Projekt-Nr.: G 103/04 HS

Verringerung des Mykotoxingehaltes von Weizen bei Befall mit
Ahrenfusariosen durch zuchtmethodische Verfahren (04HS015)

AbschluBbericht

Laufzeit des Projekts: 01.04.2005 — 31.03.2008

Beteiligte Forschungsstellen:

TP 1: Zuchtmethodische Verfahren: TP2: Markergestitzte Verfahren:

Universitat Hohenheim (720) Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft
Landessaatzuchtanstalt Institut fir Pflanzenbau und Pflanzenzlichtung
Prof. Dr. Thomas Miedaner Dr. L. Hartl, Dr. G. Zimmermann

Fruwirthstr. 21 Véttinger Str. 38

70593 Stuttgart 85354 Freising

Tel: 0711/459-22690 Tel: 08161 / 71-3814

Fax: 0711/459-23841 Fax: 08161 / 71-4085

E-mail: miedaner@uni-hohenheim E-mail: lorenz.hartl@lfl.bayern.de

M.Sc. agr. Hans-Henning Vo3 Dipl. Ing. agr. Josef Holzapfel

Julius-Kihn-Institut (JKI), Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen, 06484 Quedlinburg,
Dr. Frank Rabenstein

Beteiligte Zuchtfirmen:
KWS LOCHOW GMBH, 29296 Bergen, Dr. Viktor Korzun, Dr. Erhard Ebmeyer, Meike Scholz
RAGT 2n, 38855 Silstedt, Hilmar Céster, Uta Liesenberg

Saatzucht Schweiger, 85368 Moosburg, Dr. Hubert Kempf

Das Forschungsvorhaben wurde vom Bundesministerium fir Ernahrung, Land-
wirtschaft und Verbraucherschutz (BMELYV) liber die Bundesanstalt fiir Landwirtschaft
und Ernahrung (BLE) und der Gemeinschaft zur Férderung der privaten deutschen
Pflanzenziichtung e.V. (GFP) gefoérdert.

1449366__ 1




UNIVERSITAT HOHENHEIM
LANDESSAATZUCHTANSTALT

Arbeitsgebiet Roggen

Prof. Dr. Thomas Miedaner & M.Sc. agr. Hans-Henning VoB

Teilprojekt 1: Zuchtmethodische Verfahren

Gliederung:

1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekis .......ooovveeeiiiceiiiiiei e 3
11 Planung und Ablauf des Projekts .....cooeeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknUpft wurde ............. 4

2. Material Und MetNOTEN .......cccoiiiiiiiiee e 7

3. EFQEDINISSE ... e 11
3.1 Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse ............cccccceeiiiiieerinee. 11
3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse ..........ccccccoeueee 21

4. ALY U1 1= 1] 0o 22

5. Gegenliberstellung der geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen................. 24

6. =T UYL= =) o] ] ] PP 25

7. BIGENE LIEIatur ..ot 27



1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Aus zuchtmethodischer Sicht sollen folgende Ziele im Projekt erreicht werden:

1. Phanotypische Erfassung der Aufspaltungsvariation und H&aufigkeit von
Transgressionen von vier spaltenden Winterweizenpopulationen, welche Rht-Gene
enthalten

2. Beziehung zwischen der visuellen Ahrenbonitur, der Fusarium-Myzelmenge (ELISA)
und dem DON-Gehalt des Erntegutes an einer ausgewahlten Stichprobe der
spaltenden Nachkommenschaften

3. Einfluss der Verwendung von Zwerg (Rhif)-Genen und weiterer morphologischer
Merkmale auf die Resistenz

4. Erprobung eines neu entwickelten ELISA auf Fusariummyzel flr den breiten Einsatz
in der zlchterischen Praxis

5. Prufung der Resistenz von acht ausgewahlten Weizenlinien gegen elf verschiedene,
z.T. hochaggressive Fusariumisolate

1.1 Planung und Ablauf des Projekts

Milestones 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008
2

Feldprifung 1

Feldprifung 2

DON-Analyse ausgewahlter Prifglieder

Bestimmung Fusarium-Gehalt (ELISA)
Feldprifung 3

Daten-Auswertung und Interpretation

Dem Arbeitsplan entsprechend wurden die Feldprifungen 1 und 2 von Vvier
Kreuzungspopulationen aus adaptiertem Winterweizen jeweils in an zwei Orten im
Versuchjahr 2005 und an drei Orten im Versuchsjahr 2006 durchgefiihrt und die erhobenen
phanotypischen Daten in Hohenheim statistisch ausgewertet. Somit liegen fiir diese vier
Populationen Bonitur-Daten fir eine Serien-Verrechnung Uber die im Projektantrag
vorgesehenen funf Umwelten (Ort x Jahr-Kombinationen) vor.

Dartiber hinaus wurden die Versuche der Feldprifung 3 fir 2006 und 2007 in Kooperation
mit allen Projektpartnern durchgefiihrt. Dazu wurden zwei Satze isogener Linien in acht bzw.
4 Umwelten geprift. Darlber hinaus wurde ein zusatzlicher Versuch mit faktoriellen
Inokulation von mittel bis wenig anfalligen Weizensorten mit hoch aggressiven Fusarium-
Isolaten an zwei Orten in 2007 durchgefiihrt um eine mégliche Adaptation des Pilzes an ein
gesteigertes Resistenzniveau im Weizen zu prifen. Die Bestimmung des Fusarium-
Pilzmyzelgehaltes mittels eines neu entwickelten ELISA durch Herrn Dr. F. Rabenstein



(Julius-Kihn-Institut Quedlinburg) sowie die in Hohenheim durchgeflihrten DON-Analysen
anhand ausgewahlter Genotypen wurden in 2007 abgeschlossen. Neben der
Aussaatplanung und Probenaufarbeitung lief begleitend seit der Ernte im Jahr 2006 die
Datenverrechnung, -auswertung sowie die Interpretation.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand an den angekniipft wurde

Fusarium-Resistenz bei Weizen ist ein quantitativ vererbtes Merkmal (Mesterhazy 1995).
Das Zusammenwirken der verantwortlichen Loci ist Gberwiegend additiv (Snijders 1990a,b,
Bai & Shaner 1994). Genotypen mit geringer Anfalligkeit zeigen auch bei hohem
Infektionsdruck wenig Symptome und in der Regel geringe DON-Gehalte im Erntegut.
Fusariumresistente Genotypen sind bei Weizen in drei Genpools zu finden: Sommerweizen
aus China und Japan, Sommerweizen aus Sud-Amerika und Winterweizen aus Europa
(Ruckenbauer et al. 2001; Rudd et al. 2001, Beschreibende Sortenliste 2004). Allerdings ist
bis heute noch kein Genotyp mit vollstandiger Resistenz gegen Ahrenfusarien identifiziert
worden. Die bisher, insbesondere in den USA, am haufigsten in der Ziichtung verwendete
Resistenzquelle ist Sumai3. Sie stammt aus dem subtropischen China, ist nicht an humid-
feuchte Klimabedingungen adaptiert (Ruckenbauer et al. 2001, Rudd et al. 2001) und besitzt
eine sehr hohe Anfélligkeit gegen Braunrost und Mehltau, eine extreme Lageranfalligkeit
sowie eine vollig ungenigende Ertragsleistung.

Aber auch im adaptierten europaischen Weizenmaterial lassen sich Genotypen finden, die
deutlich weniger Ahrensymptome und geringere DON-Gehalte im Erntegut zeigen (Hartl et
al. 2001, Miedaner et al. 2003, BSA). Bei Inokulation mit Sporensuspensionen ergibt sich
eine Korrelation zwischen Ahrenbefall und DON-Gehalt im Korn (Mesterhazy et al. 1999,
Miedaner et al. 2003). Die dabei festgestellten Korrelationen liegen bei r = 0,8-0,9. Die
Korrelationsdiagramme zeigen aber gerade im mittleren Bereich der Anfalligkeit, der fir die
praktische Ziichtung sehr wichtig ist, eine Streuung des DON-Gehaltes bei gleichem Befall.
Die ph&anotypisch quantitative Auspragung der Fusariumresistenz stellt fir die Zlchtung von
resistenten Sorten eine Herausforderung dar. Da die Witterungsbedingungen sowohl die
Infektion als auch die weitere Entwicklung der Krankheit beeinflussen, kommt es zu
bedeutenden Genotyp x Umwelt-Interaktionen, also Rangverschiebungen der Anfalligkeit
von Genotypen in unterschiedlichen Umwelten (Miedaner et al. 2001). Dies hat eine niedrige
Heritabilitét fir die Fusarium-Resistenz in frihen Generationen und auf Einzelpflanzen-Basis
zur Folge (Snijders 1990b). FUr eine verlassliche Einschatzung der Resistenzeigenschaften
ist eine klnstliche Inokulation in mdglichst vielen Umwelten (Orte/dJahre) und in
Parzellenprifung notwendig. Diese kann beim Zichter entweder erst in relativ spaten
Generationen erfolgen (ab F,4, d.h. vier Jahre nach der Kreuzung) oder erfordert eine
deutliche Umstellung des herkdmmlichen Pedigree-Verfahrens (Herstellung von
Teilramschen in frlhen Generationen). Die Evaluierung von Genotypen hinsichtlich ihrer
Resistenzeigenschaften wird somit langwierig und kostspielig. Mit Hilfe klassisch-genetischer
Studien (Snijders 1990a/b/c; Van Ginkel et al. 1996; Bai et al. 2000; Ban und Suenaga 2000)
wurde gezeigt, dass die Vererbung der Resistenz zumindest oligogen ist. Dies wurde durch
aktuelle QTL-Analysen bestatigt (s. TP2). Das Zusammenspiel unabhangig vererbter



Resistenzgene wurde mit einer hauptsachlich additiven Genwirkung beschrieben. Allerdings
kénnen in einzelnen Kreuzungen auch epistatische Effekite eine Rolle spielen (Snijders
1990a/b; Bai et al. 2000; Buerstmayr et al. 2000). Bei additiver Genwirkung kann es zur
Transgression in  Kreuzungsnachkommenschaften kommen, wenn die Eltern
unterschiedliche Resistenzgene besitzen. Zur Erhéhung des Resistenzniveaus einer
Zuchtpopulation bietet sich aufgrund der additiven Genwirkung die rekurrente Selektion mit
Einkreuzung unterschiedlicher Resistenzquellen an. Allerdings sind fir eine signifikante
Verbesserung der Resistenzeigenschaften mehrere Zyklen notwendig (Jiang et al. 1994).
Trotz Uberwiegend optimistischer Beurteilung durch praktische Zichter (z.B. Spanakakis
2003), kénnen bei ungiinstigem Zusammentreffen mehrerer Risikofaktoren (Vorfrucht, Relief,
Witterung) auch in den weit in der Praxis verbreiteten, besseren Sorten doch erhebliche
DON-Mengen auftreten, da sich die Faktoren in ihrer Wirkung multiplizieren (Obst 1997).
Zudem zeigen neuere Ergebnisse eines europadischen Ringtests deutlich, dass bei hohem
Infektionsdruck selbst Sorten wie Petrus, die in der Beschreibenden Sortenliste mit einer
Auspragungsstufe (APS) der Fusarium-Resistenz von 2 eingestuft sind (BSL 2004),
signifikant anfélliger sind als Sumai 3 in denselben Umwelten (Miedaner et al. unveroff.).
Obwohl verschiedentlich an dem Zusammenhang zwischen der Resistenz und
morphologischen Faktoren gearbeitet wird (z.B. Mesterhdzy 1995), fehlen solche
Untersuchungen zu den praktisch wichtigen Kurzstroh (Rhf)-Genen in der internationalen
Literatur vollig. Die Rht (reduced height)-Gene bewirken Uber einen Eingriff in den
Hormonhaushalt der Pflanze eine starke Verminderung der Zellstreckung. Dies fihrt zu
kurzem Wuchs der Pflanze (,Kurzstroh-, Zwerggene’), verbesserter Halmstabilitdt und somit
zu einer verminderten Lageranfalligkeit. Zusétzlich werden mehr Assimilate zur sich
entwickelnden Ahre transportiert, welches die Ahrenfertilitat verbessert, zu héherer Kornzahl
pro Ahre und letztlich zu einer 8-24%-igen Ertragssteigerung fihrt, abhdngig vom
genetischem Hintergrund und der Umwelt (Gale and Youssefian 1985, Flintham et al. 1997,
Worland et al. 2001, Li et al. 2006). Die Vorteile der Ertragsteigerung und der verminderten
Lagerneigung, die eine héhere N-Dingung zulassen, flhrten zu einer rapiden weltweiten
Verwendung speziell von Rht-D1b in der Weizen-Zichtung. In Tabelle 1 sind einige der
bekannten Rht-Allele und deren Loci aufgelistet.

Tab. 1: Alte und neue Nomenklatur von einigen Rht-Allelen (nach Bérner et al. 1996 und
Peng et al. 1999).

Locus Neu Alt

Rht-B1 Rht-Bla rht1
Rht-B1b  Rht1
Rht-B1c  Rht3
Rht-B1d  Rht1Saitama

Rht-D1 Rht-Di1a rht2
Rht-D1b  Rht2
Rht-Dic  Rht10

Rht8 Rht8




Alle bis zum Projektbeginn gepruften Weizensorten mit Rht-Genen sind aber mittel bis hoch
anfallig gegen Ahrenfusariosen. In einer Studie zum EinfluB von Rht-Allelen auf die
Anfalligkeit gegeniber Septoria tritici konnten Simon et al (2004) anhand von isogenen Rht-
Linien allerdings keinen eindeutigen Zusammenhang zu einer gesteigerten Anfélligkeit
gegeniber Septoria tritici feststellen.

Inzwischen enthalten etwa 50% der in Deutschland zugelassenen Weizensorten solche
Kurzstrohgene, so dass die Studie auch von groBer wirtschaftlicher Bedeutung ist. Bisher ist
nicht klar, ob Rht-Gene und Anfalligkeitsallele gegeniiber Ahrenfusariosen eng gekoppelt
sind. In diesem Fall miBten in den gepriften Populationen trotz erfolgter Rekombination
nahezu alle Rht-Trager auch hochanféllig sein. Ist der Zusammenhang epidemiologisch
begrindet, weil etwa die wenigen sehr kurzen Genotypen in Prifungen meist zwischen
vielen langen Genotypen stehen, kdnnte dies wiederum ihre Anfalligkeit durch erhdhte
Luftfeuchtigkeit, langere Beschattung etc. indirekt erhdhen. Bei Pleiotropie bewirken
dieselben Gene, die die Wuchshdhe verkirzen, direkt auch eine erhdhte Anfélligkeit und
kdnnen somit zlichterisch nicht getrennt werden.



2. Material und Methoden

Kreuzungspopulationen (Exp. 1 + 2)

Die Nachkommen der Kreuzungspopulationen aus einem anfalligen Rht-D1b-tragenden
Genotypen und einem Resistenzdonor wurden 2005 und 2006 auf ihre Resistenz gegen
Ahrenfusarium nach kinstlicher Infektion mit einem hoch aggressiven Fusarium culmorum-
Isolat (FC46) untersucht (Tab.2). Zur ausfihrlichen Beschreibung der verwendeten
Methoden wie Versuchsanlage, Inokulumsproduktion, Inokulation, Symptombonitur sowie
Mykotoxin- und Pilzmyzelanalyse siehe 2. Zwischenbericht.

Tab. 2: Material und Prifungsumfang (Umwelten = Ort x Jahr-Kombinationen)

Exp. Fragestellung Material N N Orte Summe
Prifglieder 2005 2006 2007 Umwelte
1 Spaltende Apache x Biscay" 190 2 3 5
Populationen Romanus x Pirat" 216 2 3 5
History x Rubens" 103 2 3 5
Solitar x Travix" 180 2 3 5
2  Verifizierungs- History x Excellenz" 32 4 4
Populationen Apache x Contra" 168 3
3  Faktorielle 7 WW-Sorten je mit 11 77 2 2
Inokulationen FG- und FC-Isolaten
4  Isogene Rht-Linien  Mercia 6 4 8

Maris Huntsman

Y Rht-D1b-Tréager

Im Versuchsjahr 2006 wurden zusatzlich aus den Populationen Apache x Biscay,
Romanus x Pirat und History x Pirat Prufglieder mit vergleichbarer Wuchshéhe selektiert und
die DON- sowie die Pilzmyzelgehalte (ExAg) im Erntegut ermittelt. Die ausgewahlten
Prifglieder der Population Apache x Biscay rangierten von 76 bis 79cm, fir
Romanus x Pirat von 85,5 bis 92,5 cm und flr History x Rubens von 82 bis 90 cm gemittelter
Wuchshéhe Uber drei Orte.

Faktorielle Inokulationen (Exp. 3)

Zum Abschluss des Projekis wurden die im Projekt verwendeten Resistenzirédger plus
Vergleichssorten auf die Stabilitdt ihrer Fusariumresistenz durch Inokulation mit den
aggressivsten Nachkommen zweier Kreuzungen von F. graminearum (FG)-Isolaten in
Hohenheim und Eckartsweier in 2007 geprift. Als Kontrolle diente das F. culmorum (FC)-
Isolat FC46 mit welchem alle Versuche der Populationen durchgefiihrt wurden. Die
Versuchsanlage erfolgte als Spalt-Anlage mit Sorten als GroBteilstick und FG- bzw. FC-
Isolaten als Kleinteilstick. Neben den zweireihigen Prifparzellen dienten im
Schachbrettmuster angelegte, zweireihige Triticale-Parzellen (Sorte Ticino) als Barrieren zur
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Minimierung von Prifglied-Interaktionen durch Abdrift oder Sekundérinfektionen zur
jeweiligen Nachbarparzelle.

Flr die verwendeten elf FG- und FC-Isolate wurde die Methode zur Massenvermehrung in
Flissigkultur nach Reid und Hamilton (1996) verwendet und optimiert. Nach Anzucht auf
nahrstoffarmen SNA-Medium wurden die Isolate in 50 mm Petri-Schalen bei 20°C fur drei
Tage unter UV-Licht (Philips TLO, 40W/80, Royal Philips Electronics, Amsterdam) zur
Sporenproduktion angeregt. Diese wurden anschlieBend in 150ml Erlenmeyer-Kolben mit
nahrstoffarmen Flissig-Medium Gberfihrt und sieben Tage unter UV-Licht geschittelt, um
die Sporenproduktion zu férdern und das Myzelwachstum zu hemmen. AbschlieBend folgte
eine Verdinnung der Sporenlésungen mit Hilfe eines Haemacytometers auf eine
Konzentration von 2 x 10° Sporen/ml. Die benétigte Menge fiir 100 ml Sporensuspension pro
Parzelle wurde bis zur Inokulation bei -20°C eingefroren. Zum zlgigen Auftauen wurden die
konzentrierten Sporenlésungen mit Leitungswasser auf 100 ml aufgefillt und anschlieBend
individuell mit einer Sprihpistole mit 3 bar auf die jeweilige Parzelle appliziert.

Nach Erscheinen der ersten Symptome erfolgte die 5-malige Bonitur des Fusariumbefalls (s.
Exp. 4) angepaBt an den jeweiligen Blihzeitpunkt der Sorte analog zu den isogenen Linien.
Nach den Bonituren wurden alle Prifglieder (Sorte x Isolat-Kombinationen) zur Vollreife von
Hand geerntet, gedroschen, gereinigt und vermahlen (Siebporengr6B8e 1mm). Anhand einer
Probe von 5g wurde der Gehalt des Typ-B-Trichothecens Deoxynivalenol (DON) und seiner
acetylierten Derivate gemessen.

Isogene Linien (Exp. 4)

Der EinfluB verschiedener Rht-Allele auf die Fusariumanfalligkeit wurde anhand von sechs
bzw. flinf isogenen Rht-Linien im genetischen Hintergrund der britischen Sorten Mercia bzw.
Maris Huntsman, erstellt am John Innes Center (Norwich, GB), in den Versuchsjahren 2006
und 2007 gepruft. Im Vergleich zum Wildtyp standen bei den Mercia-Linien mit Rht-B1b (aus
Norin 10, syn. Rht1), Rht-B1d (aus Saitama 27, syn. Rht1S), Rht-D1b (aus Norin 10, syn.
Rht2), Rht8 (aus Akakomugi) sowie die Kombination aus Rht-D1b und Rht8 zur Verfligung.
Im Vergleich zum Maris Huntsman-Wildtyp lagen Linien mit Rht-B1b, Rht-Bic (aus Tom
Thumb, syn. Rht3), Rht-D1b und die Kombination aus Rht-B1b und Rht-D1b vor. Die drei
Rht-D1b-tragenden kommerziellen Sorten Travix, Certo und Toras dienten als Standards in
allen Umwelten. Alle Genotypen wurden von Dr. Viktor Korzun (KWS LOCHOW GMBH) auf
die Anwesenheit der entsprechenden Rht-Allele anhand von molekularen Markern nach
Korzun et al. (1998) und Ellis et al. (2002) untersucht.

Beide Séatze isogener Rht-Linien wurden analog zu den Kreuzungspopulationen in
zweireihigen Mikro-Parzellen in jeweils vier Umwelten in 2006 und 2007 (Mercia-Linien) bzw.
nur 2007 (Maris Huntsman) auf ihren Fusariumbefall nach Inokulation mit dem
hochaggressiven F. culmorum-lsolat FC46 untersucht. Die Inokulumsproduktion und
Inokulation wurden in gleicher Weise wie bei den Kreuzungspopulationen durchgefihrt.
Jeder Genotyp wurde zu seiner Vollblite jedoch nur einmal inokuliert. Die drei
aufeinanderfolgenden Bonituren des Fusariumbefalls (0-100% befallene Ahrchen der
gesamten Ahrchen einer Parzelle) im Abstand von 3 - 5 Tagen wurden fiir jeden Genotypen
14 Tage nach Inokulation begonnen, um einen identischen Zeitabstand zwischen Inokulation



und Merkmalserfassung zu gewahrleisten. Zuséatzlich wurden die Wuchshéhe und das
Ahrenschiebedatum erfasst.

DON-Analysen

Die DON-Gehalte der selektierten Prifglieder aus den drei Kreuzungspopulationen Apache x
Biscay, Romanus x Pirat und History x Rubens wurden mit einem kommerziellen Enzym-
Immunoassay (RIDASCREEN™ FAST DON, R-Biopharm GmbH, Darmstadt) analysiert.
Dieser kompetitive Immunoassay detektiert DON und 3-acetyl-DON (Kreuzreaktivitat 213%)
und zeigt keine Kreuzreaktion mit anderen Trichothecenen wie 15-acetyl-DON, Triacetyl-
DON, Nivalenol, Triacetyl-Nivalenol und Fusarenon-X. Die Messungen erfolgten bei 405nm
mit Hilfe eines Mikrotiter-Platten-Spekirometers (TECAN SLT Lab Instruments, Crailsheim).
Die berechneten Werte basieren auf der Umrechnung der Extinktion mittels einer erstellten
Standardgeraden (0 ppm, 0.222, 0.666, 2 ppm, and 6 ppm).

Exo-Antigen (ExAg)-ELISA

Die Pilzmyzelgehalte wurden anhand derselben gemahlenen Ernteproben wie die DON-
Analysen mit Hilfe eines Fusarium-spezifischen Antikdrpers, verwendet in einem Double
Antibody Sandwich (DAS) ELISA-Format, von Dr. Frank Rabenstein am JKI Quedlinburg
gemessen. Die Fusarium-Antigene wurden dabei nach einer Methode von Rohde und
Rabenstein (2005) extrahiert und nach Zentrifugation in NUNC Maxisorb ELISA-Platten nach
einer Standard-Prozedur von Clark und Adams (1977) Gberfuhrt. Monoklonale
Immunoglobulin-Antikérper wurden nach Rabenstein et al. (2007) prapariert, nach einer
Methode von Hampton et al. (1990) mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugiert und far die
Analysen der Fusarium-Antigene aus Weizenmehl-Proben verwendet. Die ELISA-Platten
wurden mit monoklonalem Immunoglobulin fir 4 h bei 37°C beschichtet, anschlieBend
konnten die 1:10-verdinnten Proben Uber Nacht im Kihlschrank inkubiert werden. Nach
einer erneuten Reinigung wurden die monoklonalen AP-Konjugate, verdinnt 1:3000,
ebenfalls fir 4h bei 37°C zugegeben. Nach einstindiger Inkubation konnte die
Farbentwicklung des Substrates als Extinktion bei 405nm in einem ELISA-Spektrometer
(TECAN SLT Lab Instruments, Crailsheim) gemessen und als optische Dichte (OD) der
Probe aufgezeichnet werden.

Statistik

Alle Verrechnungen basieren auf Einzel-Parzellen-Werten. Als Analyse-Programm fir die
Varianzkomponenten-Schatzung der Kreuzungspopulationen wurde PLABSTAT (Utz 2000)
verwendet. Die Heritabilitdten (h?) der Kreuzungspopulationen wurden aus der ANOVA als
Quotient aus genotypischer zu phanotypischer Varianz nach Fehr (1987) geschatzt. Die
Populationen Apache x Biscay und History x Rubens wurden als unvollstandiges Block-
Design in einer Zweistufen-Analyse verrechnet, mit der Formel:
H = 0% /(0% e+ Pau/U+ 0% or/U), mit 0°¢ = genotypischer Varianz, 0°gy = Genotyp x Umwelt-
Interaktionsvarianz, 0% .= effektive Fehlervarianz und G = Genotyp, U = Umwelt (Cochran
and Cox 1957). Aufgrund unbalancierter Anzahl Genotypen in der Aufteilung von



langstrohigen und kurzstrohigen Genotypen (Siehe 2. Zwischenbericht) wurde die Population
Romanus x Pirat in einer Einstufen-Analyse als vollstdndiges Block-Design verrechnet, mit
der Formel K = 0°/(0°g+ 0°cu/U+ 0% /UR), mit 0% = Fehler-Varianz and R = Anzahl der
Wiederholungen. Fir alle Merkmale sind die Signifikanzen der Mittelwertvergleiche, sowie
Transgressionen anhand eines t-Tests (Grenzdifferenz = GD) berechnet worden. Die
Vergleiche der fir Rht-D1a bzw. Rht-D1b homozygoten und heterozygoten Subpopulationen
wurden mit Hilfe der PROC MIXED Prozedur in SAS/STAT (SAS Institut 2004) durchgefihrt.
Fir die Analysen der BLUP-Werte (Best linear unbiased predictors) fir die Merkmale des
mittleren Fusariumbefalls (BMW), DON- und ExAg-Gehalt innerhalb der selektierten
Genotypen mit vergleichbarer Wuchshdhe in 2006, wurde ebenfalls SAS verwendet. Die
BLUP-Werte spezifizieren in diesem Fall die Werte der selektierten Genotypen as zufallige
Effekte adjustiert um den Restfehler (Searle et al. 1992). Die Verrechnungen der Isogenen
Linien erfolgten ebenfalls mit PLABSTAT. Signifikante Unterschiede zwischen den
Genotypen wurden darUber hinaus mit dem Tukey-Test geprift. Die Faktoriellen
Inokulationen wurden als zweifaktorielle Spaltanlage mit Sorten als GroBteilsticke und
Isolaten als Kleinteilstlicke ausgewertet.
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3. Ergebnisse
3.1.  Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Kreuzungspopulationen (Exp 1+ 2)

Far alle Kombinationen aus Population x Umwelt konnte ein vergleichweise hoher mittlerer
Fusariumbefall durch kiinstliche Inokulation erreicht werden (Tab. 3). Ein gleichm&Big hohes
Infektionsniveau resultierte in ahnlichen Mittelwerten des Fusariumbefalls der Populationen
an den einzelnen Orten.

Tab. 3:  Allokation und Mittelwerte des mittleren Fusariumbefalls (0-100%) der
Nachkommenschaften aller Kreuzungspopulationen an den jeweiligen Standorten
far die Jahre 2005 und 2006

Kreuzung Jahr WOH" SIL MOS FRE HOH
Apache x Biscay 2005 37,6 29,8

2006 28,5 37,3 27,9
Romanus x Pirat 2005 49,4 36,4

2006 30,4 30,1 29,8
History x Rubens 2005 31,0 37,4

2006 36,4 30,4 32,6
Solitar x Travix 2005 37,8 23,1

2006 31,3 8,5 39,8

" WOH = Wohlde, SIL = Silstedt, MOS = Moosburg, FRE = Freising, HOH = Hohenheim.

Die Schatzwerte der Genotyp- und Genotyp x Umwelt Interaktions-Varianz des
Boniturmittelwertes (BMW) des Fusariumbefalls waren flr alle Populationen signifikant
(P =0,01) bei gleichzeitig hohen Heritabilitaten (Tab.4). Wahrend die Populationen
Romanus x Pirat, History x Rubens und Solitdr x Travix eine vergleichbare Wuchshdhe
aufwiesen, zeigten sich die Nachkommen aus Apache x Biscay deutlich kirzer (Tab. 4). Die
Genotyp- und Genotyp x Umwelt-Interaktions-Varianzen fir das Merkmal Wuchshéhe waren
ebenfalls signifikant, jedoch mit geringerem EinfluB der Interaktion. Dies resultierte somit in
sehr hohen Heritabilitditen fir die Wuchshdhe. Das jeweilige Eltern- und das
Populationsmittel zeigten sich fir die ermittelten Merkmale bei allen vier Populationen
ahnlich.

Unter Verwendung der fur Rht-D1a bzw. Rht-D1b diagnostischen Marker von Ellis et al.
(2002) wurde in den Markeranalysen aller Kreuzungseltern durch Dr. Viktor Korzun
nachgewiesen, dass Biscay, Pirat, Rubens und Travix das Kurzstroh-Allel Rht-D1b tragen.
Far die Resistenzdonoren Apache, Romanus, History und Solitdr konnte jeweils das Wildtyp-
Allel Rht-D1a nachgewiesen werden.
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Tab. 4: Mittelwerte, Genotypischer Wertebereich und Varianzkomponenten der vier
Weizenpopulationen fir den Boniturmittelwert (BMW) des Fusariumbefalls und
die Wuchshdhe (gemittelt Gber finf Umwelten aus 2005 und 2006; N = Anzahl
Nachkommen, G x U = Genotyp x Umwelt-Interaktion, h? = Heritabilitat)

Population” N Eltern- Populations- Genoytpische Varianzkomponenten h2
Mittel Mittel Spannweite
Genotyp G x U Fehler
BMW (%)
Apache x Biscay 190 29,9 32,2 12,0— 56,0 69,2** 26,8 19,3 0,90
Romanus x Pirat 216 37,2 35,2 14,1— 68,9 131,8** 51,8** 33,7 0,91
History x Rubens 103 37,1 33,5 14,7— 59,1 106,0* 26,3 23,1 0,93
Solitér x Travix 180 27,8 28,1 13,5~ 50,8 26,1** 21,8 19,1 0,81
Wuchshéhe (cm)
Apache x Biscay 190 79,1 78,9 69,0— 94,3 22,2** 3,1** 6,4 0,95
Romanus x Pirat 216 86,9 90,4 70,6-111,5  103,9** 6,9** 9,1 0,98
History x Rubens 103 90,0 96,3 66,8-116,6  120,4*™ 11,2** 9,9 0,97
Solitér x Travix 180 92,8 97,4 75,4-114,0 37,9** 41 10,5 0,95

" Resistenzdonor x Rht-D1b-tragende Sorte.
** Signifikant bei P = 0,01.

In den Merkmalen Fusariumbefall und Wuchshéhe erwiesen sich die jeweiligen
Kreuzungseltern gemittelt Gber alle Umwelten als statistisch signifikant verschieden (P =
0,01). Pirat, Rubens und Travix waren dabei signifikant kiirzer als ihre Kreuzungspartner.
Demgegeniber zeigte sich Apache als signifikant kirzer als der Rht-D1b-tragende
Kreuzungspartner Biscay, obwohl Apache kein derzeit bekanntes Rht-Allel tragt.

Alle Linien der Populationen konnten durch Marker-Analysen ebenfalls in Genotypen
aufgeteilt werden, die entweder homozygot das Wildtyp-Allel Rht-Dia bzw. das
halmverkirzende Allel Rht-D1b tragen oder heterozygot sind. Die fir Rht-D1b homozygoten
Subpopulationen zeigten in der Apache x Biscay-Nachkommenschaft eine durchschnittlich
um 7%, in Romanus x Pirat um 18% und in History x Rubens um 17% reduzierte Wuchshéhe
im Vergleich zu den jeweiligen fir Rht-D1a homozygoten Subpopulationen (Abb. 1). Darlber
hinaus stieg jedoch die Anfélligkeit gegeniiber Ahrenfusarium im Mittel der Rht-D1b-
Subpopulationen um 22, 53 und 43% gegenlUber den Rht-D1a-Subpopulationen an. Die
Reaktionen der heterozygoten Subpopulationen zeigten sich dagegen unterschiedlich. In der
Nachkommenschaft der Kreuzung Solitér x Travix konnten aufgrund groBer Unterschiede in
der Anzahl der Rht-D1a bzw. Rht-D1b-tragenden Genotypen keine eindeutigen Aussagen
gemacht werden.
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Abb. 1:

Beziehung zwischen Bonitur-
mittelwerten (BMW) des
Fusariumbefalls und der

Wuchshéhe anhand der Nach-
kommen  der  Kreuzungs-
populationen Apache x Biscay,
Romanus x Pirat, History x
Rubens und Solitdr x Travix,
aufgeteilt in homozygot das
Kurzstroh (Rht-D1b)-Allel bzw.

das Wildtyp-Allel (Rht-D1a)
tragende Subpopulationen.
Mittelwerte Uber flnf
Umwelten, heterozygote
Genotypen nicht  berlck-
sichtigt. Elternmittelwerte als
Punkte dargestellt. (GDs,, =

Grenzdifferenz bei P = 0,05).
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Wuchshéhe und der Mittelwert der Fusariumbonituren waren in allen drei
Nachkommenschaften signifikant (P = 0,01) negativ korreliert, gemittelt Gber alle Umwelten
(Tab. 5). Innerhalb der Rht-D1a/Rht-D1b-Subpopulationen nahmen diese Korrelationen
jedoch ab. Durch die geringere Aufspaltungsvariation im Merkmal Wuchshdhe zeigte sich
diese Abnahme fir Apache x Biscay nur in verminderter Form.

Tab. 5: Korrelationskoeffizienten zwischen Wuchshéhe und Boniturmittelwert des
Fusariumbefalls fir alle Nachkommen und die fiur Rht-D1a bzw. Rht-D1b
homozygoten Subpopulationen aus drei Populationen gemittelt CGber finf

Umwelten
. Subpopulation
Population Gesamt Bh-D1b RhiDia
Apache x Biscay —0.48** —0.44** -0.33**
Romanus x Pirat -0.61** —-0.38** -0.34**
History x Rubens —0.54** -0.35 -0.39**

** Signifikant bei P = 0,01.

Zusatzlich ergaben sich in den gepriften Populationen auch moderate Korrelationen von
r=-0,35 bis -0,52 zwischen dem Boniturmittelwert des Fusariumbefalls und dem
Ahrenschiebedatum. Im Mittel resultierte die Anwesenheit von Rht-D1b in einer Verzégerung
von 0,3 bis 0,5 Tagen, die in Apache x Biscay und Romanus x Pirat aufgrund der hohen
Heritabilitdt des Merkmals signifikant (P = 0,01) war. Die Rht-Di1a bzw. Rht-D1b-
Subpopulationen wiesen dabei in allen Merkmalen &hnliche genotypische Variationen wie in
den jeweiligen Gesamtpopulationen auf.

In den drei Populationen Apache x Biscay, Romanus x Pirat und History x Rubens traten
zahlreiche Nachkommen mit vergleichbarer Wuchshdéhe wie der kurzstrohige Elter, jedoch
mit signifikant geringerer Fusariumanfalligkeit auf (Abb. 1). Zusatzlich konnten in den
Populationen Romanus x Pirat und History x Rubens einige Genotypen gefunden werden,
die bei gleichem Resistenzniveau signifikant kirzer waren als der resistentere Elter.
Transgressionen fir verbesserte Fusariumresistenz zeigten sich allerdings nur in der Apache
x Biscay-Nachkommenschaft. Dabei waren sechs von sieben Linien jedoch signifikant langer
als Apache.

Neben der Bonitur des Fusariumbefalls wurden der DON- sowie der Pilzmyzelgehalt der auf
vergleichbare Wuchshdhe selektierten Linien in den drei Populationen Apache x Biscay,
Romanus x Pirat und History x Rubens Uber drei Orte in 2006 gemessen. Der negative Effekt
von Rht-D1b war innerhalb der selektierten Gruppen immer noch nachweisbar, jedoch mit 7
bis 27% erhdéhtem BMW des Fusariumbefalls in den Rht-D1b-tragenden Subpopulationen
gegeniber den Rht-D1a-Subpopulationen deutlich abgeschwécht (Tab. 6).
Interessanterweise war der EinfluB von Rht-D1b auf den DON-Gehalt deutlich ausgeprégter,
mit erhéhten DON-Gehalten von 25 bis 47%. Fir die Menge an Pilzmyzel im Erntegut ergab
sich ebenfalls eine Zunahme durch Anwesenheit von Rht-D1b, die je nach Population jedoch
unterschiedlich ausgepragt war. Aufgrund hoher Genotyp x Ort-Interaktionen und kleiner
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GruppengrdéBen erreichten die ermittelten Unterschiede zwischen den Selektionsgruppen nur
in der Population Romanus x Pirat Signifikanz (P = 0,05).

Tab. 6: BLUP (Best linear unbiased predictors)-Werte fir Wuchshéhe (WH), BMW, DON-
und Pilzmyzel- (ExAg, OD = optische Dichte) Gehalt der Kreuzungseltern und der
nach vergleichbarer Wuchshdéhe selektierten Nachkommen der homozygoten
Subpopulationen und deren Differenz (A) in % in drei spaltenden Populationen
dber drei Umwelten 2006

Population” Merkmal P1" p2" Subpopulation ARht-D1b/
Rht-Dia Rht-D1b Rht-D1a
Apache x Biscay N N=17 N=18
WH (cm) 78,3 82,8 77,6 77,8 + 0,2
BMW (%) 20,3 34,4 29,9 32,1 + 74
DON (mg/kg) 17,1 27,8 15,8 19,8 +24,8
ExAg (OD) 0,17 0,24 0,31 0,35 +11,9
Romanus x Pirat N N=15 N=16
WH (cm) 100,8 78,5 90,5 87,9 - 29"
BMW (%) 15,2 51,1 26,5 33,8 + 27,4
DON (mg/kg) 28,1 54,1 30,9 45,4 +46,8*
ExAg (OD) 0,08 0,37 0,25 0,39 + 54,7*
History x Rubens N N=10 N=11
WH (cm) 97,0 84,1 86,8 86,5 - 04
BMW (%) 17,9 57,3 34,0 38,1 +11,9
DON (mg/kg) 24,3 77,8 37,2 48,4 + 30,2
ExAg (OD) 0,59 1,69 0,98 1,07 + 8,8

") Bezeichnung nach Schema: Resistenzdonor (P1) x Rht-D1b tragende Sorte (P2).
*,** Signifikant bei P= 0,05 bzw. 0,01.
N = Anzahl selektierter Nachkommen aus der entsprechenden Subpopulation.

Allerdings zeigten die absoluten Konzentrationen an DON und Pilzmyzel groBe
Schwankungen in Abhéngigkeit des genetischen Hintergrundes. So wiesen die selektierten
Genotypen der Population History x Rubens im Mittel bis zu zweieinhalbfach erhéhte DON-
sowie bis zu dreifach hdhere Pilzmyzelgehalte auf als die selektierten Genotypen der
Population Apache x Biscay (Tab. 6). Die gemittelten DON- und Pilzmyzelgehalte der Linien
aus der Population Romanus x Pirat, welche bei niedrigen Pilzmyzelgehalten
vergleichsweise hohe DON-Gehalte aufweisen, zeigten, dass das Verhéltnis der
produzierten DON-Menge pro Einheit Pilzmyzel nicht konstant ist, sondern vom Genotyp
abhangt. Dies erwies sich auch in den Korrelationen von DON-Gehalt zum BMW der
Fusariumbonitur bzw. zum Pilzmyzelgehalt (Abb. 2). Wahrend bei Apache x Biscay und
History x Rubens die Korrelation des DON-Gehaltes zum BMW mit r = 0,82 und r = 0,87 sehr
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eng waren, erwiesen sich die Korrelationen des DON- zum Pilzymzelgehalt mit r = 0,66 und
r = 0,58 weniger deutlich. Durch hohe genotypische Variation sowohl im DON- als auch im
Pilzmyzelgehalt der Linien aus der Kreuzung Romanus x Pirat ergab sich in diesem Fall eine
engere Korrelation des DON- zum Pilzmyzelgehalt als zum BMW des Fusariumbefalls.
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse des glinstigeren Pilzmyzel-ELISA-Tests keine
eindeutigen Aussagen Uber das exakte Niveau des DON-Gehaltes zu.

90 + 90 -
- Rht-D1b
80 | ® Rht-D1b 80 | . °
r=0,82* o Rht-D1a r=0,66 O Rht-D1a
70 4 70 A
g 60 - ° {a 60 - o
E 50 4 g 50 - °
% 40 1 (z) 40 - oo
0 30 a 30 4 ° Biscay o
i °
20 20 Apache o 8
10 A 10 - Q oo ®
O T T T T T 1 O T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 00 01 02 03 04 05 06 0,7 0,8
BMW [%] ExAg [OD]
90 4 90 -
° °
801  r=063" o 80 - r=0,75"
70 - ° 70 4
o 60 = 60 1
% 50 | © Pirat % 50
E E
% 40 + (ZD 40 4 o
a 39 a 30 1 Roncl)anus
20 1 o ® Rht-D1b 20 1 ® Rht-D1b
10 4 o © Rht-D1a 10 4 o O Rht-D1a
0 T T T T T 1 O T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 o0 o1 02 03 04 05 06 0,7 08
BMW [%] ExAg [OD]
90 4 90 -
80 - @ Rubens 80 - & 4° © Rubens
- 0.87" =0,58*
70 - r=0,87 70 | r
—_— 2 — 60
g% g
g 50 - g 50 4
z 40 A Z 404
o (o]
0O 30 0 30
(@) ® Rht-D1b (@) ® Rht-D1b
20 4 ) 20 + History
History O Rht-D1a O Rht-D1a
10 - 10 4
O T T T T T T 1 O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 0,0 0,2 04 06 0,8 10 1,2 14 16 1,8 2,0
BMW [%] ExAg [OD]

Abb. 2: Korrelationen des DON-Gehaltes zum BMW des Fusariumbefalls bzw. zum
Pilzmyzelgehalt (ExAg-Gehalt in optischer Dichte (OD)) innerhalb der auf
vergleichbare Wuchshdhe selektierten Genotypen aus den Populationen Apache x
Biscay, Romanus x Pirat und History x Rubens mit den Mittelwerten der jeweiligen
Eltern, gemittelt Uber drei Umwelten in 2007
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Faktorielle Inokulationen (Exp. 3)

In einem 2007 abschlieBend durchgeflihrten Versuch zur Stabilitdt der Fusariumresistenz
nach Inokulation mit hoch aggressiven F.graminearum und F.culmorum-lsolaten wurden die
wenig anfalligen Sorten Romanus, Solitar, History und Apache, sowie die mittelanfalligen
Sorten Certo, Biscay und Tommi auf ihren Fusariumbefall sowie DON-Gehalt nach
kinstlicher Infektion untersucht. Im Mittel Uber die elf verwendeten Isolate zeigen auch die
resistentesten Sorten wie Romanus, Solitar und History deutlichen Befall von 16 bis 21%, bei
den mittelanfélligen Sorten Biscay und Tommi werden jedoch im Mittel der
Fusariumbonituren bereits Befallswerte von 50% erreicht (Abb. 3). In der finalen Bonitur,
welche dem Befall kurz vor der Gelbreife entspricht, sind die Befallsmittelwerte mit 28% bei
Romanus bis zu 72% bei Tommi noch einmal entsprechend héher. Wahrend der BMW des
Fusariumbefalls von der am wenigsten bis zur anfalligsten Sorte im Vergleich um den Faktor
3 zunimmt, ist der Unterschied im DON-Gehalt mit einer Zunahme um den Faktor 5 noch
deutlicher.
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Abb. 3: Finale Bonitur, Mittelwert des Fusariumbefalls und DON-Gehalte der wenig
anfélligen Kreuzungseltern Romanus, Solitér, History und Apache und den
mittelanfélligen Vergleichssorten Certo, Biscay und Tommi, gemittelt Uber 11
hochaggressive Isolate gemittelt Gber zwei Umwelten 2007

Werden die Isolate einzeln betrachtet, so zeigte sich im Mittel der sieben gepriften
Weizensorten eine signifikante Zunahme der Aggressivitat (Abb. 4). Dass ein sehr hohes
Aggressivitatsniveau erreicht wurde, zeigt auch die Tatsache, dass das von Miedaner et al.
(1996) als hochaggressiv eingestufte Isolat FC46 in der Aggressivitat signifikant Gbertroffen
wurde. Der Fusariumbefall stieg bei den gepriften Sorten mit zunehmender Aggressivitat der
Isolate stetig an, allerdings mit steigenden isolatbedingten Schwankungen bei zunehmender
Anfalligkeit der Weizensorte. Im Merkmal der akkumulierten DON-Menge zeigte sich der
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Effekt der isolatabhangigen Zunahme der Streuung noch deutlicher, es ergaben sich fir
beide Merkmale jedoch keine signifikanten (P = 0,05) Weizen-Genotyp x Isolat-Interaktionen,
obwohl die Variation flr beide Hauptfaktoren Weizen-Genotyp und lIsolat signifikant (P =

0,05) war.
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Abb. 4: Boniturmittelwert (BMW) des Fusariumbefalls und DON-Gehalt hochaggressiver
FG- und FC-lsolate gemittelt Uber sieben (BMW) bzw. sechs (DON) wenig- bis
mittelanfallige Winterweizensorten in zwei Umwelten in 2007, aufsteigend sortiert
nach dem Mittelwert des BMW. Die Werte der Sorten Biscay und Romanus, sowie
die Mittelwerte sind als Punkte dargestellt

Isogene Linien (Exp. 4)

In den Feldprifungen der zwei Satze isogener Rht-Linien konnte 2006 und 2007 ebenfalls
ein zuverlassiger hoher Fusariumbefall erzielt werden. Das Befallsniveau war jedoch im
Versuchsjahr 2006 deutlich héher als 2007, daraus resultierte ein deutlich héherer Mittelwert
fir den Fusariumbefall im zweijahrig gepruften Mercia-Satz im Vergleich zu den, nur in 2007
gepriften, Maris Huntsman-Linien (Tab. 7). Aufgrund eines milden Winters erfolgte das
Ahrenschieben in 2007 ca. 20 Tage frither als 2006.
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Sowie bei Mercia als auch bei Maris Huntsman zeigten die Wildtyp-Linien den geringsten
Fusariumbefall gemittelt GOber alle Umwelten (Abb. 5). In den Mercia-Linien erhéhten alle
gepriften Rht-Allele die Fusariumanfalligkeit signifikant (P = 0,05), nur die Linie mit der
Kombination aus Rht-D1b + Rht8 erreichte keinen signifikanten Unterschied, da diese nur in
2007 geprift werden konnte. Den starksten Effekt zeigte im Mercia-Hintergrund das Rht-
D1b-Allel mit einer Steigerung der Fusariumanfélligkeit um 20%-Punkte im Mittel Uber acht
Umwelten.

Tab. 7: Varianzkomponenten und Heritabilitdt (h?) des Boniturmittelwertes (BMW) des
Fusariumbefalls, der Wuchshéhe und Zeitpunkt des Ahrenschiebens fiir finf
isogene Linien mit Mercia- (ohne Mercia Rht1+Rht8) und finf isogene Linien mit
Maris Huntsman-Hintergrund, inokuliert mit Fusarium culmorum in je vier Umwelten
(U) 2006 und 2007 (Mercia) bzw. vier Umwelten 2007 (Maris Huntsman), T.i.J. =

Tage im Jahr
Rekurrenter Elter Mittelwert Varianzkomponenten h2
Merkmal Genotyp GxU Fehler
Mercia
BMW (%) 48,2 447,56 ** 42,48 * 13,04 0,91
Wuchshéhe (cm) 74,3 450,47 ** 3,83 1,73 0,99
Ahrenschieben (T.i.d.) 150,3 54,09 ** 1,70 0,12 0,97

Maris Huntsman

BMW (%) 37,6 338,67 * 68,87 * 10,19 0,80
Wuchshéhe (cm) 72,5 1953,45 ** 1297* 1,63 0,99
Ahrenschieben (T.i.J.) 143,3 10,77 ** 1,74 0,12 0,84
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*Signifikanzniveau bei P = 0,05.
**Signifikanzniveau bei P = 0,01.

Dass diese negative Wirkung jedoch stark vom genetischen Hintergrund abhé&ngig ist,
zeigten die verwendeten Kontrollsorten Toras, Certo und Travix, die alle das Rht-D1b-Allel
tragen und sich in ihrer Fusariumanfalligkeit, allerdings auch in ihrer Wuchshdéhe, signifikant
(P = 0,05) unterschieden. Einen ahnlichen einkiirzenden Effekt von 19 cm durch Rht-D1b-
Prasenz zeigte Rht8 mit 18 cm, in Kombination mit einer Zunahme der Fusariumanfalligkeit
von nur 7%-Punkten.

Innerhalb der Maris Hunstman-Linien flihrten Rht-B1b und Rht-D1b ebenfalls zu einer
signifikanten Einkirzung von ca. 16 cm. Die gesteigerte Fusariumanfalligkeit im Maris
Huntsman-Hintergrund erreichte allerdings kein signifikantes Niveau. Die extrem einkirzend
wirkende Kombination aus Rht-B1b + Rht-D1b sowie Rht-B1c bewirkten demgegenulber eine
deutlich ausgepragte, signifikante Erhéhung des Fusariumbefalls von 20 bzw. 22%-Punkten.
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Abb. 5: Relativer Boniturmittelwert (BMW) des Fusariumbefalls und relative Wuchshéhe
von finf isogenen Rht-Linien im Vergleich zu Mercia (100%) tber acht Umwelten
2006 und 2007 bzw. vier isogenen Rht-Linien im Vergleich zu Maris Huntsman
(100%) Uber vier Umwelten 2007. Zusatzlich sind die Rht-D1b-tragenden Sorten
Toras, Certo und Travix als Standards in beiden Séatzen relativ zu Mercia bzw.
Maris Huntsman dargestellt. Gestrichelte Linien reprasentieren die doppelseitig
abgetragene Grenzdifferenz der Merkmale bei P = 0,05
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3.2. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Anhand von vier nicht-verwandten Kreuzungspopulationen konnte eine deutliche Erh6hung
der genetisch bedingten Fusarium-Anfalligkeit durch das Rht-D1b-Kurzstrohgen
nachgewiesen werden. Eine zum Rht-D1b-Allel vergleichbare Einkirzung wurde durch
Prifung von zwei Satzen isogener Linien auch bei weiteren Rht-Allelen festgestellt. Jedoch
zeigten alle untersuchten Rht-Allele ebenso eine spezifische Erhdéhung der
Fusariumanfalligkeit, die in ihrer Auspragung allerdings stark vom genetischen Hintergrund
abhangig ist. Da die Auswirkungen von Rht-D1b auf die Merkmale Fusariumanfalligkeit,
DON- und Pilzmyzel-Gehalt in Abhangigkeit des genetischen Hintergrundes sehr
unterschiedlich sind, scheint eine enge Kopplung eines einzelnen Resistenzgens mit dem
Wildtyp-Allel Rht-D1a somit unwahrscheinlich. AuBerdem zeigen alle Rht-Loci einen
anfélligkeitserhbhenden Effekt, obwohl sie von mindestens vier verschiedenen
Ausgangssorten (Norin 10, Saitama 27, Akakomugi und Tom Thumb) stammen (Gale und
Youssefian 1985). Deshalb kénnen die Auswirkungen von Rht-D1b auf die
Fusariumanfalligkeit als pleiotropische Effekte angesehen werden, die nicht direkt durch
Zuchtung vom gewinschten Einkirzungseffekt getrennt werden kénnen.

Far eine Verbesserung der Fusariumresistenz war jedoch innerhalb der homozygoten Rht-
D1a- bzw. Rht-D1b-Subpopulation ausreichend genetische Variation zur Selektion
vorhanden bei deutlich abgeschwéchter Auswirkung der Wuchshéhe auf die
Fusariumresistenz. Somit kann eine frihe Marker-Untersuchung der Nachkommen auf Rht-
D1a bzw. Rht-D1b und anschlieBende Selektion innerhalb der Subpopulationen empfohlen
werden, welche jedoch eine hohere Selektionsintensitit bzw. zunehmende
PopulationsgréBen bedingt. Dennoch scheint eine Verbesserung der Fusariumresistenz bei
gleichzeitiger Nutzung der positiven agronomischen Eigenschaften des Rht-D1b-Allels
aussichtsreich.

Es zeigten sich innerhalb der auf vergleichbare Wuchshdhe selektierten Genotypen zwar
signifikante gute Korrelationen zwischen dem DON-Gehalt und dem BMW des
Fusariumbefalls mit Korrelationskoeffizienten von r = 0,63 bis 0,87, jedoch erfordern groBe
genotypische Unterschiede im Niveau der DON-Akkumulation spezifische DON-Analysen.
Da das Verhaltnis von akkumulierter DON-Menge pro Einheit Pilzmyzel im gepruften Material
nicht konstant war und allgemein in Abhangigkeit des Genotyps als variabel angesehen
werden kann, ist somit der kostengiinstigere Pilzmyzel-ELISA gegeniber der
kostenintensiveren Analyse des DON-Gehaltes nicht unmittelbar als Ersatz geeignet.

Bei ansteigender Aggressivitdt von verschiedenen FG- und FC-Isolaten ergab sich eine
signifikante Zunahme des Befalls auch bei wenig anfélligen Sorten. Allgemein resistentere
Sorten erwiesen sich dabei trotzdem als stabiler in ihrer Auspragung der Fusariumresistenz
und der DON-Akkumulation als anfalligere Sorten. Es konnten selbst auf dem hohen
Befallsniveau keine Weizen-Genotyp x Isolat - Interaktionen fir Fusariumbefall und DON-
Akkumulation festgestellt werden, welches fir eine quantitativ wirksame Fusariumresistenz
spricht, die Isolat-unabhangig gepruft und zichterisch bearbeitet werden kann.
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4. Zusammenfassung

Aufgrund hoher Ertrags- und Qualitatsverluste sowie der Kontamination des Erntegutes mit
Mykotoxinen, vor allem Deoxynivalenol (DON), zahlen Ahrenfusariosen weltweit zu den
bedeutendsten Weizenkrankheiten. Im Jahr 2005 wurden auf circa 50% der Weizen-
Vermehrungsflache in Deutschland Weizensorten angebaut, die das ertragssteigernde
Kurzstroh-Gen Rht-D1b (syn. Rht2) tragen. Zur Untersuchung der Aufspaltungvariation der
Fusariumresistenz und des Einflusses des Rht-D1b-Gens auf die Resistenz gegen
Ahrenfusarium wurden vier fir das Rht-D1b-Gen spaltende Populationen aus adaptierten
Weizeneltern (Apache x Biscay, Romanus x Pirat, History x Rubens und Solitéar x Travix) auf
Fusariumbefall, Wuchshéhe und Ahrenschiebedatum gepriift. Die Feldpriifungen der
Populationen auf Fusariumbefall mittels Sprihinokulation mit einem hochaggressiven
Fusarium culmorum-lsolat erfolgten 2005 und 2006 in insgesamt funf Umwelten. Gemittelt
Uber alle Umwelten zeigten die vier Populationen signifikante genotypische Unterschiede fur
den Fusariumbefall und die Wuchshéhe bei einem erheblichen mittleren Fusariumbefall der
Populationen von 32,2 — 35,2%. In allen Populationen zeigten kurze, homozygot Rht-D1b-
tragende Genotypen eine um 7-18cm signifikant geringere Wuchshéhe und eine um 22-53%
signifikant héhere Fusariumanfalligkeit im Vergleich zu den langen, homozygot Rht-D1a-
tragenden Genotypen.

Im Jahr 2006 wurden aus drei Populationen Genotypen jeweils eines Wuchshbéhenbereiches
selektiert, die entweder homozygot das Kurzstroh-Allel Rht-D1b oder das Wildtyp-Allel Rht-
D1a trugen. Diese wurden 2007 auf ihren DON- sowie Pilzmyzelgehalt untersucht. Zur
Analyse des Pilzmyzelgehaltes wurde von Dr. F. Rabenstein ein neuartiger ELISA-Test des
Julius-Kihn-Institutes in Quedlinburg entwickelt und optimiert. Anhand der beiden Rht-D1-
Subpopulationen ergab sich eine, im Vergleich zur Gesamtpopulation zwar abgeschwéchte,
jedoch immer noch deutliche Erhéhung der Fusariumanfalligkeit von 7 - 27% in Genotypen,
die das Rht-D1b-Allel enthielten, im Vergleich zu Genotypen mit dem Wildtyp-Allel Rht-D1a.
Fir den DON-Gehalt ergab sich sogar eine Erhdéhung von 25-48% und fir den
Pilzmyzelgehalt von 9-55% in Rht-D1b tragenden Genotypen. Aufgrund hoher
Genotyp x Ort-Interaktionen erwiesen sich die Unterschiede allerdings nur in der Population
Romanus x Pirat als signifikant (P =0.05). Des Weiteren zeigten die absoluten
Konzentrationen an DON und Pilzmyzel groBe Schwankungen in Abhangigkeit des
genetischen Hintergrundes. So wiesen die selektierten Genotypen der Population History x
Rubens bis zu zweieinhalbfach erhéhte DON- sowie bis zu dreifach héhere Pilzmyzelgehalte
auf als die der Population Apache x Biscay. Innerhalb der selektierten Genotypen zeigten
sich signifikante gute Korrelationen zwischen dem DON-Gehalt und dem BMW des
Fusariumbefalls, mit Korrelationskoeffizienten von r = 0,63 bis 0,87. Das Verhaltnis der
Menge an akkumuliertem DON pro Einheit Pilzmyzel erwies sich jedoch in Abhdngigkeit des
Genotyps als sehr variabel. Somit ist der Pilzmyzel-ELISA nicht unmittelbar als Ersatz zum
kostenintensiveren DON-ELISA geeignet.

In einem zusatzlich in 2007 durchgefuhrten faktoriellen Versuch wurde die Auspragung des
Fusariumbefalls bzw. die Stabilitdt der Fusariumresistenz von  adaptierten
Winterweizensorten mit mittlerem bis hohem Resistenzniveau nach Inokulation mit
verschiedenen F. graminearum bzw. F. culmorum-lsolaten mit hoher bis sehr hoher

23



Aggressivitat geprift. Es zeigten sich keine signifikanten Sorte x Isolat-Interaktionen, jedoch
stieg das Befallsniveau auch bei resistenteren Genotypen mit zunehmender Aggressivitat
der Isolate signifikant an.

Zur Evaluierung weiterer Rht-Allele wurden in 2006 und 2007 in insgesamt acht Umwelten
sechs isogene Rht-Linien mit Mercia-Hintergrund und in 2007 funf Linien mit Maris
Huntsman-Hintergrund auf ihren EinfluB auf die Fusariumanfalligkeit gepruft. Im Mercia-Satz
bestatigte sich der signifikante negative EinfluB von Rht-D1b auf die Fusariumresistenz
(+52% Befall). Rht-B1b und Rht 8 erwiesen sich als weniger negativ im Sinne der
Fusariumresistenz (beide +19%) bei leicht abgeschwéachter bzw. vergleichbarer Einkirzung
der Wuchshéhe. Im Maris Huntsman-Satz zeigten sich ebenfalls die negativen Effekte von
Rht-B1b sowie Rht-D1b, erreichten aber keine Signifikanz. Die mitgepruften Rht-D1b-
tragenden Standardsorten Toras, Certo und Travix demonstrieren dabei den groBen EinfluB
des genetischen Hintergrundes auf die Auswirkungen des Rht-Dib-Allels auf die
Fusariumanfalligkeit sowie die Mdglichkeit, die positiven agronomischen Eigenschaften von
Rht-D1b mit guter Fusariumresistenz zu kombinieren. Durch konsequente Selektion sind
somit mittelfristig Sorten mit geringer Wuchshéhe, hohem Ertragsniveau und verbesserter
Fusariumresistenz realisierbar.
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5. Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatséachlich erreichten
Zielen und Hinweise auf weiterfliihrende Fragestellungen

Die Aufspaltungsvariation und Haufigkeit von Transgressionen von vier spaltenden
Winterweizenpopulationen, welche das Kurzstrohallel Rht-D1b enthalten, wurde wie geplant
in finf Umwelten erfasst. Anhand von, fir vergleichbare Wuchshdhe, selektierten Genotypen
der spaltenden Nachkommenschaften konnte die Beziehung zwischen der visuellen
Ahrenbonitur, der Fusarium-Myzelmenge mittels ELISA und dem DON-Gehalt des
Erntegutes ermittelt werden. Darlberhinaus wurden zwei Satze isogener Linien auf die
Auswirkungen weiterer Rht-Allele auf die Fusariumanfalligkeit untersucht. In diesem
Zusammenhang wurde ein deutlicher EinfluB allgemein der Kurzstroh(Rht)-Gene und
speziell von Rht-D1b auf die Resistenz gegeniiber Ahrenfusariosen festgestellt, der jedoch
stark variiert in Abh&ngigkeit des genetischen Hintergrundes.

Ein vom JKI neu entwickelter ELISA zur Erfassung der Fusarium-Myzel-Konzentration ist,
wie vorgesehen, fir den breiten Einsatz in der zlichterischen Praxis entwickelt und optimiert
worden. In einem nachtraglich beantragten faktoriellen Versuch zur Prifung der Resistenz-
Stabilitdt von sieben ausgewahlten Weizenlinien mit elf verschiedenen, hochaggressiven
Fusariumisolaten zeigte sich, dass auch resistentere Sorten bei zunehmender Aggressivitat
der lIsolate starker befallen werden, allerdings in deutlich geringerem AusmaB als
mittelanfallige Sorten. Nicht vorhandene Sorte x Isolat-Interaktionen bewiesen eine
isolatunabhangige quantitative Resistenzauspragung.

Weiterfihrend ware die Untersuchung der genauen Ursachen der hdchstwahrscheinlich
pleiotropen negativen Effekte von Rht-D1b auf die Fusariumresistenz von besonderem
Interesse. Durch die quantitative Auspragung der Fusariumresistenz und groBer
Ausspaltungsvariation im getesteten Material kann der negative EinfluB zichterisch zwar
weitgehend kompensiert werden, dartber hinaus wéren jedoch genauere Kenntnisse Uber
die physiologische Wirkungsweise der erhdhten Anfalligkeit und die Méoglichkeiten der
zlichterischen Bearbeitung zur stetigen konsequenten Fusariumresistenz-Verbesserung und
Verringerung der Mykotoxinbelastung des Erntegutes von umfassender Bedeutung.
Weiterhin zu klaren wére die Frage, ob andere Rht-Allele wie z.B. Rht8, ohne Verlust von
agronomischer Leistung der Sorte, eine dauerhaft verbesserte Fusariumresistenz erreichen
kénnen. Durch die fortlaufende Suche, Analyse und Einkreuzung von Resistenz-QTL aus
exotischem Material, wie “Sumai3*“, kénnten zuklnftig derzeit unbekannte Major-Gene zur
Verbesserung der Fusariumresistenz sowie neue Rht-Allele gefunden werden, die kombiniert
mit den regional adaptierten genetischen Hintergrinden und speziell den verschiedenen
bereits verwendeten Rht-Allelen weltweit zur einer dauerhaften Ertragssicherheit und
Resistenz-Stabilitdt gegenliber Fusarienepidemien beitragen wirden.
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