Uta Engelmann
Institut flir Resistenzforschung und Stresstoleranz

Kartierung und zichterische
Nutzung von Resistenzen gegen
die Weizenblattdirre
(Pyrenophora tritici-repentis)

Julius Kithn-Institut
Bundesforschungsinstitut flir Kulturpflanzen




Kontakt/Contact:

Uta Engelmann

Julius Kiihn-Institut

Institut fr Resistenzforschung und Stresstoleranz
Erwin-Baur-Str. 27

06484 Quedlinburg

Die Schriftenreihe ,,Dissertationen aus dem Julius Kiihn-Institut" verdffentlicht Doktorarbeiten, die in enger
Zusammenarbeit mit Universitaten an Instituten des Julius Kihn-Instituts entstanden sind

The publication series ,Dissertationen aus dem Julius Kiihn-Institut" publishes doctoral dissertations originating
from research doctorates completed at the Julius Kiihn-Institut (JKI) either in close collaboration with universities
or as an outstanding independent work in the JKI research fields.

Der Vertrieb dieser Monographien erfolgt Giber den Buchhandel (Nachweis im Verzeichnis lieferbarer Blicher -
VLB) und OPEN ACCESS im Internetangebot www.jki.ound.de Bereich Veréffentlichungen.

The monographs are distributed through the book trade (listed in German Books in Print - VLB) and OPEN
ACCESS through the JKI website www.jki.ound.de (see Publications)

Wir unterstiitzen den offenen Zugang zu wissenschaftlichem Wissen.
Die Dissertationen aus dem Julius Kiihn-Institut erscheinen daher OPEN ACCESS.
Alle Ausgaben stehen kostenfrei im Internet zur Verfligung:
http://www.jki.ound.de Bereich Veroffentlichungen

We advocate open access to scientific knowledge. Dissertations from the Julius Kithn-Institut
are therefore published open access. All issues are available free of charge under
http://www.jki.ound.de (see Publications).

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation

In der Deutschen Nationalbibliografie: detaillierte bibliografische
Daten sind im Internet tber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Bibliographic information published by the Deutsche Nationalbibliothek (German National Library)
The Deutsche Nationalbibliothek lists this publication in the Deutsche Nationalbibliografie; detailed
bibliographic data are available in the Internet at http://dnb.dnb.de.

ISBN 978-3-95547-010-4
DOI 10.5073/dissjki.2014.003

Herausgeber / Editor
Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fuir Kulturpflanzen, Quedlinburg, Deutschland
Julius Kiihn-Institut, Federal Research Centre for Cultivated Plants, Quedlinburg, Germany

© Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen sowie der genannten Universitat, 2014.
Das Werk ist urheberrechtlich geschiitzt. Die dadurch begriindeten Rechte, insbesondere die der
Ubersendung, des Nachdrucks, des Vortrages, der Entnahme von Abbildungen, der Funksendung, der
Wiedergabe auf fotomechanischem oder dhnlichem Wege und der Speicherung in
Datenverarbeitungsanlagen, bleiben, auch bei nur auszugsweiser Verwertung, vorbehalten.



Dissertation aus dem  Fachbereich 09, Agrarwissenschaften,
Okotrophologie und Umweltmanagement, der Justus-Liebig-Universitit
GieBen, Institut fur Pflanzenziichtung und Pflanzenbau |, Professur fir
Pflanzenziichtung

Kartierung und ziichterische Nutzung
von Resistenzen gegen die
Weizenblattdiirre
(Pyrenophora tritici-repentis)

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor agriculturae
—Dr. agr. -

im Fachbereich
Agrarwissenschaften, Okotrophologie und Umweltmanagement
der Justus-Liebig-Universitat GieBen

vorgelegt von
Uta Engelmann
aus Bobritzsch, Sachsen

Giellen, 2014



Inhaltsverzeichnis

1

T a1 1=T 0 o= PP RRPPNS 1
1.1 Die Kulturpflanze Weizen (Triticum Qestivim L.) ..........ccoueeeecevieeeiiiie e eetiee e eciee e evaee e 1
1.1.1 Taxonomie und Evolution des WEIZENS .........coceeerieeriiiinieeieesee e 1
1.1.2 Bedeutung und NUtZUNE deS WEIZENS ......ueeeviieiiciiiiiee ettt e eeertrrre e e e e e bare e e e e e 1
1.2 Der Erreger der Weizenblattdlirre (Pyrenophora tritici-repentis)............cccccveecveecvvrescreennnen. 2
1.2.1 TaXONOMI€ VON P. LrItiCI-FEPENTIS .....uuuuueereiiiiiiiiiiiiiiiiiriierrrererereeeeereeeseeeeeeeseseeesereseeeeeeeeeees 2
1.2.2 GeNOMSEIUKLUT dES EFTEEEIS covviiiiiieeee e ettt e e e ettt e e e e e e e sareaee e e e e e ennneaeees 3
1.2.3 Wirtskreis und Lebenszyklus von P. tritiCi-repentis............cccuueeeeeecvueeeeeeeeecciineeeeeeeeeinns 3
1.2.4 INfEktioNSMECNANISIMUS......eiiiiiee e s e 4
1.2.5 Schadsymptome UNd BONITUN .....c..viiiiiiiie e e e e saaae e e s anaee s 5
1.2.6 BekdampfungsmaBnahmen und wirtschaftliche Bedeutung der Weizenblattdirre........ 6
1.2.7 Rassencharakterisierung bei P. tritiCi-repentiS.............cccvueeieciveeeeciiieeeeiieeeeceeeeesreee e 7
1.2.8 TOXING VON P. LHIEICI-T@PENTIS .......ueeeeeeeeiriiieiiiririeeeieieeirterereeeeeeeeeeeeeeeereeerrerereeereeereseeeaeeeeeees 9
1.3 Genetik der Resistenz gegenliber P. tritiCi-repentis ............ccceeeeeeccciveeeeeeeecccieeee e eecceeeeens 11
1.3.1 Qualitative, monogene Resistenz gegeniiber P. tritici-repentis ...........cc.cccccevveeeeeeeennns 12
1.3.2 Quantitative Resistenz gegenUber P. tritiCi-repentis.........cccceeeveeeeecveeeeeieeeesiieee e 13
1.4 MOIEKUIAIE IMArKET ...t 20
141 Amplified Fragment Length Polymorphism-Marker ........cccccovviiiiiiiiniiieecieee e 21
1.4.2 Simple Sequence Repeat-IMarker ... 22
1.4.3 Diversity Arrays Technology-Marker ...t 23
1.5 CTT Sy d el o[l = L =T 0o =SS URPROt 25
1.6 Quantitative Trait LOCUS-ANAIYSEN ......uiiiiiiiie ittt e e e e s araee s 27
1.7 ZielStelluNg der ArDEIt ......occuiie e e 29
Material UNd MethOTEN ....c..coiuiiiiiiii ettt 30
2.1 Pflanzenmaterial und Pflanzenanzucht ...........cooeoiiiiiniiiiiiee e 30
2.1.1 Untersuchungspopulationen..........ceecoiiiiiiie et e e 30
2.1.2 Differentialsortiment........oii it 30
2.1.3 Pflanzenanzucht im GeWAChSNAUS .......coocuiiiiiiiiiiir e 31
2.2 Das Pathogen P. tritiCi-rEPENTIS ..........cccccueeeeciieeeeiieeeeectee e eeee e e e cttee e s sstaeeesertaeeesbtaeesssaeeeeans 31
2.2.1 Verwendete P. tritici-repentis I1SOIate........euiiivecciiieei e 31
2.2.2 Pilzkultivierung und Herstellung des Sprihinokulums..........ccccveeeeeiiiiiiiieee e, 31
2.2.3 Herstellung des Inokulums flir den Feldversuch ..........ccccooooiiiiiieiiicceeee e, 32

2.2.4 Rassencharakterisierung europdischer P. tritici-repentis Isolate.........c.cccceeevcveeeennnenn. 32



2.3 Phanotypisierung der Untersuchungspopulationen .........cccccuviieeiiiiiciiieeee e 34

23.1 FEIAVEISUCNE. ... ittt et et e e s e b e s b e e saeeesareeeaes 34
2.3.2 Ganzpflanzentests im GEWAChShAUS ........coocciiiiiiii e 34
233 BlattSEEMENTLESTS ..vviiiiiiieie it e e e st e e e ebr e e e e srae e e saraeeeeans 34
234 BefallShONITUL ..o 35
2.4 Molekulare MarkeranalySen ........cccuuviiiiiie et e e ba e e e e eaaeeeeans 35
2.4.1 DNA-Extraktion Und DNA-IMESSUNE.......ccuviiiieeeiieeiiiiireeeeeeeiirteeeeesesssassaneeeessennnnnneeeens 35
2.4.2 LG 1= 1] G o] o a Vo] S USSR 36
2.4.3 Genotypisierung der Kartierungspopulationen..........ccccvvieeviiiiicciiiiiee e 37
2.4.3.1 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)-Analysen........cccccceveeecvveenveennnen. 37
2.4.3.2 Simple Sequence Repeat (SSR)-ANAIYSEN .....ccovciieeiiiiiee et e 39
2.4.3.3 Diversity Arrays Technology (DAFT)-ANalySEN .......ccccueeeiiiieeeeiiiee ettt ecreee e 41

25 StatistisChe MethOden ..o 41
2.5.1 Auswertung der Ganzpflanzentests, Blattsegmenttests und Feldversuche.................. 41
2.5.2 Erstellung der KopplungSKarten ........cciiciiiei ittt e st e e e svae e e 41
253 (O N F=1 V2= o PRSP 42

T 1 = =1 o T o1 1Y YRR 43
3.1 Rassenzuordnung der P. tritici-repentis 1SOlate.........ccccceeieecciiiieeii e 43
3.2 Resultate der Resistenztestung der DH-Populationen.........cccvvveeiiiiccciieeee e 44
3.2.1 Ergebnisse des FEIAVEISUCRS ........eeev ittt 44
3.2.2 Ergebnisse der Ganzpflanzentests im Gewachshaus .........cccccvveeeeieiiiiciiieeee e, 46
3.2.3 Ergebnisse der Blattsegmenttests.....ccccciiiiiciiie i 49
33 Ergebnisse der GENOLYPISIEIUNG .....vveiiiiiiee ettt e ettt e e e ectte e e e etae e e seatae e e ebteeeeeasaeaeeans 53
3.3.1 Ergebnisse des EItErNSCreENINGS ...cceeiiieceiiiieee et rbrare e e 53
3.3.2 GENEtiISChE Karten ..cooeei e e e 53
3.4 Detektion von Resistenz-QTL gegenlber P. tritiCi-repentis.............ccocccevveeeeeeeeccciveeeeaeeeeenns 59
N b 1 (U133 o IR 68
4.1 Rassencharakterisierung europdischer P. tritici-repentis 1solate.........c.ccoceevcvveeeiiveeeecnnenn. 68
4.2 Resistenztestung der DH-POPUIAtiONEN ......ccccuviiiiiiiiii ettt e 71
4.2.1 Weizenblattdirrebefall der DH-Populationen im Feldversuch..........ccccceecieeiecvineenneee. 71
4.2.2 Weizenblattdiirrebefall der DH-Populationen im Gewachshausversuch ..................... 74
4.2.3 Weizenblattdiirrebefall der DH-Populationen im Blattsegmenttest ..........ccccovveeeeennn. 76
4.3 GENELISCHE KArtiEIUNE . .veii ettt e st e e e s abe e e e s bae e e e sabeeeeennreas 78
4.4 Resistenz-QTL gegenUber P. tritiCi-rePeNntis ...........cccueeecvuveeeiiieeeeeiiieeeesireeescreeeesreeessaaeeeens 81

AV LY [ 010 o V=T 0] 7 1Y U] o= SRR 89



O 00 N O

R U120 - 1 VPP PPRPP 90

VErWENAETE SOFEWAIE ...ttt e e e e e ettt a e e e s e s e s e e bbb s e e saeeessbanaaans 91
[T O V= wA=] o] a1 TR 92
FiN o oY o [UT Y =4 V=Y 2= ol o T o 113U 127

EIE] oL L =T8NV A= el 0L R 129



Abkiirzungsverzeichnis

AFLP
AUD
AUDPC
BBCH
BMELV
bp

°C

CAD
cM

cm
DArT
ddH,0
DH
Died.
DNA
dNTP

Drechs.

h2
ha
ITMI

min

ml

mM
NBS-LRR
NIL

PCR

pM

Ptr

Amplified Fragment Length Polymorphism
Australischer Dollar

Area Under the Disease Progress Curve
Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und chemische Industrie
Bundesministerium fir Erndhrung. Landwirtschaft und Verbraucherschutz
Basenpaare

Grad Celsius

Kanadischer Dollar

centi Morgan

Zentimeter

Diversity Arrays Technology

Doppelt destilliertes Wasser
Doppelhaploide

H. Diedicke

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate

C. Drechsler

Gramm

Erdbeschleunigung

Stunde

Heritabilitat

Hektar

International Triticeae Mapping Initiative
Kilobasen

Kilodalton

Liter

C.von Linné

Logarithm of Odds

Lux

Meter

Molar

Milliampere

Megabasen

Minute

Milliliter

Millimolar

Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Repeat
Nah-isogene Linie
Polymerase-Kettenreaktion

Pikomolar

Pyrenophora tritici-repentis



QrL

RFLP
RIL

Shoem.

SNP
SSR

uM
usb

Quantitative Trait Locus
Korrelationskoeffizient

Restriction Fragment Length Polymorphism
Rekombinante Inzuchtlinie

Sekunde

R. A. Shoemaker

Single Nucleotid Polymorphism

Simple Sequence Repeat

Tonne

Mikroliter

Mikromolar

Dollar der Vereinigten Staaten von Amerika
Volt

Watt



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Kulturpflanze Weizen (Triticum aestivum L.)

1.1.1 Taxonomie und Evolution des Weizens

Der Brot- oder Saatweizen (Triticum aestivum L.) ist eine monokotyle Art und gehort zur Familie der
Poaceae, die mit mehr als 10 000 Arten und 668 Gattungen eine der grofRten Pflanzenfamilien ist
(Bresinsky et al. 2008). In der Gattung Triticum sind sowohl diploide, tetraploide als auch hexaploide
Arten vertreten (Sharma 2012). Der allohexaploide Brotweizen weist einen Chromosomensatz von
2n=6x=42 (AABBDD) auf, der aus drei homoeologen Genomen (A, B und D, s.u.) besteht. Mit
anndhernd 17 000 Mb stellt das Weizengenom ein sehr groRes und komplexes Genom dar (Bennett
und Leitch 2010). Es ist etwa 35mal gréRer als das sequenzierte Reisgenom (489 Mb) und besteht aus
bis zu 80 % repetitiver DNA (Bennett und Leitch 2010, Goff et al. 2002, Yu et al. 2002, Smith und
Flavell 1975). Unter Leitung des International Wheat Genome Sequencing Consortium wird derzeit
die Sequenzierung des Weizengenoms und, basierend auf diesen Sequenzdaten, die Erstellung einer
physischen Karte vorangetrieben (http://www.wheatgenome.org, Philippe et al. 2012, Philippe et al.
2013).

Der allohexaploide Weizen (T. aestivum) ist durch zwei spontane Hybridisierungen diploider
Vorlaufer entstanden. Das Entstehungsgebiet und Diversitatszentrum des Weizens ist die Region des
Fruchtbaren Halbmonds (Brown et al. 2008). Der erste Hybridisierungsschritt hat vor
ca. 300 000-500 000 Jahren zwischen T. urartu (2n = 2x = 14), dem Donor des A-Genoms, und eines
unbekannten diploiden B-Genomdonors stattgefunden (Peng et al. 2011). Aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten wird angenommen, dass der B-Genomdonor aus der Sitopsis-Sektion der
Gattung Aegilops stammt (Jiang et al. 2012). Chloroplastidire Genomanalysen bestadtigen diese
Annahme (Haider 2012). Als Resultat der ersten Hybridisierung entstand tetraploider wilder Emmer,
T. dicoccoides, der vor 10 000 Jahren erstmals domestiziert wurde und als Vorlaufer des heutigen
kultivierten Emmers, T. dicoccum, gilt (Peng et al. 2011, Ozkan et al. 2002). Das zweite
Hybridisierungsereignis hat vor ca.8 000 Jahren stattgefunden und fiihrte zur Entstehung der
hexaploiden Wildform des Weizens mit dem Genom AABBDD (Peng et al. 2011, Faris et al. 2003). Als
Donor des D-Genoms gilt das diploide Wildgras Aegilops tauschii, welches unter anderem positive
Effekte auf die Keimfahigkeit, die Backfahigkeit und verschiedene Krankheitsresistenzen, z.B.
gegeniber Mehltau oder Braunrost, vermittelt (Landjeva et al. 2010, Chen et al. 2012b, Cox et al.
1994, Miranda et al. 2007). Im Laufe der Domestizierung des Weizens fanden Selektionsprozesse an
morphologisch auffalligen und fiir die Nutzung wichtigen Merkmalen statt, wie beipielsweise der
Spindelbriichigkeit oder der Reduktion der Spelzen (Peng et al. 2003, Faris et al. 2003).

Das heutige globale Weizenanbaugebiet erstreckt sich zwischen 30° und 60° nérdlicher Breite und
zwischen 27° und 40° stidlicher Breite (Curtis 2002).

1.1.2 Bedeutung und Nutzung des Weizens

Weizen (T. aestivum) ist eine der bedeutendsten Kulturpflanzen. Im Jahre 2012 wurden weltweit auf
216 x 10° ha Weizen angebaut und 674 x 10° t produziert (FAOSTAT http://faostat.fao.org/site/291/
default. aspx, konsultiert am 09.12.2013). Somit ist Weizen nach Mais (875x 10°t) und Reis
(718 x 10°t) global die drittwichtigste Kulturpflanze. In Europa (ohne die Russische Foderation)
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konnten 157 x 10°t Weizen geerntet werden (2012), wobei Deutschland mit 22 x 10°t (entspricht
14,2 % der europaischen Weizenproduktion) der zweitwichtigste Weizenproduzent nach Frankreich
ist (FAOSTAT http://faostat.fao.org/site/291/default.aspx, konsultiert am 09.12.2013).

Weizen wird, in Abhangigkeit seiner Qualitat, in vielfaltiger Weise genutzt. Am wichtigsten ist die
Nutzung von Weizen fir die menschliche Erndhrung zur Herstellung von Brot- und Backwaren. In
Deutschland wurden 2012 32,0% des zur Verfigung stehenden Weizens in der
Nahrungsmittelindustrie eingesetzt (BMELV, Fehler! Hyperlink-Referenz ungiiltig.http://www.bmelv-
statistik.de/index.php?id=139&stw= Versorgung Tabellennummer: MBT-0201030-0000, konsultiert
am 09.12.2013). Eine weitere bedeutende Verwendung findet Weizen in der Tiererndhrung als
energiereiches Futter. Darliber hinaus gewinnt Weizen seit einigen Jahren als Energiepflanze an
Bedeutung. So wurden 2012 in Deutschland 8,2 % des zur Verfligung stehenden Weizens zur
Energiegewinnung in Form von Bioethanol verwendet (BMELV, http://www.bmelv-
statistik.de/index.php?id =139&stw=Versorgung Tabellennummer: MBT-0201030-0000, konsultiert
am 09.12.2013). GemaR der Vorgabe der Europdischen Union soll der Anteil von Biokraftstoffen bis
zum Jahr 2020 in allen EU-Mitgliedstaaten weiter steigen (EU Richtlinie zur Nutzung von Energie aus
erneuerbaren Quellen,
http://europa.eu/legislation_summaries/energy/renewable_energy/en0009_de.htm). Daher wird
die Nachfrage nach erneuerbaren Rohstoffen wie Holzschnitzel, Zuckerriiben, Mais oder Weizen
weiter wachsen (http://www.cropenergies.com). Des Weiteren wird Weizen industriell genutzt,
unter anderem zur Starkegewinnung fir die SiBRwarenindustrie, die Pharmazie oder die
Papierindustrie (http://www.staerkeverband.de/html/verband.html, konsultiert am 01.08.2012). Mit
nur 3,1 % stellt der Saatguthandel mengenmaRig den kleinsten Vermarktungssektor von Weizen in
Deutschland dar (http://www.bmelv-statistik.de/index.php?id=139&stw=Versorgung
Tabellennummer: MBT-0201030-0000, konsultiert am 09.12.2013).

Weizen ist aufgrund seiner Bedeutung fiir die menschliche Erndhrung ein aullerordentlich wichtiges
Handels- und Wirtschaftsgut. Im Jahre 2011 wurden weltweit 148 x 10° Tonnen Weizen mit einem
Gesamtwarenwert von 32x10°USD exportiert (FAOSTAT  http://faostat.fao.org/site/291/
default.aspx, konsultiert am 09.12.2013). Als wichtiges Wirtschaftsgut sichert Weizen auch die
finanzielle Lebensgrundlange vieler Menschen entlang der gesamten Wertschépfungskette.

1.2 Der Erreger der Weizenblattdiirre (Pyrenophora tritici-repentis)

1.2.1 Taxonomie von P. tritici-repentis

Die Weizenblattdirre wird durch den homothallischen Ascomyceten Pyrenophora tritici-repentis
(Died.) Dreches. (anamorph: Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem.) hervorgerufen. Er wurde 1902
erstmals von Agropyron repens und 1928 von Weizen isoliert und als
Pleospora trichostoma f. sp. tritici-repentis Died. bzw. Helminthosporium tritici-vulgaris  Nisik.
beschrieben (Diedicke 1902, Nisikado 1928). P. tritici-repentis (Ptr) gehoérte zur Familie der
Pleosporaceae, die 17 Gattungen umfasst und der einige bedeutende Pflanzenpathogene wie
Cochliobolus heterostrophus, Pyrenophora teres oder Alternaria solani angehéren (Kirk et al. 2008).

Eine ausfihrliche Beschreibung der Morphologie der sexuellen und asexuellen Erscheinungsformen
von P. tritici-repentis ist bei Shoemaker (1962) zu finden.
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1.2.2 Genomstruktur des Erregers

Die Genomstruktur von Ptr weist eine hohe Plastizitdt auf. Die Chromosomenzahl mehrerer
untersuchter Ptr-Isolate variiert zwischen acht und 11 Chromosomen und die GesamtgenomgréRe
liegt zwischen 25,5 Mb und 48,0 Mb (Aboukhaddour et al. 2009). Bei einem mittels Whole Genome
Shotgun sequenzierten Ptr-Isolat der Ptr-Rasse 1 wurde das Genom, bestehend aus 11
Chromosomen, mit einer GroRe von 37,84 Mb bestimmt und 12 141 putative Gene wurden
identifiziert (Manning et al. 2013). Die Variabilitdit des Genoms von Ptr betrifft auch die Gene ToxA
und ToxB, die fur die Pilztoxine Ptr ToxA und Ptr ToxB codieren. ToxA konnte in unterschiedlichen
Ptr-lsolaten an verschiedenen Genorten lokalisiert werden, und fir das Gen ToxB konnte eine
variable Genzahl in mehreren Isolaten festgestellt werden (Aboukhaddour et al. 2009, Strelkov et al.
2006, Lepoint et al. 2010, Martinez et al. 2004). Molekulare Charakterisierungen verschiedener
Ptr-Isolate zeigten dariiber hinaus, dass kein Zusammenhang zwischen genetischer Gruppierung,
Rassenzuordnung und geographischem Ursprung besteht (Friesen et al. 2005, Leisova et al. 2008,
Moreno et al. 2008, Perelld et al. 2012, Singh und Hughes 2006a).

1.2.3 Wirtskreis und Lebenszyklus von P. tritici-repentis

P. tritici-repentis als Erreger der Weizenblattdirre ist weltweit in allen Weizenanbaugebieten
verbreitet und weist von den Pyrenophora-Arten den gréRten Wirtskreis auf (Shoemaker 1962,
Strelkov und Lamari 2003). Das Pathogen kann zahlreiche, meist mehrjahrige Graser infizieren,
darunter Agropyron cristatum (Kammaquecke) und Bromus inermis (Wehrlose Trespe) (Ali und Francl
2003, Hosford 1971, Krupinsky 1982). Die wirtschaftlich bedeutendste Wirtspflanze ist jedoch der
Weizen (Ali und Francl 2003). Ebenfalls zum Wirtskreis von Ptr gehérende Kulturarten sind
Durumweizen und Roggen, eine moderate Pathogenitit konnte gegeniliber Gerste festgestellt
werden (Hosford 1971). Mais und Hafer werden dagegen nicht befallen (Hosford 1971, Krupinsky
1982).

Der Lebenszyklus von Ptr umfasst einen primaren und einen sekundaren Infektionszyklus mit
sexuellen und asexuellen Reproduktionsformen (Singh et al. 2010b). Der Pilz kann auf mehrjahrigen
Grasern seines Wirtspflanzenkreises als Mycel oder, aufgrund seiner saprophytischen Lebensweise,
auf infiziertem Stroh und Ernterlickstdnden Uberwintern, die er am Ende der Vegetationsperiode
besiedelt (Summerell und Burgess 1988a). Dort bildet Ptr bei feuchter Witterung dunkle,
stecknadelkopfgroRe Pseudothecien aus, in denen bis Ende Februar bitunikate, 8-sporige Asci
heranreifen (Rees und Platz 1980, Shoemaker 1962, Summerell und Burgess 1988b). Die Ascosporen
werden als Primarinokulum in der Zeit von April bis Mitte Juni freigesetzt und mittels Wind und
Spritzwasser verbreitet, wobei die Ausbreitungsdistanz sehr gering ist (die hochste
Ascosporenkonzentration befindet sich in einem Radius von 0,35 m um die Inokulumquelle) (de Wolf
et al. 1998, Wright und Sutton 1990). Primarinfektionen treten hauptsachlich in den unteren
Blattetagen auf. Ausgehend von diesen Blattlasionen werden bei gilinstigen Witterungsbedingungen
im zeitigen Sommer septierte, zylindrische Konidien auf Konidiophoren gebildet (Shoemaker 1962,
Wright und Sutton 1990). Vorteilhaft fir die Konidienbildung an Pflanzen ist ein Wechsel von Hell-
und Dunkelphasen bei gleichzeitiger dauerhafter Befeuchtung durch Niederschlag oder Tau und 21 °C
(Francl 1998). Die Konidien werden durch den Wind verbreitet und die hochsten
Konidienkonzentrationen werden im Luftstrom bei trockener Witterung wahrend der
Nachmittagsstunden gemessen (de Wolf et al. 1998). Die Ausbreitungsdistanz der Konidien ist stark
abhangig von lokal vorherrschenden Windverhéltnissen. Schilder und Bergstrom (1992) konnten in
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25 m Entfernung zur Inokulumquelle keine Konidien in der Luft mehr nachweisen und ein Maximum
der Konidienkonzentration bei 3 m Abstand. In einer anderen Studie hingegen konnte eine
Ausbreitungsdistanz von bis zu 200 km gezeigt werden (Francl 1997). Konidien induzieren
Sekundarinfektionen vorwiegend an den oberen Blattetagen einschlielich des Fahnenblatts (Wright
und Sutton 1990). Ausgehend von diesen Blattlasionen kénnen erneut Konidien gebildet werden, die
zur epidemiologischen Ausbreitung des Pilzes beitragen kénnen.

Neben der Verbreitung des Pathogens mittels Konidien und Ascosporen kann der Pilz auch durch
infiziertes Saatgut verbreitet werden. Dabei erfolgt die Infektion des Keimlings beim Durchbrechen
des Keimblatts durch das Perikarp, welches mit Pilzmycel bewachsen ist (Schilder und Bergstrom
1995).

1.2.4 Infektionsmechanismus

Die Konidienkeimung und Penetration des Pilzes in das Pflanzengewebe ist abhdngig von der
Temperatur und der Feuchtigkeit, wobei optimale Infektionsbedingungen bei einer konstanten
Befeuchtung fir mindestens 6 h und Temperaturen zwischen 20-28 °C vorliegen (Hosford et al. 1987,
da Luz und Bergstrom 1986). Ausgehend von einer Ascospore oder einer Konidie wachsen auf der
Blattoberflache ein bis sechs Keimschlauche aus, die Appressorien bilden (Dushnicky et al. 1996). Von
diesen Appressorien werden Penetrationshyphen gebildet, die mechanisch und enzymatisch in die
Epidermiszelle eindringen (Dushnicky et al. 1996, Fu et al. 2013). Es kommt innerhalb von 12 h nach
Inokulation zur Bildung von intrazelluldaren Vesikeln in anfalligen und resistenten Weizengenotypen
(Loughman und Deverall 1986). Ausgehend von diesen Strukturen werden weitere Hyphen gebildet,
welche die innere Epidermiszellwand durchdringen und interzellular im Mesophyllgewebe wachsen
(Dushnicky et al. 1996, Larez et al. 1986, Loughman und Deverall 1986). Im friihen Stadium der
Pilzinfektion konnten keine Unterschiede zwischen anfilligen und resistenten Genotypen festgestellt
werden (Larez et al. 1986). Erst die Ausbreitung in der Mesophyllschicht ist bei anfilligen Genotypen
signifikant starker ausgepragt, und erste Schadsymptome treten zeitiger auf (Loughman und Deverall
1986). Der Pilz P. tritici-repentis produziert mindestens drei wirtsspezifische Toxine (Ptr ToxA,
Ptr ToxB und Ptr ToxC, siehe 1.2.8), die als Pathogenitatsfaktoren fungieren (Ballance et al. 1989,
Orolaza et al. 1995, Effertz et al. 2002). Die Ausbreitung des Toxins Ptr ToxA erfolgt lber den
Apoplasten und ist schneller als die von Ptr ToxB (Pandelova et al. 2012). AusschlieBlich in sensitiven
Pflanzen konnte PtrToxA intrazellular im Cytoplasma von Mesophylizellen nach einer
zerstorungsfreien Passage der Zellmembran nachgewiesen werden (Manning und Ciuffetti 2005). Es
wurde gezeigt, dass das Toxin Ptr ToxA mit dem chloroplastidaren Protein ToxABP1, welches sowohl
in anfalligen als auch in resistenten Pflanzen exprimiert wird, interagiert (Manning et al. 2007,
Manning et al. 2010). Als Folge der Toxinwirkung von Ptr ToxA und Ptr ToxB kommt es in den
Chloroplasten zu einer lichtabhdngigen Degeneration von Proteinen des Fotosystems | und Il sowie
der Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO), der Elektronentransport wird
gestort und reaktive Sauerstoffspezies akkumulieren (Manning et al. 2009, Strelkov et al. 1998,
Pandelova et al. 2009, Kim et al. 2010). Darliber hinaus kommt es zu veranderten
Expressionsmustern verschiedener Gene der Signaltransduktion, der Pathogenabwehr und von
Transkriptionsfaktoren (Adhikari et al. 2009, Patel und Adhikari 2009b, Pandelova et al. 2009,
Pandelova et al. 2012). Es tritt ein lokaler Zelltod der Mesophyllzellen ein, der zu makroskopisch
sichtbaren braunlichen Lasionen fiihrt (Adhikari et al. 2009, Pandelova et al. 2012, Dushnicky et al.
1998).
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1.2.5 Schadsymptome und Bonitur

Das durch Ptr bei anfalligen Weizengenotypen hervorgerufene typische Schadbild besteht aus zwei
unabhangigen Symptomen: i) braunlichen Nekrosen und ii) ausgepragten gelben Chlorosen (Strelkov
und Lamari 2003). Nach einer Infektion sind die ersten sichtbaren Symptome kleine braune Punkte,
die leicht mit Lasionen anderer nekrotropher Pathogene verwechselt werden konnen (de Wolf et al.
1998). Wahrend der Krankheitsentwicklung vergroRern sich diese Lasionen und entwickeln sich zu
ovalen oder rautenformigen, gelbbraunlichen Flecken mit einem kleinen dunkelbraunen oder
schwarzen Zentrum, welches die Primérinfektionsstelle kennzeichnet (de Wolf et al. 1998, Strelkov
und Lamari 2003). Die Nekrosen kdnnen von einem leuchtend gelben chlorotischen Hof umgeben
sein (Strelkov und Lamari 2003). Mit fortscheitendem Krankheitsverlauf kommt es zur Expansion und
zur Verschmelzung der Blattlasionen ausgehend von der Blattspitze (Singh et al. 2010b). Bei starkem
Befall kann die gesamte Blattflache vergilben, absterben und ein stark befallenes Feld erscheint gelb
(Singh et al. 2010b).

Die Auspragung der beiden Symptome ist unter anderem abhidngig von Weizengenotyp, dem
Ptr-Isolat und dem Alter der Blatter (Krupinsky 1992, Lamari und Bernier 1994, Lamari und Bernier
1989b). So zeigen einige Genotypen keine oder nur schwach ausgebildete Chlorosen, und das
Schadbild an alteren Blattern ist im Vergleich zu jungen Blattern starker und deutlicher ausgepragt
(Singh et al. 2012b, Cox und Hosford 1987). Bei resistenten Genotypen ist ausschlieRlich die
Infektionsstelle durch einen kleinen braunen Punkt erkennbar und es findet keine Ausdehnung der
Lasionen statt (Dushnicky et al. 1998, Singh et al. 2010b). Die Infektion der Weizenkdrner erfolgt
wahrend der Kornfillungsphase. Eine rétliche Verfarbung der Kérner sowie die Ausbildung von
Kimmerkornern sind die von Ptr hervorgerufenen Schadsymptome am Korn (Bouras und Strelkov
2008).

Andere Blattkrankheiten wie die Blatt- und Spelzenbrdune des Weizens (Erreger: Phaeosphaeria
nodorum, anamorph: Stagonospora nodorum), die Blattdlirre des Weizens (Erreger: Mycosphaerella
graminicola, anamorph: Septoria tritici) oder die Braunfleckigkeit (Erreger: Cochliobolus sativus,
anamorph: Drechslera sorokiniana) sind durch dhnliche Schadsymptome gekennzeichnet, wodurch es
bei einem gleichzeitigen Befall mit Ptr im Feld zu Verwechslungen und Fehleinschdtzungen der
Befallsstarken der einzelnen Erreger kommen kann (Singh et al. 2012b).

Zur Erfassung des Schadbilds, welches von Ptr hervorgerufen wird, haben sich drei Bonitursysteme
durchgesetzt: i) Schatzung des prozentualen Blattflaichenbefalls, ii) 9-stufige Boniturskala und eine
iii) 5-stufige Boniturskala. Im Freiland erfolgt die Bewertung des von Ptr hervorgerufenen Blattbefalls
meistens durch Schatzung der prozentual befallenen Blattfliche oder mittels einer 9-stufigen
Boniturskala (Jgrgensen und Olsen 2007, Perellé et al. 2003, Faris et al. 1999, Zwart et al. 2010).
Basierend auf diesen Daten kann eine Bewertung der partiellen Resistenz durch Bestimmung der
Flache unter der Befallsverlaufskurve (area under the disease progress curve, AUDPC) erfolgen, die
den Krankheitsverlauf Gber den Beobachtungszeitraum bericksichtigt (Evans et al. 1999, Walther et
al. 2000, Perelld et al. 2003, Rosis und Semaskiene 2011). Das Verfahren von Lamari und Bernier
(1989) hat sich zur Erfassung der Pathogenitat und zur Klassifizierung von Ptr-Isolaten bei Versuchen
unter kontrollierten Bedingungen etabliert (Ali et al. 2008, Gurung et al. 2012, Mahto et al. 2011).
Mithilfe einer 5-stufigen Skala werden dabei die beiden von Ptr hervorgerufenen Schadsymptome an
einem im Hinblick auf Ptr-Anfalligkeit differenzierenden Weizensortiment erfasst (Lamari und Bernier
1989a).
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1.2.6 Bekimpfungsmafinahmen und wirtschaftliche Bedeutung der Weizenblattdiirre

Die Weizenblattdlrre hat seit den spaten 1970er Jahren an wirtschaftlicher Bedeutung stetig
zugenommen und ist heute weltweit in allen Weizenanbaugebieten verbreitet (Ciuffetti und Tuori
1999, Perelld et al. 2012, Singh et al. 2012b). Griinde fiir die Ausbreitung der Krankheit sind der
intensive Weizenanbau in engen Fruchtfolgen bis hin zu Monokulturen und dabei vor allem auch der
Anbau anfalliger Sorten (Bailey und Duczek 1996, Singh et al. 2007a, Singh et al. 2011a). Als
bedeutendste Ursache der Krankheitsausbreitung wurde eine reduzierte Bodenbearbeitung
identifiziert (Jgrgensen und Olsen 2007). Konservierende Bodenbearbeitung bzw. Direktsaat
korrelieren mit einem hdheren Ptr-Befall und hoheren Ertragsverlusten im Vergleich zur
konventionellen Bodenbearbeitung, z.B. mit dem Pflug (Bockus und Claassen 1992, Fernandez et al.
2009, Jgrgensen und Olsen 2007). Da bei einer nicht wendenden Bodenbearbeitung infizierte
Ernteriickstande oberflachennah verbleiben und nur langsam verrotten, kann der saprotrophe Pilz
Pseudothecien und Ascosporen bilden, die in der ndachsten Vegetationsperiode als Primarinokulum
dienen koénnen (Singh et al. 2012b, Wegulo et al. 2009). Dennoch werden in der Landwirtschaft
wegen der positiven Wirkungen auf Bodenstruktur, Bodenfeuchtigkeit und Erosionsschutz sowie aus
betriebswirtschaftlichen Griinden zunehmend konservierende Bodenbearbeitungssysteme genutzt
(Bailey und Duczek 1996).

Als geeignete BekdampfungsmaBnahmen des Pathogens kann eine Fruchtfolge gesehen werden, die
Nicht-Wirtspflanzen einschlieft, der Anbau resistenter Sorten, das vollstindige Entfernen von
infiziertem Material durch Verbrennen oder Einarbeitung in den Boden und Applikationen von
Fungiziden auf Triazol- und Strobilurin-Basis (Carignano et al. 2008, Fernandez et al. 2009, Jgrgensen
und Olsen 2007, Simon et al. 2011, Singh et al. 2007a, Wegulo et al. 2009, Salam et al. 2013). Jedoch
geht von einem grofflachigen und dauerhaften Fungizideinsatz die Gefahr der Entstehung und
Ausbreitung von Fungizidresistenzen aus, vor allem wenn die Wirkstoffe nur an einer Stelle im
Organismus des Pathogens angreifen (Patel et al. 2011). In Nord- und Westeuropa sowie Deutschland
konnten bereits Ptr-Stamme nachgewiesen werden, welche Punktmutationen im Cytochrom b Gen,
dem Wirkort der Strobilurine, aufweisen und damit gegen diese Wirkstoffklasse resistent sind
(Sierotzki et al. 2007, Patel et al. 2012). Da der Pilz auch samenbiirtig verbreitet werden kann, ist eine
Saatgutbehandlung unerlasslich (Fernandez und Vujanovic 2011).

Die von Ptr verursachten Verluste sind sowohl quantitativer als auch qualitativer Art und weisen eine
starke Umweltabhangigkeit auf (Bhathal et al. 2003, Bockus et al. 2001, Murray und Brennan 2009,
Wegulo et al. 2009). Der Ertragsverlust geht auf eine Reduktion der photosynthetisch aktiven Flache
und einer daraus resultierenden verminderten Assimilatproduktion zurtick (Singh et al. 2012b). Beim
Blattflachenbefall durch Ptr basiert der Ertragsverlust auf einer signifikanten Verminderung der
Ertragskomponenten Korngewicht und Kornzahl pro Ahre (Carignano et al. 2008, Evans et al. 1999,
Shabeer und Bockus 1988, de Wolf et al. 1998). Angaben lber die Hohe der Ertragsverluste variieren
stark. So wurden in den USA bei anfélligen Weizengenotypen, nach kiinstlicher Inokulation und ohne
Fungizidapplikation Ertragsverluste von 30-50 % ermittelt (Shabeer und Bockus 1988). Andere
Untersuchungen in den USA und in Australien zeigten Verluste von 15 % bzw. 19-29 % (Evans et al.
1999, Bhathal et al. 2003). Bei einem natirlichen Ptr-Befall konnten Ertragsverluste zwischen 9-25 %
beim Anbau anfilliger Weizengenotypen verzeichnet werden (Bhathal et al. 2003, Carignano et al.
2008). Zwei Studien, die den von Ptr hervorgerufenen Ertragsausfall im kommerziellen Weizenanbau
in Kanada und in Australien untersuchten, schitzen den wirtschaftlichen Schaden auf 14,9 x 10° CAD
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bzw. 212 x 10° AUD bei einem durchschnittlichen Ertragsverlust von lediglich 1,5% bzw. 3,8 %
(Bockus et al. 2001, Murray und Brennan 2009).

Der durch Ptr verursachte Qualitatsverlust ist durch eine rétliche Verfarbung der Samenschale in
Folge der Produktion von Catenarin, einem Anthraquionderivat, bedingt (Bouras und Strelkov 2008).
Es konnte nachgewiesen werden, dass infiziertes Saatgut mit reduzierten Keimungsraten und einem
reduzierten Keimlingswachstum korreliert (Fernandez et al. 1997, Fernandez und Vujanovic 2011,
Schilder und Bergstrom 1995). Dies wird mit der Wirkung des Pathotoxins Catenarin in Verbindung
gebracht, welches unter anderen DNA-anhdngige RNA-Polymerasen oder die Proteinkinase C
inhibieren kann (Bouras und Strelkov 2008, Anke et al. 1980, Fredenhagen et al. 1995).

1.2.7 Rassencharakterisierung bei P. tritici-repentis

Die Charakterisierung von Ptr-Isolaten erfolgt anhand ihrer Virulenz an einem Differentialsortiment
und erlaubt die Einordnung in ein Ptr-Rassensystem, welches aktuell aus acht Ptr-Rassen besteht
(Tab. 1) (Lamari und Bernier 1989b, Lamari et al. 1995, Lamari et al. 2003, Strelkov et al. 2002). Die
Zuordnung geschieht aufgrund der Fahigkeit der Isolate bei dem Differentialsortiment ein
Reaktionsmuster aus Nekrosen und/oder Chlorosen hervorzurufen, welches mit einer 5-stufigen
Skala erfasst wird (siehe 2.2.4) (Lamari und Bernier 1989a, Lamari et al. 1995). Das
Ptr-Differentialsortiment besteht aus tetraploiden und hexaploiden Weizensorten und Weizenlinien,
wobei das Reaktionsmuster der drei Weizengenotypen ,Glenlea’, ,6B662‘ und ,6B365‘ ausreichend
ist, um die acht Ptr-Rassen zu differenzieren (Lamari et al. 1995, Strelkov und Lamari 2003). Durch
eine Erweiterung des Sortiments kénnen weitere neue Rassen charakterisiert sowie die Beschreibung
der aktuellen Rassen prazisiert werden (Ali et al. 2002, Lamari et al. 1995, Singh et al. 2007b).

Tab. 1: Reaktionsmuster des Weizendifferentialsortiments zur Charakterisierung der acht
Ptr-Rassen (nach Lamari und Strelkov 2010)

Differentialsortiment Beschriebene Ptr-Rassen
Genotyp Ploidie Rasse Rasse Rasse Rasse Rasse Rasse Rasse Rasse
1 2 3 4 5 6 7 8

,Glenlea’ 6x S(N) S(N) R R R R S(N) S(N)
68662 | 6x | R | R | R | R |- s©© | s© | s@©@ | s@©
6B365° | 6x | s(C | R | s | R | R | s | R | S(C)
LSalamouni | 6x | R | R | R | R | | R | R | | R | R
LCoulter’ | ax | s(Ny | sy | sy | RO S(N) | S(N) | s(N) | s(N)
4B1149° | ax | R | R | R | R | R | R | R | R

S (N)= anfallig (nekrotische Reaktion), S (C)= anfallig (chlorotische Reaktion) R= resistent

Die Ptr-Rasse 1 erzeugt Nekrosen und Chlorosen am Differentialsortiment (Lamari und Bernier
1989a). Sie konnte in Nord- und Stidamerika, Europa, Asien, Nordafrika, im Gebiet des Fruchtbaren
Halbmonds und des Kaukasus sowie in Australien nachgewiesen werden (Ali und Francl 2003, Singh
et al. 2007b, Friesen et al. 2005, Adhikari et al. 2008, Benslimane et al. 2011, Lamari et al. 2005,
Palicova-Sarova und Hanzalova 2006, Mikhailova et al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova 2012, Ali
et al. 2006). In Studien, die sich mit der anteiligen Verteilung der Ptr-Rassen in Kanada, USA, Russland
und Stdamerika beschaftigen, wurde eine Dominanz der Rasse 1 festgestellt (Lamari et al. 1998,
Engle et al. 2006, Mikhailova et al. 2010, Gamba et al. 2012). In australischen Weizenanbaugebieten
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konnte ausschlieBlich die Ptr-Rasse 1 nachgewiesen werden (Adhikari et al. 2008). In den USA und
Kanada konnte als zweithaufigste Rasse die Ptr-Rasse 2 identifiziert werden (Engle et al. 2006, Lamari
et al. 1998, Singh et al. 2007b). Dartiber hinaus konnte diese Rasse auch in Sidamerika, Europa,
Russland und im Nahen Osten identifiziert werden (Gamba et al. 2012, Friesen et al. 2005, Adhikari et
al. 2008, Mikhailova et al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova 2012, Lamari et al. 2005). In
Nordamerika, Europa, Asien und dem Fruchtbaren Halbmond konnte die Rasse 3 nachgewiesen
werden (Singh et al. 2007b, Friesen et al. 2005, Palicova-Sarova und Hanzalova 2006, Mikhailova et
al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova 2012, Lamari et al. 2005). Die avirulente Ptr-Rasse 4 konnte
von Weizen und Durumweizen in Kanada, den USA, der Tschechischen Republik, Russland und
Algerien isoliert werden (Friesen et al. 2005, Singh et al. 2007b, Mikhailova et al. 2010, Kremneva
und Gudoshnikova 2012, Benslimane et al. 2011). Isolate dieser Rasse, welche aufgrund
morphologischer Eigenschaften als P. tritici-repentis identifiziert wurden, kdnnen weder Nekrosen
noch Chlorosen an den Prifgliedern des Differentialsortiments hervorrufen, und lediglich die
Infektionsstelle wird durch einen kleinen Fleck markiert (Lamari et al. 1995). Die Ptr-Rasse 5 wurde
zuerst mit Isolaten aus Algerien beschrieben (Lamari et al. 1995). Spater wurden Isolate dieser Rasse
auch in Nordamerika, Asien und dem Nahen Osten nachgewiesen (Adhikari et al. 2008, Ali und Francl
2003, Mikhailova et al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova 2012, Lamari et al. 2003, Lamari et al.
2005). Ebenfalls aus Algerien stammende Ptr-Isolate zeigten ein spezifisches Reaktionsmuster an den
Pflanzen des Differentialsortiments, welches zur Beschreibung der Rasse 6 fiihrte (Strelkov et al.
2002). Untersuchungen ergaben, dass diese Ptr-Rasse auch in Europa und Russland vorkommt
(Palicova-Sarova und Hanzalova 2006, Mikhailova et al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova 2012).
Lamari und Mitarbeiter beschrieben an Isolaten aus dem Fruchtbaren Halbmond und der
Kaukasusregion die Ptr-Rassen 7 und 8 (Lamari et al. 2003). Diese beiden Rassen konnten auRerdem
in Isolaten aus Nordafrika und Russland nachgewiesen werden (Benslimane et al. 2011, Mikhailova et
al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova 2012). In den USA wurde erstmals 2003 ein Isolat von Weizen
isoliert, welches der Rasse 8 zugeordnet wurde (Andrie et al. 2003).

Isolate, welche von den bekannten Rassen abweichende Reaktionsmuster am Differentialsortiment
zeigen und dementsprechend keiner Ptr-Rasse zugeordnet werden, kénnen gegebenenfalls neue
Ptr-Rassen sein (Ali et al. 2003, Ali et al. 2010, Benslimane et al. 2011, Manning et al. 2002).

Die geographische Verteilung der acht Ptr-Rassen ist in Abbildung 1 dargestellt. Regionen in denen
das Pathogen zwar auftritt, aber keine Isolatcharakterisierung erfolgte, sind dabei nicht
berlcksichtigt. Die global sehr unterschiedliche Verteilung der Ptr-Rassen stiitzt die von Lamari et al.
(2003, 2005) und Lamari und Strelkov (2010) gedulRRerte Hypothese, dass der Fruchtbare Halbmond
als Ursprungsgebiet des Kulturweizens auch das Diversitatszentrum der Pathogens P. tritici-repentis
ist. Durch Untersuchungen der allelischen Diversitat einer globalen Isolate-Kollektion, wobei
allerdings Isolate aus dem Nahen Ostens fehlten, konnte Europa als Migrationsquelle von Ptr
bestatigt werden (Gurung et al. 2013).

Eine Rassenzuordnung mithilfe von molekularen Markern anstelle oder in Kombination mit einer
phanotypischen Isolatcharakterisierung wiirde die Einordnung erleichtern, ist aber durch das Fehlen
geeigneter Marker fiir Ptr ToxC, der groRen genetischen Variabilitdt des Pilzes (siehe 1.4.2) und der
Beschrankung auf bekannte Pathogenitadtsfaktoren vorerst noch nicht praktikabel (Andrie et al. 2007,
Lepoint et al. 2010).
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http://www.bgfeldkirch.at/index.php?aktion=Downloads&id=11&datei=fachdownload.php&ordnerid=25

Abb. 1: Geographische Verteilung der acht bekannten Ptr-Rassen. Die Zahlen auf der Karte
korrespondieren mit den Ptr-Rassen, welche in den Regionen identifiziert wurden.

1.2.8 Toxine von P. tritici-repentis

Die Fahigkeit von P. tritici-repentis Nekrosen oder Chlorosen bei Weizenpflanzen hervorzurufen
resultiert aus der Wirkung von mehreren wirtsspezifischen Toxinen (host-specific toxins, HST), die in
verschiedenen Kombinationen in den acht beschriebenen Ptr-Rassen auftreten (Abb. 2) (Strelkov und
Lamari 2003). Die Prasenz von drei pilzlichen Toxinen ist wissenschaftlich anerkannt, sie werden als
Ptr ToxA, Ptr ToxB und Ptr ToxC bezeichnet (Ciuffetti et al. 1998). Weitere von Ptr gebildete,
potenzielle Toxine bzw. Pathogenitdtsfaktoren werden in der Literatur erwdhnt (Ali et al. 2002,
Manning et al. 2002, Meinhardt et al. 2003, Patel und Adhikari 2009a). Als Basisrassen werden die
drei Ptr-Rassen 2, 3 und 5 bezeichnet, da sie jeweils nur ein Toxin bilden (Lamari und Strelkov 2010).

Rasse 2 Rasse d
Ptr ToxA keine
Toxine
Rasse 1 Rasse 7
Ptr ToxA, Ptr ToxA,
Ptr ToxC Ptr ToxB
Rasse 8
Ptr ToxA,
Ptr ToxB,
Ptr ToxC
Rasse 3 Rasse5
Ptr ToxC Ptr ToxB
Rasse 6
Ptr ToxB,
Ptr ToxC

Abb. 2: Verteilung der drei von Ptr produzierten wirtsspezifischen Toxine, Ptr ToxA, Ptr ToxB und
Ptr ToxC, auf die acht beschriebenen Ptr-Rassen. Basisrassen, welche nur ein Toxin
exprimieren, sind umrandet; modifiziert nach Strelkov und Lamari (2003).
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Ptr ToxA war 1989 das erste isolierte proteindse, wirtsspezifische Toxin und wurde aus einem
Kulturfiltrat von P. tritici-repentis gewonnen und biochemisch charakterisiert (Ballance et al. 1989,
Tomas und Bockus 1987, Tomas et al. 1990, Tuori et al. 1995). Es ist ein Nekrose-induzierendes Toxin,
welches von den Ptr-Rassen 1, 2, 7 und 8 gebildet wird (Ciuffetti et al. 1997, Lamari et al. 2003).
Ptr ToxA ist, ebenso wie Ptr ToxB, ein Protein und weist nach proteolytischer Prozessierung ein
Molekulargewicht von 13,2 kDa auf (Ciuffetti et al. 1997, Tuori et al. 1995). Proteinstrukturanalysen
ergaben, dass das Toxin eine exponierte Arginin-Glycin-Asparaginsaure-Schleife (RGD-Domaéne)
aufweist, die Homologien zu RGD-Proteinen des Fibronektin Typs Ill von Saugetieren besitzt und
daher als essenziell fiir das Binden und Eindringen des Toxins in die Pflanzenzelle angesehen wird
(Manning et al. 2008, Sarma et al. 2005). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ptr ToxA mit
einem chloroplastidaren Protein, ToxABP1, welches sowohl in anfélligen als auch in resistenten
Weizengenotypen exprimiert wird, interagiert (Manning et al. 2007). In allen bisher getesteten
Ptr-Isolaten wird Ptr ToxA von einem Gen, ToxA, codiert, welches von zwei unabhdngigen
Arbeitsgruppen aus cDNA Bibliotheken isoliert und sequenziert werden konnte (Lamari et al. 2003,
Miyamoto et al. 2007, Ballance et al. 1996, Ciuffetti et al. 1997). Der Funktionsnachweis erfolgte
durch Transformation eines avirulenten Ptr-lsolats (Ciuffetti et al. 1997). Sequenzvergleiche von
Ptr-Isolaten verschiedener geographischer Ursprungsregionen zeigten, dass das ToxA Gen stark
konserviert ist (Friesen et al. 2006, Ciuffetti und Tuori 1999, Leisova-Svobodova et al. 2010,
Miyamoto et al. 2007). Die Arbeitsgruppe um Friesen identifizierte ein zu ToxA homologes Gen bei
P. nodorum mit einer Gbereinstimmenden Nukleotidsequenz von 99,7 % (Friesen et al. 2006). Jedoch
weist das Gen in einer weltweiten Isolatkollektion von P. nodorum im Gegensatz zu Ptr zahlreiche
Nukleotidpolymorphismen auf (Friesen et al. 2006). Es wird daraus geschlossen, dass in der jlingeren
Vergangenheit ein horizontaler Gentransfer von P. nodorum zu Ptr stattgefunden haben muss
(Friesen et al. 2006).

Neben Ptr ToxA ist auch Ptr ToxB ein von Ptr gebildetes wirtsspezifisches Toxin, das jedoch bei
anfélligen Weizengenotypen Chlorosen induziert (Orolaza et al. 1995, Strelkov et al. 1999, Martinez
et al. 2001). Bei dem Toxin handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von 6,6 kDa
(Strelkov et al. 1999). Untersuchungen der Primarstruktur ergaben, dass zwei Aminosduren im
N-terminalen Bereich essenziell fir die Funktion des Toxins sind (Betts et al. 2011). Ptr ToxB konnte
in den Rassen 5, 6, 7 und 8 nachgewiesen werden (Orolaza et al. 1995, Strelkov et al. 2002, Lamari et
al. 2003). Ptr ToxB wird von dem Gen ToxB codiert (Ciuffetti et al. 1998). ToxB konnte 2001 kloniert
werden und durch eine heterologe Expression in Pichia pastoris erfolgte der Funktionsnachweis
(Martinez et al. 2001). Im Gegensatz zu ToxA tritt ToxB als Multi-Kopie-Gen auf und wird von
retrotransposonahnlichen Strukturen flankiert (Martinez et al. 2001, Martinez et al. 2004, Strelkov et
al. 2006, Manning et al. 2013). ToxB Homologe konnten auch bei Isolaten der Ptr-Rassen 3 und 4
nachgewiesen werden, wo jedoch ToxB nicht oder nur gering transkribiert wird und keine
Toxinaktivitat nachweisbar ist (Martinez et al. 2004, Strelkov et al. 2006, Kim und Strelkov 2007,
Amaike et al. 2008, Cao et al. 2009). Es wird vermutet, dass die Virulenz bei ToxB-codierenden
Isolaten mit der Genzahl von ToxB, der Transkriptmenge und daraus folgend mit der quantitativen
Toxinmenge korreliert (Amaike et al. 2008, Ciuffetti et al. 2010). Untersuchungen unter Verwendung
von gene silencing von ToxB bestatigen diese Annahme (Aboukhaddour et al. 2012). Dariiber hinaus
konnten ToxB homologe Gene auch in anderen Pathogen identifiziert werden, die vergleichbare
Schadsymptome induzieren kénnen (Martinez et al. 2004, Andrie et al. 2008, Andrie und Ciuffetti
2011).
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Zusatzlich zu den beiden proteindsen Toxinen Ptr ToxA und Ptr ToxB wird ein drittes von Ptr
gebildetes wirtsspezifisches Toxin, Ptr ToxC, beschrieben (Ciuffetti et al. 1998, Effertz et al. 2002).
Dieses Toxin induziert wie Ptr ToxB Chlorosen, jedoch bei anderen Weizengenotypen (Lamari und
Bernier 1991, Effertz et al. 2002). Bei Ptr ToxC handelt es sich um ein nicht-ionisches, polares,
niedermolekulares Molekil (Brown und Hunger 1993, Effertz et al. 2002). Die Isolierung und
vollstandige Charakterisierung des Toxins stehen noch aus. Virulenzanalysen lassen die Existenz von
Ptr ToxC bei den Rassen 1, 3, 6 und 8 vermuten (Effertz et al. 2002, Gamba und Lamari 1998, Strelkov
und Lamari 2003).

Die drei Pathotoxine wirken bei anfalligen Pflanzen als Pathogenitatsfaktoren. Es wurde eine perfekte
Korrelation zwischen Toxinbehandlung und Symptomentwicklung festgestellt (Gamba und Lamari
1998, Ciuffetti et al. 1997, Leisova-Svobodova et al. 2010). Die Interaktion Weizen-P. tritici-repentis
wird dabei mit dem inversen Gen-flir-Gen-Modell geschrieben (Ciuffetti et al. 2010). Der
Hauptunterschied zur klassischen Gen-fiir-Gen-Hypothese von Flor (1971) besteht darin, dass bei
Kompatibilitat zwischen pathogenproduziertem Toxin und pflanzlichem Rezeptor Anfilligkeit
gegenlber Ptr vorliegt (Singh et al. 2012b). Anfalligkeit gegentiber Ptr ToxA wird durch das dominant
vererbte Gen Tsnl vermittelt, welches auf dem Weizenchromosom 5BL kartiert wurde (Faris et al.
1996, Mclintosh et al. 2008, Anderson et al. 1999, Haen et al. 2004). Tsn1 kommt ubiquitar in allen
Ptr ToxA sensitiven Weizengenotypen vor und konnte 2010 mittels kartengestiitzter Klonierung
isoliert werden (Faris et al. 2010). Es codiert sowohl fiir eine NBS-LRR Doméne als auch firr eine
Serin/Threonin Proteinkinase Domane (Faris et al. 2010). Beide Domanen erwiesen sich bei
Mutationsanalysen als essenziel fiir die Ptr ToxA Sensitivitdt, obwohl diese Strukturen sonst oft mit
der Pathogenabwehr assoziiert sind (Faris et al. 2010, Feuillet et al. 2003, Kang et al. 2012).
Anfalligkeit gegenliber den Toxinen Ptr ToxB und Ptr ToxC werden durch die beiden Gene Tsc1 und
Tsc2 kontrolliert, die auf den Chromosomen 1AS und 2BL lokalisiert sind (Effertz et al. 2002, Friesen
und Faris 2004, Abeysekara et al. 2010). Jedoch konnte auch eine quantitative Wirkung der Toxine
festgestellt werden, welche darauf hindeutet, dass sie als Virulenzfaktoren fungieren (Friesen et al.
2003, Faris et al. 2012).

1.3 Genetik der Resistenz gegeniiber P. tritici-repentis

Als Resistenz bezeichnet man die Fahigkeit einer Pflanze, das Wachstum und die Entwicklung eines
mit dieser Pflanze in Kontakt tretenden Pathogens zu reduzieren (Hallmann et al. 2007). Vor dem
Hintergrund der steigenden Bedeutung der Weizenblattdiirre ist daher die Integration von moglichst
dauerhaften Resistenzen in Weizensorten ein nachhaltiger und effizienter Beitrag zum Integrierten
Pflanzenschutz und zur Ertragssicherung. Mogliche Resistenzdonoren gegeniber P. tritici-repentis
konnten sowohl bei diploiden als auch bei tetraploiden und hexaploiden Weizenakzessionen sowie in
verwandten Wildarten und synthetischen Weizengenotypen identifiziert werden (Chu et al. 20083,
Singh et al. 2008b, Kremneva und Gudoshnikova 2012, Tadesse et al. 2007). Mehrere Studien zur
Verifizierung und Identifizierung von Resistenzquellen gegen die Weizenblattdirre wurden mit
verschiedenen Weizenkollektionen durchgefiihrt, wobei jedoch nur ein geringer Anteil mehr oder
weniger resistenter Akzessionen identifiziert werden konnte (Singh et al. 2006b, Singh et al. 2006c,
Ali et al. 2008, Chu et al. 2008a, Gurung et al. 2012). Die Resistenz gegenilber Ptr wird in der Literatur
sowohl als qualitatives Merkmal, welches eine monogene Vererbung aufweist, als auch als
guantitatives Merkmal beschrieben (Singh et al. 2010b). Bedingt durch die Tatsache, dass das
Pathogen sowohl Nekrosen als auch Chlorosen in Abhangigkeit der untersuchten Genotypen und
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Ptr-Isolate induzieren kann, liegen unterschiedliche und detaillierte Ergebnisse zur Vererbung der
Resistenz vor (Singh et al. 2012b).

1.3.1 Qualitative, monogene Resistenz gegeniiber P. tritici-repentis

Unter einer qualitativen Resistenz, auch als vertikale oder differenzielle Resistenz bezeichnet, wird
die Resistenz eines Genotyps gegen bestimmte Rassen eines Pathogens verstanden. Sie ist daher
rassenspezifisch, durch Selektionsprozesse auf der Seite des Pathogens meist nur temporir,
phanotypisch oft mit einer Hypersensitivierungsreaktion verbunden und weist haufig eine monogene
Vererbung auf (Hallmann et al. 2007). Klassische genetische Untersuchungen in Kombination mit
molekularer Kartierung haben in den letzten Jahrzehnten zur Identifizierung mehrerer qualitativer,
monogen vererbter Resistenzen gegeniber Ptr gefihrt. Auf dem 11. Internationalen
Weizengenetik-Symposium in Brisbane wurde eine Umbenennung dieser Resistenzgene vereinbart,
die sich jedoch noch nicht vollstidndig durchgesetzt hat (Mclntosh et al. 2008). Daher wird im
folgenden Abschnitt die neue Bezeichnung verwendet und die alte in Klammern aufgefiihrt. Die
Nomenklaturrichtlinie flir Weizengene, die an der Pathogenreaktion beteiligt sind, sieht vor, dass alle
Resistenzgene beginnend mit GroBbuchstaben zu bezeichnen sind, auch wenn es sich dabei um die
rezessiven Allele handelt (Mcintosh et al. 2008). AuRerdem werden nur solche Gene mit Tsc bzw. Tsn
flr ,tan spot chlorosis’ bzw. ,tan spot necrosis’ bezeichnet, die bei Untersuchungen mit den
aufgereinigten Toxinen identifiziert wurden (Faris et al. 2013). Gene werden mit Tsr fur ,tan spot
resistance’ bezeichnet, die bei Untersuchungen mit Konidieninokulationen identifiziert wurden (Faris
et al. 2013).

Segregationsuntersuchungen, die sich auf die von Ptr hervorgerufenen Nekrosen beziehen, haben
gezeigt, dass die Resistenz in tetraploiden und hexaploiden Weizen bei Inokulation mit Isolaten der
Rassen 1 und 2 sowie mit dem, aus einem Kulturfiltrat gewonnenem Toxin Ptr ToxA auf ein rezessiv
vererbtes Gen zuriickzufihren ist (Singh et al. 2008b, Singh und Hughes 2006b, Singh und Hughes
2005, Gamba et al. 1998). Das rezessive Allel von Tsn1 (Synonym Tsr1) konnte sowohl in Brotweizen
als auch in Durumweizen auf dem langen Arm von Chromosom 5B lokalisiert und mit RFLP-, SSR- und
DArT-Markern kartiert werden (Faris et al. 1996, Stock et al. 1996, Mclntosh et al. 2008, Anderson et
al. 1999, Haen et al. 2004, Singh et al. 2010a).

Ein weiteres rezessives Resistenzgen, Tsr2 (tsn2), wurde auf dem Weizenchromosom 3BL kartiert. Es
wurde bei Untersuchungen rekombinanter Inzuchtlinien (RIL) identifiziert, die auf einer Kreuzung
zwischen dem Resistenztrager T. turgidum Nr. 283 und der anfélligen Durumsorte ,Coulter’ basieren
(Singh et al. 2006a). Tsr2 vermittelt Resistenz gegeniber der von Ptr-Rasse 3 hervorgerufenen
Nekrose (Singh et al. 2006a). Ebenso auf Chromosom 3B konnte das Resistenzgen TsrHar lokalisiert
werden (Tadesse et al. 2008). Es wurde in zwei dthiopischen Brotweizensorten bei Inokulation mit
einem Ptr-Isolat der Rasse 1 identifiziert und wird ebenfalls rezessiv vererbt (Tadesse et al. 2008). Der
Nachweis, ob es sich bei diesem Resistenzgen nicht um eine allelische Variante von Tsr2 handelt,
steht noch aus (Tadesse et al. 2008).

Tadesse et al. (2006a, 2007) untersuchten die Genetik der Resistenz gegenliber von Rasse 1
hervorgerufenen Nekrosen in drei Weizenpopulationen, bei denen jeweils ein Elter eine synthetische
Weizenlinie war. Sie konnten ein Resistenzgen, als Tsr3 (tsn3) bezeichnet, auf dem kurzen Arm von
Weizenchromosom 3D, gekoppelt mit dem Marker Xgwm2a, kartieren (Tadesse et al. 2007). In zwei
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Populationen wurde fiir das Gen ein rezessiver Erbgang und in einer Population ein dominanter
Erbgang nachgewiesen (Tadesse et al. 2006a).

Untersuchungen mit den hexaploiden Weizensorten ,Salamouni’, ,Red Chief’ und ,Arina’ fihrten zur
Identifikation eines weiteren rezessiven Resistenzgens (Tadesse et al. 2006b, Tadesse et al. 20103,
Tadesse et al. 2010b). Dieses vermittelt Resistenz (d.h. keine Nekrosen) gegen das Ptr-Isolat ASC1
(Rasse 1 zugeordnet). Mithilfe von Deletionslinien und der Kartierungspopulation
,Red Chief’ x ,Chinese Spring’ konnte dieses Gen, Tsr4 (tsn4), auf dem Chromosom 3AS lokalisiert
werden (Tadesse et al. 2006b, Tadesse et al. 2010a, Tadesse et al. 2010b). Vorlaufig wird das Gen der
Sorte ,Arina‘ als TsrAri bezeichnet, da nicht geklart ist, ob es allelisch zu Tsr4 ist (Tadesse et al.
2010b).

Segregationsuntersuchungen anhand einer tetraploiden Weizenpopulation, basierend auf der
Kreuzung T. turgidum Nr. 283 x ,Coulter’, zeigten, dass die Resistenz gegeniiber der Ptr-Rasse 5 von
einem rezessiv vererbten Gen kontrolliert wird (Singh et al. 2008c). Dieses Resistenzgen, Tsr5 (tsn5),
wurde auf dem langen Arm von Chromosom 3B proximal von Tsr2 kartiert und wird durch die
SSR-Marker Xgwm285 und Xgwc366.2 flankiert (Singh et al. 2008c).

Die Genetik der Resistenz von hexaploidem Weizen gegeniiber von Ptr-Isolaten der Rassen 1, 3 und 5
hervorgerufenen Chlorosen sowie den aufgereinigten Toxinen Ptr ToxB und Ptr ToxC wurde in
mehreren Studien untersucht (Effertz et al. 2002, Gamba et al. 1998, Orolaza et al. 1995, Singh et al.
2010a, Friesen und Faris 2004). Die Ptr-Rassen 3 und 5 rufen an hexaploidem Weizen Chlorosen
hervor, wahrend sie an tetraploidem Weizen Nekrosen erzeugen (Singh et al. 2008c). Sensitivitat
gegeniber dem Toxin Ptr ToxC und einem Ptr-Isolat der Rasse 1 wird von dem Gen Tscl vermittelt
(Effertz et al. 2002). Dieses wurde anhand der International Triticeae Mapping Initiative (ITMI)
Kartierungspopulation auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1A kartiert (Effertz et al. 2002). Ein
weiteres Gen, welches bei Versuchen mit dem aus Rasse 5 gewonnenen Toxin Ptr ToxB identifiziert
wurde, konnte auf dem distalen Abschnitt des kurzen Arms von Chromosom 2B kartiert werden und
wird mit Tsc2 bezeichnet (Friesen und Faris 2004). Tsc2 konnte spater auch physisch lokalisiert
werden (Abeysekara et al. 2010).

1.3.2 Quantitative Resistenz gegeniiber P. tritici-repentis

Neben den qualitativen Resistenzen gegen Ptr werden auch quantitative Resistenzen beschrieben
(Elias et al. 1989, Faris et al. 1997, Singh et al. 2010b). Bei Untersuchungen der Genetik der
Ptr-Resistenz an hexaploiden und tetraploiden Weizenpopulationen wurden kontinuierliche
Variationen des Befalls nachgewiesen, die auf die Beteiligung und Interaktion mehrerer Gene
schlieBen lassen (Nagle et al. 1982, Rees 1987, Elias et al. 1989). Quantitative Trait Locus
(QTL)-Analysen bei Weizenpopulationen unterschiedlicher genetischer Hintergriinde und nach
Inokulation mit Isolaten verschiedener Ptr-Rassen, flihrten zur ldentifizierung von Resistenz-QTL
gegeniiber Ptr auf fast allen Weizenchromosomen. Eine Ubersicht der beschriebenen Resistenz-QTL
gibt Tabelle 2.

Hervorzuheben sind die rassenunspezifischen Resistenz-QTL, die bei Experimenten mit mehreren
Ptr-Rassen detektiert wurden. Faris und Friesen (2005) konnten zwei QTL auf dem kurzen Arm von
Chromosom 1B und auf dem langen Arm von Chromosom 3B identifizieren, welche Resistenz gegen
Isolate der Rassen 1, 2, 3 und 5 bedingen. Der QTL QTs.fcu-1BS erklart bei den rekombinanten
Inzuchtlinien der Kreuzung ,Grandin’x ,BR34‘ zwischen 13 % und 29 % der phanotypischen Varianz
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(Faris und Friesen 2005). Der QTL QTs.fcu-3BL ergab eine erklarte phanotypische Varianz von 41 % in
Versuchen mit einem Isolat der Rasse 5 (Faris und Friesen 2005). Bei Versuchen mit Isolaten der
Rassen 1, 2 und 3 erklart dieser QTL 17 %, 24 % und 29 % der phdnotypischen Varianz (Faris und
Friesen 2005). Zwei weitere QTL, die bei Untersuchungen mit Isolaten der Rassen 1, 2, 3 und 5
identifiziert wurden, konnten in einer DH-Population auf den Weizenchromosomen 2A und 5B
lokalisiert werden (Chu et al. 2008b). Der QTL QTs.fcu-2AS, der von den SSR-Markern Xbarc10 und
Xfcp526 flankiert wird, erklart 14 % (Rasse 1 und Rasse 3), 22 % (Rasse 2) und 19 % (Rasse 5) der
phanotypischen Varianz (Chu et al. 2008b). Der QTL QTs.fcu-5BL.1 erklart liber 20% der
phanotypischen Varianz in Versuchen mit den Rassen 1, 2 und 3 (Chu et al. 2008b). Weitere QTL, die
bei Untersuchungen mit mehreren Ptr-Isolaten detektiert wurden, konnten auf dem kurzen Arm der
Chromosomen 1A, 3A und 7B sowie auf dem langen Arm der Chromosomen 5A und 5B lokalisiert
werden (Effertz et al. 2001, Chu et al. 2010, Faris et al. 2012, Chu et al. 2008b, Faris und Friesen
2005).

Aufgrund von (bereinstimmenden genetischen Markern sowie der Inokulation mit gleichen
Ptr-Rassen bzw. Ptr-Toxinen, werden die Resultate einiger QTL-Analysen dahingehend diskutiert,
dass die detektierten QTL sich in gleichen oder eng benachbarten genetischen Bereichen von
kartierten Ptr-Resistenzgenen befinden. So wird davon ausgegangen, dass die auf dem langen Arm
von Chromosom 5B detektierten QTL moglicherweise mit dem Gen tsnl korrespondieren und der in
verschiedenen Studien auf Chromosom 1AS lokalisierte Haupt-QTL wahrscheinlich das Gen tscl
beinhaltet (Cheong et al. 2004, Chu et al. 2008b, Faris et al. 2012, Li et al. 2011, Singh et al. 20083,
Singh et al. 2012a, Zwart et al. 2010, Faris et al. 1996, Effertz et al. 2001, Faris et al. 1997, Sun et al.
2010, Effertz et al. 2002).

Dariiber hinaus wurden genomweite Assoziationsanalysen durchgefiihrt, die quantitative
(polygenische) Ptr-Resistenzen in verschiedenen Weizenkollektionen untersuchten. Genomregionen,
die mit einer Resistenz gegenliber den Rassen 1 bzw. 5 assoziiert sind, konnten dabei auf den
Chromosomen 1D, 2A, 2B, 2D, 4A, 5B und 7D bzw. 2D, 6A und 7D lokalisiert werden (Gurung et al.
2011). Eine andere Studie detektierte anhand eines historischen Sets von 170 Weizengenotypen
Resistenz-QTL gegeniiber der Rasse 1 auf dem kurzen Arm der Chromosomen 1A, 1B und 6B sowie
dem langen Arm der Chromosomen 2B, 3B, 4A, 5B, 6A und 7B (Singh et al. 2011a). Schlieflich haben
Patel et al. (2013) in Sommerweizenakzessionen 11 QTL auf den Chromosomen 1A, 1D, 2B, 2D, 6A
und 7A gegentber Ptr identifiziert.
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Uberblick bekannter Resistenz-Loci gegeniiber Ptr mit QTL-Bezeichnung, chromosomaler
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1.4 Molekulare Marker

Molekulare Marker sind spezifische DNA-Fragmente, die adressierbar und fiir die Konstruktion einer
genetischen Karte geeignet sind, den Gesetzen der Vererbung folgen und in neutraler Weise
allelische Variation anzeigen (Miedaner und Korzun 2012, Koebner 2003a, Semagn et al. 2006a).
Diese DNA-Variationen beruhen entweder auf DNA-Sequenzpolymorphismen oder auf
unterschiedlichen DNA-Wiederholungsmustern (Schlotterer 2004). Seit 1980, als erstmals Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP)-Marker zur Konstruktion einer genetischen Karte beim
Menschen und dann spater zur Erstellung von Kopplungskarten bei Tomate und Mais eingesetzt
wurden, wurden im Zuge des technologischen Fortschritts eine Vielzahl neuer Markersysteme zur
Detektion und Analyse von DNA-Polymorphismen in Pflanzengenomen entwickelt (Botstein et al.
1980, Helentjaris et al. 1986, Jones et al. 2009, Paux et al. 2012, Edwards und Batley 2010). Dabei
zeichnen sich neue Markersysteme im Vergleich zu dlteren durch eine bessere Reproduzierbarkeit
und Automatisierbarkeit, der Eignung fir Hochdurchsatz-Analysen, Kosten- und Zeitersparnis
und/oder bessere Datengenauigkeit aus (Berkman et al. 2012, Schl6tterer 2004). So haben fir das
Studium pflanzlicher Genome RFLP-Marker nur noch historische Bedeutung, wohingegen die Zahl der
Publikationen in denen arraybasierte Ansdtze oder auf DNA-Sequenzierung beruhende Marker
eingesetzt werden, stark angestiegen sind (Trebbi et al. 2011, Paux et al. 2012, Edwards et al. 2013,
Lai et al. 2012).

Aufgrund der Eigenschaften molekularer Marker ergeben sich vielfaltige Einsatzmoglichkeiten in der
Pflanzengenetik und Pflanzenziichtung, wie zum Beispiel fir phylogenetische Untersuchungen,
vergleichende Genomstrukturanalysen zur Identifikation von Syntenie und Genomrearrangements, in
Assoziationsstudien, zur Konstruktion genetischer Karten fiir die Lokalisierung von Genen und
QTL-Analysen, fir die kartengestiitzte Klonierung oder den Einsatz in der markergestiitzten Selektion
(Dvorak et al. 2012, Lu und Faris 2006, Yu et al. 2012, Huang et al. 2012a, Haile et al. 2012, Faris et al.
2010, DePauw et al. 2009). Die potenziellen Vorteile von molekularen Markern in der
Pflanzenzlichtung bestehen vor allem in der Reduktion der Ziichtungskosten und -zeit durch eine
prazisere Selektion in einem frithen Entwicklungsstadium und/oder zu einem frilhen Zeitpunkt im
Zichtungsprozess (Xu et al. 2012, Kuchel et al. 2007, Miedaner und Korzun 2012). Bis heute wird eine
markergestitzte Selektion jedoch im Wesentlichen fir monogenische und schwer zu
phanotypisierende Merkmale genutzt (Gupta et al. 2010).

Fir die Untersuchung pflanzlicher Genome werden im Wesentlichen die folgenden molekularen
Markersysteme eingesetzt: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)-Marker, Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Marker, Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP)-Marker, Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS)-Marker, Simple Sequence Repeat
(SSR)-Marker, Diversity Arrays Technology (DArT)-Marker und Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP)-Marker, detektiert mithilfe verschiedener Plattformen wie den GoldenGate Assay oder Next
Generation Sequencing Technologien (Helentjaris et al. 1986, Rafalski et al. 1991, Becker et al. 1995,
Konieczny und Ausubel 1993, Bell und Ecker 1994, Wenzl et al. 2004, Cho et al. 1999, Akhunov et al.
2009, Lai et al. 2012).

Im Folgenden werden AFLP-Marker, SSR-Marker und DArT-Marker ndher vorgestellt, da sie in dieser
Arbeit verwendet wurden.

20



Einleitung

1.4.1 Amplified Fragment Length Polymorphism-Marker

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)-Marker sind PCR-basierte Marker, die genetische
Unterschiede zwischen zwei Individuen in differenzierenden DNA-Fragmentmustern widerspiegeln.
Die AFLP-Technik wurde von Vos et al. (1995) entwickelt und kann in vier Schritte unterteilt
werden: i) enzymatischer Verdau genomischer DNA, ii) Adapterligation, iii) Amplifikationen und
iv) Detektion der Restriktionsfragmente. Beim ersten Schritt wird genomische DNA an spezifischen
DNA-Erkennungssequenzen durch Restriktionsendonukleasen geschnitten. Abhangig davon wie viele
Basenpaare die Erkennungssequenz umfasst, wird in selten und héaufig schneidende
Restriktionsenzyme unterschieden. Fir AFLP-Analysen wird ein vollstandiger enzymatischer Verdau
meistens mit einem haufig schneidenden Restriktionsenzym, wie Msel oder Tagl, und einem Enzym
mit einer langeren Erkennungssequenz, wie EcoRl oder Pstl, durchgefiihrt. Dies hat Auswirkungen auf
die Anzahl und die Lidnge der Restriktionsfragmente (Ridout und Donini 1999). Dariiber hinaus
konnen durch Einsatz eines methylierungssensitiven Enzyms, wie Mspl, AFLP-Fragmente in
spezifischen genetischen Regionen erzeugt werden (Xu et al. 2000). Der nachste Schritt ist die
Ligation zwischen einem Adapter mit bekannter DNA-Sequenz und den Restriktionsfragmenten die
dadurch erméglicht wird, dass die doppelstrangige DNA beim Restriktionsverdau versetzt geschnitten
wird und die Adapter zu den lberhdangenden Enden komplementar sind. Nach der Adapterligation
sind somit Sequenzinformationen, bestehend aus Adapter- und Schnittstellensequenz, der
DNA-Fragmente bekannt, die es erlauben, Primer fiir nachfolgende PCR-Amplifikationen zu
entwickeln. Zur Reduktion der Komplexitdt der DNA-Fragmente werden die PCR-Primer bei der
Praamplifikation um ein bis zwei zusatzliche Nukleotide verlangert, bei der anschliefenden selektiven
Amplifikation besitzen die Primer in der Regel drei selektive Nukleotide. Die Anzahl selektiver
Nukleotide ist abhdngig von der GenomgrolRRe der Spezies und dem erwarteten Polymorphiegrad. Fir
eine automatisierte Detektion der AFLP-Marker werden die DNA-Fragmente durch Einsatz eines
markierten PCR-Primers bei der selektiven Amplifikation markiert. Zur elektrophoretischen
Auftrennung wird aufgrund der hohen Trennschafe meist eine Gelmatrix auf Polyacrylamid-Basis
eingesetzt. AFLP-Polymorphismen, die eine Differenzierung von Genotypen erlauben, basieren
entweder auf Mutationen innerhalb der Restriktionsschnittstellen, auf Insertionen bzw. Deletionen
zwischen den Schnittstellen oder auf Mutationen der selektiven Basen (Hazen et al. 2002).

Einer der wichtigsten Vorteile bei AFLP-Markern besteht darin, dass keine Sequenzinformation tber
das Untersuchungsobjekt zur Primerableitung notwendig ist (Semagn et al. 2006a). Dariiber hinaus
zeichnen sich diese Marker bei Weizen durch eine vollstdndige Genomabdeckung aus, haben einen
moderaten Polymorphiegrad und sind robust sowie gut reproduzierbar (Karsai et al. 2012, Hazen et
al. 2002, Ridout und Donini 1999, Semagn et al. 2006a). In Abhédngigkeit der verwendeten
Restriktionsenzyme wird bei AFLP-Markern von einer geringen bzw. einer deutlichen Clusterung im
Centromerbereich berichtet (Hazen et al. 2002, Semagn et al. 2006b). Der Einsatz von AFLP-Markern
bei der Genotypisierung von Pflanzen wird dadurch limitiert, dass die AFLP-Technik arbeitsaufwendig
und zeitintensiv ist und dass AFLP-Marker in der Regel nur dominant auszuwerten sind (Karsai et al.
2012, Ridout und Donini 1999, Semagn et al. 2006b).

Mithilfe von AFLP-Markern wurden phylogenetische Analysen und Untersuchungen zur genetischen
Diversitdt an diploiden, tetraploiden und hexaploiden Triticum-Arten durchgefiihrt (Ozkan et al.
2002, Baum und Bailey 2013, Karsai et al. 2012). Darliber hinaus werden AFLP-Marker zur
Konstruktion und zur Abséattigung genetischer Karten fir die Kartierung und Isolierung von Genen
und QTL-Analysen eingesetzt (Prins et al. 2001, Mir et al. 2012, Haen et al. 2004, Alexander et al.
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2012, Buerstmayr et al. 2002, Quarrie et al. 2005). AuRerdem eignet sich dieses Markersystem zum
Studium von Pflanzenarten Uiber die wenig genetische Informationen vorliegen, wie zum Beispiel
Bambus oder Granatapfel (Waikhom et al. 2012, Sarkhosh et al. 2012).

1.4.2 Simple Sequence Repeat-Marker

Simple Sequence Repeat (SSR)-Marker, auch als Mikrosatelliten-Marker bezeichnet, detektieren kurze
tandemartig angeordnete Sequenzmotive von ein bis sechs Nukleotiden, die aufgrund einer
unterschiedlichen Wiederholungsrate als molekulare Marker eingesetzt werden (Réder et al. 1998,
Kalia et al. 2011). Die dominierende Anzahl der Mikrosatelliten bestehen aus di- und trinukleotid
Motiven, welche zwischen 4-100mal wiederholt werden (Guyomarc‘h et al. 2002, Song et al. 2005,
Pestsova et al. 2000). Durch flankierende Primer kéonnen diese DNA-Bereiche in PCR-Reaktionen
vervielfaltigt werden. Es entstehen unterschiedlich lange Amplikons, die meist mit
Kapillarelektrophorese-Systemen separiert werden und zur Differenzierung von Genotypen geeignet
sind (Schlotterer 2004, Guichoux et al. 2011). Die unterschiedliche Wiederholungszahl der
Sequenzmotive bei SSR-Markern wird mit dem ,slipped-strand mispairing’ Modell oder durch
unregelmaRiges Crossing-Over erklart (Kalia et al. 2011, Thuillet et al. 2002). Das ,slipped-strand
mispairing’ Modell geht davon aus, dass es wahrend der DNA-Replikation durch Schleifenbildung
einzelstrangiger DNA zu Replikationsfehlern kommt, die mehrere Wiederholungseinheiten betreffen
kénnen und zu einer Vervielfaltigung oder zu einem Verlust dieser repetitiven DNA-Bereiche fiihren
(Levinson und Gutman 1987). Mikrosatelliten treten sowohl im Kerngenom als auch im
mitochondrialem und chloroplastidirem Genom auf und kommen im Genom der meisten
Eukaryoten vor (Kalia et al. 2011, ljaz 2011). Sie werden zu verschiedenen genetischen Studien bei
Pilzen, Pflanzen, Wirbellosen als auch Wirbeltieren einschlieRlich des Menschen eingesetzt (Murat et
al. 2011, Kaur et al. 2011a, Xiao et al. 2010, Tapio et al. 2010, Ballantyne et al. 2010).

Mikrosatelliten sind sehr informative Marker, da sie einen hohen Polymorphiegrad aufweisen und
multiallelisch sind (Réder et al. 1998, Schlotterer 2004). Die Mutationsrate der Mikrosatelliten
variiert stark zwischen verschiedenen Arten und ist unter anderem abhangig von der Motivsequenz,
der Wiederholungslange und der chromosomalen Lokalisation (Bhargava und Fuentes 2010, Thuillet
et al. 2004). Bei Weizen wurde eine durchschnittliche Mutationsrate der SSR-Marker von 107 bis 10
pro Locus und Generation festgestellt (Raquin et al. 2008, Thuillet et al. 2002). Wesentliche Vorteile
von SSR-Markern sind ihrer Locusspezifitdt und ihr genomweites Auftreten mit hoher Abundanz
(Adhikari et al. 2012, Gupta et al. 2002, Eujayl et al. 2002, Song et al. 2005, Schlétterer 2004). Bei
Ae. tauschii bzw. bei T. aestivum wurden dinukleotide Mikrosatelliten durchschnittlich alle 220 kb
bzw. 270 kb detektiert (Pestsova et al. 2000, Roder et al. 1995). Allerdings sind die drei Subgenome
bei Weizen unterschiedlich gut mit SSR-Markern abgedeckt. Auf dem B-Genom konnten die meisten
und auf dem D-Genom die wenigsten Mikrosatellitenmarker detektiert werden (Réder et al. 1998,
Gupta et al. 2002). SSR-Marker zeichnen sich dariiber hinaus durch eine gute Reproduzierbarkeit aus,
sie sind robust und interspezifisch als auch intergenerisch transferierbar, sie erlauben eine
codominante Auswertung, stellen relativ einfache technische Anforderungen, sind kostenginstig in
der Durchfiihrung, vor allem wenn Multiplex-Ansatze verwendet werden, und gut automatisierbar
(Kalia et al. 2011, Roder et al. 1998, Pestsova et al. 2000, Guyomarc‘h et al. 2002, Gupta et al. 2002,
Guichoux et al. 2011).

Die Identifizierung und Entwicklung von SSR-Markern ist dagegen aufwendig und kostenintensiv, vor
allem bei Arten mit einem grofen Genom wie dem Weizen (Roder et al. 1998, Song et al. 2005,
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Semagn et al. 2006a). Traditionell erfolgt die Identifizierung durch Konstruktion einer
DNA-Bibliothek, Hybridisierung mit repetitiven Oligonukleotiden, Sequenzierung positiver Klone und
der Ableitung sowie Selektion optimaler Primer (Roder et al. 1998, Pestsova et al. 2000, Song et al.
2005, Guyomarc’h et al. 2002). Ebenfalls konnen SSR-Marker durch Verwendung und Selektion von
expressed sequence tag (EST) Datenbanken oder durch den Einsatz von next generation sequencing
(NGS) Technologien detektiert und abgeleitet werden (Eujayl et al. 2002, Gadaleta et al. 2011,
Guichoux et al. 2011, Kaur et al. 2011b, Nie et al. 2012). Neben der aufwendigen Entwicklung von
SSR-Markern ist das Auftreten von PCR-Artefakten (Stotterbanden) vor allem bei SSR-Markern, die
auf mono- oder dinukleotiden Wiederholungen beruhen, ein weiterer Nachteil (Fazekas et al. 2010,
Guichoux et al. 2011).

Aufgrund ihrer Vorteile sind SSRs die Marker der Wahl zur Konstruktion genetischer Karten fir die
Kartierung von Genen und QTL-Analysen, fiir Populationsstudien, zum Studium der genetischen
Diversitat oder fiir phylogenetische Untersuchungen (Guichoux et al. 2011, Semagn et al. 20063,
Francki et al. 2009, Xu et al. 2013, Cui et al. 2013, Reif et al. 2011, Jaiswal et al. 2012, Chen et al.
2012a, Karsai et al. 2012, Hao et al. 2011, Gadaleta et al. 2011, Dvorak et al. 2012).

1.4.3 Diversity Arrays Technology-Marker

Diversity Arrays Technology (DArT) ist eine auf Hybridisation basierende Technologie zur
genomweiten Genotypisierung (Wenzl et al. 2004, Akbari et al. 2006). DArT-Marker sind
Array-basierte, dominante Marker, welche die Ab- bzw. die Anwesenheit eines bestimmten Allels
anzeigen (Huang et al. 2012a, Peleg et al. 2008, Francki et al. 2009, Sohail et al. 2012).

Ziel bei der Erstellung eines DArT-Array ist es, die vollstindige genetische Diversitdt einer Spezies
abzubilden, bei gleichzeitiger Reduktion der genetischen Komplexitadt (Jones et al. 2009, Sohail et al.
2012). Zur Erstellung eines DArT-Mikroarrays wird genomische DNA einer moglichst diversen
Kollektion von Akzessionen und Sorten einer Art gemischt und durch das Restriktionsenzym Pstl
sowie eines zweiten, haufig schneidenden Enzymes, wie Tagl, enzymatisch verdaut (Wenzl et al.
2004, Reddy et al. 2011, Akbari et al. 2006). An die Restriktionsfragmente, die beidseitig mit Pstl
geschnitten wurden, werden Adapter ligiert, die eine PCR-Amplifikation der Fragmente erlauben
(Wenzl et al. 2004, Akbari et al. 2006). Dabei wird die genomische Komplexitat reduziert und
niederfrequent auftretende Sequenzen werden angereichert (Semagn et al. 2006a, Francki et al.
2009). Die Amplifikationsprodukte werden kloniert und eine zuféllige Auswahl von geklonten
Fragmenten wird zur Erstellung eines Mikroarrays eingesetzt (Jones et al. 2009). Bei den zu
untersuchenden Proben wird die genomische Diversitat in gleicher Weise reduziert, gefolgt von einer
Fluoreszenzmarkierung der Fragmente, welche anschlieBend zur Hybridisation gegen den Mikroarray
eingesetzt werden (Wenzl et al. 2004, Akbari et al. 2006). Nach einem Waschschritt werden die
Fluoreszenzsignale gebundener Proben detektiert und es erfolgt die statistische Auswertung der
Signale (Badea et al. 2011, Wenzl et al. 2004, Akbari et al. 2006).

Einer der wesentlichen Vorteile bei DArT-Analysen ist die genomweite Verteilung der Marker, die es
erlaubt, das gesamte Genom abzudecken und zahlreiche Polymorphismen zu erfassen (Reddy et al.
2011, Gupta et al. 2010, White et al. 2008). AuBerdem ermoglicht die den DArT-Markern zu Grunde
liegende Technologie eine gleichzeitige Analyse von mehreren hundert bis tausend Loci in einem
Experiment (Wenzl et al. 2004, Akbari et al. 2006). Somit wird die Genotypisierung extrem
beschleunigt (Francki et al. 2009, Akbari et al. 2006, Huang et al. 2011). Mithilfe von DArT-Markern
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konnen alle Formen genomischer Diversitdt wie SNPs, Insertions-/Deletionspolymorphismen,
Variationen der Kopienzahl oder Methylierungsmuster erfasst werden (Wenzl et al. 2006, Adhikari et
al. 2012). Ein weiterer Vorteil von DArT-Markern ist, dass keine Sequenzinformationen erforderlich
sind, da sie auf Hybridisierung basieren (Sohail et al. 2012, Marone et al. 2012a). Dariber hinaus sind
DArT-Marker reproduzierbar und mit weniger als 0,1 USD pro Datenpunkt sehr kostenglinstig
(Marone et al. 2012a, White et al. 2008, Gupta et al. 2010). DArT-Marker kénnen fiir nahezu alle
Spezies entwickelt werden (Badea et al. 2011, Wenzl et al. 2006, Semagn et al. 2006). Diversity
Arrays Technology Pty. Ltd. bietet momentan DArT-Analysen flir 69 Spezies an
(http://www.diversityarrays.com). Darunter sind neben zahlreichen Pflanzenarten auch tierische
Organismen wie Moskito oder Rind und Mikroorganismen. Es konnte gezeigt werden, dass
DArT-Marker fir Studien von komplexen, polyploiden Genomen geeignet sind (Akbari et al. 2006,
Raman et al. 2008). Mithilfe von aneuplioden Weizenlinien konnten DArT-Marker
Weizenchromosomen zugeordnet und in der von Sourdille et al. (2004) entwickelten Deletionskarte
kartiert werden (Francki et al. 2009). Durch die Sequenzierung der DArT-Klone ist es auBerdem
moglich, diese Marker mit bioinformatischen Ansdtzen genauer zu charakterisieren und sie z.B. zur
Identifizierung von Kandidatengenen oder Synteniestudien einzusetzen (Marone et al. 2012a, Reddy
et al. 2011). Auch eine Konvertierung der DArT-Marker in PCR-basierte Marker ist moglich, die dann
bei einer markergestitzten Selektion in Zlichtungsprogrammen verwendet werden kdnnen (Zhang et
al. 2011). Durch Sequenzvergleiche der DArT-Klone mit Datenbanken konnten aulRerdem putativ
exprimierte Gene und Sequenzhomologien zu annotierten Genen bei Hafer, Weizen und Baumwolle
identifiziert werden (Tinker et al. 2009, Marone et al. 2012a, Reddy et al. 2011).

Neben den vielen Vorteilen die DArT-Marker aufweisen, haben diese auch Einschriankungen. Am
bedeutendsten ist dabei, dass DArT-Marker nicht gleichmaRig die Chromosomen abdecken. Es
konnte gezeigt werden, dass bei Weizen 20-30 % der analysierten DArT-Marker in Clustern auftreten,
vergleichbare prozentuale Anteile wurden bei Durumweizen (24 %) und Tomate (23 %) gefunden
(Francki et al. 2009, Marone et al. 2012a, van Schalkwyk et al. 2012). Vor allem im Centromerbereich
treten solche Cluster auf, da dort nur eine eingeschriankte Rekombination stattfindet (Francki et al.
2009, Wenazl et al. 2006, Alheit et al. 2011). Auch in den telomeren Chromosombereichen kann eine
verstarkte Kartierung von DArT-Markern festgestellt werden (Marone et al. 2012b, Peleg et al. 2008,
Wenzl et al. 2006). Diese Beobachtung wird mit der Affinitdt von Pstl in Verbindung gebracht,
haufiger in hypomethylierten, Gen-reichen Bereichen zu schneiden und damit diese Regionen in den
DArT-Arrays verstarkt zu reprasentieren (Wenzl et al. 2006, Alheit et al. 2011, Peleg et al. 2008,
Marone et al. 2012a). AuBerdem zeigten Sequenzanalysen von DArT-Klonen, dass viele DArT-Marker
redundant sind (Marone et al. 2012a). Dies kann ebenfalls zur Clusterung von DArT-Markern
beitragen (Marone et al. 2012a). Ahnlich wie bei SSR-Markern sind die drei Subgenome von Weizen
unterschiedlich gut mit DArT-Markern abgedeckt (Semagn et al. 2006c, Akbari et al. 2006, Adhikari et
al. 2012). Mehrere Studien bei Weizen ergaben, dass die wenigsten DArT-Marker auf dem D-Genom
und die meisten Marker auf dem B-Genom kartiert sind (Francki et al. 2009, Zhang et al. 2011). Im
Jahr 2012 wurde ein DArT-Array fur Ae. tauschii, den D-Genomdonor des hexaploiden Weizens,
erstellt, der in Studien bei Weizen zur besseren Markerabsattigung des D-Genoms beitragen kann
(Sohail et al. 2012). Ein weiterer Nachteil von DArT-Markern liegt darin, dass die genomische
Lokalisation der Marker ohne weitere Analyse unbekannt ist (Huang et al. 2012a). Aufgrund der
Tatsache, dass DArT-Marker nur zwei Allelzustande detektieren kdnnen, ist eine Unterscheidung
zwischen homo- und heterozygoten Genotypen nicht moglich und die Analyse von Fremdbefruchtern
wird erschwert (Jones et al. 2009, White et al. 2008).
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Aufgrund ihrer Vorteile werden DArT-Marker zur Genotypisierung zahlreicher Pflanzenspezies
eingesetzt, unter anderem bei den Getreidearten Reis, Gerste, Weizen, Hafer, Roggen, Triticale oder
Ae. tauschii (Jaccoud et al. 2001, Wenzl et al. 2004, Semagn et al. 2006¢, Tinker et al. 2009, Bolibok-
Bragoszewska et al. 2009, Tyrka et al. 2011, Sohail et al. 2012). Mithilfe von DArT-Markern kénnen
Skelettkarten abgesattigt und hochauflosende genetische Karten erstellt werden, die die Kartierung
von quantitativen und qualitativen Merkmalen, wie Resistenzen gegen biotischen und abiotischen
Stress, Ertragsparameter oder Qualitdtseigenschaften, erlauben (Wenzl et al. 2006, Semagn et al.
2006c¢, Ben-David et al. 2010, Singh et al. 2010c, Alexander et al. 2012, Tsilo et al. 2010, Kumar et al.
2013). AuRerdem konnen mithilfe von DArT-Markern Konsensus-Karten berechnet werden, welche
als Referenzkarten eingesetzt werden kénnen, wie bei Durumweizen, Gerste, Triticale oder Sorghum
(Marone et al. 2012b, Wenzl et al. 2006, Alheit et al. 2011, Mace et al. 2009). Auch werden
DArT-Marker zum Studium der genetischen Diversitdt und Populationsstruktur sowie fir
Untersuchungen der phylogenetischen Abstammung eingesetzt (White et al. 2008, Zhang et al. 2011,
Raman et al. 2010, Steane et al. 2011). DArT-Marker eignen sich fiir den Einsatz in markergestiitzten
Rickkreuzungsprogrammen (Gupta et al. 2010). Sie kdnnen auch fiir die genomische Selektion zur
Schatzung des genomischen Zuchtwerts eingesetzt werden (Asoro et al. 2011, Resende et al. 2012).
Durch die Sequenzkenntnis von DArT-Marker eréffnen sich neue Einsatzmoglichkeiten. So konnten
unter anderem Syntenien zwischen dem Genom von Durumweizen zu Brachypodium und Reis
identifiziert werden (Marone et al. 2012b).

1.5 Genetische Kartierung

Mithilfe genetischer Marker kénnen - wie erwahnt - Kopplungskarten erstellt werden (Collard et al.
2005). Diese Karten enthalten in linearer Anordnung die Positionen und relativen genetischen
Abstande von molekularen Markern (Collard et al. 2005, Semagn et al. 2006b). Genetische Karten
beruhen auf der Erfassung von Rekombinationsfrequenzen in spaltenden Nachkommenschaften
(Berkman et al. 2012). Die Erstellung einer Kopplungskarte mit einer hohen Genomabdeckung ist
Grundlage zur Kartierung von Genen, QTL-Analysen, einer vergleichenden Kartierung oder fiir die
Genisolierung mittels kartengestitzter Klonierung (Faris et al. 2004, Semagn et al. 2006b).

Die Konstruktion einer Kopplungskarte ist abhangig vom Populationstyp, der PopulationsgréRe, der
Wahl der molekularen Marker sowie der Markerabdeckung (He et al. 2001, Ferreira et al. 2006,
Collard et al. 2005, Semagn et al. 2006b). Voraussetzung fir eine genetische Karte ist eine spaltende
Population (Al-Maskri et al. 2012). Bei Selbstbefruchtern kann es sich dabei z.B. um F,-, DH-, RIL-,
NIL-, eine Rickkreuzungspopulation oder eine multiparentale Population handeln, deren Vor- und
Nachteile in mehreren Reviews erldutert sind (Semagn et al. 2006b, Faris et al. 2004, Xu 20103,
Huang et al. 2012b). Die Eltern einer Population missen genetisch moglichst divers sein, so dass
Polymorphismen in der Nachkommenschaft auftreten und sicher detektiert werden kénnen (Semagn
et al. 2006b). AuRerdem muss die Population hinreichend groR sein, da die Auflosung der
genetischen Karte von der Anzahl analysierter Meiosen abhangt (Collard et al. 2005). Simulationen
mit verschiedenen PopulationsgroBen zeigten, dass groflere Populationen zu praziseren Karten
fihren, 200 Individuen aber ausreichen, um eine genligend genaue genetische Karte zu erstellen
(Ferreira et al. 2006). Aufgrund ihres unterschiedlichen Informationsgehalts eignen sich dominante
und codominante Marker fiir Untersuchungen verschiedener Populationstypen (Staub et al. 1996).
Die genetischen Marker sollten einen hohen Polymorphiegrad besitzen, moglichst Locus spezifisch
sein und gleichmiRig das Genom abdecken (Semagn et al. 2006b). Die Anzahl fehlender Datenpunkte
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und Genotypisierungsfehler sollte moglichst gering sein, da sie die Markerreihenfolge und
Kartenlange gravierend verdndern konnen (Hackett und Broadfoot 2003, Rosa et al. 2002).

Die Berechnung von genetischen Kopplungsgruppen basiert auf verschiedenen statistischen Ansatzen
und erfolgt meist mithilfe von Computerprogrammen wie MAPMAKER/EXP, MapManager QTX, R/qtl
oder JoinMap (Collard et al. 2005, Lander et al. 1987, Manly et al. 2001, Broman et al. 2003, van
Ooijen 2006).

Nach der Bestimmung der Spaltungsverhiltnisse der Marker, welche bei Abweichungen vom
erwarteten Spaltungsverhaltnis einen Hinweis auf Genotypisierungsfehler, nicht homologe
Chromosomenpaarung, unbewusste Selektion bestimmter Chromosomenabschnitte bei der
DH-Linienproduktion oder andere Ursachen liefern kénnen, werden Markerpaare einem Test auf
Kopplung unterzogen (Plomion et al. 1995, Lefebvre et al. 1995, Semagn et al. 2006b). Uberschreiten
sie einen vorgegebenen Signifikanzgrenzwert (logarithm of odds, LOD) wird von einer Kopplung der
Marker ausgegangen und die Marker werden einer Kopplungsgruppe zugeordnet (Collard et al.
2005). Meist wird bei genetischen Kartierungen ein LOD-Wert von 23 vorgegeben (Cui et al. 2013,
Collard et al. 2005). Das bedeutet, dass eine Kopplung zweier Marker 1000fach wahrscheinlicher ist
als keine Kopplung (Stam 1993). Bei einer genetischen Kartierung wird angestrebt, dass die Zahl der
Kopplungsgruppen identisch ist mit der Chromosomenzahl eines haploiden Chromosomensatzes.
Eine ungleiche Verteilung der Marker und nicht mit Markern abgedeckte Bereiche kdnnen dazu
fiihren, dass zwischen Markern eines Chromosoms keine Kopplung festgestellt werden kann und dass
das Chromosom durch mehrere Kopplungsgruppen reprasentiert wird (Semagn et al. 2006c). Die
Markeranordnung einer genetischen Karte kann mit verschiedenen Algorithmen, wie den
Regressionsalgorithmus oder einem maximum likelihood Algorithmus berechnet werden. Diese
Algorithmen werden in mehreren Schleifen durchlaufen und ermitteln, ausgehend vom
informativsten Markerpaar, durch Hinzufiigen weiterer Marker, die wahrscheinlichste
Markerreihenfolge, welche mit den wenigsten Rekombinationsereignissen erklart werden kann (van
Ooijen und Voorrips 2001). Anhand der Rekombinationshaufigkeit werden die Markerabstdande unter
Verwendung der Kartierungsfunktionen nach Haldane oder Kosambi berechnet und in centi Morgan
(1 cM) angegeben (Collard et al. 2005). Die Einheit 1 cM steht dabei fiir eine Rekombination pro
100 Meiosen (Semagn et al. 2006b). Die Rekombinationsfrequenz kann maximal 50 % (50 cM)
erreichen, da bei einem Strangbruch wahrend der Meiose immer nur zwei der vier homologen
Chromatiden beteiligt sind (Semagn et al. 2006b). Die beiden Kartierungsfunktionen unterscheiden
sich dahingehend, dass bei Kosambi eine Beeinflussung der Rekombinationsereignisse untereinander
beriicksichtigt wird, wahrend bei Haldane eine Interferenz der Crossing-Over Ereignisse
ausgeschlossen wird (Kosambi 1944, Haldane 1919). Daher sind genetische Karten basierend auf der
Kartierungsfunktion nach Kosambi kompakter (Tapper et al. 2005).

Genetische Karten erlauben es nicht, direkt von Kopplungsgruppen auf Chromosomen zu schlieRen
oder die physische Struktur eines Chromosoms darzustellen, da unter anderem die
Rekombinationshaufigkeit entlang eines Chromosoms unterschiedlich ist (Jones et al. 2009). Mithilfe
von physisch kartierten Markern oder aneuplioden Linien kdnnen jedoch Kopplungsgruppen
einzelnen Chromosomen zugeordnet werden (Jones et al. 2009, Fox et al. 2001).

Die am intensivsten untersuchte und kartierte Weizenpopulation ist die International Triticeae
Mapping Initiative (ITMI) Kartierungspopulation, die auf eine Kreuzung zwischen dem synthetischen
Weizen ,W7984‘ und dem Sommerweizen ,0pata85‘ zurlickgeht (Roder et al. 1998, Faris et al. 1999,
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Somers et al. 2004, Cavanagh et al. 2013, Nelson et al. 1995, Sorrells et al. 2011). Die neuste
genetische Karte dieser Population umfasst mehr als 420 000 genetische Marker und weist einem
durchschnittlichen Markerabstand von 1 Marker pro 380 kb auf (Saintenac et al. 2013). In diese
hochauflosende Karte wurden dabei sowohl SSR-, STS- und DArT-Marker integriert, aber auch
vorallem SNP-Marker, die von dem 9K iSelect Chip und aus genotyping-by-sequencing Ansdtzen
stammen (Saintenac et al. 2013).

Durch die Weiterentwicklung im Bereich der molekularen Marker stellt die Konstruktion von
detaillierten Kopplungskarten kein Problem dar. Genetische Karten mit hoher Markerdichte
existieren heute fir alle Hauptgetreidearten sowie fiir viele weitere Pflanzenarten, wie
beispielsweise Himbeere, Pfirsich oder Zwiebel (Cui et al. 2013, Pan et al. 2012, Mufioz-Amatriain et
al. 2011, Miedaner et al. 2012, Bushakra et al. 2012, Martinez-Garcia et al. 2013, Tsukazaki et al.
2012).

1.6 Quantitative Trait Locus-Analysen

Quantitative Merkmale, sie werden auch als komplexe Merkmale bezeichnet, sind Merkmale bei
denen die Beziehung zwischen Phanotyp und Genotyp nicht direkt beobachtet werden kann (Hackett
2002). Quantitative Merkmale zeigen im Gegensatz zu qualitativen Merkmalen kontinuierliche
Haufigkeitsverteilungen. Sie werden von mehreren Genen, die meist nur einen geringen Effekt auf
das Merkmal haben, sowie Umweltfaktoren und Interaktionen zwischen Genen und Umwelteffekten
beeinflusst (Holland 2007). Ein Genlocus, welcher an der Merkmalsauspragung eines komplexen
Merkmals beteiligt ist, wird als Quantitative Trait Locus (QTL) bezeichnet (Xu 2010b). Die meisten
agronomisch bedeutenden Merkmale bei Weizen, wie Kornertrag, Tausendkorngewicht oder
Ahrenschieben ebenso wie Toleranzen bzw. Resistenzen gegeniiber abiotischen und biotischen
Stress, sind quantitative Merkmale (Bonneau et al. 2012, Reif et al. 2011, Paliwal et al. 2012,
Landjeva et al. 2007, Christopher et al. 2013, Faris et al. 2012).

Ziel einer QTL-Analyse ist es, mit statistischen Methoden genomische Regionen zu identifizieren,
welche durch molekulare Marker markiert sind und mit dem untersuchten Merkmal in Beziehung
stehen sowie die Effekte zu schatzen, die diese Regionen auf das Merkmal haben (Takuno et al. 2012,
Holland 2007, Xu 2010b).

Die Anzahl von QTL-Analysen ist seit den spaten 1980er Jahren in Folge des technischen Fortschritts
und der Etablierung neuer molekularer Markersysteme, leistungsstarker Softwarepakete sowie der
Entwicklung komplexer statistischer Modelle stark gestiegen (Walsh 2009, Hackett 2002).

Grundlage fiir eine QTL-Analyse ist eine differenzierende Kartierungspopulation, die Genotypisierung
der Population und Konstruktion einer stabilen Kopplungskarte sowie die Phanotypisierung der
Population in verschiedenen Umwelten, moglichst Giber mehrere Jahre (Xu 2010b). Zur Durchfihrung
von QTL-Analysen stehen verschiedene kommerzielle und frei zugangliche Computerprogramme wie
MapQTL, PLABQTL oder R/QTL zur Verfugung (van Ooijen 2004, Utz und Melchinger 1996, Broman et
al. 2003).

Die Berechnung von QTL kann mit unterschiedlichen statistischen Modellen erfolgen, die stetig
weiterentwickelt werden (Holland 2007, Hackett 2002, Xu 2010b). Einzelmarker-Anséatze stellen die
einfachste, aber auch ineffizienteste Moglichkeit dar, QTL zu detektieren (Collard et al. 2005). Lander
und Botstein (1989) entwickelten die Intervallkartierung (simple intervall mapping, SIM) zur
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Detektion von QTL. Bei der Intervallkartierung werden Markerpaare aus Markern gebildet, die in der
genetischen Karte als gekoppelt identifiziert wurden (van Ooijen 1999). Diese Marker werden
simultan analysiert (van Ooijen 1999). Eine Erweiterung stellt die von Zeng (1993, 1994) und Jansen
und Stam (1994) entwickelte ,composite intervall mapping’ (CIM)-Methode dar. Dabei kénnen alle
Marker einer Kopplungsgruppe in einer Berechnung eingesetzt und mehrere, auch in der gleichen
Kopplungsphase sich befindende, d.h. auf einem Chromosom liegende, QTL gleichzeitig detektiert
werden (Xu 2010b). AuBerdem koénnen Marker als Cofaktoren ausgewdhlt und bei der
QTL-Berechnung beriicksichtigt werden (Xu 2010b). Sie fihren zu einer Reduktion des
Hintergrundrauschens und prazesieren so die QTL-Analyse (Jansen und Stam 1994). Um zu
definieren, ab welchem LOD-Wert von einem signifikanten QTL-Effekt ausgegangen werden kann,
wird in den meisten QTL-Analysen ein genomweiter Grenzwert, basierend auf einem
Permutationstest mit 1 000 Permutationen, kalkuliert (Churchill und Doerge 1994, van Ooijen 1999).
Dieser Grenzwert ist abhangig von der Genomgrolle, der Markerdichte, der PopulationsgrofRe sowie
dem Populationstyp (Hackett 2002). Zur Bestimmung der Gite des QTL wird meist das 1-LOD bzw.
das 2-LOD Vertrauensintervall fiir das 95 % bzw. 99 % Konfidenzintervall herangezogen (Li 2011). Bei
der Berechnung von QTL mit statistischen Modellen kénnen falsch positive und falsch negative QTL
auftreten. Im Falle falsch positiver Ergebnisse wird die Nullhypothese abgelehnt, obwohl sie korrekt
ist. Dies kann durch einen héheren LOD-Grenzwert vermieden werden (van Ooijen 1999). Jedoch
kénnen unter diesen Bedingungen QTL mit einem geringen Effekt auf das Merkmal unerfasst bleiben
(Holland 2007).

Einfluss auf die Detektion von QTL haben, neben dem verwendeten Berechnungsmodell, unter
anderem die PopulationsgroRe (je groRer eine Kartierungspopulation ist, umso ,kleinere” QTL
konnen detektiert werden), die Genomabdeckung der genetischen Karte, die Heritabilitat des
Merkmals (je starker ein Merkmal von Umweltfaktoren beeinflusst wird, umso geringer sind die
QTL-Effekte) und der Signifikanzgrenzwert (je stringenter er gesetzt ist, umso weniger aber starkere
QTL werden detektiert) (Xu 2010b).

Die Bedeutung der Epistasie auf einzelne QTL wird kontrovers diskutiert (Holland 2007). Einige
Studien zeigen, dass der epistatische Effekt nur leicht oder moderat ist, wihrend die meisten
neueren Studien deutliche Interaktionen zwischen QTL zeigen konnten (Blanc et al. 2006, Mihaljevic
et al. 2005, Kumar et al. 2012, Reif et al. 2011).

Am intensivsten wurden bisher biparentale Populationen, wie F,-, DH-, RIL-, NIL- oder
Rickkreuzungspopulationen fiir QTL-Analysen herangezogen, aber mithilfe weiterer statistischer
Modelle sind auch Analysen multiparentaler Populationen moglich, ebenso wie die Analyse von
Kollektionen diverser Akzessionen (Diversitatssets) in Assoziationskartierungen (Yuan et al. 2012, Liu
et al. 2013, Cui et al. 2013, Huang et al. 2012b, Ma et al. 2011, Reif et al. 2011).

Aufgrund der Kopplung zwischen Markern und QTL ist eine Pyramidisierung von QTL oder, nach einer
Feinkartierung und ldentifizierung von Kandidatengenen, auch die Klonierung von QTL moglich (Xu
2010b, Holland 2007, Xue et al. 2011). Obwohl zahlreiche Resistenz-QTL bei Weizen bekannt sind,
werden sie bisher nur selten in der Ziichtung verwendet (Miedaner und Korzun 2012). Griinde dafir
sind, dass entsprechende QTL meist nur einen geringen Anteil der phanotypischen Varianz erklaren,
starke Genotyp-Umwelt-Interaktion aufweisen, oft ein Konfidenzintervall von 10-20 cM haben und
aullerdem nur schwer in den genetischen Hintergrund von Elitematerial zu transferieren sind
(Wirschum 2012, Miedaner und Korzun 2012, Xu 2010). Daher wird bei der Resistenzziichtung von
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Weizen bisher offenbar nur der Fusarium-QTL Fhbl praktisch genutzt, da es in verschiedenen
Kartierungspopulationen zwischen 20-40 % der phéanotypischen Varianz erklart und in mehreren
genetischen Hintergriinden stabil ist (Miedaner und Korzun 2012).

1.7 Zielstellung der Arbeit

Die durch P. tritici-repentis hervorgerufene  Weizenblattdirre hat durch veranderte
Produktionstechniken und Anbaumethoden in der Landwirtschaft in den letzten Jahrzehnten an
Bedeutung gewonnen und zahlt in Deutschland zu einer der wichtigsten Blattkrankheiten bei Weizen.
Die Bekampfung des Erregers durch Fungizidapplikationen stellt vor dem Hintergrund einer umwelt-
und verbraucherfreundlichen, kosteneffizienten und ressourcenschonenden Pflanzenproduktion nur
eine suboptimale Losung dar. Durch Einbringung und Etablierung von Ptr-Resistenzen kann dagegen
das Pathogen gegebenenfalls langfristig wirksam kontrolliert werden. Die momentane Ptr-Resistenz
im deutschen Weizensortiment ist trotz quantitativer Unterschiede nicht ausreichend. Des Weiteren
liegen keine weitreichenden Erkenntnisse zur Virulenz von P. tritici-repentis in Deutschland vor. Vor
diesem Hintergrund ergaben sich fir die vorliegende Arbeit die folgenden Ziele:

o Aufklarung der Virulenz aus Deutschland und Europa stammender Ptr-Isolate mithilfe eines
Differentialsortiments und Einordnung dieser Isolate in das bestehende Ptr-Rassensystem,
um Erkenntnisse Giber die vorkommenden und dominierenden Ptr-Rassen zu gewinnen.

e I|dentifikation von Resistenz-QTL gegenliber P. tritici-repentis, basierend auf der Analyse
verschiedener DH-Populationen in Feld- und Gewachshausversuchen anhand von erstellten
molekularen Markerkarten.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Pflanzenanzucht

2.1.1 Untersuchungspopulationen

Um die Genetik der Resistenz gegeniiber P. tritici-repentis zu analysieren, standen vier
doppelhaploide (DH-) Weizenpopulationen zur Verfligung. Die hexaploiden Spenderpflanzen gingen
dabei jeweils auf Kreuzungen zwischen einem Resistenztrager und einer gegenlber Ptr anfalligen
Winterweizensorte zurick. Das Saatzuchtunternehmen SECOBRA Saatzucht GmbH (Dr. Hubert
Kempf, Moosburg) stellte die 92 DH-Linien umfassende DH-Population ,Solitdr’x ,Tirkis* zur
Verfligung. Die beiden DH-Populationen ,Jenga‘x,Toras’ und ,lenga‘x,Tuareg’ mit 80 bzw.
92 DH-Linien wurden von der Nordsaat Saatzucht GmbH (Dr. Ralf Schachschneider, Langenstein)
bereitgestellt. Die vierte DH-Population geht auf eine Kreuzung zwischen der Sorte ,Ritmo’ und der
Genbankakzession ,K56822‘ zuriick. Die Kreuzungskérner wurden von Dr. Andreas Borner
(Leibniz-Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben) zur Verfligung
gestellt und nach Uberpriifung ihres F,-Charakters mittels SSR-Markern der SAATEN-UNION BIOTEC
GmbH, Leopoldshéhe, zur DH-Linienproduktion Ubergeben. Diese 84 DH-Linien umfassende
Population stand erst Ende 2008 nach einem Zwischenvermehrungsschritt fiir Blattsegmentversuche
bereit. Die Einschatzungen der Populationseltern bezlglich der Anfalligkeit gegenlber Ptr,
entnommen aus der Beschreibenden Sortenliste 2007 des Bundessortenamts, sowie deren
Erstzulassung und Ziichterhauser, sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tab. 3: Eltern der DH-Populationen (vgl. Beschreibende Sortenliste 2007)

Sorten- Anfilligkeit fiir Zulassungs- | Ziichterhaus
bezeichnung | P. tritici-repentis jahr
Jenga’ 3* 2007 Ackermann Saatzucht, Irlbach

""" Solitar | 3 | 2004 | SaatzuchtSchweiger GbR, Moosburg
- Toras' | . a 2004 | Lantmannen SW Seed, Hadmersleben
| Tuareg’ | ! 5 | 2005 | NORDSAAT Saatzuchtgesellschaft, Langenstein
""" Ritmo’ | 6 | 1993 | Limagrain Nederland B.V, Rilland
""" Tarki® | 6 | 2004 | LantminnenSW Seed, Hadmersleben
| kses22' | 2%+ | 1983 | ltaien

*) Skala 1-9 (min. - max. Befall); **) Dr. Doris Kopahnke, pers. Mitteilung

2.1.2 Differentialsortiment

Zur Charakterisierung und Rassenzuordnung der zu untersuchenden Ptr-Isolate wurde ein flinf
Weizensorten und Linien umfassendes Sortiment genutzt, welches bezlglich der Anfalligkeit
gegenlber Ptr differenziert (Lamari et al. 1995, Gamba et al. 1998). Es wurden die hexaploiden
Kultivare ,Glenlea’, ,Salamouni‘, ,6B662‘ und ,6B365‘ sowie die tetraploide Sorte ,Coulter’
(Durum-Weizen) verwendet.
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2.1.3 Pflanzenanzucht im Gewachshaus

Die Gewadchshausanzucht der Untersuchungspopulationen sowie der Populationseltern und der
Pflanzen des Differentialsortiments erfolgte in ,Fruhstorfer Erde’ Typ: N (HAWITA Gruppe GmbH). Pro
Pflanztopf (@ 15 cm, Péppelmann GmbH) wurden jeweils drei Kérner eines Genotyps ausgesit und
direkt nach der Aussaat mit dem Fungizid ,Fortress 250 (Dow AgroSciences LLC), entsprechend dem
Datenblatt, als Mehltau-Pravention angegossen. Die zur DNA-Extraktion genutzten DH-Linien wurden
in 96er Quick Pot Platten in ,Fruhstorfer Erde’ Typ: N angezogen. Die Wasserversorgung wahrend der
Anzucht erfolgte mittels Staubewadsserung (3x wochentlich). Die Temperatur in  der
Gewachshauskabine war fir 16 h bei einer Mindestbeleuchtung von 8 000 Ix auf 2042 °C eingestellt,
in der Nacht wurde sie auf 1612 °C herabgesenkt. PflanzenschutzmalRnahmen wurden nach Bedarf
durchgefihrt.

2.2 Das Pathogen P. tritici-repentis

2.2.1 Verwendete P. tritici-repentis Isolate

Im Rahmen dieser Arbeit standen zehn uncharakterisierte Ptr-Einzelsporisolate zur Verfiigung. Die
Pilzisolate A200, A201, A202, A203, A214 und A221 wurden in den Jahren 2005 und 2006 im Raum
Aschersleben, Deutschland, gesammelt (bereitgestellt von Dr. Doris Kopahnke, Julius Kiihn-Institut,
Quedlinburg). Vier Isolate, A163, A194, A195 und A196, stammen aus der Umgebung von Debrecen
und Rojtokmuzsaj (Ungarn) und wurden 2006 von befallenen Blattern isoliert (bereitgestellt von
Dr. Maria Csosz, Cereal Research Non-Profit Ltd., Szeged). Zusétzlich standen finf charakterisierte
Ptr-Isolate zur Verfligung (bereitgestellte von Prof. Dr. Lakhdar Lamari, University of Manitoba,
Winnipeg), welche die Ptr-Rassen 1-5 reprasentieren (Tab. 4) (Lamari et al. 1995).

Tab. 4: Ptr-Rassenzuordnung der charakterisierten Ptr-Isolate (Lamari et al. 1995)

Ptr-Isolat Herkunftsland Ptr-Rasse

ASC1 Kanada 1 (virulent)
- se124 | Kanada | 2 (virulent)
T scaer T Kanada | 3 (virulent)
""""""""" 92 |  Kamada | A(avirulent)
"""""""" Ag3-24 | Algerien |  s5(virulent)

2.2.2 Pilzkultivierung und Herstellung des Spriihinokulums

Die Kultivierung der Ptr-Isolate erfolgte durchgehend auf V8-Kartoffel-Glucose Nahrmedium (Tab. 5).
Eine Petrischale enthielt dabei ca. 30 ml des Medium:s.

Die Konidieninduktion und Erzeugung des Sprihinokulums wurde unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt und orientierte sich an dem Protokoll von Lamari und Bernier (1989a). Ausgehend von
einer monokonidialen Spenderpilzkultur wurde ein ca.1cm® groBes Mycel-Agarstick
herausgeschnitten und auf eine neue Nahrplatte Uberimpft. Diese wurde fiir eine Woche in
Dunkelheit bei 20°C inkubiert. Zur Konidieninduktion wurde das Luftmycel mit 500-800 pl
destilliertem Wasser benetzt und anschlieBend niedergedriickt. Es folgte eine Inkubation fiir 16 h bei
Raumtemperatur (20-25 °C) unter UV-C Raumdesinfektionslicht (2,2 m Abstand zur Lichtquelle), an
die sich eine weitere Inkubation fir 48 h in Dunkelheit bei 8 °C anschloss. Es bildeten sich dabei
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Konidiophoren mit Konidien am duBeren Mycelrand. Die Konidien wurden griindlich mit destilliertem
Wasser abgeschwemmt und die gewonnene Konidiensuspension durch Gaze gefiltert. Die
Konidienkonzentration wurde mithilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zédhlkammer (Carl Roth) bestimmt und
auf eine Konzentration von 3 000 Konidien/ml eingestellt. Um eine bessere Benetzung der Pflanzen
zu erreichen, wurde der Suspension Tween® 20 (2-3 Tropfen/I, Sigma-Aldrich) hinzugegeben.

Zur Erhaltung der Monokonidiallinien und Erzeugung einer Spenderpilzkultur wurde von einer
konidientragenden Platte unter einem Binokular eine einzelne Konidie abgenommen und auf eine
neue Nahrplatte Gberimpft. Diese Spenderplatte wurde maximal drei Wochen bei 20 °C im Dunkeln
kultiviert und zum Beimpfen neuer Nahrplatten genutzt.

Tab.5: Zusammensetzung des V8-Kartoffel-Glucose Agars zur Kultivierung der Ptr-Isolate

Reagenz Lieferant Menge

,V8 - vegetable juice’ Saft Campbell Soup Company 165 ml
Kartoffel-Glucose-Agar Merck 10
Agar-Agar Merck 10 g
Calciumcarbonat Carl Roth 3

auf 1 000 ml mit ddH,0 auffiillen
auf pH = 8 einstellen
autoklavieren

2.2.3 Herstellung des Inokulums fiir den Feldversuch

Um einen hinreichenden Befallsdruck mit Ptr im Freiland zu gewahrleisten, wurden die
Feldversuchsstandorte kinstlich inokuliert. Als Inokulum diente eine vollstandig mit Ptr-verpilzte
Haferkornerbrut. Flr deren Herstellung wurden gequollene und ungebeizte Haferkdrner dreimal fir
eine Stunde autoklaviert. Zum Animpfen der sterilen Koérnerbrut dienten mit Mycel bewachsene
Pilzplatten der europaischen Ptr-Isolate. Die Kdrnerbrut wurde 1-3 Monate im Dunklen bei 20 °C
gelagert, bis der Pilz die Korner vollig bewachsen hatte. Vor dem Ausbringen wurden die Haferkorner
zur Herstellung eines Inokulumgemischs vermengt, ca.14 Tage in offenen Schalen bei
Raumtemperatur inkubiert und dann auf die Versuchsstandorte verteilt. Das Ausbringen des
Inokulums auf die Prifparzellen erfolgte per Hand zwischen Dezember und Februar, um dem Pilz die
an einen Kaltereiz gebundene Bildung von Ascosporen zu ermoglichen. Pro Prifparzelle wurden
ca. 60 g Haferkodrnerbrut ausgebracht.

Bei dem Standort Peine erfolgte die kinstliche Inokulation mit Ptr-infiziertem Stroh, das in der
vorausgegangenen Vegetationsperiode am Standort geborgen, feingehackselt und bei der Aussaat
mit einer Scheibenegge oberflaichennah in den Acker eingearbeitet wurde.

2.2.4 Rassencharakterisierung europaischer P. tritici-repentis Isolate

Die Rassenzuordnung der zehn uncharakterisierten Ptr-Isolate erfolgte mithilfe der Pflanzen des
Differentialsortiments. Der Versuch erfolgte in dreifacher Wiederholung, wobei pro Prifglied des
Differentialsortiments je drei Pflanzen pro Wiederholung getestet wurden. Die Inokulation wurde zu
den Pflanzenentwicklungsstadien BBCH13 und BBCH23 durchgefiihrt. Mithilfe eines
Druckluftfeinzerstaubers wurden ca. 5 ml Konidiensuspension pro Pflanze appliziert. Es folgte fir
24 h eine Inkubation der Prifglieder bei 16-18 °C in Metallcontainern, welche mit befeuchtetem
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Filterpapier ausgekleidet und mit einer transparenten Folie abgedeckt waren. Danach wurden die
Pflanzen in eine Gewéachshauskabine mit 20/18 °C (Tag/Nacht) tberfihrt, bei Bedarf gewéassert und
14 Tage nach der Inokulation bonitiert. Es wurde der Lasionstyp der Nekrosen und Chlorosen nach
der Skala von Lamari und Bernier (1989a) erfasst (Tab. 6). Die Boniturergebnisse wurden mit den
Reaktionsmustern des Differentialsortiments (Tab. 7) verglichen, und bei Ubereinstimmung wurde
das untersuchte Isolat einer Ptr-Rasse zugeordnet (Lamari et al. 2003).

Tab. 6: Boniturskala flir den Ptr-Befall, basierend auf dem Lasionstyp; modifiziert nach Lamari und
Bernier (1989a)

Boniturnote | Nekrosen

1 kleine, dunkelbraune bis schwarze Flecken (<0,5 mm) ohne umgebende Nekrosen

kleine, dunkelbraune bis schwarze Flecken mit sehr kleinen umgebenden Nekrosen

2 (1,0-1,5 mm)
""""" 3 | Kleine, dunkelbraune bis schwarze Flecken mit vollstindig umgebenden nekrotischem
Ring (1,5-2,0 mm), keine Verschmelzung der Lasionen
"""";"""""kTe?i}{é:"éijr}i{éiB'réljE{é"6}5'ééh'\}\?a'}{e"'F'l'e'ék'ér]j"d}h'g'éBéH'Vé'r{"d'e'diii'c'ﬁé}{ " Nekrosen
(2,0-2,5 mm), vereinzelt Verschmelzung der Lasionen
""""" 5 ~ | dunkelbraune bis schwarze Zentren, umgeben von groRen nekrotischen Zonen,

Verschmelzung der Lasionen und Blattabbau

Boniturnote | Chlorosen

1 kleine, dunkelbraune bis schwarze Flecken mit diinnem chlorotischem Ring (<1,0 mm)

""""" 2 " | Kleine, dunkelbraune bis schwarze Flecken mit kleinen umgebenden Chlorosen
(1,0-1,5 mm)

""""" 3 ~ |kleine, dunkelbraune bis schwarze Flecken mit vollstandig umgebenden,
ausgepragten Chlorosen (1,5-2,0 mm), keine Verschmelzung der Lasionen

"""";""""Wé@i’riéf“é’d nkelbraune bis schwarze Flecken, umgebenden von deutlichen
chlorotischen Zonen (1,5-2,5 cm), vereinzelt Verschmelzung der Lasionen

""""" 5 |gesamtesBlattstick chlorotisch

Tab.7: Ptr-Rassencharakterisierung basierend auf den erfassten Befallsreaktionen am
Ptr-Differentialsortiment (Lamari et al. 2003)

Ptr-Differential- Beschriebene Ptr-Rassen

sortimentkultivare | Rasse 1 | Rasse 2 | Rasse 3 | Rasse 4 | Rasse 5 | Rasse 6 | Rasse 7 | Rasse 8
'Glenlea' 4-5(N) | 4-5(N) 1-2 1 1 1 4 (N) 4 (N)
'6B365' 5(C) 1-2 5(C) 1 1 5(Q) 1-2 4-5 (C)
'6B662' 2 1 1-2 1 4(C) 4-5 (C) 4-5 (C) 4-5 (C)
'Salamouni' 1 1 1 1 1 1 1 1
'Coulter’ 4-5(N) | 4-5(N) | 4(N) 1 4 (N) 4 (N) 4 (N) 4 (N)

Resistenz entspricht den Noten 1-2, Anfalligkeit den Note 3-5, N = Nekrosen, C = Chlorosen
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2.3 Phidnotypisierung der Untersuchungspopulationen

2.3.1 Feldversuche

Zur Resistenzpriifung der DH-Populationen ,Solitar’x,Tarkis® und ,Jenga’x,Tuareg’ unter
Freilandbedingungen wurden in der Vegetationsperiode 2008/2009 Feldversuche am Julius
Kihn-Institut (JKI) und bei den Kooperationspartnern Deutsche Saatveredelung AG (DSV), Limagrain
GmbH und Fr. Strube GmbH & Co. KG angelegt. Die entsprechenden Versuchsstandorte waren:
Quedlinburg (JKI), Salzkotten (DSV), Peine (Limagrain) und Soéllingen (Fr. Strube). Die Anlage der
Versuche entsprach einer vollstandigen, randomisierten Blockanlage mit zwei Wiederholungen pro
Standort. Die Genotypen wurden im September/Oktober in doppelreihigen Mikroparzellen
ausgedrillt. Zur Gewahrleistung eines hinreichenden Ptr-Befalls wurde der Feldversuch kiinstlich
inokuliert (siehe 2.2.3). Zur vollstédndigen Erfassung der Reaktion gegeniiber P. tritici-repentis unter
Berlicksichtigung des epidemiologischen Befallsverlaufs wurde das Schadbild in den Prifparzellen im
Zeitraum von Mai bis Juli alle zwei bis drei Wochen visuell bonitiert (siehe 2.3.4).

2.3.2 Ganzpflanzentests im Gewichshaus

Der Ganzpflanzentest zur Phanotypisierung der DH-Populationen unter kontrollierten Bedingungen
wurde mit den Ptr-Einzelsporisolaten ASC1 und A195 durchgefiihrt, da diese in Vorversuchen ein
differenzierendes Schadbild zwischen den Eltern zeigten. Die Pflanzen der DH-Populationen
einschlieRlich der Eltern wurden, wie unter 2.1.3 beschrieben, angezogen. Pro Genotyp wurden zwei
Pflanzen in zwei bzw. drei Wiederholungen gepriift. Es erfolgte eine zweimalige Inokulation der
Pflanzen zu den Pflanzenentwicklungsstadien BBCH13 (3 Wochen nach Aussaat) und BBCH23
(5-6 Wochen nach Aussaat). Fir eine Inokulation in BBCH13 wurde pro Prifglied
2,5 ml Konidiensuspension gleichmaBig mit handelsliblichen Spriihflaschen fiir Zimmerpflanzen
appliziert, bei der spateren Inokulation waren es 5,0 ml Konidiensuspension/Priifglied. Um eine hohe
Luftfeuchtigkeit wahrend der Ptr-Infektion zu gewahrleisten, wurde ein Zelt aus transparenter Folie
Uber die Pflanzen gespannt und 3x taglich fir 2 min eine Staubewasserung durchgefiihrt. Die
Temperatur wurde wahrend dieser Zeit auf 18/16 °C (Tag/Nacht) abgesenkt. Nach 48 h wurde die
Folie entfernt und die Temperatur auf 20/18 °C (Tag/Nacht) eingestellt. Die Bonitur des Schadbilds
erfolgte 14 Tage nach Inokulation (siehe 2.3.4).

2.3.3 Blattsegmenttests

Die Inokulation der Blattsegmenttests erfolgte mit den Ptr-Isolaten A195 bzw. ASC1 in zweimaliger
Wiederholung. Pro Genotyp wurden drei Pflanzen in jeder Wiederholung untersucht. Die Pflanzen
der Untersuchungspopulationen sowie deren Eltern wurden, wie unter 2.1.3 beschrieben,
angezogen. Es wurden ca. 9 cm lange Blattsegmente des 3. Blatts auf Krepp-Klebeband fixiert und in
Petrischalen platziert. Wasser, versetzt mit Benzimidazol (60 pl Benzimidazol/1 | ddH,0), diente zur
Befeuchtung der Filterpapierstreifen, die um die Blattspitzen und Blattbasen geschlagen wurden. Fiir
die Inokulation eines Blattsegments wurden ca.110 ul Konidiensuspension verwendet. Die
Spruhinfektion erfolgte mit einem Druckluftfeinzerstduber. Die Blattsegmente wurden 24 h bei 8 °C
und Dunkelheit inkubiert und danach fiir sechs Tage in einen Brutraum mit 16 h Licht und 20 °C
Uberfuhrt. Eine gleichmaRBige Befeuchtung der Blattstiicke wurde gewaéhrleistet. Die Bonitur des
Schadbilds erfolgte sieben Tage nach Inokulation (siehe 2.3.4).

34



Material und Methoden

2.3.4 Befallsbonitur

In allen Versuchen wurde das von P. tritici-repentis hervorgerufene Schadbild an den Weizenblattern
visuell beurteilt. Unter Zuhilfenahme der in Abbildung 3 dargestellten Boniturhilfe von Walther et al.
(2000) wurde der prozentuale Blattflaichenbefall erfasst. Als Selbstkontrolle fiir den Bearbeiter
wurden die Populationseltern zu Beginn und am Ende jeder Bonitur beurteilt. Zusatzlich wurde zum
Training der Befallsabschatzung das auf der Webseite http://prozentualer-befall.jki.ound.de/
schadbilder.php abgelegte Programm genutzt.

Prozentualer Befall
1 3 s 10 20 30 40 50

Abb. 3: Schatzhilfe fir die Bonitur des von Ptr hervorgerufenen Schadbilds (Walther et al. 2000)

Zur Bewertung der partiellen Ptr-Resistenz der einzelnen Genotypen im Freilandversuch unter
Berlicksichtigung des epidemiologischen Krankheitsverlaufs wurde die Flache unter der
Befallsverlaufskurve (Area Under Disease Progress Curve, AUDPC) aus dem geschéatzten prozentualen
Blattflachenbefall zu den einzelnen Boniturzeitpunkten berechnet. Der Schatzwert fiir den mittleren
Befall wurde dabei mit der Formel:

=
|
=

mittlerer Befallreiistick = X (B;+ B;_1) xd;

| =
N| =

1

._.
Il

bestimmt, wobei gilt (Walther et al. 2000, in Anlehnung an Wilcoxson 1974):

i = Boniturtermin (i=1,...,n)

D = Anzahl der Tage des gesamten Boniturzeitraums

B; = geschatzter prozentualer Blattflachenbefall zu i-ten Boniturtermin
d; = Anzahl der Tage zwischen aufeinanderfolgenden Boniturterminen.

Die statistische Auswertung der Feldversuche erfolgte anhand des so berechneten mittleren Befalls
der einzelnen Genotypen.

2.4 Molekulare Markeranalysen

2.4.1 DNA-Extraktion und DNA-Messung

Fir die DNA-Extraktion wurde 300 mg frisches Blattmaterial der DH-Linien einschlieBlich der
Populationseltern 14 Tage nach der Aussaat geerntet und sofort aufgearbeitet. Die Extraktion
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genomischer DNA erfolgte modifiziert nach Stein et al. (2001). Auf eine Uberfilhrung der zu
extrahierenden DNA-LOsung in deep-well-Platten wurde dabei verzichtet, die Proben wurden in
1,5 ml Reaktionsgefallen weitergefiihrt. AuRerdem wurde das DNA-Pellet mit jeweils 1 ml statt
0,7 ml der Waschlésungen 1 (Tab. 8) und 2 (Tab. 9) gespult und der Zentrifugationsschritt zur
Sedimentation der DNA erfolgte bei 10 000 g fir 10 min bei 4 °C anstelle von 1 850 g fiir 20 min bei
Raumtemperatur.

Der DNA-Gehalt und die Reinheit der Proben wurden spektralphotometrisch mithilfe des
NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific) bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm bestimmt.
Anschliefend wurden die DNA-Proben auf die gewlinschte Konzentration eingestellt.

Tab.8: Zusammensetzung der Waschlésung 1

Reagenz Hersteller Endkonzentration | Menge
Ethanol Carl Roth 76 % 760 ml
Natriumacetat-Trihydrat Carl Roth 200 mM 27,2 g

mit ddH,0 auf 1 000 ml auffullen

Tab.9: Zusammensetzung der Waschldsung 2

Reagenz Hersteller Endkonzentration | Menge
Ethanol Carl Roth 76 % 760 ml
Ammoniumacetat Carl Roth 10 mM 770,8 mg

mit ddH,0 auf 1 000 ml auffullen

2.4.2 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der DNA-Qualitit nach der DNA-Extraktion sowie zur Uberpriifung von PCR-Produkten,
erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der Proben im Agarosegel in einem TBE-Puffersystem
(Tab. 10). Dazu wurden 2 ul des amplifizierten PCR-Ansatzes bzw. 2 pl genomische DNA mit
5 ul 6x DNA-Ladepuffer (Tab. 11) versetzt. Die PCR-Amplifikate wurden in einem 1,5 %igen
Agarosegel und die genomische DNA in einem 0,8 %igen Agarosegel (LB Agarose, Biozym Scientific
GmbH) aufgetrennt. Die fotografische Dokumentation erfolgte mithilfe des Molecular Imager Gel
Doc® XR System (Bio-Rad Laboratories) und der Software Quantity One® (Bio-Rad Laboratories).

Tab. 10: Zusammensetzung des 10x TBE-Puffers

Reagenz Hersteller Endkonzentration | Menge

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth 890 mM 108 g
Borsdure Carl Roth 880 mM 55 g
EDTA Carl Roth 20 mM 74 g

mit ddH,0 auf 1 000 ml auffillen
auf pH = 8,0 einstellen
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Tab. 11: Zusammensetzung des 6x DNA-Ladepuffers

Reagenz Hersteller Endkonzentration | Menge

10x TBE 60 ml
[ Glycerin [ CarlRoth | 5 mM | 40 ml
 Bromphenolblau | CarlRoth | 14 mM | 100 mg
 Xylencyanol | CarlRoth | 18 mM | 100 mg
| orangeg | CarlRoth | 44 mm | 200 mg

2.4.3 Genotypisierung der Kartierungspopulationen

Ziel der Genotypisierung war es, die Untersuchungspopulationen mit polymorphen genetischen
Markern zu charakterisieren und eine Datenmatrix zur Berechnung der genetischen Karten und
QTL-Analysen zu erstellen. Es wurden alle Linien der DH-Populationen ,lJenga‘x,Tuareg’
(92 DH-Linien), Solitar’ x ,Turkis‘ (92 DH-Linien) ,Ritmo‘ x ,K56822° (84 DH-Linien) und ,Jenga‘ x ,Toras’
(80 DH-Linien) einschlieRlich der Eltern analysiert. Die Genotypisierung erfolgte mit drei molekularen
Markersystemen: AFLP-Markern, SSR-Markern und DArT-Markern. Bei den AFLP- und
SSR-Markeranalysen wurden zunachst die Fragmentmuster der Populationseltern auf
Polymorphismen untersucht. Diese beim Elternscreening identifizierten polymorphen Marker
wurden dann zur Genotypisierung der DH-Populationen genutzt. Alle zur Genotypisierung der
DH-Populationen notwendigen PCR-Reaktionen wurden mit den Thermocyclern GeneAmp® PCR
System 9700 und 2700 (Applied Biosystems®) durchgefiihrt.

2.4.3.1 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)-Analysen

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)-Analysen wurden ausschlieBlich bei der
DH-Population ,Jenga‘ x,Tuareg’ durchgefiihrt. Flir die AFLP-Analysen wurden 150 ng genomische
DNA eingesetzt. Der Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen EcoRl und Msel sowie die
Ligation der doppelstrangigen EcoRI- und Msel-Adapter wurden mit den Reagenzien und nach
Anleitung des AFLP Core Reagent Kit (Invitrogen®) durchgefiihrt und anschlieRend 1:10 mit TE-Puffer
(Invitrogen®) verdiinnt. Zur Pre-Amplifikation wurden die AFLP-Primer EO1 und MO02 eingesetzt, die
die selektiven Nukleotide +C bzw. +A trugen. Der PCR-Mix der Pre-Amplifikation enthielt:
1x PCR-Puffer (Qiagen GmbH), 200 uM dNTPs (Fermentas GmbH), 14,4 pM MO02 Primer (Eurofins
MWG Operon), 14,6 pM EO1 Primer (Eurofins MWG Operon), 1 U Taqg DNA Polymerase (Qiagen
GmbH) und 5 pl des 1:10 verdiinnten Restriktion-Ligation-Ansatzes. Der PCR-Ansatz wurde auf ein
Endvolumen von 50ul mit ddH,0 eingestellt. Die PCR erfolgte mit dem PCR-Programm
,Pre-Amplifikation’ (Tab. 12). Fir die selektive Amplifikation wurden AFLP-Primer verwendet, die drei
selektive Nukleotide trugen und bei denen der EcoRI-Primer am 5-Ende mit dem Farbstoffen IRD800
bzw. IRD700 markiert war. Der PCR-Mix fiir die selektive Amplifikation enthielt: 1x PCR-Puffer
(Qiagen GmbH), 200 uM dNTPs (Fermentas GmbH), 7,7 pM Msel Primer +3 (Eurofins MWG Operon),
2,4 pM EcoRI Primer +3 (Eurofins MWG Operon), 0,4 U Tag DNA Polymerase (Qiagen GmbH) und
5 ul der 1:10 mit TE-Puffer (Invitrogen®) verdiinnten Pre-Amplifikation. Der PCR-Ansatz wurde auf ein
Endvolumen von 15 ul mit ddH,0 eingestellt. Die PCR erfolgte mit dem PCR-Programm ,Selektive
Amplifikation (Tab. 12). Die elektrophoretische Auftrennung der markierten PCR-Amplifikate wurde
mit dem 4300 DNA Analyzer (LI-COR® Biosciences) durchgefiihrt. Um die Kapazitdtsleistung des
Gerats optimal auszunutzen, wurden die mit IRD800 markierten PCR-Produkte mit den IRD700
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markierten PCR-Produkten gemischt und 1:1 mit AFLP-Ladepuffer (Tab. 13) versetzt. Es wurde
1plder far 5min bei 95°C denaturierten Probe auf ein 8 %iges Polyacrylamidgel (Tab. 15)
aufgetragen. Zusatzlich zu den 48 Proben wurde 1 ul50-700 bp DNA-GroRenstandard (LI-COR®
Biosciences) zur Bestimmung der FragmentgroRen beidseitig auf das Gel aufgetragen. Die Steuerung
des DNA Analyzers sowie die FragmentgroRenbestimmung wurde mit der Software Saga® (LI-COR®
Biosciences) durchgefiihrt. Die Elektrophoreseparameter sind in Tabelle 16 aufgefiihrt. Die
Auswertung der AFLP-Analysen erfolgte visuell.

Es wurden zunachst AFLP-Analysen aller 256 moglichen Primerkombinationen der Parentallinien
Jenga’ und ,Tuareg’ durchgefiihrt. Es folgten AFLP-Analysen der DH-Population mit
Primerkombinationen, die Polymorphismen zwischen den Eltern aufwiesen.

Tab. 12: PCR-Programme fiir die AFLP-Analysen

,Pre-Amplifikation’ ,Selektive Amplifikation’
Temperatur Zeit Zyklen Temperatur Zeit Zyklen
94 °C 3 min 94 °C 3 min
""" 9a °c | 30s | | | eacc | 30s |
56 °C 60 s 20x 65 °C-0,5°C 30 s 12x
72 ° 60 s 72 °C 60 s
""" 72°c | smn | | | eacxc | 30s |
4 °C o min 56 °C 30 s 25x
72 °C 60 s
72 ¢ | 0 s |
4 oo min

Tab. 13: Zusammensetzung des AFLP-Ladepuffers

Reagenz Hersteller Endkonzentration | Menge

deionisiertes Formamid Carl Roth 23 mM 9,2 ml
EDTA Carl Roth 10 mM 30 mg
Bromphenolblau Carl Roth 0,15 mM 1 mg

mit ddH,0 auf 10 ml auffillen
auf pH =9,0 einstellen

Tab. 14: Reagenzien zu Herstellung einer 8 %ige Long Ranger© Stammlésung

Reagenz Hersteller Endkonzentration | Menge

Long Ranger© 50 % Lonza 8 % 32 ml
Harnstoff Carl Roth 0,27 M 84 g
10x TBE-Puffer 20 ml

mit ddH,0 auf 200 ml auffillen
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Tab. 15: Reagenzien zur Herstellung eines 8 %igen Polyacrylamidgels

Reagenz Hersteller Volumen

8 % Gellbsung Long Ranger© Lonza 20 ml
Tetramethylethylendiamin Carl Roth 20 i
Ammoniumpersulfat (10 %) Carl Roth 140

Tab. 16: Elektrophoreseparameter des Model 4300 DNA Analyzer zur Auftrennung von
AFLP-Fragmenten

Elektrophoreseparameter Vorlauf AFLP-Lauf

elektrische Spannung 1500 V 1500 V
elektrische Stromstarke | 40 mA | . 0 mA
elektrische Leistung | 4w | 0w
Temperatur | s cc | 45 c
| Elektrophoresedaver | 25 min | 210 min

2.4.3.2 Simple Sequence Repeat (SSR)-Analysen

Die Genotypisierung der Untersuchungspopulationen mittels Simple Sequence Repeat (SSR)-Markern
erfolgte mit Unterstlitzung der SAATEN-UNION BIOTEC GmbH beim Elternscreening (47 getestete
SSR-Marker) und bei der Analyse der DH-Populationen (99 analysierte SSR-Marker). Die
Markerinformationen wurden den Publikationen Adhikari et al. (2004), Eujayl et al. (2002),
Guyomarc‘h et al. (2002), Korzun et al. (1997), Liu und Anderson (2003), Pestsova et al. (2000),
Plaschke et al. (1996), Roder et al. (1995), Roder et al. (1998), Somers et al. (2004), Sourdille et al.
(2001), Zhang et al. (2005) sowie dem Wheat Microsatellite Consortium (http://wheat.pw.usda.gov/
ggpages/SSR/WMC/, konsultiert am 27.11.2007) entnommen.

Fiir eine effiziente und kostengiinstige Durchfiihrung der SSR-Analysen wurden den forward Primern
am 5-Ende ein 19 bzw. 23 bp Anhang (M13-Tail) angefiigt. Wahrend der Vervielfaltigung der
Zielsequenz bei der PCR-Reaktion wurde dieser Primeranhang zusammen mit der Zielsequenz
amplifiziert. Zusatzlich wurde den PCR-Ansatzen ein mit den Fluoreszenz-Farbstoffen HEX, FAM oder
NED markierter M13-Primer zugegeben, welcher komplementdr zu dem Primeranhang war, und
somit als Startpunkt fiir einen weiteren PCR-Zyklus dienen konnte (Oetting et al. 1995). Die
PCR-Produkte wurden dadurch fir eine fluoreszenzbasierte Detektion markiert. Es wurden zwei
M13-Primer genutzt:

5-[Markierung] CAC GAC GTT GTA AAACGAC-¥
5-[Markierung] AGG GTT TTC CCA GTC ACG ACG TT-3'

Die PCR-Ansatze bestanden aus 1x PCR-Puffer B (Solis BioDyne), 200 uM dNTPs (Fermentas GmbH),
0,15 uM forward Primer (Eurofins MWG Operon), 0,25 uM revers Primer (Eurofins MWG Operon),
0,1 uM M13-Primer, 0,4 U FIREPol® DNA Polymerase (Solis BioDyne), 2,5 mM MgCl, (Qiagen GmbH),
37,5 ng DNA und wurden auf ein Endvolumen von 10 ul mit ddH,0 ergénzt. Die Temperaturregime
der verwendeten PCR-Programme sind in der Tabelle 17 aufgefiihrt. Zur Uberpriifung der
PCR-Reaktionen wurden die Amplifikate gelelektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt
(siehe 2.4.2). Anhand der Intensitdit der Fragmentbanden wurde die Verdiinnung fiir die
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kapillarelektrophoretische Analyse im 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) ermittelt.

Durch Mischen verschieden markierter PCR-Proben konnten bis zu drei Fragmente gleichzeitig

analysiert werden. Ein Probenansatz enthielt 1 pl (pur, 1:10 oder 1:20 verdinnt) PCR-Produkt,
14 pl Hi-Di®-Formamid (Applied Biosystems®) und 0,2 ul GeneScan 500 ROX® GroRenstandard
(Applied Biosystems®) fiir die interne Kalibrierung. Nach flinfminitiger Denaturierung bei 95 °C

wurden die Proben, entsprechend der Arbeitsvorschrift, im 3130xI Genetic Analyzer (Applied

Biosystems®) unter Verwendung des POP-7® Polymers (Applied Biosystems®) aufgetrennt. Die

Auswertung erfolgte mithilfe der Software GeneMapper® (Applied Biosystems®).

Tab. 17: Verwendete PCR-Programme fiir die SSR-Analysen, modifiziert nach Oetting et al. (1995)
und Admassu et al. (2011)

PCR-Programm 1

PCR-Programm 2

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 5 min
95 ¢ | . 5 s |
64 °C-2°C 5 min 5x
72 °C min
o5 ¢ | s s |
54 °C-2°C 2 min 2x
72 °C 1 min
95 ¢ | . 5 s |
50 °C 2 min 30x
72 ° 1 min
72 ¢ | 0 mn |
4 ° 20 min
15 °C o min
PCR-Programm 3
Temperatur Zeit Zyklen
95 ° 5 min
o5 ¢ | 5 s |
68 °C-2°C 5 min 5x
72 °C min
95 ¢ | . s s |
58 °C 2 min 32x
72 °C 1 min
72 ¢ | 0 min |
4 °C 20 min
15 °C e min

Temperatur Zeit Zyklen
95 °C 5 min
s ¢ | a5 s |
68 °C-2°C 5 min 5x
72 °C min
o5 ¢ | a5 s |
58 °C-2°C 2 min 2x
72 °C 1 min
o5 ¢ | a5 s |
54 °C 2 min 30x
72 ° 1 min
72¢c | 10 min |
4 -° 20 min
15 °C o min
PCR-Programm 4
Temperatur Zeit Zyklen
94 °C 5 min
o4 cc | 3s |
62 °C-0,5°C 30 s 12x
72 °C 30 s
a4 cc |3 |
56 °C 30 s 35x
72 °C 30 s
72 ¢ | 10 min |
4 °C 20 min
15 °C e min
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2.4.3.3 Diversity Arrays Technology (DArT)-Analysen

Fir eine zeit- und kosteneffiziente Genotypisierung zur genomweiten Markerabdeckung wurden
ferner fur alle vier DH-Populationen Diversity Arrays Technology (DArT)-Analysen bei der Firma
Diversity Arrays Technology-Triticarte, Yarralumla, Australien, durchgefiihrt. Die DNA der DH-Linien
sowie der Eltern wurde, entsprechend der Instruktionen von Triticarte, Uberprift, auf eine
Konzentration von 70 ng/ul eingestellt und zur Analyse nach Australien versandt. Die Analysen
erfolgten mit den Plattformversionen 1.2 (,Jenga’ x ,Tuareg’, 2500 Marker) und 2.3 (,Solitar’ x ,Tuirkis’,
,Jenga’x ,Toras’, ,Ritmo’ x ,K56822°, 3600 Marker).

2.5 Statistische Methoden

2.5.1 Auswertung der Ganzpflanzentests, Blattsegmenttests und Feldversuche

Die statistische Analyse der phanotypischen Experimente erfolgte mit der SAS® Software. Neben der
deskriptiven Statistik wurde eine multivariate Varianzanalyse, basierend auf dem allgemeinen
linearen Modell (GLM), durchgefiihrt.

Die statistischen Auswertungen der Blattsegment- und Ganzpflanzentests erfolgten fiir jede
DH-Population getrennt nach den verwendeten Ptr-Isolaten und bei den Ganzpflanzentests ebenfalls
getrennt nach den beiden Blattstadien zum Zeitpunkt der Inokulation. In den Varianzanalysen der
Blattsegmenttests und Ganzpflanzenversuche wurden die Effekte ,Genotyp’, ,Serie’ und die
,Genotyp x Serie‘-Interaktion untersucht. Dabei ist unter ,Serie’ die zeitlich versetzte Wiederholung
der Versuche zu verstehen.

In den statistischen Analysen der Feldversuche der DH-Populationen ,Jenga‘x,Tuareg’ und
,Solitar’ x ,Turkis* wurden die mittleren Befallswerte der DH-Linien genutzt (siehe 2.3.4). Bei den
Varianzanalysen wurden die Klassifikationsvariablen ,Standort’, ,Genotyp’ und ,Wiederholung’
verwendet und sowohl die Einzeleffekte als auch die Interaktionen in einer mehrfaktoriellen
Varianzanalyse analysiert.

Fur die Bestimmung der Heritabilitat (h?) wurden die Varianzkomponenten geschitzt, und dann die
Heritabilitat mit folgender Formel berechnet (Gogolok et al. 1992, Schuemer et al. 1990):

B2 = veg
veg + % + _vcﬁ;;w

wobei gilt:

veg = Varianzkomponente ,Genotyp’

vcgs = Varianzkomponente ,Genotyp x Standort’

VCerror = Varianzkomponente ,Fehler’

ng = Anzahl der Standorte

Ngr = Anzahl der Wiederholungen

(http://ipp.boku.ac.at/pz/uebungen/hg/ggen_1.htm, konsultiert am 26.03.2010).

2.5.2 Erstellung der Kopplungskarten

Zur Berechnung der genetischen Karten der vier DH-Populationen ,Jenga‘x,Tuareg’,
Solitar’ x ,Turkis, ,Jenga‘x,Toras’ und ,Ritmo‘x,K56822‘ wurde JoinMap® 4 (van Ooijen 2006)
verwendet. Als Vorbereitung fir die Kartierung wurden die Markerdaten der Genotypisierung in ein
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bindres Datenformat Uberfihrt. Es wurden alle Genotypen entfernt, die mehr als 20 % fehlender
Datenpunkte aufwiesen. AuBerdem wurden genetische Marker aus den Datentabellen gel6scht, die
bei den analysierten DH-Linien mehr als 15 % Fehlstellen zeigten. Ebenso wurden Marker entfernt,
die in ihrer Markerinformation identisch mit einem weiteren Marker waren. Die Berechnung der
genetischen Karten basiert somit auf den genetischen Informationen von 90 DH-Linien
(,Solitar’ x ,Turkis), 82 DH-Linien (,Jenga‘ x ,Tuareg’), 61 DH-Linien (,Jenga’x ,Toras‘) und 79 DH-Linien
(,Ritmo‘ x ,K56822‘), analysiert mit 496, 507, 450 und 396 molekularen Markern.

Die Kopplungsgruppen wurden unter Verwendung der Teststatistik ,independed LOD’ mit
ansteigendem Signifikanzniveau berechnet. Die Kartierung der Marker erfolgte mithilfe des
,regression mapping‘ Algorithmus unter sukzessivem Hinzufligen neuer Loci zu einer aus mindestens
drei Markern bestehenden Karte. Zur Umwandlung der berechneten Rekombinationsfrequenz in eine
Markerdistanz wurde die Kartierungsfunktion nach Kosambi (1944) angewandt. Bei der Kartierung
wurde eine Kopplung von Markern bei einem Schwellenwert von LOD 23 angenommen.

Die Zuordnung der berechneten Kopplungsgruppen zu den 21 Weizenchromosomen erfolgte anhand
von Ankermarkern, welche der Datenbank GrainGenes (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml,
konsultiert am 01.09.2011) und den genetischen Karten von Roder et al. (1998) sowie Akbari et al.
(2006) entnommen wurden. Die Kopplungsgruppen wurden nach den zugeordneten Chromosomen
benannt. Falls es zwei Kopplungsgruppen gab, die Ankermarker fiir das gleiche Weizenchromosom
enthielten, wurde eine Kopplungsgruppe mit einer Verdopplung des Chromosombuchstabens
bezeichnet.

2.5.3 QTL-Analysen

Zur Identifizierung von Resistenz-QTL gegeniiber Ptr bei den vier DH-Populationen ,Solitar’ x ,Tirkis’,
,Jenga’x ,Tuareg’, ,Jenga‘x,Toras’ und ,Ritmo‘x,K56822° wurde die Software MapQTL®5 (van
Ooijen 2004) verwendet. Die Eingabe der genetischen Markerdaten, Daten der Kopplungskarten und
phanotypischer Daten erfolgte im geforderten Datenformat. Fir die Bestimmung des kritischen
LOD-Werts, ab dem ein QTL als signifikant bezeichnet werden kann, wurde fiir jedes untersuchte
Merkmal ein Permutationstest mit 1 000 Permutationen durchgefiihrt, wobei die phanotypischen
Daten, bei gleichzeitiger Fixierung der Markerdaten und Markerreihenfolge, umgestellt wurden
(Churchill und Doerge 1994). Der genomweite Schwellenwert wurde mit o = 0,05 festgesetzt. Fiir die
Identifizierung moglicher QTL-Positionen wurde zunéchst eine Intervallkartierung mit maximal 2 000
Wiederholungen und einer SchrittgroRe von 1 cM entlang der Kopplungskarte durchgefiihrt (Lander
und Botstein 1989). Diese Vorselektion der Kopplungsgruppen wurde genutzt, um anschliefend
Cofaktoren zur Erhéhung der Trennschadrfe der QTL-Analyse zu ermitteln. Das in MapQTL® 5
implementierte multiple-QTL Modell wurde genutzt, um segregierende QTL unter Verwendung der
ermittelten Cofaktoren zu detektieren und zu kartieren (Jansen und Stam 1994). Zur Eingrenzung des
Bereichs in dem sich ein QTL mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % befindet, wurde fiir jeden QTL
ein 2-LOD-Vertrauensintervall ermittelt, in dem der LOD-Wert vom Maximalpunkt ausgehend um
zwei LOD-Werte herabsinkt.
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3 Ergebnisse

3.1 Rassenzuordnung der P. tritici-repentis Isolate

Zur Uberpriifung der Infektionsbedingungen wurden die Pflanzen des Differentialsortiments mit den
finf charakterisierten Ptr-lsolaten (Ptr-Rasse 1-5) (Tab. 4) inokuliert und das Schadbild nach der
Lasionstyp-Skala (Tab. 6) bonitiert. Die dabei ermittelten Boniturwerte stimmten mit den bei Lamari
et al. (2003) beschriebenen Reaktionsmustern (Tab. 7) der finf Ptr-Rassen tberein. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass die Inokulationsbedingungen geeignet sind, um Ptr-Isolate,
basierend auf ihren Fahigkeiten Nekrosen und Chlorosen an einem Differentialsortiment
hervorzurufen, zu charakterisieren.

Von den sechs deutschen (A200, A201, A202, A203, A214, A221) und vier ungarischen (A163, A194,
A195, A196) Ptr-Isolaten zeigten neun Isolate Reaktionsmuster, welche eine Rassenzuordnung
ermoglichten (Tab. 18). Die Isolate A194 und A196 erzeugten bei der mehrfach wiederholten
Inokulation des Differentialsortiments am Genotyp ,Glenlea’ jeweils unterschiedliche Schadbilder
und konnten daher nicht eindeutig Ptr-Rassen zugewiesen werden. Das Isolat A194 kann sowohl der
Ptr-Rasse 6 als auch der Rasse 8 und das Ptr-Isolat A196 den Rassen 1 und 3 zugeordnet werden. Die
restlichen sieben Isolate zeigten eindeutige Reaktionen an den Differentialsortimentspflanzen,
welche eine Gruppierung zu den Ptr-Rassen 1, 3, 6 und 8 erlaubten. Die Ptr-Rasse 8 dominiert dabei
mit vier Isolaten. Ein Zusammenhang zwischen Isolatherkunft und Ptr-Rasse konnte nicht festgestellt
werden. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass sowohl in Ungarn als auch in Deutschland eine diverse
Ptr-Population vorliegt.

Tab. 18: Rassenzuordnung der zu charakterisierenden Ptr-Isolate nach Lamari et al. (2003) aufgrund
der Boniturergebnisse am Differentialsortiment
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3.2 Resultate der Resistenztestung der DH-Populationen

3.2.1 Ergebnisse des Feldversuchs

In die Auswertung des Feldversuchs der DH-Population ,Solitdr’ x ,Turkis‘ gingen die Ptr-Befallsdaten
von vier Feldversuchsstandorten (Peine, Sollingen, Salzkotten, Quedlinburg) ein, wahrend bei der
DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ wegen zu geringer Befallsstarke nur drei Standorte (Peine, Sollingen,
Salzkotten) ausgewertet werden konnten. Basierend auf dem mittleren Befall (AUDPC-Wert) der
einzelnen Genotypen, sind in der Tabelle 19 die deskriptive Statistik zur Beschreibung der
Feldversuche und die Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung dargestellt. Die
Haufigkeitsverteilungen des mittleren Blattflichenbefalls der DH-Populationen ,Solitar’ x ,Tlrkis’ und
,Jenga’ x ,Tuareg’ sind in Abbildung 4 gezeigt.

Tab. 19: Statistischen Kenngrofen und Ergebnisse des Shapiro-Wilk Tests der Feldversuche fir die
DH-Populationen ,Solitar’ x ,Turkis‘ (4 Standorte) und ,Jenga‘ x ,Tuareg’ (3 Standorte)
DH-Population n X Me s Q1 Q3 W-Statistik

mittlerer prozentualer Ptr-Blattflachenbefall

,Solitar x ,Tarkis’ 92 10,0 9,7 2,6 8,2 11,4 0,0020
,Jenga’ x ,Tuareg’ 92 7,6 7,4 2,1 5,9 9,1 0,1038
n =Anzahl der Priifglieder s =empirische Standardabweichung  W-Statistik = Wert der Teststatistik
X = arithmetisches Mittel Q1 =0,25 Quartil nach Shapiro-Wilk
Me = Median Q3 =0,75 Quartil

n= 92 DH-Linien n= 92 DH-Linien
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Abb. 4: Haufigkeitsverteilungen des mittleren prozentualen Ptr-Blattflaichenbefalls im Feldversuch
der DH-Populationen ,Solitar’ x ,Tuirkis (4 Standorte) (A) und ,Jenga‘ x ,Tuareg’ (3 Standorte)
(B); S =,Solitar’, Ta = ,Turkis’, ) = ,Jenga‘, Tu =,Tuareg’

Das arithmetische Mittel und der Median fir den Blattflichenbefall der DH-Population
,Solitar’ x ,Tarkis” im Feldversuch lagen bei 10,0 % bzw. 9,7 %. Verglichen mit der DH-Population
,Jenga’x ,Tuareg’ wies die Population ,Solitar’ x ,Tlrkis* somit einen geringfiigig starkeren, mittleren
Weizenblattdirrebefall auf. Das 1. Quartil wurde bei 8,2% und das 3. Quartil bei
11,4 % Blattflachenbefall bestimmt. Bei den mittleren prozentualen Blattflachenbefallsdaten der
Population ,Solitar’ x ,Turkis‘ zeigte der Shapiro-Wilk Test, dass keine Normalverteilung vorliegt
(W-Statistik = 0,0020), die Haufigkeitsverteilung des Blattflachenbefalls ist leicht rechtsschief.

Die Spannweite des mittleren prozentualen Blattflaichenbefalls der DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’
reichte von 3,3% bis 13,4%, wobei 75% der Prifglieder einen maximalen mittleren
Blattflaichenbefall von 9,1 % aufwiesen. Das arithmetische Mittel und der Median waren nahezu
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identisch. Der arithmetische Mittelwert dieser DH-Population lag bei 7,6 % und der Median wurde
bei 7,4 % Blattflachenbefall bestimmt. Der Shapiro-Wilk Test bestatigt fir diese Population eine
Normalverteilung des  mittleren  Blattflichenbefalls der DH-Linien im  Feldversuch
(W-Statistik = 0,1038). Eine schwache Transgression der DH-Linien in Richtung resistenter
Ptr-Reaktion konnte festgestellt werden.

Die Ergebnisse der mehrfaktoriellen Varianzanalysen der Feldversuche fiir die DH-Populationen
,Solitar’ x ,Turkis” und ,Jenga‘x ,Tuareg’ sind in Tabelle 20 aufgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde
bei a=0,05 festgelegt. Die Varianzanalysen ergaben bei beiden DH-Populationen, dass die
untersuchten Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die erfasste phanotypische Varianz besitzen
(p-Wert < 0,0001). Die mit dem Modell erkldrte Varianz wies bei den Populationen ein sehr hohes
BestimmtheitsmaR von jeweils R? = 85 % auf. Die Zerlegung der Gesamtvarianz in die Varianzen der
drei Faktoren und Interaktionen zeigte, dass die Faktoren ,Genotyp’ und ,Standort’ und deren
Wechselwirkung signifikante Effekte auf die phéanotypische Varianz der DH-Populationen
,Solitar’ x ,Tarkis” und ,Jenga’x,Tuareg’ haben (p-Wert<0,0001, bzw. bei der Population
,Solitdr’ x , Tirkis* p-Wertgenotyp x standort = 0,0078, a = 0,05).

Fir die Population ,Solitarx,Tirkis wurde nach Schatzung der Varianzkomponenten eine
Heritabilitat von h? = 0,63 und fir die Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ von h? = 0,49 ermittelt.

Tab. 20: Ergebnisse der Varianzanalysen der Feldversuche fiir die DH-Populationen ,Solitar x ,Tiirkis’
und ,Jenga’ x ,Tuareg’

DH- f | MQ MQ F- p-Wert | RZ | Haupt- F- p-Wert
Population (Modell) | (Fehler) | Statistik effekte Statistik
,Solitar’ x 91 41,80 12,62 3,31 | <0,0001 | 0,85 | Genotyp 4,25 | <0,0001
,Tirkis Standort 22457 | <0,0001
(4 standorte) { | | | |
Wdh 1,39 | 0,2391
Genotyp x
1,34 7
Standort | C 38| 008
Genotyp x
wdh 1,02 | 0,4339
Jenga’x 91 15,09 5,22 2,89 | <0,0001 | 0,85 | Genotyp 5,20 | <0,0001
/Tuareg Standort 37,35 | <0,0001
(3Standorte) | | | ||| e e e
Wdh 0,03 | 0,8591
Genotyp x 2,35 | <0,0001
Standort | | T
Genotyp x
wdh 0,91 | 0,6924
MQ (Modell) = mittleres Quadrat (Modell) f =Freiheitsgrad
MQ (Fehler) = mittleres Quadrat (Fehler) R’ = BestimmtheitsmaR
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3.2.2 Ergebnisse der Ganzpflanzentests im Gewichshaus

Der prozentuale Blattflaichenbefall der vier Untersuchungspopulationen nach Inokulation zu zwei
Pflanzenentwicklungsstadien mit den Ptr-Einzelsporisolaten A195 und ASC1 wurde in
Ganzpflanzenversuchen erfasst. Es wurden nur Versuche mit einer erfolgreichen Infektion und einer
differenzierenden Bonitur ausgewertet. Im Folgenden sind daher die Ergebnisse der drei
Gewadchshausversuche der DH-Population ,Solitdr x ,Tirkis® mit  A195-Inokulation zum
Entwicklungsstadium BBCH23 und der Inokulation mit dem Isolat ASC1 zu den Entwicklungsstadien
BBCH13 und BBCH23 dargestellt, ebenso wie die Ergebnisse der beiden Versuche der DH-Population
,Jenga’ x ,Tuareg’ mit A195-Inokulation zu den Entwicklungsstadien BBCH13 und BBCH23. Die Daten
der beschreibenden Statistik sowie die Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung werden in der
Tabelle 21 gegeben. In der Abbildung 5 sind die Haufigkeitsverteilungen des prozentualen
Blattflachenbefalls der Ganzpflanzenversuche gezeigt.

Tab. 21: Statistische KenngréBen und Ergebnisse des Shapiro-Wilk Tests der Ganzpflanzenversuche
mit Inokulation der Ptr-Isolaten A195 und ASC1 zu den Pflanzenentwicklungsstadien
BBCH13 und BBCH23 fiir die DH-Populationen ,Solitar’ x ,Tlrkis* und ,Jenga‘ x ,Tuareg’

DH-Population n X ’ Me ‘ s ‘ Qi ’ Q3 W-Statistik
in % Blattflichenbefall

Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH13

Jenga’ x , Tuareg’ 92 17,6 16,2 9,6 10,1 25,1 0,0111

Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH23

,Solitar’ x ,Turkis’ 92 22,6 19,9 14,0 11,9 32,6 0,0031
,Jenga’x ,Tuareg’ 92 27,7 26,0 9,8 21,0 34,2 0,3856
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 zum Entwicklungsstadium BBCH13

,Solitar’ x ,Turkis’ 92 24,6 24,3 13,6 14,3 34,3 0,0901
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 zum Entwicklungsstadium BBCH23

,Solitar x ,Tarkis’ 92 19,7 19,6 7,6 15,0 24,3 0,6559
n = Anzahl der Priifglieder s =empirische Standardabweichung W-Statistik = Wert der Teststatistik
X = arithmetisches Mittel Q1 = 0,25 Quartil nach Shapiro-Wilk
Me = Median Q3 =0,75 Quartil

Bei der DH-Population ,Solitar’ x ,Tuirkis* wurde bei dem Ganzpflanzenversuch mit A195-Inokulation
zum Entwicklungsstadium BBCH23 das arithmetische Mittel mit X=22,6 % befallener Blattflache
bestimmt (Tab. 21). Der Median (Me = 19,9 % Blattflaichenbefall) ist leicht nach links verschoben
(Abb. 5B). Die Haufigkeitsverteilung des prozentualen Befalls zeigt keine Anpassung an eine
Normalverteilung (W-Statistik < 0,0001, o= 0,05). Mit einem Interquartilabstand von Ips= 20,7 % wies
diese Population die groRte Spannweite des erfassten prozentualen Blattbefalls bei den
Ganzpflanzenversuchen auf.

Von den Ganzpflanzenversuchen mit Inokulation des Ptr-Isolats ASC1 konnten nur die beiden
Versuche der DH-Population ,Solitar’ x ,Tlirkis* ausgewertet werden. Bei dem Versuch mit einer
Inokulation zum  Entwicklungsstadium BBCH13 wurde das arithmetische Mittel bei
X=24,6 % Blattflichenbefall bestimmt. Der Median (Me= 24,3 % Blattflichenbefall) ist nahezu
identisch mit dem Mittelwert (Tab. 21). Eine Transgression der DH-Linien in Richtung Anfalligkeit
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gegeniber Ptr konnte festgestellt werden (Abb. 5 D). Die Haufigkeitsverteilung des prozentualen

Blattflachenbefalls der Population folgt einer Normalverteilung (W-Statistik = 0,0901).

Bei dem zweiten ausgewerteten Versuch mit ASC1-Inokulation der DH-Population ,Solitar’ x ,Turkis’

zum Entwicklungsstadium BBCH23 konnten &hnliche Befallswerte festgestellt werden. Die

Spannweite des erfassten Ptr-Befalls der DH-Linien war etwas geringer und reichte von 2,2 % bis
42,5% (Abb. 5E). Das arithmetische Mittel und der Median fiir diesen Versuch waren nahezu
identisch (xX=19,7 % bzw. Me=19,6 % Blattflichenbefall). Der Shapiro-Wilk Test bestétigte das
Vorliegen einer Normalverteilung fiir die prozentualen Blattflaichenbefallswerte der DH-Population
(W-Statistik = 0,6559).
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Abb. 5:

Haufigkeitsverteilungen des prozentualen Blattflaichenbefalls der Ganzpflanzenversuche
nach Inokulation mit dem Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH13 der
DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ (A) sowie zum Stadium BBCH23 der DH-Populationen
,Solitar x|, Tarkis® (B) und ,enga’ x ,Tuareg’ (C). Haufigkeitsverteilungen der
Ganzpflanzenversuche nach Inokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 zu BBCH13 der Population
,Solitar’ x ,Turkis* (D) und zu BBCH23 der Population ,Solitar’ x ,Tirkis* (E). S =,Solitar’,
T =,Turkis’, J = ,Jenga’, Tu = ,Tuareg’
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Die DH-Population ,Jenga‘ x ,,Tuareg’ zeigte im Ganzpflanzenversuch bei einer Inokulation mit dem
Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH13 einen mittleren prozentualen Blattflachenbefall
X=17,6% (Tab. 21). Eine deutliche Segregation der DH-Linien hinsichtlich ihres
Blattflachenbefalls spiegelt sich in dem Quartilabstand von /p5= 15,0 % wider (Abb. 5 A). Der Test auf
Normalverteilung nach Shapiro-Wilk ergab, dass fiir die prozentualen Blattflachenbefallswerte keine

von

Anpassung an eine Normalverteilung gegeben ist (W-Statistik=0,0111, o= 0,05).

Bei einer Spriihinokulation mit dem gleichen Ptr-Isolat, A195, zum Entwicklungsstadium BBCH23
wiesen die Prifglieder der DH-Population ,Jenga‘x,Tuareg’ einen hohen prozentualen
Blattflachenbefall auf (Abb. 5C). Das arithmetische Mittel und der Median wurden bei diesem
Versuch mit X=27,7 % bzw. Me= 26,0 % Blattflichenbefall bestimmt (Tab. 21). Der Shapiro-Wilk
Test hat fiir die prozentualen Blattflaichenbefallswerte dieser DH-Population eine Anpassung an eine
Normalverteilung bestéatigt (W-Statistik = 0,3856, a = 0,05).

Ptr-Isolate A195 bzw. ASC1
Entwicklungsstadien BBCH13 und BBCH23 wurden mit mehrfaktoriellen Varianzanalysen statistisch

Die Ganzpflanzenversuche mit Inokulationen der zu den
ausgewertet (Tab. 22). Als Signifikanzniveau wurde dabei a=0,05 festgesetzt. Bei allen fiinf
Ganzpflanzenversuchen konnten signifikante Unterschiede im prozentualen Blattflaichenbefall
festgestellt werden (p-Wert <0,0001, a =0,05). AuRerdem konnten signifikante Effekte bei allen
untersuchten Variablen und der ,Genotyp x Serie‘-Interaktion identifiziert werden (p-Wert < 0,0001,
a =0,05). Die Wechselwirkung ,Genotyp x Wiederholung’ zeigte bei keinem der Versuche einen
signifikanten Effekt. Das BestimmtheitsmaR}, zur Beurteilung der Gite des Modells, war bei allen
Versuchen sehr hoch (R?>96%). Im Hinblick auf das BestimmtheitsmaR ist besonders die
Varianzanalyse des Ganzpflanzenversuchs der DH-Population mit einer
A195-Inokulation BBCH13 hervorzuheben, bei

Blattflichenbefalls mit einem BestimmtheitsmaR von R?>99% mit dem genutzten Modell erklart

Jenga’ x , Tuareg’

zu dem die Streuung des prozentualen

werden konnte.

Tab. 22: Ergebnisse der Varianzanalysen der Ganzpflanzenversuche nach Sprihinokulation mit den
Ptr-Isolaten A195 bzw. ASC1 zu den Entwicklungsstadien BBCH13 und BBCH23 der
DH-Populationen ,Solitdr’ x ,Turkis* und ,Jenga’ x ,Tuareg’

DH- f | mMmQ MQ F- p-Wert | R | Haupt- F- p-Wert
Population (Modell) | (Fehler) | Statistik effekt Statistik
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH13
Jenga’x | 91| 583,34 8,55 68,20 | <0,0001 | 0,99 | Genotyp 64,44 | <0,0001
,Tuareg Serie 5546,60 | <0,0001
wdh 10,25 | 0,0016
Genotypx | 4381 | <0,0001
Serie |
Genotyp x
wdh 0,97 0,5571
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Fortsetzung Tab. 22:

Ergebnisse

DH- f | MQ MQ F- p-Wert | R®> | Haupt- F- p-Wert
Population (Modell) | (Fehler) | Statistik effekt Statistik
Sprithinokulation mit dem Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH23
Jenga’x 91| 469,13 | 32,33 14,51 | <0,0001 | 0,97 | Genotyp 17,72 | <0,0001
;Tuareg Serie 547,82 | <0,0001
Wdh 31,68 | <0,0001
Genotyp x 13,68 | <0,0001
Serie |l
Genotyp x
wdh 1,04 | 0,4035
,Solitdr'x | 91| 742,08 26,43 28,08 | <0,0001 | 0,98 | Genotyp 41,07 | <0,0001
Tarkis Serie 1689,19 | <0,0001
Wdh 23,15 | <0,0001
Genotyp x 15,88 | <0,0001
Serie |l
Genotyp x
wdh 0,82 | 0,8558
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 zum Entwicklungsstadium BBCH13
,Solitér'x | 91 | 531,18 | 23,01 23,09 | <0,0001 | 0,98 | Genotyp 46,79 | <0,0001
,Tarkis Serie . 285,84 | <0,0001
Wdh 12,40 | 0,0005
GenotyPX | 1956 | <0,0001
Serie e R
Genotyp x
Wdh 0,87 | 0,7741
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 zum Entwicklungsstadium BBCH23
,Solitér'x | 91 | 379,40 26,98 14,06 | <0,0001 | 0,97 | Genotyp 12,45 | <0,0001
Tarkis Serie 1076,26 | <0,0001
Wdh 21,99 | <0,0001
Genotyp x 9,65 | <0,0001
Serie
Genotyp x
wdh 0,97 | 0,5478

MQ (Modell) = mittleres Quadrat (Modell)

MQ (Fehler) = mittleres Quadrat (Fehler)

3.2.3 Ergebnisse der Blattsegmenttests

f =Freiheitsgrad
R’ = BestimmtheitsmaR

Die Reaktionen der DH-Populationen ,Solitar’ x,Turkis’, ,Jenga‘x,Tuareg’, ,Jenga’ x,Toras‘ und

,Ritmo’ x,K56822° nach Inokulation mit dem Ptr-Isolat A195 wurden in Blattsegmenttests erfasst.

Zusatzlich wurde ein Blattsegmenttest mit dem Ptr-Isolat ASC1 bei der Population ,Solitar’ x ,Tiirkis

‘

durchgefiihrt. Die Kenndaten der beschreibenen Statistik und die mithilfe des Shapiro-Wilk Tests

durchgefiihrte Testung auf Normalverteilung der Blattflaichenbefallswerte sind in Tabelle 23
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aufgefihrt. Die Haufigkeitsverteilungen des prozentualen Blattflachenbefalls sind in Abbildung 6
dargestellt.

Tab. 23: Statistische KenngroBen und Ergebnisse des Shapiro-Wilk Tests fiir die DH-Populationen
,Solitar x,Turkis’, ,Jenga’ x ,Tuareg’, ,Jenga’ x ,Toras’ und ,Ritmo’ x ,K56822‘ nach
Inokulation mit dem Ptr-Isolat A195 sowie fiir die DH-Population ,Solitar’ x ,Tirkis’ nach
Inokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1

DH-Population n X ’ Me ‘ s ‘ Q1 ‘ Q3 W-Statistik
in % Blattflaichenbefall

Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat A195

,Solitar x ,Tarkis’ 92 30,0 27,5 10,6 23,3 35,0 0,0001
| Jenga‘x Tuareg’ | ! 2| 67| 54| 54| 34| 85|  <0,0001
| Jenga‘x,Toras' | ! 80| 129 127] 45| 93| 165| 0,4035
| Ritmo’x K56822° | ! 84| 21 27| 71| 167|271 0,2231

Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1

,Solitar’ x ,Turkis’ 92 31,8 28,3 14,8 20,0 40,0 0,0007

n = Anzahl der Prifglieder s =empirische Standardabweichung W-Statistik = Wert der Teststatistik

X = arithmetisches Mittel Q1 = 0,25 Quartil nach Shapiro-Wilk

Me = Median Q3 =0,75 Quartil

Die DH-Population ,Solitar’ x ,Turkis* wurde hier sowohl mit dem Ptr-Isolat A195 als auch mit dem
Isolat ASC1 untersucht. Bei einer Inokulation mit A195 wurde das arithmetische Mittel fir die
Population mit Xx=30,0 % befallener Blattfliche bestimmt. Der Median der Befallsdaten lag
geringfligig unter dem arithmetische Mittelwert bei Me =27,5% (Tab. 23). Die Spannweite des
beobachteten Blattflachenbefalls nach A195-Inokulation reichte von 12,5 % bis 72,5 % (Abb. 6 A). Die
DH-Linien der Population ,Solitar’ x ,Tuirkis’ zeigten eine starke Transgression in Richtung Anfalligkeit
gegenlber Ptr. Mit dem Shapiro-Wilk Test konnte fiir den prozentualen Blattflichenbefall keine
Normalverteilung bestatigt werden (W-Statistik = 0,0001).

Das arithmetische Mittel und der Median des prozentualen Blattflichenbefalls wurden fiir die
DH-Population ,Solitar x ,Turkis’ im Blattsegmenttest nach ASC1-Inokulation mit X=31,8% und
Me = 28,3 % bestimmt (Tab. 23). Die Haufigkeitsverteilung des erfassten Blattflichenbefalls zeigt eine
deutliche rechtsschiefe Verteilung (Abb. 6 E), und es wurde keine Normalverteilung festgestellt
(W-Statistik = 0,0007). Mit einem Interquartilabstand von Iy5=20,0 % Blattflachenbefall wies der
Blattsegmenttest der DH-Population ,Solitar’ x ,Turkis* mit ASC1-Inokulation die groRte Spannweite
des erfassten Befalls bei den Blattsegmentversuchen auf.

Mit einem arithmetischen Mittel von X=6,7 % und einem Median von Me =5,4% wies die DH-
Population ,Jenga‘x,Tuareg’ den geringsten Befall im Blattsegmenttest auf (Tab. 23). Bei der
Haufigkeitsverteilung des prozentualen Blattflichenbefalls handelt es sich um eine stark
rechtsschiefe Verteilung, welche zusatzlich steilgipflig ist (Abb. 6 B).

Bei dem Blattsegmenttest der DH-Population ,Jenga‘ x ,Toras’ nach Inokulation mit dem Ptr-Isolat
A195 waren das arithmetische Mittel und der Median nahezu identisch mit X=12,9% und
Me = 12,7 % Blattflaichenbefall  (Tab. 23). Die Haufigkeitsverteilung des prozentualen
Blattflaichenbefalls der DH-Linien zeigt eine Anpassung an eine Normalverteilung
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(W-Statistik = 0,4035). Die Spannweite des erfassten prozentualen Blattflachenbefalls reichte von
2,7 % bis 22,5 % (Abb. 6 C).

Bei dem Blattsegmenttest der DH-Population ,Ritmo’ x ,K56822‘ mit A195-Inokulation wurde das
arithmetische Mittel fir den prozentualen Blattflichenbefall mit X=22,1 % und der Median mit
Me = 21,7 % bestimmt (Tab. 23). Das 3. Quartil, in dem sich 75 % aller beobachteten Werte befinden,
wurde bei 27,1 % Blattflaichenbefall ermittelt (Abb. 6 D). Der Shapiro-Wilk Test bestéatigt fiir die
Haufigkeitsverteilung des prozentualen Blattflachenbefalls fiir diese DH-Population eine Anpassung
an die Normalverteilung (W-Statistik = 0,2231).
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Abb. 6: Haufigkeitsverteilungen des prozentualen Blattflachenbefalls der Blattsegmenttests nach
Inokulation mit dem Ptr-Isolat A195 fiir die DH-Populationen ,Solitar’ x ,Tirkis* (A),
,Jenga‘x ,Tuareg’ (B), ,Jenga‘’ x ,Toras’ (C) und ,Ritmo‘ x ,K56822° (D) sowie fiur die
DH-Population ,Solitar’ x ,Tirkis* (E) bei Inokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1; S =,Solitar’,
Tu =,Turkis’, J = ,Jenga’, Tu =,Tuareg’, To =,Toras’, K= ,K56822‘, R =,Ritmo’

Die Varianzanalysen der Blattsegmenttests ergaben (Tab. 24), dass die mit dem Modell
beschriebenen Effekte einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtvarianz bei allen Versuchen
besitzen (p-Wert<0,0001, «=0,05). Die Variablen ,Genotyp’ und ,(Serie’ sowie die
,Genotyp x Serie‘-Interaktion haben signifikante Effekte auf den Blattflachenbefall (p-Wert < 0,0001
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Tab. 24: Ergebnisse

der

Varianzanalyse

der

Blattsegmenttests

der

Ergebnisse

DH-Populationen
,Solitar’ x ,Turkis’, ,Jenga‘ x ,Tuareg’, ,Jenga’ x ,Toras‘ und ,Ritmo’ x ,K56822° inokuliert mit
den Ptr-Isolaten A195 bzw. ASC1

DH- f | mMQ MQ F- p-Wert | R | Haupt- F- p-Wert
Population (Modell) | (Fehler) | Statistik effekte Statistik
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat A195
Solitar'x | 90 | 366,18 33,50 10,93 | <0,0001 | 0,96 | Genotyp 20,18 | <0,0001
,Tarkis’ Serie 55,74 | <0,0001
Wdh 5,23 0,0062
Genotypx | 50,45 | <0,0001
serie | |
Genotyp x
wdh 1,34 | 0,0258
Jenga’ x 91 92,68 14,66 6,32 | <0,0001 | 0,93 | Genotyp 11,87 | <0,0001
,<Tuareg’ Serie 10,13 | 0,0017
Wdh 0,24 | 0,7841
Genotypx |14 34 | <0,0001
serie | |
Genotyp x
wdh 1,05 | 0,3682
Jenga* x 79 44,68 9,33 4,79 | <0,0001 | 0,91 | Genotyp 12,80 | <0,0001
,Toras’ Serie 2,11 | 0,1484
Wdh 0,14 | 0,8657
Genotyp x 4,16 | <0,0001
sSerie | |
Genotyp x
wdh 1,16 | 0,1763
Ritmo’ x 83| 112,68 12,73 8,85 | <0,0001 | 0,90 | Genotyp 23,46 | <0,0001
,K56822° Serie 54,47 | <0,0001
Wdh 0,58 | 0,5605
Genotyp x 9,64 | <0,0001
Serie |
Genotyp x
Wah 0,95 | 0,6170
Sprihinokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1
Solitar'x | 90 | 541,58 | 103,75 5,22 | <0,0001 | 0,92 | Genotyp 11,54 | <0,0001
,Turkis’ Serie 18,91 | <0,0001
Wdh 0,21 | 0,8107
Genotyp x 6,27 | <0,0001
serie | |
Genotyp x
wdh 1,01 | 0,4764

MQ (Modell) = mittleres Quadrat (Modell)
MQ (Fehler) = mittleres Quadrat (Fehler)

f =Freiheitsgrad

R? = BestimmtheitsmaR
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bzw. beim Faktor ,Serie’jenga x Tuareg P-Wert = 0,0017, o = 0,05). Allein der Faktor ,Serie’ zeigte bei dem
Blattsegmenttest der Population ,Jenga‘ x ,Toras’ keine Signifikanz (p-Wert = 0,1484, o = 0,05). Auch
fir die Variable ,Wiederholung’ und die Wechselwirkung ,Genotyp x Wiederholung’ konnte kein
signifikanter Einfluss festgestellt werden (p-Wert > 0,1, a = 0,05), mit Ausnahme des Versuchs mit
A195-Inokulation der Population ,Solitar’ x ,Tirkis’. Die mit dem genutzten Modell erklarte Varianz
wies bei allen Versuchen ein BestimmtheitsmaR von R?>0,90 auf. Dies spricht flr eine hohe
Modellgite und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Blattsegmenttests.

3.3 Ergebnisse der Genotypisierung

3.3.1 Ergebnisse des Elternscreenings

Zur Identifikation informativer molekularer Marker fir die Genotypisierung der
Kartierungspopulationen wurden zunachst die Elterngenotypen auf Polymorphismen untersucht. Die
beiden Populationseltern ,Solitdr’ und ,Tirkis* wurden mit insgesamt 218 SSR-Markern untersucht
und bei 85 Markern konnten polymorphe Amplifikationsprodukte detektiert werden. Dies entspricht
einem Polymorphiegrad von 39 %. Die beiden Eltern der DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ wurden mit
325 SSR-Markern getestet, von denen 88 Marker zwischen ,Jenga‘ und ,Tuareg’ polymorph waren. Im
Vergleich zu den anderen untersuchten Populationseltern zeigte diese Population mit 27 % den
geringsten Polymorphiegrad. Von 287 getesteten SSR-Markern konnten 103 Marker detektiert
werden, die unterschiedliche PCR-FragmentgroBen zwischen ,Jenga’ und ,Toras’ zeigten
(Polymorphiegrad 36 %). Der Anteil polymorpher SSR-Marker ist mit 45 % zwischen den Eltern
,Ritmo’ und ,K56822° am groliten, hier zeigten 64 von 141 getesteten SSR-Markern unterschiedlich
grolRe PCR-Amplifikate.

In einem Screening der Eltern ,Jenga’ und ,Tuareg’ wurden aullerdem
256 AFLP-Primerkombinationen analysiert, die jeweils durchschnittlich 65 Fragmente zwischen
40-730 bp amplifizierten. Insgesamt konnten 329 polymorphe AFLP-Marker erfasst werden. Es
wurden zwischen einem und sieben Polymorphismen pro Primerkombination detektiert. Der
Polymorphiegrad lag daher bei ca. 2 %.

Bei dem dritten Ansatz zur Genotypisierung der DH-Populationen, den DArT-Markern, wurden die
Eltern und die DH-Linien gemeinsam analysiert. Zwischen den Populationseltern ,Solitar‘ und ,Turkis’,
,Jenga’ und ,Toras’ sowie ,Ritmo’ und ,K56822‘ waren 565, 694 bzw. 427 von 3600 analysierten
DArT-Markern polymorph, das entspricht Polymorphiegraden von 16 %, 19 % bzw. 12 %. Bei der
Population ,Jenga‘x,Tuareg’ differenzierten 264 DArT-Marker von 2500 untersuchten Markern
zwischen den Eltern, was einem Polymorphiegrad von 10 % entspricht.

3.3.2 Genetische Karten

Basierend auf den oben beschriebenen Markern wurden Kopplungskarten fir die vier
DH-Populationen erstellt. Es war jedoch nicht moglich alle SSR- bzw. AFLP-Marker, die im
Elternscreening polymorph waren, in den DH-Populationen auszuwerten. Bei der Population
,Solitar’ x ,Turkis’ beruht die Berechnung der Kopplungskarte auf der genetischen Information von
92 DH-Linien, welche mit 598 molekularen Markern (33 SSR-, 565 DArT-Marker) analysiert wurden.
Die Datenmatrix der Population ,Jenga‘x,Tuareg’ umfasst 567 polymorphe Marker (35 SSR-,
264 DArT-, 268 AFLP-Marker) und 82 analysierte DH-Linien. Die genetische Information von
61 DH-Linien der Population ,Jenga‘ x ,Toras’ analysiert mit 489 Markern (39 SSR-, 450 DArT-Marker)
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wurde zur Konstruktion der genetischen Karte genutzt. Die Datenmatrix zur Berechnung der
Kopplungskarte der DH-Population ,Ritmo’x,K56822° basiert auf 465 Markern (38 SSR-,
427 DArT-Marker) erfasst bei 79 DH-Linien.

Bei der DH-Population ,Solitar’ x,Turkis’ weist die genetische Karte, in die 26 SSR- und
338 DArT-Marker integriert wurden, eine Kartenldnge von 1115,8 cM auf (Abb. 7). Der mittlere
genetische Abstand zwischen den Loci betragt 3,1 cM. Der groRte Markerabstand ist mit 36,7 cM
zwischen den Markern wPt-3728 und barc0095 (Chromosom 2D) zu finden. Die 364 kartierten Loci,
von denen 63 cosegregieren, verteilen sich auf 23 Kopplungsgruppen. Alle 23 Kopplungsgruppen
konnten mithilfe von Ankermarkern 19 Weizenchromosomen zugeordnet werden. Vier
Chromosomen (2A, 2B, 5A, 7A) werden durch je zwei Untergruppen reprasentiert. Die
Weizenchromosomen 4D und 5D konnten nicht dargestellt werden. Bei der genetischen Karte der
DH-Population ,Solitar x ,Tarkis* wurde das A-Genom durch zehn Kopplungsgruppen, das B-Genom
durch acht und das D-Genom durch fliinf Kopplungsgruppen mit Gesamtlangen von 493,0 cM,
408,0 cM bzw. 214,7 cM dargestellt.

Die genetische Karte der DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ umfasst eine GesamtgroRRe von 1137,8 cM
bei 346 kartierten Markern (28 SSR-, 163 DArT-, 155 AFLP-Marker) (Abb. 8). Aufgrund identischer
Markerinformation oder fehlender Kopplung konnten, ausgehend von der verwendeten
Datenmatrix, 20 % der SSR-, 38 % der DArT- und 42 % der AFLP-Marker nicht kartiert werden. Der
mittlere Markerabstand betragt 3,3 cM und der maximale Markerabstand ist 30,2 cM (zwischen
wPt-665878 und barc0184 auf Chromosom 4A). Bei der genetischen Karte der Population
,Jenga’x ,Tuareg’ war das D-Genom am schlechtesten abgebildet. Es konnten nur Ankermarker flr
4D, 5D und 7D kartiert werden. Die Gesamtlange der drei Kopplungsgruppen des D-Genoms betragt
104,5 cM. Das A-Subgenom mit zehn Kopplungsgruppen hat eine Gesamtlange von 405,0 cM und das
B-Genom, dass durch 14 Kopplungsgruppen dargestellt wird, hat eine Kartenlange von 628,2 cM.
Insgesamt 23 der kartierten Marker cosegregierten.

In die genetische Karte der DH-Population ,Jenga‘ x ,Toras’ (Abb. 9) konnten 340 molekulare Marker
(27 SSR-, 313 DArT-Marker) integriert werden. Mit einer GesamtgrofRe von 941,3 cM ist diese Karte
im Vergleich zu den anderen die kleinste. Der durchschnittliche Markerabstand betragt 2,7 cM. Der
maximale Abstand zweier Marker ist 41,2cM und findet sich in der Kopplungsgruppe des
Chromosoms 6A zwischen den Markern DuPw167 und wPt-8266. Von den kartierten Markern
cosegregieren 62. Es konnten insgesamt 33 Kopplungsgruppen identifiziert und anhand von
Ankermarkern den Weizenchromosomen zugewiesen werden. Mit Ausnahme der Chromosomen 3D
und 4D konnten alle Weizenchromosomen kartiert werden. Aufgrund fehlender Kopplung sind 12
Chromosomen durch zwei bzw. drei Untergruppen dargestellt. Das A-Genom wird durch 11
Kopplungsgruppen mit einer Gesamtlange von 329,1 cM reprasentiert. Das B-Genom konnte durch
15 Gruppen mit einer Lange von 472,3 cM und das D-Genom durch sieben Kopplungsgruppen mit
einer Gesamtlange von 139,9 cM kartiert werden.

Bei der Kartierung der DH-Population ,Ritmo‘ x ,K56822 konnte eine Kopplungskarte bestehend aus
311 Markern (17 SSR-, 294 DArT-Marker) erstellt werden, die eine Gesamtlange von 1404,8 ctM
besitzt (Abb. 10). Der mittlere Markerabstand betrédgt 4,5 cM und der maximale 41,2 cM (zwischen
DuPw167 und wPt-8266 auf Chromosom 6A). Die genetische Karte umfasst 26 Kopplungsgruppen,
die mithilfe von kartierten Ankermarkern den Weizenchromosomen zugeordnet werden konnten. Bis
auf Chromosom 3D konnten alle Weizenchromosomen durch Kopplungsgruppen abgedeckt werden.
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Sechs Chromosomen sind aufgrund fehlender Kopplung durch zwei Untergruppen dargestellt. Wie

bei den genetischen Karten der anderen Populationen, ist auch bei dieser Kopplungskarte das

D-Genom mit sechs Kopplungsgruppen und einer Gesamtlange von 138,2 cM am kleinsten, wahrend

11 bzw. 9 Kopplungsgruppen mit einer Gesamtlange von 620,8 cM bzw. 645,9 cM zum A- bzw.

B-Genom gehorend kartiert wurden. Die genetische Karte beinhaltet 57 cosegregierende Marker.
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Die genetischen Karte der DH-Population ,Solitar x ,Ttirkis’ mit 23 Kopplungsgruppen und

Abb. 7

Gesamtlange von 1115,8 cM.
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3.4 Detektion von Resistenz-QTL gegeniiber P. tritici-repentis

Die genetischen Datengrundlagen fiir die Detektion von Resistenz-QTL gegen P. tritici-repentis waren
die Kopplungskarten der vier DH-Populationen. Die phanotypischen Datengrundlagen waren die im
Anschnitt 3.2 ausgewerteten Versuche zur Phanotypisierung der DH-Populationen. Bei den
QTL-Analysen der DH-Population ,Solitar x ,Tlirkis wurden daher zehn phanotypische Datensatze
analysiert. Neben der QTL-Analyse, die auf den zusammengefassten Feldversuchsdaten dieser
Population basiert, wurden auch QTL-Analysen basierend auf den phanotypischen Daten der vier
einzelnen Standorte berechnet. Bei der DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ wurden QTL-Analysen mit
sieben phanotypischen Datenquellen durchgefiihrt. Es wurde sowohl eine QTL-Analyse mit den
zusammengefassten Feldversuchsdaten berechnet, als auch QTL-Analysen mit den phanotypischen
Feldversuchsdaten aus Peine, Sollingen und Salzkotten. Bei den beiden DH-Populationen
Jenga’x ,Toras’ und ,Ritmo‘x,K56822‘ basieren die QTL-Analysen auf den Daten der
Blattsegmenttests.

Die detektierten QTL, welche den ermittelten spezifischen Signifikanzgrenzwert Giberschritten, sind in
den Tabellen 25-27 aufgefiihrt. Die Bezeichnung der QTL setzt sich dabei zusammen aus dem
QTL-Basissymbol Q, der Merkmalsbezeichnung Ts (tan spot), der Experimentbezeichnung, der
chromosomalen Lokalisation der QTL und gegebenenfalls einer Nummer, wenn mehrere QTL auf
einem Chromosomen bei einem Versuch detektiert wurden.

Bei den zehn QTL-Analysen der DH-Population ,Solitdr’ x ,Tlirkis* konnten insgesamt 33 Resistenz-QTL
detektiert werden (Tab. 25). Die Verteilung dieser QTL auf der genetischen Karte der DH-Population
ist in Abbildung 12 dargestellt. Die ermittelten Signifikanzschwellen zur Detektion der QTL lagen
zwischen einem LOD-Wert von 2,7 bis 3,0. Bei dieser Population konnte flir den prozentualen
Blattflachenbefall, erfasst im Ganzpflanzenversuch nach Inokulation mit dem Ptr-Isolat A195 zum
Entwicklungsstadium BBCH23, ein Haupt-QTL auf Chromosom 1A detektiert werden (Abb. 11 A).
Dieser QTL, bezeichnet mit QTs.gha1ss gacr23-1A, erreicht einen LOD-Wert von 17,9 und erklart 58,3 %
der phanotypischen Varianz. Das resistenzverbessernde Allel dieses QTL stammt vom resistenten
Elter ,Solitar’. Dieser QTL ist distal auf dem Chromosom 1A lokalisiert, so dass nur ein flankierender
Marker vorhanden ist. Das 2-LOD-Vertrauensintervall wurde mit 7 cM bestimmt. QTL an derselben
Position konnten ebenso bei den QTL-Analysen mit den phanotypischen Datensdtzen des
Ganzpflanzenversuchs mit ASC1-Inokulation zum Stadium BBCH13 (QTs.ghasci gscris-1A), dem
Feldversuch am Standort Peine (QTs.fieldpe-1A) und dem zusammengefassten Feldversuch (alle vier
Standorte) (QTs.field-1A) (Abb. 11 B) detektiert werden. Die erklarte phanotypische Varianz dieser
QTL betragt dabei 16,4 %, 28,5 % bzw. 21,9 %.

Bei den QTL-Analysen mit den Ptr-Blattflachenbefallsdaten des Feldversuchs (4 Standorte) wurden
bei dieser DH-Population insgesamt drei QTL detektiert, der bereits erwdahnte QTL QTs.field-1A sowie
zwei weitere QTL, QTs.field-3B und QTs.field-5A, auf den Chromosomen 3B und 5A, die 12,7 % und
6,7 % der phanotypischen Varianz des Weizenblattdirrebefalls erklaren. Die detektierten QTL fiir die
einzelnen Feldversuchsstandorte sind in Tabelle 25 aufgefihrt.

Neben dem QTL auf Chromosom 1A konnten in den QTL-Analysen mit den Daten der drei
Gewadachshausversuche weitere QTL auf den Chromosomen 2B, 3A, 3B, 4A und 7B detektiert werden,
die zwischen 159% und 7,2% der phanotypischen Varianz erkldren (Tab. 25). Die
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Tab. 25: Resistenz-QTL gegeniiber Ptr in der DH-Population ,Solitar’ x ,Tirkis’ detektiert mit den

und der

Ganzpflanzenversuche

der
Blattsegmenttests. Der dem QTL nachstgelegene Marker ist hervorgehoben. Ein positives

Feldversuche,

der

Daten

phanotypischen

Vorzeichen beim additiven Effekt zeigt an, dass das resistenzvermittelnde Allel von ,Solitar’
stammt, wahrend ein negatives Vorzeichen fir das von ,Tiirkis’ stammende Allel steht.
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Abb. 11: Detektierte QTL gegeniiber Ptr in der DH-Population ,Solitar’ x ,Turkis’. QTs.ghazss sacrz3-1A
auf Chromosom 1A, ermittelt mit den Daten des Ganzpflanzenversuchs bei Inokulation mit
dem Ptr-Isolat A195 zum Entwicklungsstadium BBCH23 (A), QTs.field-1A auf Chromosom
1A, basierend auf dem Ptr-Blattflachenbefallsdaten des Feldversuchs (4 Standorte) (B),
QT5.ghasc1_sacrz23-2B auf Chromosom 2B, ermittelt mit den Daten des Ganzpflanzenversuchs
bei Inokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 zu BBCH23 (C), QTs.dIsa195-3B.2 und QTs.dlsa195-3B.1
auf Chromosom 3B, bestimmt mit den Daten des Blattsegmenttests bei A195-Inokulation

(D).

resistenzbedingenden Allele stammen dabei sowohl vom Resistenztrager ,Solitar’ als auch vom
Ptr-anfalligen Elter ,Tirkis’.

Bei den QTL-Analysen, basierend auf den phdnotypischen Daten der Blattsegmenttests mit A195-
bzw. ASCl-Inokulation der DH-Population ,Solitdr’ x,Tirkis’, konnten drei QTL (QTs.dlss:95-3B.1,
QTs.dlIsa195-7B, QTs.dIsssc;-7B) auf den Chromosomen 7B und 3B detektiert werden, die mehr als 20 %
der phanotypischen Varianz erklaren (Abb. 11 D). Weitere kleinere QTL wurden bei diesen beiden
Versuchen auf den Chromosomen 1D, 3B und 4A lokalisiert (Abb. 12).

Flr die DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ konnten insgesamt 21 QTL bei der Auswertung von sieben
phénotypischen Datensitzen detektiert werden (Tab. 26). Abbildung 14 zeigt die Verteilung der
Konfidenzintervalle der ermittelten QTL auf der Kopplungskarte der Population.

Auch bei dieser DH-Population wurde der QTL, welcher den gréRten Anteil phanotypischer Varianz
erklart, auf dem Chromosom 1A lokalisiert. Dieser QTL konnte in mehreren Analysen detektiert
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Abb. 12: Verteilung der Konfidenzintervalle der detektierten QTL in der genetischen Karte der
DH-Population ,Solitar x ,Tarkis’. Bei den QTL-Analysen wurden die phéanotypischen
Datensatze der Feldversuche (Standorte Peine, Sollingen, Salzkotten, Quedlinburg und
zusammengefasste  Daten, dargestellt in orange-farbigen Abstufungen), des
Ganzpflanzenversuchs mit A195-Inokulation bei BBCH23 (dargestellt in Griin) und der
Ganzpflanzenversuche mit ASC1-Inokulation bei BBCH13 und BBCH23 (dargestellt in
Blaustufen) sowie der Blattsegmenttests mit Inokulation der Ptr-Isolate A195 und ASC1
(dargestellt in Lila und Grau) verwendet.

werden. Der QTL, QTs.fieldy-1A, erklart 45,8 % der phanotypischen Varianz des Feldversuchs am
Standort Peine und wird von dem AFLP-Marker E38M52 190 und dem DArT-Marker wPt-730136
flankiert. Das Konfidenzintervall betragt 5,4 cM. Das resistenzvermittelnde Allel des QTL stammt von
dem Elter ,Jenga’. Die QTL-Analyse mit den Daten des Ganzpflanzenversuchs nach A195-Inokulation
bei BBCH13 ergab an der gleichen Position einen QTL, QT5.gha1ss gscHiz-1A, der einen dhnlich hohen
Anteil der phanotypischen Varianz erklart (Abb. 13 A). Verifiziert wird dieser QTL auch durch die
QTL-Analyse mit den Daten des zusammengefassten Feldversuchs (3 Standorte), wo der auf
Chromosom 1A lokalisierte QTL, QTs.field-1A, 27,8 % der beobachteten phadnotypischen Varianz
erklart (Abb. 13 B).

Ebenfalls ein mit mehreren phéanotypischen Datensdtzen detektierter QTL konnte bei der
DH-Population ,Jenga‘x ,Tuareg’ auf dem Chromosom 4D lokalisiert werden. Er wurde bei den
QTL-Analysen mit den Feldversuchsdaten der Standorte Peine und Sollingen (Abb. 13 C) sowie mit
dem Datensatz des zusammengefassten Feldversuchs (3 Standorte) detektiert und erklart bis zu
22,4 % der phanotypischen Varianz. Auch bei diesem QTL reduziert das Allel von ,Jenga‘’ den
Ptr-Blattflachenbefall (Tab. 26).
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Tab. 26: Resistenz-QTL gegeniiber Ptr in der DH-Population ,Jenga’ x ,Tuareg’ detektiert mit den

und des

Ganzpflanzenversuche

der
Blattsegmenttests. Der dem QTL nachstgelegene Marker ist hervorgehoben. Ein positives

Feldversuche,

der

Daten

phanotypischen

Vorzeichen beim additiven Effekt zeigt an, dass das resistenzvermittelnde Allel von ,Jenga’
stammt, wahrend ein negatives Vorzeichen fiir das von ,Tuareg’ stammende Allel steht.
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Abb. 13: Detektierte QTL gegeniiber Ptr in der DH-Population ,LJenga’ x ,Tuareg’. QTL,
QT5s.9ha19s geciz-1A, auf Chromosom 1A erkldrt 42,3 % der phanotypischen Varianz des
prozentualen Blattflachenbefalls der Ganzpflanzen nach Inokulation mit dem Ptr-Isolat
A195 bei BBCH13 (A), QTs.field-1A auf Chromosom 1A, basierend auf dem
Ptr-Blattflaichenbefallsdaten des Feldversuchs (3 Standorte) (B), QTs.fieldso-4D auf
Chromosom 4D erklart 22,4 % der phanotypischen Varianz des Weizenblattdiirrebefalls am
Standort Sollingen (C), QTs.dIsa195-2B.1 und QTs.dIsp195-2B.2 auf Chromosom 2B, die 30,5 %
bzw. 18,0 % der phanotypischen Varianz des Blattsegmenttests nach A195-Inokulation
erklaren (D).

Bei der QTL-Analyse, basierend auf den Daten des zusammengefassten Feldversuchs (3 Standorte)
der DH-Population, konnte neben den beiden QTL auf den Chromosomen 1A und 4D ein weiterer
QTL, QTs.field-2B, auf Chromosom 2B detektiert werden, der 12,6 % der beobachteten
phanotypischen Varianz des Weizenblattdlrrebefalls im Feldversuch erklart (Tab. 26). Die
QTL-Analysen mit den phanotypischen Daten der einzelnen Feldversuchsstandorte ergaben zu den
bereits erwahnten QTL weitere kleinere QTL auf den Chromosomen 2B, 5B und 6B, die bis zu 16,5 %
der phanotypischen Varianz erklaren (Abb. 14).

Die QTL-Analysen mit den beiden Datensatzen der Ganzpflanzenversuche ergaben bei der Population
Jenga’x,Tuareg’ insgesamt vier QTL. Neben dem QTL QTs.ghaiss gacriz-1A, der mithilfe der
phanotypischen Daten der A195-Inokulation im Keimlingsstadium detektiert wurde, konnte ein
weiterer QTL, QTs.ghazos sscH23-1A, bei der QTL-Analyse mit den Daten der spateren (zu BBCH23)
A195-Inokulation auf Chromosom 1A lokalisiert werden, der in seiner Position jedoch geringfligig
abweicht und 39,6 % der phanotypischen Varianz erklart (Tab. 26). Zwei weitere QTL konnten bei
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Auswertung der Ganzpflanzenversuche auf den Chromosomen 5AA und 5B detektiert werden, die
13,1 % bzw. 8,7 % der phanotypischen Varianz erklaren (Abb. 14).
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Abb. 14: Verteilung der Konfidenzintervalle der detektierten QTL in der genetischen Karte der

DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’. Bei den QTL-Analysen wurden die phanotypischen
Datensatze des Feldversuchs (Standorte Peine, Sollingen, Salzkotten und
zusammengefasste Daten, dargestellt in orange-farbigen Abstufungen), der beiden
Ganzpflanzenversuche mit A195-Inokulation bei BBCH13 und BBCH23 (dargestellt in
Grunstufen) sowie des Blattsegmenttests mit Inokulation des Ptr-Isolats A195 (dargestellt in
Lila) verwendet.

Bei der QTL-Analyse mit den Blattflachenbefallsdaten nach A195-Inokulation im Blattsegmenttest
konnten fiir diese DH-Population finf QTL auf den Chromosomen 1A, 2B und 7B detektiert werden,
wobei vier QTL jeweils mehr als 30% der phanotypischen Varianz erkldren. Die beiden auf
Chromosom 1A lokalisierten QTL, QTs.dlsa195-1A.1 und QTs.dIsa195-1A.2, unterscheiden sich in ihrer
Position von dem beschriebenen Haupt-QTL und, im Gegensatz zum Haupt-QTL auf Chromosom 1A,

stammen die den Befall reduzierenden Allele bei diesen beiden QTL vom Elter ,Tuareg’.

Den QTL-Analysen der beiden DH-Populationen ,Jenga‘x,Toras’ und ,Ritmo’x ,K56822‘ liegen
ausschlieBlich die phanotypischen Daten der Blattsegmenttests mit Inokulation des Ptr-Isolats A195
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zu Grunde (Tab. 27). Bei der Population ,Jenga‘x,Toras’ ergab die QTL-Analyse einen QTL,
QTs.dlIsa195-5B, auf dem Chromosom 5B, der 25,2 % der phdnotypischen Varianz erklart (Abb. 15 A).
Das resistenzvermittelnde Allel dieses QTL stammt dabei vom Ptr-Resistenztrager ,Jenga‘ (Tab. 27).
Bei der QTL-Analyse der Population ,Ritmo’ x,K56822‘ konnte ein QTL distal auf Chromosom 7A
detektiert werden, der 18 % der phanotypischen Varianz des Blattsegmenttests erklart (Abb. 15 B).

Das den Ptr-Befall vermindernde Allel des QTL stammt von der Genbankakzession ,K56822‘, dem
Ptr-resistenten Elter dieser DH-Population (Tab. 27).
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Abb. 15: Detektierte QTL gegeniiber Ptr im Blattsegmenttest bei Inokulation des Ptr-Isolats A195. In
der DH-Population ,Jenga‘ x ,Toras’ erklart QTs.dls,;95-5B auf Chromosom 5B 25,2 % der
phanotypischen Varianz (A) und in der DH-Population ,Ritmo’ x ,K56822‘ konnte ein QTL,
QTs.dlsa195-7A, auf Chromosom 7A lokalisiert werden (B).
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und

x ,Toras’

,Jenga’

DH-Populationen

den
,Ritmo‘ x,K56822°, detektiert mit den phanotypischen Daten der Blattsegmenttests. Der

in

Ptr

Tab. 27: Resistenz-QTL gegenliber

dem QTL nachstgelegene Marker ist hervorgehoben. Ein positives Vorzeichen beim

additiven Effekt zeigt an, dass das resistenzvermittelnde Allel von ,Jenga’ bzw. von ,K56822°
stammt, wahrend ein negatives Vorzeichen fiir das von ,Toras’ bzw. von ,Ritmo‘ stammende

Allel steht.
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4 Diskussion

4.1 Rassencharakterisierung europaischer P. tritici-repentis Isolate

Mit der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmals eine Charakterisierung aus Deutschland stammender
Ptr-Isolate und ihre Einordnung in das bestehende Ptr-Rassensystem. Sieben der hier analysierten
zehn Isolate zeigten stabile Reaktionen am Ptr-Differentialsortiment und konnten daher eindeutig
einer der acht bekannten Ptr-Rassen zugeordnet werden (Tab. 18). Aufgrund des hervorgerufenen
Schadbilds erfolgte die Einordnung der vier Isolate A195, A200, A201 und A202 zur Rasse 8. Die
Isolate A203, A221 und A163 entsprachen den Ptr-Rassen 1, 3 bzw. 6.

Zwar tritt P. tritici-repentis weltweit auf, aber die regionale Verteilung der acht Ptr-Rassen ist sehr
unterschiedlich. Die Ptr-Rassen 1 und 3 sind aus den von Lamari und Bernier (1989) charakterisierten
Pathotypen 1 und 3 hervorgegangen und wurden erstmals anhand von lIsolaten aus Kanada
beschrieben (Lamari und Bernier 1989b, Lamari et al. 1995). Die Ptr-Rasse 1 wurde des Weiteren in
Nord- und Stidamerika, Nordafrika, Australien, Europa und Asien mehrfach nachgewiesen (Lamari et
al. 1998, Singh et al. 2007b, Engle et al. 2006, Aboukhaddour et al. 2013, Gamba et al. 2012,
Benslimane et al. 2011, Ali et al. 2006, Leisova et al. 2008, Lamari et al. 2005, Mikhailova et al. 2010,
Kremneva und Gudoshnikova 2012). In den untersuchten Ptr-Populationen war dabei die Rasse 1
allein oder in Kombination mit Rasse 2 die dominierende Rasse (Aboukhaddour et al. 2013, Ali et al.
2006, Ali und Francl 2003, Gamba et al. 2012, Lamari et al. 1998, Mikhailova et al. 2010). In
Australien konnte bisher ausschlieBlich die Ptr-Rasse 1 in Isolate-Kollektionen festgestellt werden (Ali
et al. 2006). Ptr-Isolate aus den USA, Kanada, Argentinien, Syrien, Aserbaidschan, der Tschechischen
Republik und Russland konnten der Ptr-Rasse 3 zugeordnet werden (Ali et al. 2010, Singh et al.
2007b, Engle et al. 2006, Aboukhaddour et al. 2013, Gamba et al. 2012, Lamari et al. 2005, Leisova et
al. 2008, Mikhailova et al. 2010). Die Beschreibung der Ptr-Rasse 6 erfolgte anhand eines Isolats aus
Algerien (Strelkov et al. 2002). Bei einer spateren Rassencharakterisierung von 55 Isolaten, ebenfalls
aus Algerien, konnten zwei weitere Ptr-Isolate dieser Rasse zugewiesen werden (Benslimane et al.
2011). AuBerdem konnte das Vorkommen der Rasse 6 in der Tschechischen Republik und der
Kaukasusregion nachgewiesen werden (Leisova-Svobodova et al. 2010, Mikhailova et al. 2010,
Kremneva und Gudoshnikova 2012). Die Rasse 8 wurde anhand von zwei Isolaten, die aus der
turkisch-syrischen Grenzregion stammen, beschrieben, und aufgrund des am Differentialsortiment
hervorgerufenen Reaktionsmusters wird bei dieser Rasse von der Produktion der drei bekannten
wirtsspezifischen Ptr-Toxine ausgegangen (Lamari et al. 2003, Strelkov und Lamari 2003). Nach der
Erstbeschreibung wurde die Rasse 8 auch in den USA, Syrien, Aserbaidschan, Nordalgerien, der
Tschechischen Republik und Russland nachgewiesen (Andrie et al. 2003, Lamari et al. 2005,
Benslimane et al. 2011, Leisova et al. 2008, Mikhailova et al. 2010, Kremneva und Gudoshnikova
2012).

Im europdischen Raum liegen Kenntnisse Gber das Vorkommen von Ptr-Rassen in Russland, Finnland,
der Tschechischen und Slowakischen Republik sowie Ungarn vor (Kremneva und Gudoshnikova 2012,
Mikhailova et al. 2010, Sarova 2004, Leisova et al. 2008, Leisova-Svobodova et al. 2010, Csosz et al.
2010). Mikhailova et al. (2010) charakterisierten 451 Ptr-Isolate, die in den Jahren 2005 bis 2008 in
verschiedenen Regionen Russlands isoliert wurden. In dieser Isolate-Kollektion konnten alle acht
Rassen nachgewiesen werden, wobei die Rassen 1 und 2 in allen Jahren und Regionen dominierten

(Mikhailova et al. 2010). Mit einem prozentualen Anteil von 13 % war die Ptr-Rasse 8 am
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dritthaufigsten in der russischen Isolate-Sammlung vertreten (Mikhailova et al. 2010). 4 % bzw. 2 %
der untersuchten Isolate konnten den Ptr-Rassen 3 bzw. 6 zugeordnet werden (Mikhailova et al.
2010). Bei einer weiteren Studie, die die Verteilung der Ptr-Rassen in der Kaukasusregion
untersuchte, konnten ebenfalls alle acht Rassen nachgewiesen werden, jedoch mit regional
unterschiedlicher Prasenz (Kremneva und Gudoshnikova 2012). Die Ptr-Rassen 1, 2 und 8 waren mit
29 %, 15 % und 28 % in dieser Isolate-Sammlung vertreten (Kremneva und Gudoshnikova 2012). Bei
19 finnischen Ptr-Isolaten konnten die Rassen 1 (58 %), 2 (31 %) und 4 (5 %) identifiziert werden
(Mikhailova et al. 2010). Die Rassen 1, 2 und 4 konnten ebenfalls bei einer Isolatcharakterisierung in
der Tschechischen Republik nachgewiesen werden (Sarova 2004). Mit 63 % der analysierten Isolate
dominierte dabei die Ptr-Rasse 1, die in allen untersuchten Jahren nachgewiesen wurde, wohingegen
die Rassen 2 und 4 nur in einzelnen Jahren auftraten (Sarova 2004). Bei einer weiteren
Charakterisierung von Isolaten aus der Tschechischen und Slowakischen Republik konnten die Rassen
1, 2, 3, 4, 6 und 8 identifiziert werden (Leisova et al. 2008, Leisova-Svobodova et al. 2010). Am
starksten (74 %) war auch dabei die Rasse 1 vertreten, gefolgt von der Rasse 4 (13 %)
(Leisova-Svobodova et al. 2010). In Ungarn konnten bei einer Isolate-Kollektion aus den Jahren 2000
bis 2009 die Ptr-Rassen 1 (4 %), 4 (16 %), 6 (8 %), 7 (5 %) und 8 (11 %) identifiziert werden (Csbsz et
al. 2010).

Uber die Virulenzsituation und Rassenzuordnung aus Deutschland stammender Ptr-Isolate liegen in
der Literatur bisher keine Erkenntnisse vor. Mielke und Reichert (1999) flhrten Resistenzpriifungen
an europaischen Sommer- und Winterweizensorten, Durumweizen, Triticale, Triticum monococcum,
verschiedenen Aegilops-, Agropyron-, Dasypyrum- und Elymus-Arten sowie mehreren Wildgraser
durch. Sie nutzten dafiir drei aus Stddeutschland stammende Ptr-lsolate, die sie anhand des
Wachstums auf unterschiedlichen Nahrmedien und unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
charakterisierten (Mielke und Reichert 1999). Zur Erfassung des Ptr-Resistenzniveaus von
Ae. tauschii-Akzessionen, synthetischen hexaploiden Weizenlinien und Weizensorten wurden von
Siedler et al. (1994) und von Wolf (1991) Resistenztestungen mit Ptr-Isolaten durchgefiihrt, die von
Weizenpflanzen und Stroh aus mehreren Regionen Deutschlands isoliert wurden. Eine
Charakterisierung der Isolate wurde nicht durchgefiihrt. Tadesse et al. (2006a, 2006b, 2010a, 2011)
nutzten in ihren Untersuchungen zur Resistenzprifung neben charakterisierten Isolaten auch aus
Deutschland stammende, auf Monokonidiallinien beruhende Ptr-Isolate. Eine Zuordnung dieser
Isolate zu den acht bisher beschriebenen Ptr-Rassen erfolgte jedoch nicht.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmals die Eingruppierung von finf aus Deutschland
stammenden Ptr-Einzelsporisolaten in das Ptr-Rassensystem. Die Isolate A200, A201, A202, A203 und
A221, welche in den Jahren 2005 und 2006 im Raum Aschersleben isoliert wurden, konnten dabei
den Ptr-Rassen 1, 3 und 8 zugewiesen werden (Tab. 18). Zwei weitere Isolate (A163 und A195)
stammen aus Ungarn und wurden den Ptr-Rassen 6 und 8 zugeordnet. Die in dieser Arbeit
nachgewiesenen Ptr-Rassen spiegeln somit die oben beschriebenen, in Europa auftretenden Rassen
wider. Im Gegensatz zu anderen Studien war es jedoch nicht méglich, das Vorkommen der Rassen 2,
4, 5 und 7 nachzuweisen (Mikhailova et al. 2010, Sarova 2004, Leisova et al. 2008, Leisova-Svobodova
et al. 2010, Csosz et al. 2010). Allerdings konnten diese Rassen bei den anderen Arbeiten auch nicht
jedes Jahr identifiziert werden und stellen teilweise nur einen geringen prozentualen Anteil dar
(Csosz et al. 2010, Mikhailova et al. 2010, Leisova-Svobodova et al. 2010). Da die Konidien von Ptr mit
dem Wind verbreitet werden und bei glinstiger Witterung Distanzen von bis zu 200 km iberwinden
kénnen, wurden Ahnlichkeiten in der Rassenzusammensetzung der européischen Ptr-Populationen
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erwartet (de Wolf et al. 1998, Francl 1997, Sarova 2004). Eine Ausbreitung des Pilzes Uber grolle
Distanzen ist aullerdem mittels infizierten Saatguts oder Pflanzenmaterials moglich, dies ist aber
aufgrund einer eingeschrankten Infektion der Kotyledonen und der Saatgutpriifung wahrscheinlich
nur von untergeordneter Bedeutung (Gurung et al. 2013, Carmona et al. 2006).

Im Gegensatz zu den meisten Studien, bei denen die Rasse 1 oder die Rassen 1 und 2 als
dominierende Rassen in Ptr-Populationen erkannt wurden, trat im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die Ptr-Rasse 8 mit vier Isolaten am haufigsten auf (Benslimane et al. 2011, Ali et al. 2003, Lamari et
al. 1998). Jedoch ist aufgrund des relativ geringen Probenumfangs von zehn analysierten Isolaten
keine  zuverldssige Aussage (Uber die anteilige Verteilung der Rassen  moglich.
Rassencharakterisierungen, welche die Dominanz der Rassen 1 und 2 zeigten, beruhen dagegen auf
der Charakterisierung von mindestens 100 Einzelsporisolaten (Engle et al. 2006, Singh et al. 2007b).
Fiir eine umfassende Beschreibung der in Deutschland vorkommenden Ptr-Rassen und deren
prozentuale Verteilung sind eine deutlich gréBere Anzahl zu charakterisierender Isolate und dabei die
Abdeckung verschiedener Regionen erforderlich.

Zwei der analysierten Isolate (A194 und A196) zeigten bei den mehrfach wiederholten Versuchen zur
Rassencharakterisierung bei der Sorte ,Glenlea’ kein stabiles Schadbild (Tab. 18). Fiir eine eindeutige
Rassenzuordnung ist jedoch eine Bewertung dieser Sorte des Differentialsortiments zwingend. Die
Boniturergebnisse der beiden Isolate A194 und A196 erlauben daher eine Zuordnung zu zwei
unterschiedlichen Ptr-Rassen. Eine Ursache fiir die verschiedenen Befallsbonituren kdnnte sein, dass
die Isolate nicht auf Monokonidiallinien basierten und so die Konidiensuspension, die zur Inokulation
genutzt wurde, bei den Versuchswiederholungen nicht identisch war. Auch eine Verunreinigung des
Saatgutes der Sorte ,Glenlea’ kdnnte das heterogene Schadbild erklaren. Beim Ptr-Isolat A214 war
eine Rassencharakterisierung nicht moglich, da keine stabile Konidieninduktion etabliert werden
konnte. Jedoch nur die Inokulation mit einer Konidiensuspension liefert Ergebnisse, die eine
Vergleichbarkeit und die Isolateinordnung in das bestehende Rassensystem erlauben (Moreno et al.
2012). Die Resultate unterstreichen die Diversitdit des Pathogens und die damit verbundene
Schwierigkeit der Charakterisierung von Ptr-Isolaten. Bei den Arbeiten von Sarova (2004), Singh et al.
(2011) und Csosz et al. (2010) zeigten 31%, 20% bzw. 56 % der untersuchten Ptr-Isolate
uneindeutige Ergebnisse im Virulenztest, die zundchst zu keiner Rassenzuordnung fiihrten. Eine
Beschreibung der acht bekannten Ptr-Rassen anhand der von ihnen hervorgerufenen Nekrosen
und/oder Chlorosen ist prinzipiell mithilfe der drei Weizensorten und Linien ,Glenlea’, ,6B365‘ und
,6B662° moglich (Strelkov und Lamari 2003). Jedoch werden Rassencharakterisierungen
Ublicherweise unter Ergdanzung zusatzlicher Akzessionen durchgefiihrt, um die Genauigkeit zu
erhohen und mogliche neue Ptr-Rassen an deren Befallsmustern zu erfassen (Ali et al. 2010, Singh
und Hughes 2006a). Eine potenzielle Quelle weiterer differenzierender Weizenlinien kénnten die in
der Studie von Moreno et al. (2008) eingesetzten Weizenlinien sowie Genbankakzessionen
darstellen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass eine Erweiterung des Differentialsortiments um
Landrassen mit unbekannter Abstammung die Gefahr birgt, dass diese heterogen sind. Infolgedessen
wirden das hervorgerufene Schadbild und die darauf basierende Rassencharakterisierung instabil
und nicht nachvollziehbar sein (Lamari und Strelkov 2010).

Die Einbeziehung molekularer Marker zur Unterstitzung der auf visueller Schadbildbonitur
beruhender Rassencharakterisierung ist denkbar und wurde bereits untersucht (Andrie et al. 2007,
Ali et al. 2010). Jedoch wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass das Pathogen und auch Isolate
der gleichen Ptr-Rasse eine hohe genetische Diversitat aufweisen (Mironenko et al. 2007, Singh und
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Hughes 2006a, Leisova et al. 2008, Lepoint et al. 2010). So wurden unter anderem Ptr-Isolate
gefunden, welche, basierend auf dem am Differentialsortiment hervorgerufenen Schadbild, der
Rasse 1 zugeordnet wurden, die aber in genetischen Untersuchungen nicht das ToxA Gen aufwiesen,
das charakteristisch fur die Rasse 1 ist (Patel und Adhikari 2009a, Patel et al. 2013). Eine eindeutige
Beziehung zwischen den Ergebnissen von Markeranalysen und einer Rassenzuordnung von
Ptr-Isolaten konnte nicht festgestellt werden (Singh und Hughes 20064, Friesen et al. 2005, Andrie et
al. 2007, Ali et al. 2010).

4.2 Resistenztestung der DH-Populationen

4.2.1 Weizenblattdiirrebefall der DH-Populationen im Feldversuch

Zur Erfassung des Resistenzverhaltens gegenilber P. tritici-repentis, Erreger der Weizenblattdirre,
wurden 2008/2009 Feldversuche an mehreren Standorten fuir die DH-Populationen ,Solitar’ x , Turkis
und ,Jenga‘ x ,Tuareg’ durchgefiihrt. Ziel der Versuche war es, die Ptr-Resistenz der Genotypen unter
praxisnahen Bedingungen ebenso wie die ,Genotyp x Umwelt’ Interaktionen zu erfassen, um
Informationen Uber die Genetik der Ptr-Resistenz bei den Untersuchungspopulationen zu gewinnen,
da Ergebnisse von Feldversuchen praxisrelevanter und fir ziichterische Aktivitaten aussagekraftiger
sind als Versuche unter kontrollierten Bedingungen (Duveiller et al. 2007, Cabrera-Bosquet et al.
2012). Jedoch sind Feldversuche vor allem fiir Krankheiten die nicht jedes Jahr auftreten, wie es bei
der Weizenblattdiirre der Fall ist, schwierig (Carignano et al. 2008, Murray und Brennan 2009).
Erschwerend kommt hinzu, dass P. tritici-repentis im Freiland oft zusammen mit anderen Pathogenen
wie P. nodorum (anamorph: S. nodorum), M. graminicola (anamorph: S. tritici) oder C. sativus
(anamorph: B. sorokiniana) auftritt und die hervorgerufenen Schadbilder leicht verwechselt werden
kénnen, was zu einer Uber- bzw. Unterschitzung des tatsichlichen Ptr-Befalls fiihren kann
(Fernandez et al. 2009, Singh et al. 2011b, Singh et al. 2012b, Bhathal et al. 2003). Die jdhrlichen
Schwankungen des Weizenblattdirrebefalls sind unter anderem abhangig von der Dichte des
Pathogeninokulums, den Witterungsverhaltnissen, dem Auftreten und der Konkurrenz zu anderen
Blattkrankheiten, dem Resistenzniveau der angebauten Sorten sowie der Zusammensetzung der
Pathogenpopulation, insbesondere in Bezug auf fungizidresistente Stamme (Wright und Sutton 1990,
Jorgensen und Olsen 2007, Bhathal et al. 2003, Noriel et al. 2011, Mahto et al. 2011, Sierotzki et al.
2007). Daher wurde bei den durchgefiihrten Feldversuchen eine kinstliche Inokulation durch
Ausbringen von infizierten Haferkdérnern bzw. durch Einmulchen von infiziertem Strohmaterial
durchgefiihrt, mit dem Ziel, das Primarinokulum zu erhéhen und einen hinreichenden Befallsdruck zu
provozieren (Adee und Pfender 1989, Raymond et al. 1985). Der Erfolg dieser kiinstlichen Inokulation
ist aber ebenso wie der natirliche Ptr-Befall stark witterungsabhangig, da die Bildung und Reifung
der Pseudothecien sowie die Freisetzung von Ascosporen an Feuchtigkeit gebunden ist (Evans et al.
1999, Zhang und Pfender 1992). Bei einer Inokulation des Feldexperiments mit einer
Konidiensuspension wird der Einfluss der Witterung auf die Infektion minimiert, jedoch erfordert
diese Methode einen deutlich héheren Arbeitsaufwand (Perellé et al. 2003, Singh et al. 2012b).

Flr eine epidemische Entwicklung der Weizenblattdirre, basierend auf Sekundarinfektionen durch
Konidien, sind eine feuchte Witterung bei 20-28 °C im Mai-Juli und ein bedeckter Himmel besonders
glnstig (Wright und Sutton 1990, da Luz und Bergstrom 1986). Vor allem freie Feuchtigkeit fiir 6-24 h
auf der Blattoberflache in Form von Tau, Nebel oder Regen ist entscheidend fiir den Befallsverlauf
(Summerell und Burgess 1988b, Wegulo et al. 2009). Im Versuchsjahr 2009 herrschten allerdings
suboptimale Bedingungen fir den pilzlichen Erreger. Im Vergleich zum vieljahrigen Mittel von
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1960-1996 war es im Fruhjahr 2009 an allen vier Versuchsstandorten zu trocken
(www.dwd.de/klimaatlas). Vor allem der Mai wies am Standort Salzkotten 50 % weniger
Niederschlag im Vergleich zur Referenzperiode von 1960-1996 auf. Einen positiven Effekt auf den
Ptr-Befall hatte moglicherweise eine kiinstliche Beregnung gehabt, wie bei einigen Feldexperimenten
gezeigt werden konnte (Evans et al. 1999, Fernandez et al. 1994). Zusatzlich zum Niederschlag waren
die Durchschnittstemperaturen flr das Pathogen nicht giinstig. Im Mai und Juni 2009 lagen sie fiir die
Versuchsstandorte zwischen 12-16°C bzw. 14-16°C und somit deutlich unter den
Optimaltemperaturen fiir eine Ptr-Infektion. Die unglinstigen Witterungsverhaltnisse konnten daher
zu einer geringen Infektion und daraus folgend zu dem nur moderaten mittleren
Weizenblattdlrrebefall von 10,0% bzw. 7,6 % Blattflaichenbefall der beiden DH-Population
,Solitar’ x ,Turkis* und ,Jenga‘ x,Tuareg im Feldversuch gefiihrt haben (Tab. 19). Unter optimalen
Bedingungen kann P. tritici-repentis dagegen an anfalligen Weizensorten einen prozentualen
Blattflachenbefall bis zu 69-92 % hervorrufen (Bhathal et al. 2003). Ein sehr hoher Ptr-Befall konnte
generell bei beiden DH-Populationen nicht erwartet werden, da alle Populationseltern schon ein
gewisses Resistenzniveau aufwiesen. Die anfélligen Populationseltern ,Tlrkis’ bzw. ,Tuareg’ wurden
in der Beschreibenden Sortenliste mit einer mittleren bis starken Anfélligkeit (Note 6) bzw. mit einer
mittleren Anfalligkeit (Note 5) gegeniiber Ptr eingeschatzt (www.bundessortenamt.de). Eine
Einordnung und Diskussion der Befallsstarke der Untersuchungspopulationen mit anderen in der
Literatur beschriebenen Kartierungspopulationen ist nicht moglich, da diese meist unter
kontrollierten Bedingungen getestet und bei den wenigen Freilandversuchen andere Boniturskalen
verwendet wurden (Li et al. 2011, Sun et al. 2010, Duveiller et al. 2007, Duguid und Br(ilé-Babel
2001).

Wahrend der Vegetationsperiode wurde das, von Ptr im Feldversuch hervorgerufene Schadbild in
Prozent befallener Blattfliche mehrmals erfasst und basierend auf diesen Daten der mittlere Befall
der einzelnen Prifglieder anhand der Flache unter der Befallsverlaufskurve (AUDPC-Wert) bestimmt
und statistisch ausgewertet. Die Bestimmung des mittleren Befalls eines Genotyps mittels der AUDPC
hat den Vorteil, dass der Krankheitsverlauf unter Einbeziehung der Pflanzenentwicklung und
Umwelteinflisse wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums bericksichtigt wird (Jeger und
Viljanen-Rollinson 2001). AuRerdem kann die Befallsintensitat zwischen verschiedenen Jahren,
Standorten und Versuchsbedingungen exakt verglichen werden, vorausgesetzt, dass einheitliche
Standards genutzt werden (Perelld et al. 2003, Duveiller et al. 1998). Somit stellt die Verwendung der
AUDPC-Werte eine sehr genaue, aber auch zeitintensive Vorgehensweise dar, um eine
fortschreitende Krankheit mit quantitativen Resistenzeigenschaften im Feldversuch zu erfassen
(Duveiller et al. 1998, Walther et al. 2000).

Bei den DH-Populationen ,Solitdr’ x ,Tlirkis* und ,Jenga‘ x ,Tuareg’ zeigten die Haufigkeitsverteilungen
des mittleren Blattflachenbefalls der im Feldversuch untersuchten DH-Linien eine kontinuierliche
Verteilung, wobei die Verteilung des mittleren Befalls der Population ,Solitar’ x ,Tirkis* schwach
rechtsschief war, hingegen bei der Population ,Jenga‘x,Tuareg’ eine Anpassung an eine
Normalverteilung festgestellt werden konnte (Abb. 4). Daraus kann geschlossen werden, dass die
Resistenz gegenliber Ptr unter Freilandbedingungen ein quantitativ vererbtes Merkmal ist, an dessen
Auspragung mehrere Gene beteiligt sind. Dies steht in Ubereinstimmung mit mehreren
Veroffentlichungen, in denen ebenfalls eine quantitative Vererbung der Ptr-Resistenz nachgewiesen
wurde (Faris et al. 2012, Zwart et al. 2010, Singh et al. 2008a, Sun et al. 2010). Bei Versuchen mit
einzelnen Ptr-Rassen und isolierten Ptr-Toxinen konnten jedoch auch monogen vererbte Resistenzen
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identifiziert werden (Singh et al. 20104, Singh et al. 2008b, Faris et al. 2010, Effertz et al. 2002). Diese
Resultate wurden aber ausschliel3lich bei Gewachshausversuchen mit definierten Ptr-Isolaten erzielt.

Die DH-Population ,Solitar’ x,Tilrkis’ wies sowohl eine Transgression zum resistenten Habitus als
auch eine Transgression in Richtung Anfalligkeit gegeniliber Ptr im Feldversuch auf. Es kann daher
geschlussfolgert werden, dass sowohl der resistente Elter ,Solitdr’ als auch der gegeniiber
Ptr-anfillige Populationselter ,Tirkis’ resistenzbedingende Allele tragen, aber auch, dass ,Solitar’
nicht vollstandig resistent gegenliber Ptr ist und additive Effekte wirken. Diese Annahme wird durch
die Ergebnisse der QTL-Analysen gestiitzt, bei denen Resistenzallele von beiden Eltern stammend
detektiert werden konnten (Tab. 25). Ebenso sind epistatische Effekte oder nicht-additive Effekte
mogliche Erklarungen der Transgression, die im Vergleich zu den Populationseltern zu anfélligeren

bzw. resistenteren Phanotypen fiihren (Rieseberg et al. 1999).

Die beobachtete phanotypische Varianz wurde bei der Varianzanalyse durch die Zerlegung in die
Faktoren ,Genotyp’, ,Standort’ und ,Wiederholung’ und die Interaktionen ,Genotyp x Standort‘ und
,Genotyp x Wiederholung’ bei beiden DH-Populationen mit einem hohen BestimmtheitsmaR
(R*=0,85) beschrieben. Somit sind die im Modell beriicksichtigten Faktoren die wesentlichsten
Komponenten zur Erklarung der Gesamtvarianz. AuBerdem konnte ein signifikanter Einfluss des
Faktors ,Genotyp’ festgestellt werden, der es erlaubt, mit statistischen Analysen, die der Resistenz
gegenlber Ptr zugrunde liegende Genetik zu untersuchen.

Zur Erfassung des genetischen Anteils an der phadnotypischen Varianz im Feldversuch wurde die
operative Heritabilitdt bestimmt. Es wurden moderate Heritabilitaten von hZ,SO.itar/x,mrkisl =0,63 und
h2,Jengalx,Tua,egl= 0,49 festgestellt. Die unterschiedlichen Heritabilitdtswerte der beiden Populationen
konnen auf die unterschiedliche Anzahl der Versuchsstandorte zurlckgefiihrt werden: Bei der
Population ,LJenga‘x,Tuareg’ gingen die Daten dreier Standorte ein, bei der Population
,Solitar’ x ,Turkis* aber vier Standorte, so dass der Umwelteinfluss bei letzterer prinzipiell genauer
geschatzt werden konnte.

In der Literatur finden sich Heritabilitdaten fur die Ptr-Weizenblattdirre, teilweise in Kombination mit
dem Pathogen C. sativus, von h’=0,64 bis h’=0,82 (Elias 1987, Sharma et al. 2004). Die etwas
niedrigeren Heritabilitdtswerte bei den beiden DH-Populationen kdnnen gegebenenfalls mit einem
starkeren Einfluss der ,Genotyp x Standort’-Wechselwirkung erklart werden. Unterschiede zwischen
den Versuchsstandorten basieren unter anderem auf den verschiedenen Boden- und
Witterungsverhaltnissen. Auch kdnnen landschaftliche Elemente wie Baumgruppen oder Hecken in
unmittelbarer Nahe zu den Versuchsflachen Einfluss auf das Mikroklima und daraus folgend auf den
Pathogenbefall haben (Campi et al. 2009, Foereid et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass durch
Windbrecher die Lufttemperatur, die Windgeschwindigkeit sowie die relative Luftfeuchtigkeit
verandert werden konnen, was Auswirkungen auf die Pathogensituation und die
Pathogenverbreitung im Bestand haben kann (Campi et al. 2009, Foereid et al. 2002, Caubel et al.
2012, Pangga et al. 2013, Tivoli et al. 2013). Zu dem signifikant unterschiedlichen Blattflachenbefall
zwischen den Standorten kénnen gegebenenfalls auch die unterschiedlichen Inokulationsmaterialen
und die Inokulationsmethoden beigetragen haben. So wurde am Standort Peine durch Einarbeitung
von infiziertem Stroh in den Boden der Ptr-Befall provoziert, wahrend an den anderen Standorten
eine vollstandig mit dem Pilz durchwachsene Haferkoérnerbrut ausgebracht wurde. Durch die
Verwendung von Stroh als Tragermaterial wird eine gleichméaRigere Befeuchtung des Pilzmycels
durch aufsteigende Bodenfeuchtigkeit ohne direkten Bodenkontakt gewdhrt, was sich positiv auf die
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Bildung von Pseudothecien und Ascosporen auswirkt (Zhang und Pfender 1993, Pfender und Wootke
1988). Jedoch wird auch die kiinstliche Inokulation mit Haferkérnern erfolgreich zur Sortenprifung
eingesetzt (Mielke 2000). Neben der Schatzung der Varianzkomponente ,Genotyp x Standort’ wird
meist auch die Interaktion ,Genotyp x Jahr’ geschéatzt, um den Umwelteinfluss zu erfassen. Die
Bestimmung der Heritabilitat, die auf Daten von mehrortigen und mehrjahrigen Versuchen basiert,
ist somit prinzipiell genauer. Bei der vorliegenden Untersuchung der Weizenblattdlrre waren
mehrjahrige Feldversuche jedoch nicht moglich.

4.2.2 Weizenblattdiirrebefall der DH-Populationen im Gewichshausversuch

Die Wirt-Pathogen-Interaktion bei P. tritici-repentis wird — wie bereits diskutiert — stark von
Umweltbedingungen beeinflusst. Um diese Umwelteffekte zu minimieren wurden zur Untersuchung
der genetischen Grundlage der Ptr-Resistenz Versuche mit den vier DH-Populationen unter
kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus mit zwei charakterisierten Ptr-Isolaten durchgefiihrt.
Die verwendeten Isolate ASC1 und A195 sind den Ptr-Rassen 1 und 8 zugeordnet. Die Induktion von
Resistenzmechanismen  gegenliber  verschiedenen Pathogenen in  Abhédngigkeit vom
Pflanzenentwicklungsstadium ist im Pflanzenreich weit verbreitet (Develey-Riviere und Galiana
2007). Unterschiedliche Resistenzen zwischen Keimlings- und Adultpflanzen sind bei Weizen vor
allem gegeniber den Rostpilzen, wie Gelb- oder Braunrost, aber auch gegeniiber Mehltau und der
Septoria-Blattdirre bekannt (Chen et al. 2013, Dakouri et al. 2013, Bai et al. 2012, Ghaffary et al.
2011). Bei Ptr wird eine Korrelation zwischen Keimlingsresistenz und Adultpflanzenresistenz
kontrovers diskutiert. Einige Studien zeigten eine starke Korrelation auf und beflirworten, dass
Resistenztestungen im Jungpflanzenstadium ausreichend seien (Hosford et al. 1990, Effertz et al.
2001, Tadesse et al. 2011). Hingegen stellten Riede et al. (1996) und Fernandez et al. (1994)
abweichende Ergebnisse bei Ptr-Inokulationen zu verschiedenen Pflanzenentwicklungsstadien fest.
Aus diesem Grund wurden die Ganzpflanzenversuche zu zwei Entwicklungsstadien inokuliert
(BBCH13 und BBCH23). Im Gegensatz zu den meisten Studien zur Ptr-Resistenz, wurde bei den hier
durchgefiihrten Versuchen das Schadbild nicht nach dem Lasionstyp (5-stufige Skala) erfasst, sondern
der prozentuale Blattflaichenbefall bonitiert (Chu et al. 2008b, Li et al. 2011, Gurung et al. 2011).
Dadurch ist es moglich, das Schadbild feinstufiger zu erfassen. AuBerdem erlaubt eine Verhaltnisskala
im Gegensatz zu einer Ordinalskala mehr Méglichkeiten der statistischen Auswertung (Asins 2002).

Insgesamt wurden 16 Gewachshausversuche durchgefiihrt, von denen jedoch 11 Versuche aufgrund
fehlgeschlagener Inokulation bzw. fehlender Differenzierung des Schadbilds nicht ausgewertet
wurden. Neben einer moglichen Minderung der Virulenz der eingesetzten Isolate, konnen
Temperaturschwankungen die Infektion beeinflusst haben. Da die Versuche ganzjahrig durchgefiihrt
wurden, lagen einige Inokulationszeitpunkte der Gewachshausversuche wahrend der
Sommermonate, wo trotz Schattierung und Kihlung der Gewdachshauskabinen kurzzeitige
Temperaturanstiege nicht ausgeschlossen werden konnten. AuRerdem erfolgte die Inokulation der
Pflanzen im Gewdchshaus nicht immer zur gleichen Tageszeit, welches moglicherweise ebenfalls
einen Einfluss gehabt haben konnte. Eine Abhdngigkeit der Pathogenantwort vom
Infektionszeitpunkt konnte in verschiedenen Pathosystemen nachgewiesen werden, unter anderem
bei der Inokulation von Arabidopsis thaliana mit dem Bakterium Pseudomonas syringae oder mit
dem biotrophen Pilz Hyaloperonospora arabidopsidis (Griebel und Zeier 2008, Wang et al. 2011a,
Wang et al. 2011b). Bei dem Weizen-Ptr-Pathosystem wurde gezeigt, dass die Transkription des Gens
Tsnl, welches Anfalligkeit gegenliber Ptr vermittelt, in photosynthetisch aktiven Geweben durch die
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zirkadiale Uhr sowie Licht reguliert wird und die Transkription in der Lichtphase ein Maximum
erreicht (Faris et al. 2010).

Bei der DH-Population ,Solitdr x ,Turkis’ konnten eine groBe phanotypische Spannweite des
beobachteten prozentualen Blattflichenbefalls und signifikante Unterschiede zwischen den
Genotypen (p-Wert < 0,0001, a = 0,05) bei allen drei Gewachshausversuchen (Inokulation mit A195
zu BBCH23, Inokulation mit ASC1 zu BBCH13 und zu BBCH23) festgestellt werden, die es erlauben
genetische Regionen fiir die Ptr-Resistenz zu kartieren (Cobb et al. 2013). Bei allen drei Versuchen
wurden kontinuierliche Haufigkeitsverteilungen festgestellt. Das Resistenzverhalten gegeniber den
Ptr-Rassen 1 und 8 ist somit ein quantitatives Merkmal, dass einer polygenen Vererbung unterliegt
(Rebetzke et al. 2007). Eine quantitative Vererbung der Resistenz gegeniiber der Ptr-Rasse 1, der das
Isolat ASC1 angehort, konnte in etlichen Studien unter kontrollierten Bedingungen nachgewiesen
werden, Uberwiegend bei Untersuchungen biparentaler Populationen im Keimlingsstadium (Singh
und Hughes 2005, Faris et al. 2012, Gurung et al. 2011). In Bezug auf die Vererbung der Resistenz
gegenilber der Rasse 8 wurden bisher noch keine Untersuchungen durchgefiihrt. Bei den drei
Gewachshausversuchen der DH-Population ,Solitdr’ x,Turkis* wurde eine moderate bis starke
Transgression der DH-Linien sowohl in Richtung Anfalligkeit als auch in Richtung Resistenz gegenliber
Ptr beobachtet (Abb. 5). Individuen einer Population, die einen extremeren Phdnotyp aufweisen als
die Eltern sind haufig und werden auch in Studien homozygoter Populationen wie DH- oder
RIL-Populationen gefunden (de Vicente und Tanksley 1993, Kuczynska et al. 2007, Bennett et al.
2012, Elia et al. 2010, Mao et al. 2011, Lu 2013). Als Ursachen einer transgressiven Segregation,
unabhangig vom Populationstyp, sind unter anderem Neumutationen, Demaskierung seltener
rezessiver Allele, epistatische Effekte, nicht-additive allelische Effekte an einem Genlocus oder die
komplementare Wirkung von additiven Allelen, die zwischen den Parentallinien verschieden sind, zu
nennen (Rieseberg et al. 1999, Mao et al. 2011). Da die Populationseltern ,Solitdr’ und ,Tlrkis’
zugelassene Weizensorten sind und damit bei ihnen von Homozygotie ausgegangen werden kann,
scheidet die Ursache der Demaskierung rezessiver Allele aus. Aufgrund der Tatsache, dass eine
DH-Population  untersucht  wurde, sind Uberdominanz, die nur in F,- oder
Rickkreuzungspopulationen auftritt, und Neumutationen bei nur einem durchlaufenen Meiosezyklus
keine Erklarungen fir die beobachtete Transgression (Rieseberg et al. 1999). Daher kann auf eine
Beteiligung epistatischer und nicht-additiver Effekte an der Resistenzauspragung gegeniiber
P. tritici-repentis bei der Population ,Solitar’ x ,Tlrkis’ geschlossen werden. Diese Aussage wird durch
die Ergebnisse der QTL-Analysen der DH-Population gestitzt, bei denen resistenzvermittelnde Allele
sowohl vom Resistenztrager ,Solitar’ als auch vom anfalligen Elter ,Tlrkis* stammen (Tab. 25).

Zwischen den beiden Ganzpflanzenversuchen mit ASCl-Inokulation zu den Entwicklungsstadien
BBCH13 und BBCH23 wurde bei der Population ,Solitar’ x,Tirkis’ keine Korrelation (r=0,07)
festgestellt. Das deutet darauf hin, dass die Ptr-Resistenz bei Keimlings- und Adultpflanzen auf
verschiedenen Mechanismen beruht und unterschiedliche Genloci an der Resistenzauspragung
beteiligt sind. Bei den QTL-Analysen basierend auf diesen beiden phanotypischen Datensatzen
konnten keine Ubereinstimmenden QTL identifiziert werden. Unterschiede der Ptr-Resistenz bei
Keimlings- und Adultpflanzen wurden auch von Fernandez et al. (1994) festgestellt, die bei ihren
Untersuchungen ebenfalls das Ptr-Isolat ASC1 einsetzten. Mehrere neuere Studien zeigten jedoch
keinen Unterschied zwischen Keimlings- und Adultpflanzenresistenz bei Ptr (Effertz et al. 2001,
Tadesse et al. 2011, Hosford et al. 1990). Moglicherweise sind die verschiedenen Isolate, mit denen
die Untersuchungen durchgefihrt wurden, ein Grund fir die sich widersprechenden Aussagen.
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Bei den Varianzanalysen aller drei Ganzpflanzenversuche der DH-Population ,Solitar’ x ,Tirkis’
konnten hohe Werte fir das BestimmtheitsmaR (R’>0,96) ermittelt werden. Somit sind die im
Modell beriicksichtigten drei Faktoren und zwei Wechselwirkungen geeignet, die Gesamtvarianz der
Gewadchshausversuche zu beschreiben. Ein signifikanter Einfluss auf die phanotypische Varianz des
prozentualen Blattflaichenbefalls nach Inokulation mit ASC1 bzw. A195 konnte nicht nur bei dem
Faktor ,Genotyp’ nachgewiesen werden, sondern auch bei den Faktoren ,Serie’, ,Wiederholung’ und
,Genotyp x Serie’. Daraus kann geschlossen werden, dass trotz der Versuchsdurchfiihrung im
Gewachshaus Umwelteinflisse wie Photoperiodismus, Randeffekte oder nicht systematische
Versuchsfehler den Blattflachenbefall beeinflusst haben (Cox und Hosford 1987).

In den mehrfaktoriellen Varianzanalysen der beiden Gewachshausversuche der DH-Population
,Jenga’x ,Tuareg’ mit A195-Inokulation zu BBCH13 und BBCH23 konnte eine signifikante
Linien-Varianz  festgestellt werden (p-Wert<0,0001, «a=0,05). Mit Ausnahme der
,Genotyp x Wiederholung‘-Interaktion wurden bei allen analysierten Faktoren signifikante Effekte
festgestellt, womit die Wichtigkeit einheitlicher Versuchsdurchfiihrungen verdeutlicht wird. In beiden
Versuchen konnten hohe BestimmtheitsmaRe (R’>0,96) ermittelt werden, die zeigen, dass die
phanotypische Varianz mithilfe der im Modell erfassten Variablen gut beschrieben wird. Die
Haufigkeitsverteilung des prozentualen Blattflichenbefalls nach A195-Inokulation zum
Entwicklungsstadium BBCH23 folgt einer Normalverteilung, die des Versuchs mit Inokulation zu
BBCH13 ist anndhernd normalverteilt (Abb. 5). Daraus kann geschlossen werden, dass in der DH-
Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ mehrere Gene an der Resistenzauspragung gegeniiber der Ptr-Rasse 8
beteiligt sind, wie dies auch bei den Ptr-Rassen 1, 2, 3 und 5 nachgewiesen wurde (Sun et al. 2010,
Chu et al. 2008c, Faris und Friesen 2005, Gurung et al. 2011, Faris et al. 2012). Die Befallsstarke der
DH-Linien ist bei der spateren Inokulation nur geringfligig starker und es konnte eine moderate
Korrelation (r=0,62) zwischen beiden Ganzpflanzenversuchen der DH-Populationen
,Jenga’ x ,Tuareg’ festgestellt werden. Dies deutet auf gleiche oder dhnliche Resistenzmechanismen
bei Keimlings- und Adultpflanzen hin, wie bei Lamari und Bernier (1989), Effertz et al. (2001) und
Tadesse et al. (2011) gezeigt. Somit konnen auch gleiche Resistenz-QTL erwarten werden.

4.2.3 Weizenblattdiirrebefall der DH-Populationen im Blattsegmenttest

Neben den Feldversuchen und Ganzpflanzenversuchen wurden die DH-Populationen
,Solitdr’ x ,Tarkis* und ,Jenga’x,Tuareg’ sowie die DH-Populationen ,enga‘x,Toras’ und
,Ritmo’ x,K56822° in Blattsegmenttests hinsichtlich ihres Blattflaichenbefalls nach Inokulation mit
dem Ptr-Isolat A195 untersucht. Zusatzlich wurde ein Blattsegmenttest der Population
,Solitar’ x ,Turkis’ mit ASC1-Inokulation durchgefihrt.

Bei Blattsegmenttests werden Ublicherweise die Blattstiicke auf Wasseragar aufgelegt und mit
verschiedenen Blattpathogenen inokuliert (Chhuneja et al. 2012, Schejbel et al. 2007, Vechet und
Sychrova 2005). Bei einer anderen Methode werden anstatt des Wasseragars mit Benzimidazol
getrankte Filterparierstreifen genutzt, um die Blattsegmente zu befeuchten. Dies wird hauptsachlich
bei Versuchen mit dem verwandten Pathogen P. teres f. teres angewendet, daher wurde diese
Methode auch bei den Ptr-Blattsegmenttests eingesetzt (Afanasenko et al. 2009, Afanasenko et al.
2007, Minarikova und Polisenska 1999). Die Relevanz und Korrelation der Ergebnisse von
Blattsegmenttests im Vergleich zu Versuchen intakter Pflanzen wird unterschiedlich beurteilt. So
konnten bei Blumeria graminis, P. teres f. teres oder C. sativus starke Korrelationen zwischen den
beiden Versuchsverfahren festgestellt werden, wohingegen bei anderen Pathogenen nur eine
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maRige bis geringe Korrelation des Resistenzverhaltens zwischen Blattstlicken und intakten Pflanzen
gezeigt werden konnte (Miranda et al. 2007, He et al. 1999, Tuohy et al. 2006, Afanasenko et al.
2009, Mikhailova und Afanasenko 2005, Schejbel et al. 2007, Ergon und Tronsmo 2006, Osman-Ghani
1982). Bei den durchgefiihrten Blattsegmenttests konnten folgende Vorteile im Vergleich zu den
Ganzpflanzenversuchen mit Ptr-Inokulation zu BBCH13 festgestellt werden: die Versuchsdauer war
kirzer, es wurde weniger Gewachshausplatz in Anspruch genommen, es wurde weniger
Inokulationsmaterial benotigt und die inokulierte Stelle konnte exakt wiedererkannt und bonitiert
werden. Als nachteilig erwiesen sich der Arbeitsaufwand bei der Vorbereitung des Blattsegmenttests
sowie eine erschwerte Bonitur infolge des Auftretens von Wasserflecken und beginnender
Blattseneszenz.

Die Haufigkeitsverteilung des erfassten Blattflachenbefalls bei allen flinf Blattsegmenttests zeigt eine
kontinuierliche Verteilung (Abb. 6), welche auf die Beteiligung mehrerer Gene an der Ptr-Resistenz
gegeniber den Rassen 1 und 8 schlieRen lasst. Zur Kartierung und Charakterisierung der beteiligten
Resistenzloci gegenliber P. tritici-repentis wurden daher QTL-Analysen durchgefiihrt. Dies steht im
Einklang mit verschiedenen anderen Studien, die ebenfalls eine quantitative Vererbung der
Ptr-Resistenz nachweisen konnten (Patel et al. 2013, Sun et al. 2010, Li et al. 2011).

Die Ergebnisse der beiden Blattsegmenttests der DH-Population ,Solitar’ x,Turkis’ mit den
Ptr-Isolaten A195 (Rasse 8) und ASC1 (Rasse 1) sind vergleichbar. Es konnte jeweils eine
kontinuierliche Verteilung des Blattflaichenbefalls ermittelt werden, jedoch sind die Werte nur
anndhernd normalverteilt. Die Varianzanalysen beider Blattsegmenttests bestatigen signifikante
Unterschiede zwischen den DH-Linien. Bei beiden Versuchen ist eine deutliche Transgression der
Genotypen in Richtung Anfalligkeit festzustellen, wie dies bereits bei den Ganzpflanzenversuchen
dieser Population beobachtet und diskutiert wurde (siehe 4.2.2). Der Blattsegmenttest der
DH-Population ,Solitar’ x ,Tlirkis” mit ASC1-Inokulation ist aufgrund des gleichen verwendeten Isolats
(ASC1) und des gleichen Pflanzenentwicklungsstadiums zum Inokulationszeitpunkts (BBCH13) mit
dem Ganzpflanzenversuch vergleichbar. Anhand der Spannweite der Befallsdaten und des
arithmetischen Mittels der Population ist festzustellen, dass der prozentuale Blattflichenbefall beim
Blattsegmenttest hoher ist als beim Ganzpflanzenversuch. Dagegen ist der Median bei beiden
Versuchen dhnlich, was dafiir spricht, dass nur einzelne Genotypen extreme Befallswerte aufweisen
und nicht die gesamte Population im Blattsegmenttest anfalliger reagierte. Trotzdem konnte nur eine
maRige Korrelation zwischen beiden Versuchen (r = 0,24) festgestellt werden. Dieses Resultat dhnelt
den Beobachtungen von Mikhailova und Afanasenko (2005), die ebenfalls Blattstiicke und
Ganzpflanzen mit Ptr inokulierten. Das Auftreten von AusreiBern in den Blattsegmenttests deutet
darauf hin, dass Ptr-Resistenztests an intakten Pflanzen verlasslichere Ergebnisse liefern.

Die im Blattsegmenttest untersuchte DH-Population ,Jenga’x ,Tuareg’ mit Inokulation des Ptr-Isolats
A195 weist im Vergleich zu den anderen drei DH-Populationen den geringsten Blattflachenbefall auf
(X=6,7% Blattflaichenbefall). Trotzdem wurde dieser Versuch nicht aus der Auswertung
ausgeschlossen, da durchaus eine differenzierende Bonitur im Bereich zwischen 0-15%
Blattflachenbefall moglich ist (Walther et al. 2000). Bei der mehrfaktoriellen Varianzanalyse konnten
auBerdem signifikante Unterschiede zwischen den DH-Linien festgestellt werden, die auf eine
genetische Variation zwischen den Genotypen hindeuten. Der Blattsegmenttest der DH-Population
,Jenga’ x ,Tuareg’ kann ebenfalls mit dem Ganzpflanzenversuch mit der A195-Inokulation zu BBCH13
verglichen werden. Aufgrund des geringen Blattflachenbefalls beim Blattsegmenttest konnte jedoch

nur eine geringe Korrelation (r = 0,14) festgestellt werden.
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Bei den beiden DH-Populationen ,LJenga‘x,Toras’ und ,Ritmo‘x,K56822° wurden nur die
Blattsegmentversuche mit A195-Inokulation ausgewertet. Die Haufigkeitsverteilung des erfassten
prozentualen Blattflaichenbefalls ist bei beiden Populationen normalverteilt. Bei den mehrfaktoriellen
Analysen wurden signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen bestatigt, welche genetische
Untersuchungen zur Ptr-Resistenz erlauben. Bei beiden Populationen konnten resistentere
Genotypen als die Resistenztrager ,Jenga’ bzw. ,K56822° ermittelt werden, vor allem bei der
Population ,Ritmo‘ x ,K56822‘ wurde eine starke positive Transgression festgestellt (Abb. 6). Wie bei
dem Ganzpflanzenversuch der Population ,Solitar’ x ,Turkis unter 4.2.2 diskutiert, deutet dies darauf
hin, dass epistatische Effekte bei der Resistenzauspragung involviert sind.

4.3 Genetische Kartierung

Zur genetischen Kartierung der vier Untersuchungspopulationen wurden Skelettkarten aus
SSR-Markern erstellt, welche durch die Kartierung von DArT-Markern abgesattigt wurden. Zusatzlich
wurden bei der DH-Population ,Jenga’ x ,Tuareg’ AFLP-Marker fir die Erstellung der Kopplungskarte
genutzt. Die Untersuchung der Populationseltern mittels SSR-Markern zur Detektion von
DNA-Polymorphismen ergab Polymorphiegrade zwischen 45 % bei ,Ritmo’ x ,K56822‘ und 27 % bei
,Jenga’x ,Tuareg’. Niedriger war der Anteil polymorpher Marker bei den DArT-Markern: zwischen
19 % bei ,Jenga’x ,Toras’ und 10 % bei ,Jenga’x ,Tuareg’. Die AFLP-Marker ergaben den geringsten
Polymophiegrad (2 %), wobei jedoch die Gesamtzahl der Markerbanden nur geschatzt wurde.
Vergleichbare Polymorphiegrade wurden auch in anderen Weizenkartierungspopulationen ermittelt,
bei SSR-Markern liegen sie zwischen 28-45 % und bei DArT-Markern zwischen 6-30 % (Tsilo et al.
2010, Powell et al. 2013, Singh et al. 2010c, Francki et al. 2009, Singh et al. 2013, Semagn et al.
2006c). Bei AFLP-Markern ist der Polymorphiegrad neben der genetischen Distanz der
Populationseltern auch von den verwendeten Restriktionsenzymen abhangig (Hazen et al. 2002).
Durchschnittlich kénnen bei Weizen zwischen 1,5 und 6,4 polymorphe Banden je informativer
Primerkombination erfasst werden (Alexander et al. 2012, Semagn et al. 2006c). Bei der
DH-Population ,Jenga‘x,Tuareg’ konnten im Mittel 2,2 polymorphe Loci pro informativer
Primerkombination detektiert werden, was fiir Genotypen mit geringer bis mittlerer genetischer
Diversitat typisch ist. Von den untersuchten Eltern der vier DH-Populationen war somit der
Polymorphiegrad zwischen ,Jenga‘ und ,Tuareg’ bei allen drei Markersystemen am geringsten. Dies
deutet darauf hin, dass beide Weizensorten relativ eng verwandt. Durch die Pedigreedaten lasst sich
diese Aussage belegen: ,Jenga‘ wurde von Ackermann Saatzucht GmbH geziichtet und geht auf eine
,Dekan’-Kreuzung zurick, wahrend ,Tuareg’ von der Nordsaat Saatzuchtgesellschaft zugelassen
wurde und auf der Kreuzung ,Kris‘ x ,Dekan’ basiert (www.landwirtschaftskammer.de/landwirtschaft/
ackerbau/getreide/winterweizen/Isvarchiv/winterweizen-sv-2008.htm, konsultiert am 04.09.2013).

Grundlage fur die Erstellung einer genetischen Karte ist die Erfassung von
Rekombinationsereignissen, die in der Meiose stattgefunden haben und die Hypothese, einer
gemeinsamen Vererbung eng gekoppelter Markerloci (Koebner 2003b, Collard et al. 2005). Somit
kann die Auflésung einer genetischen Karte erhoht werden, indem die Anzahl kartierter Marker
und/oder die Anzahl untersuchter Meiosen vergroRert wird (Faris et al. 2004, Al-Maskri et al. 2012).
Da DH-Linien aus F;-Pflanzen homozygot und das Ergebnis einer einzigen Meiose sind, ist eine
VergroRBerung der untersuchten Meioseereignisse gleichzusetzen mit einer VergrofRerung der
DH-Population. Die genetischen Karten der vier analysierten DH-Populationen beruhen auf den
Markerdaten von 61 DH-Linien (,Jenga‘x,Toras’), 79 DH-Linien (,Ritmo‘x,K56822‘), 82 DH-Linien
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(Jenga’x ,Tuareg’) bzw. 92 DH-Linien (,Solitar’ x ,Turkis‘). Die Auflésung der genetischen Karte der
DH-Population ,Jenga‘x ,Toras’ ist aufgrund der kleinen PopulationsgréBe somit am geringsten.
Wegen des gleichen Elters bei den Populationen ,Jenga‘x ,Toras‘ und ,Jenga‘ x ,Tuareg’ wurde davon
ausgegangen, dass die Population ,Jenga‘x,Toras’ trotz der geringen PopulationsgrofRe zur
Validierung der bei ,Jenga‘x,Tuareg’ detektierten Resistenz-QTL geeignet sei. Die Ubrigen drei
Kopplungskarten beruhen auf annahernd Ublichen PopulationsgroRen, wobei in neueren Studien
auch bedeutend gréRere Weizenpopulationen mit mehr als 350 kartierten DH-Linien bzw. 480 RILs
verwendet werden (Ghaffary et al. 2011, Heidari et al. 2011, Mohler et al. 2011, Powell et al. 2013,
Bennett et al. 2012, Cui et al. 2013).

Die Basis fiir eine gesicherte und vollstdndige QTL-Detektion ist eine genomabdeckende genetische
Karte, die im optimalen Fall einen maximalen Markerabstand von 5 cM hat (Asins 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass die Berechnung von Kopplungskarten durch Marker mit fehlenden oder
falschen Datenpunkten negativ beeinflusst wird. Die genetischen Karten kénnen infolge dessen eine
falsche Markerreihenfolge und abweichende Markerabstdnde aufweisen (Hackett und Broadfoot
2003, Rosa et al. 2002). Aus diesem Grund wurden bei der Erstellung der Kopplungskarten Marker
mit mehr als 15 % fehlender Datenpunkte aus der Berechnung ausgeschlossen.

Molekulare Marker sollten bei DH-Linien, die auf homozygoten Elternlinien basieren, ein
Spaltungsverhéltnis von 1:1 aufweisen. Jedoch zeigen Marker bei DH-Populationen oft ein
abweichendes Spaltungsverhéltnis (Li et al. 2010, Sayed et al. 2002). Vor allem bei DH-Populationen,
die mittels Mikrosporenkultur erstellt wurden, tritt dieses Phdnomen auf, aber auch bei Weizen-
DH-Populationen, die wie die vier Untersuchungspopulationen mittels intergenetischer
Hybridisierung mit Mais erzeugt wurden, kann ein gestortes Spaltungsverhaltnis genetischer Marker
festgestellt werden (Alheit et al. 2011, Guzy-Wrobelska und Szarejko 2003, Tyrka et al. 2011). Bei den
DH-Populationen ,Ritmo’ x,K56822‘ und ,Solitar x ,Turkis’ wiesen 6 % der kartierten Marker ein
gestortes Spaltungsverhiltnis auf. Bei den beiden DH-Populationen ,enga‘x,Toras’ und
,Jenga’x ,Tuareg’ war der Anteil kartierter Marker mit signifikant (p > 0,05) von der mendelschen
Spaltung abweichenden Spaltungsverhaltnissen mit 27 % bzw. 47 % bedeutend hoher. Eine gestorte
Markerspaltung kann durch UnregelmaRigkeiten wahrend der Gameten- und Zygotenentwicklung
hervorgerufen werden, ebenso wie durch eine Selektion bei der DH-Linienproduktion bei der
Haploide mit Allelkombinationen, die sich unglinstig auf die in vitro Kultivierung und die
Pflanzenregenernation auswirken, selektiert und eliminiert werden (Tyrka et al. 2011, Alheit et al.
2011, Sayed et al. 2002, Thompson et al. 1991). Bei allen vier untersuchten DH-Populationen
konnten, wie bei verschiedenen anderen Studien, Regionen auf einzelnen Kopplungsgruppen mit
einer Haufung dieser schief spaltenden Marker identifiziert werden (Alheit et al. 2011, Peleg et al.
2008, Li et al. 2010). Es kann diskutiert werden, ob diese Bereiche QTL umfassen, welche mit
Merkmalen assoziiert sind, die die DH-Linienproduktion beeinflussen. So konnten unter anderem QTL
fiir die Regeneration griiner Pflanzen bei DH-Linien, die mittels Antherenkultur erzeugt wurden, auf
den Weizenchromosomen 2AL, 2BL und 5BL kartiert werden (Anca et al. 2007, Torp et al. 2001). Eine
Differenzierung zwischen DArT-Markern und AFLP-Markern hinsichtlich ihrer Tendenz einer
gestorten Markerspaltung konnte, im Gegensatz zu Semagn et al. (2006c) und Tyrka et al. (2011), bei
der Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ nicht festgestellt werden.

Basierend auf den Markerdaten konnten fiir die beiden DH-Populationen ,Solitar’ x ,Turkis* und
,Jenga’ x ,Tuareg’ genetische Karten mit 364 bzw. 346 kartierten Markern und einer Gesamtlange von
1115 cM bzw. 1113 cM berechnet werden. Mit einer Gesamtlange von 1400 cM ist die genetische
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Karte der DH-Population ,Ritmo‘ x ,K56822° die grofite Karte. In ihr konnten 311 genetische Marker
integriert werden. Mit Ausnahme der Kopplungskarte der Population ,Jenga‘x,Toras’, die nur eine
Lange von 941 cM aufweist, konnten fiir die anderen drei DH-Populationen somit genetische Karten
erstellt werden, die in ihren Kartenlangen mit publizierten Kopplungskarten von hexaploidem Weizen
vergleichbar sind (Bovill et al. 2010, Prins et al. 2011, Alexander et al. 2012). Eine Verbesserung der
genetischen Karten im Hinblick auf Genomabdeckung und Markerabsattigung ist durch eine
VergroRerung der Kartierungspopulationen und durch Hinzufiigen weiterer polymorpher Marker
moglich, was jedoch vor allem bei der Population ,Jenga‘x,Tuareg’ mit einem moderaten bis
geringen Polymorphiegrad bei Fortflihrung der Genotypisierung mit SSR-, DArT- und AFLP-Markern
sehr arbeitsaufwandig sein dirfte. Der Einsatz neuerer Markersysteme, wie die Infinium Plattform
oder der 9K iSelect von llumina sowie auf genotyping-by-sequencing (GBM) beruhende Ansatze,
konnten zu einem deutlichen Informationszugewinn unter verhaltnismaRig geringen Kosten
beitragen (Paux et al. 2012, Saintenac et al. 2013, Poland et al. 2012).

Fir die vier Kartierungspopulationen wurden genetische Karten mit 23 (,Solitar’ x,Tarkis‘),
27 (,Jenga’ x ,Tuareg’), 33 (,Jenga’x,Toras‘) bzw. 26 Kopplungsgruppen (,Ritmo’ x ,K56822°) erstellt.
Die von 21 Weizenchromosomen abweichende Zahl zeigt, dass die genetischen Karten das
Weizengenom unvollstdndig abdecken und Liicken aufweisen. Markergruppen, die bei einem
LOD-Wert > 3 getrennt kartiert wurden, wurden als zwei separate Kopplungsgruppen angesehen, da
erst beim Uberschreiten dieses Grenzwerts die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung 1000fach héher ist
als die Annahme einer freien Rekombination (Collard et al. 2005). Einige Weizenchromosomen
konnten hingegen nur unzureichend oder gar nicht, durch das Fehlen polymorpher Marker mit
bekannter chromosomaler Lokalisation abgedeckt werden. Beispielsweise konnte bei der
DH-Population ,Ritmo’ x,K56822 das Chromosom 5D nur durch drei kartierte Marker dargestellt
werden und eine Kopplungsgruppe fiir das Chromosom 3D fehlt. Es ist bekannt, dass bei Weizen die
Rekombinationsereignisse nicht gleichmaRig auf den Chromosomen verteilt auftreten und die
Rekombinationsrate mit steigender Distanz zum Centromer zunimmt (Thuillet et al. 2004, Akhunov et
al. 2003). Im Vergleich der drei Weizensubgenome weist das D-Genom bei Weizen einen geringeren
Polymorphiegrad auf und wird in den meisten genetischen Karten, wie auch bei den vier
berechneten Karten, schlechter durch Marker abgedeckt als das A- oder B-Genom (Dvorak et al.
1998, Singh et al. 2010c, Zwart et al. 2010, Semagn et al. 2006c). Darliber hinaus sind fir das
D-Genom weniger genetische Marker verfligbar als fir die anderen beiden Weizensubgenome. Durch
eine gezielte Markerauswahl konnte die Kartierung von Kopplungsgruppen mit geringer
Markerabdeckung verbessert und Kopplungsgruppen fiir bisher fehlende Weizenchromosomen
identifiziert werden (Pestsova et al. 2000, Guyomarc’h et al. 2002, Sohail et al. 2012).

Bei den genetischen Karten der vier DH-Populationen konnte eine Clusterbildung der DArT-Marker
bei vielen Kopplungsgruppen und von einigen AFLP-Markern bei der Population ,Jenga‘x ,Tuareg’
festgestellt werden. Eine Markerclusterung wurde definiert als eine Gruppe bestehend aus
mindestens finf benachbarten Markern, deren genetische Distanz untereinander kleiner als der
durchschnittliche Markerabstand der Kopplungsgruppe war. Die Tendenz zur Clusterung von
DArT-Markern wurde bei etlichen Kartierungspopulationen beobachtet (Peleg et al. 2008, Tyrka et al.
2011, Semagn et al. 2006c, Hazen et al. 2002). Als mogliche Ursachen werden in diesem
Zusammenhang eine ungleiche Verteilung der Rekombinationsereignisse auf den Chromosomen in
sogenannten hot-spots diskutiert, aber auch spezifische Eigenschaften des Markersystems kommen
in Betracht (Akhunov et al. 2003, Alheit et al. 2011, Akbari et al. 2006). So kann das Clustern der
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DArT-Marker moglicherweise mit der Eigenschaft des Enzyms Pstl in Verbindung stehen. Dieses
Enzym wird zur Reduktion der genomischen Komplexitdt eingesetzt und schneidet verstarkt in
hypomethylierten telomeren DNA-Bereichen, welche dann im DArT-Array Uberreprasentiert sind
(Akbari et al. 2006, Peleg et al. 2008, Marone et al. 2012a). Ein weiterer Grund, der die Clusterung
der DArT-Marker in den genetischen Karten erklart, ist, dass etliche DArT-Klone redundant sind.
Sequenzanalysen von 2 000 DArT-Klonen, die bei der Erstellung der DArT-Markerplattform fir
Weizen genutzt wurden, zeigten, dass 24,3 % dieser DArT-Klone iberlappende Sequenzbereiche und
15 % nahezu vollstindige Sequenzgleichheit aufwiesen (Marone et al. 2012b). Ahnliche Anteile
redundanter DArT-Klonsequenzen konnten bei Tomate, Apfel oder Hafer gefunden werden (van
Schalkwyk et al. 2012, Schouten et al. 2012, Tinker et al. 2009).

Ein Vergleich zwischen den vier berechneten Kopplungskarten hinsichtlich der Markerreihenfolge
und die Erstellung einer aussagekraftigen Konsensus-Karte fiir eine QTL Meta-Analyse, wie dies
beispielsweise in verschiedenen Studien bei Weizen fiir die Merkmale Ahrenschieben, Wuchshéhe
oder Fusariumresistenz gezeigt wurde, ist nicht moglich, da nur 19 % (271 Marker) aller kartierten
Marker in mehreren genetischen Karten der Untersuchungspopulationen kartiert wurden (Griffiths et
al. 2009, Griffiths et al. 2012, Loffler et al. 2009). Die beiden genetischen Karten der
Kartierungspopulationen ,Jenga‘x,Toras’ und ,Jenga‘x,Tuareg’ weisen nur 41 (6 %) identische
Marker auf. Eine groBere Anzahl identischer Marker ware zu erwarten gewesen, da beide
DH-Populationen den gemeinsamen Populationselter ,Jenga‘ haben. Das Ergebnis deutet drauf hin,
dass die beiden anderen Eltern, ,Toras’ und ,Tuareg’, jedoch genetisch sehr divers sind und daher die
Zahl polymorpher Marker, die bei beiden Populationen kartiert werden konnten, gering ist. Daher
kann die Kartierungspopulation ,Jenga‘ x ,Toras’ nur eingeschrankt zur Validierung von Resistenz-QTL
der Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ genutzt werden.

Generell kann bei allen vier berechneten Kopplungskarten eine weitgehende Ubereinstimmung der
chromosomalen Markerlokalisation und Markerreihenfolge im Vergleich zu verschiedenen
publizierten genetischen Karten von hexaploidem Weizen, wie der Konsensus-Karte von Somers et al.
(2004), einer Karte der ITMI-Kartierungspopulation oder der neusten hochauflésenden
Kopplungskarte dieser Population, festgestellt werden (Song et al. 2005, Saintenac et al. 2013). Eine
abweichende Kartierung von Markern innerhalb der homoelogen Chromosomengruppen kann auf
dem hexaploiden Weizengenom und den damit verbundenen Herausforderungen bei der
Markerlokalisation beruhen (Nelson et al. 1995). Ausnahmen, wie beispielsweise in der genetischen
Karte der Kartierungspopulation ,Solitar x ,Tlirkis* der SSR-Marker cfa2193, der auf Chromosom 2B
aber in der Konsensus-Karte auf 3A kartiert wurde, konnen aus fehlenden oder falschen
Datenpunkten in der Genotypisierungsmatrix resultieren (Somers et al. 2004).

4.4 Resistenz-QTL gegeniiber P. tritici-repentis

Die durchgefiihrten QTL-Analysen der vier DH-Populationen basieren auf den phanotypischen Daten
der Feldversuche, Ganzpflanzenversuche und der Blattsegmenttests. Mit der multiplen
QTL-Kartierung konnten insgesamt 56 signifikante Resistenz-QTL gegeniiber der von P. tritici-repentis
hervorgerufenen Weizenblattdiirre auf 16 Weizenchromosomen detektiert werden (Tab. 25-27). Da
die QTL-Kartierung auf statistischen Ansatzen basiert, kann ein QTL nur detektiert werden, wenn der
korrespondierende LOD-Wert einen festgelegten LOD-Grenzwert Uberschreitet (Cui et al. 2013, van
Ooijen 1999, Staub et al. 1996). Daher kdnnen durchaus weitere Genloci, welche einen kleinen Effekt
bei der Resistenzausbildung gegentber Ptr haben, bei den QTL-Analysen unerkannt bleiben. Auch
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beeinflusst die Markerabsattigung der genetischen Karten die QTL-Analyse. Signifikante QTL kénnen
undetektiert bleiben, wenn aufgrund einer geringen Markerabsattigung der Kopplungsgruppen die
Marker-QTL-Kopplung nicht stark genug ist, um signifikante Assoziationen zu erfassen (Singh et al.
2013, Effertz et al. 2001, Asins 2002).

In der DH-Population ,Solitdr’ x ,Turkis‘ konnten mit den Feldversuchsdaten drei Resistenz-QTL
detektiert werden. Ein Haupt-QTL (QTs.field-1A), welcher distal auf dem Chromosom 1A kartiert
wurde, erklart 22 % der phanotypischen Varianz und zwei weitere QTL (QTs.field-3B, QTs.field-5A) auf
den Chromosomen 3B und 5A erkldren 13 % bzw. 7 % der phanotypischen Varianz (Tab. 25, Abb. 11).
Beim QTL QTs.field-1A stammt das Allel, welches Resistenz gegeniiber Ptr im Feldversuch vermittelt,
vom Resistenztrager ,Solitar’. Bei den anderen beiden QTL kommen die positiven Allele von ,Tirkis".
Additive oder epistatische Effekte dieser QTL konnen bei der beobachteten Transgression der
DH-Linien im Feldversuch in Richtung Resistenz beteiligt sein. Die DArT-Marker der
Konfidenzintervalle dieser drei QTL lassen keine klare Aussage (iber deren Lokalisation auf dem
kurzen oder langen Chromosomarm zu. Nur der DArT-Marker wPt-6709, welcher im
Konfidenzintervall des QTL QTs.field-1A liegt, konnte bei Francki et al. (2009) auf der cytogenetischen
Karte dem kurzen Arm des Chromosoms 1A zugeordnet werden. Aufgrund eines Markers ist jedoch
eine genaue Lokalisation des QTL auf Chromosom 1A unsicher. Um eine solche Aussage zu treffen,
kdnnten zusatzliche SSR-Marker mit bekannter Position auf Chromosom 1A kartiert werden. Auch die
Transformation von DArT-Markern aus den QTL-Konfidenzintervallen in PCR-basierte Marker und der
anschlieRenden Bestimmung der Amplifikationsorte mithilfe von Weizendeletionslinien, wie bei der
physischen Kartierung von SSR-Markern gezeigt, konnten Informationen Uber die genauen Positionen
der QTL liefern (Sourdille et al. 2004, Kumar et al. 2013). Ein dhnlicher Ansatz wurde genutzt, um
DArT-Marker bei Gerste und Tomate physisch zu kartieren (Rodriguez-Suarez et al. 2012, van
Schalkwyk et al. 2012). Da eine genaue Lokalisierung der QTL auf den Chromosomarmen nicht
moglich ist, ist ein Vergleich zu publizierten Resistenz-QTL schwierig und kann nur aufgrund der
Kartierung zum gleichen Chromosom erfolgen. In der Literatur sind etliche Resistenz-QTL gegenliber
Ptr beschrieben, die auf dem Chromosom 1A bzw. auf dem kurzen Arm von Chromosom 1A
detektiert wurden (Faris et al. 1997, Effertz et al. 2001, Singh et al. 2009, Sun et al. 2010, Singh et al.
2011a, Li et al. 2011, Patel et al. 2013). Es handelt sich dabei ausschlieRlich um QTL-Analysen auf
Basis von Versuchen unter kontrollierten Bedingungen in denen, mit einer Ausnahme, das
Resistenzverhalten gegeniber charakterisierten Ptr-Einzelsporisolaten untersucht wurde. Bei diesen
Studien wurden Isolate der Ptr-Rasse 1 und der Ptr-Rasse 3 eingesetzt, welche die Toxine Ptr ToxA
und Ptr ToxC bzw. nur Ptr ToxC produzieren (Lamari und Strelkov 2010). In den verschiedenen
Kartierungspopulationen erklart dabei der Resistenz-QTL auf Chromosom 1A einen bedeutenden
Anteil an der beobachteten phanotypischen Varianz von bis zu 64 % (Faris et al. 1997, Effertz et al.
2001, Sun et al. 2010, Li et al. 2011). Neben den beschriebenen Resistenz-QTL konnte auch auf dem
kurzen Arm von Chromosom 1A ein Resistenzgen, tsc1, kartiert werden, welches bei Untersuchungen
mit dem teilweise aufgereinigten Toxin Ptr ToxC detektiert wurde und das mit dem RFLP-Marker
XGlil gekoppelt ist (Effertz et al. 2002). In mehreren Studien wird nicht ausgeschlossen, dass die
detektierten Haupt-QTL auf Chromosom 1AS den Genlocus dieses Resistenzgens anzeigen (Effertz et
al. 2002, Sun et al. 2010, Singh et al. 20114, Li et al. 2011). Da es sich bei dem QTL QTs.field-1A der
Population ,Solitar’ x ,Tiirkis* um einen QTL handelt, welcher im Feldversuch 22 % der beobachteten
Varianz erklart, dieser QTL auf Chromosom 1A kartiert wurde und es einen Hinweis der Lokalisation
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1A gibt, kann vermutet werden, dass dieser QTL bereits aus
anderen Populationen bekannt ist und moglicherweise das Resistenzgen tscl einschliel8t (Faris et al.
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1997, Effertz et al. 2001, Singh et al. 2009, Sun et al. 2010, Singh et al. 201143, Li et al. 2011, Patel et
al. 2013). Neben dem Haupt-QTL auf Chromosom 1A wurden bei dieser DH-Population zwei weitere
QTL, QTs.field-3B, QTs.field-5A, auf den Chromosomen 3B und 5A detektiert. Auf beiden
Chromosomen sind bereits mehrere Ptr-Resistenz-QTL detektiert worden (Faris et al. 1997, Faris und
Friesen 2005, Chu et al. 2008b, Singh et al. 2009, Zwart et al. 2010, Li et al. 2011, Singh et al. 20113,
Effertz et al. 2001, Zwart et al. 2010, Chu et al. 2010). Besonders hervorzuheben sind dabei zwei
Studien, die rassenunabhangige Resistenz-QTL gegenlber Ptr identifiziert haben (Faris und Friesen
2005, Chu et al. 2008b). Faris und Friesen (2005) konnten bei einer RIL-Population der Kreuzung
,Grandin’ x ,BR34‘ auf dem langen Arm von Chromosom 3B einen QTL detektieren, welcher das
Resistenzverhalten gegenilber den Ptr-Rassen 1, 2, 3, und 5 signifikant beeinflusst und 13-41 % der
phanotypischen Varianz erklart. Eine andere Studie, die eine DH-Population hinsichtlich ihrer
Reaktionen auf drei Ptr-lIsolaten der Rassen 1, 2 und 5 untersuchte, konnte einen
rassenunabhangigen QTL auf dem langen Arm des Chromosoms 5A lokalisieren (Chu et al. 2008b).
AuBerdem konnten auf dem Chromosomarm 3BL zwei Ptr-Resistenzgene, Tsr2 und Tsr5, kartiert
werden (Singh et al. 20063, Singh et al. 2008c). Sie wurden bei einer tetraploiden RIL-Population bei
Untersuchungen mit den Ptr-Rassen 3 und 5 identifiziert (Singh et al. 20064, Singh et al. 2008c). Es
kann keine abschlieende Aussage getroffen werden, ob es sich bei den in dieser Arbeit auf den
Chromosomen 3B und 5A lokalisierten QTL um bekannte oder neue QTL handelt, da alle in der
Literatur beschriebenen Resistenz-QTL gegeniiber Ptr auf diesen Chromosomen ausschlieRlich
SSR-Marker umfassen, jedoch in die Konfidenzintervalle der beiden QTL QTs.field-3B und QTs.field-5A
nur DArT-Marker kartiert werden konnten. Eine gezielte Kartierung von SSR-Markern aus den
publizierten QTL-Analysen kénnte hier weitere Erkenntnisse bringen.

Zusatzlich zu der QTL-Analyse des Feldversuchs der DH-Population ,Solitar x ,Tlrkis’ mit den Daten
von allen vier Standorten, wurden QTL-Analysen auch fiir die einzelnen Standorte durchgefiihrt (Tab.
25, Abb. 12). Die Analysen fir die Standorte Peine und Salzkotten ergaben drei (iberlappende
QTL-Konfidenzintervallen auf den Chromosomen 1A, 2A und 7A. Der auf Chromosom 1A lokalisierte
QTL erklart an beiden Standorten den jeweils groBten Anteil der phanotypischen Varianz und deckt
sich mit dem QTL QTs.field-1A. Die QTL-Ergebnisse mit den Daten dieser beiden Standorte lassen die
Vermutung zu, dass das Inokulationsmaterial und die Inokulationsmethode, welche am Standort
Peine von den anderen Standorten abweichten, keine nachweisbaren Auswirkungen auf den
Ptr-Befall und die QTL-Analyse hatten. Die Konfidenzintervalle der beiden auf Chromosom 5B
detektierten QTL QTs.fieldqs-5A und QTs.field.s-5A Gberschneiden sich ebenfalls. Die restlichen QTL,
die mit den phanotypischen Daten eines Standorts detektiert wurden, konnten wahrscheinlich
wegen des starken Effekts des Standorts und starker ,Genotyp x Standort’ Interaktionen, die bei der
Varianzanalyse bestatigt wurden (Tab. 20), nicht verifiziert werden. Dies verdeutlicht die Bedeutung
die der Phanotypisierung der Untersuchungspopulation Gber mehrere Standorte und mehrere Jahre
zukommt, vor allem bei einem Merkmal mit geringer Heritabilitdt (Koebner 2003b, Singh et al.
2012b).

Die QTL-Analysen, die auf den drei Ganzpflanzenversuchen der DH-Population ,Solitar’ x ,Tlrkis’ mit
A195-Inokulation bzw. ASCl-Inokulation basieren, ergaben signifikante Resistenz-QTL auf den
Chromosomen 1A, 2B, 3A, 3B, 4A und 7B (Tab. 25). Vor allem die beiden QTL QTs.ghazgs sacr23-1A und
QTs.ghasci_gacri-1A sind hervorzuheben, da sie sich mit dem im Feldversuch identifizierten QTL
QTs.field-1A decken (Abb. 12). Bei dem Experiment mit A195-Inokulation zum Pflanzenstadium
BBCH23 erklart der detektierte QTL auf Chromosom 1A 58,3 % der phanotypischen Varianz und bei
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ASC1-Inokulation zum Stadium BBCH13 kann der QTL QT5s.ghasci_sscri3-1A 16,4 % der phanotypischen
Varianz erklaren. Aufgrund der (bereinstimmenden Lokalisation der drei QTL der Population
,Solitar’ x , Turkis* QTs.ghaies scr2z-1A, QTS.ghasci sscniz-1A und QTs.field-1A wird auf die Diskussion
des QTL QTs.field-1A verwiesen. Die Annahme, dass es sich bei den identifizierten QTL auf
Chromosom 1A um bekannten QTL bzw. das Resistenzgen tsc1 handelt, wird durch die Tatsache
bekraftigt, dass bei den Ganzpflanzenversuchen Einzelsporisolate der Ptr-Rassen 1 (ASC1) bzw. 8
(A195) verwendet wurden und beide Ptr-Rassen das wirtsspezifische Toxin Ptr ToxC exprimieren
(Lamari et al. 1995, Lamari et al. 2003). Alle QTL-Analysen, die ein Ptr-Resistenz-QTL bzw. das
Resistenzgen tscl auf Chromosom 1A detektierten, basieren auf einem Ptr-Isolat der Rasse 1 bzw.
dem isolierten Toxin Ptr ToxC (Ausnahme ist die Studie von Li et al. (2011), bei der ein Feldisolat
verwendet wurde) (Faris et al. 1997, Effertz et al. 2001, Effertz et al. 2002, Singh et al. 2009, Sun et
al. 2010, Singh et al. 2011a, Patel et al. 2013). Neben dem QTL auf Chromosom 1A konnte kein
weiterer QTL bei der Population ,Solitar’ x , Tarkis‘ identifiziert werden, welcher sowohl bei ASC1- als
auch bei A195-Inokulation detektiert werden konnte. Dies kann mit der unterschiedlichen
Toxinausstattung der Ptr-Rassen erklart werden (Lamari et al. 1995, Lamari et al. 2003). Darliber
hinaus wird (iber eine Involvierung weiterer Effektoren an der Wirt-Pathogen-Interaktion diskutiert,
die zwischen den Ptr-Rassen differenzieren (Deller et al. 2011).

Bei den Ganzpflanzenversuchen mit ASC1-Inokulation der DH-Population ,Solitar’ x ,Tlrkis‘ zu den
Pflanzenentwicklungsstadien BBCH13 und BBCH23 wurden insgesamt sechs QTL detektiert (Tab. 25),
wobei im Keimlingsstadium ausschlieBlich der bereits erwdhnte QTL QTs.ghasci sscHiz-1A erfasst
wurde. Bei der QTL-Analyse, die auf den phéanotypischen Daten der ASCl-Inokulation zur
Bestockungsphase basiert, konnte hingegen kein QTL auf Chromosom 1A identifiziert werden. Dies
kann moglicherweise auf differenzierende Resistenzloci, die zu unterschiedlichen Stadien der
Pflanzenentwicklung wirksam sind, hinweisen. Solche entwicklungsabhangigen Resistenz-QTL sind
bei Weizen unter anderem bekannt gegeniiber Braun- und Gelbrost oder gegeniiber Tapesia
yallundae (Erreger des Halmbruchs) sowie bei Gerste gegeniiber P. teres (Erreger der Netzflecken)
(Dakouri et al. 2013, Zhang et al. 2012, Muranty et al. 2002, Grewal et al. 2012). Die QTL-Analyse,
basierend auf phanotypischen Daten des Ganzpflanzenversuchs mit ASC1-Inokulation zu BBCH23,
ergab finf QTL auf den Chromosomen 2B, 3A, 3B, 4A und 7B, die zwischen 7% und 16 % der
phanotypischen Varianz erklaren. Auf dem Chromosom 2B konnten bereits mehrere Resistenz-QTL
gegenilber Ptr bei Keimlingspflanzen in verschiedenen Weizenpopulationen detektiert werden
(Friesen und Faris 2004, Sun et al. 2010, Zwart et al. 2010). Dartiber hinaus konnten zwei
Ptr-Resistenzgene, tsc2 und Tsr6, auf dem kurzen Arm von Chromosom 2B kartiert werden (Friesen
und Faris 2004, Singh et al. 2010a). Diese Resistenzgene wurden bei Untersuchungen mit der
Ptr-Rasse 5 bzw. mit dem aus dieser Rasse gewonnenen Toxin Ptr ToxB identifiziert. Das im distalen
Bereich des Chromosoms 2BS lokalisierte Resistenzgen Tsr6 ist eng gekoppelt (4,6 cM) mit dem
DArT-Marker wPt-0289 (Singh et al. 2010a). Eine weitere Studie, die das Ptr-Resistenzverhalten bei
Adultpflanzen analysierte, detektierte ebenfalls in Kopplung mit diesem Marker ein QTL auf
Chromosom 2BS (Li et al. 2010, Li et al. 2011). Dieser Marker konnte bei der DH-Population
,Solitar’ x ,Turkis’ jedoch nicht kartiert werden. Der bei Singh et al. (2010a) mit einer Distanz von
50 cM zum Resistenzgen kartierte DArT-Marker wPt-9402 wurde hingegen auch bei der Population
,Solitar x ,Tarkis’ kartiert, jedoch an Position 64,1 cM wahrend der Resistenz-QTL an Position 36,9 cM
lokalisiert ist. Aufgrund der Markersituation ist es daher nicht méglich, den QTL QTs.ghasc:_sscr23-2B
mit dem Resistenzgen Tsr6 zu vergleichen. Dasselbe trifft zu auf die QTL QTs.ghasci_sscH23-3A,
QTs.ghasc1_sacrz3-3B, QT5s.9hasc1_sacrz-4A und QT5.9hasc1_sacrzs-7B, obwohl fur die
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Weizenchromosomen 3A, 3B, 4B und 7B ebenfalls in verschiedenen Studien Resistenz-QTL lokalisiert
wurden (Singh et al. 2008a, Zwart et al. 2010, Singh et al. 2012a, Faris et al. 1997, Faris und Friesen
2005, Singh et al. 20113, Effertz et al. 2001, Faris et al. 2012).

Basierend auf den phanotypischen Daten der zwei Blattsegmenttests der DH-Population
,Solitar’ x ,Turkis’ mit Inokulation der Ptr-Isolate A195 bzw. ASC1 wurden QTL auf den Chromosomen
3B und 7B bzw. 1D, 4A und 7B bestimmt (Tab. 25). Obwohl bei den Ganzpflanzenversuchen dieselben
Isolate eingesetzt wurden, unterscheiden sich die detektierten QTL in ihrer Position mehrheitlich.
Allein die beiden QTL auf Chromosom 4A und 7B haben bei den Versuchen mit ASC1-Inokulation
Uberlappende QTL-Konfidenzintervalle. Daraus kann geschlossen werden, dass der Blattsegmenttest
und der Versuch mit intakten Pflanzen bei einer Inokulation mit dem Ptr-Isolat ASC1 vergleichbare
Resistenz-QTL liefert, wahrend dies mit dem zweiten Isolat nicht gezeigt werden konnte. Die
Blattsegmenttests kdnnen zur Phanotypisierung der Untersuchungspopulation genutzt werden, aber
da die QTL-Analysen mit diesen Daten nur anndhernd Ubereinstimmende Ergebnisse zu den
Ganzpflanzenversuchen liefern und die Resistenztestung gegenlber Ptr an intakten
Keimlingspflanzen etabliert ist, sind die Resultate der Ganzpflanzenversuche hoher zu bewerten als
die der Blattsegmenttests (Singh et al. 2012b). Durch Assoziationsstudien und Untersuchungen
biparentaler Populationen sind bereits QTL auf den Chromosomen 1D, 3B, 4A und 7B bekannt
(Gurung et al. 2011, Patel et al. 2013, Singh et al. 2011a, Chu et al. 2010, Friesen und Faris 2004, Faris
et al. 2012). Aufgrund fehlender Gbereinstimmender Marker der QTL-Konfidenzintervalle ist keine
Aussage darliber zu treffen, ob die mit den Blattsegmenttests identifizierten Resistenz-QTL neu oder
bekannt sind.

Die DH-Population ,Jenga‘x ,Tuareg’ wurde ebenfalls in einem Feldversuch, Ganzpflanzenversuchen
und einem Blattsegmenttest hinsichtlich ihrer Resistenz gegeniber Ptr phanotypisiert und basierend
auf diesen Daten wurden QTL-Analysen durchgefiihrt (Tab. 26). Die QTL-Analyse des Feldversuchs, in
die die Daten der drei Feldversuchsstandorte eingingen, ergab drei Resistenz-QTL auf den
Chromosomen 1A, 2B und 4D. Der Haupt-QTL, QTs.field-1A, auf Chromosom 1A erklart 27,8 % der
phanotypischen Varianz (Abb. 13). Dieser QTL konnte auch durch weitere QTL-Analysen bestatigt
werden (Abb. 14). Zur Diskussion des QTs.field-1A der Population ,Jenga‘x,Tuareg’ sei auf den
Haupt-QTL des Feldversuchs der DH-Population ,Solitar x ,Tiirkis* verwiesen, wo ein Vergleich zu
bekannten Ptr-Resistenz-QTL auf Chromosom 1A und zum Resistenzgen tsc1 dargestellt wurde. Der
QTL QTs.field-1A wurde an Position 29,0 cM kartiert und wird durch die beiden Marker wPt-665375
und wPt-730136 flankiert (Tab. 26). Innerhalb des QTL-Konfidenzintervalls mit einer Distanz von 2 cM
zum QTL wurde der DArT-Marker wPt-671823 kartiert. In einer Assoziationsstudie, bei der 535
Sommerweizenakzessionen hinsichtlich ihrer Ptr-Resistenz analysiert wurden, konnte fiir diesen
Marker eine signifikante Marker-Merkmal-Assoziation nachgewiesen werden (Patel et al. 2013). Das
dabei eingesetzte Isolat AR CrossB10 konnte allerdings keiner bekannten Ptr-Rasse zugeordnet
werden und die Autoren gehen von einer neuen Rasse aus (Patel et al. 2013, Patel und Adhikari
2009a, Ali et al. 2010). Bei dem QTL QTs.field-1A der Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ handelt es sich
daher um einen bereits bekannten QTL. Bei QTL-Analysen mit den Feldversuchsdaten der
DH-Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ wurden auBerdem zwei weitere QTL auf den Chromosomen 2B und
4D detektiert, die 12,6 % bzw. 8,4 % der phanotypischen Varianz erklaren. Ein Vergleich des QTL
QTs.field-2B mit bekannten Resistenz-QTL, welche auf Chromosom 2B lokalisiert sind, ist anhand der
kartierten Marker nicht moglich, da in diesem Bereich ausschlieSlich AFLP-Marker kartiert wurden
und die veroffentlichten Ptr-Resistenzanalysen auf SSR- und teilweise auf DArT-Markern basieren
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(Friesen und Faris 2004, Singh et al. 2009, Sun et al. 2010, Zwart et al. 2010, Li et al. 2011, Singh et al.
2011a, Gurung et al. 2011, Patel et al. 2013). Mit dem Resistenz-QTL QTs.field-4D auf Chromosom 4D
konnte dagegen ein bisher noch nicht beschriebener Resistenz-QTL gegeniber Ptr detektiert werden.
Dieser QTL wurde auch bei den QTL-Analysen, welche mit den phanotypischen Daten der Standorte
Peine und Sollingen durchgefiihrt wurden, detektiert und erklart dort 13,7 % und 22,4 % der
phanotypischen Varianz (Tab. 24). Der QTL QTs.field-4D wurde jedoch in einem Abschnitt der
genetischen Karte der Population ,Lenga‘x,Tuareg’ Kkartiert, welcher nur eine geringe
Markerabsattigung aufweist. Die den QTL flankierenden Marker wms0494 und wPt-0710 haben
einen Markerabstand von 13,1 cM. Durch eine weitere Markerabsattigung dieses Bereichs konnte
der QTL praziser abgegrenzt werden. Neben den QTL, die auf den Chromosomen 1A, 2B und 4D
lokalisiert wurden und in den QTL-Analysen mehrerer Standorte bestatigt wurden, wurden bei der
DH-Population ,Jenga‘x Tuareg’ auch Resistenz-QTL detektiert, die nur in einer Umwelt
nachgewiesen werden konnten (QTs.fieldy:-5B, QTs.fieldso-1A, QTs.fieldso-6B, QTs.fieldsc-2B). Sie
verdeutlichen die Bedeutung einer mehrortigen Phéanotypisierung sowie der Erfassung des
Weizenblattdlrrebefalls in verschiedenen Jahren fiir die QTL-Analyse. Ein erneuter Feldversuch an
den Standorten Peine, Sollingen und Salzkotten kénnte die Aussagekraft der QTL-Analyse starken.
Aufgrund des zu geringen Ptr-Befalls in der Vegetationsperiode 2008/2009 am Standort Quedlinburg,
konnte dieser nicht ausgewertet werden.

Die QTL-Analysen der beiden Ganzpflanzenversuche der DH-Population ,Jenga‘x,Tuareg’ mit
Inokulation des Ptr-Isolats A195 zu den Pflanzenentwicklungsstadien BBCH13 und BBCH23 ergaben
vier QTL. Hervorzuheben sind die beiden QTL QTs.ghazgs sacris-1A und QTs.ghases gacrz3-1A, da sie bei
den Versuchen 42,3 % bzw. 39,6 % der phanotypischen Varianz erklaren und beide QTL in ihrer
Position mit dem QTL QTs.field-1A Gbereinstimmen (Abb. 14). Da das bei den Ganzpflanzenversuchen
eingesetzte Ptr-Isolat A195 auch zur Bereitstellung des Inokulationsmaterials fir die kinstliche
Inokulation des Feldversuchs genutzt wurde, ist die Ubereinstimmung der QTL nachvollziehbar. Wie
bereits bei der Diskussion der QTL der Population ,Solitar’ x ,Tlrkis* dargestellt, konnten auf dem
Weizenchromosom 1A in etlichen genetischen Hintergriinden Resistenz-QTL sowie ein
Ptr-Resistenzgen, tscl, detektiert werden (Faris et al. 1997, Effertz et al. 2001, Singh et al. 2009, Sun
et al. 2010, Singh et al. 2011a, Li et al. 2011, Patel et al. 2013, Effertz et al. 2002). Dieses
Resistenzgen wurde bei Untersuchungen mit dem von Ptr produzierten Toxin Ptr ToxC identifiziert
(Effertz et al. 2002). Ptr ToxC wird auch von Ptr-Isolaten der Rasse 8 gebildet, der das Isolat A195
zugeordnet wurde (siehe 3.1) (Lamari et al. 2003). Daher kann vermutet werden, dass die auf
Chromosom 1A lokalisierten Resistenz-QTL QTs.ghaios sacris-1A und  QTS.ghasos gecHz3-1A  den
Genlocus von tscl umfassen (Effertz et al. 2002). Eine Studie, die das Resistenzverhalten gegeniber
der Ptr-Rasse 8 untersucht, wurde bisher nicht publiziert. Neben dem Resistenz-QTL auf Chromosom
1A wurde im Ganzpflanzenversuch mit A195-Inokulation zu BBCH13 ein zweiter QTL auf Chromosom
5AA detektiert. Mehrere QTL gegenilber den Ptr-Rassen 1, 2 und 5 konnten bei tetraploiden und
hexaploiden Weizenpopulationen auf Chromosom 5A lokalisiert werden (Chu et al. 2010, Effertz et
al. 2001, Faris und Friesen 2005, Chu et al. 2008b, Zwart et al. 2010). Ein Vergleich zu diesen Ptr-
Resistenz-QTL ist aufgrund fehlender tGbereinstimmend kartierter Marker jedoch nicht moéglich. Die
QTL-Analyse, die auf den phanotypischen Daten des Ganzpflanzenversuchs mit A195-Inokulation zu
BBCH23 basiert, konnte zusatzlich zum dem QTL QTs.ghaz9s_sscH23-1A einen weiteren Resistenz-QTL
auf Chromosom 5B detektieren, der 8 % der phanotypischen Varianz erklart und der vom resistenten
Elter ,Jenga’ stammt. Ebenfalls auf Chromosom 5BL konnte das Gen Tsn1 kartiert werden (Faris et al.
1996, Anderson et al. 1999, Haen et al. 2004, Lu et al. 2006, Adhikari et al. 2009). Faris et al. (2010)
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klonierten, sequenzierten und charakterisierten dieses Gen. Obwohl Tsn1 Anfélligkeit gegeniber
dem wirtspezifischen Toxin Ptr ToxA vermittelt, weist es jedoch resistenzgendhnliche Strukturen wie
eine NBS-LRR Domédne auf (siehe 1.2.8) (Faris et al. 2010). In mehreren biparentalen
Weizenpopulationen und bei Assoziationskartierungen konnten auf dem langen Arm von
Chromosom 5B Resistenz-QTL gegenliber den Ptr-Rassen 1, 2, 3, 5 sowie Mischisolaten und
uncharakterisierten Isolaten nachgewiesen werden (Cheong et al. 2004, Chu et al. 2008b, Singh et al.
2008a, Zwart et al. 2010, Singh et al. 2012a, Faris et al. 2012, Singh et al. 2009, Singh et al. 2011a). Es
wird diskutiert, dass diese QTL identisch mit Tsnl sind oder Gencluster mit mehreren
Ptr-Resistenzgenen detektieren. Eine Einordnung des QTL QTs.ghaigs sechzs-5B in Bezug auf die
beschriebenen QTL ist nicht mdglich, da die Kopplungsgruppe der Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ keine
Ubereinstimmend kartierten Marker aufweist. Es kann daher nicht abschlieBend geklart werden, ob
es sich um einen neuen oder einen bekannten Resistenzlocus handelt.

Die DH-Population ,LJenga‘x,Tuareg’ wurde zusatzlich in einem Blattsegmenttest mit
A195-Inokulation phanotypisiert. Die auf diesen Daten basierende QTL-Analyse ergab funf QTL. Der
QTL QTs.dIsaz95-1A auf Chromosom 1A erklart 30,5 % der phdnotypischen Varianz. Dieser QTL weist
im Vergleich zu den anderen auf Chromosom 1A detektierten QTL jedoch eine abweichende Position
auf, die QTL-Konfidenzintervalle iberlappen aber (Tab. 24, Abb. 14). Daher kann davon ausgegangen
werden, dass bei der DH-Population ,enga‘’x,Tuareg’ diese genetische Region am
Resistenzverhalten gegenilber Ptr beteiligt ist. Beim Vergleich der QTL des Blattsegmenttests mit
denen der Ganzpflanzenversuche, bei denen ebenfalls das Isolat A195 eingesetzt wurde, kann kein
weiterer Gbereinstimmender QTL festgestellt werden. Daher sind die Ergebnisse der QTL-Analyse des
Blattsegmenttests kritisch zu beurteilen. Wie bereits bei der Population ,Solitar’x ,Tlrkis’
geschlussfolgert, sind die Resultate der QTL-Analysen der Ganzpflanzenversuche aufgrund der
Etablierung der Ptr-Resistenztestung an Keimlingspflanzen sowie der Belegbarkeit durch
Publikationen héher zu bewerten als die der Blattsegmenttests.

Bei den beiden DH-Populationen ,Jenga‘x,Toras‘ und ,Ritmo‘ x ,K56822‘ wurden nur auf Grundlage
phanotypischer Daten der Blattsegmenttests mit A195-Inokulation QTL-Analysen durchgefiihrt. Bei
der Population ,Jenga‘x,Toras’ wurde ein QTL, QTSgs a195-5B, auf dem Chromosom 5B und bei
,Ritmo’ x ,K56822" ein QTL distal auf dem Chromosom 7A lokalisiert (Tab. 27). Der QTL QT54s a195-5B
wird durch die beiden Marker wPt-0103 und barc0074 flankiert. Bei Singh et al. (2008) und Faris et al.
(2012) konnte barc0074 ebenfalls kartiert werden, jedoch deutlich auRerhalb der QTL QTs.ksu-5BL
bzw. QTs.fcu-5B, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass es sich um Ubereinstimmende
QTL handelt. Zu dem QTL der Population ,Ritmo’ x ,K56822‘ auf Chromosom 7A kann kein Vergleich
zu publizierten QTLs auf Chromosom 7A gemacht werden, da keine Gbereinstimmenden Marker zu
bekannten Resistenz-QTL kartiert wurden (Li et al. 2011, Patel et al. 2013).

Bei einem Vergleich der QTL-Ergebnisse der vier DH-Populationen ist festzustellen, dass bei den
Populationen ,Solitar’ x ,Tlrkis’ und ,Jenga‘ x ,Tuareg’ jeweils Haupt-QTL auf dem Chromosom 1A
lokalisiert werden konnten, die durch QTL-Analysen mit verschiedenen phanotypischen Datensatzen
bestatigt wurden. Marker, die in beiden DH-Populationen in den QTL-Konfidenzintervallen kartieren,
kénnten auf gemeinsame Resistenzen gegeniber Ptr hinweisen. Jedoch konnten keine solche Marker
kartiert werden. Es bestand eingangs die Hoffnung, dass die DH-Population ,Jenga‘x,Toras‘ zur
Verifikation der QTL der Population ,Jenga‘ x ,Tuareg’ genutzt werden konnte. Allerdings konnten nur
wenige identische genetische Marker in den beiden Populationen kartiert werden (insgesamt 41
Marker), die allerdings nicht bei beiden Populationen in QTL-Konfidenzintervallen lagen. Dieses
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Resultat deutet entweder darauf hin, dass die detektierten Resistenz-QTL in einem anderen
genetischen Hintergrund nicht signifikant sind oder dass die Anzahl in mehreren Populationen
gleichzeitig kartierter Marker zu gering ist, um die detektierten QTL vergleichen zu kénnen.

In zahlreichen Studien wurde eine quantitative Vererbung der Resistenz gegeniber P. tritici-repentis
festgestellt und QTL konnten auf nahezu allen Weizenchromosomen lokalisiert werden. Fir einen
Uberblick zu den Resistenz-QTL sei auf die aktuellen Reviews von Faris et al. (2013) und Singh et al.
(2012) verwiesen. Die Kartierung der Resistenz-QTL gegeniiber Ptr basiert dabei in allen Studien auf
Untersuchungen des Pflanzenmaterials unter kontrollierten Bedingungen in Gewachshausversuchen
(Faris et al. 1997, Effertz et al. 2001, Friesen und Faris 2004, Cheong et al. 2004, Faris und Friesen
2005, Singh et al. 2008a, Chu et al. 2008b, Singh et al. 2009, Sun et al. 2010, Chu et al. 2010, Zwart et
al. 2010, Gurung et al. 2011, Li et al. 2011, Singh et al. 20114, Singh et al. 2012a, Faris et al. 2012,
Patel et al. 2013). Mit der vorliegenden Arbeit wurden somit erstmals Resistenz-QTL gegeniber
P. tritici-repentis auf der Basis auf Feldversuchsdaten kartiert. In den meisten Publikationen, die eine
guantitative Vererbung der Ptr-Resistenz zeigten, wurde die Phdnotypisierung an Keimlingspflanzen
durchgefihrt (Faris et al. 1997, Friesen und Faris 2004, Cheong et al. 2004, Faris und Friesen 2005,
Singh et al. 2008a, Chu et al. 2008b, Singh et al. 2009, Sun et al. 2010, Chu et al. 2010, Zwart et al.
2010, Gurung et al. 2011, Singh et al. 2011a, Singh et al. 2012a, Faris et al. 2012, Patel et al. 2013).
Effertz et al. (2001) untersuchten darliber hinaus die ITMI-Kartierungspopulation im adulten
Pflanzenstadium und konnten den Haupt-QTL auf Chromosom 1A, der zuvor bei Keimlingspflanzen
identifiziert wurde (Faris et al. 1997), bestatigen. Auch in dieser Arbeit konnte ein identischer QTL bei
Untersuchungen von Keimlings- und Adultpflanzen bei der DH-Population ,Jenga‘x,Tuareg’ auf
Chromosom 1A detektiert werden, wohingegen dies bei der DH-Population ,Solitdr’ x , Tlrkis‘ nicht
moglich war. Die meisten publizierten QTL-Analysen beruhen auf Resistenztests mit hexaploiden
Weizenpopulationen oder rekombinanten Inzuchtlinien, aber auch tetraploide Populationen wurden
zur Kartierung von Resistenz-QTL genutzt, und es konnten (bereinstimmende QTL identifiziert
werden (Faris et al. 1997, Effertz et al. 2001, Friesen und Faris 2004, Faris und Friesen 2005, Singh et
al. 2008a, Sun et al. 2010, Singh et al. 2012a, Faris et al. 2012, Cheong et al. 2004, Chu et al. 2008b,
Zwart et al. 2010, Li et al. 2011, Chu et al. 2010). Besonders intensiv wurde die
ITMI-Kartierungspopulation hinsichtlich der Resistenz gegeniiber Ptr untersucht. Dabei konnten bei
Inokulationen mit Isolaten der Ptr-Rassen 1 und 5 QTL auf den Chromosomarmen 1AS, 1AL, 1BL, 2AS,
2BL, 3BL, 4AL, 4AS, 5AL und 7DS identifiziert werden (Faris et al. 1997, Effertz et al. 2001, Friesen und
Faris 2004). In QTL-Analysen wurde bisher das Resistenzverhalten gegeniiber den Ptr-Rassen 1, 2, 3
und 5 untersucht. Darliber hinaus wurden auch Ptr-lsolate, die nicht in das Ptr-Rassensystem
eingeordnet wurden, fiir QTL-Analysen eingesetzt (Li et al. 2011, Zwart et al. 2010, Cheong et al.
2004, Patel et al. 2013). So konnten beispielsweise bei einer Assoziationskartierung mit 535
Sommerweizenakzessionen 18 Resistenz-QTL auf den Chromosomen 1A, 1D, 2B, 2D, 6A und 7A
identifiziert werden (Patel et al. 2013). Bisher wurden aber keine QTL-Analysen mit Isolaten der
virulenten Ptr-Rassen 6, 7 und 8 veroffentlicht. Mogliche Ursachen dafiir kdnnten sein, dass diese
Rassen spater beschrieben wurden, seltener auftreten und nicht zu den Basisrassen gehoren,
sondern zwei bzw. drei Ptr-Toxine produzieren (Strelkov und Lamari 2003). Mit der Zuordnung des
verwendeten Isolats A195 zu der Ptr-Rasse 8 in der vorliegenden Arbeit konnten somit erstmals
anhand einer QTL-Analyse Resistenz-QTL gegeniber der Ptr-Rasse 8 identifiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Weizenblattdiirre ist eine weltweit auftretende Blattkrankheit bei Weizen, die durch das
nekrotrophe pilzliche Pathogen Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. (anamorph:
Drechslers tritici-repentis (Died.) Shoem.) hervorgerufen wird, das, aufgrund seiner Fahigkeit
Nekrosen bzw. Chlorosen an einem Differentialsortiment zu bilden, in acht Rassen eingeteilt wird.
Die Weizenblattdiirre hat infolge veranderter Produktionstechniken (reduzierte Bodenbearbeitung,
engere Fruchtfolge) in jlingster Zeit an Bedeutung gewonnen und fiihrt zu Ertragsverlusten zwischen
3-50 %. Die Entwicklung und der Anbau gegeniiber P. tritici-repentis (Ptr) resistenter Weizensorten ist
langfristig gesehen die effizienteste sowie Okologisch und 6konomisch sinnvollste Strategie zur
Ertragssicherung. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Virulenz in Deutschland vorkommender
Ptr-lsolate zu erfassen und diese zu charakterisieren. Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte die
Genetik der Ptr-Resistenz in verschiedenen DH-Populationen aufgeklart und Resistenz-QTL kartiert
werden.

Von den zehn Ptr-Einzelsporisolaten aus Deutschland und Ungarn wurden anhand des Schadbilds am
Ptr-Differentialsortiment sieben eindeutig den Ptr-Rassen 1, 3, 6 bzw. 8 zugeordnet. Es dominierte
die Rasse 8 mit vier Isolaten.

Vier DH-Populationen (Solitar x Tirkis, Jenga x Tuareg, Jenga x Toras, Ritmo x K56822) wurden mit
AFLP-, SSR- und DArT-Markern genotypisiert, und genetische Karten mit einer Linge zwischen
941,3 cM und 1404,8 cM wurden erstellt.

Zur  Phanotypisierung  der  Untersuchungspopulationen  wurden  Feldversuche sowie
Ganzpflanzenversuche und Blattsegmenttests unter kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt und
der von P. tritici-repentis hervorgerufene prozentuale Blattflichenbefall erfasst. Bei allen
Experimenten konnten eine quantitative Vererbung der Ptr-Resistenz und signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen nachgewiesen werden.

Basierend auf den Feldversuchsdaten der DH-Populationen Solitdr x Turkis und Jenga x Tuareg
wurden QTL fur Ptr-Resistenz auf den Weizenchromosomen 1A, 3B und 5A bzw. 1A, 2B und 4D
detektiert. Der Resistenz-QTL auf Chromosom 1A erklart in den beiden Populationen 21,9 % bzw.
27,8 % der phanotypischen Varianz.

Die DH-Populationen Solitar x Turkis und Jenga x Tuareg wurden des Weiteren mit den Ptr-Isolaten
ASC1 (Ptr-Rasse 1) und A195 (Ptr-Rasse 8) zu zwei Entwicklungsstadien (BBCH13 und BBCH23) im
Ganzpflanzenversuch inokuliert. Bei beiden Populationen konnte der im Feldversuch auf Chromosom
1A lokalisierte QTL bestatigt werden. In der Population Jenga x Tuareg wurden weitere Resistenz-QTL
auf den Chromosomen 5A und 5B lokalisiert. Neben dem Haupt-QTL auf Chromosom 1A wurden bei
der DH-Population Solitar x Tuirkis sechs weitere Resistenz-QTL gegeniiber den Ptr-Rassen 1 und 8
detektiert, die zwischen 15,9 % und 7,2 % der phanotypischen Varianz erklaren.

Im Blattsegmenttest mit den Ptr-Isolaten A195 (4 Populationen) und ASC1 (1 Population) konnten 13
Resistenz-QTL auf den Chromosomen 1A, 1D, 2B, 3B, 4A, 5B, 7A und 7B lokalisiert werden. Aufgrund
einer nur maRigen Ubereinstimmung mit den QTL der Ganzpflanzen- und Feldversuche, werden die
Resultate der Blattsegmentversuche mit Vorsicht betrachtet.
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6 Summary

Tan spot is a foliar disease of bread wheat which occurs worldwide. The disease is caused by the
necrotrophic fungus Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. (anamorph:
Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem.). P. tritici-repentis (Ptr) induces two distinct symptoms on
susceptible wheat cultivars. Currently, at least eight races of Ptr have been described based on their
ability to form necrosis and/or chlorosis on a set of differential wheat cultivars. The importance of
tan spot increased in the last years due to changes in cultivation practice (reduced tilling, narrow
rotation) and yield losses between 3-50 % are observed. The development and use of resistant wheat
cultivars is the most effective, economically and environmentally way to control tan spot. Therefore,
the aim of this study was to assign Ptr isolates, collected in Germany and Hungary, to known Ptr
races and to study the genetic of resistance to Ptr in different doubled haploid populations and to
detect QTL for resistance.

Seven out of 10 single-spore isolates of Ptr were unequivocally assigned to the different Ptr races
based on their reactions to the wheat differential set; they were assigned to the Ptr races 1, 3, 6 and
8 with Ptr race 8 being most frequent with four isolates.

Four DH populations (Solitar x Turkis, Jenga x Tuareg, Jenga x Toras, Ritmo x K56822) were genotyped
with AFLP-, SSR-, and DArT-markers and genetic maps were constructed comprising 941.3 cM to
1404.8 cM.

The DH populations were evaluated for Ptr infected leaf area in field tests, greenhouse experiments
and detached leaf segment tests. In all experiments significant differences between genotypes were
observed and the resistance to Ptr turned out to be inherited quantitatively.

Based on the field test data of the populations Solitdr x Tirkis and Jenga x Tuareg resistance QTL
were detected on chromosomes 1A, 3B, 5A and 1A, 2B, 4D, respectively. In both populations a major
QTL on chromosome 1A was detected explaining 21.9 % and 27.8 % of the phenotypic variation,
respectively.

In addition, the populations Solitdr x Tirkis and Jenga x Tuareg were inoculated with Ptr isolates
ASC1 (race 1) and A195 (race 8) at two development stages (BBCH13 and BBCH23) in the
greenhouse. In both populations QTL on chromosome 1A were identified which are identical to the
major QTL detected in the field experiments. Further QTL were mapped on chromosomes 5A and 5B
in the population Jenga x Tuareg. Furthermore, six QTL for resistance against the Ptr races 1 and 8
were detected in the population Solitar x Tlrkis which explain between 7.2 % and 15.9 % of the
phenotypic variation.

Based on detached leaf segment tests with Ptr-isolates A195 (4 populations) and ASC1 (1 population)
13 QTL for resistance to Ptr were detected. They are located on chromosomes 1A, 1D, 2B, 3B, 4A, 5B,
7A and 7B. The results of the detached leaf segment tests should be treated with care as only a
moderate agreement with the QTL detected in the greenhouse experiments and the field tests was
observed.
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7 Verwendete Software

Software Quantitiy One®, Version 4.6.2, Bio-Rad Laboratories Inc.
Software Saga®, Version 3.3, LI-COR® Inc.

Software GeneMapper®, Version 4.0, Applied Biosystems®

SAS® Software, Version 9.2, SAS Institute Inc., USA

JoinMap® 4, Software for the calculation of genetic linkage maps in experimental populations. van
Ooijen J.W., 2006, Kyazma B.V, Wageningen, Netherlands

MapQTL® 5, Software for the mapping of quantitative trait loci in experimental populations. van
Ooijen J.W., 2004, Kyazma B.V., Wageningen, Netherlands

Microsoft Office 2010, © 2010 Microsoft Corporation
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