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Vorwort

Dr. Michael Gohn!*

Sehr geehrte Damen und Herren!

Namens der Vereinigung darf ich Sie alle als Obmann sehr herzlich begriilen und freu mich iiber Ihr Interesse an dieser
unserer Tagung.

Wie tiblich mdchte ich mich sehr herzlich hier in Raumberg-Gumpenstein beim Hausherrn, Herrn Direktor Sonnleitner,
fiir die Zurverfiigungstellung der Raumlichkeiten bedanken und auch gleich den Wunsch aussprechen, dass wir dieses
Gastrecht auch in den nichsten Jahren ausiiben diirfen. Ebenso bedanke ich mich einerseits fiir uns als Veranstalter als
auch im Namen aller Teilnehmer bei Dr. Karl Buchgraber, der wie immer Rahmenprogramm, gemeinsamen Abend und
Organisation vor Ort in seine Hdnde genommen hat.

Das wissenschaftliche Programm hat Prof. Heinrich Grausgruber wie schon seit einigen Jahren erstellt und die Vortra-
genden eingeladen.

Wir haben fiir dieses Jahr zwei uns wichtig erscheinende Themenbldcke aufgestellt, einerseits den Weg der markergestiitzten
Selektion zur genomischen Selektion, und andererseits das Thema ,,Wheat Stress and Robust Wheat*.

Die markergestiitzte Selektion wird ja bereits fiir einige Pflanzencharakteristiken angewandt, wie z.B. Fusariumresistenz
bei Weizen, und da sind wir sehr interessiert, was es Neues auf diesem Gebiet gibt und wie sich dieses Verfahren weiter
entwickelt hat.

Wheat Stress / Robust Wheat andererseits ist, wie es derzeit wahrgenommen wird, ein Dauerthema anlésslich der sich ab-
zeichnenden Klimaverdnderung. Hier ist die Pflanzenziichtung wirklich gefordert, klimaangepasste Sorten herauszubringen,
da der Nahrungsmittelbedarf angesichts der stetig steigenden Weltbevdlkerung kontinuierlich mitwéchst.

In diesem Sinne wiinsche ich Thnen allen eine erfolgreiche Tagung mit vielen fruchtbringenden Gesprachen und erdffne
somit diese 62. Jahrestagung.

! Obmann der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs, Wiener StraBe 64, A-3100 ST. POLTEN
* Ansprechpartner: Michael GOHN, michael.gohn@mauthner.co.at
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Lehr- und Forschungszentrum fiir Landwirtschaft
Raumberg-Gumpenstein

Genomic Selection: Promise, experience, expectation

Johann Solkner', Birgit Gredler', Hermann Schwarzenbacher?, Johann Tanzler?,
Anamarija Frkonja', Gabor Meszaros' and Christa Egger-Danner?

Abstract

In February 2008 a project on genomic selection for
Fleckvieh in Austria was started. The goals of the project
were (i) the development of genomic evaluation pro-
cedures for Fleckvieh, (ii) the comparison of methods,
(iii) check the utility of the technology to improve low
heritability traits and (iii) the establishment of routine ge-
nomic selection including the logistics. Within the project
2000 bulls were genotyped using the [llumina 50k bead
chip. Surprisingly, similar results were obtained when
conceptionally very different methods (prune - bundle)
were applied. As an outcome of the project first official

genomic breeding values for Fleckvieh were released in
August 2011 and the new system is about to replace the
traditional progeny testing system. Genomic selection
proved to be efficient and is being implemented while the
methodology is still not fully developed. In the meantime
anew project commenced including also Pinzgauer, Tirol
Grey and Brown Swiss.

Keywords

Animal breeding, Fleckvieh, genomic selection, Simm-
ental
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Department fiir Nachhaltige Agrarsysteme, Institut fiir Nutztierwissenschaften, Gregor Mendel Strafie 33, A-1180 WIEN
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Genom-basierte Vorhersage der Testkreuzungsleistung bei Mais
Genome-based prediction of testcross performance in maize

Theresa Albrecht und Chris-Carolin Schon'™

Abstract

Most traits of agronomic importance follow a quantita-
tive distribution. The assessment of these quantitative
traits in performance tests is time and resource consu-
ming. Thus, prediction of the genetic potential of indi-
viduals based on their DNA profile is highly desirable.
This study comprised 1380 doubled haploid (DH) lines
genotyped with 1152 single nucleotide polymorphism
(SNP) markers. A subset of 759 DH lines was geno-
typed with additional 56110 SNP markers. Testcross
progenies of the DH lines were phenotyped for the two
traits grain yield and grain dry matter content in seven
environments. We used best linear unbiased prediction
and stratified 5-fold cross-validation to compare the
performance of different statistical models with respect
to genome-based prediction of testcross performance in
maize. Models including genomic information outper-
formed the pedigree-based prediction model. Average
predictive abilities were high for grain yield when the
prediction was performed within families (0.66-0.68).
Predictions across distantly related families lead to a
decrease in predictive abilities (0.43-0.44). Predictive
abilities were still relatively high when the population
size was halved. For grain yield, an increase in predictive
ability from 0.59 to 0.62 was achieved when the number
of markers was increased from 1152 to 56110. Our results
look promising for the implementation of genome-based
prediction into breeding programs.

Keywords

Genome-based prediction, genomic selection, testcross
performance, Zea mays

Einleitung

In der Pflanzenziichtung basiert die genetische Verbesserung
komplexer Merkmale weitestgehend auf der phénotypischen
Evaluierung einer groen Zahl von Selektionskandidaten
in ressourcenintensiven, mehrortigen und mehrjahrigen
Feldversuchen. Die Anwendung der von MEUWISSEN et
al. (2001) fiir die Rinderzucht vorgeschlagenen Methode
der genomischen Selektion kdnnte jedoch dazu fiihren,
dass neben der im Feld gemessenen phanotypischen Leis-
tung auch der genomische Wert eines Individuums in der
Selektion Beriicksichtigung finden wird.

Methodisch ist die genomische Selektion als eine Weiter-
entwicklung der marker-gestiitzten Selektion zu sehen. Die

dichte Abdeckung des Genoms mit molekularen Markern,
wie den Einzelbasenmutationen (engl. single nucleotide
polymorphisms, SNPs), erlaubt den genetischen Wert
eines Individuums auf der Basis des Markerprofils des
Gesamtgenoms zu schitzen. Wéhrend in der klassischen
Kopplungs- oder Assoziationskartierung einzelne Genom-
regionen mit signifikantem Effekt auf das Zielmerkmal
identifiziert und zur Selektion genutzt werden, ist es durch
eine massive Erhohung der Markerdichte moglich, iiber
Kopplungsungleichgewichte (engl. linkage disequilibrium;
LD) alle Gene, die fiir ein quantitatives Merkmal kodieren
(engl. quantitative trait loci; QTL), zu erfassen und in die
Vorhersage des genetischen Werts einzubeziehen.

Zunichst miissen an einer moglichst groen Referenzpopu-
lation sowohl genotypische als auch phanotypische Daten
erhoben werden. Mittels statistischer Modelle werden auf
der Basis dieser Daten Vorhersagemodelle entwickelt, die
dazu dienen, die Leistung der nicht phanotypisierten Selek-
tionskandidaten vorherzusagen und die besten Kandidaten
auf der Basis ihres DNA Profils zu selektieren.

In der Tierziichtung finden diese Methoden bereits breite
Anwendung bei der genomischen Zuchtwertschétzung, z.B.
von ungepriiften Bullen (VANRADEN et al. 2009) und erste
experimentelle Studien zeigen, dass die genom-basierte
Leistungsvorhersage auch fiir die Pflanzenziichtung von
Bedeutung sein kann (ALBRECHT et al. 2011, HEFFNER
etal. 2011). Zur Abschitzung des ziichterischen Potentials
der genom-basierten Leistungsvorhersage muss ihre rela-
tive Effizienz im Vergleich zur phianotypischen Selektion
bewertet werden. Eine wichtige Komponente ist hierbei die
Genauigkeit der genomischen Vorhersage, d.h. die Hohe der
Korrelation des vorhergesagten mit dem wahren genetischen
Wert der Selektionskandidaten. In der Hybridmaisziichtung
steht dabei vor allem die Genauigkeit der Vorhersage der
Testkreuzungsleistung von Inzuchtlinien im Mittelpunkt
der Betrachtung.

In dieser Studie zeigen wir an einem experimentellen
Datensatz verschiedene Methoden und Ergebnisse zur
genom-basierten Vorhersage der Testkreuzungsleistung bei
Mais. Mittels Kreuzvalidierung bestimmen wir (1) die Vor-
hersagegenauigkeit verschiedener Modelle, basierend auf
der erwarteten oder realisierten Verwandtschaft zwischen
DH-Linien, (2) die Bedeutung des Verwandtschaftsgrades
fiir die Vorhersagegenauigkeit, (3) den Einfluss der Popu-
lationsgrofle auf die Vorhersagegenauigkeit und (4) das
Potential der Vorhersage basierend auf dem MaizeSNP50
BeadChip von Illumina (GANAL et al. 2011).

' Lehrstuhl fiir Pflanzenziichtung, TU Miinchen, Emil-Ramann-Strae 4, D-85354 FREISING

* Ansprechpartner: Chris-Carolin SCHON, chris.schoen@wzw.tum.de



Material und Methoden

Die vorliegende Studie an Mais (Zea mays L.) umfasst
insgesamt 1380 doppelhaploide (DH) Linien aus 36 Kreu-
zungen mit je 14 bis 60 Nachkommen. Die Abstammung
der DH-Linien kann bis zu drei Generationen zuriickverfolgt
werden (ALBRECHT et al. 2011). Die Phénotypisierung
fand in Form von Testkreuzungen an sieben européischen
Standorten statt. In diesen Kdrnermaisversuchen wurden
zwei Merkmale, Korntrockenmasseertrag (KE, dt-ha™') und
Korntrockenmassegehalt (KTMG, %), erfasst. An jedem
Standort bestand das experimentelle Design aus 15 unwie-
derholten 10x10 Gitteranlagen jeweils bestehend aus 92
DH-Linien und vier wiederholten Standards. Adjustierte
Mittelwerte am Einzelort wurden mittels der wiederholten
Standards berechnet.

Fiir die Genotypisierung der 1380 DH-Linien wurde ein
VeraCode-Assay mit 1152 SNPs verwendet. Drei DH-Linien
mussten aufgrund nicht ausreichender Qualitét der genotypi-
schen Daten verworfen werden. Fiir die weiteren Analysen
wurden 732 SNPs mit weniger als 10% fehlenden Werten
und einer Frequenz des weniger haufigen Allels (engl. minor
allele frequency, MAF) groBer 1% verwendet.

Ein Teil der DH-Linien (N=759) wurde zusétzlich mit dem
MaizeSNP50 BeadChip von [llumina (GANAL et al. 2011)
mit insgesamt 56110 SNP-Markern genotypisiert. Nach
einer Qualitdtskontrolle (GenTrain-Score >0,9; MAF>0,01;
fehlende Werte <0,10) gingen 20742 SNP-Marker in die
weiteren Analysen ein. Die 20742 SNP-Marker sind gleich-
méBig tiber alle zehn Chromosomen des Maisgenoms verteilt
und haben einen durchschnittlichen Abstand von 0,11 Mb.
Fehlende Werte wurden anhand der Familienstruktur ersetzt.
Eine Ubersicht iiber die in dieser Studie verwendeten Da-
tensdtze ist in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1: Anzahl DH-Linien und SNP-Marker fiir drei in dieser
Studie verwendete Datensiitze

Table 1: Number of DH lines and SNP marKkers for three data
sets used in this study

Datensatz Anzahl DHs (N) Anzahl SNPs (M)
VCl 1377 732

vC2 759 654

50k 759 20742

Vorhersage der Testkreuzungsleistung

Die Vorhersage der Testkreuzungsleistung der DH-Linien
wurde mit linearen gemischten Modellen durchgefiihrt,
wobei die zufilligen Effekte der Genotypen sogenannte
BLUPs (engl. best linear unbiased predictors; HENDER-
SON 1984) sind. Die Vorhersagegenauigkeit folgender drei
Modelle, die sich in der Modellierung der zufélligen Effekte
unterscheiden, wurde untersucht:

PBLUP y=u+tZt+te
GBLUP y=u+Zs+e
P+GBLUP Y=U+Zt+Zs+e

In allen drei Modellen enthélt der Vektor y die N adjustierten
Mittelwerte aus der Auswertung der phénotypischen Daten
tiber die sieben Standorte. In allen drei Modellen steht der
Vektor Y fiir das Gesamtmittel und der Residuenvektor e
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folgt einer Normalverteilung mit e~N(0, 16?). Die Design-
matrix Z ordnet die Phianotypen den zufdlligen Effekten zu.
Die drei Modelle unterscheiden sich durch die den zufilligen
Effekten zugrunde liegende Varianz-Kovarianz-Struktur. Im
Modell PBLUP (Pedigree-BLUP) ist der Vektor t normal-
verteilt mit t~N(0, Ko? ). Die Varianz-Kovarianz-Matrix
K entspricht hier der Verwandtschaftsmatrix basierend auf
drei Generationen Abstammungsinformation und c? ist die
fiir das Modell PBLUP spezifische genetische Varianz der
Testkreuzungen.

Im GBLUP (Genomic-BLUP) ist der Vektor S ebenfalls
normalverteilt mit s~N(0, S6° ) und o°_ist die fiir das Mo-
dell GBLUP spezifische Varianz der Testkreuzungen. Die
marker-basierte Verwandtschaftsmatrix S wird tiber den
Simple-Matching-Koeffizienten (SNEATH and SOKAL
1973) berechnet, der fiir alle moglichen paarweisen Lini-
enkombinationen den Anteil iibereinstimmender Marker-
genotypen relativ zur Gesamtzahl der Marker quantifiziert.
Dabei ergibt sich fiir die Matrix S, mit paarweisen Simple-
Matching-Koeffizienten folgende Formel:

_ (W-JNxM )(W'JNxM )I+ MJNxN

SSM - 2M
wobei die Matrix W die Marker-Genotypen der DHs enthélt
(0 oder 2 Kopien des selteneren Alleles), J, ., und J, . Ma-

trizen mit Einsen als Elemente und den Dimensionen NxM
und NxN sind und M die Anzahl der Marker ist. Um daraus
die Matrix S, die im Modell GBLUP die Varianz-Kovarianz-
Struktur der zufélligen Effekte beschreibt, zu erhalten, wird
jedes Element der Matrix mit dem Minimum s_. der Matrix
S, korrigiert und S ergibt sich als:

(W-J0 )(W-Jy ) +MI -2Ms J,
2M(1- smin)

Im Modell P+GBLUP wird sowohl die abstammungsbasierte
als auch die marker-basierte Verwandtschaft berticksichtigt.

S =

Kreuzvalidierung

Die Kreuzvalidierung (engl. cross-validation; CV) ist
eine Methode zur Bestimmung der Vorhersagegenauigkeit
statistischer Modelle und zum Vergleich verschiedener
Modelle. Dabei werden die Daten zufillig auf k gleich gro-
Be Teildatensitze aufgeteilt. Aus k-1 Teildatensétzen wird
ein Trainingsdatensatz (engl. estimation set; ES) gebildet,
anhand dessen das Vorhersagemodell entwickelt wird. Fiir
den verbleibenden Teildatensatz (engl. test set; TS) wird die
Testkreuzungsleistung der DH-Linien vorhergesagt. Anhand
der Korrelation zwischen der vorhergesagten Testkreu-
zungsleistung der DH-Linien im TS und ihrer tatséchlich
beobachteten Leistung kann die Vorhersagegenauigkeit des
Modells bewertet werden.

In dieser Studie haben wir eine 5-fach CV unter Beriicksich-
tigung der Verwandtschaftsstruktur der DH-Linien durch-
gefiihrt (LEGARRA et al. 2008). Dabei wird der Datensatz
in fiinf gleich groBe Teildatensdtze geteilt. Jeder der fiinf
Teildatensétze bildet ein TS mit zugehorigem Trainingsda-
tensatz bestehend aus den anderen vier Teildatensdtzen. Wird
die Aufteilung der DH-Linien auf die Teildatensétze zehnmal
neu randomisiert, ergeben sich insgesamt 50 CV-Laufe. Um
die Abhdngigkeit der Vorhersagegenauigkeit vom Grad der
Verwandtschaft zwischen ES und TS zu untersuchen, wurde
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bei der Aufteilung der DH-Linien auf die Teildatensitze
die Familienstruktur beriicksichtigt. Wird jede Familie in
fiinf Teile geteilt (engl. CV within; CV-W), ist eine engere
Verwandtschaft zwischen ES und TS zu erwarten, als wenn
ganze Familien entweder dem ES oder dem TS zugeteilt
werden (engl. CV across; CV-A).

Um den Effekt der Populationsgro3e auf die Vorhersage-
genauigkeit zu ermitteln, wurde der Datensatz VC1 in zweli,
vier und acht Teildatensdtze geteilt. Durch wiederholte,
neu randomisierte Zuordnung der DH-Linien zu den Teil-
datensétzen entstanden fiir N=688, 344 und 172 jeweils 32
unterschiedliche Teildatensétze. In jedem dieser Teildaten-
sdtze wurde die Vorhersagegenauigkeit mittels 5-fach CV
mit zufélliger Aufteilung der DH-Linien auf ES und TS fiir
die drei beschriebenen Modelle bewertet.

Ergebnisse und Diskussion

Die Genauigkeiten der Vorhersage der Testkreuzungsleis-
tung fiir die beiden Merkmale Kornertrag und Korntrocken-
massegehalt sind fiir die VC1-Daten mit 1377 DH-Linien
und 732 SNPs in Tabelle 2 dargestellt. Die Modelle, die
genomische Information nutzen (GBLUP und P+GBLUP),
erzielten signifikant hohere Vorhersagegenauigkeiten als das
PBLUP Modell. Fiir Kornertrag lag die Vorhersagegenauig-
keit fiir GBLUP bei 0,66, wenn bei der Kreuzvalidierung die
Aufteilung in ES und TS innerhalb der Familien vorgenom-
men wurde (CV-W) und bei 0,44 wenn Familien entweder
dem ES oder dem TS zugeteilt wurden (CV-A). Bei PBLUP
wurde fiir CV-W eine Korrelation zwischen vorhergesagter
und beobachteter Testkreuzungsleistung von 0,51 erreicht.
Wie erwartet war die Vorhersagegenauigkeit fiir PBLUP und
CV-A mit 0,11 sehr gering. Fiir Korntrockenmassegehalt
lagen die Genauigkeiten insgesamt hoher als fiir Kornertrag
mit 0,72 fir GBLUP in CV-W und 0,59 in CV-A.

Ein Grund fiir das bessere Abschneiden der marker-basierten
Modelle liegt in der genaueren Vorhersage der Testkreu-
zungsleistung innerhalb von Familien. Alle Nachkommen
einer Kreuzung erhalten basierend auf Stammbaumin-
formationen denselben Abstammungskoeffizienten und
somit kann mit PBLUP bei der Vorhersage der Testkreu-
zungsleistung nicht zwischen DH-Linien, die auf dieselbe
Kreuzung zuriickgehen, differenziert werden. Bei GBLUP
hingegen wird die realisierte Verwandtschaft anhand der

Tabelle 2: Durchschnittliche Vorhersagegenauigkeit drei ver-
schiedener Modelle fiir die Merkmale Kornertrag (KE) und
Korntrockenmassegehalt (KTMG), basierend auf 50 Kreuzva-
lidierungen innerhalb (CV-W) und zwischen Familien (CV-A)
des VC1 Datensatzes

Table 2: Average predictive abilities of three models for the
traits grain dry matter yield (KE) and grain dry matter con-
tent (KTMG) evaluated with 50 cross-validation runs based
on sampling within (CV-W) and across families (CV-A) of the
VCl1 data set

KE KTMG
Modell CV-W CV-A CV-W CV-A
PBLUP 0,51 0,11 0,50 0,31
GBLUP 0,66 0,44 0,72 0,59
P+GBLUP 0,68 0,43 0,72 0,59

genom-weiten Markerdaten berechnet und somit kann bei
der Leistungsvorhersage auch zwischen DH-Linien, die auf
dieselbe Kreuzung zuriickgehen, unterschieden werden. In
Abbildung 1 ist die vorhergesagte Testkreuzungsleistung fiir
Kornertrag von 264 DH-Linien eines zuféllig ausgewéhlten
TS aus CV-W fiir die Modelle PBLUP und GBLUP gegen
die aus dem Gesamtdatensatz geschétzte mittlere Familien-
leistung gezeigt. Wéhrend fiir PBLUP nur ein gemeinsamer
Wert fiir die Testkreuzungsleistung aller DH-Linien einer
Familie angegeben ist, differenziert GBLUP auch zwischen
DH-Linien derselben Kreuzung.

Der Zusammenhang zwischen der GroBe des Trainings-
datensatzes und der Vorhersagegenauigkeit fiir die drei
Modelle ist in Abbildung 2 dargestellt. Bei Halbierung des
Datensatzes von 1377 DHs auf 688 DHs fallt die Vorher-
sagegenauigkeit aller Modelle leicht ab. Bei Reduktion der
Populationsgrofe von 344 auf 172 Linien fallt bei allen drei
Modellen die Vorhersagegenauigkeit stark ab.

Die Erhohung der Markerdichte von 654 SNPs (VC2,
N=759) auf 20742 SNPs (50k, N=759) fiihrte fiir beide
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Abbildung 1: Vorhergesagte Testkreuzungsleistung mit PBLUP
sowie der mit GBLUP vorhergesagte Wertebereich eines TS
aus CV-W gegen das jeweilige Familienmittel fiir das Merkmal
Kornertrag im Datensatz VC1

Figure 1: Predicted testcross performance of DH lines with
PBLUP and range of predicted performance with GBLUP
for one TS randomly chosen from CV-W plotted against the
respective family mean for grain yield in the data set VC1

Merkmale zu einer signifikant héheren Vorhersagegenau-
igkeit (Abbildung 3). Fiir Kornertrag erhohte sich die Vor-
hersagegenauigkeit von 0,59 auf 0,62 mit CV-W und von
0,35 auf 0,39 mit CV-A. Beim direkten Vergleich der mit
GBLUP erzielten Vorhersagegenauigkeit der Datensitze
VC1 und 50k wird jedoch erkennbar, dass die Verbesserung
der Vorhersagegenauigkeit durch mehr Marker den durch
die geringere Populationsgrofle entstandenen Verlust an
Genauigkeit nicht kompensieren konnte.

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie sind ermutigend fiir die Im-
plementierung der genom-basierten Leistungsvorhersage
in Zuchtprogrammen bei Mais. Fiir die beiden Merkmale
Kornertrag und Korntrockenmassegehalt konnten mit
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Abbildung 2: Vorhersagegenauigkeit fiir Kornertrag der
Modelle PBLUP, GBLUP und P+GLUP mit zufilliger Kreuz-
validierung in Abhéingigkeit von der Populationsgriofie N fiir
den Datensatz VC1

Figure 2: Predictive ability for grain yield of models PBLUP,
GBLUP and P+GLUP derived from random cross-validation
as a function of population size N for the data set VC1

marker-basierten Vorhersagemodellen und Kreuzvalidie-
rung innerhalb Familien hohe Korrelationen zwischen vor-
hergesagter und beobachteter Testkreuzungsleistung erzielt
werden. Jedoch hatte der Verwandtschaftsgrad zwischen
den DH-Linien in der Trainingspopulation und den DH-
Linien, deren Leistung vorhergesagt werden sollte, einen
groflen Einfluss auf die Vorhersagegenauigkeit. Auch die
PopulationsgroBe wirkte sich deutlich auf die Vorhersage-
genauigkeit der Modelle aus. Bis zu einer Grofle von N=688
erzielte GBLUP jedoch immer noch gute Ergebnisse. Ein
Anstieg der Vorhersagegenauigkeit konnte mit Zunahme der
Markerdichte auf 20742 SNPs erreicht werden.

Um zu einer soliden Bewertung der relativen Effizienz der
genom-basierten Vorhersage zu kommen, bedarf es weiterer
experimenteller Ergebnisse zur Genauigkeit der Vorhersage
iiber Materialgruppen, Jahre, Tester und Selektionszyklen.
Es ist jedoch auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse zu
erwarten, dass die marker-basierte Leistungsvorhersage
bestehende, phinotyp-basierte Zuchtprogramme sinnvoll
erginzen kann.
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Advanced back-cross QTL mapping of resistance to Fusarium
head blight derived from Triticum macha (Georgian spelt wheat)

Maria Buerstmayr!”, Marc Lemmens, Barbara Steiner and Hermann Buerstmayr

Abstract

While many reports on genetic analysis of Fusarium
head blight (FHB) resistance in bread wheat have been
published during the past decade, only limited informa-
tion is available on FHB resistance derived from wheat
relatives. In this contribution we report the genetic ana-
lysis of FHB resistance derived from Triticum macha
(Georgian spelt wheat). As the origin of T. macha is in
the Caucasian region, it is supposed that its FHB resis-
tance differs from other well-investigated resistance
sources. In order to introduce valuable alleles from the
landrace T. macha into a modern genetic background we
adopted an advanced back-cross QTL mapping scheme
(TANKSLEY and NELSON 1996). A backcross-derived
recombinant-inbred line population of 321 BCF, lines
was developed from a cross of T. macha with the Aus-
trian winter wheat cultivar Furore. The population was
evaluated for Fusarium resistance in seven field experi-
ments during four seasons using artificial inoculations. In
addition several plant morphological and developmental
traits were evaluated, such as plant height, flowering date,
and spike morphology. 300 lines of the population were
genetically fingerprinted using SSR and AFLP markers.
Map construction was done with an updated version of
CarthaGene software (De GIVRY et al. 2005). For QTL
mapping QGene software (NELSON 1997) was used.
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The resulting linkage map covered 33 linkage groups
with 560 markers. Five novel FHB-resistance QTL, all
descending from T. macha, were found on four chromo-
somes (2A, 2B, 5A, 5B). These novel T. macha derived
QTL appear valuable for broadening the genetic basis
and diversity of FHB resistance in wheat. The major FHB
resistance QTL at chromosome 5A is closely associated
with the wild-type allele g, but it is currently unclear
whether q has a pleiotropic effect on FHB resistance or
is closely linked to a nearby resistance QTL. Although
several QTL were associated with plant height, only
the 2BL FHB resistance QTL co-located with a plant
height QTL. Selected lines and markers linked to FHB
resistance QTL from this study appear useful for practi-
cal resistance breeding because they carry novel QTL
from the landrace T. macha in an already agronomically
adapted background. In addition selected lines carrying
g (spelt wheat ear type) could be useful as crossing
partner for spelt wheat breeding. For further details see
BUERSTMAYR et al. (2011).
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Association mapping in a breeding population of hybrid rye
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Abstract

Rye (Secale cereale L.) is mainly bred as a hybrid crop
in Germany. We have exploited the potential of associ-
ation mapping in a breeding population of hybrid rye to
identify molecular markers for complex inherited traits.
Testcross performance was evaluated in replicated field
trials for plant height at nine and thousand grain weight
at four locations in 2010. Whole genome profiling using
Diversity Arrays Technology (DArT) markers allowed
to characterize the structure of the genetic variation in
experimental hybrids of this population and proved to be
suitable for association mapping in the allogamous rye.
We were able to identify markers associated with both
traits at several significance levels in testcross progeny
between elite inbred lines originating from two heterotic
gene pools of rye. Sequence information on associated
markers enabled a comparative genetic approach of QTL
mapping and revealed, that the rice gene models ortholo-
gous to markers associated with QTL in rye are located
in segments of the rice genome, which have previously
been shown to carry QTL for the described traits as well.
The discovered markers open new perspectives for the
characterization and validation of QTL alleles and may
contribute to strengthen the efficiency of hybrid rye bree-
ding via marker assisted selection for superior alleles.

Keywords

Association mapping, candidate genes, DArT marker,
hybrid rye, Secale cereale

Einleitung

Roggen (Secale cereale L.) ist die einzige fremdbefruch-
tende Getreideart. Mit der Etablierung der Hybridziichtung
konnten zuvor bestehende grundlegende methodische
Schwierigkeiten bei der Auswahl und Vermehrung leistungs-
starker Genotypen des anemogamen Roggens geldst und ein
signifikanter Zuchtfortschritt erzielt werden. Im Vergleich
zu den besten Populationssorten zeigen Roggenhybriden
eine um durchschnittlich 15-20% hdohere Ertragsleistung
(GEIGER und MIEDANER 2009). Unter den spezifischen

Produktionsbedingungen des 6kologischen Landbaus, der
unter anderem durch ein reduziertes Angebot an Stickstoff
(N) gekennzeichnet ist, offenbaren Hybridsorten gegen-
iiber Populationssorten sogar eine um bis zu 39% hohere
Leistungsfdhigkeit im Kornertrag (Abbildung 1). Neben
dem grofleren Ertragspotenzial von Hybriden kann diese
Uberlegenheit auf ihre ausgeprigtere Toleranz gegeniiber
abiotischem Stress wie Trockenheit oder niedriger N-Ver-
fligbarkeit zuriickgefiihrt werden (TOLLENAAR und LEE
2006). Die effiziente Nutzung von Stickstoff zdhlt zu den
spezifischen Aspekten einer nachhaltigen Landwirtschaft
(SPIERTZ 2010). Hybridziichtung bei Roggen hélt damit
nicht nur eine traditionelle Fruchtart in unserer technisierten
und hochgradig spezialisierten Landwirtschaft konkur-
renzfahig, sondern kann dariiber hinaus dazu beitragen,
nachhaltige Losungen zur Verbesserung der Stickstoffbilanz
zu finden.

Derzeit entfallen 60% der Vermehrungsfliche von Roggen
auf Hybridsorten (BUNDESSORTENAMT 2010). In Bezug
auf die verschiedenen Nutzungsrichtungen des Roggens als
Brot- und Futtergetreide sowie als nachwachsender Rohstoff
fiir die Bioenergieerzeugung erdffnet die Hybridziichtung
die Moglichkeit, durch die gezielte Kombination vorselek-
tierter Inzuchtlinien neue Hybridsorten mit spezifischen
Qualitdtsprofilen zu entwickeln. Der Qualitétsziichtung
bei Roggen wird eine steigende Bedeutung beigemessen
(MIEDANER und HUBNER 2011).

Hybridziichtung beruht auf der Identifizierung heterotischer
Muster zwischen genetisch divergenten Genpools. Das
allgemein in der Hybridroggenziichtung eingesetzte hetero-
tische Muster ist das PetkusxCarsten-Muster (GEIGER und
MIEDANER 2009). Eine zytoplasmatisch bedingte méann-
liche Sterilitét (cytoplasmic male sterility, CMS) wird auf
der Saatelterseite als genetischer Mechanismus der Befruch-
tungslenkung zur grofflichigen Erzeugung von Kreuzungs-
saatgut genutzt, wobei das Pampa-Zytoplasma (GEIGER
und SCHNELL 1970) dominiert (BUNDESSORTENAMT
2010). Kommerzielle Roggen-Hybriden sind ein Produkt
aus CMS-Einfachkreuzungen als Saateltern und Restorer-
Synthetiks als Polleneltern (GEIGER und MIEDANER
2009). Die Identifizierung von Kreuzungsnachkommen mit
iiberragender Ertragsleistung ist die zentrale Aufgabe in
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Abbildung 1: Relative Kornertrige von Winterroggen (in % der Verrechnungssorten) unter Bedingungen des 6kologischen
Landbaus auf 13 Standorten der Landessortenversuche 2008 (BB: Brandenburg; BY: Bayern; HE: Hessen; MV: Mecklenburg-
Vorpommern; NI: Niedersachsen; RP: Rheinland-Pfalz; SH: Schleswig-Holstein; SN: Sachsen; TH: Thiiringen) (nach MUCKE und

MEYERCORDT 2009)

Figure 1: Relative grain yields of winter rye (%, relative to the mean of check varieties) grown under organic farming in 13
different locations of the German regional state trials 2008 (BB: Brandenburg; BY: Bavaria; HE: Hesse; MV: Mecklenburg-Vor-
pommern; NI: Lower Saxony; RP: Rhineland-Palatinate; SH: Schleswig-Holstein; SN: Saxony; TH: Thuringia) (according to MUCKE

and MEYERCORDT 2009)

kommerziellen Hybridziichtungsprogrammen. Aus Zeit- und
Kostengriinden kann jahrlich jedoch nur ein begrenzter Satz
aller moglichen Experimentalhybriden aus vorgetesteten
Linien in umfassenden Feldversuchen gepriift werden.

Die Effizienz von Hybridziichtungsprogrammen kann durch
den Einsatz molekularer Marker zur Vorhersage der Hybrid-
leistung erhoht werden (VUYLSTEKE et al. 2000, YU et
al. 2005, SCHRAG et al. 2006, MAENHOUT et al. 2009,
FRISCH et al 2010). Voraussetzung hierfiir sind Kenntnisse
iiber Marker, welche fiir die Auspragung von ziichterisch
relevanten, quantitativ vererbten Merkmalen (quantitative
trait loci, QTL) mitbestimmend sind. Fiir den Roggen sind
bislang nur wenige derartige Marker-Merkmalsbeziehungen
beschricben (BORNER et al. 1999, 2000; MASOJC und
MILCZARSKI2005, FALKE et al. 2009). Diese QTL-Stu-
dien wurden an Kartierungspopulationen aus biparentalen
Kreuzungen (F2, BC1, RIL) durchgefiihrt. Die Effekte der
dabei untersuchten zwei Allele auf die Merkmalsauspragung
bediirfen daher der Validierung an den Elitelinien eines
Zuchtprogramms. Die auf Kopplungsungleichgewicht (lin-
kage disequilibrium, LD) beruhende Assoziationskartierung
stellt einen alternativen Ansatz zur Kartierung von QTL dar.
Sie bietet den Vorteil, dass sie direkt an Elitezuchtmaterial
durchgefiihrt und die gewonnenen Erkenntnisse unmittelbar
fiir die kommerzielle Sortenentwicklung genutzt werden
konnen. Dariiber hinaus ermdglichen Assoziationstudien,
eine potenziell grofe Zahl an Allelen je Genort zu evaluie-
ren. Das niedrige LD im Roggen (LI etal. 2011a) verspricht
in genomweiten Untersuchungen eine hohe genetische
Auflosung. Allerdings kann diese aufgrund der Grof3e des
Roggengenoms von ca. 8,1 Gb nur iiber einen erheblichen
Genotypisierungsaufwand erreicht werden. Insbesondere

microarray-basierte Markertechnologien besitzen durch die
multiparallele Analyse einer groen Zahl an Genorten, eines
hohen Polymorphiegrades sowie einer sehr guten Reprodu-
zierbarkeit grofles Potenzial fiir eine umfassende Erstellung
von DNA-Fingerabdriicken bei Pflanzen. Microarray-basier-
te Markertechnologien stehen seit kurzem als Diversity Ar-
rays Technology (DArT) (BOLIBOK-BRAGOSZEWSKA
et al. 2009) sowie als Rye5K-SNP-Genotypisierungsarray
(HASENEYER et al. 2011) auch fiir den Roggen zur Ver-
fligung. Die DArT-Markertechnologie wurde bei Weizen
und Gerste fiir genomweite Assoziationsstudien genutzt
(CROSSA etal. 2007, RAMAN et al 2010, NEUMANN et
al. 2011, MATTHIES et al. 2012). Alternativ zu genomwei-
ten Studien ermoglicht die Analyse von Kandidatengenen,
deren potenzielle Bedeutung fiir die Auspragung komplex
vererbter Merkmale zu studieren. Dieser Ansatz ist kiirzlich
erstmals erfolgreich bei Roggen fiir das Merkmal Frosttole-
ranz beschrieben worden (LI et al. 2011b).

Die vorliegende Studie hat zum Ziel, das Potenzial von
DArT-Markern fiir eine genomweite Assoziationskartierung
bei Roggen zu untersuchen. Wir beschreiben die Identifizie-
rung molekularer Marker fiir komplex vererbte Merkmale
mittels Assoziationskartierung in der Zuchtpopulation eines
Hybridroggenzuchtprogramms. Dariiber hinaus berichten
wir iiber einen Ansatz der vergleichenden Genkartierung
zwischen Roggen- und Reis-QTL fiir ein agronomisches
und ein Qualitdtsmerkmal.

Material und Methoden

Das Untersuchungsmaterial stammt aus der Zuchtpopulati-
on der HYBRO Saatzucht und umfasst 102 Saatelterlinien
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und 14 Pollenelterlinien. Die Leistungspriifung von 197
Einfachkreuzungen zwischen diesen Saat- und Pollenelter-
linien erfolgte 2010 an 9 Versuchsstandorten der HYBRO
Saatzucht in Niedersachsen, Mecklenburg-Vorpommern,
Brandenburg sowie in Polen als unvollstdndige Blockan-
lage (a-Design) in 5Sm? Parzellen und 2 Wiederholungen
je Priifglied. Das Merkmal Wuchshéhe (WUH) wurde in
9 Umwelten und der Qualitdtsparameter Tausendkorn-
masse (TKG) in 4 Umwelten erfasst. Die phénotypischen
Daten wurden mit Hilfe der Statistik-Software R 2.14.0
(R DEVELOPMENT CORE TEAM 2011) analysiert.
Die Voraussetzung der Varianzhomogenitit wurde mittels
Levene-Test tiberpriift.Fiir die molekularen Analysen wurde
genomische DNA aus jungen Bléttern der Inzuchtlinien wie
frither beschrieben (HACKAUF und WEHLING 2002)
isoliert. Die 116 Genotypen wurden an 51 Mikrosatelliten-
Loci auf einem ABI 3130x]1 Genetic Analyzer unter den
zuvor beschriebenen PCR-Konditionen (HACKAUF und
WEHLING 2002, HACKAUF et al. 2009) genotypisiert.
Die Genotypisierung mit Diversity Arrays Technology
(DArT)-Markern erfolgte wie bei BOLIBOK-BRAGO-
SZEWSKA et al. (2009) beschrieben. Primer-Design fiir
Kandidatengene aus dem Starkestoffwechsel, dem Regu-
lationsnetzwerk der Bliithzeitpunktkontrolle und anderen
Merkmalskategorien, die Darstellung von PCR-Fragmenten
aus genomischer Roggen-DNA sowie eine vergleichende
Genkartierung wurde wie bei HACKAUF und WEHLING
(2005) sowie HACKAUF et al. (2009) beschrieben durch-
gefiihrt. Die Sequenzanalysen von Kandidatengenen sowie
die Detektion von SNPs (single nucleotide polymorphisms)
und Indels (insertion/deletion-polymorphisms) wurden mit
Hilfe der Programme Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER und
LISCHER 2010) und TASSEL 3.0.68 (BRADBURY et al.
2007) vorgenommen. Dabei identifizierte SNPs mit einer
Allelfrequenz kleiner als 5% wurden bei der Berechnung
des LD nicht beriicksichtigt.

Die Markergenotypen der Einfachkreuzungen wurden aus
den elterlichen molekularen Genotypen abgeleitet. Die fiir
Assoziationsstudien zu beriicksichtigende Populations-
struktur wurde mit Hilfe des Programms STRUCTURE
(PRITCHARD et al. 2000) bzw. iiber eine Hauptkoordina-
tenanalyse (PCoA) im Softwarepaket DARwin (PERRIER
und JACQUEMOUD-COLLET 2006) auf Grundlage der
DArT-Marker ermittelt. Fiir die Modellformulierungen der
Assoziationsstudie wurde die Q-Matrix aus STRUCTURE
als Kovariate verwendet. Als zweite Kovariate wurde auf
Grundlage der DArT-Marker eine Kinship-Matrix mit Hilfe
des Programms SPAGeDi (HARDY und VEKEMANS
2002) nach der Methode von HARDY (2003) erstellt.

Um die Effekte der beiden Kovariaten auf die Assoziations-
studie zu untersuchen, wurden Marker-Merkmalsassozia-
tionen zundchst mit Hilfe eines generell linearen Modells
(GLM) unter Beriicksichtigung der Populationsstruktur
sowie mit Hilfe eines gemischt linearen Modells (MLM)
zur Bestimmung der Effekte der Verwandtschaftsbezieh-
nung ermittelt.

Da beide Kovariaten einen Effekt auf die Ergebnisse der
Assoziationsstudie hatten (nicht gezeigt), erfolgte die
Identifizierung von Marker-Merkmalsassoziationen mit
Hilfe eines gemischt linearen Modells (YU et al. 2006) mit

11

dem Programm TASSEL 3.0.68 unter Beriicksichtigung der
Populationsstruktur Q und der Kinship-Matrix K:

Merkmal = Marker + Q + K + Fehler.

In der Assoziationsstudie wurden Marker mit einer Allel-
frequenz unter 5% nicht berticksichtigt. Die Identifizierung
assoziierter Marker erfolgte bei unterschiedlichen Signifi-
kanzniveaus (¢=0,05, 0=0,01 und 0=0,001). Informationen
tiber die Kartierung von QTL im Reis wurden aus der
Gramene QTL-Datenbank (YOUENS-CLARK etal. 2011)
abgefragt.

Ergebnisse und Diskussion

Im Untersuchungsmaterial konnte eine kontinuierliche
Verteilung fiir die Merkmale WUH iiber 9 Umwelten sowie
fiir das Merkmal TKG iiber 4 Umwelten beobachtet wer-
den (Abbildung 2). Beide Merkmale offenbarten deutliche
Unterschiede zwischen den Priifgliedern.

Die Varianzanalyse iiber 9 bzw. 4 Umwelten zeigte fiir beide
Merkmale signifikante Unterschiede zwischen den Priif-
gliedern, Orten sowie fiir die Genotyp-Umwelt-Interaktion
(P<0,05; Tabelle 1). Die ausgeprigte Umweltabhéngig-
keit der Merkmale dokumentiert, dass die phinotypische
Charakterisierung solch komplex vererbter Merkmale in
multiplen Umwelten durchgefiihrt werden sollte, um eine
Erfassung der Leistungsfahigkeit individueller Genotypen
mit ausreichender Genauigkeit zu erzielen. Eine vergleich-
bar hohe Priifintensitét wie in der vorliegenden Studie wurde
in publizierten QTL-Studien bei Roggen bislang nur bei
FALKE et al. (2009) beschrieben.

Im Untersuchungsmaterial zeigten sowohl WUH als auch
TKG hohe Heritabilitidten. Diese Daten stehen in guter
Ubereinstimmung zu den in Testkreuzungen von Introgres-
sionslinien geschitzten Heritabilitdten H?>= 0,90 fir WUH
und H?= 0,85 fiir TKG (FALKE et al. 2009).

Die Assoziationskartierung gewinnt zunehmend an Bedeu-
tung fiir die Kartierung von QTL in pflanzlichen Genomen
(INGVARSSON und STREET 2011). Bei der Durchfiih-
rung von Assoziationsstudien sind Kenntnisse iiber eine
potenzielle Populationsstruktur erforderlich, um das Risiko
falsch-positiver Marker-Merkmalsbeziehungen zu reduzie-
ren. Sowohl mit dem Programm STRUCTURE, als auch
mit DARwin war es moglich, 8 Gruppen zu identifizieren,

Tabelle 1: Schiitzwerte der Varianzkomponenten und Heri-
tabilititen (I:Iz) der Testkreuzungsnachkommenschaften (G)
fiir Wuchshéhe (WUH) und Tausendkornmasse (TKG) iiber
multiple Umwelten (O)

Table 1: Estimates of variance components and heritabilities
(A2) of rye test-crosses (G) in multiple environments (O) for
plant height (WUH) and thousand grain weight (TKG)

Varianzkomponente WUH TKG
o’ 13,39" 337
o’ 141,78" 2,75
o 8,57" 0,35
0%, 19,25 2,82
a 0,88 0,68

* signifikant bei ¢=0,05



12

Fraquanz

Wuchshohe

Assoziationskartierung in einer Hybridroggen-Zuchtpopulation

B

Frequenz

TKG

Abbildung 2: Hiufigkeitsverteilung fiir die Merkmale Wuchshéhe (A) und Tausendkornmasse (B) von 197 Testkreuzungen iiber

multiple Umwelten in 2010

Figure 2: Frequency distributions for the traits plant height (A) and thousand grain weight (B) of 197 test-crosses in multiple

environments in 2010

in die sich die in 2010 untersuchten 197 Testkreuzungen
unterteilen lieBen (Abbildung 3).

Im Untersuchungsmaterial zeigten sich 3117 teilweise
kartierte (BOLIBOK-BRAGOSZEWSKA et al. 2009)
DArT-Marker informativ. Nach Ausschluss der Marker mit
einer Allelfrequenz unter 5% reduzierte sich die Anzahl an
DArT-Markern auf 1653 (53%) und die der Mikrosatelli-
tenallele von 194 auf 120 (61,9%). Fiir 278 DArT-Marker
(16,8%) sowie 29 SSR-Allele (24,2%) an 24 SSR-Loci
offenbarte sich bei einem Signifikanzniveau von a=0,05
eine signifikante Assoziation zu den Merkmalen WUH
(124 DATT + 8 SSR) sowie TKG (154 DArT + 21 SSR).
Von den dabei identifizierten 307 Markern waren vierzehn
(4,6%) mit beiden untersuchten Merkmalen assoziiert.
Durch die identifizierten Marker werden bis zu 6,4% der
phénotypischen Varianz fiir WUH erklart, wiahrend die
maximal durch einzelne Marker erklérte Varianz fiir TKG
10,5% betrégt (Tabelle 2). Bei einem Signifikanzniveau von
0=0,01 reduzierte sich die Anzahl der assoziierten Marker
fiir WUH bzw. TKG auf 32 bzw. 50 DArT-Marker und 1
bzw. 5 SSR-Allele. Diese 82 Marker waren jeweils mit nur
einem Merkmal assoziiert und erklarten eine phanotypische

Tabelle 2: Erkliirte phinotypische Varianz (V,) der assoziierten
Marker fiir Wuchshohe (WUH, ¢m) sowie Tausendkornmasse
(TKG, g) bei 3 unterschiedlichen Signifikanzniveaus

Table 2: Proportion of phenotypic variance (V) for plant height
(WUH, c¢m) and thousand grain weight (TKG, g) explained by
associated markers in case of three significance levels

a=0,05 a=0,01 a=0,001
WUH TKG WUH TKG WUH TKG
Marker (n) 132 175 33 55 2 15
DV, (%) 32 3,5 4,5 5,1 6,2 6,98
V,min (%) 1,95 1,9 3.4 33 6,1 53

V, max (%) 6,4 10,5 6,4 10,5 6.2 10,5

Varianz zwischen 3,4% und 6,4% fiir WUH und 3,3% und
10,5% fiir TKG (Tabelle 2). Bei einem Signifikanzniveau
von 0=0,001 konnten Assoziationen von 2 DArT-Markern
zu WUH und von 15 DArT-Markern zu TKG identifiziert
werden. Diese 17 Marker erklérten eine Varianz von maxi-
mal 6,2% bzw. 10,5% fiir WUH bzw. TKG. Die assoziierten
Marker zeigten sich auf allen 7 Roggenchromosomen ver-
teilt. Gegenwiértig arbeiten wir an der Integration bislang
noch nicht chromosomal lokalisierter DArT-Marker in
die genetische Karte des Roggens. Diese integrierte Karte
wird es ermoglichen, das intrachromosomale Ausmal} des
Kopplungsungleichgewichtes in Elitezuchtmaterial des
Roggens zu beschreiben.

Die Sequenzinformation der EST-basierten SSR sowie
iiber einen Teil der fiir Roggen etablierten DArT-Marker
ermdglichte einen vergleichenden Ansatz der Genkartierung
von Markern, die mit QTL assoziiert sind. Die Zahl signi-
fikanter BLAST-Hits zum Reisgenom bei hohem Signifi-
kanzniveau (E < 10) zeigt, dass ein Teil der DArT-Marker
homolog zu bekannten oder postulierten Gensequenzen in
Reis ist. Unter 2790 verfiigbaren DArT-Sequenzen wiesen
819 (29,4%) einen signifikanten BLASTX-Treffer zu 525
individuellen Proteinsequenzen aus Reis und 889 (31,9%)
einen signifikanten TBLASTX-Treffer zu 569 Genmodellen
aus Brachypodium distachyon auf. Vergleichbare Ergeb-
nisse wurden auch iiber DArT-Marker aus Hafer berichtet
(TINKER et al. 2009). Unsere Ergebnisse zeigen, dass
zahlreiche der DArT-Marker des Roggens Abschnitte von
Genen oder Gen-reichen Regionen reprasentieren. Ungefahr
Y5 der identifizierten Gen-Regionen werden durch mehr als
einen DArT-Marker dargestellt.

Insgesamt konnten wir fiir 41 (13,4%) der 307 assoziierten
Marker eine homologe Sequenz in Reis identifizieren. Die
zu den assoziierten Markern orthologen Reissequenzen sind
in Genomregionen lokalisiert, in denen zuvor Reis-QTL fiir
agronomische bzw. Qualitidtsmerkmale beschrieben wurden
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Abbildung 3: Hauptkoordinatenanalyse von 197 Testkreuzungen. Eine Einteilung des Untersuchungsmaterials in Populationen ba-
sierend auf genetischen Unterschieden wurde mit Hilfe von 3117 DArT-Markern vorgenommen. Der durch diese Darstellung erklirte
Anteil an der Gesamtvarianz betragt 18%.

Figure 3: Principal coordinate analysis of 197 rye test-crosses. 3117 DArT markers were used to classify population membership for

each genotype based on genetic differences. The percentage of total variance explained by both coordinates is 18%.

(Abbildung 4). Homologe QTL-Regionen fiir Wuchshohe,
KorngroBe, Reife- und Bliitezeitpunkt wurden bereits frither
zwischen verschiedenen Arten aus der Familie der Sii3graser
(Reis, Mais, Hirse, Gerste und Weizen) beschrieben (LIN et
al. 1995, PATERSON et al. 1995). Die Integration relevanter
Daten iiber komplex vererbte Merkmale aus Reis und an-
deren verwandten Grésern bietet ergédnzende Informationen
sowohl im Hinblick auf eine Einschétzung der Giite identi-
fizierter Marker-Merkmalsbezichungen bei Roggen als auch
hinsichtlich einer weiteren molekularen Charakterisierung
von QTL im Roggen (vgl. ZHU und ZHAO 2007, WAUGH
et al. 2009). Vor allem in konservierten Genombereichen
mit ausgeprégter Syntanie zwischen evolutiondr verwandten
Grésern stellt die vergleichende Genkartierung eine effizi-
ente Alternative zur Identifizierung von QTL in komplexen
Getreidegenomen dar (WAUGH et al. 2009).

Ein ausgeprigt konserviertes Segment als Tréger eines
QTL fiir Tausendkornmasse konnte in der vorliegenden
Studie beispielsweise auf Reischromosom R3 identifiziert
werden. Das orthologe Reisgen des mit TKG assoziierten
Markers M37(tgrwt)-7R (P= 0,00764) liegt in einem 35 cM
Segment, auf dem zuvor 13 verschiedene Reisgenmodelle
identifiziert werden konnten, deren orthologe Marker im
Roggen auf Chromosom 7R lokalisiert sind (HACKAUF
et al. 2009). Zu diesen Markern zdhlen Xscm118-7R,
Xtasut-7R sowie Xscm63-7R, die ihrerseits gekoppelt sind
mit dem genomischen SSR-Marker Xscm40-7R (WRICKE
und HACKAUF 2007). Fiir Xscm40-7R wurde Kopplung
zu einem Majorgen fiir TKG beschrieben (WRICKE 2002,
WRICKE und HACKAUF 2007). Im Reis wurde in diesem
Bereich ein qualitits-bestimmender QTL (AQCV036, vgl.
YOUENS-CLARK et al. 2011) identifiziert, der ebenfalls
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Abbildung 5: Analyse der Sequenzvariation in Kandidatengenen aus dem Stéirkestoffwechsel (A und B) sowie dem Regulations-
netzwerk des Bliitezeitpunktes (C und D) fiir 12 ausgewihlte Inzuchtlinien bei Roggen (Dunklere Farben: grofere Unterschiede
zwischen individuellen Genotypen, weil}: kein Unterschied der Sequenzen zwischen individuellen Genotypen).

Figure 5: Sequence variation of candidate genes for starch metabolism (A and B) and days to heading (C and D) in 12 selected
rye inbred lines (Dark colours indicate higher polymorphism rate between individual genotypes, white: no polymorphism observed).

Einfluss auf das Merkmal Kornmasse besitzt (ASHIDA et
al. 2009). Fir qualitative Merkmale des Roggens haben
sich genomische Informationen aus evolutionér verwandten
Grésern als wertvolle Ressource bei der Entwicklung mo-
lekularer Marker erwiesen (HACKAUF und WEHLING
2005, MAGO etal. 2005, COLLINS et al. 2008, HACKAUF
etal. 2012). Auf Grundlage der hier vorgestellten Ergebnisse
besteht nun auch fiir quantitativ vererbte Merkmale des
Roggens die Mdoglichkeit, die Sequenzinformationen iiber
Gene aus konservierten Bereichen, wie beispielsweise dem
beschriebenen Segment auf Reischromosom R3, systema-
tisch als Kandidaten zu nutzen, um nach Assoziationen mit
QTL zu suchen.

Ergidnzend zu genomweiten Studien stellt die Assozia-
tionskartierung von Kandidatengenen in Hybridroggen-
Zuchtpopulationen einen alternativen Ansatz dar, um gezielt
genbasierte Marker fiir komplex vererbte Merkmale bei
Roggen zu entwickeln. Aus verwandten Grasgenomen sind
inzwischen eine Reihe von Genen isoliert und funktionell
charakterisiert worden, die von uns als Kandidatengene
fiir Merkmale wie Korngewicht, Pflanzenarchitektur,
Bliihzeitpunkt oder Stirkebiosynthese im Roggen genutzt

wurden. Die Spezifitdt der amplifizierten Fragmente solcher
Kandidatengene wurde mittels Sanger-Sequenzierung an
einer Stichprobe von 12 Inzuchtlinien validiert. Die zu
beobachtende Sequenzvariabilitdt (Abbildung 5) sowie
das teilweise ausgeprigt niedrige LD (Abbildung 6A)
dokumentieren, dass diese subgenomischen Bereiche des
Roggens geeignet sind, um nach Assoziationen zu QTL fiir
Merkmalsgene zu suchen.

Zusammenfassung

Genomweite Assoziationsstudien werden zunehmend in
selbstbefruchtenden Getreidearten genutzt, um Gene fiir
agronomisch relevante Merkmale zu identifizieren. Die
vorliegende Studie dokumentiert erste Ergebnisse zur ge-
nomweiten Assoziationskartierung beim Fremdbefruchter
Roggen. DArT-Marker haben sich als geeignetes Werkzeug
erwiesen, um die Struktur der in der untersuchten Population
vorgehaltenen genetischen Variation zu charakterisieren.
Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass diese microarray-
basierte Markertechnologie geeignet ist, um Assoziationen
mit QTL fiir hoch heritable Merkmale in Elitezuchtmate-
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Abbildung 6: Kopplungsungleichgewicht- (LD) Heatplot fiir ein Kandidatengen aus dem Stirkestoffwechsel (A) bzw. dem Re-
gulationsnetzwerk des Bliitezeitpunktes (B). Jedes Feld des Rasters reprisentiert das Ausmaf} des geschitzten LDs (mittels R?)
aller paarweisen Vergleiche zwischen polymorphen Positionen mit Allelfrequenzen > 0,05. Die Legenden fiir die R>-Werte sind

rechts angefiihrt.

Figure 6: Linkage disequilibrium (LD) heat plot of a candidate gene from starch metabolisms (A) and flowering time control
pathway (B). Each grid represents the degree of LD estimated by R? for each pairwise comparison between polymorphic sites
with a minor allele frequency (MAF) > 0.05. The colour legend for R? values is given on the right side.

rial bei Winterroggen zu identifizieren. Mit Hilfe dieser
Marker ist es moglich, Genvarianten mit einem Effekt auf
Wuchshohe sowie Tausendkornmasse zu charakterisieren
und in weiterfithrenden Untersuchungen zu validieren. Die
identifizierten Marker konnen dazu beitragen, die Effizienz
eines Hybridzuchtprogramms bei Roggen zu erhdhen,
indem Zuchtlinien als Trager wertvoller Genvarianten
gezielt identifiziert und in der Zucht eingesetzt werden.
Weitere Studien sind erforderlich um zu priifen, ob iiber
diesen Ansatz auch QTL fiir das mit Abstand bedeutendste
Merkmal in der Getreideziichtung, den Kornertrag, erfasst
werden konnen. Die Auspragung des Kornertrags ist durch
seine besondere Komplexizitiat gekennzeichnet und das
Ergebnis aller Prozesse der vegetativen und generativen
Entwicklung sowie ihrer Wechselwirkung mit der Umwelt.
Stabil exprimierte QTL, die zu einem hoheren Kornertrag
fithren, sind daher wichtige ZielgroBen in der Hybridrog-
genziichtung. Auf Grundlage einer neu von uns etablierten
Kalibrationsgleichung zur verlédsslichen Bestimmung von
Protein-, Stirke- und Arabinoxylangehalt im Korn mittels
Nahinfrarotspektroskopie werden kiinftig auch weitere qua-
litaitsbestimmende Parameter in die Assoziationskartierung
einbezogen werden konnen.

Weitere Analysen sind erforderlich, um das Ausmal3 des LD
in den kommerziellen Inzuchtlinien aus beiden heterotischen
Gruppen zu bestimmen und abschétzen zu kdnnen, wie
ausgepragt die Markerdichte in diesem Material sein muss,
um QTL mit kleinen Effekten identifizieren zu konnen.
Umfangreiche DNA-Markerkollektionen kénnen inzwi-
schen auch in komplexen Getreidegenomen effizient mittels
neuer Sequenzierverfahren erstellt werden (ELSHIRE et
al. 2011). Aufbauend auf die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Ergebnisse verspricht eine Genotypisierung
durch Sequenzierung, weitere Marker fiir QTL im Roggen
identifizieren zu konnen.
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Abstract

Resistance to Verticillium longisporum in oilseed rape
has been found to show a quantitative inheritance which
originates from the C genome of Brassica napus. Tightly
linked, broadly applicable markers for marker-assisted
breeding of V. longisporum resistance have been derived
from QTL and validated in oilseed rape populations with
diverse genetic backgrounds. Application of the QTL
derived molecular markers within genetically diverse
and similar DH populations did result in reproducible
and pedigree dependent marker-disease-correlations
for the markers derived from the Cl-minor QTL and
the C5-major QTL. The markers are valuable tools for a
broader application in marker-assisted selection to com-
bine different resistance loci from cultivated and wild
B. napus material in breeding programmes. Based on
metabolic profiling and co-localization of resistance QTL
with QTL for hypocotyl phenylpropanoid compounds,
genes from the phenylpropanoid pathway are suggested
as candidates for V. longisporum resistance.

Keywords

Brassica napus, marker-assisted breeding, phenolics,
quantitative trait loci, resistance, Verticillium longispo-
rum

Summary

The vascular fungal pathogen Verticillium longisporum is
causing one of the most important diseases of winter oilseed
rape in northern Europe. Long-term control of V. longi-
sporum can only be achieved by using cultivars showing
effective quantitative resistance. The present study aimed
to identify quantitative trait loci (QTL) for V. longisporum
resistance in a segregating mapping population and develop
markers useful in a broader range of breeding materials for
marker-assisted breeding for V. longisporum resistance.
In addition, the study aims to identify candidate genes for
V. longisporum resistance. This objective was targeted by
identifying phenylpropanoid metabolites in the hypocotyls
of a mapping population which are correlated with resistance
and produce metabolic QTL that co-localize with the major
resistance QTL.

Resistance to V. longisporum was mapped in the doubled
haploid (DH) population ExR53-DH, derived from a cross
between the moderately resistant parent Express 617 and
the resistant line R53, which was resynthesized from a kale,
B. oleracea var. acephala, and a chinese cabbage, B. rapa
var. pekinensis. Two QTL were identified in the ExR53-DH
population. All two QTL originate from the C genome. One
major QTL was identified on chromosome C5 and one minor
QTL was identified on chromosome C1, respectively, exp-
laining together about 30% of the phenotypic variation. The
favorable allele within the QTL region on chromosome C1
is derived from the parent Express 617, whereas the parent
R53 contributed the favorable allele within the QTL region
on C5. A major QTL on C5 has been identified before in
a mapping population with a very different genetic back-
ground. Markers flanking the QTL in this former study by
RYGULLA et al. (2008) were also found to flank the QTL
on C5 in ExR53-DH in our study. This chromosome region
therefore appears to play an important role in the expression
of V. longisporum resistance from very different C genome
genetic backgrounds.

Thus, markers from the major QTL region together with
markers from the minor QTL region identified in ExR53-DH
were also applied to six new DH populations produced from
crosses between commercial rapeseed breeding lines and
other resynthesized B. napus lines with genetically diverse
C genome donors. Correlations of resistance reactions with
selected markers were determined to evaluate their putative
usefulness for marker-assisted selection. Several markers
were identified that allowed differentiation between the pre-
sence of different QTL combinations on chromosomes C1
and C5 in the new DH populations. These new QTL-derived
markers are promising candidates for a broad application
in breeding programs using marker-assisted selection for
V. longisporum resistance.

Histochemical studies indicate that phenolic compounds
in the hypocotyl of rapeseed plants may play an important
role in the inhibition of systemic spread of V. longispo-
rum (EYNCK et al. 2009). To identify specific phenolic
compounds involved in V. longisporum resistance a high
performance liquid chromatography (HPLC) analysis of
soluble and cell wall-bound phenolics was performed for
100 lines of the DH mapping population using a mock- and

! Department of Plant Breeding, Justus Liebig University, Heinrich-Buff-Ring 26-32, D-35392 GIESSEN
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V. longisporum inoculated set of plants. Total soluble pheno-
lics concentration of the hypocotyl increased up to 16-fold
in single DH lines upon V. longisporum inoculation in the
hypocotyl 28 days after inoculation. Some phenylpropano-
id acids were presumable identified by co-migration with
external standards resulting in identical retention times.
Significant variations in concentrations of a number of
presumable identified phenolic compounds in the soluble
phenolics fraction including sinapic, caffeic and ferulic acid
were found. These soluble phenolics were also correlated
weakly (R? = 5%) with resistance measured as AUDPC (area
under the disease progress curve), but did not produce signi-
ficant metabolic QTL. In contrast, six yet unidentified HPLC
peaks were found to show a weak to medium correlation (R?
ranging from 7% up to 37%) with resistance and resulting in
QTL positions co-localizing with the minor resistance QTL
on C1 and the major resistance QTL on C5. One presumably
identified compound, caffeic acid, did explain about 15% of
the phenotypic variation in AUDPC in the mock-inoculated
data set and produced a metabolic QTL co-localizing with
the minor resistance QTL on C1. This suggest that caffeic
acid is involved in a pre-existing fungal resistance mecha-
nism. Caffeic acid is one of the most common secondary
compounds in plants. It is a major precursor of lignin. Also
simple phenylpropanoid acids including p-coumaric, ferulic,
caffeic, sinapic and chlorogenic acids have been reported
to exhibit antifungal properties. All these compounds are
known to have a widespread distribution in plants and
often accumulate after fungal infection (GRAYER and
HARBORNE, 1994). Further dissection and identification
of metabolic compounds in the soluble, cell wall-bound

and lignin fraction which are correlated with resistance
and the identification of metabolic QTL overlapping with
resistance QTL in the mapping population might help
in the near future to identify candidate genes involved in
V. longisporum resistance.
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Abstract

Using high-throughput sequencing technologies it has
become feasible and cost-efficient to sequence whole
genomes, and the potato genome has recently been
completed. Starting from a breeder’s perspective, we are
interested in knowing the diversity of the bred potato’s
genepool, as a tool to draw on variability for the creation
of new varieties. Therefore, our current project aims at
indexing virtually all alleles of major resistance genes (R
genes) that are present in the entire genepool of common
potato (Solanum tuberosum). The index can eventually
be employed to rapidly design molecular markers for
use in selection of specific R alleles. Using a nucleotide
binding site (NBS) profiling approach, we PCR-amplify
R gene fragments from a panel of potato cultivars. The
PCR primers are designed such that they amplify highly
conserved parts and immediately adjacent highly variable
parts of R alleles. This provides for the secure identifica-
tion of alleles and assignment to the individual R loci on
the genome by monitoring a small number of key features
in the sequence of the genes. The digitalized sequences
generated with [llumina technology will be ordered and
assigned via bioinformatics. Specific R alleles that are
confined to cultivars which share a specific resistance
phenotype will be detected and their association with
that phenotype will be tested by allele-specific PCR on
a small population or group of cultivars segregating for
that resistance phenotype. The outcome of this research
will help overcome the obstacles to obtaining a sufficient
number of reliable molecular markers for selection in
breeding of the tetraploid, heterozygous, and inbreeding-
intolerant potato.

Keywords

Molecular marker, next generation sequencing, potato,
resistance genes, Solanum tuberosum

Introduction

Potato is fourth among the world’s staple food crops. Rela-
tive to wheat and rice, the potato has the fivefold yield per
hectare and 1.5 times more energy production per hectare
and day (STRUIK and WIERSEMA 1999). Unfortunately,
the over 60 diseases caused by bacteria, fungi, nematodes,
viruses, viroids, and phytoplasmas impact potato economics.
For example the annual costs caused by chemical control

of, and yield losses due to, the late blight disease amount
to 5 billion USD (JUDELSON 2009) In Europe, including
Austria, up to 15 fungicide sprays are required during a
single growing season to control this disease. Therefore,
breeders devote considerable resources to the enhancement
of disease resistance. True resistance, as to differentiate from
avoidance strategies, involves parts of the cell machinery
whose activity is triggered by R genes, which represent
1-2% of all plant genes (MUN et al. 2009).

The vast diversity of pathogens and their avirulence alleles
is complemented by an ever-diversifying array of R alleles
of the host. R alleles to some extent fulfil the role of “health
police” in the plant. Some R alleles have a short life time
until they are overcome by newly emerging virulent patho-
gen strains, whereas others confer a more durable resistance.
Resistance is rarely absolute, frequently, gradual levels of
resistance are manifested, and even an R allele that is broken
down by an incoming virulent pathogen mutant can display
aresidual resistance effect (DARSOW et al. 1987) which is
a welcome contribution to the host plant’s defence.

Recent research has demonstrated that R alleles can be
stacked within one genotype, thereby increasing the level
of resistance (DARSOW et al. 1987, WERNER et al. 2005,
KIM et al. 2012) and extending the life time of individual
effective R alleles. The largest effect on strength and durabi-
lity of resistance would be obtained by stacking (also known
as “pyramiding”) of several R alleles that are not overcome
by any virulence within the local pathogen population and
that employ diverse mechanisms of resistance triggering
(WOLFE and MCDERMOTT 1994, WERNER et al. 2005,
TAN et al. 2010).

Plant breeders need to respond quickly and effectively to
the changing virulence spectrum of important pathogens
on the crops by implementing the best available and most
durable resistances thereby producing up-to-date varieties
in a timely manner. Frequently, there is already knowledge
on a specific genetic resource’s disease resistance, but the
genes involved are unknown. To genetically map and isolate
these genes one-by-one in large segregating populations is
in most instances impermissible due to the great cost and
the clumsiness of such endeavours. Therefore, detailed
knowledge of the diverse R alleles is an important precon-
dition in order to quickly detect, and make use of, those
alleles that are responsible for a disease resistance within
a given gene pool.

' Austrian Institute of Technology (AIT), Konrad Lorenz Strale 24, A-3430 TULLN
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Isolation of NBS Fragments

1. Step: Restriction digestion
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2. Step: Adapter ligation

3. Step: Linear PCR with NBS specific Primer

Adapter

5. Step: Gel electrophoresis and PCR clean up

6.5tep Preparation for lllumina sequencing

Figure 1: Workflow of next generation sequencing of a wide range of R allele fragments containing NBS domains, from 96 po-
tato varieties representative of the common potato’s extant R gene pool (VAN DER LINDEN et al. 2004). Following restriction
of genomic DNA by 5 frequent-cutter enzymes and ligation of uniform adapters, the R alleles are isolated by linear PCR amplification
using up to 15 degenerate primers. The primers were designed based on key features of the 430 R loci in the whole potato genome. The
amplicons are size-selected in agarose gels and subjected to Illumina sequencing. The objective is to obtain up to 80-fold coverage of

the potato’s R genome.

Material and Methods

96 varieties and breeding clones were provided by 11 potato
breeders. Genomic DNA was isolated with standard ext-
raction protocols. Digestion and two-step amplification of
NBS carrying R allele fragments (Figure 1) were employed
according to the protocol of R gene profiling by VAN DER
LINDEN et al. (2004).

Results

As afirst step, PCR primers corresponding to the nucleotide
binding sites (NBS) of the diverse, but well-characterized
R gene loci published with the potato sequence (THE PO-
TATO GENOME SEQUENCING CONSORTIUM 2011)
were designed. The potato genome (http://potatogenomics.
plantbiology.msu.edu/index.html) was searched for NBS.
Within all NBS obtained, the amino acid sequences of the
highly conserved motifs p-loop, kinase 2, and GLPL were
aligned and used to design degenerate primers. Eight primers
for the p-loop, 4 for kinase 2, and 3 for the GLPL motif
were designed and tested for their efficiency to amplify a
wide range of sequence fragments of 100 to 500 bp length.
The potato genome contains 430 NBS R gene loci (THE PO-
TATO GENOME SEQUENCING CONSORTIUM 2011).
Due to this cultivated genepool’s narrow base, most loci hold
1-3 alleles, 4-allele loci are rare. Thus, we estimate that the

maximum diversity of a single variety will be represented
by 1200 individual NBS fragments.

PCR amplicons truly containing NBS fragments will be
prepared for sequencing by Illumina technology. The pre-
paration includes size selection on agarose gels to eliminate
very small fragments and adapter ligation for Illumina
sequencing. Each variety will have one of the 24 Illumina,
6-nucleotide index tags for unequivocal identification of
each variety. The samples will then be pooled and the pool
divided into four sub-pools to be fed into four lanes of an
[llumina flowcell. Together, the four lanes of the flowcell
should produce 150 Giga bp of sequence that corresponds
to an 80-fold coverage of the R genepool of the 96 varieties,
each of them represented by average 500-bp fragments of
maximum 1200 individual alleles). Currently the cost for
[llumina-sequencing at 80-fold coverage compares to only
one-third of the cost of 1-fold coverage by Sanger sequen-
cing. A further advantage of the Illumina technology is the
independent sequencing of single molecules, thereby making
obsolete the need for cloning of fragments.

To test whether the variety-specific catalog of potato R
alleles to obtained by next generation sequencing we have
included several varieties with known resistance genotype,
such as the R1, R2, R3 and R4 late blight differentials. R
allele sequences of these varieties will be searched against
the cloned R genes like R1, R2, R3a, R3b, and R4. We have
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further included parents and progenies from our mapping
population segregating for Rpi-adptl (Friederike and Bodo
TROGNITZ, unpublished results). The R allele sequences
exclusively present in all late blight resistant individuals
will be mapped in the population and the location will be
compared to the location of the mapped resistance.

Potato breeding and selection technology for this tetraploid
heterozygous plant is lagging behind other crops due to the
inaccessibility of standard genotyping techniques developed
for diploid, homozygous crops. The information to be ge-
nerated in the presented project on all R alleles will reduce
this handicap. Breeders, commercial bodies interested in
certified seed and food products, and scientists are highly
interested in the new knowledge being generated.
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Transcriptomic characterization of Fusarium resistance QTL Fhb1l
and Qfhs-ifa.5A in wheat near-isogenic lines

Wolfgang Schweiger!”, Barbara Steiner', David P. Kreil?, Franz Berthiller?,
Marc Lemmens', Gary J. Muehlbauer* and Hermann Buerstmayr!

Abstract

Fusarium head blight (FHB) is a devastating disease
on wheat leading to severe losses in yields and grain
quality. Resistance to the causative fungus Fusarium
graminearum is constituted by the effect of multiple
quantitative trait loci (QTL). In an effort to identify gene-
tic determinants underlying two validated resistance QTL
to F. graminearum in wheat, Qfhs.ndus-3BS (syn. Fhb1)
and Qfhs.ifa-5A, we generated NILs from a cross of the
susceptible spring wheat cultivar Remus and the QTL do-
nor line, the highly resistant CM82036, a descendant of
Sumai3xThornbird. Four NILs from a BC5F2 population
were selected for the presence of either QTL resulting in
NIL1 harboring both QTL, NIL2 (Fhb1), NIL3 (Qfhs.
ifa.5A) and NIL4 (no QTL). We investigated differences
in gene expression levels related to treatment, genotype,
QTL and time point from three individual replicates using
the Affymetrix 44k wheat GeneChip. Probe set contrasts
were calculated for Fusarium challenged and constitutive
expression differences caused by Fhbl or Qfhs-ifa.5A.
In total, we identified 631 transcripts responding to Fu-
sarium stress when calculating the average expression
change between mock and Fusarium inoculated samples
of all five investigated genotypes (P<0.05, fold change
>2). The vast majority of transcripts (625) were only
detected 72 hai, less at 24 hai (48) and only few at 8 hai
(18). 322 of the Fusarium responsive probe sets were ge-

Acknowledgments

notype independent and higher expressed in all Fusarium
infected lines. QTL specific contrasts were calculated by
subtracting the Fusarium responsive background from
NIL4 (no QTL) from the Fusarium responsive transcripts
observed in single QTL NILs: 72 hai 339 genes were
up-regulated in lines lacking the resistance conferred by
Qfhs-ifa.5A but only one in presence of Qfhs-ifa.5A. Ten
genes are higher expressed in absence of Fhb1 and one
in presence of Fhbl. 54 transcripts exhibit constitutive
expression differences for Fhbl. Thereof 17 genes are
higher expressed in presence of Fhbl. Among others
these encode for an extensin-like cell wall protein and
a wax synthase which may contribute to resistance. 28
genes were constitutively higher and 63 less expressed
when comparing only the mock-inoculated samples in
genotypes differing in Qfhs.ifa-5A. Of 16 probe sets
corresponding to defense related genes, we identified
three heat shock protein 20 that are significantly more
expressed. Among the defense related genes showing the
highest fold changes we found a lipid-tranfer protein at
least 51x higher expressed in the Qfhs-ifa.5A lines and
a MDR-like ABC transporter, which is a least 2x higher
expressed.

Keywords

Affymetrix GeneChip, Fusarium head blight, near-
isogenic lines, Triticum aestivum
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Entwicklung eines auf Mikrosatelliten basierenden Nachweissystems zur
Differenzierung von Gerstensorten

Development of a microsatellite-based detection system for the
differentiation of barley varieties

Jun Wang', Verena Peterseil'”, Helmut K. Mayer® und Rupert Hochegger'

Abstract

This document presents a Quadruplex-PCR targeting
microsatellites for the differentiation of barley varieties.
It can be seen as an alternative to the proposed SDS-
PAGE of the hordeins of barley as proposed in UPOV
tg/19/10, or be used as a complement to other differences
in morphological or physiological characteristics. The
advantage of this method in comparison to morpholo-
gical or physiological traits is the considerable shorter
time of analysis. Within a few days, a clear distinction
can be made. DNA of single barley kernels was extracted,
analysis of microsatellites by using Multiplex-PCR was
performed, and finally these microsatellites were separa-
ted by gel electrophoresis. The microsatellite pattern of
each barley variety can be seen as a fingerprint thereof
and so be used for molecular biological differentiation
of barley varieties.

Keywords

Differentiation of varieties, Hordeum vulgare, micro-
satellites

Einleitung

Gerste (Hordeum vulgare L.) ist als viertwichtigstes Ge-
treide weltweit bekannt (SCREENIVASULU et al. 2008).
Sie wird verwendet als Futtermittel und zur Herstellung
von Malz und Malzextrakt, welche hauptsdchlich fiir die
Bierproduktion, aber auch in anderen Bereichen der Le-
bensmittelindustrie eingesetzt werden. Malz- und in der
Folge Bierqualitét sind sortenabhingig und verlangen somit
bei reinsortiger Verwendung bzw. bei von mehreren Sorten
einen entsprechenden Herstellungsprozess (LIN et al. 2007)
weshalb die Frage der Sortenauswahl bzw. in weiterer
Hinsicht jene der Sortenreinheit sowie -bestimmung von
grofler Bedeutung ist.

Zur Sortendifferenzierung kann laut UPOV (Internationaler
Verband zum Schutz von Pflanzenziichtungen; www.upov.
org) die SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacryl
Amide Gel Electrophoresis) der Hordeinfraktionen als
Sortencharakteristikum herangezogen werden. Es wird

allerdings darauf hingewiesen, dass dieses Merkmal fiir
sich alleine nicht ausreichend ist. Bei sehr nahe verwand-
ten Gerstensorten wie zum Beispiel Geschwistern, kann es
vorkommen, dass diese nicht anhand von Proteinmustern
unterschieden werden konnen. In diesem Fall kdnnen
die morphologischen und physiologischen Merkmale der
Gerste laut DUS-Priifung (UPOV 1994) herangezogen
werden oder - wenn zum Auswuchs der Pflanze nicht die
benoétigte Zeit vorhanden ist - eine molekularbiologische
Methode basierend auf DNA-Analyse (molekulare Marker)
angewendet werden.

Molekulare Marker sind kurze DNA-Abschnitte, die eine
eindeutige Identifizierung von Organismen erlauben. Als
molekulare Marker eigenen sich DNA-Abschnitte die mit
Hilfe diverser DNA-Techniken analysiert werden kénnen
(beispielsweise RFLP, Restriction Fragment Length Poly-
morphisms; AFLP, Amplified Fragment Length Polymor-
phisms; RAPD, Randomly Amplified Polymorphic DNA).
Mikrosatelliten sind DNA-Abschnitte, die sich aus wieder-
holten Motiven zusammensetzen (HAMADA et al. 1982,
LITT und LUTY 1989), die Motive sind 1-6 bp groB3, z.B.
(G)., (AT), oder (GATA),. Diese unterscheiden sich in der
Anzahl der Wiederholungen (Langenpolymorphismus). Die-
se Mikrosatelliten- (SSR, Simple Sequence Repeats) Marker
weisen einen sehr hohen Polymorphiegrad auf (AKKAYA
etal. 1992, WU und TANKSLEY 1993, BELL und ECKER
1994, PLASCHKE et al. 1995, STRUSS und PLIESKE
1998) und eignen sich daher gut zur Sortendifferenzierung.

Ziel dieser Arbeit war es fiir spezielle Gerstensorten, die
anhand der SDS-PAGE der Hordeine nicht eindeutig un-
terscheidbar sind, ein System zur Unterscheidung mittels
molekularbiologischer Analyse zu entwickeln, besonders
wenn dies innerhalb einer sehr kurzen Zeitspanne erfor-
derlich ist - im Gegensatz zur DUS-Priifung, welche unter
Umsténden eine ganze Wachstumsperiode dauern kann.

Material und Methoden

Fiir die Arbeit wurden 15 Gerstensorten ausgewéhlt die
im jeweiligen Hordein-Elektropherogramm keine oder nur
sehr geringe Unterschiede aufweisen. Die Differenzierung
anhand von Mikrosatelliten erfolgte in drei Etappen:

' Agentur fiir Gesundheit und Ernéhrungssicherheit, Spargelfeldstraie 191, A-1220 WIEN
2 Universitat fiir Bodenkultur, Department fiir Lebensmittelwissenschaften und -technologie, Muthgasse 11, A-1190 WIEN
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(1) Extraktion der Gersten-DNA aus Einzelkérnern, (2)
Amplifizierung der Mikrosatelliten mittels PCR (Polyme-
rase Chain Reaction), (3) Auftrennung der Mikrosatelliten
mittels Elektrophorese. Zur Verifizierung der erfolgreichen
Extraktion bzw. PCR wurde anschlieBend an den jeweiligen
Arbeitsschritt eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt.
Das Sichtbarmachen der Mikrosatelliten in Form definierter
Banden auf einem Gel erlaubt es, einer bestimmten Sorte
einen spezifischen Fingerprint zuzuordnen und somit ein
eindeutiges Unterscheidungsmerkmal zu erhalten.

Extraktion der DNA

Die einzelnen Gerstenkdrner wurden mit einer Zange
zerquetscht und anschlieBend jeweils separat dem Extrak-
tionsprozess unterworfen. Die Messung der DNA-Ausbeute
erfolgte mittels UV-Photometer. Die Bestimmung der DNA-
Ausbeute ist von Bedeutung, um die Konzentration der
DNA-Arbeitslosung bei der im Folgenden durchgefiihrten
Amplifikation der Mikrosatelliten optimal einstellen zu
konnen.

Amplifizierung der Mikrosatelliten mittels PCR

Anhand von Literaturrecherchen wurden 17 potentielle
Mikrosatelliten ausgewéhlt, die in Single-PCRs separat
ausgetestet wurden. 4 speziell ausgewéhlte Mikrosatelliten-
PCRs wurden anschlie3end zu einer Multiplex-PCR zusam-
mengelegt. Folgende Charakteristika waren fiir die Auswahl
der Mikrosatelliten-PCRs ausschlaggebend:

(1) PIC-Wert (Polymorphismus Information Content): Der
PIC-Wert ist ein MaB} fiir den Polymorphiegrad und hat
Aussagekraft zur Differenzierung zwischen Populationen
und Individuen (BOTSTEIN et al. 1980) und wird nach
folgender Formel berechnet:

PIC, =1-Y P,

wobei PIC, der Polymor-
phic Information Content
von Marker i ist und Py die ¢
Haufigkeit des Allels j des
Marker i liber die gesamte
Probenzahl.

(i1) Erwartete Produktgrofen
(der Mikrosatelliten): Im
Hinblick auf das Multiplexen
ist es von Vorteil, wenn die
einzelnen Mikrosatelliten der
Single-Reaktionen geniigend .
grofle Unterschiede in der
Produktgroflie haben, damit
sie im Zuge der elektropho-
retischen Auftrennung deut-
lich abgegrenzte Bereiche
darstellen und einander nicht
iiberlappen und dadurch die
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Bende Multiplexen ist es von Vorteil, wenn die Annealing-
Temperaturen in einem dhnlichen Bereich liegen

(iv) Verteilung der Mikrosatelliten im Genom

(v) Interaktionen beim Multiplexen: Da beim Multiplexen
mehrere Reaktionen nebeneinander stattfinden, kann es
vorkommen, dass diese Reaktionen einander beeinflussen.
Sie kdnnen einander beeintrichtigen bzw. génzlich storen,
sodass eine Single-Reaktion gar nicht stattfindet, oder die
Produktgroflen nicht den Erwartungen entsprechen.

Im Hinblick auf das Elektrophorese-Detektionssystem wird
bei der PCR neben dem Forward- und Reverse-Primer ein
zusitzlicher M13-Primer, welcher mit einem speziellen
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, integriert. Dieser Farbstoff
fluoresziert bei genau der Wellenldnge, mit der das Elektro-
phoresesystem die aufgetrennten Amplifikate detektiert. Als
M13 bezeichnet man eine Sequenz eines Phagen, die hier als
Triager des Fluoreszenzfarbstoffes dient. Im Zuge der PCR
wird der markierte M13-Primer wihrend der Zyklen in die
Produkte eingearbeitet. Die Markierung hat den Vorteil, dass
die Proben vor der elektrophoretischen Auftrennung nicht
vorbehandelt oder vorgereinigt werden miissen.

Elektrophoretische Auftrennung
der PCR-Produkte

Die mit Gel-Ladepuffer versechenen Proben sowie ein
GroBenstandard werden auf einem Polyacrylamidgel aufge-
tragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgt online mittels Laser. Die Laser-Wellenldnge ent-
spricht jener des bei der PCR verwendeten Farbstoffes, somit
werden nur markierte Produkte erfasst. Die Detektion erfolgt
online mittels Laserscan, so entsteht ein Elektropherogramm
anhand dessen die Auswertung vorgenommen werden kann.
Aufgrund der Quadruplex-Reaktion werden 4 Bereiche
erwartet in denen Banden zu sehen sind (Abbildung 1).
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Auswertung beeintréchtigen. Abbildung 1: Elektrophorese von Kérnern der Sorte Breunskylie (links) sowie von einer 50 Korn

(iii) Annealing-Temperatur Probe (rechts)

der Single-Reaktionen: Auch Figure 1: Electrophoresis of 50 kernels of barley variety Breunskylie (left) and a 50 kernels
im Hinblick auf das anschlie- sample of different varieties (right)
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Ergebnisse

In Abbildung 1 ist das Elektropherogramm der Sorte
Breunskylie sowie einer 50-Korn Probe zu sehen. Die
Fingerprints von Breunskylie sind untereinander identisch,
die 50 Proben entsprechen derselben Sorte wéhrend es sich
bei der 50-Korn Probe offensichtlich um ein Gemisch von
mehreren Sorten handelt.

Zusammenfassung

Diese Methode, basierend auf DNA-Mikrosatelliten, dient
zur Unterscheidung diverser Gerstensorten.

Sie kann als molekularbiologische Alternativmethode zur in
der TG/19/10 (UPOV 1994) vorgeschlagenen SDS-PAGE
betrachtet werden. Sollte ein Unterschied innerhalb eines
sehr kurzen Zeitraums (Tage) notwendig sein, kann diese
Methode angewendet werden. In Anbetracht der relativ
kurzen Analysendauer - im Gegensatz zur Beobachtung
der morphologischen Eigenschaften der Gerstenpflanze im
Zuge des Anbaus bzw. der Priifung der physiologischen Ei-
genschaften im Zuge des Wachstums - erhilt man mit dieser
DNA-basierenden Methode ein zufriedenstellendes Ergeb-
nis innerhalb von wenigen Tagen. Weitere Anwendungen
konnen sich auch im Zuge von Sortenreinheitspriifungen
ergeben oder auch bei Verwechslungen von bekannten
Saatgutchargen, wobei die betreffenden Sorten wieder dem
Saatgut zugeordnet kdnnen werden.
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GMO screening in seeds - 8 out of 537

Andreas Firzinger!”

Abstract

Since 2001 Austrian authorities perform a monitoring
of seeds of certain plants for their content of genetically
modified organisms (GMO). Technical specifications for
sampling of seeds and methods for detection of GMOs
are defined in official policies and guidelines. The
permanent monitoring should keep the GMO contami-
nation of seeds below a limit of 0.1%, which is the limit
for labelling seeds as GMOs. Laboratories performing
GMO screening in seeds should be able to detect one
approved or not approved transgenic seed among 3000
other not genetically modified seeds with a probability
of 95%. In 2001 about 20 transgenic maize lines were
registered worldwide and by screening for two DNA
sequences all of them could be detected. Nowadays,
more than 50 transgenic maize lines are registered and a
screening of four DNA sequences is necessary to detect
all transgenic maize varieties. Besides maize several
other plant species are included in the policy for labelling
of transgenic seeds, i.e. soybean, Polish and Argentine
canola, tomato, potato and chicory. All or a combination
of the following DNA sequences should be detected in
a GMO screening of seeds: CaMV 35S promotor, NOs-
promotor, Nos-terminator, PAT genes from Streptomyces
viridochromogenes and S. hygroscopicus, and the CP4
EPSPS gene. Additionally, several event-specific PCR
methods should be applied, which detect only a single
transgenic plant, because some transgenics do not contain
any of the above mentioned DNA sequences. The number
of approvals for transgenic plants rises continuously and
so does the number of DNA sequences, which have to
be detected for an efficient GMO screening.

Keywords

Genetic engineering, genetically modified organism,
labelling, screening, transgenic seeds

Einleitung

Im Jahr 2001 wurde in Osterreich die Saatgut-Gentechnik-
Verordnung (BGBI. II Nr. 478/2001) erlassen. Mit dieser
Verordnung wurde erstmals festgelegt, dass Saatgut,
welches nicht gentechnisch verdndert ist, in der Erstun-
tersuchung mit GMO-Saatgut nicht verunreinigt sein darf.
In einer Nachkontrolle der Saatgutverkehrskontrolle darf
GMO-Saatgut bis zu 0,1% in nicht gentechnisch verénder-
tem Saatgut vorkommen. Zum Zeitpunkt des Erlasses der

' Romer Labs Diagnostic GmbH, Technopark 1, A-3430 TULLN

* Ansprechpartner: Andreas FIRZINGER, andreas.firzinger@romerlabs.com

Verordnung waren knapp tiber 20 gentechnisch verénderte
Maislinien zugelassen. Zehn Jahre spater, Ende 2011, sind
bereits mehr als 50 Maislinien zugelassen. Wahrend damals
die Detektion von lediglich zwei DNA-Sequenzen not-
wendig war, um das Vorhandensein einer GMO-Maislinie
in Maissaatgut nachzuweisen bzw. auszuschlieBen, hat
sich bis Ende 2011 nicht nur die Zahl der zugelassenen
GMOs sondern auch die Zahl der zu detektierenden DNA-
Sequenzen erhoht um ein umfassendes GMO-Screening in
Mais zu gewihrleisten. Die Saatgut-Gentechnik-Verordnung
betrifft neben Mais seit 2011 noch weitere 8 Arten: Kohlriibe
(Brassica napus L. var. napobrassica), Raps (B. napus L.),
Riibsen (B. rapa L.), Stoppel-, Herbst-, Mairiibe (B. rapa L.
var. rapa), Sojabohne (Glycine max (L.) Merr.), Tomate (Ly-
copersicon esculentum L.) als Verarbeitungssorten, Zichorie
(Cichorium intybus L.), Kartoffel (Solanum tuberosum L.)
(BGBI. II Nr. 76/2011) (BUNDESKANZLERAMT 2012a).

Material und Methoden

Probenvorbereitung und -beschaffenheit

Fiir alle in der Saatgut-Gentechnik-Verordnung erwéhnten
Arten gelten die gleichen Anforderungen an die Proben-
vorbereitung und Untersuchungsmethodik, welche in den
Methoden fiir Saatgut und Sorten gemal} § 5 Saatgutgesetz
1997 festgelegt sind (BUNDESKANZLERAMT 2012b).
Bei der Probenvorbereitung ist darauf zu achten, dass die
Saatgutbehandlung (z.B. Beizung, Inkrustierung, Pillierung)
und duflere Verunreinigungen der Samen, welche das Er-
gebnis der Untersuchung von Saatgut auf Verunreinigungen
mit zugelassenen und nicht zugelassenen GMO beeinflus-
sen konnten, auszuschliefen sind. So kann z.B. Stirke,
welche bei Beizmitteln eingesetzt wird, aus GMO-Mais
gewonnen worden sein und wiirde in diesem Fall zu einem
positiven Ergebnis im GMO-Screening fithren, obwohl
das Saatgut selbst keine GMOs enthélt. Die Arbeitsprobe
im Labor muss zumindest 3000 Samen umfassen und die
Untersuchungsmethodik und der Untersuchungsplan miis-
sen so ausgelegt sein, dass ein gentechnisch verdnderter
Same unter 3000 nicht gentechnisch verdnderten Samen
mit einer 95%igen Sicherheit nachgewiesen werden kann
(BUNDESAMT FUR ERNAHRUNGSSICHERHEIT
2010). Eine Ausnahme bildet hier das Kartoffelsaatgut,
schon alleine aufgrund der Grofe des Pflanzguts. Bei der
Kartoffel muss die Arbeitsprobe im Labor zumindest 200
Knollen umfassen (BUNDESAMT FUR ERNAHRUNGS-
SICHERHEIT 2011).
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Methoden

Bei der Auswahl der Methodik hat sich die Untersuchung
der DNA der Arbeitsprobe mittels PCR als am besten ge-
eignet herausgestellt. Methoden, die auf der Untersuchung
von transgenen Proteinen basieren, sind aus verschiedenen
Griinden zu wenig sensitiv. Wahrend sich zum Beispiel
der DNA-Gehalt bei Saatgut bei langerer Lagerung kaum
verandert, werden Proteine in den Zellen entweder abgebaut
oder nicht exprimiert, da sich der Same bis zur Keimung in
einem Ruhestadium befindet und der Stoffwechsel auf ein
absolutes Minimum reduziert ist. Aulerdem sind einige der
gesuchten GMOs in der Zusammensetzung des Proteoms
von anderen, nicht modifizierten Organismen der gleichen
Spezies nicht oder nur unter grolem apparativem Aufwand
unterscheidbar. Wie viele und welche DNA-Sequenzen beim
Screening nach zugelassenen und nicht zugelassenen GMOs
erfasst werden, sodass den Anforderungen der dsterreichi-
schen Saatgut-Gentechnik-Verordnung entsprochen wird,
ist von Art zu Art unterschiedlich. Viele der eingesetzten
PCR-Methoden sind auf der Homepage des European Union
Reference Laboratory for GM Food & Feed (http://gmo-crl.
jrc.ec.europa.eu/) publiziert.

Mals

Von den mehr als 140 GMOs in der Datenbank des ame-
rikanischen Center for Environmental Risk Assessment
stellen die GMO-Maislinien den grofiten Anteil dar. Ende
2011 waren insgesamt 54 Maislinien in den Datenbanken
registriert (CERA 2011, FORUM BIO- UND GENTECH-
NOLOGIE 2011). Einen GrofBteil dieser Linien kann man
durch Detektion des 35S-Promotors aus dem Blumenkohl-
mosaikvirus (CaMV) und des Nos-Terminators aus Agro-
bacterium tumefaciens erfassen (Tabelle 1). Vier der nicht
erfassten Maislinien sind aus somaklonalen Mutationen
hervorgegangen und wiirden in Osterreich nicht als GMOs
gelten. Die verbleibenden zwei nicht erfassten Maislinien
DP-098140-6 (Event 98140) und REN-@0?38-3 (LY038)
miissen mit jeweils einer PCR-Methode detektiert werden.
Somit werden durch Detektion von insgesamt 4 DNA-
Sequenzen alle bis 2011 bekannten GMO-Maislinien,
exklusive der durch somaklonale Mutation geziichteten
Sorten, erfasst.

Raps, Kohlriibe, Riibsen,
Stoppel-, Herbst- und Mairtibe

Obwohl Raps, Riibsen und Riiben in der Saatgut-Gentechnik-
Verordnung getrennt gefiihrt werden, kann man diese Arten
bei Uberlegungen zum GMO-Screening zusammenfassen.
Zwanzig Linien sind in Datenbanken (CERA 2011, FORUM
BIO- UND GENTECHNOLOGIE 2011) registriert, davon
auch insgesamt drei, die mittels Mutagenese und somaklo-
naler Mutation geziichtet wurden. Fiir ein GMO-Screening
in diesen Arten ist die Detektion von 5 DNA-Sequenzen
notwendig: 35S-Promotor, Nos-Promotor aus A. tumefaci-
ens, die Gene fiir Phosphinothricin N-Acetyltransferase aus
Streptomyces hygroscopicus (bar) und S. viridochromogenes
(pat) und das Gen fiir 5-Enolpyruvyl Shikimat-3-Phosphat
Synthase aus A. tumefaciens CP4 (CP4 EPSPS) (Tabelle 1).
Alle diese Arten gehoren zur Familie der Brassicaceae und
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sind relativ haufig mit dem Blumenkohlmosaikvirus infiziert.
Da der 35S-Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus
stammt, flihrt die Detektion des 35S-Promotors einer mit
diesem Virus infizierten Pflanze zu einem positiven Scree-
ningergebnis, das aber erst durch weitere Untersuchungen
bestitigt oder entkriftet werden kann. Ein falsch positives
Screeningergebnis ist erst dann ein solches, wenn andere
DNA-Sequenzen des Blumenkohlmosaikvirus in der Probe
nachgewiesen und all jene GMO-Linien, die den 35S-
Promotor enthalten, nicht nachgewiesen werden konnten.

Sojabohne

Im Jahr 1994 wurde in den USA die erste GMO-Sojalinie
zugelassen, GTS 40-3-2 von Monsanto, besser bekannt unter
dem Namen Roundup Ready® Sojabohne. Diese Sojalinie
war kommerziell mindestens ebenso erfolgreich, wie das Be-
triebssystem Windows auf dem Softwaremarkt. Uber viele
Jahre hinweg dominierte die Roundup Ready® Sojabohne
den Weltmarkt im GMO-Soja Bereich. Dies ist vielleicht
der Grund dafiir, dass bis Ende 2011 lediglich 17 GMO-
Sojalinien (CERA 2011, FORUM BIO- UND GENTECH-
NOLOGIE 2011) zugelassen oder zur Zulassung eingereicht
wurden. Ein noch ausreichendes GMO-Screening in Soja-
saatgut ist durch Detektion der folgenden DNA-Sequenzen
moglich: 35S-Promotor, CP4 EPSPS Gen, BPS-CV127-9
Soja, DP-305423 Soja, DP-356043 Soja (Tabelle 1). Die
letzten 3 Methoden detektieren jeweils nur eine Sojalinie,
es handelt sich hierbei um sogenannte Event-spezifische
Methoden, mit welchen immer nur genau eine einzelne
GMO-Linie detektiert werden kann. Bei Soja zeigt sich
der Trend am deutlichsten, dass neuere GMO-Linien keine
gemeinsamen transgenen Elemente mehr haben, weshalb fiir
jede einzelne Linie ein eigenes PCR Verfahren entwickelt
werden muss. Von 4 weiteren in der Zulassung stehenden
GMO-Sojalinien ist fiir jede ein eigenes PCR-Verfahren zur
Detektion notig.

Kartoffel

In den USA wurde die erste gentechnische Kartoffel im
Jahr 1994 zugelassen (CERA 2011), elf Jahre spiter wurde
von BASF ein Antrag zur Zulassung einer gentechnisch
verdnderten Kartoffel mit verdnderter Starkezusammen-
setzung in Europa eingereicht. Nachdem der Anbau dieser
Kartoffel 2010 erlaubt wurde, verkiindete BASF kiirzlich,
die Entwicklung und Vermarktung gentechnisch verdanderter
Pflanzen, die hauptsédchlich auf den europdischen Markt
abzielen, einzustellen und sich auf die Wachstumsmarkte
auflerhalb Europas zu konzentrieren (BASF 2012), was
letztlich das Ende des Anbaues dieser Kartoffel in Euro-
pa bedeutet. Fiir ein GMO-Screening in Kartoffelsaatgut
bleibt die Amflora Kartoffel trotzdem relevant, wie auch
sechs weitere Linien (CERA 2011, FORUM BIO- UND
GENTECHNOLOGIE 2011). Um alle diese Kartoffellinien
zu erfassen, muss man mindestens zwei DNA-Sequenzen
detektieren: 35S-Promotor und Nos-Terminator (Tabelle 1).
Eine PCR-Methode zur Detektion der AM1020-4 Kartoffel,
welche weder den 35S-Promotor noch den Nos-Terminator
enthélt, wurde bereits von Laboratorien der EU Kommission
validiert und wird in Bélde publiziert. Ab der Publikation des
Verfahrens muss dieses ebenfalls beim Screening angewandt
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werden. Die Probengr6fe bei der Kartoffel wurde auf 200
verringert, wobei eine Laborprobe dieser Grofle immer
noch eine Herausforderung beziiglich Probenvorbereitung
darstellt. Dazu kommt noch, dass Kartoffelpflanzgut mit
Bodenbakterien behaftet sein kann, welche zu falsch posi-
tiven Ergebnissen im Screening fithren kénnen.

Tomate

Die Zahl der GMO-Tomatensorten hélt sich in Grenzen,
seit dem Jahr 2000 gibt es keine bekannten neuen Ent-
wicklungen (CERA 2011). Somit sind seit dem Inkraft-
treten der Saatgut-Gentechnik-Verordnung lediglich zwei
DNA-Sequenzen fiir ein GMO-Screening zu detektieren:
35S-Promotor und Nos-Promotor (Tabelle 1). Damals,
wie heute, ist die erforderliche Anzahl an Samen fiir die
Untersuchung ein Kostenhindernis fiir den Antragsteller,
da ein Tomatensamen ungleich wertvoller ist, als z.B. eine
Sojabohne.

Zichorie

Eine GM-Zichoriensorte (RM3-3, RM3-4, RM3-6 zuge-
lassen 1996 in der EU und 1997 in den USA) wurde bisher
zugelassen. Weitere Antrage zur Zulassung von GM-Zicho-
riepflanzen wurden in den OECD-Staaten nicht eingereicht
(CERA 2011, FORUM BIO- UND GENTECHNOLOGIE
2011). Um diese Pflanze zu detektieren ist somit nur eine
von mehreren PCR-Methoden notwendig: Nos-Terminator
oder Nos-Promotor (Tabelle 1).

Weizen und Zuckerribe

Das Saatgut beider Arten wird von der Saatgut-Gentech-
nik-Verordnung nicht beriihrt und es wird, wie aus dem
jahrlichen GVO-Monitoring Bericht (LEONHARDT et al.
2010) hervorgeht, beziiglich GMO nicht von staatlichen
Institutionen tiberwacht. Dennoch sollen die Arten der Voll-
standigkeit halber erwéhnt werden. In der CERA-Datenbank
sind insgesamt 7 GM-Weizenlinien registriert (CERA

Tabelle 1: Kulturarten und DNA-Sequenzen fiir GMO-Screening

Table 1: Plant species and DNA-sequences for GMO screening
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2011), aber nur eine davon ist tatsdchlich transgen. Alle
anderen Weizenlinien wurden durch Selektion geziichtet
und sind resistent gegen Imidazol. Die verbleibende GM-
Weizenlinie MON71800 kann wie schon zuvor die Zichorie
durch Anwendung einer von mehreren PCR-Methoden
nachgewiesen werden: 35S-Promotor, Nos-Terminator oder
CP4 EPSPS (Tabelle 1). Bei der Zuckerriibe sind alle 4 in
den Datenbanken registrierten GM-Linien auch transgen
(CERA 2011, FORUM BIO- UND GENTECHNOLOGIE
2011). Mit der Detektion von zwei DNA-Sequenzen wére
ein GMO-Screening mdglich: 35S-Promotor und CP4
EPSPS (Tabelle 1).

Ausblick

Die Zahl der neu entwickelten GMOs ist, vor allem au-
Berhalb Europas, im Steigen begriffen, auch wenn die
Zulassung einiger GMOs mittlerweile abgelaufen ist und
nicht mehr verldngert wurde. In einem GMO-Screening
miissen auch solche GMOs erfasst werden, die schon seit
Jahren nicht mehr angebaut oder vermarktet werden, wie
sich im Lebensmittelbereich im Falle der FP967 Leinsaat-
linie (CDC-FL@OO1-2) gezeigt hat. Obwohl der Anbau in
Kanada im Jahr 2001 eingestellt wurde um den Exportmarkt
in die EU nicht zu gefahrden, tauchten im Jahr 2009 einige
Leinsaatlieferungen in Europa auf, die Kontaminationen mit
eben jener GMO-Leinsaat enthielten. Dies wurde manchmal
erst bemerkt, als diverse Endprodukte, wie z.B. Backwaren,
im Rahmen der Qualititskontrolle auf GMOs hin unter-
sucht wurden. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde aus Kanada
importierte Leinsaat nicht auf GMO-Kontaminationen hin
untersucht.

Beineu entwickelten GMOs zeigt sich der Trend, dass bisher
eingesetzte PCR-Methoden (Tabelle 1) fiir ein Screening
nicht mehr ausreichend sind, da die GMOs oft vollkommen
neue Regulationssequenzen und Transgene beinhalten und
Selektionsmarker, wie z.B. Herbizidresistenzen, durch
Kreuzungen entfernt werden kénnen (z.B. MON87701 und
MON&7708 Soja). Bei der Antragstellung muss der Produ-

DNA Sequenzen' Eventspezifische PCR- GMO-Linien?

Kulturart 35S-P Nos-P Nos-T CP4 EPSPS bar pat Methoden Methoden detektiert nicht detektiert
Mais x x LY038

DP98140 4 50 1
Soja X X DP305423

DP356043

BPSCVI1279 5 11
Raps, Riibsen u.a. X X X X X 5 17 0
Brassicaceen
Kartoffel x x AMO04-1020 3 7 0
Tomate X X 2 6 0
Zichorie X 1 1 0
Weizen X 1 1 0
Zuckerriibe x x 2 4 0

! 35S-P: 35S-Promotor des Blumenkohlmosaikvirus (CaMV); Nos-P: Nos-Promotor aus Agrobacterium tumefaciens; Nos-T: Nos-Terminator aus
A. tumefaciens; CP4 EPSPS: 5-Enolpyruvyl Shikimat-3-Phosphat Synthase aus A. tumefaciens CP4; bar: Phosphinothricin N-Acetyltransferase aus
Streptomyces hygroscopicus; pat: Phosphinothricin N-Acetyltransferase aus S. viridochromogenes

2 nur tatsdchliche transgene Linien beriicksichtigt (keine Mutationslinien)
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zent eine PCR-Methode zur Detektion des GMOs beilegen,
jedoch sind diese Methoden nicht fiir ein Screening geeig-
net, da sie spezifisch sein miissen und keine anderen GMOs
und Pflanzenlinien detektieren diirfen. Die Komplexitét
des GMO-Screenings im Saatgut wird zunehmen und die
Zukunft wird immer neue Herausforderungen sowie tiber-
raschende Ergebnisse in der GMO-Analytik bereithalten.
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Trockentoleranz in Gerste - Ansitze zur Phianotypisierung
Drought tolerance in barley - approaches for phenotyping

Henrik Schumann'*, Anne Reinders', Alexandra Bothe'!, Melanie Herker', Stefan Paulus® und Jens Léon'

Abstract

Objective of this study was to improve the selection ef-
ficiency for drought tolerant barley. In pot experiments,
within foliar tunnels, genotypes were grown in micro
crop stands of 12 plants. In three drought scenarios (no,
3 weeks before, 3 weeks after flowering) morphological,
stress- and yield-physiological and yield parameters
were evaluated. Questions were: Are the parameters
able to detect drought stress during the vegetation pe-
riod? Do they have a relation to yield reduction? Can
they be determined with the non-invasive techniques
Hyperspectral Imaging and Laser Scanning? As a result
of first experiments we got significant relations between
special plant stress parameters and the number of grains
per ear (multiple regression R>=0.98) and the grain yield
(R>=0.96). In the ongoing experiments the number of
tested genotypes will be increased up to 24, 36 and 144
(for association mapping) for detecting genotype-specific
reaction patterns to terminated drought. First significant
correlation coefficients up to r=-0.95 between reflectance
values at specific wavelengths within VISNIR-spectrum
(380-900 nm) and plant parameters like SPAD, dry and
water mass of the barley plants foretell the potential of
the non-invasive Hyperspectral Imaging technique. The
ability to get 10 morphological - traditional and also new
- plant parameters with one scan from a highly precise
3D-laser scanning system and to detect drought stress
already at the 4" day after withholding irrigation water
foretells the potential also of this non-invasive 3D-laser
scanning technique.

Keywords

Drought tolerance, Hordeum vulgare, hyperspectral
imaging, phenotyping, 3D-laser scanning, yield

Zusammenfassung

Im Rahmen des prognostizierten Klimawandels werden
neben ldngeren und trockeneren Sommern auch schnellere
und intensivere Wechsel von kurzzeitigen Trocken- und
sich anschliefenden Verndssungsperioden vorausgesagt. Im
Rahmen der Forschungsarbeiten zur ziichterischen Verbes-
serung der Trockentoleranz von Sommergerste werden an
der Professur fiir Pflanzenziichtung der Universitdt Bonn
diese Bedingungen in Gefdflversuchen in Folientunneln
kontrolliert und beschreibbar nachvollzogen. Durch eine

dreiwdchige Verminderung der Bewésserungsgabe werden
die Feuchtegehalte im Boden von der Feldkapazitit bis zum
permanenten Welkepunkt abgesenkt und anschliessend
durch intensive Bendssung wieder auf Kontrollniveau
angehoben. Die zu untersuchenden Genotypen werden
in Kleinstbestdnden von 12 Pflanzen angebaut. Wahrend
der Vegetation werden diese intensiv auf morphologische,
stress- und ertragsphysiologische Pflanzenparameter hin un-
tersucht, um festzustellen, ob und welche dieser Parameter
Trockenstress anzeigen. Am Ende der Vegetationsperiode
werden mit Hilfe einer detaillierten Kornertragsanalyse
die Auswirkungen der dreiwdchigen Trockenphasen vor
und nach der Bliite auf die Ertragsbildung ermittelt. Die
Quantifizierung der Beziehung zwischen den Trockenstress
anzeigenden Pflanzenparametern und den Ertragswirkungen
soll die Bedeutung einzelner Parameter fiir die Trockento-
leranz von Gerste aufzeigen.

In ersten Experimenten konnte nach dreiwdchiger Trocken-
heit Trockenstress detektiert und in multiplen Regressionen
signifikante Beziehungen von Sprosstrockenmasse, SPAD-
Wert, griiner Blattfliche, Blattprolingehalt, Wurzellange,
Sprosswassergehalt und Blatttemperatur zur Kornzahl pro
Ahre (R2=0,98) und von Sprosstrockenmasse, Wurzellinge
und Sprosswassergehalt zum Kornertrag (R?=0,96) herge-
stellt werden. Die unzureichende genetische Variation des
Gerstenmaterials erlaubte jedoch keine verallgemeinernden
Aussagen bzw. Detektion genotypen-spezifischer Reakti-
onsmuster auf die zeitlich begrenzte Trockenheit.

Im Rahmen der angelaufenen Forschungsprojekte in den
Verbiinden ,,Phenomics, Transcriptomics und Genomics
- ein integrativer Ansatz zur Effizienzsteigerung in der
Selektion trockenstresstoleranter Gerste® sowie ,,CROP.
SENSe.net™ (http://www.cropsense.uni-bonn.de; Subproject
GA2) werden jetzt variationsreichere Sommergerstensets
mit 24 bis zu 144 Genotypen untersucht.

Ziel des Teilprojektes ,,Phenomics® im ersten Forschungs-
verbund ist die Evaluierung von Pflanzenparametern fiir
die merkmals- und markergestiitzte Selektion. In Geféver-
suchen werden die Pflanzenparameter unter kontrollierten
Bedingungen hinsichtlich Trockenstressdetektionsfahigkeit
und Ertragsrelevanz gepriift und an fiinf Feldstandorten
in Deutschland unter den natiirlichen Bedingungen des
Zuchtgartens verifiziert.

Ziel des Teilprojektes GA2 ,,Zerstdrungsfreie Wachstum-
sanalyse* im Forschungsverbund ,,CROP.SENSe.net“ ist die
Ableitung von ertragsphysiologischen Wachstumsparame-

! Institut fiir Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcenschutz (INRES), Pflanzenziichtung, Universitit Bonn, Katzenburgweg 5, D-53115 BONN
2 Institut fiir Geodédsie und Geoinformation (IGG), Geodisie, Universitdt Bonn, Nussallee 17, D-53115 BONN

* Ansprechpartner: Henrik SCHUMANN, h.schumann@uni-bonn.de
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tern aus den zerstorungsfrei arbeitenden Messverfahren des
Hyperspectral Imaging und des Laser Scanning, um wéhrend
der gesamten Vegetationsperiode fortlaufend eine grofie An-
zahl von Genotypen hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens
z.B. beziiglich Trockenstress differenzieren zu konnen.

Aus ersten Korrelationsrechnungen ergaben sich hohe signi-
fikante Korrelationskoeffizienten zwischen Reflektanzen in
bestimmten Wellenldngenbereichen des VISNIR-Spektrums
(380-900 nm) und den Parametern SPAD-Wert (r=-0.95 bei
552-572 nm), Trockenmasse (r=-0.85 bei 568-585 nm) und
der Wassermasse der Gerstenpflanzen (r=-0.88 bei 564-651
nm). Hiermit deutet sich das Potential des Hyperspectral
Imaging als nicht-invasivem Messverfahren an.

Mit Hilfe eines hochprizisen 3D-Lasermesssystems gelang
es, aus 3D-Punktewolken von bis zu 420.000 Punkten
mit einem Scan 10 morphologische Pflanzenparamter zu
extrahieren. Traditionelle ertragsphysiologische Pflanzen-
parameter wie die Blattfiche und die Pflanzenhdhe konnten
jetzt mit bedeutend hoherer Genauigkeit und zerstorungsfrei
ermittelt werden. AuBlerdem konnten neue in der Nutz-
pflanzenforschung bisher nicht genutzte Parameter wie das
Volumen der Pflanzen berechnet werden. Bereits ab dem
4. Tag nach Wasservorenthalt gelang es, mit Hilfe solcher
morphologischen Parameter Trockenstress zu detektieren

Trockentoleranz in Gerste - Ansitze zur Phinotypisierung

und das Potential auch dieser nicht-invasiven Messmethode
aufzuzeigen.
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Phénotypisierung mittels Nahinfrarot-Spektroskopie
am Beispiel Gelbpigmentgehalt des Weizens

Application of FT-NIRS for prediction and screening of
wheat species in regard to carotenoid concentration

Susanne Kirchmaier', Johann Vollmann', Negash Geleta Ayana!,
Susanne Siebenhandl-Ehn?, Michael Priickler? und Heinrich Grausgruber!”

Abstract

Colour is an important criterion for wheat flour quality.
A strong pigmentation by carotenoids is desirable in
durum wheat since a bright yellow colour is a quality
factor of pasta. Contrary, flour of bread wheat should be
as white as possible, hence, a minimum pigmentation is
sought after for baking products. The determination of
yellow endosperm pigmentation by standard methods
requires both chemicals, respective lab equipment and
time. In the present study Fourier transform near infrared
spectroscopy was used to develop a prediction model
for yellow endosperm pigmentation across various
wheat species to allow a faster, cheaper and chemical
free selection of genotypes. The obtained prediction
model is robust enough for selection, however, misses
analytical accuracy (R>=0.82-0.88). Moreover, sam-
ples spiked with various concentrations and types of
carotenoids were used to identify infrared wavelength
regions which reacted significantly to the respective
carotenoids. Principal component analysis was applied
to the spectra for qualitative analysis and revealed a
significant clustering of genotypes according to wheat
species. The grouping of genotypes/species was mainly
influenced by kernel hardness and particle size and not
by the yellow pigmentation.

Keywords

Carotenoid, near infrared reflectance spectroscopy,
Triticum, yellow pigment, wheat quality

Einleitung

Weizen (Triticum L.) z&hlt neben Mais, Reis und Gerste
zu den wichtigsten Kulturarten weltweit (KILIAN et al.
2009) und stellt die wichtigste Frucht zur Erzeugung von
Nahrungsmitteln dar, da er sowohl fiir den menschlichen
als auch tierischen Verzehr direkt verwendet werden kann.
Er wird erfolgreich in beinahe allen Regionen der Erde,
von 67° nordlicher (Norwegen, Finnland, Russland) bis 45°
siidlicher (Argentinien, Chile) Breite, kultiviert (GUSTAF-
SON et al. 2009). Eine grofe Bedeutung besitzt Weizen in
der Religion und im tdglichen Leben. Einen zentralen Ritus

nimmt Weizen in der Form des Brotes in der jiidischen und
christlichen Religion ein (PRANCE und NESBITT 2005).
Die grofie Bedeutung von Weizen fiihrte im Laufe der Zeit
zu einer intensiven Ziichtungstitigkeit. Ein steter Zuwachs
der Anbauflache und des Ertrages waren die Folge.

Die Pigmentierung des Endosperms ist ein wichtiges Krite-
rium fiir die Qualitdt von Weizenmehl. Eine starke Farbung
durch Carotinoide ist bei Hartweizen (T. durum) erwiinscht,
um eine moglichst gute natiirliche Gelbfarbung von Pasta
und Teigwaren zu gewéhrleisten. Im Gegensatz dazu sollte
das Mehl von Brotweizen (T. aestivum) so weill wie moglich
sein (LEPAGE und SIMS 1968). Fiir spezifische Produkte
ist ein hoher Gelbpigmentgehalt auch beim hexaploiden
Weizen erwiinscht: Asiatische Nudeln (Cantonese noodles)
werden aus Weizenmehl, Wasser und Kansui (eine Mi-
schung aus Natrium- und Kaliumcarbonat und -phosphat)
hergestellt und sollen eine gldnzende, bleiche, gelbe Farbe
aufweisen (KRUGER et al. 1992). In Weizenarten kommt
als Gelbpigment hauptsédchlich das Xanthophyll Lutein
vor (LEPAGE und SIMS 1968, HENTSCHEL et al. 2002,
HIDALGO et al. 2006, ABDEL-AAL et al. 2007). Obwohl
die Existenz von sekundéren Inhaltsstoffen in Pflanzen seit
100 Jahren bekannt ist, sind deren Wirkung wie protektive
Effekte gegen Krankheiten erst kiirzlich in das Blickfeld der
Forscher und Erndhrungswissenschaftler geriickt. Frither
wurden diese Inhaltstoffe oft als antinutritiv und wertlos
betrachtet, und das Ziel der Pflanzenziichter war es, den
Gehalt an solchen Stoffen zu reduzieren oder sie génzlich
zu eliminieren (GRAUSGRUBER et al. 2006).

Nahinfrarotreflexionsspektroskopie, NIRS oder NIR ab-
gekdirzt, ist ein physikalisches Analyseverfahren auf Basis
der Spektroskopie im kurzwelligen Bereich des Infrarot-
lichts. Mit Hilfe von Infrarotstrahlung werden kovalente
Molekiilbindungen in (zumeist) organischen Verbindungen
angeregt. Die Detektion der Strahlungsabsorption funk-
tioneller Gruppen von organischen Molekiilen findet im
nahen Infrarot (760-2500 nm) statt. Die NIRS Technologie
hatte seit der ersten Anwendung in den 1960er Jahren in
der Getreideindustrie einen enormen Aufschwung erfah-
ren. Es entwickelte sich ein breites Feld der Anwendung:
mittlerweile wird NIRS in verschiedensten Gebieten wie
Materialwissenschaften, Nahrungsmittel, Umwelt, Medizin,

! Universitit fiir Bodenkultur Wien, Department fiir Nutzpflanzenwissenschaften, Abteilung Pflanzenziichtung, Konrad Lorenz StraBe 33, A-3430 TULLN
2 Universitit fiir Bodenkultur Wien, Department fiir Lebensmittelwissenschaften und -technologie, Muthgasse 18, A-1190 WIEN
* Ansprechpartner: Heinrich GRAUSGRUBER, heinrich.grausgruber@boku.ac.at
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Pharmazie, Landwirtschaft oder Archédologie eingesetzt
(ESTEVE AGELET und HURBURGH 2010).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung einer NIRS
Kalibration fiir die Vorhersage des Gelbpigmentgehaltes in
Weizenmehl, sowie die Priifung, ob mittels multivariater
Verrechnung der Spektraldaten die verschiedenen Weizen-
arten (T. aestivum, T. durum, T. monococcum, T. carthlicum,
T. karamyschevii, T. turanicum) spektroskopisch voneinan-
der unterscheidbar sind.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Das Probenset bestand aus 478 Proben, bestehend aus
mehr als 134 Genotypen von 6 verschiedenen Weizenarten:
Einkorn (T. monococcum) (diploid), Persischer Weizen
(T. carthlicum), Hartweizen (T. durum), Kolchischer Emmer
(T. karamyschevii), Khorasanweizen (T. turanicum) (alle
tetraploid) und Weichweizen (T. aestivum) (hexaploid). Die
Proben stammten aus den Ernten 2003 bis 2009 von Ver-
suchen der Universitit fiir Bodenkultur bzw. der Saatzucht
Donau im pannonischen Trockengebiet. Es waren Proben
von sowohl konventionell als auch biologisch bewirtschaf-
teten Flachen vorhanden.

Chemische Analyse

Der Gelbpigmentgehalt wurde mittels ICC Standard Me-
thode 152 (International Association for Cereal Science
and Technology, Wien) ermittelt. Dabei wurden je Probe
10 g Kdrner mit einer ZM 100 Ultra-Zentrifugal Miihle
(Retsch Gmbh & Co KG, Haan) ausgestattet mit einem 1,0
mm Sieb vermahlen. Fiinf g Vollkornmehl wurden in einen
Erlenmeyer Kolben gegeben und mit 25 ml wassergeséttig-
tem n-Butanol (WSB) (1:6 v/v H,O dest:Butanol) versetzt
und 2 min geschiittelt. Die Extration wurde unmittelbar
nach der Vermahlung durchgefiihrt. Die Kolben wurden bei
Raumtemperatur und Verdunkelung fiir 18 bis 20 Stunden
abgestellt. AnschlieBend wurde die Suspension in lichtge-
schiitzte (braune) Gefdlle durch ein Whatman Faltenfilter
(Grad 595%; @ 110 mm; Sigma-Aldrich, Wien) filtriert. Die
Extrakte wurden bei 440 nm Wellenlédnge in einem U-1500
Spektrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo) gegen die Stan-
dardlésung (WSB) gemessen. Pro Extrakt wurden 4 Mes-
sungen durchgefiihrt. Die Kalibration wurde fiir f-Carotin
erstellt, folglich wurden die Extinktionswerte in S-Carotin
Aquivalente (mg ml') umgewandelt unter Verwendung der
Gleichung: y = 182,84 x Extinktion + 0,001.

NIRS Analyse

Fiir die NIRS Messungen wurden etwa 5 g Kérner mit einer
Cyclotec 1093 Miihle (Foss, Hoganés) zu Vollkornmehl
(1 mm Sieb) vermahlen. Die Erfassung der NIRS Spek-
tren erfolgte mit einem FT-NIRS Spektrometer Matrix-I
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen) welches mit einer weiflen
Lichtquelle und einem InGaAs-Detektor ausgestattet ist.
Die Reflexion wurde in einer Operationsbreite von 800 bis
2780 nm (12492 bis 3598 Wellen-cm™) mit einer Auflésung
von 4 Wellen-cm™ aufgezeichnet. Jede Probe wurde 2 mal
gemessen indem man die Kiivette um 180° drehte.

Gespikte Proben

Zusétzlich zu den natiirlichen Proben wurden auch mit
Carotinoiden angereicherte Mehlproben der NIRS Analyse
unterzogen. Dafiir wurde Mehl eines Hartweizens (Durobo-
nus) und eines Weichweizens (Saturnus) mit unterschiedli-
chen Konzentrationen an f-Carotin, Lutein und Zeaxanthin
gespikt (Tabelle 1). Mittels UV-VIS Spektroskopie wurde
der Gelbpigmentgehalt dieser Proben kontrolliert.

Tabelle 1: Carotinoid-Steigerungsstufen und Gelbpigmentge-
halt der angereicherten Mehle von Saturnus und Durobonus

Table 1: Concentration of carotenoids and yellow pigment con-
tent (GP) of spiked flour samples of Saturnus and Durobonus

Saturnus Durobonus

Carotenoid Konzentration (ppm) Code GP! Code GP

Kontrolle 0 S1 3,811 D1 9,813
f-Carotin 5 S2 8,942 D2 14,734
Lutein S3 8,693 D3 14,667
Zeaxanthin S4 10,728 D4 16,206
f-Carotin 20 S5 22,522 D5 29,934
Lutein S6 23475 D6 29,959
Zeaxanthin S7 29,369 D7 32,674
f-Carotin 40 S8 40,606 D8 43,286
Lutein S9 43,968 D9 47,848
Zeaxanthin D10 55,256

! GP: Gelbpigmentgehalt (ppm f-Carotin Aquivalente 100g" TS)

Datenanalyse

Die Kalibration wurde mittels PLS (Partial Least Square)
Regression in der Software Opus Quant 2 (Bruker Optik
GmbH, Ettlingen) erstellt. Die Spektren wurden dabei einer
Streulichtkorrektur MSC (Multiplicative Scatter Correction)
unterzogen um Verzerrungen zu reduzieren und die Signale
der chemischen Information zu erhohen (ESTEVE AGELET
und HURBURGH 2010). Deutliche Ausreisser wurden aus
den Berechnungen entfernt. Die erhaltenen Kalibrationen
wurden an Hand des Bestimmtheitsmaf3es R? und dem Stan-
dardfehler der Kreuzvalidierung verglichen und bewertet.
Die Klassifizierung der Weizenmuster wurde durch eine
chemometrischen Mustererkennung durchgefiihrt. Dabei
wurden die Spektraldaten einer Hauptkomponentenanalyse
(PCA, Principal Component Analysis) mittels Unscrambler
Software (Camo AS, Trondheim) unterzogen.

Ergebnisse und Diskussion

Gelbpigmentgehalt

Der durchschnittliche Gelbpigmentgehalt (GP) iiber alle
Weizenarten betrug 5,84 ppm (f-Carotin Aquivalente i. TS).
Die geringste Konzentration (1.65 ppm) wurde in Weich-
weizen, die hochste (15,93 ppm) in Einkorn nachgewiesen
(Tabelle 2). Eine groBe Variationsbreite, eine gleichméafige
Verteilung der Proben iiber die Variationsbreite und eine
hohe Anzahl an Proben sind Voraussetzungen fiir eine ro-
buste Kalibration (ESTEVE AGELET und HURBURGH
2010). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Vorausset-
zungen erfillt.

Die deutlich hochsten Konzentrationen an Gelbpigment
wurden fiir Einkorn festgestellt. Dies deckt sich mit einer
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Tabelle 2: Variation im Gelbpigmentgehalt (ppm) verschiedener Weizenarten

Table 2: Variation in yellow pigment concentration (ppm) of diverse wheat species

39

auch Sorten bekannt, die Gehalte im Be-
reich von Durum aufweisen und die v.a. im

asiatischen Raum fiir die Herstellung von

Triticum  monococcum durum carthlicum  karamyschevii  turanicum aestivum Teigwaren verwendet werden (KRUGER
Mittelwert 11,19 889 296 2,67 4,99 434 etal. 1992, GRAUSGRUBER et al. 2006).
Minimum 3,93 3,34 2,84 2,67 2,66 1,65 Auch in Europa wurden solche Sorten ge-
Maximum 15,93 15,37 3,10 2,67 7,14 7,48 ziichtet (SVENSSON 1982, SCHIPPER et
Proben (n) 166 213 3 1 64 31 al. 1998), erlangten jedoch bis heute keine
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Abbildung 1: FT-NIRS Kalibration fiir Gelbpigmentgehalt
(GP) in Weizen

Figure 1: FT-NIRS calibration for yellow pigment concentra-
tion (GP) of wheat species

Reihe von anderen Untersuchungen (ABDEL-AAL et al.
2002, LAJE H et al. 2003, HIDALGO et al. 2006). Der fiir
Einkorn niedrigste Gehalt von 3,93 ppm wurde fiir eine
blaukornige (blue aleurone) Herkunft festgestellt. Durum
zeigte einen durchschnittlichen Gehalt von 8,89 ppm und
lag damit iiber den Gehalten der anderen tetraploiden
Weizenarten, die somit keine offensichtlichen genetischen
Ressourcen zur Erhohung des Gelbpigmentgehaltes dar-
stellen. Allerdings muss dabei beriicksichtigt werden, dass
die Probenanzahl bei Persischem Weizen und Kolchischem
Emmer sehr gering war. Weichweizen besitzt i.d.R. sehr
niedrige Konzentrationen an Gelbpigment, allerdings sind

grofle Bedeutung in der Verarbeitung.

Quantitative Analyse

In Abbildung 1 ist die ausgewahlte Kalibration abgebildet,
wobei auf der Abszisse die tatsdchlich gemessenen Werte
(WSB Referenzmethode) und auf der Ordinate die durch
NIRS vorhergesagten Werte dargestellt sind. Die beste
Kalibration (R2=0.88; root mean square error of estimation
RMSEE=1,08) beriicksichtigte Spektren des Wellenlan-
genbereichs A=801-2355 nm bei einem Rank von 9 (PLS
Regressionsvariablen). In diese Kalibration flossen 434
Proben ein, d.h. 44 Proben wurden als Ausreisser deklariert
und aus der Kalibration entfernt. Die Kreuzvalidierung er-
gab ein R?=(.82 und einen root mean square error of cross
validation RMSECV=1,34. Die bestehende Kalibration
erscheint somit fiir Selektionszwecke sehr gut geeignet,
fiir eine analytische Bestimmung jedoch noch zu ungenau.

Qualitative Analyse

Carotinoide haben ihre Lichtabsorptionsmaxima im sicht-
baren Wellenlédngenbereich (BRITTON 1996). An Hand der
Regressionskoeffizienten der Kalibration ist jedoch ersicht-
lich, dass auch im Bereich von A=1700-2350 nm (v=5900-
4250 cm™) mehrere hoch positive bzw. negative Koeffizi-
enten auftreten (Abbildung 2). Dieser Wellenlédngenbereich
stimmt auch gut {iberein mit den Ergebnissen von BRENNA
und BERARDO (2004), die bei Mais einen NIR Bereich von
1150 bis 2400 nm als optimal zur Messung von Lutein und
Zeaxanthin feststellten. Fiir die qualitative Analyse mittels
PCA wurde somit dieser deutlich auf den Gelbpigmentgehalt
reagierende Wellenldngenbereich ausgewéhlt. In Abbildung
3 ist der Biplot (PC1 vs PC2) der PCA dargestellt. Es ist
eine deutliche Gruppierung zwischen diploidem Einkorn
(T. monococcum) und tetraploidem Hartweizen (T. durum,

P M|

Abbildung 2: Regressionskoeffizienten der FT-NIRS Kalibration auf Gelbpigmentgehalt (Angabe der Wellenlénge als Wellenzahl-cm™)

Figure 2: Regression coefficients for the FT-NIRS prediction model for yellow pigment concentration of wheat flour (wavelength

is indicated as wave number-cm)
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Abbildung 3: Biplot der Hauptkomponentenanalyse der FT-
NIRS Spektren (vV=3600-6500 cm™)

Figure 3: Biplot of PCA of FT-NIRS spectra (v=3600-6500 cm™)

T. turanicum, T. carthlicum, T. karamyschevii) zu erkennen.
Der hexaploide Weichweizen (T. aestivum) liegt zwischen
den beiden Gruppen. Die Gruppierung erfolgt hier somit
nicht nach dem Gelbpigmentgehalt, sondern offensichtlich
v.a. aufgrund der unterschiedlichen Kornhérte und Partikel-
grofle. Auch wenn alle Proben mit der gleichen Siebgrofie
vermahlen wurden, ist der Einfluss der Kornhérte und in
Folge der Partikelgrof3e entscheidend. Dies wurde fiir den
verwendeten Miihlen- und Siebtyp auch von WILLIAMS
(1979) firr Durum und Weichweizen mit harter (hard red/
white wheat) bzw. weicher (soft white wheat) Korntextur

nachgewiesen. Einkorn besitzt im Vergleich zu Weich-
weizen eine noch einmal deutlich niedrigere Kornhérte
(BRANDOLINI et al. 2008).

Gespikte Proben

Bei der Analyse der NIR Spektren der gespikten Proben
konnten deutliche Effekte der Carotinoid-Anreicherung im
bereits zuvor erwdhnten Wellenldngenbereich festgestellt
werden. Bei Anreicherung mit 40 ppm Lutein, Zeaxanthin
und B-Carotin sind deutlich hohere Reflexionsintensitéten
ersichtlich (Abbildung 4). Die Anreicherungen mit 5 und
20 ppm heben sich zwar auch gegeniiber der Kontrolle
ab, sind jedoch untereinander teilweise tiberlappend. Die
Effekte waren fiir alle drei Carotinoide und beide Sorten,
Durobonus (T. durum) und Saturnus (T. aestivum), gegeben.
Gespikte Proben kdnnen prinzipiell auch fiir die Erstellung
der Kalibration herangezogen werden um die Variationsbrei-
te im Referenzprobenset zu erhohen (WILSON et al. 2002,
LOCHER et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde
die Hypothese erstellt, dass Proben mit einem hohen Gehalt
an Gelbpigmenten bei der qualitativen Analyse mittels PCA
in der grafischen Darstellung (Biplot) in der Umgebung
der entsprechend hoch mit Carotinoiden gespikten Proben
liegen miissten. Damit wére ein Auffinden von ziichte-
risch interessanten Ressourcen aus einer grolen Anzahl
von Genotypen ohne vorher notwendige nass-chemische
Analysen moglich. Leider konnte diese Hypothese nicht
eindeutig bestitigt werden, auch dann nicht, wenn nur eine
Weizenart (Durum) beriicksichtigt wurde. Verantwortlich
dafiir sind hochstwahrscheinlich die unterschiedlichen
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Abbildung 4: FT-NIRS Spektren von Vollkornmehl von Durobonus angereichert mit unterschiedlichen Carotinoiden und Kon-
zentrationen (siche Tabelle 1; Anreicherungen mit f-Carotin nicht dargestellt)

Figure 4: FT-NIRS spectra of whole grain flour of durum wheat Durobonus spiked with different carotenoids and concentrations

(see Table 1; B-carotene spiked samples are not shown)
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Umwelten (Jahre, Standorte, Produktionssysteme) aus
denen die Proben stammen. Dadurch kann es im Biplot zu
einer Verschiebung der Proben kommen (MJLLER 2004,
JACOBSEN et al. 2005).
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Abstract

In a greenhouse experiment the alteration of seven ag-
ronomic characters (heading time, plant height, straw
dry matter yield, spike length, number of spikelets,
seed number per main spike, grain yield) was evaluated
under well watered and water withdrawal conditions.
The two different water regimes had a significant effect
on the seven characters. Heading time, plant height,
seed number per main spike and grain yield were more
sensitive to water withdrawal than the other three traits.
For all parameters different genotypes ranked tolerant
and/or sensitive to drought stress. For breeders and
growers grain yield is the outstanding character. Lowest
yield losses were observed for GK Kalasz, GK Fény,
GK Hunyad, Premio and Komérom. The most sensitive
varieties were Robigus, Exklusiv, GK Szala and Capo
when the well watered treatment was compared to the
water withdrawal treatment.
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Introduction

Drought is the most significant environmental stress factor
restricting plant production in major parts of worldwide
agricultural production. Environmental stresses, such as
drought, heat shock, high salinity and low temperature,
have adverse effects on plant growth and seed production.
Plants respond and adapt to these stresses through various
biochemical and physiological processes, thereby acqui-
ring stress tolerance (BOYER 1982). Depending on the
agriculture areas, significant yield losses can be detected
in abiotic stress-hit seasons (BRAY et al. 2000). Among
abiotic stresses, drought is the most frequent abiotic stress
in the area of East and Central Europe. In wheat (Triticum
aestivum L.), yield loss can amount up to 80% of the yield
potential realised under optimal environmental conditions
(BRAY 1997, MAIJER et al. 2008). Comparing the eight
major crops (wheat, barley, corn, sorghum, soybean, oat,
potato, sugar beet), wheat is the most sensitive to abiotic
stresses involving drought (BRAY 1997). Improvement of
yield stability under (drought) stress conditions requires
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the optimization of several physiological functions such
as regulation of water status of tissues (BRODRIBB and
HOLBROOK 2003, MARTINEZ et al. 2003), photosyn-
thesis (LAWLOR 2002, MEDRANO et al. 2002), and
translocation of assimilates (BRAY et al. 2000, LAWLOR
2002, PASSIOURA 2002).

Some plants are able to cope with arid environments by
mechanisms that mitigate drought stress, such as stomatal
closure, partial senescence of tissues, reduction of leaf
growth, development of water storage organs, and incre-
ased root length and density, in order to use water more
efficiently. Water flux through the plant can be reduced or
water uptake can be increased by several physiological ad-
aptations. These mechanisms allow plants to survive in arid
environments by lessening the severity of drought stress, but
they do not make these plants tolerate desiccation. In fact,
with long periods of drought these plants will dehydrate
and die (SCOTT 2000).

Drought and high temperature occur together in many
regions of the world but they usually are investigated se-
parately. The extent of thermal as well as drought induced
disruption of grain development, however, is dependent on
the genotype (KAUR et al. 2011). The interaction of high
temperature and drought stress results in a stronger reduction
of pericarp thickness and endosperm size than each stress
alone (KAUR et al. 2011).

In rain-fed agricultural regions, limited rainfall and frequent
unpredictable droughts result in low and variable wheat
yields. Balanced water use between root water-uptake and
remaining soil moisture is a key factor for drought adapta-
tion. A significant negative correlation was found between
root water-uptake ability and grain weight, suggesting that
lower root water-uptaking ability was associated with higher
grain weight (MORI et al. 2011).

Drought tolerance is a complex trait. Agronomic, phenologi-
cal and physiological traits, which are connected to yield and
yield parameters, can be used more or less for the prediction
ofyield parameters (PINTO et al. 2010). However, breeding
programmes deal with thousands of lines every year. Hence,
tests used in selection should be fast, easy-to-apply and che-
ap, like the water retention ability test of excised flag leaves
(CLARKE and McCAIG 1982a,b), chemical desiccation
method, irrigation tests (McCAIG and ROMAGOSA 1989)
and canopy thermometry. Recently, important novel tools
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are used in drought breeding programs, like rain shelters in
field experiments and complex stress diagnostic system in
greenhouse experiments (MAJER et al. 2008).

In the present study the drought tolerance of 25 commercial
European (6 German, 9 Austrian, 8 Hungarian, 1 English,
1 French) wheat varieties was tested under well watered and
water withdrawal conditions in a greenhouse experiment.
Alteration of seven agronomic traits (i.e. heading date, plant
height, dry matter yield of straw, spike length, number of
spikelets per main spike, grain number per main spike, grain
yield of main spike) were analysed. Results from the well
watered treatment were compared to the water withdrawal
treatment.

Material and methods

Plant material

Altogether 25 European winter wheat varieties were tested
for their adaptability to drought stress within the COllective
Research NETworking (CORNET) project “Wheat Stress”.
In detail, 4 varieties originated from Germany (2 of them
were hybrid wheat varieties), 9 from Austria, 8 from Hun-
gary and 1 from both France and Great Britain (Table 1).

Experimental condition

The drought tolerance experiment was carried out as pot
experiment in the greenhouse. The seeds were sown into
normal soil in 50x20 mm plastic pots. Two seeds were sown
per pot. After germination the plantlets were vernalized for 6
weeks at 3-4°C in permanent dim light. After vernalization,
the plantlets (2-3 leaves) were transplanted (4 plantlets per
water regime) into black plastic pots filled with a special
soil and fertilizer (1340 g sand, 526 g peat, 4 g Osmocote®).

Before starting the experiment the water capacity of the soil
was determined. Two different water regimes, i.e. well wa-
tered and water withdrawal, were applied during the whole
life cycle of the plants. In the well watered treatment 60%
water capacity, in the water withdrawal treatment only 20%
of the soil water capacity was kept for the whole run of the
experiment, i.e. 4875 ml (1625 ml per plant) and 1550 ml
(517 ml per plant) water were used for irrigation, respec-
tively. Watering was done twice a week keeping permanent
water conditions in the pots.

Trait evaluation

Seven agronomic traits were determined in both water treat-
ments: heading time, plant height, dry matter yield of straw,
spike length per main spike, number of spikelets per main
spike, number of grains and grain dry matter yield per main
spike. Dry matter was determined as follows: at harvest the
above-ground biomass was harvested by scissors and dried
at 48°C to permanent weight.

Statistical analysis

At least three replications were recorded for each entry and
treatment. The collected data were analysed by ANOVA using
MS Excel 2002 software (Microsoft Co., Redmond, WA).

Greenhouse test for drought tolerance of the CORNET wheat variety set

Results and discussion

Heading time

One of the most significant effect of water withdrawal was
the alteration of heading time. A group of 7 varieties, i.e.
Eurojet, Tiger, Komarom, Hyland, Element, JB Assano and
GK Kalasz, headed some days) earlier in the severe drought
stress treatment compared to the well watered treatment (Fi-
gure 1). These group was named the rescue group meaning
that the physiology of these genotypes was accelerated by
water withdrawal (Figure 1). Another group of varieties,
i.e. GK Fény, GK Csongrad, GK Hunyad and GK Békés,
form the stable group, showing no change in heading time
between the well watered and water withdrawal treatment.
The third and largest group included 14 varieties, i.e. GK
Szala, Premio, Bitop, GK Petur, GK Raba, Tacitus, Brilli-
ant, Hybred, Pegassos, Robigus, Midas, Capo, Eurofit and
Exklusiv, which showed a later heading time under water
withdrawal. This group was named the lazy group. These
genotypes respond to water withdrawal by 1 to 20 days
later heading.

Under severe drought stress the heading time is a very sen-
sitive, simultaneously well detectable parameter to control
the response to stress treatment(s). Similar observations
were made by MAJER et al. (2008) under permanent and
by KAUR and BEHL (2010) under partial drought stress
during the life cycle of wheat plants, respectively.

25 r 25
20 1
15 1

10 1

Difference In heading time (days)

=10 4 - =10

-15 -15

Exklusiv

Figure 1: Effect of two different water treatments on heading
time of winter wheat: differences of the drought stress treat-
ment compared to the well watered (control) treatment

Plant height

Reduced plant height is a well-known symptom of drought
stress. Under limited water supply, all plant species alter their
green mass production (SCOTT 2000). In our experiment
only a moderate effect of water withdrawal on plant height
was observed for 3 varieties, i.e. GK Kalasz, Premio and
Komarom. These varieties tolerated water withdrawal the
best of all varieties. For GK Kaldsz relative plant height rea-
lised under drought stress was significantly higher compared
to the majority of varieties (Table 1). Most of the varieties
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were significantly not different from Hybred and Tacitus, the
varieties with the highest depression (>50%) of plant height.
Therefore, it can be concluded that the effect of drought
stress on plant height does not lead to a good differentiation
between genotypes which was also observed in a previous
study (CSEUZ et al. 2009). Contrary significant differences
were observed for the number of seeds per main spike and
for grain yield higher (see later results) demonstrating that
small grain cereals were mainly improved in regard to seed
production (increase in harvest index) and not for stalk (plant
height) productivity (BRAY 1997).

Table 1: Plant height (cm) under two different water regi-
mes and relative plant height (%) of the water withdrawal
treatment compared to the control (well watered) treatment
(Varieties with the same letters are not significantly different at
P=0.05, LSD,,=10.39)

Control Water withdrawal Relative plant height

Variety Origin  (Ctrl) (Wat-) (Wat-x100/Ctrl)
GK Kalasz ~ HU 54.5 42.0 77.06
Premio FR 61.5 443 72.08
Komarom AT 56.0 393 70.23
Tiger DE 85.5 56.7 66.27°
Capo AT 66.5 41.7 62.65
Bitop AT 84.5 523 61.93 b
Element AT 72.5 44.7 61.60
Brilliant DE 71.0 433 61.03
GK Szala HU 63.5 38.0 59.84 b
JB Asano DE 79.0 47.0 59.49 b
GK Hunyad HU 88.5 52.5 59.32b
GK Petur HU 59.5 35.0 58.82 b
GK Fény HU 79.0 46.3 58.65
GK Békes HU 717.0 44.7 58.00 b
Eurojet AT 79.5 453 57.02 b
Eurofit AT 84.0 46.3 55.15¢
Hyland DE 81.0 44.7 55.14¢
GK Raba HU 75.0 41.0 54.67 ¢
Midas AT 85.5 46.7 54.57¢
GK Csongrad HU 62.0 33.7 54.29¢
Pegassos DE 93.0 50.0 53.76 ¢
Robigus UK 55.0 29.5 53.56¢
Exklusiv AT 70.0 37.0 52.86¢
Tacitus AT 79.5 39.7 49.89 ¢
Hybred DE 81.5 40.3 49.48

Dry matter yield of straw

During dry seasons the quantitative difference between
varieties in regard to green biomass production is clearly
visible and can be evaluated by visual scoring. In the present
experiment dry matter production of different yield compo-
nents were determined after harvest. The dry matter yield of
straw (spikes were removed) showed an interesting trend.
GK Hunyad reduced its straw production only for 34.6%
in the water withdrawal treatment compared to the control
treatment. GK Hunyad seems to be a biomass producing
genotype (vegetative type) producing a significantly higher
quantity of straw. The other 24 varieties did not show signi-
ficant differences in comparison with each other. However,
the mean values of Hybred, Tiger, Element, GK Békés,
GK Szala, GK Kalasz and Exklusiv were significantly not
different from GK Hunyad (Table 2). In regard to straw dry
matter yield the same tendency was obtained as for plant
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height: the differences between the genotypes in both the
well watered and the water withdrawal treatment were not
outstanding to allow efficient selection. Similar results
were obtained by other authors (BRAY 1997, CLARKE
and McCAIG 1982a, MORI et al. 2011).

Table 2: Straw dry matter yield (g) under two different water
regimes and relative straw yield (%) of the water withdrawal
treatment compared to the control (well watered) treatment
(Varieties with the same letters are not significantly different at
P=0.05, LSD,, = 10.39)

Control Water withdrawal Relative straw yield

Variety (Ctrl) (Wat-) (Wat-x100/Ctrl)
GK Hunyad 5.96 2.06 34.56%
Hybred 4.84 1.35 27.89 @
Tiger 5.71 1.59 27.85®
Element 5.33 1.48 27.77 ®
GK Békés 5.21 1.43 27.45®
GK Szala 5.15 1.39 26.99
GK Kalasz 4.77 1.27 26.62 ®
Exklusiv 4.83 1.28 26.50
Bitop 5.72 1.49 26.15°
Eurojet 5.43 1.42 26.12°
Capo 5.51 1.39 25.23°%
Robigus 4.83 1.21 25.05°
Komarom 5.92 1.45 24.49°
Tacitus 5.86 1.43 24.40°
Pegassos 6.14 1.48 24.10°
Eurofit 6.26 1.49 23.80°
Midas 6.58 1.55 23.56°
Brilliant 5.89 1.38 2343°
GK Csongrad 5.21 1.21 23.22°
Hyland 6.52 1.47 22.55°%
Premio 6.83 1.51 22.11°
GK Petur 5.71 1.26 22.07°
GK Fény 5.90 1.24 21.02°
JB Asano 7.43 1.55 20.86°
GK Raba 5.72 1.18 20.63°
Spike length

In view of spike length the differences among the tested
varieties were limited. The lowest reduction in spike length
in the stress treatment was achieved by Element (82.71%
relative spike length), while 23 varieties from Midas to
Robigus did not show significant differences (Table 3).
Exklusiv and Robigus showed the highest reduction. The
effect of drought from the first day of transplantation of
plantlets into pots until harvest caused significant spike
length reduction, but this depression did not depend on the
genetic character of spike length (long or short spikes). The-
re were some varieties with long spikes, e.g. Pegassos and
JB Asano, which reduced their spike length only moderately,
whereas on the other hand there were some genotypes with
short spikes, e.g. GK Petur and Robigus, which reduced
their spike length significantly. In regard to grain yield no
correlation between the decrease in spike length and grain
yield was observed (r;=0.29, P=0.15). From our results
it can be concluded that spike length and its reduction by
drought stress is not an important character playing to be
looked at. Other characters like seed number per main spike
etc. have more significant effects on grain yield.
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Table 3: Spike length (mm) under two different water regi-
mes and relative spike length (%) of the water withdrawal
treatment compared to the control (well watered) treatment
(Varieties with the same letters are not significantly different at
P=0.05, LSD,,= 10.39)

Greenhouse test for drought tolerance of the CORNET wheat variety set

Table 4: Number of spikelets per main spike under two different
water regimes and relative spikelet number (%) of the water
withdrawal treatment compared to the control (well watered)
treatment (Varieties with the same letters are not significantly
different at P=0.05, LSD,, = 10.39)

Control Water withdrawal Relative spike length Control ~ Water withdrawal ~ Relative spiklet number
Variety (Ctrl) (Wat-) (Wat-x100/Ctrl) Variety (Ctrl) (Wat-) (Wat-x100/Ctrl)
Element 118.0 97.6 82.71* GK Petur 14.0 12.3 88.07*
Midas 119.0 96.3 80.92 GK Kalasz 16.0 12.3 77.06
GK Hunyad 112.0 88.0 78.57 ® Tiger 23.0 17.3 75.35®
Tiger 123.5 95.0 76.92 GK Hunyad 20.0 14.0 70.00
GK Petur 73.5 55.6 75.65 ® Midas 23.0 16.0 69.57 ®
GK Raba 106.5 79.3 74.46 Pegassos 25.0 16.7 66.64 ®
Brilliant 138.5 102.6 74.08 ® Tacitus 24.0 15.7 65.25®
Pegassos 139.5 103.0 73.84 @® Brilliant 22.5 14.7 65.16 ®
GK Békeés 88.5 64.3 72.66 Eurojet 24.5 15.7 63.92
GK Szala 99.0 69.3 70.00 GKCsongrad 19.0 12.0 63.16°
Bitop 115.0 79.6 69.22 GK Békés 22.0 13.7 62.09°
JB Asano 142.5 98.0 68.77 ® JB Asano 20.0 12.3 61.65°
GK Kalasz 81.5 56.0 68.71 ® Komarom 19.5 11.7 59.80°
GK Csongrad 81.0 55.3 68.27 ® Premio 15.5 9.0 58.06°
Premio 82.5 55.6 67.39 ® Hybred 23.5 13.7 58.13°
GK Fény 81.5 54.3 66.63 Bitop 19.5 11.0 56.41°
Eurojet 144.0 93.0 64.58 GK Feény 21.5 12.0 55.81°
Tacitus 120.5 75.6 62.74 GK Réba 23.5 13.0 55.32°
Hybred 128.0 79.3 61.95® Element 23.5 13.0 55.32°
Hyland 126.5 75.6 59.76 GK Szala 19.5 10.7 54.67°
Komarom 129.0 77.0 59.69 ® Hyland 24.5 11.7 47.59 be
Capo 127.0 64.0 50.39° Eurofit 29.0 12.3 42.52 %
Eurofit 165.0 81.6 49.45° Capo 22.5 9.0 40.00 b
Robigus 93.5 28.3 30.27 % Robigus 21.5 5.0 23.26°¢
Exklusiv 105.0 15.0 1429 ¢ Exklusiv 255 1.7 6.51°¢

Number of spikelets

The number of spikelets per spike was counted for each
genotype in each treatment. The drought stress influenced
significantly the number of spikelets. However, the dif-
ferences were not so pronounced. GK Petur showed the
smallest decrease in number of spikelets, while the means
of the following 22 varieties were significantly not diffe-
rent. The highest decrease in spikelet number in the stress
treatment was observed for Robigus and Exklusiv (Table
4). The results in spikelet number were associated with the
results in regard to spike length. It can be concluded that
Robigus and Exklusiv were the two varieties most sensitive
to drought in regard to these two spike parameters. Regar-
ding the relative number of spikelets the range of values
is very demonstrative. According to these relative values
some genotypes can be described as tolerant in keeping
their number of spikelets under drought, e.g. GK Petur, GK
Kalasz and Tiger. On the other hand some genotypes, e.g.
Hyland, Eurofit, Capo, Robigus and Exklusiv, lost more
than half of their spikelets under drought stress which had
a significant effect on grain production.

Seed number per main spike

The number of seeds per spike is one of the agronomic most
important yield component. Significant differences were
detected among tested varieties. The significantly lowest
reduction was measured for GK Kalasz (relative mean value
61.44 %) and GK Hunyad (49.11%), while 3 varieties, i.e.
Exklusiv, GK Szala and Capo, showed extreme sensitivity to

water withdrawal and did not produce any seeds (Table 5).
Seed number per (main) spike is one of the most important
yield components. Big differences between genotypes were
observed in the present nursery: 2 Hungarian varieties, i.e.
GK Kalédsz and GK Hunyad, showed a moderate reduction
in seeds number in the stress treatment, whereas 3 other
varieties could not produce any seeds in their main spike.
They showed no tolerance to the applied drought stress at all.

Grain yield

Significant differences among genotypes were obtained
for grain yield losses. For all tested varieties grain yield
reduction was >50% in the stress treatment. However,
3 varieties, i.e. GK Kalasz, GK Fény and GK Hunyad,
showed significantly lower yield losses than the majority
of varieties. The highest yield losses were observed for 13
varieties, i.e. JB Asano, Midas, Tiger, Element, Pegassos,
Brilliant, Eurofit, Eurojet, Hybred, Robigus, Exklusiv, GK
Szala and Capo. As already mentioned above Exklusiv, GK
Szala and Capo were not able to produce any seeds under
the applied water withdrawal treatment (Table 6). From
the results it is obvious that the applied life long drought
stress had a very strong effect on grain production which
was observed also in other studies (BOYER 1982, BRAY
1997, KAUR and BEHL 2010). The most tolerant genotype
GK Kalasz lost only about 50% of its grain yield, whereas
the other genotypes reduced their grain yield significantly
and 3 genotypes did not realise any grain yield. Grain yield
loss was mainly influenced by the reduction in the number
of seeds (r.=0.89, P<0.0001).
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Table 5: Number of seeds per main spike under two different
water regimes and relative seeds number (%) of the water
withdrawal treatment compared to the control (well watered)
treatment (Varieties with the same letters are not significantly
different at P=0.05, LSD,, = 10.39)

47

Table 6: Grain yield per plant (g) under two different water
regimes and relative grain yield (%) of the water withdrawal
treatment compared to the control (well watered) treatment
(Varieties with the same letters are not significantly different at
P=0.05, LSD,, = 10.39)

Control ~ Water withdrawal ~ Relative seeds number Control ~ Water withdrawal ~ Relative grain yield

Variety (Ctrl) (Wat-) (Wat-x100/Ctrl) Variety (Ctrl) (Wat-) (Wat-x100/Ctrl)
GK Kalasz 32.0 19.7 61.44 @ GK Kalasz 1.56 0.67 4295

GK Hunyad 56.0 27.5 49.11 = GK Feény 2.35 0.78 33.19®
Midas 59.5 21.3 35.85° GK Hunyad 2.71 0.87 32.10®
Komaérom 46.5 16.3 35.12° Premio 2.37 0.74 31.22°
Premio 56.0 18.7 33.32 b Komérom 1.68 0.50 29.76 ®

GK Fény 64.5 21.3 33.07 b GK Csongrad 1.95 0.57 29.23 b

GK Csongrad ~ 56.5 18.3 32.44 b GK Békés 2.67 0.64 23.97 b
Element 51.5 15.7 30.41 b Hyland 2.75 0.64 23.27 %
GK Békeés 62.5 18.7 29.86 b GK Réba 2.73 0.59 21.61 %
Bitop 51.5 15.3 29.77 b Bitop 2.01 0.42 20.90 b
Hyland 81.0 24.0 29.63 b GK Petur 1.86 0.38 20.43 b
Tacitus 76.5 21.3 27.88 b Tacitus 2.74 0.49 17.88 ¢

GK Raba 66.0 18.3 27.77 b JB Asano 2.13 0.33 15.49 <
Tiger 36.5 9.0 24.66 Midas 2.01 0.27 13.43 <
GK Petur 50.5 9.0 17.82 ¢ Tiger 1.72 0.22 12.79 <
Brilliant 58.0 8.3 14.36 « Element 1.41 0.18 12.77 <

JB Asano 58.5 7.0 11.97 < Pegassos 1.73 0.10 5.78 ¢
Pegassos 57.5 6.3 11.01 < Brilliant 1.80 0.09 5.00 ¢
Hybred 47.0 43 9.21 « Eurofit 1.72 0.08 4.65¢
Eurojet 49.0 33 6.80 < Eurojet 1.33 0.06 451¢
Eurofit 62.5 3.0 4.80 < Hybred 1.16 0.05 431¢
Robigus 55.0 1.3 242 < Robigus 1.52 0.02 1.32¢
Exklusiv 44.0 0.0 0.00 ¢ Exklusiv 1.30 0.00 0.00 ¢

GK Szala 14.5 0.0 0.00 ¢ GK Szala 0.67 0.00 0.00 ¢
Capo 27.5 0.0 0.00 ¢ Capo 0.68 0.00 0.00 ¢
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Influence of different water supply on yield
parameters and quality of winter wheat

Clemens Flamm'", Caroline Engel', Elisabeth Zechner?,
Maren Livaja®, Michael Schmolke® and Janos Pauk*

Abstract

In 2010 and 2011 25 winter wheat varieties were culti-
vated under water stress and irrigated conditions at two
Austrian and one Hungarian location. Generally, yield
and yield parameters were influenced negatively by
drought stress. Protein content, sedimentation value, ma-
ximum resistance and dough energy in the extensogram
as well as baking volume were mostly positively influ-
enced under dry conditions. Test weight reacted only at
one site in 2010. Decrease of test weight was negatively
correlated with the date of ripening of the varieties. In
the high quality group the varieties Bitop and GK Kalasz
diminished their yield in the smallest way. This was due
to smaller reductions of the thousand kernel weight in
comparison to other varieties. Komarom and GK Petur
reached the highest yield in the rainfed and irrigated
trials. Bitop and GK Kalasz showed the least increase in
their protein content and sedimentation value. Exklusiv,
GK Békés and Bitop reached the highest protein content
under both conditions. Bitop and Exklusiv had the best
protein quality. In the medium quality group, the yield
and protein content of Brilliant reacted the least. For the
breeder the most interesting varieties concerning drought
tolerance are Bitop in the high quality group and Brilliant
in the medium quality group.

Keywords

Baking quality, drought stress, protein, Triticum aesti-
vum, yield

Introduction

Higher temperatures and irregular or low precipitation
influence the agriculture directly. That is why in October
2009 the CORNET research project Winter wheat cultivars
maintaining high yield under environmental stress was star-
ted with a view to the effects of climate change. The whole
project was divided in three different work packages: field
trials, quality aspects and mapping of QTLs for drought
tolerance. This paper reports some results of the quality
part, nevertheless yield and yield parameters will also be
presented. The following research questions were defined:
are there influences of water supply on yield components and

quality parameters? Do the tested varieties react differently
to the two levels of water supply? What are the consequences
for breeding regarding the results?

Materials and Methods

In2010 and 2011 25 winter wheat varieties were cultivated
at two Austrian locations, i.e. Breitstetten and Tattendorf, in
the Pannonic region and at one Hungarian site, i.e. Szeged.
At each location the varieties were cultivated in the natural
precipitation surrounding and, additionally, in an irrigated
form. The irrigation treatments were the following: 40-58
mm supplementary water divided into two parts in Austria
and 10 mm in Hungary in 2010, and 80-90 mm in Austria
and 44 mm in Hungary divided into three and four parts, re-
spectively, in 2011. The selected varieties represented a wide
range of baking quality. Each of the participating countries,
i.e. Austria, Germany and Hungary, proposed eight genoty-
pes. Capo was selected as supplementary check variety. The
field experiments were arranged as lattice designs with three
to four replications. Plot size varied from 6.5 m? (Hungary)
to 12.5-13.5 m? (Austria). In Austria nitrogen fertilization
ranged in total from 93 to 140 kg N ha' divided into three
doses on each location, in Hungary 100 kg N ha! divided
into two doses were applied.

The following quality parameters were analyzed: thousand
kernel weight (g, 86% d.m.), hectolitre weight (kg, ISO
7971-2), protein content (% d.m., Dumas-method ICC
Standard Method 167; Nx5.7) and Zeleny sedimentation
value (ml, ICC Standard Method 116). According to OBER-
FORSTER et al. (1994) the 25 varieties were divided into
three quality groups (high baking quality, medium baking
quality, feed wheat). Extensogram and baking tests were
carried out for eight varieties.

Results

From Figure 1 it is obvious that in the high quality group the
varieties Komarom, Element and GK Petur had the highest
differences in yield with changing water supply. Bitop and
GK Kalasz reacted the least. In the medium quality group
the varieties Tiger, GK Szala and Eurojet reduced their yield
in the rainfed conditions from about 10 to 7 dt ha'!, while
Pegassos, Tacitus and Brilliant showed smaller differences
in grain yield between the irrigated and rainfed treatment.

! Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Erndhrungssicherheit GmbH, SpargelfeldstraBe 191, A-1220 WIEN

2 Saatzucht Edelhof, Edelhof 1, A-3910 ZWETTL
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Figure 1: Reaction in grain yield of 25 winter wheat varieties to different water supply (means of 2 locations 2010 and 3 locations
2011; ordered by decreasing differences between rainfed and irrigated trials)

In the low quality group the differences were small for all
varieties. In the analysis of variance the factors irrigation,
variety, year and location were all significant. In regard to
the interactions only the location by variety interaction was
significant. This means that the reaction of varieties con-
cerning water supply (irrigationxvariety) was statistically
not varying.

For the analysis of yield components the varieties were
clustered into three groups regarding the predominance of
one of the primary yield components (Table 1): varieties with
more ears per square meter, varieties which achieve their

yield by a high number of kernels per ear and varieties with
a higher thousand kernel weight. No significant differences
between the groups were found. In the analysis of variance
the factors irrigation and variety were significant. The in-
teraction between location and variety was significant for
the parameter ears per square meter.

Most varieties reacted to water deficit by decreasing the
primary and secondary yield components. Only a few geno-
types reacted by increasing some components. GK Kalasz,
Komarom, Robigus, Element, GK Hunyad and Tacitus had
more ears per m? in the trials with less available water. Capo

Table 1: Reaction and analysis of variance of yield components of 25 winter wheat varieties in regard to reduced water supply (2
locations 2010 and 3 locations 2011 of thousand kernel weight and kernels per square meter; 2 locations 2011 for the other parameters)

Ears per m* Kernels per ear 1000 kernel weight (g) Kernels per m* Ear weight (g)
Capo - + - - +
GK Békés, GK Fény - - - - -
GK Csongrad - + - - +
GK Kalasz, Komarom + - - - -
Brilliant - + + -
Eurofit - + - - -
GK Petur, Hybred - - - - -
Hyland - + - - -
Robigus + - - - -
Bitop - - - - -
Element + - - - -
Eurojet - + - - -
Exklusiv - + - + -
GK Hunyad + - - - -
GK Raba, GK Szala - - - - -
JB Asano, Midas - - - - -
Pegassos - + - - -
Premio, Tiger - - - - -
Tacitus + - - - -
Mean -25 -2.7 -1.9 -1207 -0.2
Irrigation 33.880™ 8.279™ 19.306™ 6.547" 18.679™
Variety 4.248™ 6.056™ 11.355™ 3.275™ 2.723™
Irrigationxvariety 2.668™ 1.157 0.327 0.074 0.634
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Figure 2: Correlation of the reaction of test weight to reduced water supply (Tattendorf 2010) and the date of ripening (means

of 10 trials 2010-2011) of 25 wheat varieties

(-104 ears m?), GK Csongrad (-102 ears m?), Eurojet (-75
ears m?) and Eurofit (-58 ears m?) were the varieties with
the greatest differences in ear density between rainfed and
irrigated trials. On the other hand these varieties in addition
to Brilliant, Hyland, Exklusiv and Pegassos produced more
kernels per ear under drought stress. Robigus (-15 grains
ear"), Tacitus (-11 grains ear') and Komarom (-10 grains
ear') showed the greatest differences between irrigated and
rainfed trials. An increased thousand kernel weight was
only measured for Brilliant. The varieties with the greatest
differences were Eurojet (-4.1 g), Pegassos (-3.7 g) and
GK Raba as well as Eurofit (-3.6 g), whereas Premio, GK
Kalasz and Bitop reached approximately the same grain

size in both trials. The number of kernels per square meter
decreased with most of the varieties except Exklusiv (+126).
Hybred with 2523, Tiger with 2193 and GK Skala with 2011
grains per square meter less showed the greatest differences
in grains m~ between irrigated and rainfed trials. Robigus,
Tacitus and Komarom had from 0.5 g to 0.6 g lighter ears
in the rainfed sites than in the irrigated ones. A few varieties
achieved a slightly higher ear weight under drought stress
(Capo, GK Csongrad, Brilliant).

For test weight no effects of different water supply were
found when analysing the mean of all Austrian and Hun-
garian trials. However, test weight mostly reacts to drought
stress just before the harvest. To better demonstrate these
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Figure 3: Reaction in protein content of 25 winter wheat varieties to different water supply (means of 2 locations 2010 and 3

locations 2011; ordered by decreasing differences between rainfed and irrigated trials)
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Figure 4: Reaction in sedimentation value of 25 winter wheat varieties to different water supply (means of 1 location 2010 and 2
locations 2011; ordered by decreasing differences between rainfed and irrigated trials)

effects, one trial location (Tattendorf 2010) was selected.
There the rainfed trial was heavily stressed some weeks
before the harvest. This became obvious by regarding flag
leaf senescence data and leaf rolling estimations. In the
irrigated trial the effects on these factors was less apparent.
By correlating the decrease of test weight of the varieties of
this trial with the date of ripening (Figure 2) a significant
correlation (r=-0.79"") was found. Late maturing varieties
like Hybred and Robigus lost -4 to -6 kg test weight, whereas
early maturing varieties like GK Fény, GK Csongrad, GK
Kalasz, GK Békés and Bitop showed the least decreases.

Significant effects of drought stress were observed for
protein content resulting in increased protein content
(Figure 3). No significant irrigationxvariety interaction
was found. Robigus, Hybred, Pegassos, Midas, Eurojet,
Tiger, GK Petur and Exklusiv increased their protein level
by 0.78 to 0.66%. Hyland, Bitop, GK Kalasz and Brilliant
showed only a 0.22 to 0.10% increase. The highest protein
content under both conditions were observed for Exklusiv

(16.2 and 15.5 %).The sedimentation value of all varieties
increased significantly as a result of water stress (Figure
4). The varietyxirrigation interaction was found to be not
significant. Varieties Tiger (+13.6 ml), Eurofit (+12.6 ml),
Eurojet (+11.6 ml) and GK Szala (+10.7 ml) reacted more
to a reduction in available water than Bitop (+0.7 ml) and
GK Kalasz (+2.4 ml). The other varieties were in between
these extremes. Bitop reached the highest sedimentation
values under both conditions (74.0 and 73.3 ml).

Concerning extensogram and baking volume significant
effects and tendencies of water availability were observed
(Table 2). Dough energy (after 135 min resting time) in-
creased on average by 20 cm?. Maximum dough resistance
increased on average 58, 80 and 81 EU for 45, 90 and 135
min resting time, respectively. Robigus reacted the most
with +253 EU after 90 min resting time. The increase of
maximum resistance after 90 and 135 min resting time,
however, was not significant. GK Kalasz showed only minor
effects in response to less available water. Bread volume

Table 2: Reaction and analysis of variance of extensogram parameters and baking volume of 8 winter wheat varieties in regard

to reduced water supply (1 locations 2010 and 2 locations 2011)

Extensogram

Energy (cm?)

Maximum resistance (EU)

Baking volume

Variety/Source 135 min 45 min 90 min 135 min (ml 100 g flour)
Capo +27 +80 +128 +76 +62
Exklusiv +39 +105 +155 +146 +57

GK Csongrad +9 +54 +60 +66 +38

GK Fény +25 -30 -37 +63 -55

GK Kalasz -1 +48 -36 -3 -8

GK Petur +16 +14 +30 +15 +3
Hyland +9 +50 +85 +68 +5
Robigus +33 +145 +253 +217 +90
Mean +20 +58 +80 +81 +24
Irrigation 7.868%* 4.701* 3.696 3.492 3.186
Variety 16.374** 19.032%* 16.442%* 16.086** 11.769**
Irrigationxvariety 0.469 0.500 0.700 0.332 1.467
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tended to increase for the rainfed trials, only for GK Fény
(-50 ml) and GK Kalasz (-8 ml) a reduced baking volume
was measured.

Intervarietal correlation analyses between yield decreases
after drought stress and yield as well as quality parameters
showed no significance.

Discussion

Grain yield is negatively influenced by drought (FOULKES
et al. 2007, ARAUS et al. 2008, KHAN et al. 2010). Like
in the present study Bitop and Exklusiv showed the lowest
yield reduction under drought stress also in another nursery
(OBERFORSTER and FLAMM 2007). In the present study
the varieties Bitop and Exklusiv showed the lowest yield
reduction under drought stress. Generally, besides grain
yield all yield components decrease with decreasing water
availability (DUGGAN et al. 2000, ESKANDARI and
KAZEMI 2010). Analysis of variance in the present study
clearly demonstrated that yield and its components were
affected by irrigation. Irrigated plants reached higher values
for the investigated yield traits. These results were valid for
each cluster of varieties with a different emphasis on yield
components which means that no yield component is more
tolerant against drought stress. No significant irrigation by
variety interaction was determined for all yield parameters,
except ear density. In the present study ear density was
generally low.

Protein content and sedimentation value were positively
influenced by water stress. FOIS et al. (2011) described
positive effects of drought stress on protein content in
durum wheat. BALLA et al. (2011) reported reductions in
the inextricable polymeric protein fraction and glutenin-
to-gliadin ratio in wheat due to drought and heat stress,
despite a higher protein content. EISVAND et al. (2006) and
HRSTKOVA and VEJRAZKA (2010) reported increased
protein content, Zeleny sedimentation value and gluten
content under drought. Contrary BALLA and VEISZ (2007)
reported an increased protein content but lower Zeleny
values. This may be explained by a different interaction of
heat and drought stress.
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Characterization of a segregating winter wheat population regarding
abiotic stress

Maren Livaja!®, Clemens Flamm?, Janos Pauk?® and Michael Schmolke'

Abstract

Breeding for cultivars with improved yield stability and
high quality under drought stress conditions is one of
the most important challenges in time of global climate
change. Identification of drought/heat-related QTLs
plays a central role in crop improvement through mar-
ker assisted selection. Within the Cornet Wheat Stress
project a doubled haploid (DH) winter wheat population
was used to detect new QTLs associated with tolerance
to drought stress specific for European winter wheat.
100 DH lines were grown in the semi-controlled envi-
ronment of a greenhouse in two seasons, 2009/2010 and
2010/2011. In consideration of a segregation of the used
DH population in the Ppd-D1 locus, QTLs for flag leaf
senescence, chlorophyll content and thousand kernel
weight were identified.

Keywords

Chlorophyll content, drought stress, flag leaf senescence
(FLS), QTL mapping, Triticum aestivum

Introduction

The European Union is one of the most significant wheat
producers in the world. Impacts of global climate change
also affect winter wheat production in Central Europe and
are projected to become more severe. Extreme weather
events like heat waves and drought seasons are expected to
become more frequent and intense. Regions most prone to
an increase in drought risk are the Mediterranean Basin and
widespread regions of Central and Eastern Europe. In order
to continue the leading position of the European Union at
the global wheat market it is necessary to develop cultivars
with high yield stability and high baking quality even under
unfavorable environmental conditions.

Markers associated with tolerance for a variety of environ-
mental stresses rank as important targets for marker-assisted
selection (MAS). Efforts to identify quantitative trait loci
(QTL) associated with drought using molecular mapping
approaches represent an important first step to achieve this
goal. Using molecular maps, putative gene loci affecting
traits of interest can be detected by testing for statistical
associations between marker variants and traits of interest.
Once a marker-trait association has been established, MAS
reduces the reliance on specific environmental conditions

during the selection, a major hindrance in the conventional
breeding of traits influenced by drought.

Material and Methods

Plant material

A winter wheat population of 100 doubled haploid (DH)
lines was used in this study. Plants derived from the cross
KerubinoxRainer whose heterozygous offspring was then
crossed with SZD7916A (for details see Figure 1).

Cracle x Enno

]

Rainer

|

H117 x SZD7916A

WW1972 x 1G31

Kerubino

DH7

Figure 1: Pedigree of the used DH population (produced by
Saaten-Union Biotec GmbH)

Greenhouse experimental design

120 genotypes including parents, grandparents and check
lines were used in a randomized lattice design with 2 repli-
cations for both treatments. The greenhouse experiments
were carried out in two seasons, 2009/2010 and 2010/2011.
After sowing in boxes in late autumn, 3 week old plants
were vernalized in a greenhouse for 8 to 10 weeks. After
an adaptation period, at the beginning of March the boxes
were placed on tables in another greenhouse. Two types of
sensors were installed in the boxes: a watermark sensor for
measuring soil moisture tension, and an ECS5 sensor, which
measures the water content (%). The sensors were tested
in pilot experiments and are suitable for the used substrate.
The sensors are connected to a data logger which constantly
compares present and desired water content in the boxes
and gives an irrigation signal if necessary. The defined
treatments were a well watered variant where the ECS sen-
sor measures 28% water content in the soil, and a stressed
variant where the water content is limited to 16%. As starting
point for the drought stress application that day was defined,
at which for 50% of the plants heading was noticed. Drought
stress was continuously applied until harvest.
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Phenotyping

Collected phenological data were the following: heading
date, flowering time and date of grain maturity. By visual
scoring, the percentage of yellow flag leaf area was rated
every 2 to 3 days, to estimate the progress in flag leaf sene-
scence (FLS). In order to prevent any bias between operators
influencing results, the same person for each experiment
carried out the assessments. Thousand kernel weight (TKW)
was recorded as yield data. Using SPAD 502 (Konica Mino-
Ita Sensing, Inc., Osaka, Japan), chlorophyll meter readings
were repeatedly taken at the lower end of the upper third
of flag leaves throughout the experiments. For each entry
consisting of 2 plants, the average value was accumulated
from 8 measures. Stomatal conductance as a measure of
the maximum rate of passage of water vapour through the
stomatal apperture of flag leaves was recorded with an AP4
leaf porometer (Dynamax, Inc., Houston, TX). The measu-
rements were taken at three dates using four leaves for each
entry. In order to estimate the osmotic adjustment (OA) of
the different genotypes, flag leaves were sampled three times
and placed in distilled water for 4 hours. After rehydration,
leaves were wrapped in polyethylene bags and frozen at
-20°C until analysis. After thawing at room temperature, cell
sap was expressed using a manual leaf press, and the osmotic
potential at full turgor (OP100) of the sap was measured
by means of a PSYPRO water potential data logger and a
C-52 sample chamber (Wescor, Inc., South Logan, UT).
Subsequently, the osmotic adjustment was calculated as the
difference of the OP100 values measured for well-watered
and stressed plants (MOINUDDIN et al. 2005).

Marker analysis and map development

Diversity Array Technolgy (DArT) marker assays were per-
formed by Triticarte Pty. Ltd. (Diversity Arrays Technology
P/L-Triticarte P/L, Yarralumla, Australia). Additionally, the
DH population was genotyped using 287 SSR markers. The
final marker set included 465 DArT and 96 SSR markers.
Genetic linkage mapping was performed with JoinMap 4.0
(VAN OOLJEN 2006). The order of molecular markers along
each chromosome was determined using a LOD linkage
threshold of 3.0 and recombination frequency threshold of
0.4. Map distances (cM) were calculated using the Kosambi
mapping function (KOSAMBI 1944).
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Statistical and QTL analysis

First, the dataset of each treatment was statistically analyzed
separately to determine the significance of differences bet-
ween genotypes. Estimation of correlation coefficients and
analysis of variation was performed using Plabstat (Univer-
sity Hohenheim, Stuttgart, Germany), to identify significant
genotype by environment interaction and replicate structure
for all analyzed traits.Unlinked and redundant markers were
eliminated from the dataset prior to interval mapping. QTL
were detected and mapped on winter wheat chromosomes
by performing simple interval mapping (SIM) analysis using
PlabQTL (University Hohenheim, Stuttgart, Germany) with
a significance value at the 0.01 confidence level defined as
a minimum LOD threshold for each trait in SIM.

Results

Phenotypic and correlation analysis

Summarizing the results of the measurements, the equipment
used to estimate the stomatal conductance and the osmotic
potential was not suitable for our greenhouse experiments.
Beside the electromagnetic susceptibility, the porometer is
especially sensitive at low values for stomatal conductance
which are mostly present in drought stressed plant leaves.
It needs up to 10 minutes to take one measure. Finally, a
repeatability of 0 to 7% between the 2 replications of the
stress treatment was reached. For the psychrometer scanner,
the effort to receive one value likewise is much too high.
Pressing out the leaf sap, loading, measuring and subsequent
cleaning of the equipment take about 5 minutes for one
leaf. With 480 entries in the greenhouse 40 hours are used
for one sampling day. For the osmotic potential measure-
ment, the repeatability was between 0 and 5% between the
2 replications of the stress treatment. In consequence, we
excluded the stomatal conductance and the osmotic potential
from further analysis. The chlorophyll measurements were
satisfying; here we received a repeatability of about 70%.

Analysis of variance showed significant effects of genotypes
and treatments for all investigated traits at P<0.001 (Table 1).
Also the years influenced the phenotypic traits significantly.
This can be explained by the weather conditions, especially
the number of sunny hours, which differed strongly between

Table 1: Variability, variance components and heritability estimates for phenological and grain traits (Level of significance: **

significant at P<0.01; * significant at P<0.05)

HD! DA DGM DGM-HD TKW FLS SPAD
Minimum 97.1 100.8 141.9 29.1 20.8 8.1 222
Maximum 139.9 145.0 185.3 65.9 60.7 100.0 58.1
Variance components
Genotype 62.6** 59.8%* 32.5%%* 5.3%* 26.0%* 280.8%* 5.6%*
Treatment 119.2%* 131.6%* 147.1%* 1.4%* 16.9%* 709.1%* 2.5%%
Year 4.9%* 4.8%* 0.11%* 3.4%* 2.3%* 74.1%* 0.1%*
GXTxY 3.9%* 3.6%* 2.5%% 5.0%* 5.8%%* 186.6** 1.3%*
Heritability 97.44 97.36 94.72 69.71 88.03 80.22 77.37

! HD, heading date; DA, date of anthesis; DGM, date of grain maturity; DGM-HD, time between heading and grain maturity; TKW, thousand kernel

weight; FLS, flag leaf senescence; SPAD, chlorophyll content
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Figure 2: Frequency distribution of thousand kernel weight for
both treatment variants in two experimental years

the years. The genotype by environment (treatment) interac-
tion effects were significant for the phenological traits, TKW
as well as chlorophyll content and FLS. Further, we obser-
ved significant interactions between genotype, treatment
and year at a level of significance of P<0.001. Heritability
for phenological data calculated across all experiments was
between 0.95 and 0.97. Heritability estimates for TKW, FLS
and chlorophyll content across all experiments were 0.88,
0.80 and 0.77, respectively.

The significance of the treatment effect as shown in the
analysis of variance was visualized for TKW (Figure 2).
During evaluation of the frequency distribution, mean values
for the TKW of both experimental years were divided into
10 classes. The number of DH lines was counted for each
TKW class, separately for both treatments. Resulting from
the distributions, the TKW of the stressed variant was shif-
ted to the left, meaning that the TKW was clearly reduced
compared to the well-watered treatment.

Investigating the correlations between different phenotypic
traits, we observed differences between the well watered
and the stress variant (Table 2). The phenological traits
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heading date, flowering and grain maturity showed a high
and positive correlation one with another in both treatments.
The duration from heading to grain maturity was negatively
correlated with phenological data and higher in the stress
variant. That means, the later the heading occurs the shorter
was the period until grain maturity. The correlation of TKW
with heading date is positive, meaning that later genotypes
have a higher TKW. Regarding chlorophyll content and flag
leaf senescence, we found that the later the heading occurs
the higher was the chlorophyll content and subsequently
the lower was FLS at the same time. Furthermore, the more
chlorophyll was measured for one line, the higher was the
TKW at the end. And also, the stronger the senescence
is in progress the lower is the TKW at the end. This last
mentioned behavior was not observed for the well watered
variant and corresponds to the already known stay green
effect (VERMA et al. 2004).

Genetic map

In order to discover new QTLs associated with tolerance to
drought stress specific for European winter wheat the DH
population was genotyped using SSR and DArT markers.
Altogether, 287 SSR markers were screened for polymor-
phism. The resulting 96 polymorphic SSRs and further 465
polymorphic DATT markers were used to genotype the 100
DH lines. Based on these marker data a genetic map was
developed which contains 244 markers and encompasses
1691 cM with an average marker interval of 6.9 cM. This
relatively low marker density is rooted in the selection of
ancestors of the DH population (Figure 1). The varieties
Rainer and SZD7916A are sister lines, this fact led to a low
degree of polymorphism and subsequently to a low genetic
resolution. Based on this map the QTL analysis was realized.

QTL analysis

At first we analyzed the whole DH population using all
phenotypic data with the exception of stomatal conductance
and osmotic potential. The result of QTL analysis were two
single QTLs on the short arms of chromosome 2A and 2D
which were identified for all investigated traits. These are
the well-known QTL for flowering time were the major

Table 2: Correlation analysis between phenological and grain traits in the well watered and stress variant 2011 (Level of signi-

ficance: ** significant at P<0.01; * significant at P<0.05)

Variable HD! DA DGM DGM-HD TKW SPAD
Well watered

DA 0.969**

DGM 0.901** 0.914%*

DGM-HD -0.319%* -0.226* 0.115

TKW 0.353** 0.352%* 0.376** 0.031

SPAD 0.409** 0.396%* 0.468** 0.069 0.157

FLS -0.752%* -0.737%* -0.763** 0.065 -0.297** -0.513%*
Drought stress

DA 0.991**

DGM 0.951** 0.951**

DGM-HD -0.747%* -0.723%* -0.508**

TKW 0.757** 0.740%* 0.687** -0.630%*

SPAD 0.897** 0.889%* 0.878** -0.615%* 0.750**

FLS -0.921%** -0.914%* -0.906** 0.624%* -0.751%** -0.958%*

! abbreviations see Table 1
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Figure 3: Frequency distribution of the heading date for both treatment variants

genes controlling photoperiod response, the Ppd genes D1
and Al, are located. Apparently these genes are segregating
in our DH population.

Investigating the distribution of traits, no normal distribution
was observed but two peaks for the phenological parameters
heading, flowering time and date of physiological grain ma-
turity as exemplarily shown for heading date (Figure 3). This
was the case in both experimental years for both treatments.
In order to identify anyhow QTL for drought tolerance in
our population we decided to use subpopulations.

Using the means of both treatments for heading date, again
classes were calculated (Figure 4). Summarizing, the hea-
ding was spread to 27 days, with 5 days between the two
peaks at which no heading for any line was noticed. The sub-
populations were formed using this gap. With exception of
one line, exactly the same DH lines belonged to the respec-
tive subpopulation in both experimental years. Therefore,
this line was excluded from further analysis. The resulting
subpopulations contain 54 and 45 lines, respectively. It is
important to note, that the drought was applied when for
50% of the plants heading was noticed. Considering that
drought realization needs about 1 week, the second (later)
subpopulation received the drought stress already before
heading and continuously during grain filling.

Heading date - means

No. of DH lines
(o]
o

day 1 day 27

Figure 4: Frequency distribution of the mean heading date
from both treatment variants

At alevel of significance of 1%, QTL analysis (Table 3) of
the first subpopulation (early heading) revealed one QTL
for the duration from heading until grain maturity on the
short arm of chromosome 1B. This QTL was identified for
the well watered variant. From the stress variant a second
QTL was identified for flag leaf senescence on the long arm
of chromosome 5B. These putative QTL explain 39% and
30% of the phenotypic variance of duration from heading
to grain maturity and flag leaf senescence, respectively.

Analyzing the second subpopulation (later heading), for
the well watered variant one QTL for the duration from
heading until grain maturity was detected on the long arm of
chromosome 3A. For TKW one putative QTL was identified
on the long arm of chromosome 1A for both treatments.
Further some putative QTL for flag leaf senescence were
detected, likewise for both treatments. One QTL for flag leaf
senescence was identified on chromosome 2D, such a QTL
associated with the SSR markers Xgwm311 and Xgwm382
was already described by VERMA et al. (2004). A second
QTL for FLS is located on the long arm of chromosome
6B. The third QTL for flag leaf senescence was detected
on the short arm of chromosome 7A and is associated with
the candidate gene 6-SFT which was successfully mapped
in our population. The gene encodes a 6-sucrose-fructan
fructosyltransferase which is involved in fructan biosyn-
thesis. The expression of 6-SFT is induced by drought
stress, and the produced fructan serves as a carbon source
for storage but also plays an important role as anti-stress
agent (GAO et al. 2010). One fructan fructosyltransferase
(FFT) was shown to be associated with a QTL for chloro-
phyll content on chromosome 6A of durum wheat (DIAB et
al. 2008). These 3 QTL for flag leaf senescence explained
38%, 25% and 25% of the phenotypic variation of that trait,
respectively. Furthermore, a putative QTL for chlorophyll
content was detected on chromosome 7A, but with other
flanking markers.

Conclusions

The drop irrigation realized for the greenhouse experiment
worked well but the equipment used for measuring water
potential and stomatal conductance was not suitable for the
experiments. The development of the DH population from
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Table 3: QTL for phenotypic traits and associated molecular markers identified from the stress or the well watered variant or

from mean of both

Trait! Marker Chromosome LOD Subpopulation Variant

HD wpt6105 5B 4.30 1 stress
DGM-HD wpt2019 1B 5.58 1 well-watered
DGM-HD wpt2019 1B 5.89 1 mean of both
DGM-HD wpt1277 3A 5.00 2 well-watered
TKW wpt6005 1A 7.52 2 stress

TKW wpt6005 1A 4.87 2 mean of both
FLS wpt9797 2A 4.52 2 mean of both
FLS wpt0071 2D 4.80 2 mean of both
FLS wpt6105 5B 6.50 1 stress

FLS wpt6105 5B 5.92 1 mean of both
FLS wpt2991 6B 4.81 2 stress

FLS wpt2991 6B 5.39 2 mean of both
FLS 6-SFT TA 5.58 2 well-watered
FLS 6-SFT TA 4.36 2 mean of both
SPAD wpt7785 TA 5.06 2 well-watered
SPAD wpt7785 TA 4.37 2 mean of both

! Abbreviations see Table 1

a backcross line led to a very low degree of polymorphism
and strongly hindered the effort to develop a genetic map.
As a result, molecular markers could not be mapped with
high resolution. It could be shown that under dry conditions,
flag leaf senescence as well as chlorophyll content have ef-
fects on TKW as yield parameter (stay green). Major genes
controlling photoperiod response, the Ppd-D1 and Ppd-Al
are segregating in our DH population with the effect that
flowering time overlaid all other traits of interest. Dividing
the 100 DH lines into two subpopulations according to
their heading date resulted in the successful identification
of several known QTL for FLS. One new putative QTL
on chromosome 7A is associated with the candidate gene
6-sucrose:fructan fructosyltransferase which might be im-
plicated in osmotic adjustment during drought stress through
the accumulation of fructan.
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Variability and relationship of seed dormancy, pre-harvest sprouting
and falling number in European winter wheat cultivars
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Abstract

The premature enrichment of a-amylases in kernels as a
consequence of humid weather during the stage of ma-
turity leads to partial degradation of starch, low falling
numbers and pre-harvest sprouting (PHS), resulting in
serious economic losses. In the years 2010 and 2011,
about 124 cultivars and breeding lines of winter wheat
from Germany, Austria and Great Britain were tested on
three Austrian locations. The following characteristics
were analyzed: dormancy (germination index), germina-
tion of intact spikes in a moisture chamber, visual PHS
on the field, and falling number. The above mentioned
parameters showed a significant genotypic variation. He-
ritability was consistently high, i.e. 0.81 for the germina-
tion index, 0.84 for sprouting in a moisture chamber, 0.91
for the percentage of pre-harvest sprouting in the field,
and 0.86 for falling number. However, the intervarietal
relation of two germination indexes to visible sprouting
under field conditions was weak (r=0.44** and 0.51**).
In addition, artificial sprouting in the moisture chamber
was not sufficient as a single selection parameter in
breeding for sprouting resistance (r=0.56**). The most
reliable parameters were the differences in the falling
numbers from different locations during unfavourable
weather conditions. The coefficient of determination
between falling number and visible sprouting varied for
different trials in the range R>=0.74-0.92.

Keywords

Dormancy, falling number, germination index, pre-
harvest sprouting, Triticum aestivum

Einleitung

Unter Auswuchs im eigentlichen Sinne (PHS, pre-harvest
sprouting) versteht man die Keimung physiologisch reifer
Koérner auf der Ahre noch vor der Ernte. Feuchte Witterung
in Verbindung mit geringer Samendormanz sind die Haupt-

griinde dafiir. In Osterreich gab es im letzten Dezennium
mehrmals groBfiaichige Auswuchsschidden und niedrige Fall-
zahlen. Im Jahr 2005 lag die Fallzahl von 34% und 2008 von
54% des vermarkteten Weizens unter dem Grenzwert von
220's (SCHOGGL und KUMMER 2005, KUMMER 2008).
Bei der pre-maturity-a-Amylase-Aktivitit (PMAA) sind
physiologische Anderungen im Korn nicht mit sichtbarem
Auswuchs verkniipft. Bei dieser Form wird zwischen frither
Teig- und Totreife infolge der Anreicherung von a-Amylase
die Stérke teilweise gespalten, was zu verminderten Fall-
zahlen fiihrt. In Mitteleuropa ist der Auswuchs 6konomisch
wesentlich bedeutsamer als die PMAA, da die Mehrzahl
der Zuchtstimme mit diesem Defekt nicht zur Zulassung
gelangt. Weitere verwandte Mechanismen sind die Keimung
unreifer Korner auf der Mutterpflanze (Viviparie oder
pre-maturity sprouting, PrMS) und die retained pericarp-
a-Amylase-Aktivitdt oder RPAA (LUNN et al. 2001, TJIN
WONG JOE et al. 2005, MARES und MRVA 2008).

Im Zentrum der nachfolgenden Ausfiihrungen steht der
sichtbare Auswuchs (PHS) sowie die damit verbundenen
Merkmale. Die wahrscheinlich bei einigen Sorten aufge-
tretene PMAA wurde von diesen iiberlagert.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial und Umwelten

In den Jahren 2009/10 und 2010/11 wurden an drei Orten
Versuche mit Winterweizen durchgefiihrt. Es sind dies
die Standorte Fuchsenbigl (147 m Sechéhe, Bezirk Géan-
serndorf), Reichersberg (350 m Seehdhe, Bezirk Ried im
Innkreis) und Zwettl (540 m Seehdhe, Bezirk Zwettl). Die
Parzellengrofle betrug 2,5 m? (Fuchsenbigl), 1,6 bzw. 4,0
m? (Reichersberg) und 3,6 m? (Zwettl). Bei den 124 Geno-
typen handelt es sich um aktuelle oder ehemals registrierte
Sorten unterschiedlichster Backqualitdt aus Deutschland,
Osterreich und GroBbritannien. Im Sortiment sind einige
wenige deutsche und 6sterreichische Zuchtlinien inkludiert.
Die Genotypen wurden in zwei Reifegruppen gegliedert und
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zweifach wiederholt angebaut. Batis, Cubus, JB Asano und
Tiirkis befanden sich sowohl in der frithen als auch in der
spéten Gruppe (insgesamt 128 Priifglieder).

Keimungsindex (Dormanz)

Als sich die meisten Genotypen im Stadium der Vollreife
(BBCH 89) befanden, wurden von jeder Parzelle etwa
30 Weizendhren entnommen und Kornproben manuell
oder mittels Ahrendrescher erstellt. Im Jahr 2010 wurden
die beiden Sortimente im Abstand von mehreren Tagen
beprobt; Reifedifferenzen innerhalb der Gruppen blieben
unberticksichtigt. Im Jahr 2011 erfolgte die Probenahme der
Sortimente zeitgleich. Die Korner kamen binnen weniger
Tage zur Keimanalyse oder lagerten bis zur Aufarbeitung
bei -18°C. Nach MARES (1983) konserviert ein rasches
Tiefgefrieren trockener Korner den zur Erntezeit vorliegen-
den Dormanzstatus. Von jeder Parzelle wurden 100 Korner
in feuchte Faltenfilter gelegt und gemaf ISTA-Vorschriften
ohne Licht und bei einer Temperatur von 20+£2°C zum Kei-
men gebracht (ISTA 2012). Vier Tage nach dem Start des
Experiments begann das Auszdhlen der gekeimten Kdrner
und dauerte, sofern zuvor nicht simtliche gekeimt hatten,
bis zum 21. Tag.

In Anlehnung an WALKER-SIMMONS (1988) wurden
gewichtete Keimungsindizes errechnet. Dies sind dimen-
sionslose Zahlen, welche theoretisch zwischen 0 (d.h. kein
einziges Korn keimt, absolute Dormanz) und 1,0 (d.h.
samtliche Korner keimen am ersten Tag) liegen. Die beiden
Indizes sind lediglich durch die Bezugsbasis verschieden:

@) 3 (22-i)xGK,
KIAL = =221
21x ALKO
(b) > (22-i)xGK,
KIGE = =21
21xGEKO

Dabei bedeutet GK; die Anzahl der am Tag i nach Beginn
des Experiments gekeimten Korner, ALKO die Anzahl
Korner der Probe (d.h. 100) und GEKO die Summe der
gekeimten Korner.

Auswuchs in der Feuchtkammer

Mit dem Erreichen der Vollreife (BBCH 89) wurden jeweils
8 bis 10 dhrentragende Halme geschnitten. Wie beim Dor-
manztest erfolgte 2010 die Beprobung entsprechend der Rei-
fegruppe bzw. im Jahr 2011 zeitgleich. In der verdunkelten
Feuchtkammer waren die auf Gitterrosten platzierten Ahren
einer konstanten Temperatur von 20+£2°C sowie einer weit-
gehend wassergesittigten Atmosphére ausgesetzt. Die erste
Auswuchsbonitur erfolgte nach 5 bis 7 Tagen, eine weitere
2 bis 3 Tage spater. Haufigkeit und Auspragung sichtbarer
Waurzel- und Blattkeime flieBen dabei in eine Boniturnote
ein. Die Note 1 bedeutet keinen, 5 einen mittleren und 9
einen sehr starken Auswuchs (BFL 2002).

Auswuchs am Feld

Am Standort Fuchsenbigl wurde Schlechtwetter durch
eine mehrtdgige, von Pausen unterbrochene Befeuchtung

mit Supernet-Sprinklern simuliert. Die Beregnung startete,
als die Sorten iiberwiegend vollreif (BBCH 89) waren. In
Reichersberg flihrte der natiirliche Niederschlag in beiden
Jahren zu teils gravierendem Auswuchs, am Standort Zwettl
gab es nur 2010 schwache Symptome. In der Voll- bis
Uberreife (BBCH 89 bis 97) wurden parzellenweise 80
bis 100 Ahren zu einem (Zwettl 2010, Reichersberg 2010)
oder zwei Terminen (Reichersberg 2011, Fuchsenbigl 2011)
entnommen. Von der Priifung Fuchsenbigl 2011 wurden
die beiden Wiederholungen getrennt analysiert, ansonsten
handelte es sich um Mischmuster. Davon wurden jeweils
30-35 g untersucht und der Anteil gekeimter Karyopsen in
Gewichtsprozent dargestellt. Abweichend von der NORM
EN 15587 (DIN 2008) erfolgte dic Analyse mit zweifacher
LupenvergroBerung. Im Allgemeinen ist bei ausgewachse-
nen Kdrnern das Pericarp tiber dem Embryo durchbrochen
und der Wurzel- oder Blattkeim sichtbar. Beim Ausdreschen
der Ahren werden die Keimwurzeln jedoch oft abgetrennt.

Ko&rner mit deutlicher Anschwellung im Bereich des Em-
bryos, bei denen sich die Fruchtschale noch nicht gedffnet
hat, zdhlen zur Auswuchsfraktion. Die Versuche Fuchsenbigl
2010 und Zwettl 2011 schieden wegen inhomogener Be-
netzung der Parzellen bzw. hoher, wenig differenzierender
Fallzahlwerte aus.

Fallzahl

Die Probenahme entspricht jener fiir die Ermittlung der
Auswuchsprozente. Die Bestimmung der Fallzahl (HAG-
BERG 1960) erfolgte geméll ICC Standard Methode Nr.
107/1 (ICC 2011). Allerdings wurde die Vermahlungsmenge
anders als vorgeschrieben auf 100 g beschrinkt. Fiir die
Vermahlung der Proben wurde eine Schlagkreuzmiihle Typ
3100 verwendet.

Statistische Auswertung

Von den Keimungsindizes und der Keimfdhigkeit liegen Er-
gebnisse fiir 6 Versuche und beide Wiederholungen vor (12
Einzelwerte pro Genotyp). Im Jahr 2010 wurden die Daten
der spéten mit jenen der frithen Reifegruppe vermengt. Dies
erscheint wegen der strikt definierten Methodik sinnvoll,
lediglich die Beginnzeit der Keimanalyse war verschieden.

Von Batis, Cubus, JB Asano und Tiirkis flossen die Daten
der frithen Gruppe in die weitere Verwendung ein. Vom
Parameter Auswuchs intakter Ahren in der Feuchtkammer
gibt es jeweils 24 Einzeldaten (zweimalige Bonitur jeder
Wiederholung). Ein direkter Ergebnisvergleich der Reife-
gruppen von 2010 ist wegen teils variabler Zeitabstinde
zwischen den Bonituren nicht statthaft. Die Resultate der
spéten Reifegruppe wurden um die durchschnittliche Diffe-
renz der vier doppelt angebauten Sorten korrigiert. Bei den
Merkmalen Prozentueller Auswuchs am Feld und Fallzahl
von Feldproben weist jedes Priifglied 8 Datensitze auf; sie
werden als separate Umwelten betrachtet. Die Korrelation
der Ergebnisse von Einzelstandorten bzw. Mittelwerten
erfolgte mit dem Statistikpaket SPSS Vers. 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago). Die Heritabilitit, d.h. der genotypische Anteil an
der phénotypischen Ausprigung, wurde mit PLABSTAT
(Universitdt Hohenheim, Stuttgart) berechnet.
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Ergebnisse und Diskussion

Die Resistenz gegen Auswuchs ist vorrangig eine Funk-
tion von Dauer und Tiefe der primdren physiologischen
Dormanz. Es handelt sich dabei um einen komplexen
Mechanismus der Keimungskontrolle (FINCH-SAVAGE
und LEUBNER-METZGER 2006). Das Zusammenwirken
von Phytohormonen, insbesondere von Abscisinsdure und
Gibberellinen, ist fiir den Grad der Auswuchsresistenz
entscheidend (GORDON 1980, WALKER-SIMMONS
und SESING 1987). Weiters nehmen Unterschiede in
der morphologischen Struktur der Ahren (KING und
RICHARDS 1984) und die Permeabilitdt von Fruchthiille
und Samenschale der Kérner Einfluss (BELDEROK 1976).
Auch phenolische Substanzen in den Spelzen koénnen zur
Keimhemmung beitragen (GATFORD et al. 2002).

Keimungsindex (Dormanz)

Die Keimbereitschaft wird wesentlich von der Temperatur,
der Strahlung und Feuchtigkeit wéhrend spezifischer Phasen
der Kornentwicklung mitbestimmt (LUNN et al. 2001). Bei
gegeniiber Auswuchswitterung empfindlichen Weizensorten
ist die Dormanz vorzeitig aufgehoben. Die Mehrzahl der
Korner keimte zwischen dem 5. und 12. Tag nach dem
Ansetzen im Faltenfilter, einzelne jedoch erst nach 17 bis
21 Tagen. Niedrige Werte der Keimungsindizes deuten auf
eine hohe Dormanz bzw. geringe Auswuchsneigung hin.

Der Keimungsindex KIAL zeigte insgesamt eine Spann-
weite von 0,10 bis 0,82, im Mittel variieren die Genotypen
von 0,32 bis 0,74 (Tabelle 1). Niedrige Werte bzw. eine
ausgeprigte Dormanz kennzeichnet die Sorten SW Maxi,
Pannonikus, Donnato, Impulsiv, Lahertis, Drifter, Event,
Tarkus, Julius, Skalmeje, Jubilar, Lukullus und Ritmo. Als
wenig dormant sind Disponent, Hermann, Enorm, Leiffer,
Augustus, SZD8220, Brentano, Credo, Mythos, Tambor,
Xenos, Solitér und Lear anzusehen (Tabelle 2).

Wird auf die Anzahl gekeimter Korner bezogen (KIGE),
resultieren daraus Werte im Bereich von 0,25 bis 0,83 und
Sortenmittel von 0,47 bis 0,77. Niedrige Quotienten traten
bei SW Maxi, Skalmeje, Drifter, Jubilar, Pannonikus, Tar-
kus, Lukullus, Lahertis, Donnato, Bussard, Altos, Henrik
und Ritmo auf. Hohe Werte zeigten Disponent, Enorm,

Tabelle 1: Spannweite der Einzel- und Mittelwerte von Kei-
mungsindex, Keimfihigkeit, Auswuchs in der Feuchtkam-
mer, Auswuchs am Feld und Fallzahl bei 124 Winterweizen
(2010-2011)

Table 1: Range of single values and means of germination index,
germination, sprouting in a moisture chamber, PHS in the field
and falling number of 124 winter wheat cultivars (2010-2011)

Merkmal'  Einzelwerte Mittelwerte Genotypen — Sortimentsmittel
KIAL 0,10-0,82 0,32-0,74 0,57
KIGE 0,25-0,83 0,47-0,77 0,65

KF (%) 25-100 65-96 87
AUFK (1-9) 1-9 1,9-6,4 39

PHS (Gew.-%) 0-83,3 1,7-33,9 10,6
Fallzahl (s) 62-424 65-219 122

! KIAL und KIGE, Keimungsindizes (siche Material und Methoden);
KF, Keimfihigkeit (ohne Brechung der Keimruhe); AUFK, Auswuchs
Feuchtkammer; PHS, Auswuchs Feld

Kredo, Hermann, Mythos, Brentano, Leiffer, Saturnus,
Lear, Solitdr, Cubus, SZD8220, Winnetou und Augustus.

Die Reproduzierbarkeit des Keimungsindex KIAL be-
friedigte wenig; die Korrelationskoeffizienten bewegen
sich zwischen r=0,18* und 0,64**. Dazu tragen auch die
heterogene Witterung der Versuchsumwelten wahrend der
Einkornungsphase bei. Das Programm PLABSTAT weist
dennoch eine Heritabilitit von 0,81 aus. Beim Index KIGE
korrelieren die Werte von r=0,32** bis 0,68** (6 Um-
welten). Bei potenziell hoher Keimféhigkeit driickt KIAL
die Dauer bzw. Tiefe der Dormanz préziser aus und ist zu
bevorzugen. Er wird jedoch verfélscht, wenn aufgrund
beim Drusch beschidigter Embryonen vermehrt tote oder
abnorm gekeimte Kdrner vorkommen. In jenen Fillen ist
KIGE aussagekriftiger.

Der intervarietale Zusammenhang der Keimungsindizes
zum prozentuellen Auswuchs ist mit r=0,44** bzw. 0,59**
zu gering (Tabelle 3), um damit effizient selektieren zu
konnen. Bei hoheren Indexwerten (ab 0,55 bis 0,60) ist eine
erheblich groBere Streuung der Werte um die Regression
gegeben als im niedrigen Bereich (Abbildung 1). Mogliche
Griinde konnten die im Freiland variable Temperatur und
Feuchtigkeit sowie der Tag-Nacht-Rhythmus sein, welche
den Abbau von Hemmstoffen und die Keimruhe beeinflus-
sen. Dormanz und Auswuchsresistenz sind miteinander
assoziierte, aber keine identischen Prozesse (TRETHOWAN
2001, PAULSEN und AULD 2004). Auch die Korrelationen
zwischen den Keimungsindizes und der Fallzahl weisen
mit r=-0,56** bzw. -0,60** nur ein mittleres Niveau auf.
Wesentlich robustere (r=0,78** bzw. 0,79**) Beziechungen
bestehen zum Auswuchs in der Feuchtkammer (Tabelle 3).
Es ist anzunehmen, dass bei diesen Parametern die standar-
disierten Laborbedingungen dafiir verantwortlich sind. Die
ungewichtet berechnete Keimfahigkeit ist als Schatzwert
fiir die Auswuchsneigung nicht brauchbar.

Auswuchs in der Feuchtkammer

Dieser Test beriicksichtigt auch die Wirkung der Ahren-
morphologie und Spelzen auf das Auswuchsverhalten
(PATERSON et al. 1989). Geringe Keimung in der Feucht-
kammer ldsst auf hohe Dormanz und dem entsprechende
Auswuchsresistenz schliefen.

Es gab Boniturdaten im gesamten moglichen Bereich von
1 bis 9; die Genotypen differenzierten im Mittel von 1,9
bis 6,4 (Tabelle 1). Bussard, Skalmeje, Lahertis, Akteur,
Pannonikus, SW Maxi, Indigo, Ritmo, Chevalier, Event,
Julius, Tarkus und Impulsiv prisentierten sich im Rahmen
dieser Methode als auswuchsfest. Dagegen keimten die Sor-
ten Enorm, SZD8220, Hermann, Stefanus, Petrus, Mythos,
Ludwig, Carolus, Cubus, Saturnus, Hereward, Disponent
und Eurojet bei der hohen Luftfeuchtigkeit in der Kammer
stark (Tabelle 2).

Die zeitlich erste Bonitur war {iber die Umwelten oft nur
mangelhaft reproduzierbar. Die Durchschnittswerte bei-
der Beobachtungen korrelieren mit r=0,28** bis 0,69**
auf miBigem bis mittlerem Niveau; flir die Heritabilitét
wurde ein Wert von 0,84 bestimmt (6 Umwelten). Der in
der Feuchtkammer bonitierte Auswuchs stimmt mit dem
Auswuchs am Feld (r=0,56**) bzw. der Fallzahl (r=0,63**,
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Tabelle 2: Mittelwerte von Keimungsindex KIAL, Auswuchs in der Feuchtkammer, Auswuchs am Feld und Fallzahl in einem
Sortiment von 124 Winterweizen (2010-2011) (Reihung der Genotypen nach zunehmenden Auswuchs Mittelwert)

Table 2: Mean values of germination index KIAL, sprouting in a moisture chamber (AUFK), PHS in the field and falling number
in 124 winter wheat cultivars (2010-2011) (Order of genotypes according to increasing mean of PHS)

Auswuchs am Feld (PHS, Gew.-%)

Sorte KIAL' AUFK Zw10 Rel0 Rella Rellb Fulla Fullb Fullc Fulld Mittel ~ Fallzahl
Impulsiv 0,43 2,50 1,1 33 0,5 1,9 0,0 1,8 1,3 3,6 1,7 197
Chevalier 0,51 2,31 0,0 6,2 0,0 0,5 1,2 1,4 3,0 42 2,1 219
Lukullus 0,46 2,58 0,3 1,8 0,9 1,2 3,8 2,6 34 2,9 2,1 173
Kometus 0,54 2,88 0,1 4,0 1,8 3,1 0,9 2,7 2,2 2,6 2,2 203
Julius 0,46 2,40 0,0 7,8 0,6 2,6 1,3 2,2 2,4 2,1 2,4 184
Energo 0,49 3,50 1,0 5,7 0,5 3,0 2,3 1,3 2,7 2,7 2,4 173
Estevan 0,52 3,63 0,4 7,7 0,4 0,5 2,3 0,0 5,0 3,0 2,4 214
Pannonikus 0,41 2,17 0,5 2,8 1,2 3,0 3,0 2,4 5,1 2,6 2,6 150
Akteur 0,52 2,15 0,0 8,8 0,3 5,4 1,9 1,9 2,3 2,4 2,9 205
Exklusiv 0,57 2,63 0,0 7,7 0,0 4,2 2,3 2,2 2,5 4,6 2,9 206
Drifter 0,44 2,79 0,0 5,8 3,2 7,1 2,4 0,0 4,2 1,5 3,0 195
Ellvis 0,55 2,98 0,0 7,0 0,7 7,8 2,1 1,9 3,9 3,1 33 192
Bussard 0,47 1,90 0,2 6,6 2,7 53 2,4 1,2 53 2,9 33 166
SCHW46-96-4a 0,60 3,96 0,0 10,9 0,7 3,1 33 2,9 4,9 2,7 3,6 179
SW Maxi 0,32 2,25 0,3 3,8 0,2 1,3 2,0 7,2 3,2 10,4 3,6 184
Event 0,45 2,36 0,2 7,2 1,1 2,6 2,3 1,8 6,9 6,3 3,6 164
Belmondo 0,59 3,67 2,0 7,5 2,4 8,1 2,6 0,5 3,5 2,8 3,7 152
Arnold 0,50 3,38 0,1 6,1 2,3 2,5 4,9 2,1 7,8 5,6 3,9 148
Philipp 0,61 3,71 0,9 5,8 2,5 4,7 4,1 2,3 9,6 3,0 4,1 146
Skalmeje 0,46 1,98 0,0 6,2 2,5 5,4 0,1 9,2 2,3 7,3 4,1 174
Kanzler 0,51 3,29 0,5 13,6 4,9 5,9 3,5 0,0 3,7 1,1 4,2 164
Impression 0,63 4,31 0,2 10,1 0,6 2,1 3,6 8,6 6,3 3,5 4,4 154
Midas 0,55 3,46 0,0 4,0 0,9 0,9 7,8 6,6 9,5 5,6 4,4 164
Mulan 0,52 2,71 0,2 10,9 3,7 6,1 2,5 3,1 4,2 53 4,5 153
Atlantis 0,60 4,11 2,8 17,1 0,9 3,3 2,5 1,7 4,5 34 4,5 149
Donnato 0,41 2,96 2,0 4,1 4,6 4.4 4.6 6,7 49 5,4 4,6 131
Fulvio 0,58 4,75 2,8 8,2 2,1 4.4 6,1 2,5 7,8 3,2 4,6 124
Element 0,47 2,92 0,2 4.8 42 11,2 53 2.8 5,9 3,2 4,7 129
Lahertis 0,43 2,11 0,0 10,6 0,3 1,3 5,6 7,0 6,6 6,2 4,7 143
Potenzial 0,48 2,52 0,0 53 0,5 1,0 1,8 2,3 4,3 22,4 4,7 186
Emerino 0,47 3,75 0,2 3,2 1,0 5,1 5,9 4.4 11,7 7.4 4,9 140
Erla Kolben 0,64 3,67 0,4 9,1 3,0 3,4 6,1 5,2 6,3 6,3 5,0 116
Tamaro 0,52 3,29 2,9 13,6 1,7 5,5 3,2 3,6 4,3 5,7 5,1 145
History 0,57 3,86 0,8 14,5 34 3,2 42 1,4 6,8 6,9 5.2 131
Kronjuwel 0,62 4,02 0,1 6,8 0,7 3,9 4,9 4,9 10,7 10,0 53 156
Plutos 0,59 4,13 1,5 10,6 4,0 4,9 2,1 5,6 44 9,0 53 133
Toronto 0,63 3,86 2,5 8,0 1,4 7,5 6,3 5,2 6,4 6,0 5,4 138
Ennsio 0,57 4,73 0,0 5,6 1,2 3,7 7,1 5,0 13,2 7,9 5,5 162
Empire 0,50 2,81 0,2 9,1 4,1 4,1 5,8 5,8 9,2 5,8 5,5 118
Antonius 0,51 4,46 5,1 33 1,9 2,2 7,4 9,3 9,3 6,1 5,6 125
Romanus 0,56 2,52 0,9 21,7 2,8 43 2,9 3,5 2,7 6,4 5,7 127
Papageno 0,51 3,00 1,7 13,7 53 9,4 3,7 2,1 6,9 2,7 5,7 123
Schamane 0,52 3,25 0,3 19,1 8,3 11,6 0,4 1,1 3,2 1,9 5,7 168
Achat 0,55 4,11 0,1 14,0 3,7 14,2 5,5 33 3,6 5,5 6,2 131
Rainer 0,59 3,21 0,2 15,4 2,5 12,9 6,7 4,1 5,5 4,0 6,4 133
SHW152-01-10 0,59 3,54 1,5 9,9 3,6 11,0 4,1 7,0 6,9 7,6 6,5 119
Henrik 0,47 2,92 0,1 21,0 3,0 9,7 3,6 33 3,0 8,2 6,5 154
Format 0,54 3,40 0,0 10,1 5,1 10,0 4.8 6,4 11,2 5,7 6,7 122
Jubilar 0,46 2,75 0,3 12,3 4,1 6,1 16,0 3,0 7,1 5,1 6,8 133
Lucio 0,61 4,17 4,4 12,0 2,3 5,7 5,1 9,1 8,8 7,0 6,8 119
Batis 0,54 2,92 1,0 9,9 3,9 4,7 7,9 7,1 13,3 7,5 6,9 114
Kredo 0,67 4,90 0,8 8,5 3,7 7,4 5,6 10,6 12,1 7,5 7,0 120
Sophytra 0,62 4,65 1,4 16,2 53 14,7 3,4 4,0 54 6,2 7,1 116
Caribo 0,60 4,06 0,8 16,7 5,7 7,0 4,0 6,9 5,7 10,0 7,1 106
Altos 0,50 2,58 5,2 13,3 9,8 9,7 3,9 5,2 3,1 6,6 7,1 110
Balaton 0,61 3,92 1,9 14,2 4,0 4,5 7,9 8,5 9,0 7,6 7,2 116
Astron 0,60 3,31 0,2 8,2 4,0 13,1 6,9 5,1 12,7 7,6 7,2 122
Indigo 0,47 2,29 0,0 11,4 9,4 15,3 3,8 3,2 5,9 8,7 7,2 128
Xenos 0,66 5,08 2,8 20,9 1,8 3,5 3,9 6,5 11,7 7,2 7,3 114
Privileg 0,64 4,31 0,3 17,8 5,7 7,7 7,3 4,1 9,9 6,6 7,4 108

Magnus 0,56 4,52 0,0 20,5 4,9 6,6 4,5 4,5 9,0 10,2 7,5 115



Variabilitit und Beziehungen von Samendormanz, Auswuchs und Fallzahl in einem Sortiment européischer Winterweizen 65

Auswuchs am Feld (PHS, Gew.-%)

Sorte KIAL! AUFK Zw10 Rel0 Rella Rellb Fulla Fullb Fullc Fulld Mittel  Fallzahl
Dekan 0,56 3,46 0,1 10,4 4,7 8,3 8,8 10,4 10,9 6,8 7,6 109
SE319/07TWW 0,53 4,42 5,5 9,3 7,5 7,6 6,0 7,0 9,5 8,6 7,6 94
Terrier 0,55 3,02 0,1 15,6 7,3 11,4 49 8,9 6,2 10,8 8,2 107
Eurofit 0,59 3,50 1,2 12,5 6,7 11,5 8,7 7,7 11,8 5,9 8,3 101
Contra 0,57 3,08 0,1 18,6 6,7 9,4 52 10,8 6,0 10,6 8,4 120
Toras 0,59 3,44 2,3 34,9 7,6 9,7 2,9 2,4 5,1 2,7 8,5 135
Capo 0,57 4,92 0,6 6,4 3,3 45 5,1 16,3 19,8 13,5 8,7 113
Tambor 0,67 4,27 0,1 14,0 6,8 13,3 8,1 7,0 13,2 7,0 8,7 104
Tarkus 0,46 2,40 0,2 13,7 4,3 10,7 6,2 10,0 12,7 12,0 8,7 117
Vulcanus 0,58 5,04 33 15,0 4,6 7,2 9,8 9,4 8,4 12,3 8,8 94
Fidelius 0,62 4,17 0,5 29,0 2,4 5,9 9,5 6,3 11,6 7,1 9,0 131
Mythos 0,67 5,90 2,4 29,0 5,9 9,2 7.4 3,1 14,7 5,2 9,6 99
Pireneo 0,53 5,13 9,9 7,2 0,8 1,9 14,1 13,5 20,7 10,1 9,8 115
Saturnus 0,64 5,46 6,7 7,6 2,3 3,5 16,5 9,5 24,6 8,6 9,9 93
Manhattan 0,57 3,96 0,5 9,9 8,2 11,2 15,6 10,8 15,8 8,6 10,1 95
Astardo 0,54 4,58 7,2 14,8 34 43 14,9 5,7 25,5 6,3 10,3 108
Megas 0,56 4,52 2,5 24,4 8,0 14,2 7,1 6,6 11,0 8,5 10,3 95
Adler 0,53 3,81 3,0 28,4 4,8 7,5 9,6 6,7 11,4 11,2 10,3 109
Ritmo 0,47 2,31 0,2 9,2 4,5 8,7 12,4 21,4 14,7 15,4 10,8 122
Kranich 0,58 3,65 0,0 22,2 5,7 9,3 7,7 18,0 12,6 11,4 10,9 116
Inspiration 0,60 2,81 2,7 10,6 7,7 14,9 10,0 8,3 16,6 16,0 10,9 94
Eriwan 0,51 2,61 0,1 6,2 1,7 7,3 10,0 8,9 22,0 30,9 10,9 132
Solitar 0,66 4,81 0,3 25,1 5,1 8,4 7.4 7,8 20,2 12,8 10,9 114
Monopol 0,55 3,90 0,3 22,2 4,0 9,4 12,1 12,5 11,6 18,8 11,4 111
Brentano 0,67 5,25 4,7 13,0 53 16,8 14,9 9,6 15,2 11,7 11,4 92
Leiffer 0,70 4,98 3,7 26,6 2,5 11,6 9,1 5,9 19,0 15,4 11,7 95
Pedro 0,53 3,96 4,0 27,4 53 7,0 17,2 5,8 19,5 7,8 11,8 103
Profilus 0,53 4,08 2,2 25,0 8,9 20,0 6,1 9,6 8,9 14,5 11,9 97
Petrus 0,63 5,90 2,6 35,2 10,7 12,1 9,3 8,9 9,1 7,6 11,9 88
SE333/07TWW 0,56 3,42 5,7 10,8 16,7 28,0 7,5 9,5 8,3 9,8 12,0 89
Pamier 0,60 4,81 0,3 27,6 1,5 7,0 12,0 14,9 20,2 13,5 12,1 126
Sailor 0,60 3,71 2,7 14,0 7,7 9,0 29,8 8,0 22,2 7,0 12,6 96
Cansas 0,62 4,69 2,9 27,3 10,8 9,9 8,7 8,6 13,7 20,1 12,8 81
Dream 0,58 3,19 0,7 18,9 20,2 20,9 3,5 12,3 15,1 13,3 13,1 96
SZD8220 0,68 6,15 1,7 15,5 5,1 11,0 16,8 9,6 28,1 17,7 13,2 108
Biscay 0,51 3,29 0,1 7,8 6,7 15,1 20,4 10,9 23,3 24,8 13,6 107
Kerubino 0,64 4,46 2,0 20,4 8,5 11,8 20,3 3,5 38,1 5,5 13,8 99
Winnetou 0,65 5,11 0,0 8,7 8,8 8,9 16,5 25,1 27,0 16,4 13,9 107
Tobago 0,55 3,75 2,0 16,5 12,0 17,0 14,3 15,9 23,1 14,5 14,4 82
Enorm 0,70 6,38 0,4 13,0 9,4 13,4 19,8 21,5 25,5 21,1 15,5 93
Disponent 0,74 5,42 4,1 22,0 14,4 24,8 9,7 14,9 11,5 25,0 15,8 82
Aron 0,54 3,54 0,4 11,1 2,8 6,3 20,5 35,0 28,1 31,2 16,9 125
Josef 0,59 3,08 3,6 7,1 9,6 15,3 20,4 24,4 31,0 28,9 17,5 87
Carolus 0,65 5,52 6,4 41,8 24,1 35,3 7,4 6,2 9,0 10,7 17,6 84
Hereward 0,62 5,44 5,0 20,0 17,0 22,8 14,1 21,3 23,9 31,1 19,4 74
Tirkis 0,59 3,71 3,8 23,9 17,3 27,2 22,7 17,1 31,9 21,1 20,6 82
JB Asano 0,64 4,92 7,1 28,9 24,1 30,2 28,8 13,2 24,0 19,8 22,0 74
Yello 0,55 4,02 32 34,3 17,4 22,4 26,5 10,9 441 15,4 21,8 77
Lear 0,65 5,23 2,1 18,3 13,5 17,3 15,6 27,8 37,7 44,6 22,1 75
Augustus 0,69 5,21 12,0 29,2 13,0 32,1 21,2 23,3 22,3 28,1 22,7 72
Tommi 0,58 3,56 5,7 22,8 14,2 14,9 20,9 32,8 45,7 29,5 23,3 80
Butaro 0,62 3,90 2,8 53,4 11,2 17,4 30,3 17,1 37,0 24,0 24,2 84
BAUB469511 0,59 4,52 6,3 46,1 9,4 20,1 17,8 32,8 26,0 40,3 24,9 77
Tabasco 0,58 4,06 2,1 12,7 21,6 26,8 35,3 29,0 452 58,9 29,0 77
Ludwig 0,64 5,58 7,3 28,8 16,5 31,2 40,1 34,9 42,0 37,7 29,8 71
Hermann 0,71 6,15 6,0 35,4 21,4 19,5 31,5 36,2 36,5 54,0 30,1 73
Lynx 0,53 4,36 9,4 35,3 13,1 12,2 37,3 33,6 48,7 59,1 31,1 65
Global 0,57 4,73 0,1 21,4 10,4 15,5 30,7 458 43,9 83,3 31,4 97
Eurojet 0,63 5,29 5,7 29,7 23,5 41,8 46,0 20,7 60,5 27,1 31,9 74
Stefanus 0,60 5,96 8,5 17,0 20,4 27,1 41,0 46,5 57,1 442 32,7 70
Hussar 0,60 4,48 0,2 20,5 23,7 24,6 55,7 50,5 53,1 38,7 33,4 89
Jenga 0,63 5,23 0,9 27,0 15,4 20,7 59,8 21,6 72,1 52,7 33,8 85
Cubus 0,64 5,50 10,2 32,6 25,3 36,5 51,9 39,5 47,4 27,6 33,9 67

! KIAL, Keimungsindex (bezogen auf alle Korner); AUFK, Auswuchs in der Feuchtkammer (1-9); Zw10, Zwettl 2010; Re10, Reichersberg 2010; Rella,
Reichersberg 2011-1. Erntetermin; Rellb, Reichersberg 2011-2. Erntetermin; Fulla, Fuchsenbigl 2011-1. Wh.-1. Erntetermin; Fullb, Fuchsenbigl
2011-2. Wh.-1. Erntetermin; Fullc, Fuchsenbigl 2011-1. Wh.-2. Erntetermin; Fulld, Fuchsenbigl 2011-2. Wh.-2. Erntetermin
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Tabelle 3: Intervarietale Korrelationen (r) zwischen Kei-
mungsindex, Keimfidhigkeit, Auswuchs in der Feuchtkammer,
Auswuchsprozenten am Feld und Fallzahl (124 Winterweizen,
2010-2011)

Table 3: Intervarietal correlations (r) between germination
index, germination, sprouting in a moisture chamber, PHS
in the field and falling number (124 winter wheat cultivars,
2010-2011)

Merkmal® KIGE KF AUFK PHS Fallzahl
KIAL 0,95%* 0,87 0,78%%* 0,44 -0,56%*
KIGE - 0,69%* 0,79%%* 0,51%* -0,60%*
KF - - 0,59%* 0,28%* -0,41%*
AUFK - - - 0,56%* -0,63%%*
PHS - - - - -0,75%%*

! Abkiirzungen siche Tabelle 1; *,** signifikant bei P<0,05 bzw. P<0,01

d.h. R?=0,40) nur méaBig tberein (Tabelle 3, Abbildung 2).
Die Keimung intakter Weizenédhren in der Feuchtkammer
ist als alleiniger Parameter fiir die Ziichtung auf Auswuchs-
festigkeit nicht geniigend treffsicher. Dies deckt sich weit-
gehend mit Ergebnissen der Osterreichischen Wertpriifung
von Winterweizen. Im giinstigsten Fall korrelierten der an
Ahrenbiindeln provozierte Auswuchs und die Fallzahlen von
auswuchsgeschidigten Weizenversuchen mit r=0,50** bis
0,80** (OBERFORSTER und WERTEKER 2006). Eine
enge Beziehung von Feuchtkammer- und Feldauswuchs
fanden hingegen WU und CARVER (1999).

Auswuchs am Feld

Der bei natiirlichen Bedingungen oder mit Zusatzberegnung
erzielte Auswuchs lag in einem weiten Bereich von 0 bis
83%. Auch die Sorten zeigten mit 1,7 bis 33,9%
eine beachtliche Variabilitdt (Tabelle 1). Mitunter
war der Auswuchsgrad beim spiten Erntetermin
niedriger als beim friihen; dies ist durch die klei-
ne Stichprobe von 80 bis 100 Ahren erklirbar.
Die Weizensorten Impulsiv, Chevalier, Lukullus,
Kometus, Julius, Energo, Estevan, Pannonikus,
Akteur, Exklusiv, Drifter, Ellvis und Bussard
konnen als gut auswuchstolerant angesehen
werden. Vergleichsweise rasch keimten hinge-
gen Cubus, Jenga, Hussar, Stefanus, Eurojet,
Global, Lynx, Hermann, Ludwig, Tabasco,
BAUB469511, Butaro, Tommi, Augustus und
Lear (Tabelle 2).
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Abbildung 1: Intervarietaler Zusammenhang von Keimungsindex und Aus-
wuchs am Feld (124 Winterweizen, Mittel aus mehreren Umwelten, 2010-2011)

Figure 1: Intervarietal relationship of germination index and PHS in the field
(124 winter wheat cultivars, average from several environments, 2010-2011)

08  Die Ergebnisse der Umwelten zeigten eine
Ubereinstimmung im Bereich von r=0,36%*
bis 0,93**. Erwartungsgemal die schwéchste
Korrelation gab es zum Versuch mit geringem
und wenig differenziertem Auswuchs (Zwettl
2010). Von den vier analysierten Parametern
war der Auswuchs unter Feldbedingungen mit
einer Heritabilitdt von 0,91 am besten zu repro-
duzieren (8§ Umwelten). Der Zusammenhang von

230 7 o Auswuchsprozenten und Fallzahl ist unter dem

210 A o oo ¢ Gesichtspunkt vieler nivellierender Fallzahlwerte

190 | MR y = -2L.571x + 205.39 zu sehen (r=-0,75%*). Bessere Aussagen bietet

et . R? = 03968 hier die polynomische Kurvenanpassung; das

- 1707 Bestimmtheitsmal} (R?) flir die einzelnen Ver-

= 150 - suchsumwelten variiert im Bereich von 0,74 bis
‘zf 130 | 0,92 (Abbildungen 3 und 4).

w 110 Unter natiirlichen Niederschlagsbedingungen

entsprach ein Auswuchsgrad von 1% etwa einer

90 1 Fallzahl von 200 bis 250 s. Bei mehr als 5% sicht-

70 A bar gekeimter Korner sank die Fallzahl auf 130

50 ‘ ‘ ‘ ‘ ~ bis 180 s ab. Ein Auswuchs von 12 bis 15% be-

1 ) 3 4 5 ;  deutete Werte zwischen 62 und 80 s (Abbildung

Auswuchs in der Feuchtkammer (1-9)

Abbildung 2: Intervarietaler Zusammenhang von Auswuchs in der Feucht-
kammer und der Fallzahl von Feldproben (124 Winterweizen, Mittel aus

mehreren Umwelten, 2010-2011)

Figure 2: Intervarietal relationship of sprouting in a moisture chamber and
the falling number of field samples (124 winter wheat cultivars, average from

several environments, 2010-2011)

3). Bei der kiinstlichen Beregnung am Standort
Fuchsenbigl folgt die Kurve einem davon abwei-
chenden Verlauf. Hier liegen manche Fallzahlen
bereits bei 3 bis 5% sichtbarem Auswuchs unter
einem Wert von 100 s (Abbildung 4). Der Grund
flir diese Reaktion konnte in einem zu intensiven
Beregnungsregime gelegen sein.

Bei der Probenahme fiir das Merkmal Prozentu-
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Fallzahl

In Osterreich ist in aktuellen Anbau-Lieferver-
tragen von Backweizen ein sichtbarer Auswuchs
von maximal 1% festgeschrieben. Es gilt, eine
Mindestfallzahl von 280 s fiir Premiumweizen,

450
+ Zwettl 2010, Ernte 18.8.; R2 = 0,8196 (polyn.)
400
= Reichersberg 2010, Ernte 28.7.; R2 = 0,8255 (polyn.)
350
# Reichersberg 2011, Ernte 11.8.; R2 = 0,9148 (polyn.)
z X Reichersberg 2011, Ernte 17.8.; R2 = 0,8512 (polyn.)
<=
©
N
©
L

250 s fiir Qualitdtsweizen und 220 s fiir Mahl-
weizen zu erreichen. Im Allgemeinen akzeptieren
die Miihlen Fallzahlen bis 180 s nur in Jahren
mit groferen Mengen fallzahlschwacher Partien
und mit Preisabschldgen. Die geringe Flexibilitat
bei der Kontraktgestaltung und das weitgehende
Festhalten an starren Grenzwerten werden aus

M Gacmlloeii T - memmom X x "
: T T T

Auswuchs am Feld (Gew.-%)

Abbildung 3: Intervarietaler Zusammenhang von Auswuchs und Fallzahl
bei natiirlichen Niederschlagsbedingungen (124 Winterweizen, 4 Umwelten,

2010-2011)

Figure 3: Intervarietal relationship of PHS in the field and falling number
for natural rainfall conditions (124 winter wheat cultivars, 4 environments,

20 30 40 50

! backtechnologischer Sicht durchaus kritisch
60 beurteilt (MUNZING 2011).

In den ausgewerteten Versuchen traten Fall-
zahlen zwischen 62 bis 424 s und im Mittel der
Genotypen von 65 bis 219 s auf (§ Umwelten).
Die durchschnittlich hochsten Werte wurden bei
Chevalier, Estevan, Exklusiv, Akteur, Kometus,
Impulsiv, Drifter, Ellvis, Potenzial, SW Maxi,
Julius, Schw46-96-4a, Skalmeje, Energo und
Lukullus gemessen. Niedrige Fallzahlen zeigten
Lynx, Cubus, Stefanus, Ludwig, Augustus, Her-

mann, Eurojet, JB Asano, Hereward, Lear, Tabas-
co, Yello, BAUB469511 und Tommi (Tabelle 2).
Fiir die 8 Umwelten variieren die Korrelationsko-
effizienten der Fallzahl im Bereich von r=0,28**

bis 0,83**. Die teilweise reduzierte Ubereinstim-
mung ist durch die unterschiedliche Auswuchs-
belastung und die Héufung niedriger Werte von
62 bis 80 s in einigen Versuchen bedingt.

Werden im Anschluss an eine regnerische Wit-
terungsperiode bei nicht oder wenig lagernden
Weizenparzellen abgesenkte und gut differenzie-
x rende Fallzahlen gemessen, sind diese fiir die Se-

2010-2011)
350 )
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Abbildung 4: Intervarietaler Zusammenhang von Auswuchs und Fallzahl
nach Beregnung am Standort Fuchsenbigl 2011 (124 Winterweizen, 2 Ern-

tetermine, 2 Wiederholungen)

lektion auf Auswuchsresistenz dhnlich wertvoll
wie der Prozentsatz gekeimter Korner, jedoch mit
weniger Aufwand verbunden. BARNARD et al.
(2005) priiften sieben Merkmale und bewerteten
die Fallzahl als eines der am besten geeigneten
MafBe zur Charakterisierung von Auswuchs. Ho-

Figure 4: Intervarietal relationship of PHS in the field and falling number here Auswuchsgrade, wie sie in den Versuchen

after field weathering on the location Fuchsenbigl 2011 (124 winter wheat

cultivars, 2 harvest times, 2 replications)

eller Auswuchs am Feld blieb die Trennung in Reifegruppen
unberiicksichtigt. Gelegentlich werden Aussagen getroffen,
wonach in Versuchen friihreife Genotypen hinsichtlich des
Auswuchs- und Fallzahlrisikos gravierend benachteiligt
seien. Auch DERERA et al. (1976) weisen auf die negative
Korrelation zwischen Reifezeit und Auswuchs hin. In dem
hier verwendeten Testsortiment war kein Zusammenhang
zwischen Fallzahl und Abreifeverhalten zu beobachten.
Das Stadium der Gelbreife (BBCH 87) erreichten die 124
Genotypen im Durchschnitt von 6 Umwelten zwischen dem
14.und 21. Juli. Es gab intervarietal keinen Zusammenhang
von Gelbreifedatum und Auswuchs bzw. Gelbreifedatum
und Fallzahl.

von Reichersberg (2010, 2011) und Fuchsenbigl
(2011) auftraten, sind mit der Fallzahl teilweise
nicht mehr zu unterscheiden. Dagegen hat die
Fallzahlmethode den Vorteil, dass damit auch Genotypen
mit erhohter PMAA erkannt werden. Nach MOHLER et al.
(2012) sind die englische Sorte Lynx und die deutsche Sorte
Bussard mit hoher Wahrscheinlichkeit Trager eines solchen
Allels. Im dsterreichischen Weizensortiment diirfte PMAA
selten sein. Uberstiindige Parzellen kdnnen mit zunehmend
zeitlicher Distanz zum reguliren Erntetermin hinsichtlich
der Fallzahl fehlerhafte Informationen liefern. Im Verlauf
mehrerer Wochen werden in den primér dormanten Geno-
typen keimhemmende Substanzen abgebaut. Unterschiede
in der Fallzahl von trocken abgereiften Weizenbestinden
geben kaum Hinweise zum Dormanzstatus und Sortenver-
halten bei Auswuchswetter (REITAN 1990).
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Zusammenfassung

Die vorzeitige Anreicherung von a-Amylase in Getreide-
kornern aufgrund feuchter Witterung zur Reifezeit hat einen
partiellen Starkeabbau, niedrige Fallzahlen und Auswuchs
zur Folge. Gravierende wirtschaftliche Einbuflen sind da-
mit verbunden. In den Jahren 2010 und 2011 wurden 124
Sorten und Zuchtlinien von Winterweizen aus Deutschland,
Osterreich und GroBbritannien an drei &sterreichischen
Standorten getestet. Folgende Merkmale wurden analysiert:
Dormanz (Keimungsindex), Keimung intakter Ahren in der
Feuchtkammer (1-9), sichtbarer Auswuchs am Feld (%)
und Fallzahl (s). Die genannten Merkmale zeigten eine
deutliche genotypische Variation. Die Heritabilitét (h?) lag
mit 0,81 (Keimungsindex KIAL), 0,84 (Auswuchs in der
Feuchtkammer), 0,91 (Auswuchsprozente im Freiland) und
0,86 (Fallzahl) durchwegs im hohen Bereich. Hingegen
war die intervarietale Beziehung zweier Keimungsindizes
zum sichtbaren Auswuchs unter Freilandbedingungen un-
befriedigend (r=0,44** bzw. 0,51**). Auch der kiinstliche
Auswuchs in der Feuchtkammer gentigt als alleiniger Se-
lektionsparameter bei der Ziichtung auf Auswuchsresistenz
nicht (r=0,56**). Am zuverléssigsten sind Unterschiede in
der Fallzahl, welche auf mehreren Standorten bei belasten-
den Witterungsbedingungen erzielt wurden. Das Bestimmt-
heitsmal3 (R?) zwischen Fallzahl und sichtbarem Auswuchs
im Freiland variierte bei polynomischer Kurvenanpassung
fur die Versuchsumwelten im Bereich von 0,74 bis 0,92.
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Genetische Analyse des Merkmals Fallzahl in europdischen Winterweizen
Genetic analysis of Hagberg falling number in European winter wheat

Volker Mohler'”, Giinther Schweizer' und Lorenz Hartl!

Abstract

The Hagberg falling number, a value determining charac-
ter of bread wheat, is a measure for starch strength. Low
falling number is generally associated with pre-harvest
sprouting which is defined as germination of mature
seeds on the plant. However, additional causes of low
falling number include late maturity a-amylase activity,
prematurity sprouting or viviparity and retained pericarp
a-amylase activity. The objective of this research was
to identify quantitative trait loci (QTL) for falling num-
ber in the absence of pre-harvest sprouting using two
bi-parental mapping populations. The genotypes were
grown in four environments in Germany in 2008 and
2009. Considering means across environments, we found
that the wheat-rye translocated chromosome T1BL-1RS,
a QTL on chromosome 6B, and a QTL on chromosome
7BL - located in the same genomic region as the previ-
ously described major locus for late maturity o.-amylase
activity - had the strongest influence on falling number
in the wheat germplasm investigated.

Keywords

Hagberg falling number, late maturity o.-amylase acti-
vity, molecular markers, pre-harvest sprouting, Triticum
aestivum

Einleitung

Die Fallzahl ist ein wertbestimmendes Merkmal fiir die Ver-
marktung von Weizen und beschreibt die Wirkung des En-
zyms a-Amylase durch Priifung des Grades der Stirkever-
kleisterung einer wéssrigen Weizenschrot-/Mehlsuspension.
Klassischer Auswuchs, Late-maturity o-Amylase-Aktivitit,
Viviparie und Retained pericarp o.-Amylase-Aktivitét sind
vier voneinander unabhéngige Prozesse, die zu niedrigen
Fallzahlen von Weizenmehl fiihren, wobei vorrangig die
beiden erstgenannten zu wirtschaftlichen Einbuf3en fithren
(TJIN WONG JOE et al. 2005).

Late-maturity a-Amylase (LMA) ist ein genetischer Defekt,
der in betroffenen Sorten zu einer frithzeitigen o-Amylase-
Synthese wihrend der spiten Phase der Kornreifung fiihrt
(MARES und MRVA 2008). Die im reifen Korn andauernde
a-Amylase-Aktivitdt bedingt dann niedrige Fallzahlen.
Im Unterschied zum klassischen Auswuchs, also bei der
Keimung physiologisch reifer Kérner auf der Mutterpflan-
ze, finden bei LMA keine Anderungen im Embryo statt,

weshalb diese beiden Prozesse unabhéingig voneinander zu
betrachten sind. Desweiteren handelt es sich um ein stark
umweltabhingiges Merkmal. Die Ausprigung von LMA
variiert nicht nur zwischen den Anbaujahren, den Standor-
ten eines Anbaujahres und den Parzellen eines Standorts,
sondern auch zwischen den Einzelpflanzen einer Parzelle,
den Ahren einer Einzelpflanze sowie den Kdrnern einer
Ahre. Dies betrifft vor allem anfillige Sorten, die durch
einen besonderen genetischen Hintergrund gekennzeichnet
sind. Anféllige Sorten mit den Giberellinséure-insensitiven
Verzwergungsallelen wie z.B. Rht-D1b zeigen eine tempe-
raturabhéngige Auspriagung. Fiir die Auspragung von LMA
wird ein Temperaturschock im Zeitfenster 25-30 Tage nach
der Bliite bendtigt, d.h. bei Fehlen des Temperaturschocks
zeigen diese Genotypen stabile Fallzahlen (MARES und
MRVA 2008). Weitere Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Anwesenheit der Weizen-Roggen-Translokation
T1BL-1RS den Effekt der Verzwergungsallele wieder um-
kehren kann (MARES und MRVA 2008).

Tabelle 1 zeigt die Fallzahlen ausgewahlter Sorten aus dem
Anbau in sieben Umwelten, die frei von Auswuchsbedin-
gungen waren und rechtzeitig geerntet wurden. Wéhrend die
Sorten Dream und Tommi sehr hohe Fallzahlen aufwiesen,
waren die Sorten Bussard und Batis durch stabile Fallzahlen
auf mittlerem bis hohem Niveau gekennzeichnet. Einzig die
englische Sorte Lynx zeigte eine hohe Variabilitit beziiglich
der Auspragung des Merkmals Fallzahl.

Material und Methoden

Die Kartierungspopulationen Dream/Lynx und Bussard/
W332-84 wurden in jeweils vier Umwelten in zwei
Wiederholungen in den Jahren 2008 und 2009 angebaut.

Tabelle 1: Fallzahlen ausgewihlter Sorten aus dem Anbau in
sieben Umwelten (Fallzahlen <220 s sind fett gedruckt)

Table 1: Falling numbers of selected cultivars grown in seven
environments (falling numbers <220 s are printed in bold)

Sorte
Umwelt Dream  Tommi  Bussard Batis Lynx
Morgenrot 2008 387 347 330 274 182
Aspachhof 2008 483 441 292 304 173
Mittelhof 2008 386 360 300 273 97
Jerxheim 2008 386 336 268 243 127
Morgenrot 2009 436 401 371 281 264
Siilbeck 2009 385 361 285 244 71
Jerxheim 2009 408 368 352 306 232
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