,7
8,3
8,9
10,4
7,6
7,5

5,7

korrelierender
Marker
GF13-1
GF14-04
VCHR16b_181
GF02-14_268
GF08-09
GF13-13
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16¢_158

VMC2f10
VMCNG4e10.1

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
VMC1a5

GF14-04
VCHR16c_158
VMC1a5
VCHR16c_158
UDV-022
GF13-13
VMC2b11
VCHR9a_110
UDV-124
VMC2b11
GF15-10_206
VMC1a5
VMC2a5
GF15-10_206
UDV-022
VMC2c7_144
VMC1ab
GF15-10_206
VMC1ab5
VMC2b11
GF15-10_206
VMC1a5
VMC2b11
GF15-10_206
VMC1a5
VMC6c10
GF15-10_206
VCHR16¢_158

Konfidenz-
intervall

32,75-42,41

0-18,93

34,89-46,01

55,15-85,62
0-18,1

21,87-38,98

0-16,1

22,02-26,73
24,02-36,55
34,38-51,17
32,57-54,46
19,38-49,18
34,38-44,41
31,56-47,74
0-8,74
23,02-38,37
0-28,31
23,02-41,43
32,57-54,46
0-11,74
23,02-36,55
32,57-54,46
0-11,74
11,35-36,55
54,46-33,57
0-18,17
22,02-35,9
0-21,9

Xi



Datensatz

2011-KR-
07

Prifmerkmal

5 Klassen Max
2 Klassen

Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen MW

5 Klassen MW

4 Klassen Max

5 Klassen Max

LG

15

13

13
14
15

13
14
13
14
15

14

13
14
15

13
14

13
14
15

13
14
15

13
14
15

13

LOD-
Wert
3,70
3,40
3,75

3,10

2,60
4,82
2,99
3,59

2,46
4,89
3,1

4,89
2,60
2,6

3,2

2,80
2,70
2,80
4,62
2,60
2,80
2,91
5,43
2,80
3,47
5,98
2,20
2,20
2,80
3,05
5,76

3,65
3,10
3,10
6,02

2,80
3,10

Signifikanz
-grenze

2,6

2,9

29

3,0

2,9

3,1

25

3,0

2,8
2,8
3,1
3,1
2,7
2,9
3,2
3,0
2,9
3,0
2,9
2,6
3,1
2,9
2,8
3,0
3,0
2,9
2,6
3,0
3,1
3,0
3,0

3,65
3,0
3,1
3,0

3,0
3,0

%
Expl.

o

9,6
8,3
6,9

11,4
7,2
8,6

6,0
11,56

3,1

7,0
12,4

9,0
15,0

korrelierender
Marker
GF15-10_206
VMC1a5
VMC2c7_144

GF05-04

VMC5h2_196
VMC2¢c7_151
GF14-04
GF15-10_206
GF05-04
VMC5h2_196
VMC2c7_151
GF14-04
VMC2c7_151
GF14-04
GF15-10_206
VMC5h2_196
GF14-04
VMC9b5
VMC5h2_196
VMC2¢7_151
GF14-04
GF15-10_206
VMC9b5
GF13-01
GF14-04
GF05-04
GF13-01
GF14-04
GF15-10_206
VMC16d4
VMC5h2_196
GF13-01
GF14-04
GF15-10_206
GF05-04
VMC5h2_196
GF13-01
GF14-04
GF15-10_206
GF05-04
VMC5h2_196
GF13-01

Konfidenz-
intervall
0-27,76
30,92-40,37
18,87-51,16

64,31-76,05
0-31,89
9,07-30,74
7,46-22,22
66,95-78,05
66,95-78,05
65,95-79,05
2-21,22
66,95-79,05
7-20,22
65,95-79,05
7,46-21,22
66,95-79,05
18,24-24,22
65,95-77,01

Xii



Datensatz

2011-KR-
08

Gesamt

Prifmerkmal

2 Klassen

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen MW

5 Klassen MW

4 Klassen Max

5 Klassen Max

2 Klassen
Anzahl

LG

14

14
13
14

16
17

13
14
16
17

16

17
14

17

14
17
14
17

14
16
17
14
16
17
14
15

16

17
14

16

17
14
14

LOD-
Wert
5155]
2,70
3,91
2,2
2,30
4,65
3,67
2,52
3,37
2,70
4,90
2,20
2,70
7,40

2,83

4,08
741116)

3,58

7,18
3,45
5,29
3,24
2,80
6,89
2,20
4,48
7,62
2,70
3,83
4,69
2,97

2,66

3,79
7,53

3,12

2,98
3,01
4,91

Signifikanz
-grenze
3,0

2,9

3,1

29

2,8

3,2

2,6

2,8

3,0

3,0

2,9

2,5

2,8

3,0

2,6

2,7
2,8

2,7

2,9
2,8
3,0
2,8
3,1
2,9
2.4
2,7
3,0
2,4
2F)
3,0
2,5

2,5

2,8
2,9

2,5

2,8
3,01
2,9

%

Expl.

14,0

10,1

12,4
9,7
71
9,1

13,0

19,0
7,7

11,0
18,4

9,7

18,5
9,4
14,0
8,8

17,8

12,0
19,5
7.4
10,3
15,5
8,1

7,3

8,7
19,3

8,2

8,0
8,2
11,5

korrelierender
Marker
GF14-04
VMC16d4
VMC5h2_196
GF14-05_91
GF13-01
GF14-06
VCHR16¢c_158
VVIN73_256
GF05-16
GF13-01
GF14-05_97
VCHR16¢c_158
VVIN73_256
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158

VVIN73_256
GF14-06

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
GF14-06
VVIN73_256
GF14-06
VVIN73_256
GF07-14_174
GF14-06
VCHR16c_158
VVIN73_256
GF14-06
VCHR16c_158
VVIN73_256
VMC2b11
GF15-06

VCHR16b_181;

VCHR16c_158

VVIN73_256
GF14-06

VCHR16b_181;

VCHR16¢_158
VVIN73_256
GF14-05_97
GF14-04

Konfidenz-
intervall

65,95-78,05

59,71-79,01

71,25-98,68
0-2,1

0-36,3
28,1-35,74
71,25-94,68

71,25-81,56
0-17,1

21,77-34,30
73,25-86,58

21,77-36,30

73,25-86,58
23,77-35,30
72,25-87,58
10,79-36,30
72,25-89,62
24,77-36,71
73,25-93,68
0-14,1
23,77-35,30
67,95-99,68
24,4-32,63

0-22,93

22,77-34,3
74,25-99,68

0-14,1

22,77-35,3
66,95-99,68
74,25-81,56

xiii



Datensatz

Mo05

Mo05+GF1
0

Prifmerkmal

Pyknidien

4 Klassen

5 Klassen MW

2 Klassen

MW

MW

Anzahl

Zeit
Pyknidien

Lasionen

LOD-

LG Wert
8 2,73
12 -

13 4,08
14 4,65
16 4,72
8 -

12 -

13 3,84
14 6155)
16 4,45
12 3,0
13 3,2
14 6,26
16 4,66
13 °

14 4,15
16 4,24
4 2,66
12 2,7
14 2,2
15 2,74
16 3,13
3 2,80
14 3,89
16 6,47
14 447
16 512
3 3,19
14 5,06
16 3,49
keine QTL
13 3,52
14 3,63
16 4,44
13 3,42
14 5,09
16 2,91

Signifikanz
-grenze

3,0

3,0
3,1

2,4

2,9
219
2,5
2,8
3,0
3,0
2,4
(22
3,1
A5
2,9
3,0
3,0
2,6
2,5
2,8
2,9

2,6
3,0
2,5

2,9
=8
2,5

2,9
3,0
2,5

3,1
3,0
2,7

%

Expl.

6,6

9,7
10,9

11,5

9,1
12,9
10,5

14,4
10,9

9,9
10,1

12,5
8,8

9,0
9,3
11,3

8,8
12,8
8,3

korrelierender
Marker

VMCNg2e2_14
0

GF12-03
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

uUDV026
VMC5c6
GF13-01
GF14-04
VCHR16¢c_158
VMC5c6
GF13-01
GF14-04
VCHR16¢c_158
RDV1
GF14-04
VCHR16¢c_158
GF04-03
VMC5c6
GF14-04
GF15-02
VCHR16¢c_158
VMC1a5
VMC2a5

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

VMC1ab
VMC6c10
VCHR16c_158

VCHR13b
VMC2a5

VCHR16b_181;
VCHR16¢c_158

UDV-124
GF14-04
VCHR16c_158

Konfidenz-
intervall

37,89-79,1

35,38-41,41
64,31-73,25

0-16,1

16,76-27,79
65-31-77,01
0-18,1
64,31-78,05
0-17,1
55,15-79,25
0-15,1
69,76-89,76
7,74-21,9
2-22,93

52,49-63,5
1-16,1
53,49-63,5
0-16,1

23,02-30,73
32,57-46,89
0-17,1

35,38-42,41
51,51-63,5
0-16,1

16,76-27,79
52,51-66,95
0-21,93

Xiv



Datensatz

GF10

Prifmerkmal

4 Klassen Max

4 Klassen MW

5 Klassen Max

5 Klassen MW

2 Klassen

Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen MW

LG

13
14

16

13
14

16

13
14

16

16

14

16

12
13
14

12
13
14
13
14
15
13
14
17

12
13
14

12
14

LOD-
Wert

3,12
5,06

5,52

2,95
4,53

4,10

2,90
5,58

Signifikanz
-grenze

3,0

3,0

2,5

2,9
3,0

2,7

2,8
2,9

2,8

2,8
3,0

245
3,0
2,5

3,0
2,7
3,0
2,5

3,0

219
3,1
3,0
2,9
3,0
2,9
2,6

3,0
2,6
2,9
3,0
2,8
3,1
3,1
2,8
2,8

%

Expl.

8,1
12,7

13,8

7,6
11,5

10,4

8,5
6,0

9,2

79
8,6
9,8
7,7

11,5

10,6
7,5

korrelierender
Marker
VCHR13b
VMC6¢c10

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

VCHR13b
GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16¢_158

VCHR13b
GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

VMC1a5
VMC2a5

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16c_158

GF05-04
VMC413.1
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;
VCHR16¢_158

GF05-04
VMC4{3.1
GF13-01
GF14-05_91
GF13-01
GF14-04
GF15-10_206
GF13-01
GF14-06
GF05-04
UDV-024
VMC2c7_151
GF14-06
GF05-04
UDV_024
GF14-04

Konfidenz-
intervall

16,76-25,6
50,51-63,5

0-15,1

16,76-27,79
60,51-63,5

0-18,1

50,51-63,5
0-2,1

50,51-63,5
0-18,1
34,57-67,95
0-15,1
36,85-50,74

7,46-19,87
65,95-93,68

36,85-50,74
8,46-26,79
92,68-64,9
0-21,37
67,95-78,05

87,58-70,25
14,81-24,77
26,09-30,74
67,95-79,56
38,85-48,74
68,95-82,62

XV



Datensatz

Gesamt
KR

Prifmerkmal

4 Klassen MW

5 Klassen MW

4 Klassen Max

5 Klassen Max

2 Klassen

MW

Anzahl

Zeit
Pyknidien MW

Lasionen MW

LG

5
13
14
5

13
14
5

13
14
5

13
14
12
13
14
7

8
12
13
14

16

7
8
12
13
14

16

8
12
13
14

16

14
12
13
14

16

13

LOD-
Wert
2,8
3,54
6,35
2,8
3,19
6,51
3,34
3,47
5,59
2,7
3,1
5,80
2,20
2,00
2,20

5,50
2,5

3,43
5,01

Signifikanz
-grenze
2,8

2,8

3,0

3,0

3,1

2,9

3,0

3,0

3,0

3,2

3,1

2,9

2,9

2,9

2,9

3,0
2,5

2,9
2,8
3,1
2,9

2,5

3,0

%

o

Expl.

ON
15,7

8,2
16,3
8,6
8,9
14,0

7,3
10,5

13,2

7,2
11,5

9,1

7,5
15,5

749
12,8
8,2
11,7
8,6

8,9

korrelierender
Marker
GF05-04
GF13-01
GF14-04
GF05-04
GF13-01
GF14-06
GF05-04
GF13-01
GF14-04
GF05-04
GF13-01
GF14-04
VMC4£3.1
GF13-01
GF14-05_91
VCHR7b
VMCNG2b6
VMC5c6
GF13-01
Gf14-04

VCHR16b_181;

VCHR16¢c_158
VMC8d11
VMCNG2b6
VMC5c6
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
VMCNG2b6
VMC5¢6
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
GF14-04
VMC5c6
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
GF13-01

Konfidenz-
intervall

10,22-26,79
64,31-82,62
10,22-26,79
70,12-14,06
26,09-36,95
10,22-26,79
65,95-79,05
64,9-81,56

7-21,22
64,9-78,05

0-13,09

64,31-78,05
0-16,09

10,22-21,22
65,95-77,01

0-13,1

66,95-83,62

35,38-41,41
65,95-79,05

0-17,1

16,75-26,79

XVi



Datensatz  Prifmerkmal LG

14

16

4 Klassen MW 13
14

16

5 Klassen MW 12
13
14

16

2 Klassen 13
14

16

LOD-

Wert -grenze

612 29
4,04 28
6,31 3,0
3,1 2,4
3,0 2,9
3,8 3,1
71 2,8
3,1 2,5
2,8 2,8
4,0 2,9
55 2,6

Signifikanz

%
Expl.

o

14,1

9,7
14,7

korrelierender
Marker

GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158

GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16¢c_158
VMC5c6
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158
GF13-01
GF14-04

VCHR16b_181;

VCHR16c_158

Gegeniiberstellung der QTL aus dem IM und dem MQM

Tabelle 18: Darstellung der QTL im Vergleich zwischen

Konfidenz-
intervall

62,5-77,01

11,81-26,76
64,9-77,01

0-18,93

7,46-25,79
65,95-79,05

0-15,1

57,55-75,05

1-16,1

IM und MQM. Aufgelistet sind der

zugrundeliegende Datensatz und das Prifmerkmal. Zudem sind die detektierten QTL mit der zugehérigen

Kopplungsgruppe (LG), den maximalen LOD-Werten des IM und des MQM mit den jeweiligen

Konfidenzintervallen beschrieben.

Datensatz Prifmerkmal

2010-GF-01 4 Klassen MW

5 Klassen MW

Pyknidien

06.2010

08.2010

10
16

10
16
10
17

12
14

10

LOD-
Wert IM

2,80
2,50
4,50
3,22
5,85
5,20
3,11
3,58
3,83
2,60
4,28

LOD-
Wert
MQM

3,34
5,58
3,10
3,18
3,68
5,08
4,22
5,80
3,10
3,84
25

4,34
3,35
42

Konfidenz
intervall IM

34,76-37,823
0-17,0
42,3-52,74
34,7-37,32
0-10,09
34,75-37,32
70,79-19,74
44,1-54,97
1,17-13,51
0-10,06

33,70-41,25

Konfidenz
intervall MQM
5,83-12,30
33,76-38,18
0,00-17,00
42,31-52,74
4,00-15,40
33,76-37,33
0,00-10,09
34,75-37,32

44,10-54,97
89,62-99,68
3,00-14,38

33,70-41,25

XVii



Datensatz Priifmerkmal

Zeit

3 Klassen

2 Klassen

2009-GF-02 MW

2010-GF-03 Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen

5 Klassen MW

2 Klassen

2010-KR-04 Max

LOD-
Wert IM
2,87
2,43
4,14
4,47
2,30
3,05
5,66
3,51
2,36
513
2,48
3,22
3,04
3,24
4,67
2,8
4,61
2,21
2,80
3,10
3,09
4,15
2,80
417
2,20
4,08
4,38
4,44
3,78
5,34
2,80
2,81
4,56
3,56
2,50
3,38
4,79
3,19
2,80
2,80
3,25
2,87

LOD-
Wert
MQM

3,05

3,2

4,65
3,05
4,05
5,42

3,71
5,58
3,52

3,16
3,28
4,50
4,00
4,57
4,35
4,52
3,36
2,89
4,03
3,39
3,58
3,31
3,52
3,69
4,76
4,81
4,88
3,77
2,54
3,88
3,01
3,74
2,81
4,88
3,05
4,22
3,97
4,65
2,11

Konfidenz
intervall IM
0-18,92
5,83-11,29
33,75-37,32
5-12,3
33,7-37,32
9,79-20,74

34,76-37,32

38,81-45,58
78,51-89,75
71,76-89,76
25,43-34,73
71,76-89,76
45,16-69,28
25,43-34,73
1-5,14
47,47-68,67
70,76-89,75
25,43-32,73
70,76-89,76
24,31-31,73
2,49-16,65
70,76-85,19
72,51-89,70
20,62-35,73
72,51-89,76
24,63-33,73
0-16,65
73,51-89,76
0-9,14
24,63-35,73
2,49-16,65
74,51-89,75
0-9,14
24,63-34,73
5,1-23,76

26,43-57,79

Konfidenz
intervall MQM

0,00-18,92
33,75-37,32
0,00-7,10
5,83-13,30
33,70-37,32
4,00-16,38
34,76-37,32
0,00-12,10

38,81-45,58
78,51-89,75
84,51-89,76
64,9-75,05
84,51-89,76
61,1-69,28
64,9-75,05
1,00-5,14
51,00-66,69
84,51-89,76
63,50-75,05
84,51-89,76
67,95-75,05
1,00-5,14
84,51-89,76
84,51-89,76
65,95-75,05
84,51-89,76
65,95-75,05
0,00-5,14
84,51-89,76
0,00-10,14
63,50-75,05
1,00-5,14
84,51-89,76
0,00-10,14
64,90-75,05
5,10-23,76
20,15-34,71

xviii



LOD-

catnsatz  primermal L 490, Ve Kemdeme  Kontams
15 2,40 2,82 7,74-20,9 8,74-18,14
16 2,80 3,64 0-21,93 0,00-18,92
MW 11 3,10 4,56 5,87-43,68 10,98-33,71
14 3,76 2,80 36,13-57,79 41,89-63,50
15 3,40 3,94 7,74-20,57 8,74-18,14
16 2,20 3,56 0-22,93 0,00-18,93
Anzahl 11 3,00 3,10 48,62-62,67 25,18-42,68
14 3,00 2,91 20,63-45,17 63,50-75,05
16 4,00 4,78 0-17,1 0,00-16,10
Zeit 14 4,60 4,87 - 63,50-79,25
15 3,80 5,08 25,43-45,17 8,74-18,14
16 2,00 3,50 0-20,9 0,00-18,93
Pyknidien 14 3,10 2,60 - -
15 3,20 3,59 7,74-20,57 9,74-17,23
16 4,00 4,98 0-15,1 0,00-14,10
L&sionen 14 2,20 1,80 - -
15 2,90 3,42 0-20,57 7,74-17,23
16 3,10 4,11 0-20,93 0,00-18,10
4 Klassen Max 14 3,20 3,13 23,63-57,79 63,50-79,25
15 3,80 4,98 3-20,58 8,74-18,14
16 3,50 5,11 0-14,1 0,00-12,10
4 Klassen MW 14 2,50 2,00 - -
15 3,10 3,75 1-20,57 8,74-18,14
16 3,70 4,70 0-18,1 0,00-15,10
5Klassen Max 14 3,80 3,30 24,63-57,79 79,25-63,50
15 4,00 5,22 7,74-19,57 8,74-17,23
16 3,70 5,37 0-15,1 0,00-11,10
5 Klassen MW 14 2,50 2,30 - -
15 3,40 3,82 0-20,75 8,74-18,14
16 3,50 4,5 0-17,1 0,00-14,10
2 Klassen 14 3,80 4,03 24,63-56,79 63,5-79,25
15 4,20 5,82 0-19,57 7,74-17,23
16 3,40 5,26 0-19,93 0,00-18,10
2010-KR-05 Max 14 252 3,28 11,06-36,13 63,5-75,05
16 7,15 5,06 3,01-18,1 0,00-18,93
MW 2 2,18 3,68 9,6-31,62 20,19-21,74
14 2,90 4,02 20,63-47,17 65,95-75,05
16 5,85 4,15 2,1-19,93 0,00-24,76
Anzahl 14 3,19 5,15 23,63-46,19 63,50-75,05
16 4,34 4,41 0-17,1 0,00-18,93
Zeit 6 3,56 2,34 22,87-31,94 21,87-28,94
13 2,60 2,04 - -

Xix



Datensatz

2011-KR-06

Priifmerkmal
Pyknidien

Lasionen

4 Klassen Max

4 Klassen MW

5 Klassen Max

5 Klassen MW

2 Klassen

Max

MW
Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen MW

5 Klassen MW

4 Klassen Max

LG

16

13
16
14
16

13
16
13
14
16

13
14
16

13
16

13
14

13
14
15

15

14
15

14
15

14
15

LOD-
Wert IM
3,37
4,22
2,80
2,80
2,46
2,80
4,00
2,70
2,30
3,76
3,10

414
3,35
2,30
2,95
4,11
2,93
3,00
3,50
keine
QTL
2,54
4,12
2,44
4,39
2,73
2,99
4,11
3,77
2,96
2,35
2,60
4,64
3,16
3,29
4,12
3,16
3,40
4,01
2,89
2,85

LOD-
Wert
MQM

3,31
4,53
2,94
3,25
3,73
4,02
4,66
3,70
2,80
3,78
3,36
3,79
4,61
3,51
3,06
4,64
5,04
1,39
2,77
3,82

3,49
5,50
3,27
3,61
3,64
2,80
2,46
3,21
3,73
3,17
3,38
3,92
3,03
4,47
3,54
3,70
5,58
3,46
3,76
3,93

Konfidenz

intervall IM
37,89-44,63
0-20,98

0-20,93
32,75-42,41

0-18,93
34,89-46,01
14,06-44,53
0-18,1
21,87-38,98

0-16,1

22,02-26,73
24,02-36,55
34,38-51,17
45,17-67,11
19,38-49,18
34,38-44,41
51,94-68,12
0-8,74
23,02-38,37
0-28,31
23,02-41,43
45,17-67,11
0-11,74
23,02-36,55
45,17-67,11
0-11,74
11,35-36,55
45,17-66,11
0-18,17
22,02-35,9

Konfidenz

intervall MQM

37,89-43,93
0,00-18,93
20,19-23,04
38,38-43,41
0,00-19,93
65,95-75,05
0,00-18,93
32,42-47,18
38,38-43,41
0,00-18,93
38,38-43,41
62,50-75,05
0,00-18,93
33,89-46,01
38,38-44,41
63,50-75,05
0,00-18,93
38,38-44,41
0,00-18,93

23,92-30,92
24,02-30,92
23,60-33,57
63,50-71,25
37,12-49,18
23,37-29,99
63,50-75,05
24,26-27,97
28,02-30,73
24,26-28,31
22,02-30,92
63,50-75,05
24,26-27,96
23,02-30,73
63,50-74,25
24,26-27,96
23,02-30,92
63,50-74,25
24,26-27,96
24,02-30,73

XX



Datensatz

2011-KR-07

2011-KR-08

Priifmerkmal

5 Klassen Max
2 Klassen

Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien
Lasionen

4 Klassen MW
5 Klassen MW
4 Klassen Max
5 Klassen Max
2 Klassen

Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen MW

5 Klassen MW

LS Wertm
15 2,14
15 3,70
3 3,40
13 3,75
14 4,82
15 2,99
5 3,59
13 2,46
14 4,89
14 4,89
keine QTL
14 4,62
13 2,91
14 5,43
13 3,47
14 5,98
13 3,05
14 5,76
5 3,65
14 6,02
14 555
8 3,91
14 4,65
16 3,57
17 2,52
5) 3,37
14 4,90
14 7,40
16 2,83
17 4,08
14 7,15
17 3,58
14 7,18
17 3,45
14 5,29
17 3,24
14 6,89
16 2,20
17 4,48
14 7,62
16 2,70
17 3,83

LOD-
Wert
MQM

3,17
3,20
3,75
3,08
3,33
2,71
2,52
3,51
3,48
3,70

3,41

4,03
3,99
4,54
3,57
4,55
3,22
4,46
4,24
3,64
3,61
4,83
3,11
2,97
3,49
7,45
3,90
3,40
6,72
3,47
7,14
3,14
5,25
3,18
6,80
2,88
4,09
7,05
3,47
3,48

Konfidenz
intervall IM
0-21,9
0-27,76
30,92-40,37
18,87-51,16
23,63-35,73
0-31,89
9,07-30,74
7,46-22,22
21,63-32,71
21,63-32,73

20,63-33,73
2-21,22
20,63-32,73
7-20,22
20,63-33,73
7,46-21,22
20,63-32,73
18,24-24,22
22,63-33,73
21,63-33,73
59,71-79,01
1-28,43
0-2,1

0-36,3
28,1-35,74
5-28,43
18,12-28,43
0-17,1
21,77-34,30
13,06-26,43
21,77-36,30
13,06-26,43
23,77-35,30
12,06-27,43
10,79-36,30
10,06-27,43

24,77-36,71
6-26,43
0-14,1
28,77-35,30

Konfidenz
intervall MQM
24,26-27,96
24,26-27,96
23,02-30,92
23,37-29,99
65,95-75,05
0,00-31,89
25,80-30,74
25,79-32,57
66,95-75,05
66,95-75,05

64,90-75,05
64,31-75,05
14,81-18,97
66,95-75,05
13,81-18,87
66,95-75,05
25,87-30,74
64,90-75,05
65,95-75,05
60,71-80,98
89,62-99,68
0,00-2,10
24,76-31,38
29,03-35,74
65,95-75,05
68,95-75,05
0,00-2,10
28,77-33,30
71,25-75,05
30,77-36,30
71,25-75,05
30,77-35,30
71,25-76,05
30,76-36,71-
68,95-75,05
0,00-2,10
30,77-33,30
71,25-75,05
0,00-2,10
30,77-34,30

XXi



Datensatz

Gesamt

Mo05

Mo05+GF10

Priifmerkmal

4 Klassen Max

5 Klassen Max

2 Klassen
Zeit
Pyknidien

4 Klassen

5 Klassen MW

2 Klassen

MW

Max

MW

Anzahl

Pyknidien

Lasionen

4 Klassen Max

4 Klassen MW

LG

14
15
16
17
14
16
17
14
14

13
14
16
13
14
16
14
16
14
16

15
16
14
16
14
16

14
16
13
14
16
13
14
16
13
14
16
13
14
16

LOD-
Wert IM
4,69
2,97
2,66
3,79
7,53
3,12
2,98
3,01
491
2,73
4,08
4,65
4,72
3,84
5,55
4,45
6,26
4,66
4,15
4,24
2,66
2,74
3,13
3,89
6,47
4,47
5,12
3,19
5,06
3,49
3,52
3,63
4,44
3,42
5,09
2,91
3,12
5,06
5,52
2,95
4,53
4,10

LOD-
Wert
MQM

4,28
3,62
3,73
2,78
6,03
4,11
3,18
2,53
4,91
3,23
3,74
4,73
5,28
2,42
5,37
4,68
6,13
5,12
4,40
4,43
3,41
3,35
4,57
3,89
7,22
4,48
573
3,85
4,67
3,85
4,27
3,11
4,45
3,72
4,11
3,04
2,08
4,90
5,78
3,57
4,06
4,15

Konfidenz
intervall IM
0-31,73
24,4-32,63
0-22,93
22,77-34,3
0-25,43
0-14,1
22,77-35,3
0-32,73
18,12-25,73
37,89-79,1
35,38-41,41
26,63-35,73
0-16,1
16,76-27,79
22,63-36,13
0-18,1
21,63-35,73
0-17,1
25,43-44,52
0-15,1
69,76-89,76
7,74-21,9
2-22,93
36,13-47,17
1-16,1
36,13-46,17
0-16,1
23,02-30,73
52,79-67,15
0-17,1
35,38-42,41
36,13-48,17
0-16,1
16,76-27,79
32,73-47,17
0-21,93
16,76-25,6
36,13-49,17
0-15,1
16,76-27,79
36,13-59,74
0-18,1

Konfidenz
intervall MQM
66,95-75,05
27,76-30,89
0,00-2,10
27,77-34,30
68,95-75,05
0,00-2,10
27,77-31,38
64,90-75,05
64,31-75,05
37,89-50,88
35,38-41,41
64,31-75,05
1,00-17,10
19,87-23,60
64,31-75,05
1,00-18,93
64,31-75,05
1,00-18,10
63,5-74,25
1,00-17,10
84,51-89,76
18,14-20,90
3,10-18,93
63,50-73,25
2,00-16,10
63,50-73,25
1,00-16,10
12,76-30,73
63,50-70,25
0,00-18,10
32,57-42,41
64,50-75,05
0,00-18,10
34,38-43,41
63,50-71,25
1,00-18,93
63,50-72,25
1,00-17,10
32,57-42,41
63,50-73,25
0,00-18,93

XXii



Datensatz

GF10

Gesamt KR

Priifmerkmal

5 Klassen Max

5 Klassen MW

2 Klassen

Max

MW

Anzahl

Zeit

Pyknidien

Lasionen MW

4 Klassen MW

5 Klassen MW

4 Klassen Max

5 Klassen Max
Max

MW

Anzahl

Zeit
Pyknidien

LG

14
16
14
16
14
16
12
13
14
16
12
13
14
13
14
14
17

12
14
12
14
13
14
13
14

13
14
14
13
14
16

13
14
16
13
14
16
14
12

LOD-
Wert IM
5,58
3,65
4,87
3,68
4,16
4,83
3,36
3,52
3,87
2,46
3,27
3,59
4,14
3,18
4,89
4,48
3,09
3,05
3,20
4,79
3,17
4,64
3,54
6,35
3,19
6,51
3,34
3,47
5,59
5,80
3,07
4,46
5,67
2,91
2,99
4,89
3,83
3,13
6,75
3,29
5,50
2,50

LOD-
Wert
MQM

4,19
5,73
3,13
2,99
4,71
5,24
4,07
3,66
3,22
2,75
4,47
2,76
3,48
2,17
4,13
3,93
3,02
2,27
3,16
4,05
3,16
3,94
2,81
5,56
2,43
5,75
2,66
2,75
5,04
5,18
2,75
5,30
5,21

5,37
3,43

7,06
3,47
5,61
2,50

Konfidenz
intervall IM
36,13-49,17
0-2,1
36,13-49,17
0-18,1
31,73-69,12
0-15,1
36,85-50,74
7,46-19,87
6,0-33,73
36,85-50,74
8,46-26,79
7-34,73
0-21,37
21,63-31,73
12,06-29,73
14,81-24,77
26,09-30,74

16,06-31,73
38,85-48,74
17,06-30,73
10,22-26,79
17,06-35,73
10,22-26,79
14,06-29,73
26,09-36,95
10,22-26,79
20,12-33,73
18,12-34,73
7-21,22

21,12-34,73
0-13,09

21,63-35,73
0-16,09
10,22-21,22
22,63-33,73
0-13,1
16,06-32,73

Konfidenz
intervall MQM
63,5-75,05
23,02-29,73
63,50-72,25
0,00-18,93
63,5-75,05
0,00-15,10
35,85-51,92
13,81-20,22
66,95-75,05
0,00-2,10
37,85-50,74
19,87-23,6
64,90-75,05
11,81-24,6
64,90-75,05
67,95-75,05
14,81-25,77
25,55-43,31
37,85-50,74
67,95-75,05
37,85-49,74
68,95-75,05
19,87-73,60
67,95-75,05
18,87-23,60
68,95-75,05
30,74-41,31
19,87-23,60
66,95-75,05
67,95-75,05
10,22-20,22
66,95-75,05
0,00-3,10

65,95-75,05
0,00-12,10
65,95-75,05
0,00-2,10
65,95-75,05
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Datensatz

Priifmerkmal

Lasionen

4 Klassen

5 Klassen

2 Klassen

LG

13
14
16
13
14
13
14
16
12
13
14
16
13
14
16

LOD-
Wert IM
3,43
5,01
3,63
3,76
6,12
4,04
6,31
3,10
3,00
3,80
7,10
3,10
2,80
4,00
5,50

LOD-
Wert
MQM

3,27
4,86
2,60
3,41
5,95
2,56
6,33
3,11
2,05

7,29
2,84
2,50
4,83
4,38

Konfidenz
intervall IM
35,38-41,41
20,12-33,73
0-17,1
16,75-26,79
22,63-37,13
11,81-26,76
22,63-34,73
0-18,93

7,46-25,79
20,63-33,73
0-15,1
24,63-42,52
1-16,1

Konfidenz
intervall MQM
35,38-41,11
65,95-75,05
35,38-41,41
64,9-75,05
19,87-23,60
64,9-75,05
0,00-14,10
65,95-75,05
0,00-14,10
63,50-74,25
0,00-11,10
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EIGENSTANDIGKEITSERKLARUNG

Hiermit erklare ich, Friederike Rex, die vorliegende Dissertation selbststéandig
angefertigt zu haben. Ich habe keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel benutzt sowie die wortlich oder inhaltlich ibernommenen Stellen als
solche kenntlich gemacht und die Satzung der Universitat Karlsruhe zur
Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis in der jeweils glltigen Fassung
beachtet.
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