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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Gerste (Hordeum vulgare L.) ist nach Weizen die bedeutenste Kulturart im
Getreideanbau in Deutschland und Europa. Im Jahr 2012 wurden im Bundesgebiet
auf einer Anbauflache von 1,1 Mio. ha durchschnittlich 65 dt/ha Wintergerste
geerntet (BMELV 2012) und im Wesentlichen als Futtergerste und in zunehmendem
Male auch als Braugerste verwendet. Die Anbauflache der Gerste ist im Vergleich
zu den Vorjahren leicht ricklaufig. Die Gerste wurde neben Getreidearten wie
Einkorn und Emmer bereits in der Jungsteinzeit kultiviert (Histokomp 2011) und Uber
mehrere tausend Jahre unbewusst und bewusst im Hinblick auf landwirtschaftlich
wichtige Eigenschaften selektiert (SANG 2009). In den letzten Jahren ist zur
nachhaltigen Sicherung der Ertrage die Widerstandsfahigkeit gegenuber
Phytopathogenen sowie abiotischem Stress starker in den Fokus der Zichtung
getreten. Neben pilzlichen Schaderregern fuhren Virosen, die durch im Boden
lebende Organismen, wie zum Beispiel Polymyxa graminis, oder Insekten Ubertragen
werden, zu erheblichen Ertragsverlusten (PENNAZIO et al. 1996; ORDON et al. 2009).
Vor dem Hintergrund des prognostizierten Klimawandels werden langere Perioden
mit hdheren Temperaturen im Herbst und Winter erwartet, was zu einer verlangerten
Flugaktivitast und gulnstigeren Uberwinterungsbedingungen von Insekten fiihrt
(HARRINGTON et al. 200; JoONES 2009). Damit werden voraussichtlich die durch
Insekten Ubertragenen Viren stark an Bedeutung gewinnen (HABEKUR et al. 2009;
HARRINGTON 2003; Roos et al. 2011).

Zu den nicht nur in Mitteleuropa wirtschaftlich wichtigsten Virosen an der Gerste aber
auch an Weizen zahlt die aphidentbertragene Gerstengelbverzwergung, die durch
verschiedene Viren, namlich das Barley yellow dwarf virus (BYDV) und das Cereal
yellow dwarf virus (CYDV) verursacht wird. Die mit der Virusinfektion
einhergehenden  ausgepragten = Wuchsdepressionen  kdnnen  zu  hohen
Ertragsverlusten von bis zu 40 % (LISTER & RANIERI 1995) fuhren. Eine ahnliche
Bedeutung im Getreideanbau erreicht das durch die Zwergzikade Psammotettix
alienus Ubertragene Wheat dwarf virus (WDV, HABEKUR et al. 2009).

Die durch BYDV und WDV verursachten Ertragsverluste konnen durch eine
chemische Bekampfung der Vektoren und die Beseitigung von Zwischenwirten
verringert werden (OBERFORSTER 2002), jedoch ist der effizienteste und

umweltfreundlichste Weg zur Sicherung der Ertrage im Anbau resistenter Sorten zu
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sehen. Gegenuber Barley yellow dwarf virus wurde bisher nur das Gen Ryd2,
welches auf Chromosom 3H der Gerste lokalisiert ist (COLLINS et al. 1996; SCHALLER
et al. 1964), genutzt. Mittlerweile konnten weitere Quellen fir BYDV-Toleranzen in
der Gerste identifiziert werden, wie das Gen Ryd3 auf Chromosom 6H (NIKsS et al.
2004) und mehrere QTL, z. B. auf Chromosom 2HL (SCHEURER et al. 2001). Eine
Moglichkeit das Resistenzniveau zu erhdhen und entsprechende Allele langjahrig zu
nutzen stellt die Kombination von mehreren positiven Allelen in einem Genotyp dar
(Pyramidisierung, z. B. WERNER et al. 2005). Im Gegensatz zum BYDV st fir das
Wheat dwarf virus bisher nur wenig Uber resistente/tolerante Genotypen bekannt
bzw. es liegen keine Information zur Genetik dieser Toleranzen vor, wodurch die
zuchterische Nutzung erschwert wird.

Ziele der vorliegenden Arbeiten waren daher (i) die Kombination von Ryd2, Ryd3 und
einem QTL auf dem Chromosom 2HL in doppelhaploiden Gerstenlinien im Hinblick
auf eine Verbesserung des Toleranzniveaus gegenuber Barley yellow dwarf virus,
sowie (ii) die Identifikation von QTL fur die Wheat dwarf virus-Toleranz der Sorte

"Post’, um diese flr die Zichtung nutzbar zu machen.
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1.1 Das Barley yellow dwarf virus (BYDV)

1.1.1 Charakterisierung und Verbreitung

Das Barley yellow dwarf virus wurde erstmals von OSWALD und HOUSTON (1951) in
Kalifornien beschrieben und in den Folgejahren in vielen weiteren Landern wie
Grol3britannien (WATSON & MULLIGAN 1957), Australien und Neuseeland (SMITH 1955;
SMITH 1957), USA (RocHow 1958), Indien (NAGAICH 1963) und Deutschland
(RADEMACHER & SCHWARz 1958) nachgewiesen. Heute zahlt es weltweit zu den
wirtschaftlich bedeutsamsten Getreidepathogenen.

Das BYDV wird in der Familie Luteoviridae der Gattung Luteovirus zugeordnet
(DOMIER 2008). Lange Zeit zahlten zum BYDV neben den heutigen Stammen BYDV-
PAV und -MAV auch die Stamme -RPV und -RPS, die jeweils nach ihren
Hauptvektoren benannt wurden (RocHoOw 1969). Aufgrund von serologischen und
cytopathologischen Unterschieden sowie Sequenzvariationen (GILL & CHONG 1979;
RocHow & DurrFus 1981; WANG et al. 1998) werden diese aber inzwischen als
eigenstandige Art Cereal yellow dwarf virus innerhalb der Gattung Polerovirus
gefuhrt. Die Virus-Stamme BYDV-GPV, BYDV-RMV, BYDV-GAV und BYDV-SGV
wurden bisher hingegen keiner Gattung zugeordnet (DOMIER 2008).

Die ikosaedrischen Kapside der Viren des Barley yellow dwarf-Komplexes haben
einen Durchmesser von 25 bis 28 nm und sind aus groflen und kleinen
Hullproteinuntereinheiten zusammengesetzt. Das 5,3 bis 5,9 Kilobasen grol3e
Virusgenom liegt in Form eines positiven linearen RNA-Einzelstranges vor. In
detaillierten Sequenzuntersuchungen, insbesondere des BYDV-PAVs, konnten
sechs offene Leserahmen (ORFs) identifiziert werden, welche fir die
Virusvermehrung, -ausbreitung und -Ubertragung durch Blattlduse verantwortlich sind
(DoMIER 2008).

Das BYDV wird persistent durch mindestens 25 Blattlausarten Ubertragen, nicht aber
mechanisch oder Uber Samen (HALBERT & VOEGTLIN 1995). Die Blattlausarten
unterscheiden sich deutlich in ihrer Ubertragungsfahigkeit fir die verschiedenen
Virusarten bzw. -stdmme. Die Stamme sind anhand der Anfangsbuchstaben der
Hauptvektoren benannt, z. B. BYDV-PAV nach Rhopalosiphum padi (L.) und BYDV-
MAV nach Sitobion (Macrosiphum) avenae (Fabr.). Die grote Verbreitung und

hdchste Virulenz und damit Bedeutung in Mittel- und Westeuropa besitzt das BYDV-
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PAV gefolgt von BYDV-MAV und CYDV-RPV (DoMmIER 2008; HABEKUR et al. 2002;
SIGNORET & MAROQUIN 1990).

Wirtspflanzen sind neben den 6konomisch bedeutenden Getreidearten Gerste
(Hordeum vulgare L.), Weizen (Tritcum aestivum L.), Hafer (Avena sativa L.),
Roggen (Secale cereale L.), Reis (Oryza sativa L.) und Mais (Zea mays L.) auch
viele Wildgraser aus der Familie der Poaceae. Diese Wildgraser am Ackerrand oder
auf Stilllegungsflachen kénnen ebenso wie Ausfallgetreide als Zwischenwirte flr die
Viren und ihre Vektoren fungieren und so den Kreislauf flr eine ganzjahrige Infektion
des Getreides schliefen (HABEKUR et al. 2002). Infektionsexperimente mit Hilfe von
Agrobacterium zeigten, dass der Wirtspflanzenkreis des Virus hauptsachlich durch
den Wirtspflanzenkreis der Blattlause auf die bekannten Arten beschrankt ist,
theoretisch aber auch eine Infektion von z. B. Nicotiana-Arten maoglich ist (DOMIER
2008; YOON 2011).

Abhangig von der Wirtspflanze und dem Virusstamm bzw. -isolat zeigen sich variable
Syptome (MILLER & RASOCHOVA 1997). Die Virussymptome wurden in verschiedenen
Arbeiten, z. B. bei BRUEHL (1961), RocHOwW (1961) und spater bei BURNETT (1984)
beschrieben und bei D'ARcY (1995) zusammengefasst. Die am haufigsten
beobachteten Symptome sind (i) eine Verzwergung der Pflanzen durch Stauchung
der Sprosse (Verkurzung der Internodien) sowie der Wurzeln, (ii) Vergilbungen
(Gerste) bzw. Rétungen (Weizen, Hafer) der Blatter, die an der Blattspitze beginnen
und (iii) ein deutlich reduzierter Kornertrag durch eine verringerte Anzahl
dhrentragender Halme und durch taube Ahren, sowie Ausbildung von
Kidmmerkornern. Die Viruserkrankung erhoht aulRerdem die Anfalligkeit fur andere
Pathogene und abiotischen Stress, was haufig in einem Befall mit pathogenen Pilzen
und einer verminderten Winterharte resultiert (DELSERONE et al. 1987; HABER 1995).
Die Wuchsdepressionen und Verfarbungen durch eine Virusinfektion sind auf eine
Degeneration des Phloems zurlckzufuhren, die einen verminderten Assimilate-
transport zur Folge hat. Es kommt zu einer Anhaufung von Kohlehydraten, die die
Photosynthese behindern und so den Chlorophyligehalt im Blatt herabsetzen (EsAu
1957; JENSEN 1969). Durch eine ebenso starke Schadigung des Wurzelsystems wird
die Wasser- und Nahrstoffaufnahme beeinflusst (JENSEN & D"ARCY 1995).

Die Viren des Barley yellow dwarf-Komplexes verursachen bei der Gerste
Ertragsverluste zwischen 15 und 55 %, je nach Entwicklungsstadium und
Infektionsdruck (LISTER & RANIERI 1995). Lokal kann bei sehr hohem Befall aus
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wirtschaftlichen Grinden ein Umbrechen des Pflanzenbestandes sinnvoll sein. Da
die Wintergerste als Keim- bzw. Jungpflanze in Abhangigkeit von den
vorherrschenden Witterungsbedingungen einem hohen und langen Infektionsdruck
im Herbst ausgesetzt ist, wird sie in der Regel deutlich starker befallen als
Sommergerste.

Das Barley yellow dwarf virus tritt periodisch epidemisch auf, was meist in einer
erhohten Vermehrungsrate und/oder Aktivitdt der Virusvektoren begriindet ist, die
stark von der Witterung beeinflusst werden (HABEKUR et al. 2009). Die
Virusubertragung durch Blattlause erfolgt persistent. Die frisch geschlupften Larven
tragen kein Virus, ebenso die Eier. Erst durch das aktive Saugen und die
Virusaufnahme aus infizierten Pflanzen werden die Lause infektios. Ein kurzes
Anstechen der Pflanzenzellen reicht fur eine Virusibertragung nicht aus (DOMIER
2008). Die Viruspartikel gelangen mit dem normalen Nahrungsstrom in den
Hinterdarm der Blattlaus und werden von dort aktiv durch die Darmzellen in die
Korperhohle (Hamocdl) transportiert und zirkulieren hier mit der Korperflussigkeit
(H&molymphe) (DoMIER 2008). Erst mehrere Stunden nach dem Saugen erreicht das
Virus mit der Hamolymphe die Speicheldrise, wo es durch einen Rezeptor-
vermittelten Transport aktiv in das Drisenlumen gelangt. Von dort wird es mit der
Speichelflussigkeit beim Einstechen und Saugen in das Phloem der Wirtspflanze
ausgeschieden. Die Phase von der Virusaufnahme bis zur ersten Virusabgabe Uber
den Speichel wird als Latenzzeit bezeichnet und kann von einer bis zu mehreren
Stunden dauern (POWER & GRAY 1995). Selektiv fiir die spezifische Ubertragung der
Virusstamme durch bestimmte Blattlausarten wirkt insbesondere die Membran der
Speicheldriuse (RocHOw & PANG 1961; DOMIER 2008). Bei Nichtvektoren findet an
dieser Stelle kein Transport der Viruspartikel statt.

Einen Einfluss auf die Vektoraktivitat und damit die Virusverbreitung haben die
Tagesmitteltemperatur, Niederschlage, Windgeschwindigkeit sowie die Dichte des
Pflanzenbestandes (HABEKUR et al. 2002; HUTH et al. 2002).

Eine direkte Bekampfung des Virus in der Pflanze ist aufgrund des Fehlens eines
eigenen Stoffwechsels der Viren nicht mdglich. In der Praxis wird die Verbreitung des
BYDV indirekt durch die Bekdmpfung der Vektoren mittels Insektiziden kontrolliert.
Entscheidend bei dieser Art der Bekampfung ist der zeitnahe Insektizideinsatz sobald

erhohter Blattlausflug in der Kultur auftritt. Wenn dies nicht méglich ist, z. B. das Feld
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aufgrund von hoher Bodenfeuchte nicht befahrbar ist oder bei kalter Witterung das
Mittel unwirksam bleibt, kann somit eine Infektion nicht verhindert werden.
Bedeutsam flr die Hohe der Ertragsverluste ist das Entwicklungsstadium der Pflanze
zum Zeitpunkt der Infektion. Je friher die Infektion stattfindet, desto starker wird die
Pflanze geschadigt. Durch immer fruhere Aussaaten der Winterkultur in der Praxis
verlangert sich die mogliche Befallsperiode fur die Vektoren und das Risiko einer
Herbstinfektion der Jungpflanze bzw. Keimpflanze steigt. Zusatzlich traten in den
vergangenen Jahren haufig langere Warmeperioden im Herbst und Winter auf,
wodurch es noch im November und Dezember zu Infektionen kommen konnte. Des
Weiteren begiinstigen diese Bedingungen die anholozyklische Uberwinterung der
Blattlause, was einen fruheren Blattlausbefall, deutlich hohere Vermehrungsraten
und damit eine starkere Virusausbreitung im Fruhjahr zur Folge hat. Im Jahr 2001
kam es aufgrund von milden Temperaturen im Herbst zu einer starken BYDV-
infektion. HABEKUR et al. (2009) stellten in diesem Jahr in Wintergerstenfeldern in
Sachsen-Anhalt eine durchschnittliche Befallsrate von 30 % fest. 2002 stieg der
mittlere Befall nach einem wiederum milden Herbst auf 45 %. Bei dauerhaftem
Eintreten der prognostizierten Klimaveranderungen in Mitteleuropa wird sich
voraussichtlich der Infektionsdruck durch BYDV im Herbst weiter erhdhen und zu
steigenden Befallsraten im Feld fuhren.

Durch die Ahnlichkeit der BYDV-Symptome mit jenen von Wheat dwarf virus oder
auch abiotischem Stress, wie Nahrstoffmangel oder Trockenheit, ist eine visuelle
Differenzierung schwierig. Daher werden zur Unterscheidung der Symptomursachen
verschiedene Methoden verwendet. Der BYDV-Nachweis ist mit Ubertragungs-
versuchen durch Blattlause, mit virusspezifischen Antikorpern oder durch PCR-
basierte Methoden maglich. In der ursprunglichen Testmethode wird versucht, das
Virus von mdglicherweise infizierten Pflanzen durch den entsprechenden
spezifischen Vektor auf gesunde Testpflanzen zu Ubertragen, um durch eine
Symptomauspragung nach drei bis vier Wochen gegebenenfalls die Bestatigung zu
erhalten. RocHow (1959) hat durch erste kontrollierte Ubertragungsversuche zur
Entwicklung dieser Methode beigetragen. Der Nachweis von Viruspartikeln oder
Teilen der Virushtille ist serologisch mit dem ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbant
Assay) im Pflanzensaft moglich (CLARK & ADAMS 1977). Standardtechnik ist der DAS-
(Double Antibody sandwich-) ELISA unter Verwendung polyklonaler Antikorper
(D'ARCY & HEWINGS 1986). Der mittels DAS-ELISA bestimmte Virusgehalt zeigt in
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der Regel keinen Zusammenhang mit der Symptomauspragung bei anfalligen und
toleranten Genotypen (BANKS et al. 1992; SCHEURER et al. 2001). Eine Virusresistenz
hingegen kann durch ELISA nachgewiesen werden, da der Virusgehalt in diesem
Fall deutlich reduziert oder nicht nachweisbar ist. PCR-basierte Methoden beruhen
auf dem Nachweis von Virus-Erbgut. Bei RNA-Viren, wie dem BYDV, wird in einer
Reverse Transkriptase (RT)-PCR komplementare cDNA synthetisiert, die in der PCR
mit virusspezifischen Oligonukleotiden zum qualitativen oder quantitativen (Real-
Time PCR) Nachweis herangezogen wird (FABRE et al. 2003). Durch die Nutzung der
Sequenzunterschiede zwischen den verschiedenen Virusarten/-stammen ist in der

PCR eine Unterscheidung dieser moglich (FABRE et al. 2003).

1.1.2 Resistenz bzw. Toleranz gegenuber BYDV

Die heute verwendeten Begriffe ,immun®, ,resistent, ,tolerant* und ,anfallig® fur die
Interaktionen zwischen Wirtspflanze und Virus gehen weitgehend auf die von
CooPER und JONES (1983) vorgeschlagenen Definitionen zurick. Wenn Pflanzen
nicht von einem Virus infiziert werden konnen, werden sie als ,immun® (qualitative
Resistenz) bezeichnet. Ist eine Infektion, sowie die Vermehrung und/oder
Verbreitung des Virus im Vergleich zu ,anfalligen“ Pflanzen nur begrenzt mdglich,
wird dies als ,resistente Reaktion (quantitative Resistenz) gewertet. Eine ,tolerante*
Reaktion der Pflanze aullert sich durch keine oder nur geringe Effekte der
Virusinfektion auf die Vitalitat der Pflanze, wobei im Virustiter kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zu nicht toleranten Pflanzen besteht. Im Gegensatz dazu
kommt es bei einer ,anfalligen“ (sensitiven) Wechselbeziehung zu einer starken
Reaktion der Pflanze, die sich in den typischen Virussymptomen zeigt. Resistenz
kann auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Sie kann bedingt werden durch
passive Strukturen, die eine Infektion behindern, oder in einer Resistenz gegenuber
dem Virusvektor (Pilze, Insekten, Nematoden) begriindet sein, aber auch durch eine
Limitierung der Verfugbarkeit von fur die Virusreplikation notwendigen Wirtsfaktoren
zustande kommen. Ebenso kann eine hypersensitive Reaktion der Pflanze zu einer
Resistenz durch Verhinderung der Ausbreitung der Viruspartikel fihren (COOPER &
JONES 1983). DEADMAN (2006) gibt einen Uberblick Uber die Formen von

Krankheitsresistenz und deren Auswirkungen auf die Epidemiologie von Pathogenen.

In der Gerste (Hordeum vulgare) konnten bisher mehrere Quellen flr Resistenzen

bzw. Toleranzen gegenlber dem Barley yellow dwarf virus identifziert werden.
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In der kalifornischen Sommergerste "Rojo” wurde das rezessive Resistenzgen ryd1
(yd7) nachgewiesen (RASMUSSON & SCHALLER 1959; SUNESON 1955), welches aber
wegen seiner nur sehr geringen Wirksamkeit in der Gerstenziichtung kaum
verwendet wurde und aufgrund der Entdeckung effektiverer Gene aktuell keine
Bedeutung hat (KEGLER & FRIEDT 1993).

Des Weiteren wurde das unvollstandig dominante Gen Ryd2 (YdZ2) in athiopischen
Landrassen identifiziert (SCHALLER et al. 1964) und in Centromerndhe auf dem
langen Arm von Chromosom 3H lokalisiert (COLLINS et al. 1996). PALTRIDGE et al.
(1998) und FORD et al. (1998) entwickelten die eng gekoppelten PCR-basierten
Marker Yim bzw. Yip. In Untersuchungen von OVESNA et al. (2000) an Wintergersten
erwies sich nur der Marker Yip als diagnostisch fur Ryd2. Das Amplikon des CAPS-
Marker Yilp deckt den Bereich eines Basenaustausches zwischen dem ryd2- und
dem Ryd2- Allel ab. Nur im Anfalligkeitsallel (ryd?2) ist dadurch in diesem Bereich eine
Restriktionsschnittstelle fir das CATG”*-schneidene Enzym Nilalll vorhanden. Dieses
Gen bedingt eine Toleranz gegenuber BYDV-PAV, aber nicht gegenuber allen
Isolaten von BYDV-MAV und -RPV (heute CYDV-RPV) (BALTENBERGER et al. 1987;
BANKS et al. 1992; JEFFERIES et al. 2003). Nach Untersuchungen von LARKIN et al.
(1991) flhrt es zu einem nachweislich verringerten Virusgehalt in den Pflanzen nach
der Infektion, wohingegen in Tests von BANKS et al. (1992) dies nicht bestatigt
werden konnte. Der Effekt von Ryd2 ist stark abhangig vom genetischen Hintergrund
und den Umweltbedingungen, insbesondere von der Wachstumsgeschwindigkeit
(CATHERALL & WILKINS 1977; SCHALLER et al. 1964; SCHALLER 1984). Ryd2 wurde in
die Sommergerstensorte "Coracle” eingelagert (CATHERALL & WILKINS 1977) und
durch Kreuzung und anschlieRende Ruckkreuzung mit der Sorte “Igri” entstand die
Wintergerstensorte "Vixen’, die in Grolbritannien als BYDV-tolerante Sorte
zugelassen wurde (PARRY & HABGOOD 1986). Weitere Ryd2-tragende Sorten sind
z.B. 'CM 67, "Atlas 68", "Sutter’, "Naturel’, "Franklin’, "Wysor" und "Venus" (BROWN
et al. 1988; CATHERALL et al. 1977; SCHALLER & CHIM 1969 a, b; SCHALLER et al. 1973;
STARLING et al. 1987, 1994; VERTIGAN 1991), die allerdings ebenso wie die Sorten
"Vixen” und ‘Coracle” aufgrund ihrer Ertragsleistung aktuell keine wirtschaftliche
Bedeutung mehr haben. In Deutschland wurden bisher keine Gerstensorten mit
diesem Gen zugelassen.

In der athiopischen Gerstenlinie 'L94" konnte ein zweites wirksames Toleranzgen,
Ryd3, auf Chromosom 6H identifiziert werden, welches circa 75 % der Varianz in der
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Symptomauspragung der RIL-Population 'L94" x "Vada“ erklart (NIks et al. 2004).
Zum Nachweis von Ryd3 eignen sich mehrere PCR-basierte Mikrosatellitenmarker,
wie HVM22, HVM14, HVM65, HVM74, Bmac0018 und Bmac0009, die mit dem Gen
cosegregieren. SAYED et al. (2006) konnten in einem umfangreichen Sortenscreening
z. B. in der Sorte "Granado” das Gen Ryd3 und in "Laurel” neben Ryd3 auch Ryd2
nachweisen.

ScHoLz et al. (2009) identifizierten in Hordeum bulbosum ein Majorgen auf
Chromosom 3HL, das eine vollstandige Resistenz gegentber BYDV-PAV bedingt
(Ryd4™). Dieses Gen stammt aus dem sekundaren Genpool der Kulturgerste und ist
mit negativen Eigenschaften gekoppelt. Bevor diese Resistenz in der
Gerstenzichtung genutzt werden kann, ist es daher notwendig, diese negativen
Effekte, wie z. B. die Wuchsdepression bei Homozygotie des Gens, zu Uberwinden.
Des Weiteren wurden auf verschiedenen Chromosomen QTL (Quantitative trait loci)
identifiziert, u. a. von SCHEURER et al. (2001) auf Chromosom 2H und 3H. Hierbei
erklarte der QTL auf Chromosom 2H in der DH-Linien-Population "Post” x "Vixen’
19 % der Varianz im relativen Kornertrag pro Pflanze nach experimenteller BYDV-
Infektion, wobei das positive Allel von der Sorte ‘Post” stammt. Den
Chromosomenbereich des QTL von 15,3 cM flankieren der SSR-Marker HVCSG und
der RAPD-Marker W20H480, wobei der erste fur den Nachweis herangezogen
werden kann. Der QTL auf Chromosom 3H wurde im Bereich des aus der Sorte
Vixen” stammenden Ryd2-Gens detektiert. TOOJINDA et al. (2000) identifizierten in
den DH-Linien aus der Kreuzung ‘Shyri" x "Galena” fir BYDV-MAV und -PAV
verschiedene QTL auf den Chromosomen 1H, 4H und 7H, die 11 bis 20 % der
phanotypischen Varianz erklarten. Ein weiteres Gen fur Toleranz gegenuber BYDV
konnte mittels assoziationsgenetischer Verfahren in europaischen Sommergersten
auf Chromosom 2H in der Nahe des Mikrosatellitenlocus HVM54 identifiziert werden
(KRAAKMAN et al. 2006).

Der primare Genpool der Kulturgerste H. vulgare ssp. vulgare mit der Wildart
H. vulgare ssp. spontaneum, sowie der sekundare Genpool mit H. bulbosum stellen
somit wichtige Quellen fur Toleranzen/Resistenzen dar.

Im primaren und sekundaren Genpool des Kulturweizens (Triticum aestivum)
konnten ebenfalls QTL und Majorgene identifiziert werden, so detektierten AYALA et
al. (2002) in zwei RIL- (Recombinant Inbred Lines) Populationen 22 bzw. 7 QTL far

Toleranz gegenuber BYDV-PAV. Dariberhinaus ist das unvollstandig dominante Gen
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Bdv1 auf dem Chromosom 7D bekannt, welches eine ausgepragte Toleranz
gegenuber BYDV-MAV bedingt (SINGH 1993). Durch Introgressionen konnten
Resistenzen aus verschiedenen Thinopyrum-Arten genutzt werden, wie das
unvollstandig dominante Resistenzgen Bdv2, das von T. intermedium Chromosom 7
auf das Chromosom 7DL des Weizens transferiert wurde (XIN et al. 1991). In die
gleiche Region wurde spater das Bdv3-Gen uberfuhrt (Ohm und Anderson 2007) und
ein gekoppelter PCR-Marker entwickelt mit dem der Nachweis sowohl von Bdv3 als
auch Bdv2 maoglich ist (KONG et al. 2009). Ebenfalls aus T. intermedium stammt eine
resistenzvermittelnde Introgression auf Chromosom 2A des Weizens (LARKIN et al.
1995).

In Hafer (Avena sativa) wurden von JIN et al. (1998) mehrere QTL fur BYDV-Toleranz
auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert, die alle von der toleranten Linien IL86-
5698 stammen. Drei Majorloci auf verschiedenen Kopplungsgruppen erklarten
zusammen etwa 50 % der phanotypischen Varianz. Weitere QTL wurden z. B. von
ZHU et al. (2003) in RILs der Kreuzung "Ogle” x ‘"MAM17-5" identifiziert.

Eine Blattlausresistenz der Wirtspflanze ware eine weitere Mdglichkeit, die Pflanze
vor einer Infektion mit BYDV zu schitzen. In umfangreichen Screenings konnten
Resistenzen gegenlber Rhopalosiphum padi oder Sitobion avenae in verschiedenen
Genbankakzessionen aber auch Sorten von Gerste und Weizen identifiziert werden
(GEISSLER et al. 1989; PROESELER et al. 2002). Bisher konnte aber keine Kombination
einer Resistenz gegenuber einer insektenuUbertragenen Virose mit einer
Blattlausresistenz beobachtet werden (HABEKUR et al. 2000).

Neben der konventionellen Resistenzzichtung, die auf innerhalb der Gattung oder
Art vorhandene genetische Variation zuruckgreift, wurden in den letzten Jahrzehnten
zusatzliche gentechnische Mdglichkeiten zur Ubertragung und Induktion von
Resistenzen gegenuber Viren und anderen Phytopathogenen entwickelt. Die
Methode des sogenannte ,post-transcriptional gene silencing® (PTGS), ,RNA
silencing” oder ,RNA interference® (RNAIi) scheint aus einem grolem Pool an
Moglichkeiten, die derzeit erfolgreichste und innovativste zu sein (VARRELMANN
2006). Bei dieser Methode werden kurze Stiucke von Virus-RNA, z. B. mit Hilfe von
Agrobacterium, in das pflanzliche Genom eingeschleusst und so eine pflanzeneigene
Abwehr zur Unterdrickung von Fremdgenexpressionen und damit eine
virusspezifische Infektionsresistenz erzeugt, wobei die virale RNA abgebaut wird

(WATERHOUSE et al. 1999). Solche transgenen Virusresistenzen konnten in den
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verschiedensten Kulturen induziert werden, wie z. B. bei Tabak gegenuber dem
Grapevine leafroll-associated virus-2 (LING et al. 2008), in Weillklee gegenuber dem
White clover mosaic virus (LuDLOW et al. 2009), in Reis gegentber dem Rice dwarf
virus (SHIMIzU et al. 2009) oder in Weizen gegenuber dem Barley yellow dwarf virus-
GPV (YAN et al. 2006). Auch bei der Wirt-Pathogen-Kombination Gerste-BYDV
wurden mehrere Arbeiten dazu erfolgreich durchgefihrt (MCGRATH et al. 1997; WANG
et al. 2000), deren Ergebnisse aber bisher keinen Weg in die praktische

Pflanzenziichtung gefunden haben.

1.2 Das Wheat dwarf virus (WDYV)

1.2.1 Charakterisierung und Verbreitung

Das Wheat dwarf virus gehort zur Gattung Mastrevirus in der Familie der
Geminiviridae. Es wurde erstmals in der frlheren Tschechoslowakei identifiziert
(VACKE 1961), spater auch in weiteren europaischen Landern (LINDSTEN et al. 1970;
LAPIERRE et al. 1991; HUTH 1994; ERLUND 2007) sowie in Afrika (NAJAR et al. 2000)
und Asien (XIE et al. 2007).

In Deutschland wurde das Virus von VACKE 1990 zum ersten Mal in der Nahe von
Dresden gefunden, war aber vermutlich schon langer unentdeckt vorhanden
(MEHNER 2005). WDV wird ausschlieBlich durch die Zwergzikade Psammotettix
alienus (Dahlb.) Ubertragen. Mechanisch oder (iber Samen ist eine Ubertragung nicht
moglich. Bei der Saugtatigkeit wird das Virus mit dem Speichel in das Phloem der
Pflanze injiziert, vermehrt sich dort und verteilt sich in der gesamten Pflanze. Der
Wirtspflanzenkreis umfasst ausschlieRlich Vertreter der Poaceae. Wirtspflanzen sind
neben verschiedenen Wildgrasern auch die wirtschaftlich bedeutenden Getreidearten
Gerste, Weizen, Hafer und Reis (VACKE 1972). Aufgrund der Wirtsspezifitat der drei
bekannten Virusstamme fiur Gerste, Weizen oder Hafer und ausgepragter
Sequenzunterschiede, wurde von SCHUBERT et al. (2002, 2007) und KOKLU et al.
(2007) vorgeschlagen, diese als drei unterschiedliche Viren zu betrachten und sie als
Wheat-, Barley- und Oat dwarf virus zu bezeichnen. RAMSELL et al. (2009) gelang
durch die Verwendung von agroinfektiosen Virusklonen (gesamte oder teilweise
Virussequenz transformiert in Agrobacterium tumefaciens) die Infektion mit einem
Gerstenstamm nicht nur bei Gerste, sondern auch bei Weizen, Hafer und Reis. Dabei

wurde bei der Infektion von Weizenkeimlingen mit dem Gerstenstamm zwar eine
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verringerte Infektionsrate festgestellt, die Mortalitat war aber erhoht. Dies lasst auf
das Vorhandensein naturlicher Barrieren im Weizen gegenuber dem hochvirulenten
Gerstenisolat schlief3en, die aber in Einzelfallen Gberwunden werden konnen. Auch
unter naturlichen Bedingungen konnten einzelne Infektionen von Weizen mit dem
Gerstenisolat beobachtet werden (SCHUBERT et al. 2007).

Die einzelstrangige zirkulare Virus-DNA von Mastreviren umfasst 2,6 bis 2,8 kb und
wird von einem ca. 18 nm langen Zwillingskapsid aus unvollstandigen lkosaedern
umschlossen. Das Genom gliedert sich in die Bereiche des Movement Proteins (MP),
Coat Proteins (CP) und der Replication Proteine (Rep und RepA), sowie eine Long
Intergenic Region (LIR) und eine Short Intergenic Region (SIR) (BOULTON 2002). Die
Sequenz des WDV wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht, wohingegen
uber Epidemiologie und Bekampfung verglichen mit dem Barley yellow dwarf virus
deutlich weniger bekannt ist. In der landwirtschaftlichen Praxis werden die durch
WDV hervorgerufenen Symptome aufgrund der weitgehenden Ubereinstimmung und
geringeren Bekanntheit von WDV noch haufig dem BYDV zugeordnet.

Zu den Symptomen zahlen eine Verzwergung der Pflanzen durch Stauchung der
Sprosse, Sprenkelung bis Vergilbung der Blatter, verringerte Anzahl an
ahrentragenden Halmen, taube Ahren und verzogertes Ahrenschieben mit
steckenbleibenden Ahren. Zum Teil wurde eine starkere Bestockung beobachtet,
was zum typisch buschigen Aussehen der Pflanzen fihrt, ebenso wurden
Deformationen an jungen Blattern festgestellt. Bei Infektionen im 2- bis
3-Blattstadium kommt es zu einer sehr starken Symptomauspragung mit negativem
Einfluss auf die Winterharte und den Ertrag, wohingegen bei einer Infektion nach
dem Schossen nur noch mit leicht verkurzten Trieben zu rechnen ist. Im Weizen
kann es auch zu Rotfarbungen kommen. LINDBLAD und WAERN (2002) beobachteten
in schwedischen Winterweizenfeldern mittlere Ertragsverluste von 35 % mit
Einzelwerten von bis zu 90 %. Sie stellten aulRerdem einen Zusammenhang
zwischen den Parametern pfluglose Bodenbearbeitung, friher Aussaattermin sowie
niedrige Bestandesdichte und einem erhéhten Infektionsrisiko mit WDV her. Eine
chemische Vektorenbekampfung wie es bei BYDV praktiziert wird, ist hier durch die
héhere Mobilitat der Vektoren und geringere Effektivitat der Insektizide nur bedingt
wirksam (HUTH 2002; HABEKUR et al. 2009).

Das Virus wird durch Psammotettix alienus persistent Ubertragen, d. h. eine

einmalige Virusaufnahme durch die Zikade reicht aus, um tber Monate wahrend der
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Saugtatigkeit Virus abzugeben, wobei sich das Virus im Vektor nicht vermehrt.
Kurzes Anstechen und Saugen an Nicht-Phoemzellen von weniger als einer Minute
ist zur Virusaufnahme ausreichend (MEHNER 2005). Zwischen der Aufnahme von
Viruspartikeln und erstmaliger Virusabgabe liegt eine Latenzzeit, die einen bis
mehrere Tage betragen kann. Nach VACKE (1961) sind alle funf Entwicklungsstadien
von P. alienus in der Lage WDV zu Ubertragen. MEHNER et al. (2003) konnten dies
bestatigen, wobei sich in ihren Ubertragungstests die Larvenstadien IV und V als
ineffizenteste Ubertrager (23 % bzw. 9 %) herausstellten, im Gegensatz zu friiheren
Larvenstadien und den Imagines (42 - 50 %). P. alienus bildet in der Regel zwei
Generationen pro Jahr aus. MANURUNG et al. (2005) konnten im Jahr 2000 bei
warmer Witterung sogar drei Generationen beobachten. Meist treten die ersten
Imagines Ende Mai auf und die der zweiten Generation Ende Juli. Bei Frost unter
-5 °C, der in der Regel im November eintritt, sterben die Tiere ab. Die Uberwinterung
findet als Ei statt (ALLA et al. 2001; MANURUNG et al. 2005). ALLA et al. (2001)
beobachteten einen negativen Effekt auf die Entwicklung der Larven, Lebensdauer
und Fruchtbarkeit von P. alienus bei Anwesenheit von Rhopalosiphum padi, wobei
Futtermangel als Faktor ausgeschlossen werden konnte. Es wird eine durch die
Blattlause in der Wirtspflanze ausgel6ste Reaktion als Ursache vermutet.

Der Nachweis des Wheat dwarf virus kann einerseits durch Ubertragungsversuche
mit dem nattrlichen Vektor auf gesunde Wirtspflanzen geflihrt werden, andererseits
kénnen Viruspartikel im Pflanzensaft mit dem DAS-ELISA unter Nutzung WDV-
spezifischer Antikorper detektiert werden. Eine serologische Unterscheidung der
Virusstamme ist nur unter Verwendung von aufwandig herzustellenden
monoklonalen Antikdrpern moglich, die derzeit kommerziell aber nicht zur Verfugung
stehen. Schon geringe Mengen an Virus-DNA kdénnen mittels der PCR-Technik
(Polymerase Chain Reaction) stammspezifisch nachgewiesen werden. Hierfur

mussen zur Primerableitung allerdings spezifische Sequenzinformationen vorliegen.
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1.2.2 Resistenz bzw. Toleranz gegeniiber WDV

Bisher sind keine genetisch lokalisierten Resistenzen bzw. Toleranzen in der Gerste
gegenlUber Wheat dwarf virus bekannt. VACKE und CIBULKA (2000, 2001) testeten 40
Winterweizensorten und 13 Wintergerstensorten mit Hilfe von im Freiland
gefangenen adulten P. alienus, die mehrere Tage zur Virusaufnahme auf infizierten
Weizen- bzw. Gerstenpflanzen gehalten wurden. Hierbei erwiesen sich alle
Akzessionen als anfallig bis hochanféllig (100% Ertragsverlust). HABEKUR et al.
(2009) evaluierten 248 Wintergersten-Akzessionen und -sorten nach experimenteller
WDV-Infektion, wobei sich nur die Sorte 'Post” und drei Linien, die aus einer
Kreuzung mit "Post” hervorgegangen waren, als tolerant erwiesen.

In zwei ungarischen Winterweizensorten konnten BENKOvICS et al. (2010) eine
partielle Resistenz gegenuber dem WDV nachweisen. In den Sorten "Mv Dalma” und
‘Mv Vekni” wurde hierbei weder durch experimentelle Inokulation mit Hilfe von
P. alienus, noch durch Inokulation mit Virusgenom-tragenden Agrobakterien
eindeutige Symptome hervorgerufen. In der Real-Time PCR zeigte sich zudem bei

beiden Sorten ein deutlich geringeres Signal als bei den anfalligen Vergleichssorten.

1.3 Methoden zur Erfassung von Virusresistenz

Genotypen zeigen Virusresistenz oder -toleranz, wenn ihre Vitalitdt durch den
Virusbefall nicht in dem Malke beeinflusst wird wie die der anfalligen Genotypen, d. h.
die Virussymptome geringer ausfallen oder ganz ausbleiben (COOPER & JONES
1983). Eine Infektion durch Barley yellow dwarf virus zeigt sich an der Gerste z. B.
durch sehr vielfaltige Symptome. SCHEURER (2001) untersuchte in BYDV-PAV-
Resistenztests an Gerste u. a. die Merkmale Kornertrag je Pflanze, Ahrenzahl je
Pflanze, Tausendkorngewicht (TKG), Kornzahl je Ahre, Wuchshéhe und
Entwicklungszeit bis zum Ahrenschieben. Sie schlussfolgerte, dass der relative
Kornertrag, d. h. der Ertrag der infizierten Variante relativ zum Ertrag der gesunden
Variante des gleichen Genotyps, als Summe aller physiologischen Prozesse ein sehr
geeigneter Parameter zur Bewertung der agronomischen Leistungsfahigkeit nach
BYDV-Infektion ist. NIks et al. (2004) hingegen stutzten sich in ihrer Bewertung der
BYDV-Anfalligkeit/-Resistenz hauptsachlich auf die allgemeine Symptomauspragung
und den Virusnachweis im ELISA. Bei WDV berechneten HABEKUR et al. (2009) aus

der beobachteten Symptomauspragung nach WDV-Inokulation einen sog. ,degree of
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attack”, um das getestete Material untereinander vergleichen zu konnen. Zur Analyse
einer Barley stripe mosaic virus-Resistenz berucksichtigten EDWARDS und
STEFFENSON (1995) die Zeitspanne bis zum Symptomausbruch und nutzten den
ELISA zur Bestimmung der Virusextinktion. WERNER et al. (2003) beurteilten die
BaYMV und BaMMV-Resistenz des untersuchten Materials ebenfalls neben der
Symptomauspragung durch die Verwendung des ELISAs.

Um aussagekraftige Ergebnisse im Resistenztest erzielen zu kénnen, sind zudem
Infektionsraten von nahe 100 % notwendig. Aufgrund des unzureichenden
naturlichen Infektionsdrucks durch BYDV ist in der Regel eine experimentelle
Inokulation notwendig. Fir BYDV-Resistenzuntersuchungen von Gerste werden
meist Pflanzen im Keimlingsstadium mit virustragenden Blattlausen besiedelt und
nach mehreren Tagen Inokulationszeit mit einem Insektizid behandelt (BANKS et al.
1992; SCHEURER et al. 2001; NIKs et al. 2004). Die Inokulation mit Wheat dwarf virus
durch virustragende Zikaden (Psammotettix alienus) gestaltet sich durch die Mobilitat
der Vektoren deutlich aufwandiger (HABEKUR et al. 2009).

Neben dem natlrlichen Befall und dem Einsatz natlrlicher Vektoren gibt es weitere
Wege, um Pflanzen mit Viren zu infizieren. Die mechanische Ubertragung ohne die
naturlichen Vektoren, wie sie bei bodenburtigen Mosaikviren genutzt wird, die in der
Natur durch einen Bodenpilz Ubertragen werden, ist bei den insektentbertragenen
Viren BYDV und WDV bisher nicht moglich (RocHOwW & BRAKKE 1964; VACKE 1961).
Unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens als Vektor kdnnen
Virussequenzen in Pflanzen eingeschleust werden um eine Virusinfektion
auszulésen. YOON et al. (2011) gelang die Agroinfektion zweier Nicotiana-Arten mit
BYDV-PAV- und CYDV-RPV-Klonen und die Ubertragung von Tabak auf Hafer mit
Hilfe von Blattlausen. WOLLSTON et al. (1988), HAYES et al. (1988) und BENDAHMANE
et al. (1995) erstellten agroinfektése Klone von WDV und infizierten damit
Weizenpflanzen. Ebenfalls unter Verwendung von agroinfektidsen Virusklonen
gelang RAMSELL et al. (2009) die Infektion mit einem Gerstenisolat des WDV bei
Gerste (Infektionsrate 5,7 bzw. 28,6 %), Weizen (0,5 bzw. 11,1 %), Hafer (6,1 %) und
Reis (4,3 %). Die Verwendung der Agroinfektion zur Ubertragung von BYDV und
WDV ist sehr aufwandig und derzeit noch nicht ausreichend effizient, und daher nicht

praktikabel fur umfangreiche Resistenztests.
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1.4 Molekulare Marker und genetische Karten als Grundlage fiir die
Gerstenziichtung

BECKER (2011) definiert einen Marker als ,eine leicht erkennbare Eigenschaft, die
nichts mit dem eigentlichen Zielmerkmal zu tun hat, aber mit diesem gekoppelt
vererbt wird oder zumindest eng assoziiert ist.“ Von besonderer Bedeutung sind
heute die molekularen Marker. Die Identifikation solcher Marker beruht auf
Polymorphismen in der DNA-Sequenz (Basenfolge) zwischen Individuen. Molekulare
Marker sind ein wichtiges Werkzeug zur Lokalisierung, zum Nachweis und zur
Selektion von z. B. Krankheitsresistenzen in der Zuchtung (Beispiele siehe 1.5). Auf
der Basis einer Vielzahl solcher molekularer Marker kdnnen zudem genetische
Karten erstellt werden, die die Kopplung mehrerer Loci zueinander aufzeigen. Im
Gegensatz zu physikalischen Karten, bei denen die genaue Abfolge und die
Abstande in Basenpaaren angegeben werden, wird in genetischen Karten die
Rekombinationsfrequenz zwischen den Loci bestimmt. In der Kopplungsanalyse wird
hierbei die genetische Distanz zweier Loci uber die Rekombinationsrate ermittelt und
in der Einheit Centi Morgan (cM) dargestellt, wobei 1 cM einer Rekombinations-
haufigkeit von 1 % entspricht. Gangige Funktionen zur Berechnung von genetischen
Kopplungskarten gehen z. B. auf HALDANE (1919) und KosAmBI (1944 ) zuruck.

Den Grundstein zur Erstellung von genetischen Kopplungskarten legte Thomas Hunt
Morgan am Anfang des 20. Jahrhunderts mit der Vermutung von Rekombinations-
oder Crossing over-Ereignissen in der Meiose und der Annahme eines
Zusammenhanges der Haufigkeit der Ereignisse mit dem Abstand der Gene auf dem
Chromosom (LoBO & SHAw 2008).

Die Gerste ist als Selbstbefruchter fur solche molekulargenetischen Untersuchungen
durch ihre leicht zu unterscheidenden sieben Chromosomen und das diploide
Genom gut geeignet (KLEINHOFS 2000 zitiert in PILLEN 2001). Mit etwa 5,3 x 10° bp ist
das Gerstengenom deutlich kleiner als das des Weizens (ca. 18 x 10°bp), aber
groRer als das von Reis (ca. 430 x 10°bp; BENNETT & LEITCH 1995). In der
vergleichenden Genomforschung konnte eine hohe Syntenie der Gerste zum Weizen
aber auch zu Reis, Sorghum und Brachypodium festgestellt werden, welche
insbesondere fur die hochaufldsende Kartierung genutzt werden kann. Ein hilfreiches
Werkzeug fur die Erstellung von genetischen Karten und zur Identifikation von Genen
bzw. QTL sind doppelhaploide Linien (DHs), die durch ihre Homozygotie die

Auswertung der Markeranalysen stark vereinfachen und eine zuverlassige und
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wiederholbare phanotypische Testung ermoglichen (CHoO et al. 1985; PALMER &
KELLER 2005). Eine Standardmethode zur DH-Herstellung ist die Mikrosporenkultur,
in der aus Pollen generierte haploide Pflanzen durch eine Colchicin-Behandlung zu
Doppelhaploiden werden (PALMER & KELLER 2005). Bei der Gerste kdnnen Haploide
aullerdem Uber die sogenannte Bulbosum-Technik erzeugt werden, bei der nach der
Kreuzung mit H. bulbosum die Chromosomen der Wildart eliminiert und nach einer
Embryorescue die haploiden Embryos in-vitro zu Pflanzen kultiviert werden (KASHA &
Kao 1970).

Die ersten Kopplungskarten von Gerste (GRANER et al. 1991; HEUN et al. 1991),
wurden unter Verwendung von RFLP-Markern (Restriction Fragment Length
Polymorphism; BOTSTEIN et al. 1980) erstellt. Diese auf DNA-Hybridisierung
beruhende Technik wurde nach der Erfindung der PCR (Polymerase-Ketten-
Reaktion) aber bald durch die weniger aufwandige und schnellere AFLP-Technik
(Amplified Fragment Length Polymorphism; VOs et al. 1995; MEUDT & CLARKE 2007)
ersetzt, die durch einen Amplifikations-Zwischenschritt zudem mit weniger DNA
auskommt. HORI et al. (2005) und QI et al. (1998) erstellten zum Beispiel
Kopplungskarten, die hauptsachlich auf AFLPs beruhen. Die PCR (SAIKI 1985, 1988)
eroffnete damit neue Wege fiur die Untersuchungen der DNA. Hierbei werden mit
Hilfe von Oligonukleotiden (Primer) und DNA-Polymerase wahrend eines
Temperaturwechsels in mehreren Zyklen Fragmente genomischer DNA vervielfaltigt
und so nachweisbar. Anschliefend gewannen im Zuge der Weiterentwicklung der
Sequenzierungstechnik weitere Markerarten an Bedeutung. Die auch als
Mikrosatelliten bezeichneten Simple Sequence Repeats (SSRs) oder Short tandem
repeats (STRs) sind aneinander gereihte Wiederholungen einer Basenfolge von eins
bis sechs Nukleotiden, die bei Eukaryonten im ganzen Genom in nicht codierenden
Bereichen zufallig verteilt vorkommen (TAUTz & RENz 1984). Fir die Gerste sind
bereits hunderte an SSRs bekannt, auch aufgrund der fortgeschrittenen
Sequenzierung des Gerstengenoms. Gersten-SSRs wurden u.a. von LU et al.
(1996), PILLEN et al. (2000), RAMSAY et al. (2000) und LI et al. (2003) identifiziert,
lokalisiert und in Kopplungskarten verwendet. VARSHNEY et al. (2007) entwickelten
durch die Kombination von sechs unabhangigen genetischen Karten der Kreuzungen
“Igri” x "Franka” (GRANER et al. 1991), "Steptoe” x "Morex” (KLEINHOFS et al. 1993),
Oregon Wolfe Barleys (OWB; COSTA et al. 2001), 'Lina” x H. spontaneum "~Canada
Park” (RAMSAY et al. 2000), 'L94" x "Vada“ (QI et al. 1998) und "SusPtrit” x "Vada’
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(JAFARY et al. 2006) eine Consensuskarte aus insgesamt 775 SSR-Loci mit einer
Lange von 1068 cM und einem durchschnittlichen Markerabstand von 1,38 cM. SSRs
haben weiterhin eine besondere Bedeutung als Ankermarker bei der Erstellung von
Kopplungskarten. Grund dafir sind der hohe Polymorphiegrad und die ausgepragte
Locusspezifitat, sowie die codominante Vererbung (HAYDEN et al. 2008).

Weitere auf Sequenzierung basierende Marker sind STS (Sequence Tagged Sites;
MANO et al. 1999; BLAKE et al. 1996), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence) und SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), welche auf
Sequenzunterschieden durch Insertionen, Deletionen oder Basenaustausche
beruhen und als Sequenzlangenunterschiede (STS), Restriktionsfragmente (CAPS)
oder durch Sequenzierung bzw. Chip-Analysen nachgewiesen werden konnen. Basis
fur die ldentifizierung solcher Polymorphismen sind zunehmend die sogenannten
Expressed Sequence Tags (ESTs). Dies sind Nucleotidsequenzen, welche durch
Reverse Transkriptase von mRNA gewonnen werden und in Datenbanken zur
Verfugung stehen, wie z. B. in HarvEST (http://harvest.ucr.edu; SATO et al. 2009).
SATO et al. (2009) konstruierten aus 2890 EST-basierten Markern eine hochdichte
Karte der DH-Populaton "Haruna Nijo” x "H602" und stellten eine Verbindung zu
Sequenzinformationen von Weizen und Reis her. STEIN et al. (2007) nutzten
vorhandene Markerdaten der DH-Populationen "Igri” x "Franka” (GRANER et al. 1991),
"Steptoe” x "Morex” (KLEINHOFS et al. 1993) und der Oregon Wolfe Barleys (COSTA et
al. 2001), erganzten diese mit weiteren SSR- und SNP-Markern, und konstruierten so
eine Karte mit 1055 Loci und einer Lange von 1118,3 cM und zeigten mit Hilfe der
verwendeten EST-SSRs Homologien zwischen Gerste und Reis auf. Eine noch
detailiertere Klarung der Syntenie zwischen Gerste und Reis erreichten CLOSE et al.
(2009) durch Nutzung der inzwischen hochdurchsatzfahigen SNP-Technologie, die
die Erstellung von hochdichten Kopplungskarten der Gerste erlaubt und in der
Genotypisierung zunehmend an Bedeutung gewinnt. Durch den technologischen
Fortschnitt im Bereich der Genomforschung ist die Hochdurchsatz-SNP-
Markertechnik attraktiv fur den Einsatz in der markergestitzten Selektion (Marker
Assisted Selection, MAS) in der Zichtung (RAFALSKI 2002; CLOSE et al. 2009). Als
Hochdurchsatzanwendung stehen bereits SNP Array Technologien (z. B. lllumina,
Affymetrix) zur Verfugung (OLIPHANT et al. 2002; LaFramboise 2009). Eine weitere
effektive Hochdurchsatztechnologie ist die Diversity Array Technology (DArT;

JAccouD et al. 2001), die aber im Gegensatz zu dem SNP-Array keine co-dominante
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Auswertung zulasst, allerdings ohne Sequenzinformationen auskommt, weshalb sie
besonders fur Arten mit groBem Genom und geringer Sequenzabdeckung, geeignet
ist (WENzL et al. 2004).

1.5 Resistenzgene und QTL fiir die markergestiitzte Selektion auf
Virusresistenz in Gerste

Mit der Methode der markergestitzten Selektion kann auf bestimmte Merkmale
selektiert werden, ohne dass Kenntnisse Uber den Phanotyp vorliegen, allein durch
DNA-Analysen mit molekularen Markern. Hierdurch kann der Zuchtgang durch eine
Vorauswahl im Labor deutlich verkurzt werden und die oftmals aufwandige und
kostenintensive Phanotypisierung auf ein Mindestmal beschrankt werden.

Einen Uberblick Uber kartierte monogene Resistenzen (major resistance genes)
gegenuber bedeutenden Gerstenpathogenen gibt ORDON (2009). Beispiele fur
Virusresistenzen bei der Gerste sind die bereits genannten Gene Ryd2 (COLLINS et
al. 1996; PALTRIDGE et al. 1998; FORD et al. 1998), Ryd3 (NIks et al. 2004) und
Ryd4™ (ScHoLz et al. 2009) gegeniiber dem Barley yellow dwarf virus (BYDV) auf
den Chromosomen 3H und 6H, fur die PCR-basierte Marker vorhanden sind. Das
Rsm-Gen (EDWARDS & STEPHENSON 1996) auf Chromosom 7HS bewirkt eine
Resistenz gegen Barley stripe mosaic virus (BSMV). Eine gro3e Anzahl an
Resistenzgenen wurde gegenuber Barley yellow mosaic virus (BaYMV) und Barley

mild mosaic virus (BaMMV) identifiziert (rym1 bis 18), wobei Rym14™

(RUGE et al.
2003) und Rym16™ (RUGE-WEHLING et al. 2006) aus Hordeum bulbosum stammen
und dominant vererbt werden, wahrend die uUbrigen, auller Rym17 (KAl et al. 2012),
einem rezessiven Erbgang folgen.

Neben Resistenzgenen kénnen auch QTL fur die markergestutzte Selektion
herangezogen werden. Eine umfangreiche Darstellung zu QTL in der Gerste fur
agronomische Merkmale, abiotischen und biotischen Stress geben HAYES et al.
(2001). Neben den bereits genannten QTL gegeniber dem Barley yellow dwarf virus
(siehe Abschnitt 1.1.2), konnten z. B. MiYAzAKI et al. (1999) einen QTL gegenuber

dem BaYMV auf Chromosom 7HS identifizieren.
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1.6 Pyramidisierung von Resistenzgenen

Werden Resistenzgene gegeniber einem Pathogen identifiziert und in Sorten
integriert, ist damit die Zuchtung auf Resistenzen gegenuber diesem Pathogen nicht
abgeschlossen, da Resistenzen Uberwunden werden kdonnen. Von Resistenzen, die
sich auf ein Gen stutzen (monogen) kann in der Regel keine dauerhafte Wirkung
erwartet werden, da die hohe Mutationsrate des Pathogens zu einer Selektion neuer
Rassen fluhrt, die unter gunstigen Umweltbedingungen die Resistenzwirkung eines
einzelnen Resistenzgens Uberwinden konnen (KIYOSAWA 1982; KLOPPERS &
PRETORIUS 1997; TAKKEN & JOOSTEN 2000). Das Risiko einer Resistenzbrechung
steigt dabei mit Anbaudauer und -umfang einer Sorte (SINGH et al. 2001). Um die
Ertragsleistung einer Sorte weiter zu sichern, ist deshalb eine fortwahrende Suche
nach neuen Resistenzquellen notwendig oder die Dauerhaftigkeit der vorhandenen
Resistenzen muss durch geeignete Zluchtungsstrategien gesichert werden. Das
Risiko flr eine Mutation, die mehrere Resistenzgene zum gleichen Zeitpunkt
unwirksam gegenuber dem Pathogen macht, ist geringer als bei einem einzelnen
Resistenzgen. Die Methode der Kombination mehrerer Resistenzgene gegen ein
Pathogen in einer Sorte/Genotyp, auch als Pyramidisierung bezeichnet, ist deshalb
eine Moglichkeit, eine dauerhaftere Widerstandsfahigkeit gegeniber dem Pathogen
zu erreichen. Zudem kann durch die Kombination verschieden wirkender
Resistenzgene das Resistenzniveau in vielen Fallen erhoht werden oder bei der
Wirkung der einzelnen Gene gegenuber verschiedenen Pathogenstdammen eine
Verbreiterung der Resistenz des Genotyps erreicht werden (HUANG et al. 1997; LiU et
al. 2000; SINGH et al. 2001; KLOPPERS & PRETORIUS 1997).

BROWN et al. (1996) erzielten durch die Kombination mehrerer Resistenzgene ein
gesteigertes Resistenzniveau der Gerste gegenlber Rhynchosporium secalis im
Vergleich zu den einzelnen Resistenzgenen. WERNER et al. (2005) stellten zwei
Strategien zur Pyramidisierung der Resistenzgene rym4, rym9 und rym11 gegen das
Barley yellow mosaic virus (Typ 1 und 2) bzw. das Barley mild mosaic virus an der
Gerste vor, bei denen eine bzw. zwei DH-Populationen erstellt und selektiert wurden.
Als praktisches Resultat wird durch die Kombination eine verbreiterte Resistenz
gegenlber diesem Virus-Komplex erwartet. WERNER et al. (2003) und LE Gouls et al.
(2004) zeigten zudem, dass in Genbankakzessionen durchaus entsprechende Gene
bereits pyramidisiert vorliegen kénnen, indem sie in der Herkunft "Chikurin Ibaraki 1’
zwei Gene mit Wirksamkeit gegen BaYMV/BaYMV-2 bzw. BaMMV nachwiesen.
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SAEKI et al. (1999) hingegen kombinierten gezielt rym3 und rym5 in einem Gersten-
Genotyp. Zur Verbesserung der Widerstandsfahigkeit der Gerste gegenuber Gelbrost
(Puccinia striiformis) pyramidisierten CASTRO et al. (2003 a, b) verschiedene QTL von
den Chromosomen 4H, 1H und 5H und das qualitative Resistenzgen Rpsx, wobei sie
Mikrosatellitenmarker fur die MAS nutzten. Eine verbesserte Braunrost-Resistenz
(Puccinia triticina, Syn. P. recondiata f. sp. tritici) erreichten KLOPPERS und PRETORIUS
(1997) durch die Kombination der Resistenzgene Lr13, Lr34 und Lr37 in Weizen. LIU
et al. (2000) integrierten drei verschiedene Kombinationen der Resistenzgene Pm2,
Pm4a und Pm21 fir Echten Mehltau (Blumeria graminis) mit Hilfe von molekularen
Markern in die Weizensorte "Yang158". SAGHAI MAROOF et al. (2008) und SHI et al.
(2008) kombinierten unabhangig voneinander die Resistenzgene Rsv1, Rsv3 und
Rsv4 gegenluber dem Soybean mosaic virus in Sojabohne. Erfolgreich wurde die
Methode der Pyramidisierung ebenso bei Weizen gegenuber BYDV-PAV
durchgefuhrt. Hierbei wurde eine verbesserte Toleranz bzw. quantitative Resistenz
durch die Kombination von Bdv2 und einer Introgression auf Chromosom 2 aus
Thinopyrum intermedium erreicht (JAHIER et al. 2009). In Reis pyramidisierten HUANG
et al. (1997) Gene flr Resistenz gegenuber der bakteriellen Blattbraune
(Xanthomonas oryzae pv. oryzae), sowie HITTALMANI et al. (2000) und KOIDE et al.
(2010) mehrere Gene zur Verbesserung der Reistenz gegenuber dem Reisbrand
(Magnaporthe grisea).

Einen umfassenden Uberblick zur markergestiitzten Pyramidisierung von
Resistenzgenen gegenlber verschiedenen Pathogenen an Gerste und anderen
Getreidearten geben FRIEDT et al. (2003), ORDON und FRIEDT (2007) sowie JOSCHI
und NAYAK (2010).
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1.7 Zielsetzung und Vorgehen

Ziel der vorliegenden Arbeiten war es (i) Erkenntnisse zu gewinnen, inwieweit die
markergestitze Kombination verschiedener QTL (Pyramidisierung), welche Toleranz
gegenuber dem aphidenubertragenen Barley yellow dwarf virus (BYDV) bedingen, zu
einer Verbesserung der Widerstandsfahigkeit der Gerste gegenuber BYDV fuhrt, und
(ii) die Genetik der Toleranz der Sorte "'Post” gegeniber dem zikadenUbertragenen
Wheat dwarf virus (WDV) aufzuklaren.

Zu diesem Zweck wurden DH-Linien der Kreuzung 'RIL K4-56" (Ryd3) x "Coracle’
(Ryd2) und ‘RILK4-56" (Ryd3) x 'DH21-136" (Ryd3, QTL2H) mit den
entsprechenden molekularen Markern genotypisiert und hinsichtlich ihrer Toleranz
nach Inokulation mit BYDV durch virusinfizierte Blattlduse in Feldversuchen
charakterisiert. Zur Bestimmung der Toleranz wurden die Werte der infizierten
Variante in Relation zu einer gesunden Kontrolle der gleichen DH-Linie gesetzt.

Zur Aufklarung der WDV-Toleranz der Sorte "Post” wurden zwei DH-Populationen
der Kreuzung 'Post” (tolerant) x "Vixen" (nicht tolerant) zur Phanotypisierung im
Feldversuch mit Hilfe von virustragenden Zikaden inokuliert und ihre Toleranz tber
eine Bestimmung der Wuchs- und Ertragsmerkmale ermittelt. AnschlieRend wurde
eine genetische Kopplungskarte erstellt bzw. eine vorhandene Karte genutzt, um
Quantitative trait loci (QTL) und letztendlich molekulare Marker fur die WDV-Toleranz

der Sorte "Post” zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Sowohl fur die BYDV- als auch fur die WDV-Untersuchungen wurden doppelhaploide
(DH) Linien verwendet, da diese durch ihre Homozygotie eine verlassliche und
wiederholbare Resistenzerfassung ermoglichen.

Um bekannte Gene fur Toleranz gegenuber Barley yellow dwarf virus zu
kombinieren, wurden Kreuzungen mit Tragern dieser Gene durchgefuhrt. Fur die
Wintergersten DH-Population wurden die Elternlinien "RIL K4-56" (Sommer-
gerstenlinie aus der Kreuzung 'L94" x "Vada’, Ryd3, QI et al. 1998, NIKs et al. 2004)
und '‘DH21-136" (Wintergerstenlinie aus der Kreuzung ‘Post” x 'Vixen’, Ryd2,
QTL2H, SCHEURER et al. 2001) gekreuzt und fur die Sommergersten DH-Population
die Linie "'RIL K4-56" und "Coracle” (Sommergerste, Ryd2, CATHERALL et al. 1977).
Die DH-Linien wurden durch die Saatenunion Biotec GmbH (Leopoldshéhe) und die
KWS Lochow GmbH (Bergen) von F¢-Pflanzen dieser Kreuzungen mittels Antheren-
bzw. Mikrosporenkultur erstellt. Bei der Kultivierung der aus der Gewebekultur
stammenden Pflanzen im Gewachshaus erwiesen sich ca. 35 % der Regenerate als
haploid. Insgesamt lagen fir die Untersuchungen 470 DH-Linien der Wintergersten-
und 295 DH-Linien der Sommergersten-Kreuzung vor. Zur Produktion von
ausreichend Saatgut fur die geplanten Versuche wurden die einzelnen DH-Linien im
Gewachshaus bzw. im Freiland vermehrt. Hierbei wurden zur sicheren Erhaltung der
Genotypen die Ahren durch Isoliertiten vor Fremdbestdubung geschiitzt. Fir die
Vermehrung der Wintergersten-DH-Linien im Gewachshaus war auf3erdem zunachst
eine Vernalisation der Keimpflanzen in der Klimakammer bei 4 -6 °C fur ca.
sechs Wochen notwendig, um den Ubergang der Pflanzen in die generative Phase
zu sichern.

Die Genotypisierung wurde bei allen vorhandenen DH-Linien durchgefuhrt. Fir die
Phanotypisierung im Feld wurden im ersten Versuchsjahr die DH-Linien ausgewahilt,
von denen eine ausreichende Menge an Saatgut zur Verfugung stand und im
zweiten Jahr nach Mdoglichkeit Ubereinstimmende Linien an vier Standorten parallel
getestet. Eine Ubersicht (iber die Anteile der Allelkombinationen in den im

Feldversuch getesteten Linien geben Tabelle 2-1 und 2-2.
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Tabelle 2-1: Aufspaltung der im Feldversuch 2008 und 2009 getesteten DH-Linien der
Population "RIL K4-56" x "Coracle’ in die entsprechenden Allelkombinationen

L Ryd?2 Ryd?2 ryd?2 ryd2
Allelkombination Ryd3 ryd3 Ryd3 ryd3
2008 und 2009 37 47 52 52

Tabelle 2-2: Aufspaltung der im Feldversuch 2007/2008 und 2008/2009 getesteten DH-
Linien der Population "RIL K4-56" x 'DH21-136" in die entsprechenden
Allelkombinationen

Ryd2  Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2  ryd2 ryd2
Allelkombination Ryd3  Ryd3  ryd3 ryd3 Ryd3  Ryd3  ryd3 ryd3
QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL-

2007/2008* 51 30 31 24 54 49 26 16

2008/2009* 39 23 20 20 46 36 23 13

* erhdhte Anzahl, da nicht alle DH-Linien an allen Standorten angebaut wurden

Zur Analyse der Wheat dwarf virus-Toleranz der Sorte 'Post”™ wurden zwei
Populationen doppelhaploider Linien der Kreuzung ‘Post™ (tolerant) x "Vixen’
(anfallig) verwendet. Die Linien der DH-Population "Post” x "Vixen” | (n = 79) wurden
bereits von SCHEURER et al. (2001) genotypisiert und hinsichtlich ihrer BYDV-
Reaktion phanotypisiert. Die Linien der DH-Population "Post” x "Vixen” Il (n = 86), die
ebenfalls in Form von Saatgut und DNA-Proben am JKI (Julius Kuhn-Institut,
Quedlinburg) vorlagen, wurden fur Arbeiten zur BYDV-Resistenz an der ehemaligen
Bundesanstalt fur Zuchtungsforschung (BAZ) in Aschersleben produziert. Zur
Erhaltung der DH-Linien der Population | fand eine Zwischenvermehrung in

Quedlinburg im Freiland statt.

2.2 Virusinokulation

Die experimentelle Virusinokulation wurde mit den jeweiligen naturlichen Vektoren
durchgeflihrt, die als infektiose Zuchten unter kontrollierten Bedingungen im
Gewachshaus bzw. in Klimakammern (16 h Photoperiode 6 kix, 20 °C fur die
Blattlauszucht bzw. 9 klx, 25 °C fur die Zikadenzucht) vermehrt wurden.

Fur die Inokulation mit dem Barley yellow dwarf virus-lsolat PAV-Aschersleben-1
(BYDV-PAV-ASL-1) wurden circa zehn adulte Tiere von Rhopalosiphum padi
(Traubenkirschen- oder Haferblattlaus) auf die Pflanzen im Einblattstadium
ausgebracht und nach funf Tagen Inokulationsdauer mit dem Insektizid Confidor®

(Bayer Crop Science AG, Monheim; Konzentration 0,035 %ig) abgetotet.
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Zur Inokulation mit dem Wheat dwarf virus wurden in den Gazezeltversuchen
2006/07 und 2007/08 nach dem Auflaufen der Direktaussaat im Durchschnitt eine
virustragende adulte Zwergzikade (Psammotettix alienus) pro Pflanze im
Einblattstadium unter Vlies freigelassen (Tunnelversuch). Zusatzlich wurde als
weitere Infektionsquelle eine im ELISA nachweislich virusinfizierte Gerstenpflanze
zwischen jede Reihe der zu infizierenden Variante gepflanzt. Nach sechs Wochen
wurde das Vlies abgenommen und die Zikaden mit dem Insektizid Dantop® (Spiess-
Urania Chemicals GmbH, Hamburg; Konzentration 0,038 %ig) abgetotet. Im dritten
Versuchsjahr 2008/09 wurde zur Optimierung der Infektionsrate die Virusinokulation
unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus in Kleingewachshausern
(ca. 53 x 34 cm) durchgefuhrt und die Pflanzen nach der Insektizidbehandlung ins
Gazezelt ausgepflanzt. Die flr die Versuche verwendeten lsolate stammten von
Gerstenfeldern aus dem mitteldeutschen Raum (Héhnstedt, Zappendorf,

Aschersleben und Trebitz).

2.3 Feldversuche

Zur Erfassung der BYDV- und WDV-Toleranz wurden mehrere Feldversuche

durchgeflihrt:

e Pyramidisierung der BYDV-Toleranz: Feldversuch mit je 200 Wintergersten- und
Sommergersten-DH-Linien an den Versuchsstandorten Quedlinburg und
Bernburg (Sachsen-Anhalt), Gudow (Schleswig-Holstein) sowie Irlbach (Bayern)
in den Vegetationsperioden 2007/08 und 2008/09;

e Lokalisation der WDV-Toleranz der Sorte "Post”: Feldversuche in Quedlinburg mit
der DH-Population "Post” x Vixen” | (n =79) in den drei Vegetationsperioden
2006/07 bis 2008/09, sowie 2008/09 mit der DH-Population "Post” x "Vixen™ Il
(n = 86).

Fur die Feldversuche wurden die Wintergersten-DH-Linien nach der BYDV-
Inokulation im Gewachshaus (s. 0.) zusammen mit den jeweiligen Kontrollpflanzen,
die parallel im Gewachshaus angezogen wurden, je nach Standort und Jahr, Ende
September bis Anfang Oktober im Feld einreihig von Hand ausgepflanzt (Termine
sieche Tabelle 2-3). Anlageform war eine randomisierte Blockanlage mit je 10

Pflanzen pro Reihe in den Varianten ,inokuliert’ (= ,infiziert’) und ,nicht inokuliert’
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(= ,nicht infiziert" bzw. Kontrolle) und jeweils 2 Wiederholungen (A, B) mit einem
Reihenabstand von 20 cm. Am Standort Quedlinburg standen hierfur Gazezelte zum
Schutz vor Insekten und Voégeln zur Verfligung.

Der BYDV-Feldversuch mit den Sommergersten-DH-Linien wurde analog zu den
Wintergersten durchgefuhrt, mit Anzucht, Inokulation und Auspflanzen (Anfang bis
Mitte April) im jeweils darauffolgenden Frihjahr (Tabelle 2-4). Am Standort
Quedlinburg wurde der Versuch durch ein grobmaschiges Netz ab dem Zeitpunkt der
Milchreife (BBCH 73 - 77, nach HACK et al. 1992) vor Vogelfral® geschuitzt.

Im ersten und zweiten Jahr der WDV-Feldversuche der DH-Linien der Population
"Post” x "Vixen” | wurden je Linie 15 Korner pro Variante (,inokuliert® bzw. ,nicht
inokuliert’) Mitte September direkt ins Gazezelt ausgesat und dort die Pflanzen der
Variante ,inokuliert’ im Tunnelversuch mit virustragenden Zikaden besiedelt. Im
dritten Jahr hingegen wurden je zwodlf Koérner im Gewachshaus in Topfe ausgesat
und die Pflanzen auch dort inokuliert, um anschlieBend zusammen mit den nicht
inokulierten Pflanzen ausgepflanzt zu werden. Bei diesem Versuch wurden die
Pflanzen zum Schutz vor Kahlfrésten im Zeitraum Januar bis Anfang Marz 2009 mit
Vlies abgedeckt.

An den Standorten fanden regelmalig prophylaktische Insektizidbehandlungen der
Versuche statt, um den gesamten Versuch, insbesondere die Kontrolle, vor einer
spontanen Virusinfektion zu schitzen. Des Weiteren wurden nach Bedarf Echter
Mehltau (Blumeria graminis), Rhynchosporium secalis und Erdraupen (Agrostis
spec.) chemisch bekampft. Eine Aufstellung der verwendeten Pflanzenschutzmittel
findet sich in Tabelle A1 (A =Anhang). Am Standort Quedlinburg wurden die
Pflanzen aller Versuche durch Bambusstabe gesichert, um das Lagern langstrohiger

Linien zu verhindern. Die Ernte der Versuche erfolgte manuell.

Tabelle 2-3: Pflanz- und Erntetermine der DH-Linien "RIL K-56" x ‘DH21-136" fUr die
Feldversuche an den verschiedenen Standorten

Standort Quedlinburg Bernburg Gudow Irlbach
Pflanztermin 2007/2008 09.-11.10.07 17.10.07 02.-05.10.07  25.09.07
Erntetermin 2007/2008 02.-14.07.08  15.-29.07.08 25.06.-01.07.08 13.07.08
Pflanztermin 2008/2009 29.-30.09.08 13.10.08 29.09.-01.10.08  05.10.08

Erntetermin 2008/2009 07.-13.07.09  13.-27.07.09 05.-12.07.09  20.07.09
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Tabelle 2-4: Pflanz- und Erntetermine der DH-Linien "RIL K4-56" x “Coracle” fur die
Feldversuche an den verschiedenen Standorten

Standort Quedlinburg Bernburg Gudow Irlbach
Pflanztermin 2008 02.-04.04. 22.04. 09.-11.04. 03.04.
Erntetermin 2008 11.-19.08. 20.-22.08. 23.-25.07. 28.07.
Pflanztermin 2009 01.-02.04. 07.04. 31.03.-02.04. 08.04.
Erntetermin 2009 10.-14.08. 03.-06.08. 26.-29.07. 05.08.

2.4 Gewdchshausversuche

Im Januar 2009 wurden BYDV-Ubertragungsversuche im Gewachshaus mit den
unterschiedlichen Genotypen der Wintergersten-DH-Linien durchgeflhrt, um
festzustellen, ob praxisrelevante Differenzen in der Virusibertragung zwischen Linien
mit niedrigen Virusgehalten und Linien mit hohen Virusgehalten bestehen. Die
Auswahl der DH-Linien erfolgte anhand der ELISA-Ergebnisse aus den BYDV-
Feldversuchen zur Phanotypisierung. Fur die Erstinokulation mit BYDV wurden je
zwanzig Keimlinge von drei toleranten Linien des Genotyps Ryd2+Ryd3+QTL" (BAZ-
1L-335, BAZ 2L-022, BAZ 2L-146) und einer nicht-toleranten Linie ryd2+ryd3+QTL"
(BAZ 2L-109) in Topfe pikiert und unter kleinen Kunststoffhauben fir drei Tage
Inokulationsdauer mit BYDV-PAV-tragenden Rhopalosiphum padi besiedelt, die
daraufhin mit Pirimor® (Syngenta Agro, Maintal; Konzentration 0,1 %ig) abgetotet
wurden. Nach zwei und vier Wochen wurde ein DAS-ELISA durchgefihrt. Nach dem
zweiten Test wurden je zwei Pflanzen einer Linie mit Extinktionswerten E05< 0,5
bzw. E405> 1,0 fUr die RuckUbertragungsversuche ausgewahlt und mit virusfreien
Rhopalosiphum padi besiedelt. Nach einer Akquisitionszeit von sieben Tagen wurden
die Blattlause (5 -7 adulte Tiere) auf gesunde Keimlinge derselben DH-Linie mit
einem Pinsel umgesetzt. Die Blattlause der nicht-toleranten Linie wurden zudem auf
Keimlinge der drei Ryd2+Ryd3+QTL"-Linien Ubertragen, die Blattlause der toleranten
Linen jeweils auf die Keimlinge der ryd2+ryd3+QTL -Linie. Die Reaktion der Linien
wurde vier Wochen nach dem Abtéten der Blattduse mit Confidor® im ELISA
untersucht. Der Versuch wurde 2zweimal wiederholt, wobei jeweils die
Ursprungspflanzen aus dem ersten Durchgang als Virus-/Blattlausquellen genutzt

wurden.
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2.5 Erfassung der Toleranz der DH-Linien

Um die Reaktion der Sommergersten- und Wintergersten-DH-Linien der
Pyramidisierungspopulationen gegenltiber dem Barley yellow dwarf virus zu erfassen,
wurden in den Feldversuchen verschiedene Parameter bestimmt. Im Stadium
zwischen Bestocken und Schossen (BBCH 23 - 30) wurde fur jedes Prufglied in jeder
Wiederholung eine vergleichende Symptombonitur zwischen den Pflanzen der
Kontrolle und der inokulierten Variante durchgefiihrt. Eine Ubersicht Uber die
verwendete Boniturskala gibt die Tabelle 2-5. Zum gleichen Termin wurden
Blattproben von Pflanzen ausgewahlter DH-Linien aus der inokulierten Variante
entnommen, um im DAS-ELISA den Virusgehalt (Virusextinktion) zu bestimmen. Im
ersten Versuchsjahr wurden an zwei (Wintergerste; Irlbach und Quedlinburg) bzw.
drei Standorten (Sommergerste; Irlbach, Quedlinburg und Bernburg) pro
Versuchsstandort eine Auswahl von 24 Linien (von 200 Linien pro Kreuzung) mit je
20 Einzelpflanzen getestet. Im zweiten Versuchsjahr wurden flr beide Kreuzungen
an allen vier Standorten jeweils 80 Linien mit jeweils 10 Einzelpflanzen analysiert.
Des Weiteren wurde fiir jedes Priifglied der Termin des Ahrenschiebens als der
Zeitpunk erfasst, zu dem 75 % der Ahren einer Linie das BBCH-Stadium 59 erreicht
hatten. Nach Abschluss des Ahrenschiebens wurde die Wuchshohe von drei zufallig
ausgewabhlten Pflanzen pro Linie und Wiederholung als Lange des langsten Halmes
von der Erdoberflache bis zur Ahrenbasis gemessen. Bei der manuellen Ernte wurde
die Anzahl Pflanzen sowie die Anzahl ahrentragender Halme pro Linie und
Wiederholung erfasst. Nach dem Dreschen der Ahren wurde der Kornertrag pro Linie
und Wiederholung festgestellt. Der Kornertrag pro Pflanze wurde durch Dividieren
des Korngewichtes durch die bei der Ernte festgestellte Pflanzenzahl pro Linie
berechnet. Zur Ermittlung des Tausendkorngewichtes (TKG) wurden dreimal 100
Korner pro Linie und Wiederholung gewogen und der Mittelwert mit zehn multipliziert.

Das Toleranzniveau einer Linie wurde fur metrische Merkmale wie folgt ermittelt:

Leistung der infizierten Variante

X 100 %

Toleranz = — — ,
Leistung der nichtinfizierten Variante

Zur Erfassung der WDV-Toleranz der Populationen "Post” x "Vixen” | und Il wurden
gleichfalls die oben beschriebenen Parameter erfasst. Da die Infektionsrate der
anfalligen Standardsorte in diesen Versuchen aber nur bei 50 — 70 % lag, wurden im

Frahjahr alle Pflanzen der inokulierten Variante serologisch (ELISA) untersucht, um
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nichtinfizierte Einzelpflanzen zu identifizieren. Die Wuchshoéhe, die Ahrenzahl und die
Symptomexpression (Wuchsdepression) wurden bei der Ernte pro Einzelpflanze
festgestellt und der Kornertrag fir die Einzelpflanze aus dem Reihenertrag
berechnet. Dem ELISA zufolge nichtinfizierte Pflanzen (Extinktion <0,1) in der

inokulierten Variante wurden verworfen.

Tabelle 2-5: Boniturskala zur Erfassung der Symptomauspragung nach BYDV- bzw. WDV-
Infektion

Boniturnote | Symptomexpression

1 Pflanze ohne Symptome

3 Schwache Wuchsminderung, normale Bestockung, deutliche Ver-
gilbung der Blattspitzen

5 Deutliche Wuchsminderung, reduzierte Anzahl an Bestockungs-
trieben und ahrentragenden Halmen, kleine Ahren

7 Pflanze mit 1 bis 4 Trieben, keine Ahren oder im Hullblatt stecken-
gebliebene Ahren, Blatter als ,Rosette” am Stangelgrund

9 Pflanze abgestorben

2.6 DAS-ELISA

Der DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich — Enzyme Linked Immuno Sorbant
Assay) in Anlehnung an CLARK und ADAMS (1977) wurde durchgefihrt, um
Ruckschlisse auf den Virusgehalt in den Pflanzen und damit auf eventuelle Effekte
der BYDV-Toleranzallele ziehen zu kénnen, und um den Infektionserfolg bei den
Einzelpflanzen in den WDV-Versuchen zu Uberprifen und gesunde Pflanzen zu
erkennen. Fur die Untersuchungen standen virusspezifische polyklonale Antikorper
der JKI-Antiserumbank zur Verfugung. Die photometrische Auswertung erfolgte mit
einem Plattenphotometer (Opsys MR, ThermolLabsystems, Franklin USA) bei
405 nm. Da der Grad der Gelbfarbung abhangig ist von der Antigenkonzentration in
der Pflanzenprobe, kann die gemessene Extinktion als Wert fir die
Viruskonzentration in den getesteten Pflanzenproben herangezogen werden. Proben
mit einem Extinktionswert kleiner 0,1 werden bei diesen Testsystemen als virusfrei
bewertet (HABEKUR, pers. Mitteilung).

Um quantitative und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurde flr alle Analysen
eine standardisierte Menge an Pflanzenmaterial, Puffer, Antikbrpern und Substrat

verwendet, sowie stets nach standardisierter Methode vorgegangen (Beschreibung
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siehe nachsten Abschnitt). Zudem wurde Pflanzenmaterial in ahnlichem
Entwicklungsstadium verwendet. Pro Mikrotiterplatte wurden in allen Versuchen
zusatzliche Doppelproben fiur den Puffer (Blank) und von nachweislich gesunden
bzw. virusinfizierten Pflanzen (lyophyllisierter Pflanzensaft) als Negativ- bzw. Positiv-
Kontrollen mitgefuhrt, um so den Erfolg des Tests bzw. die Vergleichbarkeit der
Extinktionsswerte Uberprufen zu kdénnen. Die Positiv-/Negativ-Kontrollen, sowie die
Antikorper, die im Laufe dieser Arbeit verwendet wurden, stammten zudem jeweils
aus einer Herstellungs-Charge. Zur gerateinternen Berechnung der Transmissions-
minderung durch die Mikrotiterplatte und den Puffer, wurden zwei Vertiefungen je
Platte als Blank nur mit Substratpuffer beflllt. Eine Quantifizierung des Virusgehaltes

anhand einer Eichkurve wurde nicht durchgefuhrt.

Die Zusammensetzung der im DAS-ELISA verwendeten Losungen wird in der
Tabelle 2-6 beschrieben. Im Detail wurde wie folgt vorgegangen:

Der Test wurde in 96-Polystyrol-Mikrotiterplatten durchgefihrt, die im ersten Schritt
mit virusspezifischen Antikorpern (IgG) beschichtet wurden (Verdiinnung der IgGs im
Coatingpuffer 1 : 200; Inkubation flr 4 h bei 37 °C). Nach der Adsorbtion wurden in
einem anschlielenden Waschschritt ungebundene Antikérper mit PBS-Tween-
Waschpuffer entfernt, um eine unspezifische Reaktion auszuschliefen. Jede
Vertiefung wurde hierfir vollautomatisch mit einem ,Washer‘-Automat (MRW,
DYNEX Technologies) dreimal gespult. Dieser Waschvorgang wiederholte sich
zwischen jedem weiteren Testschritt. Zur Aufbereitung der Pflanzenproben wurden
von je zwei Blattern der zu testenden Pflanze Blattsticke abgenommen und davon
100 mg Blattmaterial in 1ml Extraktionspuffer mit Hilfe von Quarzsand in
Keramikmoérsern homogenisiert. 100 ul des so aufbereiteten Pflanzensaftes wurden
als Einzelprobe auf die Testplatte Ubertragen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, um
die Bindung der in der Pflanzenprobe enthaltenen Antigene an die Antikdrper zu
ermoglichen. Nach einem Waschschritt wurde die sogenannte Konjugatlésung
(Verdinnung der Konjugate im Extraktionspuffer 1 : 10 000) aufgetragen, welche
virusspezifische Antikorper enthalt, die mit dem Enzym Alkalische Phosphatase
markiert sind. Wahrend der 4-stindigen Inkubation bei 37 °C lagern sich die
markierten Antikorper an die gebundenen Antigene an. Nach einem letzten
Waschschritt wurde der Substratpuffer zugegeben, der p-Nitrophenylphosphat als

Substrat fir das verwendete Enzym enthalt. Bei Vorhandensein des Antikorper-
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Antigen-Antikorper-Komplexes zeigt sich eine Gelbfarbung der Ldsung durch
Spaltung des Substrates in p-Nitrophenol und Phosphat. Nach einer Stunde
Reaktionszeit bei Raumtemperatur wurde die Extinktion in den einzelnen
Vertiefungen mit Hilfe eines ELISA-Readers (Opsys MR, ThermolLabsystems,

Franklin USA) bei einer Wellenlange von 405 nm gemessen.

Tabelle 2-6: Zusammensetzung der im ELISA verwendeten Puffer und Losungen

Reagenz Absolute  Konzen-
Menge tration
Coating-Ldsung
(pH 9,6) H,0 11
Natriumcarbonat Na,CO; 1,59 ¢ 15 mM
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; 293¢ 35 mM
Natriumazid NaN; 0,20¢ 3mM
IgG (BYDV-/WDV-spezifisch) 5,0 ml 0,5 %
PBS-Puffer
(pH 7,2-7,4) H20 51
Natriumchlorid NaCl 40,09 137 mM
Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
Na,HPO, x 12 H,0 1459 81mM
Kaliumdihydrogenphosphat KH, PO, 1,09 1,5 mM
Kaliumchlorid KCI 109 2,68 mM
Natriumazid NaN; 109 3mM
Waschpuffer
PBS-Puffer (s. 0.) 51
Tween 20 2,5ml 0,05 %
Extraktionspuffer
PBS-Puffer (s. 0.) 11
Polyvinylpyrrolidon 25, PVP (CgHgNO), 20,09 2%
Rinderserumalbumin oder Milchpulver 2049 0,2%
Tween-20 0,5ml 0,05 %
Konjugatlésung
Extraktionspuffer (s. o0.) 11
Konjugat (BYDV-/WDV-spezifisch) 0,1 ml 0,01 %
Substratlésung
(pH 9,8) H,0 11
Diethanolamin C;H1{NO, 97,0 ml 9,5%
Magnesiumchlorid-hexahydrat MgCl, x6 H,O 0,2 g 1 mM
Natriumazid NaN; 0,2g 3mM
p-Nitrophenylphosphat (p-NPP) 109 0,1 %
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2.7 Molekulare Analysen

2.7.1 DNA-Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Extraktion der genomischen DNA der DH-Linien Populationen 'RIL K4-56" x
'DH21-136" und 'RIL K4-56" x "Coracle” wurde mit einer Minipraparations-Methode
nach STEIN et al. (2001) durchgefihrt. Die DNA der DH-Populationen "Post” x "Vixen’
| und Il lag bereits vor.

Die Zusammensetzung der bei der DNA-Extraktion verwendeten Losungen wird in
der Tabelle 2-7 beschrieben. Im Detail wurde wie folgt vorgegangen:

Fur die DNA-Extraktion wurden ca. 300 mg frisches Blattmaterial von jeder DH-Linie
im Gewachshaus geerntet und in Polyethylen-Beuteln mit 1,2 ml Extraktionspuffer
(Tabelle 2-7) versetzt und mittels eines Homogenizers (manuell, Bioreba AG,
Schweiz) mazeriert. Nach einer Inkubation von 60 min bei 65 °C im Trockenschrank
wurde die Suspension in  2,0ml Eppendorf-Tubes umgefullt, 800 pl
Chloroform-lsoamylalcohol (24 : 1) zugegeben und flr 15 min im vollautomatischen
Uberkopfmischer (Heidolph REAX2) langsam durchmischt. AnschlieBendes
15-minutiges Zentrifugieren (10000 x g, 4 °C, Heraeus Biofuge fresco) erzeugte
einen klaren Uberstand, von dem 800 ul abgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Tube Uberfuhrt wurden. Zur Entfernung von RNA wurde 5 ul RNase A-Ldsung
zugegeben und per Hand kurz uberkopf gemischt und fur 15 min im Wasserbad bei
37 °C inkubiert. Die Fallung der DNA fand durch Zugabe von 560 pl 70 %igen
Isopropanol wahrend manuellem langsamen Schittelns statt. Zum Sedimentieren der
DNA wurde fur 10 min zentrifugiert und anschlieBend unter Beachtung des DNA-
Pellets der Uberstand abgegossen. Bei Raumtemperatur wirkte fir 15 min 1 ml
Waschlosung | (Tabelle 2-7) auf das Pellet, darauf folgte fir 5 min Waschlosung I,
die jeweils wieder abgegossen wurden. Das Pellet wurde daraufhin ca. 1 h bei
Raumtemperatur getrocknet, um anschlief3end in 80 pyl TE-Puffer (pH 8,0) geldst zu
werden. Zur Kontrolle der DNA-Qualitat sowie der RNA-Freiheit wurde 1 pl der DNA
auf einem 1 %igen Agarosegel Uberpruft.

Die DNA-Konzentrationen wurden mit dem NanoDrop ND-1000 (peqLab,
Biotechnology GmbH, Erlangen) spektrophotometrisch bestimmt und betrug
zwischen 900 und 3000 ng/ul. Fur alle molekularen Arbeiten wurde eine Verdlinnung
in destilliertem Wasser von 30 bzw. 25 ng/ul verwendet, die anhand der Messwerte

hergestellt wurde.
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Tabelle 2-7: Zusammensetzung bei der DNA-Extraktion verwendeten Puffer und Lésungen

Reagenz absolut Konzentration

Extraktionspuffer

Hexadecyltrimethylammoniumbromid,

0,

CTAB CioHapBrN 20g 2%
Tris / HCI (pH 8,0) 200mli(1 M) 200 mM
Ethylendiamintetraacetat, EDTA

C1oHseNoO 40ml (0,5M) 20 mM
Natriumchlorid NaCl 81¢g 1,4 M
Polyvinylpyrrolidon, PVP (CgHgNO), 1049 1,0 %
3-Mercaptoethanol (BME) 20 ml 0,28 M
H,0 add to 1l

Loésung steril filtrieren; BME unmittelbar vor Verwendung zugeben

RNase A-Lésung

Natriumacetat CH;COONa 60 pl (3M) 0,01 mM
H20 18 ml
RNase A 200 mg 10 mg/ml
Tris / HCI (pH 7,4) 2 ml 100 mM
Waschlosung |
Ethanol C,HgO 760 ml 76 %
Natriumacetat CH;COONa 66,7 ml (3M) 200 mM
H20 add to 1l
Waschlosung Il
Ethanol 76 %
Ammoniumacetat CH;COONH, 771 mg 10 mM
Hzo td add to 11
TE-Puffer
Tris / HCI (pH 8,0) 10 ml (1 M) 10 mM
Ethylendiamintetraacetat, EDTA
CioH1eN,0 2ml (0,5 M) 1 mM
H20 add to 11

2.7.2 Genotypisierung

2.7.2.1 Nachweis von Ryd2, Ryd3 und QTL2H mit molekularen Markern

Fir den Nachweis von Ryd2 (SCHALLER et al. 1964) wurde der CAPS-Marker
YIpPCRM (FORD et al. 1998) verwendet, dessen Amplifikationsprodukt anschliel3end
mit dem Restriktionsenzym Hsp92 1l (5-CATGA-3’, 3-"GTAC-5") verdaut wurde.
Genotypen mit dem RydZ2-Allel zeigen auf dem Agarosegel die PCR-Fragmentlange
von 311 bp, diejenigen mit dem Anfalligkeitsallel von 253 bp und 56 bp, da sie flr
das Enzym eine Schnittstelle aufweisen. Den Tabellen 2-8 bis 2-10 sind die
Zusammensetzungen der PCR-Reaktionsgemische, die Thermocycler-Programme

sowie die Komponenten des Enzymverdaus zu entnehmen. Der Nachweis erfolgte
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nach der Auftrennung auf einem 1,5 %igen Agarosegel, wie es in Abbildung 2-1 zu

sehen ist.

Tabelle 2-8: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches (10 pl-Ansatz) fir YIpPCRM

Reagenz Konzentration Verwendete Menge
HZO td 4,65 }J'
Polymerase-Puffer 10 x 1,00 pl
MgCl, 25 mM 2,00 pl
dNTPs 10 mM 0,40 pl
Primer YIpPCRMF 10 pmol/pl 0,13 pl
Primer YIpPCRMR 10 pmol/ul 0,13 ul
Taq DNA Polymerase (DyNAzyme) 2 U/ul 0,20 pl
DNA 25 ng/ul 1,00 pl

Tabelle 2-9: Thermocycler-Programm fir YIpPCRM

Abschnitt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 60 °C 30s 40
Polymerisation 74 °C 1 min

Tabelle 2-10: Zusammensetzung der Lésung des Restriktionsverdaus (20 pl-Ansatz) der

PCR-Produkte von YIpPCRM

Reagenz Konzentration Verwendete Menge
H20 5,6 ul
Puffer G 10 x 2,0 ul
BSA 10 mg/pl 2,0 ul
Enzym Hsp92 Il 5 U/ul 0,4 pl
PCR-Produkt von YIpPCRM 10,0 pl
50bp
Ladder o~
Sads
=
a0
C——— - el

Abbildung 2-1: Fragmentgrélien der PCR-Produkte von YIpPCRM nach dem

Restriktionsverdau mit Hsp92 II
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Fir den PCR-Nachweis des Toleranzallels Ryd3 (NIKs et al. 2004) wurde der
Mikrosatellitenmarker HVM74 (Liu et al. 1996) genutzt. Mit Hilfe einer
vollautomatischen Kapillarelektrophorese (Beckman Coulter CEQ™ 8000) und einer
D3-Markierung wurden die Fragmente sichtbar gemacht (Abbildung 2-2) die eine
GrofRe von 180 bp (tolerant) bzw. 188 bp (anfallig) aufwiesen.

FUr den Nachweis des QTL auf dem Chromosom 2HL (SCHEURER et al. 2001) wurde
der Mikrosatellitenmarker HVCSG (BECKER & HEUN 1995) genutzt, der ebenfalls
mittels Kapillarelektrophorese und eines Cy5-markierten M13-Tails ausgewertet
wurde. Hier ergaben sich bei den untersuchten Elternlinien 'DH21-136" und
"RIL K4-56" Fragmente mit einer GrofRe von 211 bp bzw. 219 bp (Abbildung 2-3).

Die Zusammensetzung der PCR-Reaktionsgemische sowie die Thermocycler-
Programme fir die Marker HYM74 und HVCSG kdnnen den nachfolgenden Tabellen

2-11 bis 2-14 entnommen werden.
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Abbildung 2-2: PCR-Produkte von HVM74 mit Kopplung zu dem Toleranzallel 180 bp (oben)
und dem Anfalligkeitsallel 188 bp (unten) von Ryd3 (Standard zur gerate-
internen Berechnung der FragmentgréRen bei 160, 180, 190, 200 und 220 bp)
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Abbildung 2-3: PCR-Produkte von HVCSG mit Kopplung zu dem Toleranzallel 219 bp (oben)
und dem Anfalligkeitsallel 211 bp (unten) des QTL 2H (Standard zur gerate-
internen Berechnung der Fragmentgrofien bei 190, 200, 220, 240 bp)
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Tabelle 2-11: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches (10 pl-Ansatz) fir HYM74

Reagenz Konzentration Verwendete Menge
HQO td 7,32 |J|
Polymerase-Puffer 10 x 1,00 pl
dNTPs 10 mM 0,20 pl
Primer HYM74-F 10 pmol/ul 0,20 pl
Primer HYM74-R 10 pmol/ul 0,20 pl
Taq DNA Polymerase (Qiagen) 5 U/ul 0,05 pl
DNA 25 ng/ul 1,00 pl

Tabelle 2-12: Thermocycler-Programm fur HVYM74

Abschnitt Temperatur Dauer Zyklen
Start-Denaturierung 94 °C 3 min 1
Denaturierung 92 °C 1 min

Annealing 55°C 2 min 30
Polymerisation 72 °C 1min30s
Schlusspolymerisation 72 °C 10 min 1

Tabelle 2-13: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsgemisches (10 ul-Ansatz) fir HYCSG

Reagenz Konzentration Verwendete Menge
HQO td 3,95 |J|
Polymerase-Puffer 10 x 1,00 pl
MgCl, 25 mM 0,85 ul
dNTPs 10 mM 0,15 ul
Primer HYCSG-F 0,8 pmol/pl 1,00 ul
Primer HVCSG-R 4,0 pmol/ul 1,00 pl
M13-Tail-Cy5 3,6 pmol/pl 1,00 pl
Tag DNA Polymerase 5 U/ul 0,05 ul
(AmpliTaq Gold)

DNA 25 ng/ul 1,00 pl

Tabelle 2-14: Thermocycler-Programm fir HVCSG

Abschnitt Temperatur Dauer Zyklen
Start-Denaturierung 94 °C 9 min 1

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 66 - 60 °C 30s 12; -0,5°C/Zyklus
Polymerisation 72 °C 1 min

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 60 °C 30s 35

Polymerisation 72 °C 1 min

Schlusspolymerisation 72 °C 10 min 1
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2.7.2.2 Markerabséattiqgung im Bereich des QTL auf Chromosom 2HL (BYDV)

Um far die Pyramidisierung enger gekoppelte Marker fir den QTL auf Chromosom
2HL zur Verflgung zu haben, wurde eine Markerabsattigung in diesem Bereich
(15,3 cM) zwischen den bekannten flankierenden Markern HVCSG und W20H480
(Abbildung 2-4, SCHEURER et al. 2001) durchgeflhrt. Im ersten Schritt wurden daftr
acht SSR-Marker aus der betreffenden Region an den Elternlinien "Post’, "Vixen’,
'RIL K4-56°, 'DH21-136" und "Coracle” auf Polymorphismen getestet (Tabelle 2-15),
die anhand der Gersten-Consensuskarte von VARSHNEY et al. (2007) ausgewahlt
wurden. Die vier polymorphen Markern wurden anschlielRend in der Population "Post’
x "Vixen" | kartiert (SCHEUER et al. 2001). Zur weiteren Absattigung wurde die DH-
Population 'Haruna Nijo" x 'H602" verwendet, die aus einer Kreuzung einer
Kulturgerste ("Haruna Nijo") und einer H. spontaneum-Wildform ("H602") entstanden
ist und in der zahlreiche ESTs identifziert sowie SNPs kartiert wurden (SATO et al.
2009; SATO & TAKEDA 2009). Zugehdriges Saatgut und EST-Markerdaten wurden
freundlicherweise von Dr. Kazuhiro Sato (Research Institute for Bioresources,
Okayama University, Kurashiki, Japan) zur Verflgung gestellt. Aus den vorhandenen
ESTs auf Chromosom 2H wurden nach Analyse der Population mit den bisher
flankierenden Markern HVCSG und GBM1047 eine Auswahl an SNP-Markern fir die
interessante Region getroffen, von denen drei in den "Post” x "Vixen” DH-Linien-
Populationen als SNP/CAPS kartiert werden konnten (k03833, k08168, k09212).

Nach der Sequenzierung der PCR-Fragmente wurden mit der Software Sequencher
4.9 (Gene Codes Corporation 2009, USA) differenzierende SNPs zwischen den
Elterngenotypen detektiert. Zur Identifikation von Restriktionsenzymen fir die
einfache Sichtbarmachung identifizierter Polymorphismen wurden der NEBcutter
V2.0 (New England Biolabs Inc., tools.neb.com/NEBcutter2) und der
RestrictionMapper von TAIR (Arabidosis Information Resource,
www.arabidopsis.org) verwendet. Die Zusammensetzung der PCR-Reaktions-
gemische bzw. Restriktionsverdaue und die Thermocycler-Programme fur die
analysierten SSR-, SNP- bzw. CAPS-Marker sind der Tabelle 2-15 bzw. A3 zu
entnehmen. Mit allen polymorphen Markern wurden die DH-Linien der Population
"Post” x "Vixen” | genotypisiert und anschlieend die Karte des Chromosoms 2H neu
berechnet sowie eine QTL-Analyse mit dem vorliegenden Phanotyp-Datensatz von
SCHEURER (2001) durchgefuhrt.
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Abbildung 2-4: Kopplungskarte des Chromosoms 2H vor der Markerabsattigung (SCHEURER
et al. 2001)

Tabelle 2-15: Molekulare Marker von Chromosom 2HL, die fur die Makerabsattigung

verwendet wurden

Marker- Marker- Enzym- PCR- PCR- Sequen- oly-/
Bezeich- Ansatz  Programm . ono- Kartiert
typ verdau . Ziert
nung morph
Bmag749 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
Ebmac415 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
GBM1036 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
GBM1047 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
GBM1181 SSR - M13 TD 62-56 30s nein m nein
GBM1309 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
GBM1421 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
GBM1437 SSR - M13 TD 62-56 30s nein m nein
GBM1462 SSR - M13 TD 62-56 30s nein m nein
GBM1475 SSR - M13 TD 62-56 30s nein m nein
GBM1498 SSR - M13 TD 62-56 30s nein p ja
GBS105 SNP - M13 TD 62-56 30s ja m nein
GBS379 SNP Dral M13 TD 62-56 30s nein p ja
k00143 SNP - M13 TD 62-56 30s ja m nein
k02419 SNP - M13 TD 62-56 30s ja m nein
k03833 SNP Taql M13 TD 64-58 30s ja p ja
k04179 SNP - M13 TD 62-56 30s ja m nein
k04545 SNP - M13 TD 62-56 30s ja m nein
k06430 SNP - M13 TD 62-56 30s ja m nein
k08168 SNP BseNI M13 TD 64-58 30s ja p ja
k08891 SNP - M13 TD 62-56 30s ja p nein
k09212 SNP Hinfl M13 TD 64-58 30s ja p ja

* Beschreibung der PCR-Ansatze und -Programme in Tabelle A3 (Anhang)
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2.7.2.3 Mikrosatelliten-Analysen zur Kartierung der DH-Population "Post” x "Vixen” Il

Als Grundlage fur die Durchfihrung von QTL-Analysen bzgl. der Toleranz gegenuber
Wheat dwarf virus wurde eine genetische Kopplungskarte der Population "Post” x
Vixen” |l Uber die sieben Chromosomen erstellt. Hierbei wurden ca. 200 SSRs und
einzelne SNP-Marker (Liste siehe Tabelle A 2) auf Polymorphismen zwischen den
Elternlinien untersucht, wobei nach der PCR die Kapillarelektrophorese (Beckmann
Coulter CEQ 8000) genutzt wurde, um auch geringe GroRenunterschiede zu
erfassen. Alle 93 polymorphen Marker wurden darauffolgend in den DH-Linien der
Population "Post” x "Vixen” Il amplifiziert und abhangig vom GrdéRenunterschied
zwischen den amplifizierten Produkten mit Hilfe der horizontalen Agarosegel-
elektrophorese bzw. der Kapillarelektrophorese allelspezifisch ausgewertet.

Detaillierte Angaben zur elektrophoretischen Auftrennung sind unter Punkt 8.1.3 im
Anhang zu finden. Die Zusammensetzung der verwendeten PCR-Reaktionsgemische
und Thermocycler-Programme flir die polymorphen Marker sind der Tabelle A 3 im

Anhang zu entnehmen.

2.8 Berechnung der genetischen Kopplungskarte

Fur die Kartierung wurde die Software JoinMap4 (VAN OOIJEN 2006) mit der
Kartierungsfunktion ,ML Mapping“ verwendet. Als Schwellenwert fur die genetische
Karte wurde ein LOD (Logarithm of Odds) von 3,0 festgelegt. Die cM-Abstande
zwischen den Markern wurden nach der Funktion von KosAmBI (1944) aus den
Rekombinationshaufigkeiten berechnet und in den genetischen Karten der einzelnen
Kopplungsgruppen dargestellt. Die Zuordung der Kopplungsgruppen zu den
Gerstenchromosomen erfolgte aufgrund von chromosomenspezifischen SSR-

Markern.

2.9 QTL-Analysen

Die QTL-Analysen an den Populationen "Post” x "Vixen” | und Il wurden mit dem
Programm MapQTLS5 (VAN OOIJEN 2004) durchgefuhrt. Als genetische Grundlage
wurde fur die Population | die vorhandene Karte von SCHEURER et al. (2001)
verwendet und fur Population Il eine neue Kopplungskarte erstellt. Als

entsprechende phanotypische Daten wurden die prozentualen Vergleichswerte der
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mit WDV infizierten Pflanzen einer DH-Linie zu nichtinfizierten Pflanzen derselben
DH-Linie von Kornertrag pro Pflanze, Tausendkorngewicht, Ahrenzahl pro Pflanze
und Wuchshohe herangezogen. Fur die Population 'Post” x "Vixen” | lagen
zweijahrige Daten und fir Population Il einjahrige Daten vor.

Bei den QTL-Analysen wurde fiir eine erste Ubersicht ein Interval-Mapping (IM;
LANDER & BOTSTEIN 1989) durchgefihrt. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus
der anschlieRenden MQM-Methode (Multiple QTL model Mapping; JANSEN 1993) mit
Vorgabe von Cofaktoren. Der LOD-Schwellenwert wurde auf 3,0 festgesetzt.
Weiterhin wurde der Anteil der phanotypischen Varianz, welcher von entsprechenden
QTL erklart wird, berechnet.

2.10 Statistische Analyse der Feld- und Gewadchshausversuche

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software SAS 9.1 durchgefuhrt. Die
relativen Werte der Erntedaten und Halmlangen sowie die ELISA-Extinktionen
wurden mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-Test (a = 0,05) analysiert. Die
ordinalskalierten Boniturnoten wurden mit Hilfe der MULTTEST-Funktion mit einer
Bootstrap-Methode (NEUHAUSER & JOCKEL 2006) und anschlieBendem t-Test
ausgewertet. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde die Anpassung der Daten an eine
Normalverteilung getestet (UNIVARIATE-Funktion). Mit der Funktion VARCOMP
wurden Varianzkomponenten fur die Berechnung der Heritabilitdt ermittelt. Die
Heritabilitat (h?) bezeichnet den durch den Genotyp verursachten Anteil an der
Gesamtvarianz des Phanotyps. Hierzu wird, wie unter anderem in BECKER (2011)
beschrieben, der Quotient aus der Varianz, die dem Genotyp zugeordnet werden
kann, und der Gesamtvarianz gebildet. Zur Berechnung der Relativwerte der
Erntedaten sowie der mittleren Halmlange wurden Funktionen von EXCEL 2003
(Microsoft Corporation 2003) genutzt.

Einzelwerte von relativen Leistungen (der infizierten Variante) von gréRer als 250 %
wurden als Ausreif3er von der Berechnung ausgenommen, wobei sich diese Auswahl
in den Merkmalen relativer Kornertrag und relative Ahrenzahl weitgehend mit dem

Ausreil3ertest nach Nalimov (a = 5%) deckt.
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3 Ergebnisse

3.1 Pyramidisierung von BYDV-Toleranzallelen in der Gerste

3.1.1 Genotypisierung der DH-Populationen
Um die phanotypische Reaktion der DH-Linien auf eine BYDV-PAV-Infektion einer

Allelkonstitution zuordnen zu koénnen, wurde die allelische Konstitution aller DH-
Linien an den entsprechenden Loci mit Hilfe molekularer Marker bestimmt.

Die Kombination der Loci Ryd2 und Ryd3 fihrt in der DH-Population "RIL K4-56" x
‘Coracle” zu vier moglichen Allelkombinationen, die in den 295 untersuchten DH-
Linien im erwarteten Verhaltnis 1:1:1:1 auftraten (Chi? = 3,04; Tabelle 3-1).

Eine Abweichung von der erwarteten Aufspaltung (Chi2 = 74,6) wurde hingegen bei
der Kombination der Loci Ryd2, Ryd3 und des QTL auf Chromosom 2H in der DH-
Population "'RIL K4-56" x 'DH21-136" festgestellt (Tabelle 3-2). Hierbei wurde eine
Verschiebung des Verhaltnisses zu Gunsten der DH-Linien mit den Toleranzallelen
an den Loci Ryd3 und QTL-2H beobachtet.

Tabelle 3-1: Segregation der DH-Linienpopulation "RIL K4-56" x "Coracle’

o Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2
Allelkombination Ryd3 ryd3 Ryd3 ryd3
Anzahl DH-Linien 68 66 76 85

72(1:1:1:1) = 3,04

Tabelle 3-2: Segregation der DH-Linienpopulation "RIL K4-56" x 'DH21-136"

Ryd2 Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2 ryd2 ryd2

Allelkombination Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3 Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3
QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL-
Anzahl DH-Linien 93 49 43 37 92 76 52 28

2 (1:1:1:1:1:1:1:1) = 74,61

3.1.2 Phanotypisierung der DH-Population "RIL K4-56" x "Coracle’

Um die Reaktion der Sommergersten-DH-Linien und damit die Wirkung einer
Kombination der Resistenzallele Ryd2 und Ryd3 erfassen zu kdnnen, wurden in den
Feldversuchen verschiedene Parameter bestimmt, welche die Widerstandsfahigkeit
gegenuber Barley yellow dwarf virus widerspiegeln.

In den Feldversuchen an den vier Standorten Quedlinburg, Bernburg, Gudow und

Irlbach wurden in zwei aufeinanderfolgenden Jahren (2008, 2009) und damit in acht
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Umwelten 188 DH-Linien der Kreuzung 'RIL K4-56" x "Coracle’, die Elternlinien und
der anfallige Standard "Vada“ auf ihre Leistung in Wuchs- und Ertragsmerkmalen
sowie auf den Virusgehalt nach einer Infektion mit BYDV-PAV getestet. Hierfur
wurden neben den experimentell mit BYDV-PAV inokulierten Pflanzen pro DH-Linie
parallel gesunde Kontrollpflanzen angezogen. Zur Feststellung des Toleranzniveaus
wurden die Werte der infizierten Variante einer DH-Linie mit den Werten der Kontrolle
ins Verhaltnis gesetzt. Aufgrund Ubereinstimmender Ahrencharakteristik der
Elternlinien (2-zeilig, lockere Ahre) sind die Ertragsparameter Kornertrag, Ahrenzahl,

TKG und Kornzahl je Ahre direkt vergleichbar.

3.1.2.1 Agronomische Merkmale der Kreuzungseltern und des anfalligen Standards

Die BYDV-toleranten Elternlinien "Coracle” (Ryd2) und 'RIL K4-56" (Ryd3) sowie der

anfallige Standard "Vada“ unterschieden sich in der relativen Leistung nach einer

BYDV-Infektion zum Teil deutlich (Tabelle 3-3). So zeigten die toleranten Elternlinien
bei den Ertragsparametern und der Wuchshohe nur gering oder nicht reduzierte
Leistungen im Vergleich zur nicht infizierten Kontrolle, wohingegen "Vada“ lediglich
15 % der Ertragsleistung der Kontrolle erreichte und eine deutliche Verzégerung im
Ahrenschieben aufwies. Die Gegentiberstellung der Elternlinien und des anfélligen
Standards in Abbildung 3-1 zeigt die ausgepragte Toleranz von "Coracle” (Ryd2) und
'RIL K4-56" (Ryd3) gegenulber einer BYDV-Infektion. In der ELISA-Extinktion (E4os5)
ergaben sich zwischen "Coracle” (E405 = 1,31), 'RIL K4-56" (E405 = 1,31) und "Vada’

(E405 = 1,26) keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 3-3: Relative Leistungen der Kreuzungseltern und des anfalligen Standards "Vada’
nach BYDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen
entsprechender Genotypen im Mittel der vier Versuchsstandorte und zwei Jahre

Merkmal ‘Coracle’ 'RIL K4-56° "Vada’
Kornertrag/Pflanze [%] 94 1 116,0 8,7
Ahren/Pflanze [%] 99,6 115,1 19,9
TKG [%] 98,5 96,7 66,5
Kornzahl/Ahre [%] 96,5 101,8 58,9
Wuchshoéhe [%] 98,2 99,4 62,6
Boniturnote (iV) 3,0 3,4 6,5
Verzdgerung im Ahrenschieben iV [Tage] 1,3 1,2 8,4

iV: infizierten Variante
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Kontrolle | ®

<~

- "Coracle” % CRILK4-56" B

. ~ "Vada’
Abbildung 3-1: Elternlinien "Coracel” und "RIL K4-56", sowie anfélliger Standard "Vada“ zum
Erntetermin (je 10 Pflanzen) in den Varianten Kontrolle (hinten) und BYDV-
infiziert (vorne) am Standort Quedlinburg 2009

3.1.2.2 Leistungsmerkmale der DH-Linien

In der DH-Population der Kreuzung "RIL K4-56" x "Coracle” zeigten sich aufgrund der
unterschiedlichen Allele der BYDV-toleranzbedingenden Gene Ryd2 und Ryd3 eine
erhebliche Variation in den erfassten Wuchs- und Ertragsmerkmalen nach einer
Infektion mit BYDV-PAV. Ebenso gab es Unterschiede in der Leistung ohne
Virusinfektion, weshalb flr die Bestimmung des Toleranzniveaus die relative Leistung
der infizierten Pflanzen zur Leistung der gesunden Kontrollpflanzen der jeweiligen
DH-Linie herangezogen wurde. Die Absolutwerte fir die untersuchten Merkmale in
der nichtinfizierten Variante fur die DH-Linien der verschiedenen Allelkombinationen
sind der Tabelle A 4 im Anhang zu entnehmen.

Die mittlere relative Leistung der zu den verschiedenen Allelkombinationen
gehorenden DH-Linien ist in der Tabelle 3-4 aufgefuhrt. Fur die Einzelstandorte und
Jahre sind die Werte im Anhang zu finden (Tabelle A5 bzw. A 6), ebenso die
dazugehdrigen Varianztabellen (Tabelle A 7 bis A 13).
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Tabelle 3-4: Relative Leistungen der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x "Coracle” in den
Allelkombinationen nach BYDV-Infektion im Vergleich zu nicht-inokulierten
Pflanzen fur die getesteten Merkmale im Mittel der vier Standorte und der zwei

Versuchsjahre
DH-Linien mit Allelkombination

Merkmal Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2

Ryd3 ryd3 Ryd3 ryd3
Kornertrag/Pflanze [%] 116,0a* 88,0c 101,0b 13,9d
Ahren/Pflanze [%] 1141a 925c 1026b 246d
TKG [%] 99,1 a 95,6 c 97.2b 70,1d
Kornzahl/Ahre [%] 101,0ab 989b 102,1a 794c
Wuchshoéhe [%] 100,4a 968D 99,5a 70,2 ¢
Boniturnote iV 24 a 3,4c 32b 6,1d
Verzdgerung im Ahrenschieben iV [Tage] 11¢c 21b 24b 6,2a
ELISA-Extinktion (405nm) iV 0,54d 1,11 a 1,05b 0,94 c
Anteil ELISA-Extinktion < 0,1 (405nm) iV [%] 23,2 0,5 1,6 3,9

iV: infizierte Variante
* unterschiedliche Buchstaben stehen fir signifikante Unterschiede zwischen den DH-Linien-Gruppen mit
verschiedenen Allelkombinationen in diesem Merkmal

Der hochste relative Kornertrag zeigte sich bei den Linien mit der Kombination von
Ryd2 und Ryd3 mit Uber 100 % (Tabelle 3-4). Linien mit Ryd3 erreichten gemessen
am relativen Kornertrag (+ 13 %) dabei ein hoheres Toleranzniveau im Vergleich zu
Linien mit Ryd2. Ertragsverluste von durchschnittlich 86 % ergaben sich flir Linien
ohne Toleranzallele, deren Leistung im Gegensatz zu allen anderen Allel-
kombinationen 2009 geringer war als 2008 (Tabelle A 6).

Fir die relative Anzahl Ahren/Pflanze und das relative TKG ergab sich die gleiche
Abstufung zwischen den Allelkombinationen wie fir den relativen Kornertrag (Tabelle
3-4). Die Linien ohne Toleranzallele erreichten allerdings noch etwa 70 % des TKG
der Kontrolle. In der relativen Kornzahl je Ahre und der relativen Wuchshéhe gab es
keinen signifanten Unterschied im Leistungsniveau zwischen den Linien mit
Ryd3+Ryd2 sowie den Linien mit nur dem positiven Allel am Ryd3-Locus. Die Linien
mit Anfalligkeitsallelen an beiden Loci zeigten in diesen Merkmalen hingegen wieder
eine deutliche geringere relative Leistung. Bei der Symptombonitur im Frihsommer
wiesen die Linien mit der Kombination von Ryd2 und Ryd3 im Mittel lediglich leichte
Vergilbungen auf, wohingegen diese bei den Linien mit nur einem Toleranzallel
deutlich ausgepragter waren. Neben z. T. starker Vergilboung wurde bei Linien ohne
Toleranzallele eine starke Beeintrachtigung des Wachstums durch die BYDV-
Infektion festgestellt. Im Ahrenschieben bewirkte die Virusinfektion bei den Linien

aller Allelkombinationen im Mittel eine Verzogerung, die mit etwa einem Tag bei den
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Linien mit beiden Toleranzallelen am geringsten ausfiel und mit etwa sechs Tagen
am hochsten bei Linien ohne Toleranzallelen war. Die gemessene Extinktion im
ELISA von ausgewahlten Linien, die alle Allelkombinationen reprasentieren, fiel 2009
wesentlich geringer aus als 2008 (Tabelle A 6), wobei sich aber im Mittel Gber beide
Jahren deutlich reduzierte Werte bei Linien mit beiden Toleranzallelen gegenuber
Linien der anderen Allelkombinationen ergaben (Tabelle 3-4), ebenso gegenlber den
Kreuzungseltern (Abbildung 3-2). Auffallig war zudem ein mit 23 % deutlich erhdhter
Anteil an Pflanzen mit Extiktionen E405 < 0,1 bei Linien mit der Kombination Ryd2 und

Ryd3.

1,8

1,6

1,4

1,2
1,0
0,8
0,6
0,4 A
0,2 1

0,0 T T T
Ryd2  Ryd2 ryd2 ryd2 Coracle RILK4-56 Vada

Ryd3 ryd3 Ryd3  ryd3 (Ryd2 (ryd2 (ryd2

ryd3) Ryd3) ryd3)

ELISA-Extinktion

Allelkombination

Abbildung 3-2: Mittelwerte und Standardabweichung der ELISA-Extinktionen (405 nm) der
DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x "Coracle” in Abhangigkeit von der
Allelkombination am Ryd2 und Ryd3-Locus, sowie der Kreuzungseltern und
des anfalligen Standards "Vada“ (4 Standorte, 2 Jahre); unterschiedliche
Buchstaben stehen fir signifikante Unterschiede in der ELISA-Extinktion
(a=0,05)

In der Berechnung der Korrelationen zeigte sich ein enger Zusammenhang zwischen
dem relativen Kornertrag und der relativen Ahrenzahl (r = 0,93; Tabelle 3-5). Eine nur
geringe Abhangigkeit ergab sich fur die Merkmale relative Kornzahl pro Ahre,
Differenz im Ahrenschieben und ELISA-Extinktion zu allen anderen Merkmalen
(tolerante Linien mit hoher ELISA-Extinktion und gleichzeitig hohem Ertrag sind hier
auch enthalten). Fiir die Boniturnote, das Ahrenschieben sowie die ELISA-Extinktion
war die Korrelation zu den Ertragsmerkmalen und der Wuchshohe negativ. Fur die

Kombination relative Kornzahl pro Ahre mit ELISA-Extinktion ergab sich keine
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Korrelation. Eine Anpassung an die Normalverteilung zeigte sich bei der
Einbeziehung aller Standorte ausschlieRlich in den absoluten Werten des TKG in der
nicht infizierten Variante bei den Daten von 2009 und beiden Jahren (Kolmogorov-
Smirnov-Test).

Die Berechnung der Heritabilitdt mit den geschatzten Varianzkomponenten ergab
eine hohe Erblichkeit (h? = 0,90) firr den relativen Kornertrag, die relative Ahrenzanhl
und die relative Wuchshéhe nach BYDV-Infektion (Tabelle 3-6).

Tabelle 3-5: Korrelationen (r) zwischen den relativen Leistungen der Sommergersten DH-
Linien der Population "RIL K4-56" x "Coracle” nach BYDV-Inokulation im
Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen in den erfassten Merkmalen tber die
vier Versuchsstandorte und zwei Jahre

Kornertrag/ Ahren/ TKG Kornzahl/ Wuchs- BN Differenz

Merkmal Pflanze Pflanze Ahre héhe inf. Ahren-
[%] [%] [%] [%] [%] Var. schieben
Ahren/Pflanze [%] 0,93
TKG [%] 0,67 0,54
Kornzahl/Ahre [%] 0,50 025 0,35
Wuchshohe [%] 0,69 0,68 0,59 0,40
Boniturnote (BN) -0,77 -0,74 -0,63 -0,41 -0,64
Differenz Ahren- 035 034 -026 031  -034 035
schieben [Tage]
ELISA-Extinktion -0,36 -0,33 -0,24 - -0,25 0,43 0,26

Signifikant mit a = 0,05; nach Spearman

Tabelle 3-6: Schatzwert der operativen Heritabilitat (h?) fir die relativen Werte der
untersuchten Merkmale bei den DH-Linien der Population "RIL K4-56" x
“Coracle” nach BYDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen,
erfasst an vier Standorten und in zwei Jahren

Merkmal h?

Ertrag/Pflanze [%] 0,90
Ahren/Pflanze [%] 0,93
TKG [%] 0,81
Kornzahl/Ahre [%] 0,64
Wuchshoéhe [%] 0,91
Differenz Ahrenschieben [Tage] 0,41
ELISA-Extinktion 0,74

Anteil Pflanzen mit Extinktion < 0,1 0,56




Ergebnisse 47

3.1.3 Phanotypisierung der DH-Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136"
Um den Effekt der einzelnen Allelkombinationen von Ryd2, Ryd3 und des QTL auf

Chromosom 2H gegenuber BYDV zu ermitteln, wurden die Wintergersten-DH-Linien
in Feldversuchen mit und ohne Inokulation mit BYDV-PAV analysiert. Analog zu den
Sommergersten-DH-Linien wurden im Feldversuchen an den vier Standorten
Quedlinburg, Bernburg, Gudow und Irlbach 2008 und 2009 ebenso 188 DH-Linien
der Kreuzung 'RIL K4-56" x 'DH21-136°, deren Elternlinien und der anfallige
Wintergersten-Standard "Rubina” auf ihre Leistung in Wuchs- und Ertragsmerkmalen

sowie auf die Virusextinktion nach einer Infektion mit BYDV-PAV getestet.

3.1.3.1 Leistung der Kreuzungseltern und des anfalligen Standards

Die BYDV-toleranten Elternlinien 'DH21-136" (Ryd2, QTL 2H) und 'RIL K4-56°
(Ryd3) sowie der anfallige Standard 'Rubina” zeigten unterschiedliche Leistungen
nach einer Infektion mit BYDV-PAV (Tabelle 3-7). Nach der BYDV-Inokulation wurde
in fast allen Merkmalen bei 'DH21-136" eine geringfligig hdhere relative Leistung als
bei "RIL K4-56" festgestellt, wohingegen die BYDV-anféllige Sorte "Rubina” mit 2 %

relativem Ertrag und 50 % relativer Wuchshohe sehr starke virusbedingte

Depressionen aufwies, die sich auch im Ahrenschieben und in der Symptombonitur
zeigten. Zum Ahrenschieben kamen die Linien "DH21-136" und "RIL K4-56" in der
nichtinfizierten Variante zum gleichen Termin (& 10. Mai) und auch mit
Virusinokulation ergab sich bei beiden Linien nur eine geringe Verzdgerung
gegeniiber der Kontolle. Hingegen war das Ahrenschieben nach Inokulation beim

anfallige Standard "Rubina” im Mittel neun Tage spater.

Tabelle 3-7: Relative Leistungen der Kreuzungseltern und des anfalligen Standards "Rubina’
nach BYDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen im Mittel der
vier Versuchsstandorte und zwei Jahre

Merkmal '‘DH21-136" "RIL K4-56" "Rubina’
Kornertrag/Pflanze [%] 107.9 102.9 2.1
Ahren/Pflanze [%] 108:2 103:9 8,5
TKG [%] 102,1 99,1 51,4
Kornzahl/Ahre [%] 100,0 100, 1 34,9
Wuchshoéhe [%] 97.9 97.0 50,1
Boniturnote iV 2,’4 2,’7 7.4
Verzdgerung im Ahrenschieben iV [Tage] 15 0,9 9.2

iV: infizierte Variante
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3.1.3.2 Leistungmerkmale der DH-Linien

Durch die Kombination verschiedener Allele der Loci Ryd2, Ryd3 und des QTL 2H in
den DH-Linien wurden im Feldversuch unterschiedliche Leistungen in den erfassten
Merkmalen nach der Infektion mit BYDV-PAV festgestellt. Durch das Entstehen

neuer Allelkombinationen wurden auch DH-Linien mit von den Eltern deutlich

differenzierenden Leistungen beobachtet. Die absoluten Werte der gesunden
Kontrollen fur die DH-Linien der verschiedenen Allelkombinationen sind der Tabelle
A 14 im Anhang zu entnehmen. Einen Uberblick Uber die relative Leistung der DH-
Linien der acht Allelkombinationen in den erfassten Merkmalen in den Feldversuchen
2007/2008 und 2008/2009 gibt die Tabelle 3-8, die Werte fir die verschiedenen
Standorte und Jahre sind dem Anhang zu entnehmen (Tabelle A 15 bzw. A 16). Die
dazugehdrigen Varianztabellen der Analysen sind in den Tabelle A 17 bis A 24 im
Anhang dargestellt.

In allen Merkmalen zeigte sich eine deutliche Abstufung zwischen der Leistung der
Linien mit mindestens einem der Toleranzallele Ryd2 oder Ryd3 und Linien ohne
diese. In letzterer Gruppe konnte ein Zugewinn an Leistung/Toleranz durch das
positive Allel des QTL auf Chromosom 2H beobachtet werden. In Kombination mit
Ryd2 und/oder Ryd3 konnte auller bei der ELISA-Extinktion keine weitere
Verbesserung des Toleranzniveaus durch den QTL 2H festgestellt werden. Im
relativen Kornertrag pro Pflanze ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen
den Linien mit der Kombination von Ryd2 und Ryd3 (105 - 106 %) sowie Linien mit
nur Ryd2 (94 %), wohingegen sich Linien mit nur Ryd3 (100 - 101 %) von beiden
Gruppen nicht unterschieden. Linien mit nur dem QTL von Chromosom 2H und ohne
Toleranzallele zeigten hingegen sehr stark ausgepragte Ertragseinbuf’en durch die
Infektion mit BYDV. Bei Vorhandensein des QTLs wurde allerdings ein mehr als
doppelt so hoher relativer Kornertrag je Pflanzen beobachtet im Vergleich zu Linien

ohne Toleranzallele.
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Tabelle 3-8: Relative Leistungen der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x ' DH21-136" in
den Allelkombinationen nach BYDV-Infektion im Vergleich zu nicht-inokulierten
Pflanzen im Mittel der acht Umwelten (4 Standorte, 2 Jahre)

DH-Linien mit Allelkombination

Merkmal Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3 Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3
Ryd2 Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2 ryd2  ryd2
QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL-
Kornertrag/Pflanze [%] 10;3,1 10a5,2 9%’8 9%,6 9258 1%L,4 4%,1 1%,5
Ahren/Pflanze [%] 10a8,8 10a8,7 9%,5 1%153 1%%0 1%%4 5%2 31d,7
99,5 100,2 991 989 995 993 871 80,6
TKG [%] a a a a a a b C
Kornzahl/Ahre [%] 10a1 4 10;),2 9a665 9%3 9a756 10g,9 7%5 6%,1
Wuchshéhe [%] 983,9 9%0 98a,3 9;,7 92,9 98.1a 8%5 72C,3
Boniturnote iV 2é5 %1 E 269 362 360 2bcg 4(34 5é5
Verzdgerung im 0,5 0,6 1,0 1,2 1,0 1,0 2,6 3,6
Ahrenschieben iV [Tage] d cd cd c cd cd b a
Auswinterung [%] 993,2 10;1,1 10;3,5 1032,0 10; 5 102,0 9%6 102,4
ELISA-Extinktion 023 030 09 106 0,76 1,02c 123 1,14
(405nm) iV g f d c e d a b

< 0,1 (405nm) iV [%]

iV: infizierte Variante
* unterschiedliche Buchstaben stehen fir signifikante Unterschiede zwischen den DH-Linien-Gruppen mit
verschiedenen Allelkombinationen in diesem Merkmal

In den Merkmalen relative Ahrenzahl, relative Kornzahl pro Ahre, der
Symptomauspragung und der Differenz im Ahrenschieben verhalten sich die DH-
Linien tendenziell ahnlich wie im Kornertrag, die Unterschiede sind zum Teil
signifikant (Tabelle 3-8). Zwischen den Linien mit Ryd2+Ryd3 und den Linien mit den
jeweiligen einzelnen Toleranzallelen ergab sich im relativen Kornertrag und der
relativen Wuchshohe kein Unterschied. Die Auswinterungsrate liegt in allen
Allelkombinationen bei der infizierten Variante und der Kontrolle im gleichen Bereich
von +/- 4 %. Bei der Testung ausgewahlter Linien aller Allelkombinationen im DAS-
ELISA wurden fir 2007/2008 deutlich héhere Extinktionen gemessen (Tabelle A 16).
In beiden Jahren wurde ubereinstimmend eine stark reduzierte Extinktion bei den
Linien mit den Toleranzallelen Ryd2 und Ryd3 festgestellt, wohingegen Linien mit nur

einem oder keinem dieser Allele auf einem deutlich hoheren Niveau lagen
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(Abbildung 3-3). Bei einem zusatzlichen Test im Herbst waren die Extinktionen Uber
alle Allelkombinationen noch deutlich niedriger als im Frahjahr, mit Ausnahme der
Kombination ohne Toleranzallele, bei der die Extinktion im Laufe des Wachstums
nicht weiter zunahm. Des Weiteren wurde in der Kombination von Ryd2 und Ryd3 mit
65 % eine deutlich erhdhte Anzahl von virusfreien Pflanzen (E405< 0,1) gezahlt im
Vergleich zu den anderen Allelkombinationen (1,7 - 14,8 %). Auch nach dem
Ausschlielen dieser virusfreien Proben aus der Verrechnung blieben die

signifikanten Unterschiede zwischen den Allelkombinationen bestehen.

]IIIIII

Ryd2 Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2 ryd2 ryd2 DH21-RILK4- Rub-
Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3 Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3 136 56 ina

QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- (Ryd2 (ryd2 (ryd2

ryd3 Ryd3 ryd3

Allelkombination QTL+) QTL-) QTL-)

ELISA-Extinktion

£ c o o o = -~ == =N
o N A O ® O N KA OO ©® O
1 1

Abbildung 3-3: Mittelwerte und Standardabweichung der ELISA-Extinktionen (405 nm) der
DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136" in Abhangigkeit von der
Allelkombination am Ryd2-, Ryd3- und QTL-2H-Locus, sowie der
Kreuzungseltern und des anfalligen Standards "Rubina’ (4 Standorte, 2
Jahre); unterschiedliche Buchstaben stehen fur signifikante Unterschiede in
der ELISA-Extinktion (a = 0,05)

Die Berechnung der Korrelation zwischen den Merkmalen zeigte einen starken

Zusammenhang zwischen dem relativen Kornertrag und der relativen Ahrenzahl

(r=0,91), wohingegen die Werte aller anderen Merkmale wesentlich geringer

korrelierten (Tabelle 3-9). Weiterhin wurde zwischen der ELISA-Extinktion und dem

relativen Kornertrag eine negative Korrelation mit r = -0,62 festgestellt.

In den Haufigkeiten der relativen Leistung der DH-Linien zeigte sich beim Kornertrag

2009 in Quedlinburg, bei der Halmlange in Bernburg und Irlbach im Mittel beider

Versuchsjahre sowie bei der Ahrenzahl in verschiedenen Versuchen an den
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Standorten Quedlinburg, Bernburg und Gudow eine Anpassung an die
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test). Ebenso normalverteilt waren die
Absolutwerte fiir die Merkmale Kornertrag pro Pflanze und Ahrenzahl pro Pflanze der
nicht infizierten Kontrolle Uber alle Standorte und Jahre. Eine hohe Heritabiltat
(h?= 0,85 bis 0,89) liber alle Versuche wurden fiir die Merkmale relativer Kornertrag,
relative Ahrenzahl, ELISA-Extinktion und Anteil an virusfreien Pflanzen (E405=0,1)
ermittelt (Tabelle 3-10).

Tabelle 3-9: Korrelationen (r) zwischen den relativen Leistungen der Wintergersten DH-
Linien der Population "RIL K4-56" x 'DH21-136" nach BYDV-Inokulation im
Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen in den erfassten Merkmalen tber vier
Versuchsstandorte und zwei Jahre

Kornertrag/  Ahren/ Korn-  Wuchs- BN Ahren-
Merkmal Pflanze Pflanze TKG zahl/ hohe inf. schieben
[%] [%] [%]  Ahre [%] [%] Var Differenz
Ahren/Pflanze[%)] 0,91
TKG [%] 0,39 0,28
Kornzahl/Ahre [%] 0,57 0,30 0,18
Wuchshohe [%] 0,44 0,48 0,24 0,34
Boniturnote (BN) -0,44 -0,39 -0,24 -0,37 -0,40
Differenz Ahren-
schieben [Tage] -0,22 -0,20 -0,07 -0,22 -0,19 0,29

Auswinterung [%] - - - -0,05 0,08 0,15
ELISA-Extinktion -0,62 -0,57 0,50 -0,56 -0,44 0,63 0,54

Signifikant mit a = 0,05; nach Spearman

Tabelle 3-10: Schatzwert der operativen Heritabilitat (h?) fur die relativen Werte der
Merkmale bei den DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136" nach
BYDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen, erfasst an vier
Standorten und in zwei Jahren

Merkmal h?

Ertrag /Pflanze [%] 0,89
Ahren /Pflanze [%)] 0,88
TKG [%] 0,82
Kornzahl /Ahre [%] 0,84
Wuchshoéhe [%] 0,89
Differenz Ahrenschieben 0,71
ELISA-Extinktion 0,85
Anteil Pflanzen mit Extinktion < 0,1 0,85

3.1.4 Ubertragungsversuch mit BYDV-PAV im Gewichshaus

Um epidemiologische Konsequenzen eines verringerten Virustiters durch die
Kombination von Ryd2 und Ryd3 zu untersuchen, wurden Gefallversuche im
Gewachshaus durchgefuhrt. Mit Hilfe von BlattlAusen wurden anfallige und
quantitativ resistente DH-Linien mit BYDV-PAV inokuliert, im ELISA getestet, und
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anschlieRend die Ubertragung durch Blattlduse von diesen infizierten Pflanzen auf
gesunde Keimlinge untersucht.

Die an den DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136" durchgefihrten
Ubertragungsversuche mit BYDV-PAV im Gewé&chshaus bestatigten die
Beobachtungen aus den Feldversuchen durch ausgepragte Unterschiede in der
ELISA-Extinktion zwischen quantitativ resistenten (Ryd2/Ryd3/QTL") Linien und
anfalligen Linien ohne Toleranzallel (ryd2/ryd3/QTL"). Die Extinktion in der ,Ziel*-
Pflanze, auf die das Virus durch Blattlause Ubertragen wurde, ist unabhangig vom
der Virusextinktion in der ,Donor“-Pflanze (Abbildung 3-4; Tabelle A 25), von der die
,virusfreien“ Blattlduse das Virus aufgenommen haben. Zum Beispiel ausgehend von
einer Pflanze mit einer ELISA-Extinktion von 0,26 bzw. 1,66 zeigte eine Linie mit drei
Toleranzallelen Extinktionswerte von 0,48 bzw. 0,25, wohingegen bei der
Ubertragung auf eine Linie ohne Toleranzallele eine mittlere Extinktion von 1,38 bzw.
1,19 gemessen wurde. Die erhobenen Daten geben also keinen Hinweis darauf,
dass eine geringere Virusubertragung von quantitativ resistenten Pflanzen
(Ryd2/Ryd3/QTL"), die geringere Extinktionswerte zeigen, erfolgt.

1,6
. 1,4 = C——— e .
5 12 ——
% 10
o
N 0,8 —# - ryd2,ryd3,QTL2H-
c
o
g 06 —— Ryd2,Ryd3,QTL2H+
£
X 04 —~
< 02 \ I
[72] ) V
_
w 0,0
0,26 ‘ 0,78 1,03 1,66
Ryd2,Ryd3,QTL2H+ ryd2, ryd3,QTL2H-

ELISA-Extinktion "Donor"-Pflanze

Abbildung 3-4: ELISA-Extinktionen vier Wochen nach der BYDV-PAV Ubertragung in
Abhangigkeit vom Genotyp und der Extinktion der Virusquelle (,Donor*-
Pflanze)
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3.1.5 Markerabsattigung QTL 2HL (BYDV)

Um far die Pyramidisierung enger gekoppelte Marker fur den QTL auf Chromosom
2HL zur Verfigung zu haben, wurde in diesem Bereich eine Markerabsattigung
durchgeflhrt.

In die Kopplungskarte von SCHEURER et al. (2001) konnten weitere 11 Marker auf
Chromosom 2HL integriert werden (Abbildung 3-5). Zwischen die bisher den QTL
flankierenden Marker W20480 und HVCSG (SCHEURER et al. 2001) konnten die zwei
SSR Marker GBM1498 und GBM1047 kartiert werden. Eine erneute QTL-Analyse
bestatigte HVCSG als den am besten geeigneten Marker zum Nachweis des QTL.
Der zweite flankierende Marker ist GBM1047. Somit konnte der Markerabstand von

ursprunglich 15,3 cM auf 8,6 cM verringert werden.

LOD
0.0\ 3449290 o
9.3~_1-Al1450 0 1 2 3 4
169y o] +——t—t+—+—t+——+
32.9\_| |~ €3550_3 04350_4 '
40.4\] e41487168 '
49.01-e3949 3 '
59.2~]_| 3247320 '

66.3 N~ HvM23 '

72.6 — |1 HVBKASI GBM1309 1
77.47T >W11620 AJO6350 T .
98.4~+e3949_6 '

108.6 ~——e3951_9 :

11411~V

126.5 €3550_5 .

1
1
149.3 e4350_4 Hvmsg EPMaca15 ' Expl: 22,4%
e4350_1 : LOD 3.81

172.7 4 k08168 GpMm1408 '

178.3 | [~AJ06350 GBM1047 '
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217.2 [~ e4350_1 k09212 '

221.4 ;' W204 k03833 '
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241.9 '
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286.3 '
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Abbildung 3-5: Genetische Kopplungskarte des Chromosoms 2H nach der Einbringung
weiterer Marker (grau) auf dem langen Arm (links), sowie Lage des QTL flr
den relativen Kornertrag pro Pflanze auf Chromosom 2H (Ausschnitt; rechts)
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3.2 Analyse der WDV-Toleranz der Gerstensorte 'Post’
3.2.1 Charakterisierung der DH-Population "Post” x "Vixen” |

3.2.1.1 Phanotypisierung im Feldversuch

Als Grundlage fur die QTL-Analyse der WDV-Toleranz wurden im Feldversuch
phanotypische Daten zur Reaktion der einzelnen DH-Linien auf eine WDV-
Inokulation gewonnen und den Werten nicht-inokulierter Pflanzen gegenubergestellt
(relative Leistung).

Die Infektionsrate in der WDV-infizierten Variante lag bei einer Inokulation im
Tunnelversuch 2006/2007 bei 55 % und 2007/2008 bei <2 %. Der Versuch im
zweiten Jahr konnte aufgrund der mangelnden Infektionsrate nicht ausgewertet
werden. Im darauffolgenden Jahr (2008/2009) wurde mit einer modifizierten

Inokulation im Gewachshaus eine Infektionsrate von 72 % erzielt.

3.2.1.1.1  Leistung der Kreuzungseltern und des anfélligen Standards

Die WDV-tolerante Sorte "Post’, die anfallige Sorte "Vixen” und auch die anfallige
Standardsorte 'Rubina” zeigten in der WDV-infizierten Variante deutliche
Unterschiede in den erfassten Wuchs- und Ertragsmerkmalen (Tabelle 3-11). Der
relative Kornertrag betrug bei "Post” 51,5 %, beim anfalligen Elter "Vixen” 0,3 % und
bei der anfalligen Standardsorte 'Rubina’ 4,4 %. Die relative Ahrenzahl pro Pflanze
lag bei "Post” und "Rubina” mit ca. 30 % ahnlich hoch, wohingegen aber das relative
TKG und die relative Kornzahl pro Ahre bei 'Rubina’ infolge der Anfalligkeit
gegenuber WDV deutlich geringer ausfielen. "Vixen” wies in allen Merkmalen die
niedrigste relative Leistung auf. Alle drei Sorten zeigten ausgepragte Symptome, die
aber bei "Post” mit einer Boniturnote von 4,7 deutlich schwacher ausfielen als bei

“Vixen” (8,7) und "'Rubina’ (7,5), welche eine starke Verzwergung zeigten.
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Tabelle 3-11: Relative Leistungen der Kreuzungseltern "Post” (tolerant) und "Vixen” (anfallig)
sowie des anfalligen Standards "Rubina” nach WDV-Inokulation im Vergleich
zu nicht-inokulierten Pflanzen im Mittel Gber die Feldversuche 2006/2007 und

2008/2009
Merkmal "Post’ “Vixen’ "Rubina’
Kornertrag/Pflanze [%)] 51,5 0,3 4.4
Ahren/Pflanze [%] 31,4 10,9 29,4
TKG [%] 711 16,3 48,6
Kornzahl/Ahre [%] 61,2 171 34,5
Wuchshohe [%] 64,7 3,8 25,3
Boniturnote (infizierte Variante) 4.7 8,7 7,5

3.2.1.1.2 Leistung der DH-Linien

Die meisten DH-Linien reagierten in beiden Jahren hochanfallig auf die Infektion mit
dem Wheat dwarf virus, so dass der mittlere relative Kornertrag pro Pflanze bei 7,9 %
der gesunden Kontrollvariante lag (Tabelle 3-12). Der uberwiegende Teil der DH-
Linien zeigte Ertrage von kleiner gleich 15 % (Abbildung 3-6). Im Mittel erreichten die
Pflanzen der infizierten Variante etwa 14 % der Ahrenanzahl, 53 % des TKG, 40 %
der Kornzahl/Ahre und 26 % der Wuchshéhe verglichen mit den Pflanzen der nicht
infizierten Kontrollen. Bei der Symptombonitur war 3,7 die beste Note. Da ein
Grofteil der Pflanzen bereits wahrend der Wachstumsperiode abgestorben war und
so haufig die Boniturnote 9 vergeben wurde, lag die mittlere Benotung bei 7,3. Die
absoluten Werte aus der Kontrolle kdnnen der Tabelle A 26 im Anhang entnommen

werden.

Tabelle 3-12: Relative Leistung nach WDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten
Pflanzen und Note der Symptombonitur bei den DH-Linien der Population
"Post” x 'Vixen’ | in den WDV-Feldversuchen 2006/2007 und 2008/2009

Merkmal 2006/2007 2008/2009 Mittelwert
Kornertrag/Pflanze [%] 13,0 3,5 7,9
Ahren/Pflanze [%] 20,6 6,8 14,2
TKG [%] 62,4 45,2 53,5
Kornzahl/Ahre [%] 58,0 21,9 39,6
Wuchshdhe [%] 29,4 22,1 25,6

Boniturnote (infizierte Variante) 7.1 7,5 7.3
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Abbildung 3-6: Haufigkeitsverteilung der DH-Linien der Population "Post” x "Vixen” | flir den
mittleren relativen Kornertrag nach WDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-
inokulierten Pflanzen Uber beide Versuchsjahre

Eine Normalverteilung der Werte konnte im Kolmogorov Smirnov Anpassungstest in
der relativen Wuchshohe (Abbildung 3-7), der absoluten Wuchshdéhe und dem
absoluten Kornertrag der Kontrolle im ersten Jahr sowie in der absoluten Ahrenzahl
und absoluten Halmlange der Kontrolle im zweiten Jahr (2008/2009) bestatigt
werden. Korrelationen ergaben sich u.a. zwischen den relativen Werten von
Ahrenzahl und Wuchshéhe (r = 0,81), Ahrenzahl und TKG (0,72), sowie Wuchshéhe
und TKG (0,63) (Tabelle A 27).
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Abbildung 3-7: Haufigkeitsverteilung der DH-Linien der Population "Post” x "Vixen” | fur die
mittlere relative Halmlange nach WDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-
inokulierten Pflanzen Uber beide Versuchsjahre
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3.2.1.2 QTL-Analysen

In der QTL-Analyse wurde die Kopplung von Markern aus der genetischen Karte von
SCHEURER et al. (2001) zu den Merkmalen Symptomauspragung, relativer Kornertrag
pro Pflanze, relative Ahrenzahl pro Pflanze, relatives TKG, relative Kornzahl pro Ahre
und relative Halmlange berechnet, um Genomregionen zu identifizieren, die an der
WDV-Toleranz beteiligt sind.

Bei der Verwendung der Mittelwerte aus beiden Versuchsjahren (2006/2007,
2008/2009) ergaben sich auf den Chromosomen 4H, 2H und 1H ausgepragte QTL
fur die Symptombonitur und die relative Halmlange (Tabelle 3-13, Abbildung 3-8). Auf
den Chromosomen 2HS und 4HS wurden QTL flr die Symptomauspragung (Bonitur)
identifiziert, die 11,7 und 25,6 % der phanotypischen Varianz in diesem Merkmal
erklaren. Fur die relative Halmlange wurden auf den Chromosomen 1HS, 2HS und
4HS QTL detektiert, wobei die Positionen der letzten beiden mit den QTL fur die
Symptomauspragung ubereinstimmen. Der QTL auf 4H erklart mit 32,5 % den
grofliten Anteil der Varianz der DH-Linien in der relativen Halmlange, wohingegen die
QTL von 1H und 2H deutlich weniger dazu beitragen (6,8 bzw. 11,8 %). Weitere,
jedoch nicht signifikante QTL fur das relative TKG deuten sich an
Ubereinstimmenden Positionen auf den Chromosomen 4H und 2H an. In den
Merkmalen relativer Kornertrag, relative Ahrenzahl und relative Kornzahl pro Ahre
wurden keine QTL identifiziert. Alle positiven Allele, ausgenommen des QTL von 1H,

stammen von der WDV-toleranten Sorte "Post’.

Tabelle 3-13: Eigenschaften der neu identifizierter QTL (2009) mit LOD groRer 3 in der
Population "Post” x "Vixen” |; der Marker mit dem jeweilig hdherem LOD-Wert

ist fettgedruckt

Merkmal/ Position Marker-Intervall Erklart % der LOD-
Chromosom [cM] phanotypischen Varianz Wert
Symptombonitur

2H 10,3 Al1450 - e3647_1 11,7 3,87

4H 62,3 e3648 5-HVM 3 25,6 7,80
Halmlange [%]

1H 44,8 Bmag382 - V17900 6,8 3,22

2H 10,3 Al1450 - e3647_1 11,8 4,89

4H 62,3 e3648_5-HVM 3 32,5 11,41
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Abbildung 3-8: Positionen der QTL fur Symptombonitur (BN), relatives TKG und relative
Halmlange auf den Chromosomen 4H, 2H und 1H in der Population "Post” x
“Vixen” |
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3.2.2 Charakterisierung der DH-Population "Post” x "Vixen’ Il

3.2.2.1 Phéanotypisierung im Feldversuch

Im Feldversuch wurden die DH-Linien der Kreuzung 'Post” x "Vixen’ Il nach
Inokulation mit WDV auf ihre Leistungsfahigkeit relativ zu entsprechenden gesunden
Kontrollen untersucht, um die phanotypischen Daten fir die QTL-Analysen zu

gewinnen.

3.2.2.1.1 Leistung der Kreuzungseltern und des anfélligen Standards

Auf die WDV-Infektion reagierten sowohl "Vixen” als auch "Rubina” hoch anfallig,
gekennzeichnet durch Ertragsverluste von Uber 90 % sowie stark verringerte
Leistungen in allen anderen Merkmalen und eine starke Symptomauspragung
(Tabelle 3-14). Die WDV-tolerante Sorte "Post” erreichte durchschnittlich noch 47 %
des Kornertrages der Kontrolle und wies auch in den anderen Parametern deutlich
héhere Werte auf als die beiden anfalligen Sorten. Mit einer durchschnittlichen
Boniturnote von 4,9 waren die Virusssymptome bei "Post” zwar deutlich sichtbar,
aber wesentlich geringer als bei "Vixen” (8,5) und 'Rubina” (6,8). Die absoluten
Werte aus der nicht-inokulierten Kontrolle kdnnen der Tabelle A 28 im Anhang

enthommen werden.

Tabelle 3-14: Mittlere relative Leistungen der Kreuzungseltern "Post’ (tolerant) und "Vixen’
(anfallig) und des anfalligen Standards ‘Rubina” nach WDV-Inokulation im
Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen im Feldversuch 2008/2009

Merkmal "Post’ “Vixen’ ‘Rubina’
Kornertrag/Pflanze [%] 47 1 0,5 5,1
Ahren/Pflanze [%] 30,2 2,4 13,4
TKG [%] 73,6 25,8 59,4
Kornzahl/Ahre [%] 64,7 24,9 39,7
Wuchshohe [%] 64,7 5,3 37,5

Boniturnote (infizierte Variante) 4.9 8,5 6,8
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3.2.2.1.2 Leistung der DH-Linien

Die DH-Linien zeigten eine breite Variation in ihrer relativen Leistung nach der WDV -
Infektion, z. B. im relativem Kornertrag (Abbildung 3-9) und der relativen Wuchshoéhe
(Abbildung 3-10). Die meisten DH-Linien reagierten ahnlich anfallig wie der Elter
"Vixen'. Dies zeigte sich besondere im relativen Kornertrag, der im Mittel bei 9 % lag
und einer mittleren relativen Ahrenzahl von 24 % (Tabelle 3-15). Als beste
Boniturnote wurde 2,5 vergeben, die gleiche DH-Linie erreichte auch den maximalen
relativen Kornertrag von 56 %, die maximale relative Ahrenzahl mit 90 %, sowie die

maximale relative Wuchshohe mit 74 %.

Tabelle 3-15: Mittlere relative Merkmalsauspragung bei den DH-Linien der Population "Post’
x "Vixen” Il nach WDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten Pflanzen
im Feldversuch 2008/2009 nach WDV-Inokulation

Merkmal Mittelwert
Kornertrag/Pflanze [%] 9,1
Ahren/Pflanze [%] 23,7
TKG [%] 60,9
Kornzahl/Ahre [%] 35,7
Wuchshdhe [%] 33,8
Boniturnote (infizierte Variante) 6,6

Eine Normalverteilung der Werte konnte in den Merkmalen Symptombonitur,
absolute Ahrenzahl der Kontrolle und absolute Halmlénge in der WDV-Variante und
der Kontrolle bestatigt werden (Kolmogorov-Smirnov-Test). Fir die Merkmale
relativer Kornertrag (p <0,100) und relative Halmlange (p = 0,0496) ergab sich
hingegen eine deutliche Abweichung. Korrelationen mit einem berechneten
Koeffizienten (r) von mindestens 0,58 wurden zwischen den Relativwerten aller
Merkmale festgestellt. Der starkste Zusammenhang wurde zwischen dem relativen
Kornertrag und der relativen Ahrenzahl ermittelt (r=0,95). Eine ausgepragte
Korrelation ergab sich mit jeweils r = 0,88 ebenfalls fur die Wuchshdhe (%) mit den
beiden Merkmalen Ertrag (%) und Ahrenzahl (%).
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Abbildung 3-9: Haufigkeitsverteilung der DH-Linien der Population "Post” x "Vixen” Il fur den
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Abbildung 3-10: Haufigkeitsverteilung der DH-Linien der Population "Post” x "Vixen” Il fir die

relative Halmlange nach WDV-Inokulation im Vergleich zu nicht-inokulierten
Pflanzen im Feldversuch 2009
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3.2.2.2 Genetische Karte

Als Grundlage fur die QTL-Analyse wurde von der DH-Population "Post” x "Vixen” Il
eine genetische Kopplungskarte erstellt. Von den 93 2zwischen den Eltern
polymorphen SSR- und SNP-Markern konnten 77 kartiert werden sowie das Merkmal
Ahrenzeiligkeit (V). Die Karte umfasst 77 Loci auf einer Lange von 676,6 cM
(Abbildung 3-11). Eine gute Abdeckung wird bei Chromosom 2H erreicht, was mit
214 cM auch das langste Chromosom war. Fur Chromosom 5H konnten fiur die
Elternlinien keine polymorphen Marker auf dem langen Arm identifiziert werden. Bei
allen weiteren Chromosomen (1H, 3H, 4H, 6H, 7H) konnte mit den vorhandenen
SSR- und SNP-Markern nur eine stlickweise Abdeckung und Kartierung im Rahmen
dieser Arbeiten erfolgen. Chromosom 4H wurde aufgrund fehlender Marker im
mittleren Bereich in zwei Kopplungsgruppen dargestellt. Eine Abweichung in der
Spaltung fur die Eltern-Allele (a, b) wurde im Chi?>-Anpassungstest bei 33 Markern
und damit 42 % der Marker festgestellt. Alle Marker von Chromosom 1H zeigten die
erwartete 1 : 1-Spaltung, aber keiner der Marker auf Chromosom 5H und 7H. Bei 21
Markern mit gestorter Segregation, die auf die Chromosomen 2H, 3H und 7H
beschrankt waren, ergab sich eine Verschiebung im Verhaltnis zu Gunsten des Allels
von ‘Vixen’, wohingegen bei 12 Marken von Chromosom 4H, 5H und 6H

uberwiegend das "Post’-Allel vertreten war.
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Abbildung 3-11: Genetische Kopplungskarte der DH-Population "Post” x "Vixen” Il; Marker
mit gestorter Segregation sind mit * gekennzeichnet
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3.2.2.3 QTL-Analysen

Um die in "Post” vorhandene Toleranz gegenuber WDV zu lokalisieren, wurde mit
den im Feldversuch erhobenen Daten eine QTL-Analyse durchgefuhrt.

In der QTL-Analyse wurden auf Grundlage der genetischen Karte die Merkmale
Symptomauspragung, relativer Kornertrag pro Pflanze, relative Ahrenzahl pro
Pflanze, relatives TKG, relative Kornzahl pro Ahre und relative Halmlange untersucht.
In der QTL-Analyse konnten mit den phanotypischen Daten aus dem Feldversuch
2008/2009 mehrere QTL auf den Chromosomen 1H, 2H, 3H und 4H identifiziert
werden (Abbildung 3-12). Die positiven Allele stammen mit Ausnahme des QTL auf
1H von der toleranten Sorte "Post".

Fir die Symptomauspragung wurden QTL auf den o.g. vier Chromosomen
identifiziert, wobei der QTL auf Chromosom 2H alleine 43,5 % der Varianz in diesem
Merkmal erklarte (Tabelle 3-16). Fur den relativen Kornertrag nach WDV-Infektion
wurden QTL auf den Chromosomen 2H und 4H identifiziert, welchen 23,4 bzw.
11,3 % der phanotypischen Varianz zuzuordnen sind. QTL fir die relative Ahrenzahl
wurden auf den Chromosomen 1H, 2H und 4H lokalisiert. Davon tragt der QTL auf
2H mit 32,2 % den groten Anteil zur phanotypischen Varianz bei. Fir die Merkmale
relatives TKG wurden QTL auf den Chromosomen 2H und 3H identifiziert und fur die
relative Kornzahl pro Ahre auf den Chromosomen 2H und 4H. QTL fir die relative
Halmlange wurden auf drei Chromosomen detektiert, wobei der QTL auf Chromosom
2H mit 49,6 % einen deutlich héheren Anteil an der phanotypischen Varianz erklart
als jene auf den Chromosomen 3H und 4H.

Die grofite Bedeutung flr den Phanotyp der DH-Linien nach einer WDV-Infektion hat
der auf Chromosom 2H lokalisierte QTL, in dem im gleichen Markerintervall um den
Mikrosatellitenmarker GBM1218 QTL fur alle 6 Merkmale identifiziert wurden. Dem
QTL von Chromosom 4H werden auler dem relativen TKG ebenso alle anderen
Merkmale zugeordnet, wobei allerdings der Bereich des QTL flr den relativen

Kornertrag leicht verschoben ist.
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Abbildung 3-12: Positionen der QTL in der Population "Post” x "Vixen” Il auf der Grundlage

der Felddaten 2009 fir die verschiedenen Merkmale auf den Chromosomen

1H, 2H, 3H und 4H; Marker, die als Cofaktoren verwendet wurden, sind
unterstrichen
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Tabelle 3-16: Eigenschaften identifizierter QTL mit LOD gréf3er 3 in der Population "Post” x
Vixen” Il (2009); Marker mit héchstem LOD-Wert sind fettgedruckt

Merkmal/ Position Marker-Intervall Erklart % der LOD-
Chromosom [cM] phanotyp. Varianz Wert
Symptombonitur

1H 57,7 Ebmac501 — Bmag345 9,9 3,99

2H 70,1 GBM1218 — GBMS160 43,5 13,33

3H 3,3 Bmac209 — Bmac67 6,9 3,37

4H 9,8 HVM3 — GBM1067 14,3 5,53
Kornertrag [%]

2H 68,1 GBM1218 — GBMS160 23,4 6,41

4H 8,0 Bmac299 - HVM3 11,3 3,08
Ahrenzahl [%]

1H 57,7 Ebmac501 — Bmag345 12,1 3,58

2H 69,1 GBM1218 — GBMS160 32,2 8,73

4H 7,0 HVM3 — GBM1067 12,3 3,25
TKG [%]

2H 70,1 GBM1218 — GBMS160 22,3 5,11

3H 3,3 Bmac209 — Bmac67 141 3,59
Kornzahl/Ahre [%]

2H 71,1  GBM1218 — GBMS160 15,2 4,01

4H 8,0 HVM3 — GBM1067 14,8 3,72
Halmlange [%]

2H 70,1 GBM1218 — GBMS160 49,6 15,51

3H 3,4 Bmac209 — Bmac67 8,2 3,97

4H 9,8 HVM3 — GBM1067 14,7 5,57

3.2.3 QTL-Analyse der WDV-Toleranz

In den Populationen der Kreuzung "Post” x "Vixen” | und Il konnte ein gemeinsamer
QTL fur WDV-Toleranz auf Chromosom 4H im Bereich des SSR HVM3 identifiziert
werden. HVM3 ist ein frei verfugbarer PCR-basierter Mikrosatellitenmarker [F:5'
ACACCTTCCCAGGACAATCCATTG 3'; R: 5 AGCACGCAGAGCACCGAAAAAGTC
3", der fur die WDV-tolerante Sorte "Post” ein PCR-Fragment von 157 bp zeigt und
fur die anfallige Sorte "Vixen” von 190 bp, wodurch die Analyse direkt und einfach in
der horizontalen Gelelektrophorese durchgefuhrt werden kann (Abbildung 3-13).
Weitere QTL liegen in beiden Populationen in unterschiedlichen Bereichen
(Chromosom 1H), oder koénnen nicht direkt verglichen werden, da keine
gemeinsamen Marker in der Nahe der QTL in den Karten der Populationen vorliegen
(Chromosom 2H).
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4 Diskussion

4.1 Pyramidisierung von BYDV-Toleranzallelen in der Gerste

4.1.1 Eingrenzung des QTL (BYDV) auf Chromosom 2HL

Der Markerabstand im Bereich des QTL 2H fir BYDV-Toleranz konnte durch die
Nutzung von SSR- und SNP-Markern um 6,7 cM auf 8,6 cM verringert werden. Eine
weitere Eingrenzung dieser QTL Region kénnte zum einen durch eine weitergehende
Nutzung der Karte von SATO et al. (2009), die bereits zur Auswahl einzelner SNP-
Marker verwendet wurde oder weiterer hochdichter Markerkarten (z. B. von STEIN et
al. 2007; HEARDEN et al. 2007; CLOSE et al. 2009) erfolgen. Ebenso kann die
Syntenie zu Reis, Brachypodium, Sorghum und Weizen sowie die zunehmend in
Gerste zur Verfigung stehende Sequenzinformation (MAYER et al. 2011) genutzt
werden. Die Syntenie zwischen Reis und Gerste wurde mehrfach fir die
hochauflésende Kartierung von Resistenzgenen verwendet (Rpg7 - KILIAN et al.
1995; rpg4 - HAN et al. 1998; RpH16 - PERoOVIC et al. 2004). Das Chromosom 2H der
Gerste weist starke Syntenien zu den Reischromosomen 4 und 7 auf (THIEL et al.
2009). Mit Hilfe des BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) kbnnen homologe
Sequenzen zwischen den PCR-Produkten der identifizierten flankierenden Marker
der Gerste im Reisgenom identifiziert und weitere Marker abgeleitet werden, die in
der 'Post” x ‘Vixen’-Population zur Markerabsattigung herangezogen werden
konnen.

Aufgrund der im Vergleich zu Ryd2 und Ryd3 nur geringen Toleranzwirkung,
zumindest in der hier untersuchten Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136", ist der
Aufwand zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht gerechtfertigt und es bietet sich an, die

Fertigstellung der Gerstengenomsequenz abzuwarten.

4.1.2 Gestorte Segregation der DH-Linien

Die Genotypisierung der DH-Linien zeigte eine gleichmallige Aufspaltung bei der
Kreuzung 'RIL K4-56" x "Coracle’, aber eine deutliche Verschiebung in den DH-
Linien zu Gunsten der Toleranzallele an den Loci Ryd3 und QTL-2H bei der
Kreuzung 'RIL K4-56" x 'DH21-136". Am Locus Ryd3 wurde eine Spaltung im
Verhaltnis 2 : 1 festgestellt. Die abweichende Aufspaltung der Allele des QTL auf

Chromosom 2H ist im Vergleich dazu geringer ausgepragt (3 : 2).
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Eine gestorte Segregation wurde bereits in vielen Gerstenpopulationen aus in-vitro-
Kultur beobachtet (GRANER et al. 1991; HEUN et al. 1991; SCHEURER et al. 2001) und
wird in der Regel durch Unterschiede in der in-vitro-Kulturtauglichkeit der
Kreuzungseltern erklart. Die Regenerationsfahigkeit in der Gewebekultur aus
Mikrosporen oder Antheren wird vom Genotyp beeinflusst. Bei Mais wurden
umfangreiche Untersuchungen zu diesem Thema angestellt und verschiedene QTL
beschrieben, die einen Einfluss auf die Regenerierbarkeit haben (BECKERT 1998;
DUFOUR et al. 2001; HENRY et al. 1994). In einer DH-Population von Triticale konnten
GozALEZ et al. (2005) mehrere QTL identifizieren, die sich unterschiedlich auf die
Embryogenese in vitro auswirkten. CASTILLO et al. (2001) konnten durch kunstlich
erzeugte sechszeilige Linien der eigentlich zweizeiligen Wintergerstensorte ‘Igri’
einen vermuteten pleiotropen Effekt der Zeiligkeit auf die In-vitro-Kulturtauglichkeit
widerlegen und schlieBen aufgrund der engen Kopplung auf ein mit dem
Zeiligkeitslocus eng gekoppeltes Gen.

Die Abweichungen der Aufspaltung der DH-Linien auf die Allelkombinationen konnte
somit bereits in mehreren Arbeiten nachgewiesen werden (s. o). Sie hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeite, da von allen Allelkombinationen

ausreichend DH-Linien fur die Feldtests zur Verfugung standen.

4.1.3 Resistenzwirkung von Ryd2, Ryd3 und des QTL auf Chromosom
2H

Mit den untersuchten DH-Populationen konnten die beiden bedeutendsten Gene
Ryd2 und Ryd3 fur die Widerstandsfahigkeit gegeniber BYDV erstmals direkt
verglichen werden. Linien mit dem Toleranzallel Ryd3 zeigten an allen Standorten
und Jahren in den Merkmalen relativer Kornertrag/Pflanze, relative
Ahrenzahl/Pflanze und Symptomauspragung ein hoéheres Toleranzniveau als jene
mit Ryd2, dennoch war der Unterschied nicht so grol3 wie sich aus anderen Arbeiten
vermuten liese. Nach NIks et al. (2004) erklarte Ryd3 in der urspringlichen
Kartierungspopulation 75 % der phanotypischen Varianz, was deutlich hoher ist als
die 19 %, die in der Population von SCHEURER et al. (2001) Ryd2 zugeordnet werden
konnten. Allerdings ist zu berucksichtigen, dass schon SCHALLER et al. (1964) eine
starke Abhangigkeit des Toleranzeffektes des Ryd2-Alleles von Umweltbedingungen

und dem genetischen Hintergrund feststellten, weshalb hier keine generelle Aussage
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getroffen werden kann, da keine verschiedenen genetischen Hintergrinde untersucht
wurden.

Der QTL auf Chromosom 2H, der in die Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136"
zusatzlich eingebracht wurde, flihrte in den Kombinationen mit Ryd2 und/oder Ryd3
zu keiner eindeutigen zusatzlichen Erhdéhung der Toleranz. Kommt das Toleranzallel
des QTL 2H aber allein vor, kann eine signifikante Steigerung des Toleranzniveaus
bei allen erfassten Merkmalen gegenlber Linien ohne Toleranzallel festgestellt
werden. Allerdings liegt die Wirkung weit unter der von Ryd2 und Ryd3, womit die
Beobachtungen deutlich von den Ergebnissen von SCHEURER (2001) abweichen, in
denen Ryd2 und der QTL auf Chromosom 2H in der DH-Population "Post’x "Vixen’
einen nahezu gleich hohen Anteil (19 %) an der Varianz im relativen Kornertrag nach
Infektion mit BYDV erklarten. Diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnen ebenfalls
im genetischen Hintergrund begrindet sein. Der QTL auf Chromosom 2H hat damit
zumindest im Hinblick auf den in der vorliegenden Arbeit untersuchten genetischen
Hintergrund kaum Bedeutung fur die Zichtung gegenuber BYDV-PAV im Vergleich
zu RydZ2 und Ryd3.

Im relativen Kornertrag und der relativen Anzahl ahrentragender Halme erreichten
die Linien mit Ryd2 und Ryd3 in der infizierten Variante sogar hohere Werte als ohne
BYDV-Inokulation (Kornertrag: plus 16 bzw. 5 %). Als Erklarung dafur liegt eine durch
BYDV ausgeldste erhdhte Bestockung nahe, die bereits von SCHEURER (2001) in
Gewachshausversuchen beobachtet wurde. Zudem wurde im Mittel bei den DH-
Linien aller Allelkombinationen durch BYDV eine Verzégerung im Ahrenschieben
verursacht, die je nach Kombination ein bis sechs Tage betrug. Durch die folglich
vorhandenen Entwicklungsunterschiede konnen gleiche Witterungsbedingungen
unterschiedlichen Einfluss auf die Bildung des Kornertrages gehabt haben, die zu
Ertragsunterschieden zwischen inokulierter Variante und Kontrollvariante geflhrt

haben konnen.

4.1.4 Pyramidisierung zur Verbesserung des Resistenzniveaus

Durch die markergestutzte Pyramidisierung der Toleranzallele Ryd2, Ryd3 und des
QTL auf Chromosom 2H konnte ein verbesserte Widerstandsfahigkeit gegeniber
Barley yellow dwarf virus in Winter- und Sommergersten-DH-Linien erreicht werden.
Linien mit den beiden Toleranzallelen Ryd2 und Ryd3 zeigten nach der BYDV-PAV-
Inokulation in den DH-Populationen 'RIL K4-56" x "Coracle” und 'RIL K4-56" x
'‘DH21-136" in allen Merkmalen (Wuchshdhe, Anzahl ahrentragender Halme, TKG,
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Kornertrag) eine hohere relative Leistung als jene mit nur einem dieser
Toleranzallele. Zudem fuhrte diese Kombination auch zu einer verringerten
Symptomauspragung und einer signifikanten Reduktion des Virustiters und damit zu
»2quantitativer Resistenz®.

Durch Pyramidisierung konnte ebenso in anderen Wirt-Pathogen-Systemen eine
Erhdhung des Resistenzniveaus durch verringerte Symptomauspragung bei der
Wirtspflanze und/oder verringerte Vermehrungsrate bzw. reduziertes Wachstum des
Pathogens festgestellt werden.

JAHIER et al. (2009) konnten zwei Gene fur partielle Resistenz gegenliber BYDV-PAV
aus Thinopyrum intermedium mit Hilfe der GISH-Methode (genomic in situ
hybridization) in einer Weizenlinie nachweisen und so die Wirkung der Einzelgene
und der Kombination auf das Auftreten finf verschiedener PAV-Isolate mit Hilfe des
DAS-ELISA beschreiben. Wie auch in der vorliegenden Arbeit wurde dabei
festgestellt, dass die Virus-Akkumulation in der Linie (ZT) mit beiden Resistenzgenen
(Bdv2, Introgression auf Chromosom 2) deutlich niedriger war als in den Linien mit
nur einem Gen oder in der anfalligen Sorte "Sunstar’. Zusatzlich fiel in dieser Studie
auf, wie auch in der vorliegenden Arbeit, dass die Infektionsrate durch die
Kombination der beiden Gene deutlich zurtiickgeht. 21 Tage nach der Inokulation
wurde das Virus bei 42 % der Pflanzen der Linie ZT (beide Gene) im ELISA
nachgewiesen, im Vergleich zu dem fast doppelt so hohen Anteil bei den Linien mit
ausschlieBlich Bdv2 oder nur der Introgression auf Chromosom 2. JAHIER et al.
(2009) verdeutlichten zudem anhand der AUPPC-Werte (Area Under Pathogen
Incidence Progression Curve), bei der auch die zeitliche Entwicklung der ELISA-
Extinktionen nach der Inokulation mit eingeht, dass die beiden Resistenzgene
unterschiedlichen Schutz vor den finf untersuchten BYDV-PAV-Isolaten geben. Der
additive Effekt der Kombination zeigte sich dadurch, dass diese Unterschiede
ausgeglichen wurden und zudem das Resistenzniveau gegenuber allen Isolaten
deutlich angehoben wurde.

Solch ein Effekt konnte auch durch die Kombination von Ryd2 und Ryd3 auf weitere
BYDV-Isolate moglich sein, allerdings war diese Frage nicht Bestandteil der
vorliegenden Arbeit.

Auch bei Pilzkrankheiten an Getreide konnten ahnliche Beobachtungen gemacht
werden. KLOPPERS und PRETORIUS (1997) stellten bei der Kombination mehrerer Lr-

Resistenzgene gegenlber Braunrost eine gesteigerte Resistenz bei Weizen fest. Die
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Kombination Lr13 und Lr37 bewirkte ein erhdhtes Resistenzniveau gegenlber zwei
Rost-Isolaten, genauso wie die Kombination aus Lr34 und Lr13, welche allerdings
erst im Feld eine hohe Effizienz entfaltete. Bei allen drei Kombinationen von Lr13,
Lr34 und Lr37 wurden signifikante Einschrankungen des Pilzwachstums in der frihen
Nach-Infektions-Phase und reduzierte Koloniegroen im Vergleich zu den
Einzelgenen beobachtet.

HUANG et al. (1997) entwickelten fur die rezessiven ,Rice Blight* (Xanthomonas
oryzae pv. oryzae) Resistenzgene xa-5 und xa-13 PCR-basierte Marker und
kombinierten diese beiden Resistenzallele mit Xa-4 und Xa-271 in Reis-Linien,
wodurch sie eine breitere und verbesserte Resistenz gegenuber sechs getesteten
Isolaten der bakteriellen Reisbraune erreichten. KOIDE et al. (2010) bestatigten durch
die Kombination der beiden Resistenzgene Pish und Pib deren additiven Effekt
gegenuber dem Blattbrand (Magnaporthe oryzae) an Reis. Eine kombinierte
Resistenz gegenlber diesen beiden bedeutenden Reis-Pathogenen erreichten
NARAYANAN et al. (2003) durch die Pyramidisierung der Resistenzgene Pi-1, Piz-5
und Xa-21.

Diese Beispiele zeigen, dass die Kombination effektiver Resistenzgene in einem
Genotyp ein geeignetes Mittel ist, um Resistenzen zu verbessern, wie auch in dieser

Arbeit mit BYDV gezeigt werden konnte.

4.1.5 ELISA als MaR fur die Widerstandsfahigkeit gegenuiber BYDV
In beiden DH-Populationen wurde festgestellt, dass die Allelkombination Ryd2/Ryd3

neben einem verbesserten Toleranzniveau, das sich in einem hdéherem relativen
Kornertrag und einer hdheren Leistung in weiteren Merkmalen zeigte, auch zu einer
signifikanten Reduktion des Virustiters (gemessen als Virusextinktion) fuhrt und damit
zu ,quantitativer Resistenz“. Ahnliche Beobachtungen machten JAHIER et al. (2009)
bei der Kombination von Bdv2 und einer BYDV-Resistenz aus Thinopyrum
intermedium (Chromosom 2Ai-2) in Weizen. In ihren Arbeiten ermittelten sie
ebenfalls einen sehr niedrigen Virustiter und eine signifikant geringere Anzahl an
infizierten Pflanzen bei Linien mit beiden Genen im Vergleich zu den einzelnen Loci.
Wahrend in verschiedenen Wirt-Pathogen-Systemen wie Cucumber mosaic virus —
Gurke (WEBER et al. 1990) oder Potato leaf-roll virus — Kartoffel (BARKER & HARRISON
1986) der Virusgehalt mit dem Resistenzniveau korreliert, sind die Beobachtungen
fur BYDV nicht einheitlich. Hinsichtlich der Effektivitat von Ryd2 gibt es

unterschiedliche Ergebnisse. SiP et al. (2006) stellten eine positive Korrelation
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zwischen der ELISA-Extinktion bei Samlingen der Gerstenkreuzung °Igri” (ryd2) x
"Atlas 68" (Ryd?2) und der Symptomstarke in Feldversuchen fest. Dies deutet auf eine
verminderte Virusreproduktion in der Pflanze zumindest im Samlingsstadium hin, und
somit darauf, dass es sich bei Ryd2 eher um ein Gen fir Resistenz als flr Toleranz
handelt. Auch LARKIN et al. (1991), SKARIA et al. (1985) und RAINERI et al. (1993)
ermittelten eine positive Korrelation zwischen der Symptomstarke und der ELISA-
Extinktion, welche in jungeren Pflanzen starker ausgepragt war. SCHEURER et al.
(2000) und BANKs et al. (1992) hingegen fanden keinen Zusammenhang zwischen
dem Virusgehalt und dem Toleranzniveau, weshalb diese Arbeiten auf eine durch
Ryd2 vermittelte Toleranz hindeuten. CATHERALL et al. (1970) und CHALHOUB et al.
(1995) folgerten aus ihren Arbeiten ein Vorhandensein von mehreren Allelen am
Ryd2-Locus, welche sich in der Effizienz gegenuber BYDV unterscheiden. In den
Arbeiten von NIKs et al. (2004) wurde bei Pflanzen mit Ryd3 eine geringere
Infektionsrate festgestellt. Dies konnte jedoch in den vorliegenden Arbeiten nicht
bestatigt werden, sondern sowohl Ryd2 als auch Ryd3 bewirkten eine Toleranz aber
keine Resistenz gegenluber BYDV (Abbildung 3-2).

Der ELISA kann somit ein wichtiges Werkzeug in der Zichtung sein, dessen
Einsatzmoglichkeit abhangig vom genetischen Hintergrund der Pflanze die
quantitative Bestimmung der Widerstandsfahigkeit gegenuber dem Pathogen oder
ausschliellich die Feststellung von vollstandiger Resistenz ist. In der vorliegenden
Arbeit 1asst sich die quantitative Virusresistenz aufgrund einer gro3en Datenbasis flr
die analysierte Virus-Extinktion sehr gut mittels ELISA feststellen. ELISA kann aber
auch in diesem Fall nicht als alleiniges Merkmal zur Selektion von resistenten
Genotypen genutzt werden, da die ELISA-Extinktion zwar eine hohe Heritabiltat (h* =
0,7 - 0,8), aber durch den grof3en Anteil an toleranten Pflanzen, keinen engen
Zusammenhang (R? < 0,4; Tabelle 3-5 bzw. 3-9) mit dem relativen Kornertrag zeigte.
Eine Alternative zum ELISA, die eine genauere und sensitivere Bestimmung des
Virusgehaltes ermoglicht, ist die quantitative Real Time (qRT) PCR (BALAJI et al.
2003). In der qRT-PCR wird durch den Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen die
Anzahl an Viren/Viruskopien in der Pflanzenprobe bestimmt, wohingegen die
Antikdrper des ELISA auf Stlucke der Virushille reagieren. In der Effizienz ist die
gRT-PCR durch den hoheren Aufwand bei der Probenaufbereitung und dem

niedrigen Probendurchsatz jedoch nicht mit dem ELISA vergleichbar.
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4.1.6 Epidemiologische Konsequenzen eines verringerten Virustiters

Der reduzierte Virusgehalt in Pflanzen mit der Kombination von Ryd2 und Ryd3
scheint, wie in Gewachshausversuchen festgestellt, keine epidemiologischen Vorteile
mit sich zu bringen (Abbildung 3-4). Bei der Ubertragung des Virus von quantitativ
resistenten Linien, bei denen eine niedrige Extinktion im ELISA gemessen wurde
(z. B. E405 =0,3), auf Linien ohne Toleranzallele wurde ein hoher Extinktionswert
(E405> 1,0) festgestellt. Der Virusgehalt, ermittelt als Virusextinktion im ELISA, zeigte
sich in neu infizierten Pflanzen unabhangig vom Virusgehalt der Infektionsquelle.
Somit wird durch den Vektor Blattlaus entweder ahnlich viel Virus aufgenommen
bzw. abgegeben oder durch eine effektive Virusreproduktion in der neu infizierten
Pflanze werden Unterschiede in der Ubertragung ausgeglichen. Um den Sachverhalt
vollstandig zu klaren, mussten die Vektoren nach der Virusaufnahme genauer
untersucht werden, z. B. mit Real-Time RT-PCR (FABRE et al. 2003), um die
vorhandenen Virusmengen in der Blattlaus genauer zu bestimmen.

Pflanzen mit Ryd2/Ryd3 koénnen damit weiterhin als Infektionsquelle dienen.
Trotzdem kénnen Linien (Genotypen) mit dieser Allelkombination die
Wahrscheinlichkeit der Aufnahme und Verbreitung des Virus durch Blattlause
reduzieren, da in einer erhdhten Anzahl an Pflanzen BYDV-PAV im ELISA nicht
nachweisbar war (E405< 0,1; Tabelle 3-4 und 3-8).

Im Gegensatz dazu stellten BARKER und HARRISON (1986) fest, dass die Blattlausart
Myzus persicae, der Vektor des Potato leafroll virus, weniger Virus von resistenten
Pflanzen mit geringerer Viruskonzentration aufnimmt und abgibt. Sie beobachteten
bei der Virusaufnahme von resistenten Pflanzen eine stark verringerte Infektionsrate
von nur 3 % im Vergleich zu 58 % infizierten Pflanzen bei Virusaufnahme von
anfalligen Pflanzen mit hohen Virusgehalten.

In wie weit quantitativ resistente Pflanzen mit verringerten Gehalten an Viruspartikeln
Einfluss auf die Weiterverbreitung (Epidemiologie) eines Virus nehmen, scheint damit

auch abhangig vom Virusvektor zu sein.
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4.1.7 Nutzen und Einsatzmoglichkeiten des getesteten Pflanzenmaterials

in der Gerstenziichtung

In der Gerstenzichtung kann die markergestutzte Kombination der Toleranzallele der
Gene Ryd2 und Ryd3 aufgrund der Lokalisierung auf unterschiedlichen
Chromosomen (3H, 6H) und der Verfugbarkeit von eng gekoppelten PCR-basierten
Markern wie YIpPCRM und HVM74 (neben weiteren Markern wie HVM22 und
HVM14, siehe NIKs et al. 2004) mit relativ geringem Aufwand durchgefihrt werden.
Bisher wurde speziell Ryd2 in der Zuchtung BYDV-toleranter Gerstensorten
verwendet. Entwickelt wurden Sorten wie "Coracle” (CATHERALL und WILKINS 1977)
und "Vixen” (PARRY und HABGOOD 1986), welche aber aktuell fir den Anbau nicht
mehr relevant sind. In Markeranalysen stellten SAYED et al. (2006) fest, dass z. B. in
der Sorte 'Granado” bereits Ryd3 vorhanden ist und in der Sommergerstensorte
‘Laurel” die Toleranzallele von Ryd2 und Ryd3 kombiniert sind. Detaillierte
Resistenztests sind dazu allerdings nicht vorhanden. In der vorliegenden Arbeit
wurde erstmals das Toleranzallel am Locus Ryd3 von Sommergerste in Wintergerste
transferiert, die in der Praxis durch die Herbstaussaat deutlich starker von einer
BYDV-Infektion betroffen ist. Somit stehen nun sowohl Sommergerstenlinien als auch
Wintergerstenlinien mit beiden Toleranzgenen zur Zichtung von quantitativ
resistenten Gersten gegenitber BYDV zur Verfigung. Der Mechanismus der die
Toleranz oder Resistenz bedingt wird bei Ryd2 auf eine Hemmung der
Virusvermehrung im Phloem zurtckgefuhrt (SKARIA et al. 1985; RANIERI et al. 1993),
ist aber bei Ryd3 bisher unbekannt. Ein unterschiedlicher unabhangiger
physiologischer Prozess ist jedoch wahrscheinlich, da die Kombination der beiden
Gene eine verminderte Virusreproduktion zur Folge hat, im Vergleich zu den
Einzelgenen.

Die vorliegenden Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass die Kombination
von Ryd2 und Ryd3 in Gerstensorten im Moment die beste Moglichkeit zur Zichtung
von toleranten bzw. quantitativ resistenten Sorten ist. Weitere bekannte Toleranz-
oder Resistenzquellen sind entweder weniger effektiv, wie der QTL auf Chromosom
2HL (SCHEURER et al. 2001), bedurfen einer genaueren Charakterisierung und
Entwicklung enger gekoppelter molekularer Marker, wie der QTL von KRAAKMAN et al.
(2006) oder sind fur die Ziuchtung noch nicht direkt nutzbar, wie es bei dem durch
ScHoLZ et al. (2009) in Hordeum bulbosum identifizierten Resistenzgen Ryd4™ der
Fall ist.
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4.2 Kartierung der WDV-Toleranz aus Post’

4.2.1 Phanotypische Reaktion der DH-Populationen 'Post” x "Vixen" |
und Il

Der tolerante Elter "Post” zeigte in den Feldversuchen nach der WDV-Inokulation
noch durchschnittlich 50 % des Kornertrages der gesunden Variante und damit eine
ausgepragte Toleranz gegentiber WDV im Vergleich zu der anfalligen Sorte "Vixen’
die nach Inokulation weniger als 1 % Kornertrag der nicht-inokulierten Variante
erreichte. Eine Population aus der Kreuzung dieser stark unterschiedlich
reagierenden Eltern stellt einen guten Ausgangspunkt fur QTL-Analysen dar.
Unerwarteter weise lag der mittlere Kornertrag der Population | bei nur 8 % und bei
der Population Il um nur 1 % hoéher. Beide Populationen reagierten damit deutlich
anfalliger als von der Reaktion der Eltern zu erwarten war. SCHEURER et al. (2001)
konnten in der Kopplungskarte "Post” x "Vixen” auf den Chromosomen 3H und 5H
eine Haufung von Markern mit gestorter Segregation feststellen, aber keine
Uberprasenz von Vixen-Allelen, weshalb diese Ursache fir die anfallige Reaktion der
DH-Population "Post”™ x "Vixen” | ausgeschlossen werden kann. In den Marker-
analysen der DH-Population "Post” x "Vixen” Il weisen Marker mit gestorter
Segregation etwa zu 57 % eine Verschiebung zu Gunsten des "Vixen'-Allels auf,
wodurch die ausgepragte Anfalligkeit teilweise zu erklaren ware, wenn dabei
Regionen flr die Toleranz gegentber WDV betroffen sind, wofir es aber keine
eindeutigen Hinweise gibt. Die beiden Populationen wurden unabhangig voneinander
in unterschiedlichen in-vitro-Laboren erstellt, was eine Erklarung fur das
abweichende Verhalten sein konnte.

Da aber bisher keine Erkenntnisse Uber die Genetik der WDV-Toleranz der Sorte
"Post” vorliegen, kénnte diese auch durch die Kombination einer Vielzahl von

Minorgenen bedingt sein, die durch Kreuzung verloren gegangen ist.

4.2.2 Einfluss der Inokulationsbedingungen auf die Infektionsrate

Eine Verbesserung der Infektionsrate mit WDV konnte durch eine Inokulation der
DH-Linien in Kleingewachshausern im Versuch 2008/2009 erreicht werden, nachdem
der Feldversuch 2007/2008 mit Population | wegen einer mangelnden Infektionsrate
(1,3 %) abgebrochen werden musste. Grund fur die geringe Infektionsrate im

Feldversuch konnte neben ungunstigen Witterungsbedingungen auch ein
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gleichzeitiger Befall mit Blattldusen gewesen sein, der wie bei ALLA et al. (2001)
beschrieben, auch einen negativen Einfluss auf die Lebensdauer von P. alienus
haben kann. Durch die Virusinokulation im Gewachshaus konnte 2008/2009 eine um
20 % hohere Infektionsrate (70 %) erreicht werden als im Feldversuch 2006/2007,
was den deutlich hdheren Temperaturen (20 -25°C) und der gleichmaBigen
Belichtung, die vermutlich positiv auf die Aktivitat der Zikaden gewirkt haben,
zuzurechnen ist. Es ist bekannt, dass nicht alle Zikaden das Virus auch tatsachlich
Ubertragen. Somit ist eine nahezu vollstandige Infektion der Pflanzen nur schwer
mdglich, insbesondere da die Anzucht von P. alienus mit hohem Aufwand verbunden
ist und die Vermehrungsraten im Feld mit zwei Generationen pro Jahr (MANURUNG et
al. 2005) deutliche geringer sind als bei den sich z. T. anholozyklisch vermehrenden
Blattlausen, wie z. B. bei R. padi.

Zur Sicherung aussagekraftiger Versuchsergebnisse durch hohe Infektionsraten ist
bei Inokulationen mit WDV insbesondere darauf zu achten, dass die Pflanzen frei von
Blattlausen sind und uber einen langeren Zeitraum moglichst gleichmaliges Klima

herrscht.

4.2.3 Genetische Kopplungskarte der DH-Population 'Post” x "Vixen’ Il

FUr die Population "Post” x "Vixen” Il wurde fur die spateren QTL-Analysen eine
genetische Kopplungskarte aus 73 SSR-, 3 SNP-/CAPS-, 1 RAPD-Markern und der
Zeiligkeit (V) mit einer Lange von 676,6 cM erstellt. Verglichen mit publizierten Karten
der Gerste, die meist zwischen 1000 und 1400 cM umfassen wie zum Beispiel von
KLEINHOFS et al. (1993), CosTA et al. (2001), STEIN et al. (2007) und SATO et al.
(2009) ist die Karte der Population "Post” x "Vixen Il relativ kurz. Dies ist u. a. auf die
fast alleinige Verwendung von Mikrosatellitenmarkern zurickzufuhren. Fur die Gerste
sind Kopplungskarten vorhanden, die mehrere Hundert SSR-Marker enthalten. Dabei
handelt es sich allerdings um Consensuskarten, die aus den Ergebnissen mehrerer
Populationen erstellt wurden (z. B. RAMSAY et al. 2000; STEIN et al. 2007) oder um
Karten von Kreuzungspopulationen zwischen einer Kulturgerste und einer Wildgerste
(Hordeum spontaneum, z. B. HEARNDEN et al. 2007; SATO et al. 2009). Beides sind
Wege um die Polymorphie zu erhohen und dichtere Kopplungskarten zu erstellen.
Dies war allerdings nicht Gegenstand dieser Arbeit.

FUr eine andere DH-Population der Kreuzung "Post” x "Vixen” (Population I) haben
SCHEURER et al. (2001) bereits eine Karte mit hauptsachlich RAPD- und AFLP-

Markern erstellt. Vergleicht man beide Karten, stimmen pro Chromosom
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durchschnittlich zwei Marker (SSR) uberein. Durch die Verwendung von fast
ausschlieBlich SSR-Markern konnte in der Population Il keine vollstandige
Genomabdeckung erreicht werden, da in manchen Bereichen keine polymorphen
Marker zwischen den Eltern identifiziert werden konnten, wie z. B. auf dem langen
Arm von Chromosom 5H. Eine erfolgreiche QTL-Analyse ist nach HEUN et al. (1991)
allerdings auch mit unvollstandigen Karten maoglich.

Bei der Betrachtung der einzelnen Chromosomen erreicht, Gbereinstimmend mit der
Karte von SCHEURER (2001), das Chromosom 2H die grofte Ausdehnung. Dies
konnten bereits QI et al. (1998) und HORI et al. (2005) in Karten anderer
Gerstenkreuzungen beobachten. Auch das weitgehende Fehlen des langen Armes
von Chromosom 5H und grolRere Markerabstande im Bereich des Centromers der
Chromosomen 1H, 3H und 6H wurden lbereinstimmend mit der Karte von SCHEURER
(2001) festgestellt.

SCHEURER (2001) beobachtete in der genetischen Kopplungskarte der DH-Population
"Post” x "Vixen” | bei einem Anteil von nur 17,6 % der Marker eine Abweichung von
der 1: 1 Spaltung der Allele, wobei sich diese hauptsachlich auf die Chromosomen
3H und 7H konzentrierten. Auffallig bei der Kopplungskarte der DH-Population
"Post” x "Vixen” Il ist hingegen eine hohe Anzahl (42 %) an Markern mit gestorter
Segregation, die je nach Chromosom einen hoheren Anteil des "Post’- oder "Vixen'-
Allels zeigen, wobei insgesamt die Verschiebung zu Gunsten des 'Vixen’-Allels
Uberwiegt (57 %). Wie schon unter Punkt 4.2.1 erwahnt sind solche Beobachtungen
keine Seltenheit bei in in-vitro-Kultur hergestellten DH-Linien-Populationen.

Zur Komplementierung und Absattigung der erarbeiteten genetischen
Kopplungskarte, um insbesondere bisher fehlende Chromosomenabschnitte
abzudecken, waren weitere Markeranalysen in der DH-Population "Post” x "Vixen” I
sinnvoll auch unter Bertcksichtigung anderer Markersysteme, wie z. B. der DAr-
Technologie (WENzL et al. 2004) oder der Hochdurchsatz SNP-Technologien (CLOSE
et al. 2009).
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4.2.4 QTL fur WDV-Toleranz und markergestutzte Selektion

In der Population 'Post” x "Vixen” | wurden bei der Analyse der zweijahrigen
phanotypischen Daten in Kombination mit der Karte von SCHEURER et al. (2001) QTL
auf den Chromosomen 1H, 2H und 4H identifiziert. Im Unterschied zu Population |
zahlt Population Il mit 86 Individuen 7 Linien mehr, die genetische Kopplungskarte ist
deutlich kleiner und es liegen die phanotypischen Daten von nur einer Umwelt vor. In
Population Il wurden fir verschiedene Merkmale QTL auf den Chromosomen 1H, 2H,
3H und 4H identifiziert. Der QTL von Chromosom 1H fir die relative Halmlange
stammt jeweils vom anfalligen Elter "Vixen” und befindet sich bei den Populationen
an unterschiedlichen Positionen. Der QTL fur die relative Halmlange und die
Symptomauspragung auf Chromosom 2HS ('Post’) liegt bei Population | im
Randbereich der Kopplungskarte und kann aufgrund fehlender gemeinsamer Marker
im umgebenden Bereich nicht mit dem QTL von Population Il (relative Halmlange,
relativer Kornertrag u. a.) verglichen werden, in der dieser QTL die hochste
Bedeutung hat. Im Gegensatz dazu kann der QTL auf Chromosom 4H ('Post’), der in
Population | den grofiten Anteil an der Varianz in der Symptomauspragung und der
relativen Halmlange erreicht, in beiden Populationen an Ubereinstimmender Position
nachgewiesen werden, weshalb eine Bedeutung dieses QTL fur die Toleranzreaktion
gegenuber WDV am wahrscheinlichsten ist.

Die detektierten QTL sind unter Berlcksichtigung verschiedener Faktoren zu
betrachten, die das Ergebnis der QTL-Analyse beeinflussen. Die Populationsgrofie
von 79 bzw. 86 Linien ist eher gering im Vergleich zu anderen Arbeiten bei der
Gerste (GREWAL et al. 2008; HoRI et al. 2005; LI et al. 2009; NIks et al. 2004).
Dennoch ist es moglich auch mit kleinen Populationen QTL-Analysen durchzufuhren.
Hierbei werden aber in der Regel nur QTL mit groRer phanotypischer Bedeutung
detektiert und somit die Anzahl an vorhandenen QTL, die zur Auspragung eines
Merkmales beitragen, unterschatzt. In der vorliegenden Arbeit galt es, erstmals die
WDV-Toleranz zu lokalisieren, wobei nur QTL mit hoher phanotypischer Relevanz
von Interesse sind, weshalb die verwendeten Populationen zu diesem Zweck und
aufgrund der sehr aufwandigen Phanotypisierung als ausreichend zu betrachten
sind. Eine EinflussgroRe auf die Ergebnisse von QTL-Analysen ist der
Markerabstand in der genetischen Karte der Population. Je geringer der
Markerabstand desto praziser konnen QTL lokalisiert und so auch Cluster getrennt

werden. Nach MANLY und OLSON (1999) sind Markerabstande von 10 bis 20 cM
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erwunscht, geringere Abstande aber unnétig, da die Wahrscheinlichkeit der Detektion
von QTL nicht weiter erhoht wird.

Fur die markergestitzte Selektion (MAS) auf WDV-Toleranz scheint derzeit der auf
Chromosom 4H identifiziete QTL am geeignetsten. Der PCR-basierte
Mikrosatellitenmarker HVM3 erreicht in der QTL-Analyse die hochsten Werte und
ware damit derzeit zum molekularen Nachweis des QTL auf Chromosom 4H am
besten geeignet. Fir den SSR-Marker HVM3 wurde bereits eine Kopplung zum
Gelbmosaikvirusresistenzgen rym11 nachgewiesen (NISSAN-Azzouz et al. 2005). Es
ist aber aufgrund des genetischen Hintergrunds der Kreuzungseltern "Post” und
“Vixen” und gezeigter Anfalligkeit in Feldversuchen mit BaMMV/BaYMV (HABEKUR
pers. Mitteilung) kein Hinweis darauf vorhanden, dass es einen Zusammenhang
zwischen der lokalisierten WDV-Toleranz an diesem Locus und rym11 gibt.

Neben dem WDV-QTL auf Chromosom 4H sollte aufgrund der hohen LOD-Werte
und Gultigkeit fur alle untersuchten Merkmale, zudem Augenmerk auf den in
Population Il identifizierten QTL auf Chromosom 2H gelegt werden (GBM1218). Fur
weitere in diesen Arbeiten identifizierten QTL kann keine solche Einschatzung
getroffen werden. Eventuell fuhren Testungen der vorhandenen Populationen in
zusatzlichen Umwelten oder die Verwendung eines anderen Kreuzungspartners fur
die tolerante Sorte 'Post” zu deutlicheren Ergebnissen.

Wenn genaueres Uber die partielle WDV-Resistenz bekannt wird, die BENKOVICS et
al. (2010) mit Hilfe von Real-Time PCR in zwei Winterweizensorten nachweisen
konnten, dann kénnten sich eventuell neue Wege erdffnen um ebenso bei der Gerste

einen Fortschritt in diesem Bereich zu erzielen.
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5 Zusammenfassunq

Das blattlaustibertragene Barley yellow dwarf virus (BYDV) und das zikaden-
Ubertragene Wheat dwarf virus (WDV) gehdren zu den wirtschaftlich wichtigsten
Pathogenen im Gerstenanbau, deren Bedeutung infolge der globalen Erwarmung
zukUnftig weiter steigen wird.

Ziel der Arbeit war es einerseits, durch die markergestutzte Kombination
(Pyramidisierung) der in der Gerste gegen BYDV bekannten Toleranzallele Ryd2,
Ryd3 und dem QTL auf Chromosom 2HL der Sorte 'Post” Erkenntnisse Uber die
additive Wirkung dieser Loci zu gewinnen und andererseits die in der Sorte "Post’
nachgewiesene WDV-Toleranz genetisch zu analysieren.

Fir die Pyramidisierung der Toleranzallele gegen BYDV wurden DH-Linien aus einer
Winter- und einer Sommergerstenkreuzung (ohne QTL 2H) erstellt. Diese wurden mit
den fur die entsprechenden Loci bekannten molekularen Markern genotypisiert und
hinsichtlich ihres  Toleranzverhaltens  (Wuchs-  und Ertragsparameter,
Viruskonzentration) nach Inokulation mit BYDV-PAV in zweijahrigen Feldversuchen
an vier Standorten charakterisiert. In beiden Populationen fihrte die Kombination von
Ryd2 und Ryd3 =zu einer signifikanten Verringerung des Virusgehaltes
(Virusextinktion, DAS-ELISA) und einer deutlich verringerten Infektionsrate
gegenuber den genotypisch anfalligen Linien (ryd2/ryd3) und solchen mit den
entsprechenden einzelnen positiven Allelen und damit zu einer quantitativen
Resistenz gegenuber BYDV. Darlber hinaus konnte in DH-Linien der
Sommergerstenkreuzung flr die Kombination aus Ryd2 und Ryd3 eine hoéhere
Leistung bei den Ertragsparametern wie dem relativen Kornertrag pro Pflanze,
gegenuber den anderen Genotypen nachgewiesen werden. Der QTL auf
Chromosom 2H hatte allgemein nur eine geringe Toleranzwirkung.

Zur Aufklarung der WDV-Toleranz der Sorte "Post” wurden zwei DH-Populationen
der Kreuzung ‘Post” (tolerant) x "Vixen" (anfallig) zur Phanotypisierung im
Feldversuch mit Hilfe von virustragenden Zikaden (Psammotettix alienus) inokuliert
und ihre Toleranz durch Wuchs- und Ertragsmerkmale ermittelt. In QTL-Analysen mit
den entsprechenden genetischen Kopplungskarten wurden QTL auf den
Chromosomen 1H, 2H, 3H und 4H detektiert. Der QTL auf Chromosom 4H ist dabei

in beiden Populationen Ubereinstimmend flr die Symptomauspragung und die
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relative Halmlange im Bereich des SSR-Markers HVM3 zu finden und erklart bis zu

32 % der phanotypischen Varianz fur diese Merkmale.

6 Summary

Barley yellow dwarf virus (BYDV) and Wheat dwarf virus (WDV) are economically
important pathogens of barley which may become even more important due to global
warming. In barley several loci conferring tolerance to BYDV are known, e. g. Ryd2,
Ryd3 and a QTL (quantitative trait locus) on chromosome 2H. One aim of the present
study was to get information whether the level of tolerance against BYDV in barley
can be improved by combining these loci. Another objective was to analyse the
tolerance of the cultivar "Post” to WDV.

For combining the above mentioned tolerance loci against BYDV a winter and a
spring barley population of doubled haploid (DH) lines was genotyped by molecular
markers for the presence of the susceptibility or the resistance encoding allele at
respective loci (Ryd2, Ryd3, QTL on chromosome 2H) and were tested for their level
of BYDV-tolerance after inoculation with viruliferous (BYDV-PAV) aphids in two-years
field trials at four locations. In DH-lines carrying the combination Ryd2 and Ryd3 a
significant reduction of the virus titre and a much lower infection rate were detected
compared to lines carrying only one or none of these genes. Furthermore, spring
barley DH-lines with this allele combination also showed a significantly higher relative
grain yield compared to lines carrying only Ryd2 or Ryd3. Overall these results show
that the combination of Ryd2 and Ryd3 leads to quantitative resistance against
BYDV-PAV.

For analysis of the tolerance to WDV detected in the cultivar "Post” two DH-line
populations of the cross 'Post” (tolerant) x "Vixen” (susceptible) were phenotyped in
field trails after inoculation with WDV carrying leafhoppers (Psammotettix alienus).
QTL were detected on chromosome 1H, 2H, 3H and 4H. The most important one is
the QTL for symptom score and relative plant height on chromosome 4H, which was
detected at the position of the SSR-marker HVM3 in both populations and explained

up to 32 % of the phenotypic variance.
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8 Anhang

8.1 Anhang zu Material und Methoden

8.1.1 PflanzenschutzmaBnahmen in den Feldversuchen

An den Standorten Bernburg (BBG), Gudow, Irlbach und Quedlinburg (QLB) wurden
die PflanzenschutzmalRnahmen nach dem Ermessen der Versuchsansteller vor Ort
durchgefihrt.

Tabelle A 1: Zusammenfassung der in den Feldversuchen durchgeflhrten
PflanzenschutzmalRnahmen

BYDV-Phanotypisierung Wintergersten DH-Linien "RIL K4-56" x 'DH21-136" im Jahr 2008

Datum Standort  Wirkungsbereich/Zweck  Mittel Aufwandmenge
16.10.07 QLB Herbizid Fenikan 2,51/ha
17.10.07 QLB Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
29.02.08 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha

Fungizid Corbel 0,51/ha
05.11.07 BBG Herbizid Fenikan 2,51/ha

Insektizid Sumicidin 0,2 I/ha
06.05.08 BBG Fungizid Opus Top 1,51/ha
21.05.08 BBG Insektizid Sumicidin 0,2 I’ha
16.10.07 Gudow Herbizid Fenican 2,51/ha
02.11.07 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
28.04.08 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
BYDV-Phanotypisierung Wintergersten DH-Linien "RIL K4-56" x 'DH21-136" im Jahr 2009
Datum Standort  Wirkungsbereich/Zweck Mittel Aufwandmenge
08.10.08 QLB Insektizid (Erdraupen) KarateZeon 0,75 I/ha (getrankte

Kartoffelscheiben)

14.10. 08 QLB Herbizid Fenikan 2,51/ha
21.10.08 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha
04.03.09 QLB Fungizid Vegas 0,5 I’ha
18.10.08 BBG Insektizid Sumicidin 0,2 I’ha
10.11.08 BBG Herbizid Fenikan 2,51/ha
27.04.09 BBG Fungizid Input 1,25 I/ha
13.05.09 BBG Insektizid Sumicidin 1,5 /ha

Fungizid Fandango 0,2 1/ha
18.06.09 BBG Insektizid Sumicidin 0,2 I’ha
10.10.08 Gudow Herbizid Fenican 2,51/ha
28.04.09 Gudow Insektizid Karate Zoom 0,75 1I/ha
16.06.09 Gudow Insektizid Karate Zoom 0,751/ha
14.10.08 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
23.04.09 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 1/ha
19.05.09 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
BYDV-Phanotypisierung Sommergersten DH-Linien "RIL K4-56" x "Coracle” im Jahr 2008
Datum Standort  Wirkungsbereich/Zweck Mittel Aufwandmenge
29.04.08 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha

Fungizid Vegas 0,51/ha
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10.06.08 QLB Insektizid Pirimor lokale Anwendung
18.06.08 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha
Fungizid Vegas 0,51/ha
06.05.08 BBG Fungizid Opus Top 1,5 1/ha
07.05.08 BBG Herbizid Tristar 1,51/ha
21.05.08 BBG Insektizid Sumicidin 0,2 I/ha
15.05.08 Gudow Herbizid Pointer 30 g/ha
28.04.08 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
06.06.08 Irlbach Herbizid, MCPA 1,5 I/ha
Insektizid Trafo WG 150 g/ha
BYDV-Phanotypisierung Sommergersten DH-Linien "RIL K4-56" x "Coracle” im Jahr 2009
Datum Standort  Wirkungsbereich/Zweck Mittel Aufwandmenge
12.05.09 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha
Fungizid Corbel 0,5 I/ha
19.05.09 QLB Herbizid Fenikan 3,0 I/ha
16.06.09 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha
25.06.09 QLB Insektizid Confidor 165 g/ha
30.04.09 BBG Herbizid Foxtril Super 2,0 l/ha
13.05.09 BBG Insektizid Sumicidin 1,5 /ha
Fungizid Fandango 0,2 I’ha
18.06.09 BBG Insektizid Sumicidin 0,2 I’ha
22.04.09 Gudow Herbizid U 46 2,0l/ha
28.04.09 Gudow Insektizid Karate Zoom 0,75 I/ha
16.06.09 Gudow Insektizid Karate Zoom 0,75 /ha
08.05.09 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 1/ha
26.05.09 Irlbach Insektizid Karate Zeon 0,75 I/ha
WDV-Phanotypisierung DH-Linien "Post” x "Vixen” | im Jahr 2007 am Standort Quedlinburg
Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
Okt. 06 Herbizid Fenikan 2,51/ha
Okt. 06 Fungizid Corbel 0,5 I/ha
Okt. 06 Insektizid Confidor 165 g/ha
Marz 06 Insektizid, Confidor 165 g/ha
Fungizid Corbel 0,5 1/ha
WDV-Phanotypisierung DH-Linien "Post” x "Vixen” | im Jahr 2008 am Standort Quedlinburg
Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
08.10.07 Insektizid, Karate Zeon 0,75 I/ha (getrankte
gegen Erdraupen Kartoffelscheiben)
22.11.07 Insektizid (Zikaden) Dantop 150 g/ha
Feb. 08 Herbizid, Fungizid Fenikan 2,51/ha
Corbel 0,51/ha
28.03.08 Insektizid, Fungizid Confidor 165 g/ha
Corbel 0,51/ha
WDV-Phénotypisierung DH-Linien "Post” x "Vixen" | + Il im Jahr 2009 am Standort
Quedlinburg
Datum Zweck Mittel Aufwandmenge
14.10.08 Herbizid Fenikan 3,0 I/ha
17.10.08 Fungizid Corbel 0,5 I’ha
21.10.08 Insektizid Confidor 165 g/ha

04.03.09 Fungizid Corbel 0,51/ha
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8.1.2 Markerdaten und PCR-Protokolle

Tabelle A 2: Molekulare Marker, die in der DH-Population "Post” x "Vixen” Il analysiert
wurden, mit Angabe der verwendeten PCR-Reaktionsgemische und
Thermocycler-Programme

Marker- Chromo- Typ Mar- PCR- PCR- Restrik- mono-/ Kartiert
Bezeichnung som kierung Ansatz Programm tions- poly-

enzym  morph
Bmac030 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac032 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac040 6H SSR  direkt  Standard wms55 - p ja
Bmac047 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac067 4H SSR  direkt  Standard wms55 - p ja
Bmac090 1H SSR  direkt Standard Sat-F - p ja
Bmac096 5H SSR  direkt  Standard wms58 - p ja
Bmac129 3H SSR  direkt  Standard wms58 - p ja
Bmac134 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac156 7H SSR C-M13 M13 wms55 - p ja
Bmac163 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac181 4H SSR  direkt  Standard Sat-E - m nein
Bmac186 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmac209 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac218 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmac251 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmac273 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmac282 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmac299 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmac310 4H SSR direkt Standard Sat-E - p ja
Bmac602 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag005 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag006 3H SSR direkt Standard Sat-E - p ja
Bmag009 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmag013 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag021 7H SSR  direkt  Standard Sat-F - m nein
Bmag120 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag211 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag225 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag306 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag321 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag337 5H SSR  direkt  Standard Sat-F - p ja
Bmag344 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmag345 1H SSR  direkt  Standard Sat-E - p ja
Bmag347 1H SSR  direkt  Standard Sat-F - p ja
Bmag357 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag384 4H,7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmag394 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmag490 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmag496 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag579 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Bmag749 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
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Marker- Chromo- Typ Mar- PCR- PCR- Restrik- mono-/ Kkartiert
Bezeichnung som kierung Ansatz Programm tions- poly-
enzym  morph

Bmag770 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
Bmag807 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
Bmag900 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
EBmac415 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
EBmac501 1H SSR  direkt  Standard Sat-F - p ja
EBmac540 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
EBmac541 3H SSR  direkt Standard Sat-F - m nein
EBmac602 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
EBmac623 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
EBmac656 1H SSR  direkt Standard Sat-F - m nein
EBmac658 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
EBmac701 4H SSR  direkt Standard Sat-E - m nein
EBmac788 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
EBmac970 5H SSR  direkt Standard Sat-E - m nein
Ebmag705 3H SSR  direkt  Standard Sat-E - p ja
EBmag781 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1003 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1004 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1006 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1007 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1008 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1010 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1013 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1015 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1020 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1023 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1026 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1029 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1030 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1031 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1032 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1033 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1035 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1036 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1037 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1043 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1045 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1047 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1054 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1055 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1060 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1062 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1063 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1064 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1067 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1069 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
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Marker- Chromo- Typ Mar- PCR- PCR- Restrik- mono-/ Kkartiert
Bezeichnung som kierung Ansatz Programm tions- poly-

enzym  morph
GBM1070 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1072 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1075 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1078 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1087 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1140 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1174 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1176 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1181 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1200 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1204 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1208 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1214 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1218 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1220 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1221 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1226 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1227 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1229 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1231 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1237 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1251 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1256 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1278 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1280 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1281 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1288 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1295 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1297 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1299 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1300 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1309 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1336 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1371 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1396 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1399 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1400 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1404 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1405 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1421 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1423 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1427 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1437 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1438 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1440 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1448 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
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Marker- Chromo- Typ Mar- PCR- PCR- Restrik- mono-/ Kkartiert
Bezeichnung som kierung Ansatz Programm tions- poly-

enzym  morph
GBM1450 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1451 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM1453 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1462 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1464 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1465 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1469 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1472 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1475 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1494 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM1498 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1501 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM1509 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GBM5012 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM5060 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBM5225 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBM5230 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBMSO013 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBMS143 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBMS160 2H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS31 2H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS32 5H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS35 7H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS38 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GBMS53 1H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS62 1H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS74 3H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBMS85 3H SSR  direkt  Standard TD62-56 - p ja
GBR534 1H SNP  C-M13 M13 TD62-56 - p ja
GBS060 1H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Avall m nein
GBS154 7H SNP  C-M13 M13 TD62-56 Hhal p ja
GBS157 6H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Sall m nein
GBS164 6H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Hpy 188l m nein
GBS288 4H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Hhal m nein
GBS361 1H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Hhal m nein
GBS369 6H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Haelll m nein
GBS468 6H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Haelll m nein
GBS528 1H CAPS C-M13 M13 TD62-56  HpyCH4lV m nein
GBS546 1H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Hhal m nein
GBS582 1H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Ssill m nein
GBS589 4H CAPS C-M13 M13 TD62-56 Hhal p nein
GBS667 3H CAPS C-M13 M13 TD62-56 BstNI m nein
GMSO01 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GMS02 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
GMS06 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
GMS21 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
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Marker- Chromo- Typ Mar- PCR- PCR- Restrik- mono-/ Kkartiert
Bezeichnung som kierung Ansatz Programm tions- poly-
enzym  morph
GMS27 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
Gms61 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVBKASI 2H SSR  direkt  Standard micro4 - p ja
HVCMA 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
HVCSG 2H SSR C-M13 M13 TD66-60 - p ja
HvelF4E 3H SSR - Standard TD64-59 - p ja
HvHVA1 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVLEU 5H SSR  direkt  Standard TD64-55 - p nein
1min
HvLOX 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVMO03 4H SSR  direkt  Standard wms55 - p ja
HVM13 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVM14 6H SSR  direkt  Standard TD64-55 - p ja
1min
HVM20 1H SSR  direkt  Standard Sat-A - p ja
HVM33 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
HVM36 2H SSR  direkt  Standard Sat-A - p ja
HVM40 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
HVM44 3H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVM49 7H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVM54 2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p nein
HVM60 3H SSR direkt  Standard Sat-A - p ja
HVMG63 1H,2H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVMG67 4H SSR C-M13 M13 WMS58, - p nein
hotfire
HVM68 4H SSR  direkt  Standard TD64-55 - p ja
Tmin
HVM74 6H SSR  direkt  siehe siehe - m nein
Tab.3-12 Tab. 3-13
HVM77 4H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
HVTUB 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
OP-W20 2H RAPD siehe Ordon et al. 1995 p ja
scssr0103 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
scssr2306 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
scssr4163 1H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
scssr5599 6H SSR C-M13 M13 TD62-56 - p ja
scssr5939 5H SSR C-M13 M13 TD62-56 - m nein
4 2H Merkmal: Zeiligkeit p ja
Wms6 4H SSR C-M13 M13 wms55 - p ja
YIpPCRM 3H CAPS - YLP YLP Hsp92ll p ja

Tabelle A 3: Thermocycler-Programme und Zusammensetzung der Reaktionsgemische fur

die PCR
TD62-56 Sat-E
Temperatur Dauer Zyklen Temperatur Dauer Zyklen
94 °C 5 min 1 94 °C 3 min 1
94 °C 30s 55 °C 1 min 1

62bis56°C 30s 12; -0,5°C/Zyklus 72 °C 1 min 1
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72°C 30s \ 92 °C 1 min
94 °C 30s ‘ 55 °C 1 min 30
56 °C 30s 35 72 °C 1 min
72°C 30s 72 °C 5 min 1
72 °C 7 min 1
Sat-F
TD64-58 Temperatur Dauer Zyklen
Temperatur Dauer Zyklen 94 °C 3 min 1
94 °C 5 min 1 58 °C 1 min 1
94 °C 30s 72 °C 1 min 1
64 bis58°C  30s 12; -0,5 °C/Zyklus 92 °C 30s
72 °C 30s 58 °C 30s 30
94 °C 30s 72 °C 30s
56 °C 30s 35 72 °C 5 min 1
72 °C 30s
72 °C 7 min 1
TD64-55 1min M13
Verwendete
Temperatur Dauer Zyklen Reagenz Konzentration Menge
94°C 5 min 1 H20 td 6,12 ul
94°C 30s Polymerase-Puffer 10 x 1,00 pl
64 bis 55 °C 1 min 18; -0,5 °C/Zyklus MgClI2 25 mM 1,00 pl
72°C 1 min dNTPs 10 mM 0,20 pl
94°C 30s ‘ Primer F 1 pmol/pl 0,25 yl
56°C 1 min 35 Primer R 10 pmol/pl 0,25 ul
72°C 1 min 10 pmol/pl 0,10 pl
DNA Polymerase
72°C 7 min 1 (FIREPOI) 5 U/l 0,08 pl
DNA 25 ng/pl 1,00 pl
M13-Tail-
wms55 bzw. wms58 Cy5/D2/D3'
Temperatur Dauer Zyklen
96 °C 10 min 1 Standard
Verwendete
94 °C 1 min Reagenz Konzentration Menge
55 bzw. 58 °C 2 min 45 H20 td 6,22 pl
72 °C 90s Polymerase-Puffer 10 x 1,00 pl
72 °C 7 min 1 MgCl2 25 mM 1,00 pl
dNTPs 10 mM 0,20 pl
micro4 Primer F 10 pmol/pl 0,25 pl
Temperatur Dauer Zyklen Primer R 10 pmol/pl 0,25 pl
DNA Polymerase®
94 °C 5 min 1 (FIREPoI) 5 U/ul 0,08 pl
92 °C 1 min DNA 25 ng/ul 1,00 pl
60 °C 1 min 42
72 °C 1 min

' Sequenz M13-Tail:
72 °C 10 min 1 CACGACGTTGTAAAACGAC

*bei wms55, wms58 Hotfire Polymerase

Sat-A

Temperatur Dauer Zyklen In allen PCR-Programmen folgt:

94 °C 3 min 1 4°C 20 min
94 °C 1 min 15°C o0

64 bis 55 °C 1 min 10; -1° C/Zyklus

72°C 1 min

94 °C 30s

55°C 1 min 30

72 °C 1 min

72 °C 5 min 1
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8.1.3 Verfahren der Gel-Elektrophorese

Alle PCR-Produkte wurden zumindest stichprobenartig auf einem Agarosegel
Uberpruft. Die Auswertung bei FragmentgréRenunterschieden groRer gleich 10 bp
erfolgte in der Regel in der horizontalen Gel-Elektrophorese-Kammer in einem 1 bis
2 %igen Agarosegel mit dem TBE Laufpuffer (10x) bei 3 bis 5 V/cm. Durch eine
Beimengung von niedrigprozentiger Ethidiumbromidlésung in das Agarosegel
werden die Bandenmuster unter UV-Licht im Transilluminator (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Milnchen) sichtbar und kénnen mit Hilfe von integrierter Kameratechnik im
Bild festgehalten und ausgewertet werden.

Fur kleinere FragmentgrolRenunterschiede wurde die Kapillarelektrophorese
(Beckman Coulter CEQ 8000) genutzt, fur die das PCR-Fragment allerdings mit einer
Cy5-, D3- oder D2-Markierung ausgestattet sein muss. Dies wird entweder durch
eine direkte Markierung des Forward-Primers erreicht oder bei Forward-Primern mit
einem speziellen M13-Tail (19 zusatzliche Basenpaare) kann ein beliebig markierter
Tail (Komplementarsequenz) der PCR zugegeben werden, der dann wahrend der
PCR eingebaut wird. In der Kapillarelekrophorese wird je nach Signalstarke
0,1 bis 1 yl PCR-Produkt zusammen mit einem geratespezifischen Standard (0,3 pl;
400 bp) in Formamid (30 pl) analysiert. Als Ergebnis dieser Analysen wird dem
Signal der Probe mit Hilfe des Standards eine Fragmentgrofde zugeordnet und

graphisch dargestellt. So kdnnen Unterschiede ab 1 bp sichtbar gemacht werden.
8.2 Anhang zu Ergebnissen

8.2.1 Sommergersten DH-Population 'RIL K4-56" x "Coracle’

Tabelle A 4: Leistungen der DH-Linien der Population "RIL K4-56" x "Coracle” in der nicht
infizierten Variante in Abhangigkeit von der Allelkombination im Mittel an 4
Standorten in 2 Jahren

Allelkombination/ Ryd3 ryd3 Ryd3 ryd3
Merkmal Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2
Kornertrag/Pflanze [g] 10,2 10,6 10,0 9,7
Ahren/Pflanze 12,9 13,0 12,8 12,7
TKG [g] 55,2 56,0 53,9 54,0
Kornzahl/Ahre 15,8 16,5 15,7 15,5
Wuchshoéhe [cm] 80,8 81,4 76,3 76,8

Datum Ahrenschieben 75% 08.Juni 09.Juni 08.Juni 06.Juni
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Tabelle A 5: Mittlere relative Leistung der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x "Coracle’
in Abhangigkeit von der Allelkombination an den verschiedenen
Versuchsstandorten in den Versuchsjahren 2008 und 2009; unterschiedliche

Buchstaben stehen flr signifikante Unterschiede der Allelkombinationen in

diesem Merkmal innerhalb des Versuchsstandortes

Standort Quedlinburg Bernburg
Allelkombination Ryd3 ryd3 Ryd3  ryd3 | Ryd3 ryd3 Ryd3  ryd3
Ryd2 Ryd?2 ryd2 ryd2 | Ryd2  Ryd2 ryd2 ryd2
Kornertrag/Pflanze [%] 127,5a 942c¢c 1118b 9,0d |108,8a 81,7¢c 90,7b 17,5d
Ahren/Pflanze [%] 1284a 101,3c 1184b 188d|111,3a 86,3b 946b 255¢c
TKG [%] 101,0a 96,5c 989b 757d]| 974a 944a 946a 77,7b
Kornzahl/Ahre [%)] 100,3a 974a 972a 59,8b|1029a 989a 1026a 884b
Wuchshdhe [%] 989a 942b 97,8a 599c|102,5a 992b 99,8ab 750c
Boniturnote 2,3a 3,1b 29b 66c | 25a 3,7b 35b 6,2c
Differenz im Ahrenschieben
[d] 23c 360Db 38b 104a] 06¢c 24b 31b 6,0a
ELISA-Extinktion (405nm) 0,62d 1,29a 1,16b 0,77c| 0,45b 1,03a 0,99a 0,99a
Standort Gudow Irlbach
Kornertrag/Pflanze [%] 101,3a 86,8b 974a 198c|117,7a 92,3c 1026b 389d
Anren/Pflanze [%)] 1026a 90,0b 948b 295¢ - - - -
TKG [%] 99,3a 969b 97,1b 757c| 986a 945a 98,0a 50,2b
Kornzahl/Ahre [%)] 100,0b 100,3b 106,5a 89,8¢c - - - -
Wuchshéhe [%] 986a 962b 97,7ab 758c|1052a 100,4a 106,3a 74,8b
Boniturnote ) 2,8 a 36b 34b 56¢c | 21a 3,2b 3,0b 58¢c
Differenz im Ahrenschieben
[d] - - - - 0,2b 0,5b 0,6b 20a
ELISA-Extinktion (405nm) 0,52¢ 0,85b 0,89ab 0,95a| 0,56c 1,20a 1,12ab 1,07b

Tabelle A 6: Mittlere relative Leistung der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x "Coracle’
in Abhangigkeit von der Allelkombination in den Versuchsjahren 2008 und 2009
(4 Standorte); unterschiedliche Buchstaben stehen fir signifikante Unterschiede
der Allelkombinationen in diesem Merkmal innerhalb der Jahre

Jahr 2008 2009
Allelkombination Ryd3 ryd3 Ryd3  ryd3 | Ryd3 ryd3 Ryd3 ryd3
Ryd2  Ryd2 ryd2 ryd2 | Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2
Kornertrag/Pflanze [%] 100,8a 804c 926b 183d|1275a 936c 107,2b 10,6d
Ahren/Pflanze [%)] 106,3a 89,0c 96,1b 295d]|1218a 96,0c 1089b 19,8d
TKG [%] 98,0a 952b 97,7a 79,7c¢c|100,2a 959b 96,7b 60,9c
Kornzahl/Ahre [%] 97,7ab 934b 997a 754c|104,3a 104,3a 1046 a 83,2b
Wuchshohe [%] 964a 945a 959a 66,5b|1025a 979b 1014a 720c
Boniturnote ) 2,4 a 34c 32b 6,1d [24a 34c 32b 6,1d
Differenz im Ahrenschieben
[d] 0,8b 0,8b 0,5b 49a |1,3c 30b 36b 70a
ELISA-Extinktion (405nm) 0,74c 143a 129b 121b|047c 100a 096a 0,84b

Die folgenden Tabellen A7 bis A13 sind Auszige aus der Ausgabedatei der

Statistiksoftware SAS 9.1. In der Regel beruhen die Analysen wegen einzelner

fehlender Werte auf einem unbalancierten Datensatz. Fur die Varianzanalyse wurden

die relativen Werte als Leistung der infizierten Variante / Leistung der nichtinfizierten

Variante berechnet.
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Tabelle A 7: Varianztabelle des relativen Kornertrages/Pflanze bei den DH-Linien der
Population "RIL K4-56" x "Coracle’; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 138,96 1530,78 <0,0001
Wiederholung 1 0,00 0,02 0,90
Standort 3 1,65 18,15 <0,0001
Jahr 1 6,33 69,75 <0,0001
Genotyp*Standort 9 1,49 16,39 <0,0001
Genotyp*Jahr 3 2,13 23,46 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 8 0,57 6,28 <0,0001

Tabelle A 8: Varianztabelle der relativen Ahrenzahl/Pflanze bei den DH-Linien der Population
"RIL K4-56" x “Coracle; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 93,95 1095,81 <0,0001
Wiederholung 1 0,01 0,07 0,79
Standort 2 3,36 39,17 <0,0001
Jahr 1 1,76 20,56 <0,0001
Genotyp*Standort 6 1,59 18,49 <0,0001
Genotyp*Jahr 3 1,83 21,35 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 8 0,91 10,62 <0,0001

Tabelle A 9: Varianztabelle des relativen TKG bei den DH-Linien der Population "RIL K4-56"
x "Coracle; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 14,57 1116,85 <0,0001
Wiederholung 1 0,00 0,01 0,93
Standort 3 1,00 76,98 <0,0001
Jahr 1 1,69 129,85 <0,0001
Genotyp*Standort 9 0,84 64,22 <0,0001
Genotyp*Jahr 3 1,75 133,85 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 12 0,73 55,68 <0,0001

Tabelle A 10: Varianztabelle der relativen Kornzahl/Ahre bei den DH-Linien der Population
'RIL K4-56" x "Coracle; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 6,92 168,99 <0,0001
Wiederholung 1 0,02 0,43 0,51
Standort 2 2,99 72,96 <0,0001
Jahr 1 3,18 77,59 <0,0001
Genotyp*Standort 6 1,15 28,06 <0,0001
Genotyp*Jahr 3 0,09 2,19 0,09
Genotyp*Standort*Jahr 8 0,37 8,93 <0,0001
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Tabelle A 11: Varianztabelle der relativen Wuchshoéhe bei den DH-Linien der Population "RIL
K4-56" x "Coracle; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 12,44 1087,87 <0,0001
Wiederholung 1 0,38 33,13 <0,0001
Standort 3 0,85 74,03 <0,0001
Jahr 1 0,36 31,21 <0,0001
Genotyp*Standort 9 0,22 19,20 <0,0001
Genotyp*Jahr 3 0,02 1,54 0,20
Genotyp*Standort*Jahr 4 0,03 2,45 0,04
Tabelle A 12: Varianztabelle der Differenz im Ahrenschieben bei den DH-Linien der

Population "RIL K4-56" x "Coracle; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 2362,60 123,03 <0,0001
Wiederholung 1 132,40 6,89 0,01
Standort 2 3598,57 187,39 <0,0001
Jahr 1 2257,41 117,55 <0,0001
Genotyp*Standort 6 408,51 21,27 <0,0001
Genotyp*Jahr 3 99,97 5,21 0,00
Genotyp*Standort*Jahr 4 511,61 26,64 <0,0001

Tabelle A 13: Varianztabelle der ELISA-Extinktion der infizierten Variante bei den DH-Linien
der Population 'RIL K4-56" x "Coracle; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 3 72,76 485,57 <0,0001
Wiederholung 1 2,18 14,57 0,00
Standort 3 7,21 48,14 <0,0001
Jahr 1 93,34 622,93 <0,0001
Genotyp*Standort 3 0,96 6,39 0,00
Genotyp*Jahr 9 4,12 27,46 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 8 24,04 160,44 <0,0001
8.2.2 Wintergersten DH-Population 'RIL K4-56" x 'DH21-136"
Tabelle A 14: Mittlere Leistungen der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x ' DH21-136" in
der nichtinfizierten Variante in Abhangigkeit von der Allelkombination
Allelkombination/ Ryd3  Ryd3  ryd3 ryd3 Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3
Merkmal Ryd2 Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2  ryd2  ryd2
QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL-
Kornertrag/Pflanze [g] 22,34 18,83 23,23 21,33 20,27 16,89 20,06 26,08
Ahren/Pflanze 1765 16,81 1755 16,58 18,85 16,72 19,84 18,85
TKG [g] 40,26 45,97 40,66 39,52 38,31 39,56 43,61 44,08
Kornzahl/Ahre 37,43 30,49 40,73 40,06 34,64 31,05 28,79 37,36
Wuchshoéhe [cm] 9418 94,76 951 94,89 88,95 87,8 90,48 91,16
Datum
Ahrenschieben 75%  12.Mai 10.Mai 09.Mai 11.Mai 11.Mai 11.Mai 12.Mai 12.Mai
Auswinterung [%] 73% 135% 81% 61% 97% 11,0% 94% 10,0%




Anhang

115

Tabelle A 15: Mittlere relative Leistung der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x "DH21-
136" in Abhangigkeit von der Allelkombination an den vier Versuchsstandorten
in den Versuchsjahren 2007/2008 und 2008/2009; unterschiedliche
Buchstaben stehen flr signifikante Unterschiede der Allelkombinationen in
diesem Merkmal innerhalb des Versuchsstandortes

Quedlinburg

Allelkombination/ Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3 Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3
Merkmal Ryd2 Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2 ryd2 ryd2

QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL-
Kornertrag/Pflanze [%] 1149a 116,7a 958a 102,3a 103,8a 109,0a 326b 19,2b
Ahren/Pflanze [%)] 116,7a 114,0a 1055a 110,0a 108,5a 112,7a 50,7b 358b
TKG [%] 956a 972a 941a 964a 966a 969a 799b 76,3b
Kornzahl/Ahre [%)] 1014a 1036a 965a 96,2a 992a 993a 720b 510c
Wuchshdéhe [%] 971a 974a 97,3a 965a 951a 96,7a 780b 655c
Boniturnote 2,0a 2,0a 2,5ab 30b 2,7b 25b 48c 6,3d
Differenz im
Ahrenschieben [d] 0,2c 0,6 bc 0,8 bc 1,6b 0,7 bc 0,6 bc 3,6a 48a
Auswinterung [%] 94,7ab 103,3ab 106,4a 100,7ab 101,4ab 96,17ab 89,0b 96,0ab
ELISA-Extinktion
(405nm) 0,11e 017e 0,72c¢c 091b 0,53d 0,74c 1,17a 1,05a

Bernburg
Kornertrag/Pflanze [%] 110,4a 103,4ab 921b 90,2b 1024ab 101,7ab 38,7c 11,4d
Ahren/Pflanze [%)] 108,2a 1053ab 93,9b 941b 1052ab 100,0ab 488c 214d
TKG [%] 100,5a 100,5a 101,2a 1014a 100,0a 100,3a 892b 799c
Kornzahl/Ahre [%] 101,9a 988a 959a 956a 980a 1029a 83,1b 628c
Wuchshéhe [%] 99.6a 995a 97,7a 989a 982a 98,7a 87,0b 70,3c
Boniturnote 2,2a 2,7a 24 a 2,4 a 2,7a 25a 39b 49c
Auswinterung [%] 0,5¢ 0,7c 0,5c 1,4bc 12bc 10bc 21D 33a
Differenz im
Ahrenschieben [d] 986a 106,0a 988a 974a 996a 1064a 101,5a 100,1a
ELISA-Extinktion
(405nm) 0,13d 0,09d 062b 069b 044c 066b 104a 1,07a
Gudow
Kornertrag/Pflanze [%] 103,0ab 106,0a 94,8ab 89,9b 100,0ab 102,3ab 47,8c 249d
Ahren/Pflanze [%)] 102,3a 1084a 99,7a 100,6a 1046a 1044a 634b 397c
TKG [%] 1004a 100,3a 993a 974a 100,5a 994a 88, 7b 80,0c
Kornzahl/Ahre [%)] 100,8a 99,3ab 97,0ab 922b 955ab 100,1ab 834c 69,6d
Wuchshdéhe [%] 99,2a 99,1a 986a 985a 97,8a 969a 912b 759c
Boniturnote 2,7 a 25a 3,1b 32b 3,1b 3,1b 45¢ 55d
Differenz im
Ahrenschieben [d] 0,4c -0,0c 0,7bc 047c 04c 0,6 bc 1,6ab 2,3a
Auswinterung [%] 102,9a 107,3a 101,7a 1069a 101,3a 106,4a 1050a 113,0a
ELISA-Extinktion
(405nm) 0,27d 041d 098ab 1,02ab 0,74c 1,02ab 1,11a 0,89 bc
Irlbach

Kornertrag/Pflanze [%] 96,4a 975a 924a 940a 914a 910a 548b 236¢C
TKG [%] 1014a 102,1a 101,0a 100,6a 101,0a 100,7a 90,8b 86,2b
Wuchshdéhe [%] 99,5a 994a 994a 97,0a 100,7a 100,4a 904b 764c
Boniturnote 29a 30b 3,5¢c 3,7c 3,4 bc 3,4 bc 45d 57e
Auswinterung [%] 0,8¢c 0,8c 1,9bc 12bc 1,4bc 1,8bc 26ab 3,7a
Differenz im
Ahrenschieben [d] 100,8a 955a 1109a 100,1a 107,3a 101,6a 106,3a 102,3 a
ELISA-Extinktion
(405nm) 042c 0,52c 150a 1,58a 1,22b 155a 152a 147a
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Tabelle A 16: Mittlere relative Leistung der DH-Linien der Population 'RIL K4-56" x "DH21-
136" in Abhangigkeit von der Allelkombination in den Versuchsjahren
2007/2008 und 2008/2009 (4 Standorte); unterschiedliche Buchstaben stehen
fur signifikante Unterschiede der Allelkombinationen in diesem Merkmal

innerhalb der Jahre

2008
Allelkombination/ Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3 Ryd3 Ryd3 ryd3 ryd3
Merkmal Ryd2 Ryd2 Ryd2 Ryd2 ryd2 ryd2 ryd2 ryd2
QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL- QTL+ QTL-
Komertrag/Pflanze [%] 102:02P 107.7a 927b 935b 1017ab 1019ab 488c 232d
Anren/Pflanze [%] 105,3ab 109,0a 94,3b 100,7ab 1053 ab 102,6ab 557c 350d
TKG [%] 993a 100,7a 988a 100,8a 100,8a 99,8a 888b 846¢
Kornzahl/Ahre [%] 101,3a 101,6a 984ab 92,0bc 98,8ab 100,9a 855c 65,6d
Wuchshdhe [%] 983a 988a 972a 961a 984a 979a 883b 734c
. 2,2a 2,4 ab 2,7c 3,1d 25bc 24abc 3,7e 49f
Boniturnote
Differenz im
Ahrenschieben [d] 09cd 08d 11cd 16bc 13cd 11cd 23b 33a
. . 992a 992a 1046a 1029a 1008a 1012a 1014a 992a
Auswinterung [%]
ELISA-Extinktion 031e 038e 132c 150ab 111d 124cd 155a 1.37bc
(405nm)
2009
Komnertrag/Pflanze [%] 112,7a 1083a 1059a 1020a 1068a 1086a 525b 283c
Anren/Pflanze [%] 1127a 1083a 1059a 1020a 1068a 1086a 525b 283c
TKG [%] 997a 996a 994a 969a 981a 987a 851b 762c
Kornzah/Ahre [%] 1015a 983a 943a 965a 963a 1009a 729b 583c
Wuchshshe [%] 996a 993a 99,7a 995a 97,4a 983a 845b 711c
. 28a 29a 32b 33b 34b 34b 51c 6,2d
Boniturnote
. . 02b 00b 09b 06b 05b 10b 30a 41a
Auswinterung [%]
Differenz im 992a 1129a 101,8a 100,8a 1025a 1058a 97,0a 1093 a
Ahrenschieben [d]
ELISA-Extinktion 021f 028e 085c 094b 066d 095b 114a 1,08a

(405nm)

Die folgenden Tabellen A17

bis A24 sind Auszuge aus der Ausgabedatei der

Statistiksoftware SAS 9.1. In der Regel beruhen die Analysen wegen einzelner

fehlender Werte auf einem unbalancierten Datensatz. Fur die Varianzanalyse wurden

die relativen Werte als Leistung der infizierten Variante / Leistung der nichtinfizierten

Variante berechnet. Angegeben sind jeweils die Freiheitsgrade (FG), die mittlere

Quadratsumme (MQ), der Fehler (F) und die Varianzkomponente fur die einzelnen

Varianzursachen.
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Tabelle A 17: Varianztabelle des relativen Kornertrages/Pflanze bei den DH-Linien der
Population "RIL K4-56" x 'DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 26,06 184,83 <0,0001
Wiederholung 1 0,03 0,19 0,66
Standort 3 0,79 5,58 0,00
Jahr 1 0,35 2,51 0,11
Genotyp*Standort 21 0,33 2,38 0,00
Genotyp*Jahr 7 0,22 1,53 0,15
Genotyp*Standort*Jahr 24 0,21 1,52 0,05
Tabelle A 18: Varianztabelle der relativen Ahrenzahl/Pflanze bei den DH-Linien der
Population "RIL K4-56" x ' DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen
FG MQ F P
Genotyp 7 16,08 170,78 <0,0001
Wiederholung 1 0,20 2,08 0,15
Standort 2 1,20 12,77 <0,0001
Jahr 1 0,60 6,41 0,01
Genotyp*Standort 14 0,22 2,29 0,00
Genotyp*Jahr 7 0,21 2,26 0,03
Genotyp*Standort*Jahr 16 0,25 2,63 0,00

Tabelle A 19: Varianztabelle des relativen TKG bei den DH-Linien der Population "RIL K4-

56" x 'DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 1,28 118,21 <0,0001
Wiederholung 1 0,02 2,16 0,14
Standort 3 0,42 38,74 <0,0001
Jahr 1 0,30 27,32 <0,0001
Genotyp*Standort 21 0,02 1,39 0,11
Genotyp*Jahr 7 0,05 4,30 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 24 0,04 3,73 <0,0001

Tabelle A 20: Varianztabelle der relativen Kornzahl/Ahre bei den DH-Linien der Population
‘RIL K4-56" x 'DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 3,38 99,01 <0,0001
Wiederholung 1 0,07 1,96 0,16
Standort 2 0,06 1,71 0,18
Jahr 1 0,39 11,35 0,00
Genotyp*Standort 14 0,11 3,22 <0,0001
Genotyp*Jahr 7 0,15 4,45 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 16 0,04 1,18 0,27

Tabelle A 21: Varianztabelle der relativen Wuchshéhe bei den DH-Linien der Population

'RIL K4-56" x 'DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 1,93 195,17 <0,0001
Wiederholung 1 0,00 0,00 0,98
Standort 3 0,25 25,10 <0,0001
Jahr 1 0,00 0,00 0,98
Genotyp*Standort 21 0,04 3,61 <0,0001
Genotyp*Jahr 7 0,04 418 0,00
Genotyp*Standort*Jahr 24 0,05 5,01 <0,0001
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Tabelle A 22: Varianztabelle der Differenz im Ahrenschieben bei den DH-Linien der
Population "RIL K4-56" x 'DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 243,79 36,56 <0,0001
Wiederholung 1 0,38 0,06 0,81
Standort 3 65,74 9,86 <0,0001
Jahr 1 207,69 31,14 <0,0001
Genotyp*Standort 21 14,67 2,20 0,00
Genotyp*Jahr 7 33,87 5,08 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 16 43,42 6,51 <0,0001

Tabelle A 23: Varianztabelle der relativen Auswinterung bei den DH-Linien der Population
'RIL K4-56" x 'DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 0,11 1,21 0,30
Wiederholung 1 0,02 0,24 0,62
Standort 3 0,53 6,00 0,00
Jahr 1 0,32 3,59 0,06
Genotyp*Standort 21 0,14 1,62 0,04
Genotyp*Jahr 7 0,16 1,83 0,08
Genotyp*Standort*Jahr 16 0,18 1,98 0,01

Tabelle A 24: Varianztabelle der ELISA-Extinktion der infizierten Variante bei den DH-Linien
der Population "RIL K4-56" x " DH21-136"; Genotyp = Allelkombinationen

FG MQ F P
Genotyp 7 71,01 540,92 <0,0001
Wiederholung 1 0,73 5,57 0,02
Standort 3 83,94 639,39 <0,0001
Jahr 1 38,17 290,75 <0,0001
Genotyp*Standort 7 2,64 20,12 <0,0001
Genotyp*Jahr 21 1,85 14,09 <0,0001
Genotyp*Standort*Jahr 8 2,01 15,33 <0,0001

8.2.3 BYDV-PAV Ubertragungsversuch im Gewichshaus

Tabelle A 25: Mittlere ELISA-Extinktionen in den inokulierten Pflanzen (Zielpflanzen) in
Abhangigkeit von der Virusquelle; R = Ryd2/Ryd3/QTL+, S = ryd2/ryd3/QTL-

Extinktion Virusquelle
R S
0,26 0,78 1,03 1,66
Extinktion R 0,48 0,22 0,13 0,25 0,28
Zielpflanze S 1,38 1,33 1,37 1,19 1,33
0,93 0,78 0,75 0,68
0,87 0,72
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8.2.4 DH-Population 'Post” x 'Vixen” |

Tabelle A 26: Mittlere absolute Leistung der DH-Linien und Kreuzungseltern der Population
"Post” x "Vixen’ | in der nichtinfizierten Kontrolle (2-jahriges Mittel)

Merkmal DH-Linien "Post’ “Vixen’

Kornertrag/ 220 303 226
Pflanze [g]

Ahren/Pflanze 20,1 17,0 24,5

TKG [g] 3,7 3,7 4.8

Kornzahl/Ahre 31,6 56,2 19,3

Wuchshohe [cm] 122,0 109,4 108,8

Tabelle A 27: Korrelationen (r) zwischen den relativen Leistungen der Linien der Population
"Post” x "Vixen” | in den erfassten Merkmalen nach WDV-Inokulation
(2-jahriges Mittel)

Merkmal Kornertrag Ahren TKG  Kornzahl /Ahre  Wuchshéhe
[Pflanze [%] /Pflanze [%] [%] [%] [%]

Ahren/Pflanze [%] 0,22

TKG [%] 0,12 0,72

Kornzahl/Ahre [%] 0,30 0,42 0,37

Wuchshoéhe [%] - 0,81 0,63 0,36

Boniturnote (BN) - -0,75 -0,54 -0,27 -0,91

a =0,05; nach Spearman

8.2.5 DH-Population 'Post” x "Vixen’ Il

Tabelle A 28: Mittlere absolute Leistung der DH-Linien und Kreuzungseltern der Population
"Post” x "Vixen” Il in der nichtinfizierten Kontrolle im WDV-Feldversuch

2008/2009
Merkmal Mittelwert "Post’ "Vixen’
Kornertrag/Pflanze [g] 19,4 33,5 22,3
Ahren/Pflanze 16,5 19,7 23,9
TKG [g] 4,2 3,4 4,9
Kornzahl/Ahre 29,6 455 19,1
Wuchshéhe [cm] 128,0 129,8 111,7

Tabelle A 29: Korrelationen (r) zwischen den relativen Leistungen der Linien der Population
‘Post” x "Vixen” Il in den erfassten Merkmalen im WDV-Feldversuch

2008/2009
Merkmal Kornertrag Ahren TKG  Kornzahl /Ahre  Wuchshéhe
/Pflanze [%] /Pflanze [%] [%] [%] [%]
Ahren/Pflanze [%] 0,95
TKG [%] 0,73 0,65
Kornzahl/Ahre [%] 0,87 0,71 0,58
Wuchshohe [%] 0,88 0,88 0,67 0,72
Boniturnote (BN) -0,91 -0,92 -0,66 -0,73 -0,97

a =0,05; nach Spearman
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1.

Die durch Insekten Ubertragenen Viruskrankheiten Barley yellow dwarf virus
(BYDV) und Wheat dwarf virus (WDV) werden durch den Fortgang des
prognostizierten Klimawandels mit ansteigenden Temperaturen durch regelmaRig
auftretende erhebliche Ertragsverluste weiter an Bedeutung im Gerstenanbau

gewinnen.

Der Anbau von gegenuber BYDV und WDV resistenten oder toleranten Sorten ist
die langfristig effizienteste Methode um Ertragssicherheit zu gewahrleisten, da die
praxisubliche Vektorenbekampfung mit Insektiziden oft witterungsbedingt an ihre
Grenzen stolt. In Deutschland sind keine gegenuber BYDV oder WDV

widerstandsfahigen Gerstensorten zugelassen.

Molekulare Marker sind bei der Resistenzzichtung gegenuber von Insekten
Ubertragenen Viruskrankheiten ein wichtiges Hilfsmittel, da die Virustestung sehr

aufwandig ist und damit im praktischen Zuchtgang nicht durchzufiuihren ist.

Die markergestutzte Pyramidisierung toleranzbedingender Allele ist eine Methode
die bei der Gerste bereits erfolgreich zur Verbesserung der Resistenz z. B.

gegenuber dem Mosaikvirus-Komplex angewendet wurde (Werner et al. 2005).

Von den Resistenzgenen, die zu Beginn der Arbeit in der Gerste gegenlber
BYDV bekannt waren, bieten sich Ryd2 (Chromosom 3H) und Ryd3 (Chromosom
6H) und der QTL auf Chromosom 2H fur eine Kombination an, insbesondere da
es bereits Pflanzenmaterial gibt, in dem sowohl Ryd2 als auch der QTL enthalten

sind, und fur alle Allele gekoppelte molekulare Marker vorhanden sind.

Die Toleranz der Sorte "Post” ist derzeit der einzige Hinweis auf
Widerstandsfahigkeit der Gerste gegenuber WDV. Durch QTL-Analysen kann
diese Toleranz im Genom der Gerste lokalisiert und so fur die Zuchtung nutzbar

gemacht werden.

Doppelhaploide (DH) Linien erleichtern durch ihre Homozygotie die Feststellung
des Genotyps und die Abschatzung des Einflusses auf den Phanotyp, weshalb
sie sowohl in der Pyramidisierung als auch fur QTL-Analysen ein wichtiges

Werkzeug sind.
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8.

Um in der Resistenztestung verlassliche Ergebnisse zu erzielen, muss ein hoher
Infektionsdruck durch das Virus (BYDV, WDV) zustande kommen, welcher durch
eine experimentelle Infektion mit Hilfe auf Virusquellen angezogener Vektoren

(Blattlaus, Zikade) erreicht wird.

Die Kombination von Ryd2 und Ryd3 fuhrte zu einer signifikanten Verringerung
des Virusgehaltes (Virusextinktion, DAS-ELISA) und einer deutlich verringerten
Infektionsrate gegenuber den genotypisch anfalligen Linien (ryd2/ryd3) und
solchen mit den entsprechenden einzelnen positiven Allelen. Die Kombination
von Ryd2 und Ryd3 fuhrt damit zu einer quantitativen Resistenz gegenlber
BYDV, wohingegen die einzelnen Resistenzallele von Ryd2, Ryd3 und des QTL
auf Chromosom 2H zwar eine verminderte Symptomauspragung bewirken, aber

der Virusgehalt in den Pflanzen weiterhin auf hohem Niveau liegt (Toleranz).

10.Die Kombination von Ryd2 und Ryd3 flhrte in der Population 'RIL K4-56" x

11.

"Coracle” zu einer hoheren Leistung bei den Ertragsparametern wie relativem
Kornertrag pro Pflanze bei BYDV-Infektion gegenuber den anderen Genotypen.
In den DH-Linien der Kreuzung "'RIL K4-56" x 'DH21-136" war der Unterschied zu
Linien mit nur einem der beiden Resistenzallele deutlich geringer ausgepragt. Der
QTL auf Chromosom 2H hat allgemein nur eine geringe Toleranzwirkung

gegenuber BYDV im Vergleich zu den Resistenzallelen Ryd2 und Ryd3.

In QTL-Analysen mit den genetischen und phanotypischen Daten zweier DH-
Populationen der Kreuzungen "Post” x "Vixen” wurden QTL flr Widerstands-
fahigkeit gegentiber WDV auf den Chromosomen 1H, 2H, 3H und 4H detektiert.
Der aussagekraftigste QTL ist jener auf Chromosom 4H, da er in beiden
Populationen Ubereinstimmend fur die Symptomauspragung und die relative
Halmlange im Bereich des SSR HVM3 zu finden ist. Er erklart bis zu 32 % der

phanotypischen Varianz der Populationen.

12.Die Kombination von Ryd2 und Ryd3 in Gerstensorten ist im Moment die beste

Moglichkeit zur Zuchtung BYDV-toleranter bzw. quantitativ resistenter Sorten.
Weitere bekannte Toleranz- oder Resistenzquellen sind entweder weniger
effektiv, wie der QTL auf Chromosom 2HL (Scheurer et al. 2001), bedurfen einer

genaueren Charakterisierung, wie der QTL von Kraakman et al. (2006) oder sind
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fur die Zuchtung noch nicht direkt nutzbar, wie es bei dem durch Scholz et al.

(2009) in Hordeum bulbosum identifizierten Resistenzgen Ryd4™ der Fall ist.

13.In der Gerstenziichtung kann die markergestltzte Kombination der Toleranzallele
der Gene Ryd2 und Ryd3 aufgrund der Lokalisierung auf unterschiedlichen
Chromosomen (3H, 6H) und der Verfugbarkeit der eng gekoppelten PCR-
basierten Marker YIpPCRM und HVM74 (neben weiteren Markern wie HVM22
und HVM14, siehe NIKS et al. 2004) mit relativ geringem Aufwand durchgefihrt

werden.

14.Die identifizierten QTL zur WDV-Toleranz der Sorte "Post” sind der erste Hinweis
darauf, dass an der Toleranzauspragung in Gerste mehrere Gene beteiligt sind.
Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig um die Ergebnisse zu bestatigen
und die Effizienz und damit den Wert der identifizieten QTL in anderem
genetischen Hintergrund abzuschatzen, ehe diese Toleranz zichterisch genutzt

werden sollte.
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