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Gegensatz zu Wintergerste wurden bei Weizen vollkommen
sterile Ahren nur selten beobachtet.

Die Ziichtung auf Toleranz gegeniiber Spétfrost ist ein
schwieriges Unterfangen. Bereits kleine Unterschiede in
der Entwicklung der Genotypen kdnnen zu fehlerhaften
Interpretationen der Ergebnisse filhren (FREDERIKS et
al. 2012). Sorten mit frither Halmstreckung und frithem
Ahrenschieben sind tendenziell mehr gefihrdet als Sorten
mit langsamer Entwicklung. In den Priifungen festgestellte
Differenzen in der Empfindlichkeit basieren oftmals auf
Unterschieden im Wachstumsstadium. Fiir die Getreide-
ziichter Mitteleuropas ist die Toleranz gegentiber Spétfrost
derzeit kein Selektionskriterium. Jedoch kénnten Spétfroste
aufgrund des Klimawandels, des im Friihjahr zeitiger ein-
setzenden Wachstums und einer Tendenz zur genetischen
Verfrithung von Weizensorten fiir Trockengebiete kiinftig
mehr Probleme bereiten.

Zwiewuchs

Bei Getreide ist die Anlage von Bestockungstrieben ge-
netisch reguliert und wird von den Umweltbedingungen
beeinflusst (DUGGAN et al. 2005). Mit dem Eintritt in
das Schossstadium endet normalerweise die Bestockung
und beginnt die Riickbildung tiberzédhliger Triebe. Die
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Abbildung 2: Spitfrostschaden (2 Ahren links) und durch
Trockenstress verursachte Ahrenspitzensterilitit (2 Ahren
rechts) bei Winterweizen

Figure 2: Spring freeze injury (2 spikes on the left) and drought

stress-induced spike tip sterility (2 spikes on the right) on
winter wheat

grundsitzliche Fahigkeit zur Anlage von Seitenachsen
geht jedoch nicht verloren. Nach frither Lagerung, durch
Spétfrost verursachter Taubdhrigkeit, Trockenperioden,
Hagelschlag oder Virusinfektionen im Friihjahr ist bei aus-
reichendem Wasserangebot ein Austrieb von am Halmgrund
befindlichen Knospen méglich. Das Ergebnis ist ein nicht
erntefdhiges Gemenge von bereits weitgehend reifen und
griinen Ahren oder Rispen.

Im Jahr 2012 waren viele Getreidebestdnde stark zwie-
wiichsig. In Ostosterreich und im Alpenvorland betraf es
zuerst die im Februar ausgediinnten Wintergersten. Bei
den durch Spitfrost partiell sterilen Ahren war die un-
terdriickende Wirkung der Haupthalme auf die Knospen
(Apikaldominanz) reduziert, was zur Bildung neuer Ne-
bentriebe fiihrte. Der Zusammenhang von durch Spétfrost
verursachter Schartigkeit und Zwiewuchs wird anhand von
Boniturdaten deutlich (Abbildung 3). Einen &hnlichen Effekt
tibte die fehlende Assimilatsenke bei Weizenpflanzen mit
durch WDV-Friihjahrsinfektionen abgestorbenen Ahren
aus. Regenfille im Juni fiihrten insbesondere im dstlichen
Waldviertel sowie im Weinviertel verbreitet zu Zwiewuchs.
Betroffen waren vor allem diinne und kurzhalmige Bestéinde
von Winterweizen, Winterdurum, Dinkel, Sommergerste
und Sommerdurum. Ahren von zwiewiichsigen Halmen
liefern zumeist mangelhaft ausgebildete Korner. Wird mit
der Ernte ein bis zwei Wochen zugewartet, kann dies beim
bereits totreifen Erstbestand Ahrenverluste oder Kornausfall
verursachen. Wechselhafte Witterung in dieser Zeit schidigt
zusétzlich durch Auswuchs und abgesenkte Fallzahlen.

In Vergleichspriifungen zeigten die Sortimente eine differen-
zierte Neigung zu Zwiewuchs. Allerdings ist das Merkmal
nicht unmittelbar ziichterisch relevant. Vielmehr geht es dar-
um, durch entsprechende Winterhirte, Trockenheitstoleranz
und Standfestigkeit sowie durch richtig gesetzte pflanzen-
bauliche Maflnahmen Zwiewuchs zu vermeiden.

Zusammenfassung

In dieser Studie werden die Themen Auswinterung,
Trockenheit, virose Weizenverzwergung, Spétfrost und
Zwiewuchs bei Wintergerste und Winterweizen behandelt.
Die Ausfiihrungen basieren auf Ergebnissen von Exaktver-
suchen und Beobachtungen aus der landwirtschaftlichen
Praxis.

Die Griinde fiir das Auswintern konnen sehr verschieden
sein. Werden die Schiden den wesentlichsten Ursachen
(niedrige Temperaturen, Befall mit Schneeschimmel, Ty-
phulafdule) moglichst prazise zugeordnet, sind die GxU-
Wechselwirkungen deutlich vermindert. Im Jahr 2012 waren
die in der ersten Februarhélfte einwirkenden Froste von -15
bis -22°C ausschlaggebend. Der in Sortenwertpriifungen
festgestellte Schadigungsgrad lieB sich tiber die Umwelten
zumeist gut reproduzieren (Wintergerste: r=0,64** bis
0,90**; Winterweizen: r=0,32 n.s. bis 0,90**). Von Ok-
tober 2011 bis Mai 2012 erhielten Teile der pannonischen
Region nur 130 bis 180 mm Niederschlag. Im Weizensor-
timent wurden die Trockenstress-Symptome Blattrollen
und Ahrenspitzensterilitit untersucht. Ergebnisse aus 2011
und 2012 zeigten eine Wiederholbarkeit von r=0,47* bis
0,72** (Blattrollen) bzw. r=0,70** bis 0,88** (Ahrenspit-
zensterilitdt). Beide Parameter eignen sich jedoch nur sehr
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Abbildung 3: Intervarietaler Zusammenhang von durch Spétfrost
verursachter Schartigkeit und Zwiewuchs (Bonitur 1-9) (Versuch At-

zenbrugg 2012, 20 Sorten)

Figure 3: Intervarietal relationship of partial seed set caused by late
spring frost and secondary tillering (scale of 1-9) (Trial at Atzenbrugg

in 2012, 20 cultivars)

eingeschriankt zur Beurteilung der Trockentoleranz von
Genotypen. Im Nordosten des Landes trat bei Winterweizen
oftmals virose Weizenverzwergung (WDV) auf. Die Pflan-
zen diirften in erster Linie im Frithjahr und in geringerem
MaBe im Herbst infiziert worden sein. Im norddstlichen
Flach- und Hiigelland, im 6stlichen Alpenvorland und
Waldviertel sank in der Nacht vom 17. auf den 18. Mai die
Temperatur auf +3 bis -6°C ab. Der Spétfrost fiihrte bei Ge-
treide (insbesondere Wintergerste, Winterweizen und Rog-
gen) mitunter zu partieller oder ganzlicher Taubéhrigkeit.
Im Juni und Juli présentierte sich das Getreide gebietsweise
stark zwiewlichsig. Betroffen waren vor allem Besténde,
welche unter Auswinterung, Trockenheit, Spéatfrost oder
virdser Weizenverzwergung gelitten hatten.
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Untersuchungen der Reaktionen verschiedener Gerstegenotypen
auf zukiinftige CO,-Konzentrationen als Grundlage zur
ziichterischen Optimierung des ,,CO_-Diingeeffektes*

Analyses of the responses of different barley genotypes
to future CO, concentrations in order to optimise the
CO, fertilisation effect through plant breeding

Esther Mitterbauer!”, Frank Ordon?, Antje Habekuf2, Martin Erbs', Matthias Enders?,
Benjamin Kilian®, Hans-Joachim Weigel', Anette Giesemann* und Jiirgen Bender'

Abstract

Atmospheric CO, concentration has risen all over the
globe from pre-industrial times until today and is predic-
ted to increase even more rapidly in future. Higher CO,
concentration stimulates photosynthesis and can increase
biomass and yield in C3 crops (CO, fertilization effect).

To get information about the genetic variability in winter
barley (Hordeum vulgare L.) on CO, responses, 100 of
about 630 genotypes analysed with the [llumina 9k iSe-
lect chip were grown in open-top chambers at different
CO, levels. Plants were phenotyped for growth parame-
ters, yield (seed weight per plant) and yield components
(seed number per ear, number of ears per plant, and the
thousand-kernel weight) as well as for physiological
(carbon isotope discrimination) and morphological (leaf
structure) traits.

The genotypes differed significantly for thousand-kernel
weight and number of ears per plant within the groups.
The two-rowed genotypes varied in their seed number per
ear, but this was not found in the six-rowed genotypes.
Elevated CO, enhanced yield (+28%), number of seeds
per ear (+12%), and number of ears per plant (+15%)
in six-rowed genotypes. Elevated CO, increased the
thousand-kernel weight (+4 %) and number of seeds per
ear (+11%) in two-rowed genotypes, but not the yield
and the number of ears per plant.

First association analyses were carried out by using the
relative phenotypic data (elevated CO, vs. ambient CO,)
and markers have been identified that are most likely
associated with particular yield traits.

Keywords

Hordeum vulgare, winter barley, elevated CO,, genetic
variability, yield, association analysis

S

Einleitung

Die iiber die letzten Jahrtausende relativ konstante at-
mosphirische CO,-Konzentration von etwa 280 ppm ist
durch anthropogene Einfliisse seit Beginn des industriellen
Zeitalters bereits auf heutzutage 390 ppm angestiegen.
Verschiedene Klimawandel-Projektionen gehen einhellig
von einer weiteren Steigerung der CO,-Konzentration fiir
die Zukunft aus, die sich aller Voraussicht nach sogar noch
beschleunigen wird. Lag die Zunahme der CO,-Konzent-
ration zwischen 1970 und 1999 noch bei 1,3-1,5 ppm pro
Jahr, erhohte sie sich im Jahr 2007 bereits auf 2,2 ppm. Die
Projektionen sagen atmosphirische CO,-Konzentrationen
zwischen 460 und 620 ppm bereits im Jahr 2050 voraus
(MEEHL et al. 2007).

Wihrend CO, als wichtigstes Treibhausgas nach Wasser-
dampf starken Einfluss auf die Anderungen des Klimas
nimmt, ist es gleichzeitig ein essentielles Substrat fiir
die Biomasseerzeugung durch Pflanzen. Hohere CO -
Konzentrationen stimulieren grundsitzlich unter ansonsten
gleichen Bedingungen die Photosynthese bei C3-Pflanzen
bei gleichzeitig reduzierter Blatttranspiration und einem
damit einhergehenden geringeren Wasserverbrauch. Daher
spricht man von einem CO,-Diingeeffekt.

In verschiedenen Untersuchungen ist jedoch festgestellt
worden, dass sich der potentielle Effekt von erhéhtem CO,
(e[CO,]) auf die Photosynthese weder in der aktuellen
Photosynthese noch in entsprechenden Ertrags- bzw. Bio-
massezuwichsen wiederfindet (LONG et al. 2006).

Dass Kulturpflanzenarten und Sorten eine erhebliche Va-
riationsbreite in der - in der Regel positiven - Wachstums-
reaktion auf erhohte CO,-Konzentrationen aufweisen, ist
bekannt (KIMBALL 1983). Zudem gibt es Hinweise, dass
heutige Sorten das zusétzlich angebotene CO, nicht optimal
verwerten konnen. Aus ziichterischer Sicht ist daher die Fra-
ge nach intrapezifischer Variabilitdt von grofer Bedeutung,
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soll der CO,-Diingeeffekt gezielt nutzbar gemacht werden.
Diese Fragestellung fand bislang nur wenig Beriicksichti-
gung. So ist die Untersuchung von 17 Reislinien, die unter
verschiedenen CO,-Konzentrationen angebaut wurden, die
bislang umfassendste (ZISKA et al. 2012).

Der vorliegende Beitrag berichtet iiber erste Ergebnisse aus
einem Freilandexperiment mit einer umfangreichen Popu-
lation von Wintergerstegenotypen, die unter verschiedenen
CO,-Konzentrationen aufwuchsen und im Hinblick auf
physiologische, morphologische sowie Wachstums- und
Ertragsmerkmale phanotypisiert und anschlieBend unter
Berticksichtigung der Populationsstruktur assoziationsge-
netisch analysiert wurden.

Material und Methoden

In Freilandversuchen am Thiinen-Institut fiir Biodiversitét
werden iiber einen Zeitraum von drei Jahren jeweils 100
Wintergerstegenotypen in sogenannten open-top Kam-
mern angebaut. Die Auswahl der Versuchsglieder erfolgte
aufgrund einer vorangegangenen Genotypisierung unter
Einbeziehung von 629 Gerste-Accessionen mit dem Illumina
iSelect Chip (6808 SNP-Marker) (COMADRAN etal. 2012)
und einer Clusteranalyse der in dem Panel enthaltenen 321
Wintergerstegenotypen (Enders, pers. Mitt.) anhand ihrer
genetischen Distanz, Herkunft und ihres Alters. Die 100
Wintergerstegenotypen wurden parallel zu der ortsiiblichen

Wintergerste-Aussaat im Feld (Mantelsaat) im September
2011 in Multi-Topfplatten im Gewichshaus ausgesit.
Rund vier Wochen spiter wurden je 26 Versuchsgenotypen
pro open-top Kammer in Beete inmitten der Mantelsaat
gepflanzt, um einen Bestand zu simulieren (Abbildung 1).

Im Mirz 2012 wurden die insgesamt zwolf open-top Kam-
mern (Abbildung 2) iiber den Beeten platziert. Ab Ende Mérz
wurden in jeweils sechs Kammern die Versuchspflanzen
aktiv mit AuBenluft (~390 ppm CO,, [amb]) bzw. mit Aul3en-
luft plus zusitzlichem CO, (700 ppm CO,, e[CO,]) beliiftet.

Im ersten Anbaujahr wurden verschiedene phénotypische
Parameter erfasst, darunter der Ertrag und Ertragsparame-
ter. Unterschiede in der Kohlenstoffdiskriminierung und
Blattmorphologie (Anzahl Stomata pro cm?) ausgewahlter
Genotypen konnten mittels Massenspektrometrie bzw. mit-
tels Lackreliefs von Fahnenblattern nachgewiesen werden.
Erste Merkmals-Markerassoziationen wurden anhand der
einjahrigen Ergebnisse berechnet.

Die Kovarianzanalysen wurden mit SAS 9.3 (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA) unter Anwendung verschiedener
Modelle (GLM/MLM) zu einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% durchgefiihrt. Die Auswertungen erfolgten jeweils
nach zwei- und mehrzeiligen Genotypen getrennt in einem
Modell, die Genotypen und die CO,-Konzentration wurden
als feste Effekte und die OTCs als zufillige Effekte in den
Modellen beriicksichtigt.

Abbildung 1: 26 Versuchsgenotypen pro open-top Kammer wurden in zwei Beete inmitten der Mantelsaat gepflanzt, um einen
Bestand zu simulieren. Jede markierte Reihe entspricht einem Genotypen.

Figure 1: Twenty six genotypes per open-top chamber were transplanted in single rows among the shelter crop rows to simulate

a closed canopy. Every labeled row corresponds to one genotype.



Untersuchungen der Reaktionen verschiedener Gerstegenotypen auf zukiinftige
CO,-Konzentrationen als Grundlage zur ziichterischen Optimierung des ,,CO,-Diingeeffektes 67

Abbildung 2: Zwélf open-top Kammern inmitten der Mantelsaat. Sechs der Kammern wurden mit Auflenluft (~390 ppm CO,),
die iibrigen sechs mit AuBienluft plus zusitzlichem CO, (~700 ppm CO,) beliiftet.

Figure 2: Twelve open-top chambers on the field among the shelter crop. Six of the chambers were supplied with ambient air
(~390 ppm CO,) and with ambient air plus additional CO, (~700 ppm CO,), respectively.

Ergebnisse und Diskussion

Die zwei- und sechszeiligen Genotypen unterschieden sich
innerhalb der beiden Gruppen hinsichtlich ihres Tausend-
korngewichts (TKG) signifikant von einander. Erhdhtes CO,
steigerte das TKG der zweizeiligen Genotypen signifikant
um 4% von 53,5 auf 55,7 g. Das TKG der sechszeiligen
Genotypen stieg um 1% von 44,7 auf 45,3 g.

Zweizeilige und sechszeilige Genotypen unterschieden
sich jeweils hinsichtlich ihres Ertrages voneinander, jedoch
hatte e[CO, ] lediglich einen signifikant positiven Einfluss
auf sechszeilige Genotypen. Der Ertrag (Korngewicht pro
Pflanze) stieg um 7% von 6,9 auf 7,4 g pro Pflanze bei den
zweizeiligen Genotypen bzw. um 28% von 6,5 auf 8,3 g pro
Pflanze bei den sechszeiligen Genotypen.
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Abbildung 3: Die Kohlenstoffisotopensignaturen (3°C)
von zehn Genotypen gewachsen unter Auflenluft und zwei
Standards (usgs 40/acet). Unterschiedliche Buchstaben kenn-
zeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen
(P<0,05)

Figure 3: The carbon isotope signatures (3*°C) of ten geno-
types grown under ambient air and two standards (usgs 40/
acet). Different letters indicate significant differences between
the genotypes (P<0.05)

Hinsichtlich der Kornzahl pro Ahre unterschieden sich
die zweizeiligen Genotypen voneinander, nicht jedoch
die sechszeiligen Genotypen. Beide Gruppen reagierten
mit einem signifikant positiven Zuwachs auf e[CO,]. Die
Kornzahl pro Ahre nahm bei zweizeiligen Genotypen um
11% von 19 auf 21 Kérner pro Ahre und bei sechszeiligen
Genotypen um 12% von 43 auf 48 Korner pro Ahre zu.

Die Anzahl Ahren pro Pflanze unterschied sich bei den zwei-
zeiligen und sechszeiligen Genotypen von einander. e[CO, |
fiihrte bei zweizeiligen Genotypen zu keiner signifikanten
Erhohung der Ahrenzahl, bei sechszeiligen stieg sie um
15% von 3,3 Ahren pro Pflanze auf 3,8 Ahren pro Pflanze.

Mittels massenspektrometrischer Bestimmung konnten sig-
nifikante Unterschiede der Kohlenstoff-Isotopensignaturen
(613C) zwischen zehn unter normaler Auflenluft angebauten
Genotypen nachgewiesen werden, die zwischen -26,19 und
-30,13%o lagen (Abbildung 3).
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Abbildung 4: Die Anzahl Stomata pro cm? Blattfliche des
Fahnenblatts 12 verschiedener Genotypen. Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den Genotypen (P<0,05)

Figure 4: The number of stomata per cm? leaf area of the
flag leaf of 12 genotypes. Different letters indicate significant
differences between the genotypes (P<0.05)



Untersuchungen der Reaktionen verschiedener Gerstegenotypen auf zukiinftige

68 CO,-Konzentrationen als Grundlage zur ziichterischen Optimierung des ,,CO,-Diingeeffektes™

Die Anzahl Stomata pro cm? der Fahnen-
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blitter von 12 unter normaler Aufenluft
angebauten Gentoypen unterschieden
sich signifikant von einander und variier-
te zwischen 51 und 79 Stomata pro cm?
(Abbildung 4).

Erste Assoziationsanalysen (MLM in
Tassel 3.0; http://www.maizegenetics.
net) anhand von 3842 Markern, die auf
der MorexxBarke Karte kartiert werden = =
konnten und eine Minorallelfrequenz von
>5% aufwiesen, wurden durchgefiihrt.
Dabei wurden die Populationsstruk-
tur und Verwandtschaft beriicksichtigt.
Verrechnet wurden jeweils die relativen
Daten (e[CO,]/[amb]). Es konnte je ein
Marker auf den Chromosomen 2H und
SH gefunden werden, die mit sehr hoher
Wabhrscheinlichkeit mit den Merkmalen
Ertragszuwachs und TKG assoziiert sind
(P<0,001). Mit dem Merkmal Anzahl Kor-
ner pro Ahre sind vier Marker assoziiert,
drei auf Chromosom 6H, eines auf Chro-
mosom 3H. Fiir das Merkmal Anzahl Ah-
ren pro Pflanze konnten keine assoziierten
Marker identifiziert werden (Abbildung 5).

In diesem ersten Versuchsjahr lieen sich
Unterschiede der untersuchten Genotypen
hinsichtlich ihrer Reaktion auf e[CO, ] feststellen. Allerdings
zeigten sich deutliche Unterschiede in den Reaktionen auf
e[CO,] zwischen den zwei- und sechszeiligen Genotypen.
Die Griinde fiir diese Unterschiede miissen in weiteren
Versuchen geklart werden. Moglicherweise spielen hier die
unterschiedlichen Senkenstdrken zwischen den morpholo-
gisch verschiedenen Linien eine Rolle. Zusammenhénge mit
der Kohlenstoffdiskriminierung wahrend der Photosynthese
oder der Blattbeschaffenheit konnen anhand der vorldufi-
gen Ergebnisse nur vermutet werden. In den kommenden
beiden Jahren miissen die Versuche wiederholt werden,
um die vorliegenden Ergebnisse zu verifizieren und die
Datengrundlage zu verbessern.

e
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Abbildung 5: Scatterplotdarstellung der Markerpositionen auf den Chromosomen
aufgetragen gegen den -log,/ P-value fiir Ertrag, Kornzahl pro Ahre, Tausend-
korngewicht und Anzahl Ahren pro Pflanze (im Uhrzeigersin von links oben). Die
Line markiert den Schwellenwert P=0,001. Mit Kreisen markiert sind Marker, die mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit mit den Merkmalen assoziiert sind.

Figure 5: Scatterplot of chromosomal position (x axis) against -log, GWAS P-value
(y axis) for yield, number of seeds per ear, thousand-kernel weight and number of
ears per plant (clockwise from top left). The line indicates the threshold of P=0.001.
Markers associated with the traits are depicted by circles.
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Effect of elevated atmospheric CO, level on the abiotic
and biotic stress tolerance of cereals

Szilvia Bencze', Krisztina Balla!, Tibor Janda'!, Gyula Vida' and Ott6 Veisz'

Abstract

Effect of elevated CO, level (EC) was studied on the tole-
rance of cereals to elevated temperature and drought and
on the resistance of wheat to fungal diseases. In general,
elevated growth temperature did not affect final grain
size, thus having less harmful effects than heat stress or
drought during grain-filling. The plants subjected to low
water supply levels or elevated temperature had higher
biomass and grain yield at EC than at the ambient level.
Susceptible wheat varieties were, however, usually more
prone to diseases when grown at EC, while resistant
varieties remained resistant even at EC.

Keywords

Barley, disease resistance, drought, durum, global war-
ming, high temperature, oat, triticale, wheat

Introduction

The CO, concentration of the atmosphere has been steadily
increasing since the beginning of the industrial era, reaching
a value 40% higher nowadays than the last stable level. The
greenhouse effect is considered as one of the main driving
forces of global warming of the Earth’s surface causing a
change in climate which results in considerable uncertain-
ty in crop production due to e.g. lack of precipitation or
excessive rainfall, a higher frequency of heat days or early
spring frosts.

Elevated atmospheric CO, levels also have direct impacts
on plants: CO, assimilation and transpiration is positively
affected and as a result of water use efficiency and rate
of organic matter accumulation is increased (TUBA et al.
1994). Crop yield is affected not only in quantitative but
also in qualitative terms, as elevated CO, may change the
nutrient demand and uptake of plants, and cause a dilution
of various elements in plant tissues. The change in the
composition of plant parts, together with a higher level of
protective compounds produced in response to elevated CO,
also affect infection severity of plant pathogens, while the
reduced stomatal opening and lower humidity on the plant
surface may hinder the penetration of certain pathogens
(HIBBERD et al. 1996, McELRONE et al. 2005, CHAK-
RABORTY et al. 2008, EASTBURN et al. 2011).

Increased CO, levels during the growth of cereals result
in better resistance to frost (VEISZ 1997, HARNOS et al.
1998). The rate of net photosynthesis and water use effici-

ency (WUE) of C, plants are higher at elevated CO, also in

water-limited environments (TUBA et al. 1996). Although
high temperature during anthesis and grain filling causes
reductions in kernel number and size, kernels per spikelet,
grain yield and harvest index (BLUMENTHAL et al. 1995),
the effects of heat stress can be reduced by elevated CO,
(TAUB et al. 2000, BENCZE et al. 2004, KADDOUR and
FULLER 2004). High temperatures may, however, have ne-
gative effects on flour quality (BLUMENTHAL et al. 1995).

Realizing the importance of interactions between elevated
CO, and other environmental factors in cereal production,
the staff of the Agricultural Institute, Centre for Agricultural
Research, Hungarian Academy of Sciences, began research
on the impacts of elevated CO, on a wide basis including
nutrient supply, elevated growth temperature, drought and
heat stress during grain filling, and some fungal pathogens
as biotic stress factors. The present paper discusses the
effect of elevated CO, level on the resistance of a variety
of small grain cereal species to biotic and abiotic stresses,
based on results of experiments carried out in the Marton-
vasar phytotron.

Materials and methods

A series of experiments was conducted under controlled
environmental conditions in Conviron PGV-36 growth
chambers in the phytotron of the Agricultural Institute,
Centre for Agricultural Research, HAS, Martonvasar, Hun-
gary. Varieties of small grain cereal species were chosen for
the tests. Four seedlings in the one-leaf stage were planted
directly (spring varieties) or after vernalization (4°C, 42 d)
(winter varieties) in 2.8 1 pots. There were at least 8 pots per
genotype and treatment. The pots were placed randomly in
the growth chambers and rearranged regularly.

The plants were watered daily and supplied with nutrients
in tap-water (0.33 g-1"" Volldiinger Linz solution, Austria, 3
dl-pot™) two times per week until the beginning of the first
stress treatment (for the experiment on low nitrogen (N)
supply the information given below applies). Growth condi-
tions in the chambers were the same, except for atmospheric
CO, level, which was either ambient i.e. normal (NC, 390
umol-mol™) or elevated (EC, 750 pmol-mol ™). Temperature
was changed weekly increasing from 10/12/10.7°C (min/
max/mean) at the beginning 20/24/22.7°C at maturity
(TISCHNER et al. 1997). The maximum photosynthetic
photon flux density increased from 280 to 400 pmol-m2-s.

The following treatments were applied as abiotic environ-
mental factors: (i) low N supply with no added N above
that provided in the soil, compared to 400 mg N-kg! soil

' Agricultural Institute, Centre for Agricultural Research, HAS, P.O.Box 19, H-2462 MARTONVASAR
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Figure 1. Impact of nitrogen supply on the development and grain quality of winter wheat grown at elevated CO, (*significant
at P<0.05 compared to the control: 400 mg-kg™ soil N, ambient CO,). AGB, aboveground biomass; GN, grain number; GY, grain yield
per plant; TKW, thousand kernel weight; TP, total protein content; TG, total gluten content; A+G, albumins and globulins; Glu-gli,
glutenin to gliadin ratio; UPP%, unextractable polymeric protein content (determined with HPLC according to BATEY et al. (1991)

and GUPTA and MACRITCHIE (1994)).

dry weight (in the form of NH,NO; in ten applications until
heading); (ii) heat stress during grain filling (35°C max.
temperature for 15 d, 8 h daily, starting 12 d after heading);
(iii) elevated growth temperature (+2°C from seedling
stage, compared to ambient levels); (iv) drought (7 d water
withdrawal, beginning 10 d after heading).

To study the impact of elevated CO, on disease severity,
artificial inoculations with uredospore suspensions of leaf
rust (LR, Puccinia triticina) and stem rust (SR, Puccinia
graminis), and conidia of Fusarium head blight (FHB, Fu-
sarium culmorum) were applied on plants of three winter
wheat varieties differing in resistance levels (for details see
BENCZE etal. 2013). The disease severity of spontaneously
occurring powdery mildew (PM, Blumeria graminis) was
evaluated twice, using a 0-9 scale (SAARI and PRESCOTT
1975). The disease progress of LR, SR and FHB was mo-
nitored till early maturity. The results were evaluated with
Mann-Whitney Test (SPSS 16.0).

Results and discussion

Effect of nitrogen on winter
wheat grown at elevated CO,

Elevated CO, has been reported to lead to more intense
biomass accumulation (KIMBALL et al. 1995, HARNOS et
al. 1998). However, the stimulating effect of elevated CO,,
as was found here, is dependent on the nutrient supply, and
especially on the availability of N (Figure 1). Atlow N, EC
had no significant effect on biomass production while one
variety still had higher grain yield. At optimal N supply,
however, significant increases in biomass, grain number
and grain yield per plant were recorded in two varieties in
response to EC. One variety had increased thousand kernel

weight (TKW) at both N levels due to elevated CO,, but at
low N it had lower protein and gluten contents and glutenin
to gliadin ratio in the grain. The decline in the unextractable
polymeric protein content in two varieties suggested a pos-
sible weakening of dough due to elevated CO,.
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Figure 2. Effect of elevated CO, level and heat stress on yield
and yield components of winter wheat (Control = ambient
temperature and CO,; NC, normal CO, level; EC, elevated CO,
level; significance levels are indicated for the difference between
NC and EC)
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Effect of elevated CO, on
heat stress tolerance of wheat

EC resulted in more intense biomass accumulation also
in heat stressed plants, which had similar biomass values
to unstressed plants grown at NC (Figure 2). Heat stress
caused a 16-24% decrease in TKW in all the varieties at
ambient CO, level, resulting in a 19-35% loss in grain yield
(significant in two varieties). This was similar to results of
BLUMENTHAL etal. 1995. When grown at high CO,, two
varieties tolerated heat stress better as both TKW and grain
yield were significantly higher at doubled CO, than at the
ambient level, though the values were still lower than the
control. In the third variety, EC resulted in a higher grain
number causing a slight increase in grain yield. Heat stress
caused a significant increase in grain protein content but
the decrease in gluten index indicated deterioration of glu-
ten quality in two varieties (Figure 3). EC had, however,
counteracting effects on protein content.

Effect of elevated CO, and

growth temperature on cereals

Elevated growth temperature, 2°C higher than the ambient
level, resulted in a decrease in biomass accumulation, grain
number and yield per plant and in reduced harvest index (Fi-
gure 4). This was due to a faster phenological development;
as heading and maturation took place on average 4 and 6
days earlier, respectively, than at the ambient temperature.
However, TKW and grain protein content did not change
in response to elevated growth temperature, suggesting a
more harmonious development of the plants than in the
case of heat stress. When the plants were grown at EC, the
loss of grain yield due to elevated temperature was fully
compensated by increased grain number and TKW.
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Figure 3. Effect of elevated CO, level and heat stress on quality
traits of winter wheat (Control = ambient temperature and CO,;
NC, normal CO, level; EC, elevated CO, levels; significance levels
indicate the difference between NC and EC)
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Figure 4. Effect of elevated growth temperature on mean per-
formance of cereals at ambient and elevated CO, levels (Control
= ambient temperature and CO, level; ET, elevated temperature;
EC, elevated CO, level; investigated varieties: ‘Petra’ (winter
barley), ‘Bezostaja 1°, ‘Apache’, ‘Libellula’, ‘Mv Regiment’,
‘Mv Béres’, ‘Mv Emma’ (winter wheat), ‘Kitaro’ (winter tritica-
le), ‘Jubilant’ (spring barley), ‘Mv Pehely’, ‘Kwant’ (spring oat))

Effect of elevated CO, and drought on cereals

Drought stress had a severe effect, very similar to heat stress,
on grain yield per plant; mainly due to decreased TKW
(Figure 5). There was also a slight decrease in grain number
per plant, which was eliminated when the plants were grown
at EC. Although there was some increase of TKW in res-
ponse to EC also under drought, CO, enrichment probably
had more influence in the period preceding heat stress than
during or after it. Grain protein content was increased by
drought as a result of a decrease in starch accumulation.
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Figure 5. Effect of elevated CO, on mean performance of cere-
als under drought (Control = ambient temperature and CO, level;
D, drought stress; EC, elevated CO, level; investigated varieties:
‘Petra’ (winter barley), ‘Libellula’, ‘Mv Regiment’, ‘Mv Mambo’
(winter wheat), ‘Mv Makaroni” (winter durum), ‘Lona’ (spring
wheat), ‘Mv Pehely’ (spring oat))

Effect of elevated CO, on wheat diseases

EC had also a considerable impact on the diseases severity
of wheat. Susceptible varieties exhibited rarely similar but
usually more severe symptoms of PM, SR and LR at EC than
at the ambient level (Table 1). There was only one excep-
tion recorded for increased resistance to LR; in the highly
susceptible variety at seedling stage. Resistant varieties,
however, remained resistant even at EC. When the whole
spikes were inoculated with a suspension of FHB conidia,
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Table 1. Change in disease severity of wheat varieties in response to elevated CO, (LR, leaf rust; SR, stem rust; PM, powdery mil-
dew; FHB, Fusarium head blight; —, not tested; NS, no significant change; 1, more severe; |, less severe; +, *, ** *** significantly at
P<0.1, 0.05, 0.01 and 0.001, respectively; NS, not significant; R, resistant)

LR LR FHB FHB
Variety seedling stage adult plant SR PM single floret inoculation whole spike inoculation
Alcedo | FE* - - - - -
Myv Regiment T+ 1ok NS R 1 * NS
Mv Emma _ T sdok T *k T sk T + T *
Mv Mambo - R R 1R NS T*

two varieties exhibited increased susceptibility while there
was no change in the third variety. In the case of single floret
inoculation with FHB, this latter variety showed increased
resistance at high CO,, while there was no change or FHB
was more severe in the other two varieties.

The above results suggest that EC had very favourable ef-
fects on plants under high temperature stress or drought, as
it could decrease or eliminate their negative effects on yield
parameters. In the case of diseases, however, more severe
symptoms were found on plants of the susceptible varieties
at high CO,, but resistant varieties remained unaffected,
exhibiting no visible symptoms even when grown at EC.
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Feldstudien zur Vererbung der Trockenheitstoleranz
von Hybridroggen in Mitteleuropa

Field studies on the inheritance of drought tolerance
of hybrid rye in Central Europe

Stefan Haffke'", Marlen Hiibner', Peer Wilde?, Brigitta Schmiedchen?,
Barbara Kusterer?, Bernd Hackauf* und Thomas Miedaner!*

Abstract

Drought stress will play a major role in the 21* century
in Europe’s agriculture. Rye will be affected more than
other crops, because rye is typically grown in marginal
regions with sandy soils of low water-holding capacity
and less rainfall. Therefore, drought tolerant rye cultivars
are urgently needed. The main objective of our study was
to evaluate the drought stress tolerance of rye hybrids
using large-scaled field experiments. We evaluated three
populations. Pop A und Pop B tested with 220 F, , lines
each belong to the ‘Petkus’ gene pool, Pop C tested with
240 F, , lines belongs to the ‘Carstens’ gene pool. All
lines were testcrossed and evaluated at three locations:
Wohlde and Petkus in Germany and Walewice, Poland.
Pop A und B were tested in 2010 and 2011, Pop C in
2011 and 2012. All genotypes were evaluated in irriga-
ted and non-irrigated variants in a split-block-design.
Natural drought stress occurred mainly in the second
quarter of all three years. The most sensitive trait was
grain yield. Grain yield differences ranged from 2 to 41%
with an average of 19%. Differences between irrigated
and non-irrigated variants were significant in 15 out of
18 environment-population combinations. Significant
genotypexirrigation interaction variance occurred in nine
combinations, but had only a minor effect on genotype
ranking. Higher error variances caused lower heritabili-
ties in the non-irrigated variant. In conclusion, indirect
selection for drought-tolerant genotypes under irrigated
conditions would increase selection gain and also lead
to higher yielding cultivars under drought stress.

Keywords

Hybrid breeding, indirect selection, population parame-
ter, Secale cereale, water stress

Einleitung

Der Klimawandel wird in diesem Jahrhundert in Mittel-
europa einen zunchmenden Einfluss auf den Ackerbau

KWS LOCHOW GMBH, D-29303 BERGEN
Hybro GmbH & Co. KG, D-17291 SCHENKENBERG

P S

Landessaatzuchtanstalt, Universitdt Hohenheim, D-70593 STUTTGART

haben. Aktuelle Prognosen rechnen mit einer Zunahme
der Niederschldge in Wintermonaten, wéhrend die Nie-
derschlagsmenge im Frithjahr und Sommer in manchen
Regionen stark abnehmen wird (DWD 2011). Roggen
wird vorrangig auf ndhrstoffarmen und leichten Standorten
angebaut, weil er hier gegeniiber anderen Getreidearten
erhebliche Wettbewerbsvorteile besitzt (ECOPORT DA-
TABASE 2002). Deshalb wird er trotz seiner Stresstoleranz
von dieser Entwicklung besonders stark betroffen sein, da
diese Standorte auf Grund der geringeren Sorptionskraft
ihrer Boden noch stéarker durch Trockenstress beeintrachtigt
sind. Trotzdem gibt es bisher nur eine Studie (HUBNER et
al. 2013), die sich mit der spezifischen Trockentoleranz von
Roggen beschiftigt.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Das Pflanzenmaterial umfasste insgesamt drei Populationen
aus aktuellen Zuchtprogrammen der beiden Formkreise des
Roggens. Der Saatelterpool Petkus wurde an Hand von
zwei Populationen (A; B) untersucht. Aus zwei biparentalen
Kreuzungen (A: AxB und B: AxC) wurden jeweils 220 F, ,
Linien entwickelt und anschlie3end mit einem unverwand-
ten Tester aus dem Petkuser Formenkreis gekreuzt. Auf Sei-
ten des Pollenelternpools wurden 240 Nachkommen einer
Kreuzung (RxS) zu F, , Linien weitergefiihrt und ebenfalls
mit einem Tester aus dem Petkuser Formenkreis gekreuzt.

Feldversuch

Die Versuche wurden tiber drei Jahre an drei Standorten
durchgefiihrt: In Wohlde, Niedersachsen, Petkus, Bran-
denburg und in Walewice, Polen. Die Populationen A und
B wurden in den Jahren 2010 und 2011 und die Population
C in den Jahren 2011 und 2012 gepriift. Die Parzellen
waren rund 5 m? groB, der Versuch wurde mit einer hohen
Diingungs- und Pflanzenschutzintensitit durchgefiihrt.
Fiir das Versuchsdesign wurde eine Streifenanlage in zwei

Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen, Institut fiir Ziichtungsforschung an landwirtschaftlichen Kulturen, D-18190 SANITZ
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Tabelle 1: Kornertrige (dt-ha™) iiber die bewiisserte (B) und unbewiisserte (UB) Variante sowie die Ertragsdifferenzen (AB, %)
an den einzelnen Standorten fiir zwei Populationen des Saatelter- und eine Population des Pollenelterformenkreises

Table 1: Grain yield (dt-ha™) for irrigated (B) and non-irrigated (UB) variant, difference in grain yield (AB, %) for two popula-
tions of the seed parent- and one population of the pollen parent gene pool at each location

Saatelter Pollenelter
Pop A (AxB) Pop B (AxC) Pop C (RxS)
B UB AB (%) B UB AB (%) B UB AB (%)
2010 Wohlde 81.5 59.1 27.5%%a 75.2 54.6 27.4%%*a - - -
Petkus 52.0 49.7 4.4* 51.1 49.3 3.5 - - -
Walewice 53.8 52.8 1.9 50.8 49.8 2.0 - - -
Mittel 62.4 53.9 13.6 59.0 51.2 13.2 - - -
2011 Wohlde 99.1 73.0 26.3%* 97.8 58.2 40.5%*a 101.2 79.1 21.8%*
Petkus 87.9 61.9 29.6%%* @ 92.0 60.7 34.0%* 2 81.3 59.2 27.2%*
Walewice 92.5 82.9 10.4%* 2 83.6 71.8 14.1%*2 85.1 72.4 15.0%* 2
Mittel 93.2 72.6 22.1 91.3 63.6 30.3 89.2 70.2 21.3
2012 Wohlde - - - - - - 98.9 86.5 12.5%*
Petkus - - - - - - 82.8 70.9 14.4*
Walewice - - - - - - 97.5 84.5 13.3%*
Mittel - - - - - - 93.1 80.6 13.4

* ** signifikante Ertragsunterschiede zwischen bewisserter und unbewdsserter Variante (P<0.05 bzw. P<0.01)

*  signifikante GenotypxBewisserungsinteraktion bei P<0.1

Wiederholugnen gewihlt. Die Genotypen der bewésser-
ten und unbewisserten Variante lagen dabei unmittelbar
gegeniiber, um Bodenunterschiede zu minimieren und die
GenotypxBewisserungs-Interaktion exakter zu ermitteln.
Die bewisserte Variante wurde mittels einer Tropfchenbe-
wisserung bewissert, die je nach Ort und Wetter individuell
geregelt wurde.

Statistische Auswertung

Die gesamte Analyse wurde in drei Schritten mit Plabstat
(UTZ 2010) durchgefiihrt:

(1) Einzelverrechnung: fiir jede Variante, jeden Ort und jede
Population wurde eine Gitteranalyse gerechnet;

(2) Serienverrechnung, getrennt fiir die Variante ,,Bewdssert™
bzw. ,,Unbewissert™ und fiir die Populationen A, B und C
mit Hilfe der adjustierten Gittermittelwerte (BLUES);

(3) Faktorielle Serienanalyse liber die Varianten ,,Bewéssert™
und ,,Unbewissert* hinweg zur Bestimmung des Hauptef-
fekts der Bewisserung und der GenotypxBewdsserungs-
Interaktion. Hierbei wurden nur die JahrxOrts-Kombinationen
mit einer signifikanten GenotypxBewésserungs-Interaktion
fiir die Analyse herangezogen.

Ergebnisse

Das sensitivste Merkmal war der Kornertrag. Andere Merk-
male, wie Wuchshohe, Ahrenschieben und Tausendkorn-
gewicht, wiesen zwar Unterschiede zwischen bewésserter
und unbewdsserter Variante auf, diese waren aber geringer
ausgepragt als beim Kornertrag. Es ergaben sich Ertragsun-
terschiede von 1,9 bis 40,5% (Tabelle 1).

Eine signifikante Differenz der Ertriage ergab sich in 15 von
18 Fallen, wiahrend immerhin in neun Féllen eine signifi-
kante GenotypxBewisserungs-Interaktion nachgewiesen
wurde. Bei Betrachtung iiber die Umwelten hinweg waren
die genotypischen Varianzen bei allen drei Populationen
signifikant (Tabelle 2). Die Interaktionsvarianzen mit dem
Faktor Bewisserung waren in allen Féllen signifikant. Sie

Tabelle 2: Varianzkomponenten der faktoriellen Analyse iiber
die bewisserte bzw. unbewisserte Variante (B:UB) und He-
ritabilititen fiir die bewisserte (B) bzw. unbewiisserte (UB)
Variante fiir den Kornertrag

Table 2: Variance components for factorial analysis over irri-
gated/non irrigated variant (B:UB) and heritability for grain
yield under irrigated (B) and non-irrigated (UB) variant

Parameter Pop A Pop B Pop C
Varianzen B:UB:

o’ 3.82%* 4.38%* 5.26%*
S 4.28%* 4.32%* 4.59**
o 0.88* 0.98* 2.31%*
(R 0.92 1.72%* 1.65*
o’ 15.18 13.89 8.71
Heritabilitit B 0.62 0.70 0.49
Heritabilitait UB 0.38 0.50 0.43

*, *,** Signifikant bei P<0.1, 0.05 und 0.01; 6° ,, genotypische Varianz; ¢?
Genotyp>xUmwelt-Interaktion; 62
c

GxU?
. G€notypxBewisserungs-Interaktion;

% pey> GenotypxUmweltxBewdsserungs-Interaktion; o2, Fehler

machten bei Population A und B etwa die Hélfte der geno-
typischen Varianz aus, bei Population C hatten sie fast die
gleiche Grofle. Der davon fiir den Ziichter nutzbare Anteil,
die GenotypxBewisserungs-Interaktionsvarianz, war bei
Population A und B gering, bei Population C machte er
die Hilfte der genotyischen Varianz aus. Mittlere bis hohe
Heritabilitdten ergaben sich in der bewésserten Variante. Bei
den Populationen A und B lagen die Heritabilitdten der un-
bewdsserten Variante deutlich unter denen der bewisserten
Variante, bei Population C zeigten beide Varianten nur eine
mifige Heritabilitét.

Die Ertrage der bewésserten und unbewésserten Variante in
Population A und B zeigten mittlere phanotypische und hohe
genotypische Korrelationen (Abbildung 1). Fir Population
C zeigte sich eine signifikante (P<0.01) phénotypische
Korrelation von r=0.56. Die genotypische Korrelation lag
mit r=0.8 in derselben GroBenordnung wie bei Population
Aund B.
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Abbildung 1: Kornertrige (dt-ha) der bewiisserten und unbewisserten Variante fiir die Populationen A und B sowie der beiden
Elternlinien in den Umwelten mit signifikanter GenotypxBewisserungs-Interaktion (r,, phinotypische Korrelation; r,, genotypische

Korrelation; LSD,, , Grenzdifferenz bei P<0.05)
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Figure 1: Grain yield (dt-ha?) of the irrigated versus non-irrigated variant for population A and B and their parents across
environments with significant genotypexirrigation interaction variance

Schlussfolgerungen

An fast allen Standorten mit mittleren bis leichten Boden
trat durch den geringen Niederschlag im zweiten Quartal
der Jahre 2010 bis 2012 natiirlicher Trockenstress auf. Des-
halb fiihrte die Tropfchenbewésserung in der bewésserten
Variante zu durchschnittlich 19% erhohten Kornertragen.
Der Versuchsaufbau war eine geeignete Alternative gegen-
tiber rain-out shelters, da in 5 m? Parzellen tiber tausend
Priifglieder unter natiirlichen, ortsspezifischen Bedingungen
getestet werden konnte. Weiterhin wurde durch eine hohe
Bestandesdichte, hohe N Diingung und die eingeschréinkte
Randomisation versucht, Bodenunterschiede zu minimieren.
Allerdings konnten nur dann Bewisserungs-Effekte erzielt
werden, wenn die Witterungsbedingungen entsprechend
trocken waren. Signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Varianten ,,bewissert” und ,,unbewdéssert* konnten
dabei in den meisten Féllen nachgewiesen werden, ledig-
lich die Population B in Petkus (2010) und der Versuch in
Walewice (2010), der durch ein Hochwasser beeintréichtigt
wurde, stellten eine Ausnahme dar. Trotz der ackerbaulichen
MaBnahmen lagen die Heritabilitdten der unbewésserten
Variante der Populationen A und B deutlich unter denen
der bewisserten Variante. Ebenso weisen die hohen gene-
tischen Korrelationen in allen drei Populationen auf geringe
genotypische Unterschiede fiir Trockenstresstoleranz hin
(HUBNER et al. 2013).

Das untersuchte Material des Saatelter-Formenkreises
zeigte trotz des erheblichen Trockenstresses, der durch
einen durchschnittlichen Ertragsunterschied von 19% doku-
mentiert wird, offensichtlich bereits eine erhéhte Toleranz.
Immerhin wurden im Mittel noch 67 dt-ha™ (Pop. A) bzw. 62
dt-ha! (Pop. B) in der unbewisserten Variante gedroschen.
Eine Ursache ist sicherlich die fortwahrende Selektion
durch die Ziichter, die routineméfig immer auch auf leich-
ten Standorten mit entsprechenden Stressfaktoren priifen.
Bei den gefundenen Korrelationen fiihrt eine Selektion in
»hormalen* Umwelten bis zu einem gewissen Maf3e auch
zu verbesserten Ertrdgen unter Trockenstressbedingungen
(CATTIVELLI et al. 2008). Um Roggen den klimatischen
Verdnderungen weiter anzupassen, ist aufgrund der hohen
genetischen Korrelationen eine indirekte Selektion inner-
halb des aktuellen Zuchtmaterials vorzuziehen. Zudem kann
bei Verzicht auf die Trockenstressvariante der Priifumfang

verdoppelt werden, was die Selektionsintensitét erhoht. Die
héheren Heritabilitdten innerhalb der bewisserten Variante
erlauben zudem eine hohere Selektionsgenauigkeit. Deshalb
lasst eine Selektion unter bewésserten Bedingungen einen
hoheren Selektionserfolg erwarten als eine Selektion unter
Stressbedingungen und sollte rascher zu trockentoleranten
Genotypen fiihren (HARRER und UTZ 1990).
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Genetische Variabilitdt von Sommergerste unter
Trockenstress in einem Rain Out Shelter

Genetic variability of spring barley concerning
resistance to drought stress under a rain out shelter

Gabriela Reichenberger'”, Chris-Carolin Schon? und Markus Herz!

Abstract

As tolerance against drought stress becomes more and
more an important challenge for breeders, it is necessary
to identify and validate methods to screen and select for
resistance to drought stress in barley. For this purpose a
collection of 74 spring barley accessions was tested for
the variability of important physiological parameters as
chlorophyll content in green leaves, canopy temperature,
carbon isotope discrimination and different agronomic
parameters as protein content, thousand kernel weight,
yield etc. Under drought stress, simulated in a rain out
shelter, genotypes show significant differences concer-
ning most of these parameters. Stress was set at the hea-
ding of the plants. In a second trial the barley genotypes
were chemically treated with a 5% potassium iodide
solution to induce drought stress under the conditions of
abreeder’s nursery. The so called chemical desiccation is
an easy and cost efficient way to simulate drought stress.
In comparison with the data of the desiccation under the
rain out shelter it is possible to show correlations between
these two different experiments. For genetic studies a
couple of SNP markers are used to assess polymorphism
between the barley cultivars. At the end of the project
an association mapping approach will be performed
to identify correlations between the genotype and the
phenotype under drought stress.

Keywords

Association study, carbon isotope discrimination, che-
mical desiccation, tensiometer

Einleitung

Durch die stindig wachsende Weltbevdlkerung ist es
notwendig, immer mehr Nahrungsmittel zu produzieren.
Aufgrund der begrenzten Anbaufldche miissen die Ertrage
der bebauten Flachen gesteigert werden. Daraus folgt, dass
Verlustquellen, die den Ertrag senken minimiert werden
mussen.

Eine ernst zu nehmende Bedrohung stellt der Klimawandel
dar. Die Sommer werden zunehmen wérmer und weniger
Niederschlagsreich. Einen Vorgeschmack lieferte der

heiBle Sommer 2003. Das Pflanzenwachstum war in diesem
Sommer in Europa um rund ein Viertel reduziert. Der von
Versicherungswirtschaftlern geschétzte durchschnittliche
Wertverlust durch diese Diirreperiode liegt in Deutschland
bei rund 1,3 Mrd. Euro. Dieser Verlust muss letztendlich
von den Verbrauchern durch erhdhte Lebensmittelpreise
getragen werden (BRONOLD et al. 2009).

Da Pflanzen zum Grof3teil aus Wasser bestehen, muss eine
ausreichende Wasserversorgung gewéhrleistet sein. So
enthélt das Protoplasma im Durchschnitt 80-95% Wasser.
Es ist verstdndlich, dass ein geregelter Stoffwechsel nur bei
ausreichender Wasserversorgung ablaufen kann (STEU-
BING und SCHWANTES 1987). Ist eine Pflanze nicht
ausreichend mit Wasser versorgt und leidet dadurch unter
Trockenstress, fiihrt das zu schwerwiegenden Auswirkungen
in verschiedensten Stoffwechselwegen. Die erste Reaktion
von Pflanzen, Trockenstress entgegenzuwirken, besteht
darin, die Stomata zu schliefen um weiteren Wasserverlust
durch Transpiration zu vermeiden. Infolge dessen kann kein
Gasaustausch mehr stattfinden, was zu einer sinkenden
CO,-Assimilation und letztendlich aufgrund verminderter
Photosyntheseleistung, Energieabgabe in Form von Wérme,
Chlorophyllabbau und der Nichtbildung von Assimilaten zu
reduziertem Pflanzenwachstum fiihrt (RAGHAVENDRA
und SAGE 2011).

Je nach Zeitpunkt des Trockenstresses (friih: vor der Blii-
tezeit; spét: wihrend und nach der Bliitezeit) reagieren die
Pflanzen auf unterschiedliche Art und Weise. Bei friihem
Stress ist die effektivste Losung den Stress zu umgehen die
»phénologische Flucht“ (REYNOLDS et al. 2005). Dabei
verkiirzt die Pflanze die Wachstumsperiode und beginnt
frither mit der Bliitezeit. Bei spatem Stress ist es fraglich,
ob die Pflanzen durch die Verdnderung von Ppd und Vrn
Allelen den Zeitpunkt des Ahrenwachstums verzogern.
Dies resultiert in phinologischen Veranderungen, die mit
einer erhohten Trockenstressgewohnung einhergehen (REY-
NOLDS et al. 2005).

Um auf Trockenstress selektieren zu konnen miissen zu-
nédchst relevante Selektionsmerkmale identifiziert werden.
Darunter fallen phinologische, morphologische und physio-
logische Eigenschaften der Pflanzen. Um diese Merkmale
auch in groflen Populationen erfassen zu kdnnen, sollten

! Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, am Gereuth 6, D-85354 FREISING
2 Lehrstuhl fiir Pflanzenziichtung, TU Miinchen, Emil-Ramann-Strafe 4, D-85354 FREISING
* Ansprechpartner: Gabriela REICHENBERGER, gabriela.reichenberger@Ifl.bayern.de
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die technischen Methoden einfach umzusetzen, schnell
durchfiihrbar und finanziell vertretbar sein. Diese Anforde-
rungen gelten allgemein fiir alle Selektionsmerkmale. In der
Pflanzenziichtung wird bei der Selektion auf Trockenstress
hiufig nur auf ein Merkmal selektiert, da die Betrachtung
mehrerer Merkmale oft sehr zeitaufwendig und kosteninten-
siv ist. Um effektiv auf Trockenstresstoleranz zu ziichten ist
die Beobachtung mehrerer Merkmale unabdingbar, da die
Beobachtung eines einzelnen Merkmals keine zuverldssigen
Ergebnisse liefert. Das kommt daher, dass sich die Merk-
malsauspragung infolge von Wassermangel und je nach
Stressintensitit und -dauer, sowie dem Alter der Pflanze und
unter anderen Umweltbedingungen éndert.

Verminderte Wasseraufnahme aus dem Boden fiihrt auch
zu verminderter Néahrstoffaufnahme. Dabei lédsst sich der
N-Gehalt in den Pflanzen leicht durch sogenannte N-Tester
wiedergeben. Durch eine Transmissionsmessung kann der
Chlorophyllgehalt in griinen Bléttern abgeschétzt werden.
Uber das Erlangen von Informationen iiber die Messmetho-
dik, die phinotypische Reaktion der Pflanzen auf Trocken-
stress, sowie Informationen iiber die Genetik der Pflanzen
soll es iiber Kreuzung und Selektion gelingen die Grundlage
fiir leistungsfihige neue Sorten bereit zu stellen.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial und Feldversuche

Die vorliegende Studie an Sommergerste wurde in drei
aufeinanderfolgenden Jahren von 2009 bis 2011 mit 57 bzw.
78 Sorten und Staimmen durchgefiihrt. Das Sortiment setzt
sich aus Sorten unterschiedlichster Herkunft zusammen. Die
meisten Sorten stammen aus Deutschland, darunter sind vie-
le alte deutsche Sorten. Ein Grof3teil des Sortiments stammt
aus Landern mit trockenen und heiflen Sommern. Weiter sind
DH-Linien, einige Nacktgersten und Sorten und Stdmme
von bayerischen Ziichtern ausgewéhlt worden (Tabelle 1).

Um einen Vergleich zwischen trockengestressten und nicht
gestressten Pflanzen sicherzustellen wurde das gesamte Sor-
timent in verschiedenen Umwelten unter unterschiedlichen
Bedingungen angebaut.

Tabelle 1: Herkiinfte der im Testsortiment enthaltenen Sorten
Table 1: Origin of the tested cultivars

Trockenstress wurde zum Einen unter natiirlichen Bedin-
gungen in einem Rain Out Shelter (ROS) simuliert, zum
Anderen chemisch induziert. Bei dieser werden die Pflanzen
unmittelbar nach dem Ahrenschieben mit einer 5%igen
Kaliumiodidldsung einmalig bespriiht. Als Reaktion auf
diese Behandlung schlieen die Pflanzen ihre Stomata und
nehmen kein weiteres Wasser aus dem Boden auf wodurch
ein sogenannter chemischer Trockenstress induziert wird.
Als unbehandelte Kontrolle wurde das Sortiment in unmit-
telbarer Nahe zum ROS (Kontrolle), in Frankendorf und in
Strassmoos jeweils in zwei Wiederholungen angebaut. Die
Wiederholungen wurden immer komplett randomisiert. In
Tabelle 2 sind die Anbauorte, die jeweiligen Wiederholungen
pro Jahr und die Anzahl der Sorten dargestellt.

Die drei Vergleichsstandorte verfiigen iiber unterschiedli-
che Bodeneigenschaften. Die Kontrolle verfiigt {iber einen
Boden, der es ermoglicht ausreichend Wasser zu speichern
und zur Verfligung zu stellen. Strassmoos (StM) weist einen
leichten, sandigen und sehr steinigen Boden auf. Dieser
verfligt iiber eine schlechte Wasserspeicherkapazitit. Fran-
kendorf (FD) liegt im Erdinger Moos. Dieser Standort bietet
einen schweren, humosen Boden mit hoher Wasserspeicher-
kapazitdt und ausgezeichneter Nahrstoffversorgung. Der
Boden auf dem das Rain Out Shelter errichtet ist besitzt eine
hohe Wasserkapazitit und verfiigt tiber einen ausreichenden
Nihrstoffgehalt.

Rain Out Shelter

Das Rain Out Shelter (ROS, Rollgewéchshaus) ist ein Fo-
liengewéchshaus, das mittels Rollen auf Schienen hin und
her bewegt werden kann (Abbildung 1). Somit ist es moglich
durch Sensoren das Haus bei Regen und starkem Wind iiber
den Bestand zu fahren. Die Sensoren sind so programmiert,
dass sich das Haus bei den ersten Regentropfen schlief3t bzw.
iiber den Bestand fihrt. Ebenso schlie3t sich das Haus bei
einer Windgeschwindigkeit von 12m-s* die Zeitdauer von
60 s anhalten muss.

Das Rollgewichshaus besitzt ein Eigengewicht von ca. 10 t
und wird innerhalb von 180 s {iber den Bestand gefahren.
Die Ausmaf3e des Hauses betragen 12x32 m.

Herkunft Anzahl Beispiele

Deutschland, darunter alte Sorten 36 Power, Steina Ursa

Von bayerischen Ziichtern 13 Steward, Br8993a3

Léander mit heiflen, trockenen Sommern 16 Mackay (AUS), Pamella Blue (ETH), Borema (BRA)
DHs aus AspenxArg. Mutante 6519 6

Nacktgersten 5 Lotos, Lawina, Emperor

Standards (stressanfillig) 4 je Wh Barke, Aspen

Tabelle 2: Beschreibung der Feldversuche

Table 2: Description of field trials (number of replications and varieties at each site/treatment)

ROS Kontrolle Frankendorf Strassmoos Chemical Desiccation
Jahr Wh  Sorten Wh  Sorten Wh  Sorten Wh  Sorten Wh  Sorten
2009 3 78 2 72 2 78 2 78 2 40
2010 3 57 2 57 2 57 2 57 2 40
2011 3 78 2 78 2 78 2 78 2 78
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Abbildung 1: Rollgewéichshaus (Rain Out Shelter)
Figure 1: Rain out shelter
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Ergebnisse und Diskussion

Die Bodenfeuchte wurde mit Tensiometern gemessen.
Diese wurden im ROS und in der unbehandelten Kontrolle
nahe dem Rollgewidchshaushaus in den Tiefen von 20, 40,
60, 80 und 100 cm installiert. Gemessen wurde drei Mal
wochentlich wihrend der Vegetationsperiode.

Die Ergebnisse der Tensiometerauswertung sind in Abbil-
dung 2 dargestellt. Es wird reprasentativ nur die Tiefe von
60 cm dargestellt. Mit dargestellt ist die Bewasserung der
Pflanzen zu Beginn der Vegetationsperiode. Tensiometer-
werte werden in mbar angegeben. Aufgrund des gemessenen
Unterdrucks sind diese Werte negativ. Liegt der Unterdruck
zwischen -200 und -500 mbar wird von moderatem Tro-
ckenstress gesprochen. Ab einem Unterdruck von -500 mbar
leiden Pflanzen unter sehr starkem Trockenstress. Wasser
ist ab diesem Wert nur noch in Fein- und Feinstporen des
Bodens enthalten und nicht mehr Pflanzenverfiigbar. Dar-

25

i Bewdsserung 2011
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Abbildung 2: Tensiometerwerte in 60 cm Bodentiefe in den Jahren 2009 bis 2011 im ROS und Bewiéisserung in den einzelnen Jahren

Figure 2: Data of tensiometers in 60 cm soil depth in 2009, 2010 and 2011 in the ROS, and irrigation treatments in the three test years
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Abbildung 3: Tensiometerwerte in 60 cm Bodentiefe in den Jahren 2009 bis 2011 in der Kontrolle und Niederschlige wihrend

der Vegetationsperiode

Figure 3: Data of tensiometers in 60 cm soil depth in 2009, 2010 and 2011 in the the control environment, and precipitation

during the growing period



80 Genetische Variabilitit von Sommergerste unter Trockenstress in einem Rain Out Shelter

&
(=}

gestellt ist dieser Wert durch die
schwarze Linie in der Abbildung.

In Abbildung 2 ist die Verschiebung
der Linien in den einzelnen Jahren
deutlich zu erkennen. Es gelang je-
des Jahr den Trockenstress zu einem
fritheren Zeitpunkt zu setzen. Ziel
war es, zum Ahrenschieben starken
Trockenstress zu simulieren. Dies
ist im Jahr 2009 nicht gelungen, da
das Ahrenschieben zwischen dem
4. und 20. Juni lag und starker Tro-
ckenstress erst ab 19. Juli gegeben
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einigen Sorten zum Ahrenschieben
Trockenstress zu erzeugen, da ab
21. Juni von starkem Trockenstress
gesprochen werden kann und das
Ahrenschieben zwischen 9. und 28.
Juni lag. Frithe Sorten hatten zum
Ahrenschieben noch keinen Stress.
Dagegen gelang es im Jahr 2011 bei
allen Sorten zum Ahrenschieben
starken Trockenstress zu erzeugen.
Der Stresszeitpunkt konnte auf den
25. Mai gelegt werden wiahrend das
Ahrenschieben zwischen dem 23.
Mai und dem 13. Juni lag.
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Im Vergleich sind in Abbildung 3 die Tensiometerwerte
und Niederschldge in der Kontrolle dargestellt. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die Pflanzen iiber die gesamte
Vegetationsperiode hinweg ausreichend mit Wasser versorgt
waren. Ausgenommen einer ausgeprigten Trockenperiode
im Jahr 2010 von Ende Juni bis Mitte Juli. Diese fiihrte in
Verbindung mit sehr hohen Temperaturen zu einer rapiden
Austrocknung des zuvor mehr als ausreichend mit Wasser
gesdttigten Bodens.

Die Reaktion der Pflanzen auf die extremen Bedingungen im
Jahr 2010 ist in Abbildung 4 deutlich erkennbar. Abgebildet
sind die SPAD Werte (Minolta SPAD-502 Chlorophyllme-
ter) gemittelt tiber alle Sorten an den jeweiligen Standorten
im Verlauf eines Jahres.

Die Witterungsverhdltnisse im Jahr 2010 fiihrten dazu,
dass die SPAD-Werte der Kontrolle deutlich niedriger sind
als im ROS. Erkennbar ist dies bereits ab Ende Mai. Die
starken Regenfille in diesem Jahr wirken sich ebenso wie
eine ausgepragte Trockenheit auf den Chlorophyllgehalt der
Pflanzen aus. Die chemisch behandelten Pflanzen reagieren

31.5 5.6

ROS - Kontr —+— ChD

10.6

15.6 20.6 25.6 30.6 5.7 10.7

Abbildung 4: SPAD Mittelwerte iiber alle Sorten im ROS, der Kontrolle und der chemisch
gestressten Variante im Verlauf der Vegetationsperiode (dargestellt sind die Jahre 2010

Figure 4: Mean SPAD measurements over all varieties in the ROS, the control and chemical
desiccated variant (data are shown for 2010 and 2011)

unmittelbar nach der Behandlung mit einem deutlichen
Chlorophyllabbau. Dies ist auch im Jahr 2011 deutlich
zu schen. In diesem Jahr verhalten sich die Pflanzen der
Kontrolle und des ROS erwartungsgemél. Die Werte im
ROS liegen deutlich unter den Werten der unbehandelten
Kontrolle. Betrachtet man einzelne Sorten spiegelt sich
dieses Bild wieder. Im Jahr 2011 nimmt die Zahl von Sorten
zu, deren SPAD-Werte von ROS und chemischem Versuch
vergleichbar sind. Dies spriche dafiir, dass die chemical
desiccation durchaus eine plausible Methode ist, um Tro-
ckenstress zu simulieren.

Jedoch miissen diese Ergebnisse noch bestétigt werden. Es
scheint, als wiirden der Sorteneinfluss und die Witterung
eine ausschlaggebende Rolle spielen. Deutliche Unterschie-
de zwischen gestressten und nicht gestressten Pflanzen sind
auch in Abbildung 5 zu sehen.

Dargestellt sind die Unterschiede zwischen den Pflanzen im
ROS und den Pflanzen in den unbehandelten Kontrollen.
Jede Spalte reprasentiert eine Sorte. Blau bedeutet, dass der
Wert im ROS ist hoher als am jeweiligen Kotrollstandort.

Tabelle 3: Sorten- und Standortunterschiede an den jeweiligen Standorten bei ausgewihlten Merkmalen

Table 3: Differences of environments and varieties with regard to different parameters

Sorte SortexOrt
Merkmal' 6> ROS o?FD o2 K % StM 62 ChD o?
AS *k Kok *k *k ko ok
PH ook sk ok ok ok *
TKG ook * ok ok ok ok
SPAD * * o o ns. -
PROT *k *k ok ok *k *k

I AS, Ahrenschieben; PH, Wuchshdhe; TKG, 1000 Korngewicht; PROT, Proteingehalt; **, signifikant bei P<0.01; *, P<0.05; n.s., nicht signifikant
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Rot bedeutet, der Wert ist niedriger. Griin bedeutet, die
Werte sind dhnlich. Es wird deutlich, dass das Tausend-
korngewicht im ROS bei nahezu allen dargestellten Sorten
hoher ist als an den Kontrollstandorten. Im Gegensatz
dazu sinken die Proteingehalte unter Trockenstress. Mit
Ausnahme der Pflanzen in der Kontrolle 2010. Dies ist wie
aus den Tensiometerwerten hervorgeht auf die nachteiligen
Witterungsbedingungen zuriickzufiihren.

Die ersten statistischen Ergebnisse sind in folgender Ta-
belle aufgefiihrt. In Tabelle 3 wird deutlich, dass an allen
Standorten signifikante Sortenunterschiede erkennbar
sind. Einzig die SPAD-Werte beim chemischen Versuch
zeigen keine signifikanten Sortenunterschiede. Alle Sorten
reagierten somit in gleicher Weise auf die Behandlung mit
Kaliumiodid. Das wird in weiteren Auswertungen noch
genauer untersucht.

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie sind ermutigend fiir die weitere
statistische Auswertung. Es sind deutliche Unterschiede bei
einzelnen Merkmalen zwischen gestressten und nicht ge-
stressten Pflanzen erkennbar. Das Jahr 2010 mit dem aufge-
tretenem Trockenstress in der Kontrolle stellt eine sehr gute
Vergleichsmoglichkeit fiir den Versuch im Rain Out Shelter
dar. Der Stress in dieser Kontrolle wurde nicht kontinuier-
lich herbeigefiihrt, sondern trat plotzlich auf. Die Pflanzen
im Rollgewidchshaus dagegen konnen sich kontinuierlich
an den austrocknenden Boden gewdhnen. Daher vermutlich
auch die besseren Werte bei vielen Parametern. Fiir eine
umfassende statistische Auswertung sind ausreichend Daten
vorhanden. Diese Daten werden in einer Assoziationsstudie
unter Einbeziehung der Daten aus dem Jahr 2012 mit ca.

3500 SNP-Markern verrechnet, um trockenstressrelevante
Genomregionen ausfindig zu machen. Um zu einer soliden
Bewertung der Anwendbarkeit der einzelnen Messmethoden
zu kommen, bedarf es weiterer experimenteller Ergebnisse
zur Absicherung der Ergebnisse Dies wird im Zuge der
abschlieBenden Assoziationsstudie erfolgen.
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Durum in a changing climate - drought stress
during growing seasons in Syria

Manuela Nagel'*, Sheeba Navakode', Miloudi Nachit?,
Michael Baum?, Marion S. Roder! and Andreas Borner!

Abstract

Durum wheat is mainly produced under rainfed but
often sub-optimal moisture conditions in the Mediterra-
nean basin. In the current study, a mapping population
(droughtxsalt tolerant cultivar) was developed and the
progeny examined for their ability to cope with moisture
limiting conditions in Syria in two growing seasons. At
the beginning of the second growing season, extreme
reduced precipitation resulted in an extension of the
days to heading and maturity and lead to a highly sig-
nificant depletion in plant height, yield, harvest index
and thousand grain weight. Quantitative trait loci (QTL)
analyses revealed 15 highly significant QTL on chromo-
somes 1B, 2A, 2B, 3A, 4A, 4B, 5A, 5B, 7A and 7B. For
grain yield in total five different QTL were found for the
two growing seasons. In contrast, highly significant QTL
for plant height (LOD=27) appeared on chromosome
4B in both growing seasons and explained a phenotypic
variance up to 65%. Summarising, QTL for drought
tolerance under ‘natural’ appearing moisture limiting
conditions could be detected in durum wheat. However,
strong interactions between genetic and environmental
factors will challenge breeding programmes on drought
stress for the future.

Keywords

Grain weight, grain yield, plant height, QTL, recom-
binant inbred lines, Triticum durum

Introduction

Durum wheat (Triticum turgidum L. var. durum), a tetraploid
grass, originated in the Fertile Crescent (an area including
Iraq, Iran, Eastern Turkey, Syria, Jordan, Israel, Lebanon and
the West Bank) and has been farmed in this region for the
last 12 000 years (HABASH et al. 2009). Nowadays, more
than 34 million tons are produced globally every year which
are 6% of the world wheat production. The cultivation area
concentrates mainly in the EU (25%), Middle East (19%),
North Africa (11%), Canada (11%), Kazakhstan (8%), USA
(7%) and Australia (2%). Compared with bread wheat (Tri-
ticum aestivum L.) durum wheat has a harder endosperm
which produces a granular product after milling. This gra-

nule, called semolina, is the basis ingredient to make pasta,
bread, couscous, frekeh and bulgur (CONNELL et al. 2004).

Premium durum wheat quality is cultivated in the Mediter-
ranean basin although environmental constraints as drought
and temperature extremes limit the productivity ranging
from 0 to 6 t-ha' (NACHIT and ELOUAFI 2004, HA-
BASH et al. 2009, CECCARELLI et al. 2010). According
to climate models there is a general trend that the Medi-
terranean basin will become hotter (+3 to +5°C) and drier
(-20% precipitation) over the next century. These changes
in seasonal precipitation and the occurrence of moisture and
temperature stress during different developmental stages
will have negative impacts on durum wheat production
(HABASH et al. 2009).

Plants react on drought stress with a variety of physiological
and biochemical responses which are usually initiated by
stomatal closure. This protection mechanism influences CO,
assimilation by leaves and results in membrane damages
and enzyme disorder, especially those of CO, fixation. The
enhanced metabolite flux through photo-respiratory pathway
increases the oxidative load and generates reactive oxygen
species which will cause further damages to macromolecu-
les. However, plants are able to withstand drought stress by
a range of protection mechanisms including reduced water
loss by increased diffusive resistance, enhanced water up-
take with prolific and deep root systems and its efficient use.
Additional transpirational loss can be avoided by smaller
and succulent leaves. Polyamines and several enzymes act
as antioxidants and reduce the adverse effects of water de-
ficit. At molecular levels several drought-responsive genes
and transcription factors have been identified, such as the
dehydration-responsive element-binding gene, aquaporin,
late embryogenesis abundant proteins and dehydrins (FA-
ROOQ et al. 2009, JALEEL et al. 2009).

By adopting different strategies, as mass screening and bree-
ding and marker-assisted selection, drought stress tolerance
in plants can be improved. The current study focuses on the
detection of genetic regions which might be responsible
for drought tolerance in durum wheat. Therefore the RIL
population Omrabi5xBelikh2 was cultivated under moisture
limiting conditions in Syria in two growing seasons. Results
were quantitatively analysed and gave new insights into
genetics of abiotic stress tolerance.

! Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK Gatersleben), Corrensstrafle 3, 06466 Stadt Seeland, Germany
2 International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA), PO Box 5466, Aleppo, Syria
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Material and methods

Plant material

A set of 114 recombinant inbred lines (RILs) from a cross
between the durum wheat lines (Triticum turgidum L. var.
durum) ‘Omrabi 5’ (drought tolerant) and ‘Belikh 2’ (salt
tolerant) was developed at the International Centre for Ag-
ricultural Research in the Dry Area (ICARDA), Syria. The
RILs are genotyped with 265 microsatellite markers which
have an average marker distance of 10.8 cM and cover the
A genome with 1,423 cM (49.6%) and the B genome with
1,441 cM (50.3%).

Phenotyping

RILs were cultivated at the ICARDA experimental fields
in Syria in 2007/08 and 2008/09. Phenological data as days
to heading, days to maturity, plant height (cm), straw yield,
grain yield, total yield (kg-plot"), harvest index (HI) and
thousand grain weight (TGW, g) were collected during the
growing seasons.

QTL analysis

The quantitative trait loci (QTL) analysis was carried out by
composite interval mapping using the program QTL Carto-
grapher V2.5 (WANG et al. 2011) with model 6 of forward
regression. To control the effects of genetic background,
five markers were used as cofactors with a window size of
5.0 cM. A LOD (logarithm of odds) score of 3.0 was used
for calculating QTL positions and declare significant QTL
(P<0.001). The explained phenotypic variance (R?) and the
additive effect for each QTL as well as the position were
estimated with QTL cartographer.

Results and discussion

Syria is an arid and semi-arid country with limited water
resources. Between 2006 and 2009 Syria experienced a se-
rious drought, the worst in four decades. Generally, for the
Mediterranean basin, drought ranks among the most impor-
tant abiotic stresses. Therefore, breeding has been focused
in drought adaptation of crops by improvement of water use
efficiency (NACHIT and ELOUAFI 2004, TUBEROSA et
al. 2007) using ‘molecularly’ informed breeding approaches
as marker-assisted selection based on information of QTL
(TUBEROSA and SALVI 2006, TUBEROSA et al. 2007,
DIAB et al. 2008)

Durum in a changing climate - drought stress during growing seasons in Syria

The current experiments were carried out in two years with
reduced precipitation in Syria. Both years differed additio-
nally in the precipitation pattern which influenced signifi-
cantly plant productivity. Comparing average yields between
growing season 2007/08 and 2008/09 the results show
strong reductions in grain, straw and total yield including
significant effects on HI in growing season 2008/09. Due to
the long dry period from previous years and additional 100
consecutive days of no observed precipitation in summer
2008, plants suffered moisture stress and restricted growth
after planting in November 2008. This is reflected by the
increased days to heading (22 more days) and maturity (37
more days) and results in a reduction of plant height (-10%),
grain yield (-45%), HI (11%) and TGW (-14%) (Table 1).
The growth conditions during the two periods were bene-
ficial to find relevant QTL for drought tolerance in durum
wheat. In total 15 highly significant QTL were found on 10
chromosomes.

Positive alleles in grain yield, plant height and HI were con-
tributed by the drought tolerant parent ‘Omrabi 5°, whereas
positive alleles in days to heading and maturity and TGW
came from the salt tolerant parent ‘Belikh 2’ (Table 2). On
chromosome 4A and 7B, QTL for grain yield have been
already found in comparable regions with seed parameters
(seed length, width) and osmotic stress (normal seedlings
and root length), respectively (NAGEL et al., unpublished).
The most significant QTL, explaining a phenotypic variation
up to 65%, is presented for plant height on chromosome
4B. The associated markers are also linked with coleoptile
length after osmotic stress (NAGEL et al., unpublished)
and are in comparable regions to the reduced height (Rht)
genes on chromosomes 4B and 4D of the wheat (Triticum
aestivum L.) genome (BORNER et al. 1997). Interestingly,
semi-dwarf cultivars carrying Rht-B1b or Rht D1b alleles
showed reduced stand establishment and lower yield after
abiotic stress which is attributed to a reduced initial seed
vigour (BOTWRIGHT etal. 2001, REBETZKE et al. 2001).

Drought is one of the most complex abiotic stresses and
breeding is complicated by the lack of fast, reproducible
phenotyping and repeatable water stress conditions (COL-
LINS et al. 2008, REZA et al. 2009). In the current study a
RIL population could be tested under ‘natural’ drought stress
condition and resulted in valuable genetic information of
quantitative trait yield. The appearance of different QTL in
different growing season indicates a strong dependability
of environmental factors which will challenge the marker-
assisted selection in durum wheat breeding in future.

Table 1: Average performance of 114 RILs at the ICARDA experimental fields in two seasons

Season 2007/08 Season 2008/09
Traits Mean Min Max Mean Min Max
Days to heading 96.80 91.00 111.00 128.89 121.05 143.05
Days to maturity 140.11 136.00 156.00 177.09 161.68 199.98
Plant height (cm) 73.91 52.55 100.05 66.39 40.73 91.59
Grain yield (kg-plot™) 1.66 0.58 2.81 0.89 0.39 1.66
Straw yield (kg-plot™) 3.80 0.88 7.34 241 1.17 4.54
Total yield (kg-plot™) 5.47 1.46 9.62 3.30 1.65 5.44
HI (%) 30.66 20.60 39.58 27.25 14.41 49.27
TGW (g) 43.67 29.81 61.18 37.39 25.32 53.48
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Table 2: Quantitative trait loci (QTL) detected by composite interval mapping of the RIL population Omrabi 5xBelikh 2. AQTL
was assigned when LOD was >3 and defined by the chromosome (Chr.), markerloci, position, explained phenotypic variance (R?) and
additive effects. Positive additive effects indicate a contribution by the parent ‘Omrabi 5°, negative additive effects by the parent ‘Belikh2’.

Trait Season Chr. Markerloci LOD R? Additive effects
Days to Heading 1 2A Xwmcl77 3.68 0.12 1.53
1 2B Xwmc597 3.77 0.09 -1.30
2 2B Xgwm410 5.18 0.13 -1.99
Days to Maturity 1 SA Xbarc197 3.13 0.09 -1.29
1 TA Xgwm1065 4.99 0.17 -1.83
2 2A Xwmcl77 4.32 0.11 2.70
2 5B Xgwm1016 4.94 0.13 -2.99
Plant Height 1 4B Xbarc193 27.45 0.65 10.21
2 4B Xbarc193 21.36 0.56 9.16
Grain Yield 1 1B Xgwm752 3.45 0.11 152.86
1 2B Xgwm47 342 0.11 153.63
2 3A Xgwmé74 4.03 0.13 94.35
2 4A Xgwm160 6.01 0.18 104.30
2 7B Xwmc426 3.48 0.12 87.04
Harvest Index 1 2B Xgwm148 3.49 0.11 1.32
2 5B Xbarc4 3.02 0.10 1.53
TGW 1 2A Xgwm425 3.09 0.09 -1.82
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Praktische Anwendbarkeit von Trockenstressparametern
fiir die Weizenziichtung

Practical applicability of drought stress parameters
for winter wheat breeding

Clemens Flamm'", Sabrina Scheriau', Elisabeth Zechner?, Maren Livaja® und Janos Pauk*

Abstract

In order to incorporate a drought stress parameter in
wheat breeding, this parameter should fulfill following
requirements: (i) applicable with little input for a wide
assortment, (ii) reproducible over different environments,
and (iii) validity for the character drought stress. The
measurements of root capacity, stomatal conductance, os-
motic potential and flag leaf temperature do not meet the
first simple application requirement. The parameters of
the ‘escape strategy’ and chlorophyll content are quickly
testable and can be reproduced well in different locations.
Leafrolling, plant height and yield parameters correlate
closely over locations. A good correlation between the
investigated parameters and yield under drought condi-
tions was found except for leaf rolling and plant height.

Furthermore, it was shown that awns are not respon-
sible for the drought tolerance of a variety. A principle
component analysis over all drought stressed locations
revealed that a combination of the parameters test weight,
plant height and leaf senescence contribute to grain yield
losses under drought stress. Further analysis of irrigated
and non-irrigated Austrian trials in 2012 obtained two
significant principal components which are correlated to
yield components determined in the period from heading
and flowering to ripening, respectively.

Summarizing, the parameters heading, ripening, grain
filling period, leaf senescence and chlorophyll content
are most likely suitable to identify drought tolerant ge-
notypes. Leafrolling and appearance of awns gave little
information about drought tolerance. Other tested para-
meters are too time consuming or difficult to reproduce.
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Einleitung

Trockenstress und dessen Effekt auf die Pflanzen ist welt-
weit einer der wichtigsten Begrenzungsfaktoren der Maxi-
mierung der Weizenproduktion (JONES und CORLETT
1992). Pflanzen reagieren auf Wasserdefizit mit physiolo-
gischen, biochemischen und molekularen Verédnderungen.
Diese Anpassungen unterliegen sehr komplexen und un-
terschiedlichen Mechanismen (HALL 2001, CHAVES et
al. 2003, JONES 2004). LEVITT (1972) entwickelte eine
Einteilung der Mechanismen, die nach wie vor Giiltigkeit
besitzt: (1) Diirreflucht (escape strategy), (2) Vermeidung
der Austrocknung (avoidance) und (3) Toleranz gegeniiber
dem Austrocknen (tolerance).

Die erste Strategie ist durch eine schnellere Pflanzenentwick-
lung charakterisiert. Durch eine frithere Reife versucht die
Pflanze, einer spéteren Diirrephase zu entkommen. Das Sta-
dium des Ahrenschiebens, die Bliite und Gelbreife werden
rascher erreicht. Dies geht einher mit einer hoheren Wachs-
tumsrate aber kiirzeren Wachstumszeit und einem héheren
Gasaustausch, wodurch die Blattseneszenz frither erfolgt.

Die Austrocknung kann einerseits durch Senkung des Was-
serverbrauches vermieden werden. Dies ist durch Reduktion
der Transpirationsrate, einer dickeren Wachsschicht, einer
Verringerung der Blattoberflache (SALIH et al. 1999) sowie
durch Reduktion der stomatdren Leitfahigkeit (LUDLOW
und MUCHOW 1990, RAY und SINCLAIR 1997) mog-
lich. Andererseits ist auch eine verbesserte Wassernutzung
erfolgreich. Dies wird beispielsweise durch hoheres Wur-
zelwachstum erreicht (SALIH et al. 1999).

Eine weitere Reaktion ist die Austrocknungstoleranz. Pflan-
zen konnen lang anhaltende Perioden von Trockenstress
mittels osmotischer Anpassung besser iiberdauern. Dabei
wird der Turgor in den Zellen mdglichst lange aufrechter-
halten. Die Pflanzen werden zwar gestresst, behalten aber
noch eine gewisse Produktivitét.

Fiir alle beschriebenen Mechanismen und Strategien gibt
es Moglichkeiten, diese zu messen oder zu schitzen. In
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der folgenden Arbeit soll die praktische Durchfiihrbarkeit
ausgewdhlter Methoden sowie deren Aussagekraft beziiglich
Trockenstress aufgezeigt werden.

Material und Methoden

Es wurden Versuche der Jahre 2010-2012 aus den Cornet-
Projeken Wheat Stress und Efficient Wheat analysiert. Die
Versuche lagen in Deutschland, Osterreich und Ungarn. An
drei Standorten wurden die Versuche in einer beregneten
und einer unberegneten Variante ausgefiihrt. Aufgrund der
natiirlichen Regenverteilung wurden die Versuche in trocken
und feucht eingeteilt (Tabelle 1).

Im Jahr 2010 erhielten die beregneten Versuche 40-58 mm
zusitzliches Wasser (Osterreich) bzw. 10 mm (Ungarn);
2011 wurden 80-90 mm (Osterreich) bzw. 44 mm (Ungarn)
sowie 2012 60-80 mm in Osterreich beregnet. Die einbezo-
genen Sorten wurden von deutschen, dsterreichischen und
ungarischen Ziichtern ausgewéhlt und zeigten eine grofie
Variabilitdt hinsichtlich Wuchshohe, Abreife und Quali-
tatseigenschaften.

Das Testsortiment wurde entsprechend der Osterreichischen
Beschreibenden Sortenliste (AGES 2013) bzw. dem oster-
reichischen Backqualitdtsschema 1994 (OBERFORSTER
etal. 1994) in drei Backqualitdtsgruppen (Qualitdtsweizen,
Mahlweizen und Futterweizen) eingeteilt. Die Sorten ‘Bi-
top’, ‘Capo’, ‘Element’, ‘Exklusiv’, ‘Komarom’, ‘Midas’,
‘GK Békés’, ‘GK Kalasz’ und ‘GK Petur’ wurden den
Qualitdtsweizen zugeordnet. Die Sorten ‘Eurofit’, ‘Eurojet’,
‘Tacitus’, ‘Brilliant’, ‘Hybred’, ‘JB Asano’, ‘Pegassos’, ‘Pre-
mio’, ‘Tiger’, ‘GK Fény’, ‘GK Hunyad’, ‘GK Raba’und ‘GK
Szala’ entsprechen der Mahlweizengruppe. Bei den Sorten
‘Hyland’ und ‘Robigus’ handelt es sich um Futterweizen.

Die Versuche wurden als Gitteranlagen mit drei Wieder-
holungen angebaut. Die Diingung erfolgte ortsiiblich.
Folgende Merkmale wurden erhoben: Kornertrag (KOEQ,
dt-ha), Datum Ahrenschieben, Bliite und Gelbreife (DTAE,
DTBL, DTGR; Tage nach 31. Dezember), Tage zwischen
diesen Stadien (GRAE (Einkérnungsdauer), GRBL und
BLAE), Fahnenblattseneszenz (SZF1-3; Schétzung in %
zu 3 Terminen), Wuchshéhe (WHOE, cm), Bestandesdichte
(BEST, Ahren-m?), Tausendkorngewicht (TKG, g bei 86%
TS), Kornzahl pro Ahre (KZAE), Kornzahl pro m? (KZM2),
Ahrengwicht (AEGW, g) und Hektolitergewicht (HLGW,
kg). Weiters wurden das Blattrollen (BLRO, Schatzung, %),
die elektrische Leitfdhigkeit der Wurzeln (EKA, mittels 3
Escort ELC 133A LCR meter, nF), das osmotisches Poten-
zial (OSP, Osmometer Vapro 5520, MPa), die Oberflachen-
temperatur des Fahnenblattes (OTEM, Infrarot Thermome-
ter, Scan Temp 490 Dostmann Electronic GmbH, °C), der
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Chlorophyllgehalt des Fahnenblattes (SPD1-3, SPAD-502
Konica Minolta, SPAD-Einheiten zu 3 Terminen) und die
Leitfdhigkeit der Spaltoffnungen (STO2-3; Leaf Porometer,
Decagon Devices, mmol-m™?-s™! zu 2 Terminen) erhoben.
Die statistische Verrechnung erfolgte mit SPSS. In die Va-
rianzanalyse wurden die Versuche 2010-2011 einbezogen,
da von 2012 nur die Daten der dsterreichischen Priifungen
vorlagen. Die weiterfilhrenden Analysen wurden mit der
Statistiksoftware R (R DEVELOPMENT CORE TEAM
2012) durchgefiihrt. Hierfiir wurden nur mehr die trocken-
gestressten Versuche verwendet bzw. jene Standorte, an
denen beide Varianten vorkamen (beregnet und unberegnet)
und bei denen es Unterschiede zwischen diesen Varianten
gab (Tat und NWe).

Aufgrund der Vielzahl der zu untersuchenden Parameter
wurde neben der Varianzanalyse eine Hauptkomponenten-
analyse durchgefiihrt. Mittels Hauptkomponentenanalyse
sollen Korrelationen in diesen erhobenen Parametern er-
kannt werden, um somit diese Parameter ohne Informati-
onsverlust auf wenige Hauptkomponenten reduzieren zu
konnen. Die erhaltenen Hauptkomponenten ergeben sich
als Linearkombinationen der urspriinglichen Parameter
(TABACHNICK und FIDELL 2007).

In weiterer Folge ldsst sich der Einfluss der Hauptkompo-
nenten auf den Trockenstress modellieren. Dazu wurden
gemischte lineare Modelle berechnet. In linearen gemischten
Modellen werden die fixen Effekte (die bereits im klassi-
schen linearen Regressionsmodell herangezogen werden)
um sogenannte zufillige Effekte erweitert. Die fixen Effekte
beschreiben den Einfluss von Pradiktorvariablen auf eine
Zielvariable fiir die Gesamtpopulation. Mit zufélligen Ef-
fekten soll ein gegebenenfalls abweichendes Verhalten von
bestimmten Clustern abgebildet werden (WEST et al. 2007).
In den vorliegenden Analysen wurden die Cluster Sorte,
Jahr und Ort als zufillige Effekte modelliert. Eine wichtige

Information zu zufilligen Effekten liefert deren Varianzkom-
ponente. Mit dieser kann ermittelt werden, welcher Anteil
der Gesamtvarianz der Daten auf den jeweiligen Cluster
(zufalligen Effekt) entféllt. Je groBer der Anteil, desto grofer
ist die clusterspezifische Variation.

Ergebnisse und Diskussion

Praktische Durchfihrbarkeit

Parameter der ,,Diirreflucht” (Ahrenschieben, Gelbreife,
Einkérnung, Blattseneszenz) sind einfach festzustellen und
relativ rasch zu erheben. In dhnlicher Weise gehen die Para-
meter zur Vermeidung des Austrocknens wie das Blattrollen
und die Begrannung.

Tabelle 1: Versuchsstandorte in Deutschland, Osterreich und Ungarn (2010-2012)
Table 1: Test locations in Austria, Germany and Hungary (2010-2012)

Klima 2010 2011 2012
Feucht Fel', Rog, Sel, Sol, Uff, Bre (u,b), Tat (b), StA, Kis, Sze (u,b) Fel, Rog, Sel, Sol, Bre (b), Tat (b), Sze (b) NWe (b), Tat (b)
Trocken Mor, Tat (u) Die, Mor, Uff, Brei (u), Tat (u), StA NWe (u), Tat (u), StA

'b, beregnet; u, unberegnet; Die, Dietersheim (Oberbayern); Fel, Feldkirchen (Oberbayern); Mor, Morgenrot (Sachsen-Anhalt); Sel, Seligenstadt (Franken);
Sél, Séllingen (Niedersachsen); Rog, Roggenstein (Oberbayern); Uff, Uffenheim (Franken); Bre, Breitstetten (NO, Marchfeld); NWe, Niederweiden (NO,
Marchfeld), Tat, Tattendorf (NO, Steinfeld), StA, St.Andri am Zicksee (Burgenland, Seewinkel); Kis, Kiszombor (Siidungarn); Sze, Szeged (Siidungarn)
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Der Einsatz des Leaf Porometers erfordert hingegen hohen
Aufwand wihrend eines kurzen Zeitfensters (zwischen 11
und 15 Uhr bei wolkenlosem Himmel), da stets nur einzelne
Blatter gemessen werden konnen. Nach Anzeige des ersten
Messwertes, muss die Zange, in der das Blatt eingespannt
war, getrocknet werden. Pro Parzelle werden mehrere
Bléttern gemessen.

Der Wurzeltiefgang und die Intensitdt des Wurzelsystems
werden mit der elektrischen Leitfdhigkeit erhoben. Die
Messung selbst erzielt rasch ein Ergebnis, man st68t jedoch
bei skelettreichen Boden bald an Grenzen. Bei geringer
Bodenfeuchte ldsst sich der Sensor nicht leicht in den Boden
einstechen. An tau- oder regennassen Bestdnden ist eine
Messung nicht moglich.

Uber die Austrocknungstoleranz gibt das Osmometer Aus-
kunft. Dazu werden Blétter bis zur vo6lligen Aufsattigung
in destilliertem Wasser eingelegt. Nach oberflichlicher
Trocknung werden die Proben gefroren, bis sie zu einem
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spéteren Zeitpunkt gepresst werden um den Zellsaft fiir die
Analyse im Osmometer zu gewinnen.

Die Messung der Oberfiachentemperatur des Blattes setzt
eine gleichbleibende Sonneneinstrahlung und moglichst
geringe Windgeschwindigkeit voraus. Das heif3t, ein um-
fangreiches Sortiment unter freiem Himmel zu messen, ist
unmoglich, da beispielsweise in pannonischen Regionen
meist ein Wind weht und wolkenlose Atmosphére um die
Mittagsstunden im Jahr 2010 eine Seltenheit war. Die ge-
wonnenen Daten sind oftmals mit hohen Versuchsfehlern
behaftet. Deshalb wurde dieses Merkmal im Jahr 2011 nicht
mehr gemessen. Die Methode erscheint fiir Gewachshaus-
versuche eher geeignet. FRIEDLHUBER et al. (2011) fand
hingegen an einem kleineren Sortiment und mittels Warme-
bildkamera signifikante Unterschiede zwischen den Sorten.

Von den Messparametern ist der Chlorophyllgehalt des
Fahnenblattes am raschesten und einfachsten zu realisieren.
Ahnliche Ergebnisse erzielte auch TEIZER (2010).

Tabelle 2: Deskriptive Statistik und Varianzanalyse der Parameter Kornertrag (KOEQ), Ahrenschieben (DTAE), Gelbreife
(DTGR), Einkérnungsdauer (GRAE), Blattseneszenz (SZF), Wuchshéhe (WHOE) und Bestandesdichte (BEST) iiber alle Um-

welten (2010-2011)

Table 2: Descriptiv statistics and ANOVA of the parameters yield (KOEQ), heading (DTAE), ripening (DTGR), grain filling pe-
riod (GRAE), leaf senescence (SZF), plant height (WHOE) and ears per square meter (BEST) over all environments (2010-2011)

KOEQ DTAE DTGR GRAE SZF1 SZF2 SZF3 WHOE BEST
N 14 14 14 14 10 10 10 14 10
Min 19,2 129 168 29 0 0 2 44 211
Max 137,4 163 210 62 100 100 100 127 1030
Mittel 66,9 146 188 42 20 58 84 85 451
Jahr (J) 158,97**  28732,84%*  12929,27** 645,84%* 2,01 39,28%* 19,66%* 2323,57** 61,26%*
Geontyp (G) 62,60%* 953,89%* 176,57** 95,36%* 20,87** 44,91** 32,22%%* 318,07** 7,31%%*
Umwelt (U) 823,50%* 3579,78** 4042,08** 1782,23%* 100,38* 180,19** 130,96** 984,61** 168,22%*
IxG 2,70%* 15,208** 14,54%* 20,83%* 1,38 2,53%%* 1,49 4,35%%* 0,89
IxU 148,01** 1752,27%* 816,77** 1130,73%* 52,28%* 78,75%* 70,20% 253,61%* 93,67
GxU 3,07%* 7,401%* 4,57%* 5,02%%* 2,20%%* 1,69%* 2,74%%* 2,20%* 1,38%*
IxGxU 1,68%* 4,63 3,20%%* 4,07%* 1,17 1,73%* 1,59%* 1,58%* 1,22
Fehler 50,17 0,80 1,41 1,76 195,99 305,38 150,52 18,66 3587,71

Tabelle 3: Deskriptive Statistik und Varianzanalyse von Chlorophyligehalt (SPD), Wurzelkapazitit (EKA), Stomataleitfihigkeit
(STO), osmotisches Potenzial (OSP) und Blatttemperatur (OTEM) iiber alle Umwelten (2010-2011)

Table 3: Descriptive statistics and ANOVA of the chlorophyll content (SPD), root capacity (EKA), stomatal conductance (STO),
osmotic potential (OSP) and leaf temperature (OTEM) over all environments (2010-2011)

SPD1 SPD2 EKA STO2 STO3 OSP OTEM
N 12 7 5 4 2 4 2
Min 17,27 4,80 0,17 21,85 22,18 1,02 8,40
Max 65,49 61,37 1237,01 608,46 266,28 57,78 32,50
Mittel 48,29 45,84 124,80 292,67 100,64 11,82 20,63
Jahr (J) 1912,06%* 2631,16%* 448,94%* 845,90** - 52423 ,91%* -
Genotyp (G) 96,60%* 42,49%* 0,97 4,27%* - 0,99 2,83%*
Umwelt (U) 144,82%%* 366,63** 0,08 138,12%* 9,83%* 45,46%* 60,427%*
IxG 7,25%%* 7,26%* 3,04%* 1,09 - 1,20 -
IxU 249,40%* 185,00%* - 7,20%* - - -
GxU 3,25%%* 3,61%* 0,51 1,28 - 0,93 2,83%*
IxGxU 3,81%* 1,89%* - 0,90 - - -
Fehler 6,59 18,14 24342,96 5048,14 978,11 0,01 9,18
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Tabelle 4: Intervarietale Korrelation der Parameter an den
Standorten mit Trockenstress (2010-2012)

Table 4: Intervarietal correlation of investigated parameters
at the locations with drought stress (2010-2012)

Parameter Korrelationskoeffizienten

Ertrag und Ertragsstruktur
Kornertrag -0,090 bis 0,777**
1000-Korngewicht 0,400 * bis 0,903** 1
Bestandesdichte -0,305 bis 0,588**
Kornzahl pro Ahre -0,050 bis 0,777** 1
Kornzahl pro m? 0,234 bis 0,830%* 1
Ahrengewicht -0,263 bis 0,610%* 2

Parameter der Diirreflucht

Ahrenschieben 0,825 ** bis 0,976**
Bliite 0,689 ** bis 0,971**
Gelbreife 0,404 * bis 0,889**
Einkoérnungsdauer

-0,134 bis 0,831%*
0,252 bis 0,932%%*
0,200 bis 0,978%*
Parameter zur Vermeidung von Austrocknung
Blattrollen 0,443 * bis 0,771*
Wuchshohe 0,681 ** bis 0,941** 1
Stomatire Leitfahigkeit 0,036 bis 0,233
Elektrische Wurzelkapazitit -0,091 bis 0,630%*
Parameter der Austrocknungstoleranz
Chlorophyllgehalt im Blatt 1
Chlorophyllgehalt im Blatt 2
Chlorophyllgehalt im Blatt 3
Oberflachentemperatur
Osmotisches Potenzial

Fahnenblattseneszenz 1
Fahnenblattseneszenz 2

1

1

1

-0,229 bis 0,773** 2

1

1

Fahnenblattseneszenz 3 1

0,053 bis 0,912%* 1

0,050 bis 0,822%* 1

0,026 bis 0,821%*
0,002

-0,424 * bis 0,689%**

1 = Korrelation >70%; 2 = Korrelation 50-69% der Standorte

Varianzanalyse

In der Varianzanalyse tiber alle Standorte (Tabelle 2, Tabelle
3) zeigten sich bei den einzelnen Parametern meist hoch si-
gnifikante Jahres- (J), Genotyp- (G) und Umwelteffekte (U).
Auch die Wechselwirkungen JxG, GxU, JxU und JxGxU
waren in den meisten Féllen statistisch signifikant. Bei den
Merkmalen KOEQ, DTAE, DTGR und GRAE hatten das
Jahr, die Umwelt und deren Wechselwirkung den grofiten
Einfluss. Bei der Fahnenblattseneszenz hatte das Jahr von
den Hauptfaktoren den geringsten, die Umwelt den hochs-
ten Einfluss auf die Gesamtvarianz. GxU war zu allen drei
Terminen hoch signifikant. Bei WHOE waren sédmtliche
Faktoren und Wechselwirkungen hoch signifikant. Hingegen
zeigte BEST nur Signifikanzen in den Hauptfaktoren und
in der Wechselwirkung GxU. Die Fehlervarianz war dabei
relativ hoch. Beim Chlorophyllgehalt zeigten sich wie beim
Kornertrag hohe Jahres und Umwelteinfliisse. Die Parameter
EKA und OSP wiesen jeweils sehr hohe Fehlerwerte auf.
Bei OSP war das Jahr die entscheidende Einflussgrofie; die
Aussagen zu OTEM sind durch den geringen Datenumfang
beeintréchtigt.

Reproduzierbarkeit der Parameter

Um Aussagen iiber die praktische Verwendbarkeit der
einzelnen Parameter in der Ziichtung tatigen zu konnen, ist
die Reproduzierbarkeit der Parameter iiber die Umwelten
bedeutsam. Dazu wurde jedes Merkmal tiber die Standorte
intervarietal korreliert. In Tabelle 4 ist die Variation der Kor-
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relationskoeffizienten der einzelnen Parameter dargestellt.
Die mit,,1* gekennzeichneten Parameter zeigten eine Korre-
lation ab 70% der Standorte; jene mit ,,2* gekennzeichneten
von 50-69% der Standorte. Der Kornertrag zeigte bei 46%
der Standorte eine Signifikanz. Mit Ausnahme von BEST
waren die Ertragskomponenten iiber die Umwelten gut bis
sehr gut reproduzierbar. Die hchste Ubereinstimmung
wurde bei TKG erzielt. Die ,,Diirreflucht Parameter kor-
relierten ebenfalls gut bis sehr gut iiber die Umwelten. Bei
den Merkmalen DTAE und DTBL wurde sogar in 100%
der Fille eine hochsignifikante Ubereinstimmung gefunden.
Auch SZF1-3 wiederholten sich oft an anderen Standorten.
Lediglich GRAE variierte in gro3erem Ausmal.

Bei den Parametern die mit der Vermeidung der Austrock-
nung assoziiert sind korrelierten BLRO und die WHOE
intervarietal sehr stark tiber die verschiedenen Orte hinweg;
STO2-3 und EKA hingegen gar nicht bis sehr selten.

Bei der Austrocknungstoleranz zeigte der Chlorophyllgehalt
je nach Entwicklungsstadium eine hohe bis mittlere Uber-
einstimmung. Die frithesten Messungen (BBCH 43-59) und
die mittleren Messungen (BBCH 60-71) korrelierten in 71
bzw. 70% der Félle. Bei einer spéateren Messung wurde eine
Ubereinstimmung noch in 40% der Standorte erzielt. Bei
OSP war die Ubereinstimmung nur zufallsbedingt.

Kornertrag unter Trockenstress

Korrelationen zwischen KOEQ unter Trockenbedingungen
und den einzelnen Parametern waren signifikant bei fol-
genden Merkmalen: KZAE (r=0,62*%), KZM2 (r=0,67**),
AEGW (r=0,62*%*), Entwicklungsstadien (r=0,48* bis 0,51%*),
SZF1-3 (r=-0,47* bis -0,64**), SPD1-3 (r=0,44* bis 0,66**)
und OSP (r=0,67**). Bei allen iibrigen Parametern konnten
keine Zusammenhénge zu KOEQ festgestellt werden.

Um auch komplexere Verbindungen zu erhalten, wurde
in einem gemischten linearen Modell gepriift, ob die Her-
kunft, die Backqualitét oder die Begrannung einen Einfluss
auf KOEQ bei trockengestressten Versuchen haben. Es
zeigte sich, dass die Herkunft einen signifikanten Einfluss
auf KOEQ hatte. Um Schwankungen von Ort und Jahr
abzufangen, wurden diese Faktoren als zufillige Effekte
ins Modell aufgenommen. Die Begrannung hatte keinen
signifikanten Einfluss. Die Backqualitdt lieferte lediglich
eine Mehrinformation, wenn die Begrannung im Modell
beriicksichtigt wurde. RICHARDS et al. (2002) schlug eine
Selektion auf Grannen zur Erhaltung der photosynthetischen
Aktivitit und Verbesserung der Transpirationseffizienz vor.

Tabelle 5: Hauptkomponenten und zugrundeliegende (ur-
spriingliche) Parameter zur Modellierung des Kornertrages
unter Trockenbedingungen (2010-2012)

Table 5: Principal components and underlying parameters for
the modeling of yield under drought stress (2010-2012)

Hauptkomponente Parameter
PC1 DTGR, GRAE, GRBL, DTBL, DTAE
PC2 DTAE, DTBL, GRBL
PC3 HLGW, WHOE, SZF1
PC4 BLAE, BEST, WHOE
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Neben diesen kategoriellen Variablen sollte auch der Ein-
fluss der tibrigen Parameter auf KOEQ untersucht werden.
Es wurden jene Merkmale in das Modell einbezogen, bei
denen mindestens 240 (von 290) Beobachtungen vorhanden
waren. Dies traf auf DTAE, DTBL, DTGR, BLAE, GRBL,
GRAE, WHOE, TKG, HLGW, BEST und SZF1 zu. Mittels
Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurden diese 11 Para-
meter auf 4 Hauptkomponenten (PCs) reduziert. Jeder der
vier gewonnenen PCs wurde aus den elf urspriinglichen
Merkmalen berechnet. Welche von diesen den grofiten Teil
zur jeweiligen Hauptkomponente beitrugen, kann Tabelle
5 entnommen werden.

In einem weiteren linearen gemischten Modell wurde der
Einfluss der errechneten Hauptkomponenten untersucht.
Herkunft, Sorte, Ort und Jahr wurden durch entsprechende
fixe bzw. zufallige Effekte beriicksichtigt. Es zeigte sich,
dass nur Hauptkomponente 3 einen signifikanten Einfluss
auf KOEQ ausiibt. Aus diesen Ergebnissen kann geschlos-
sen werden, dass die lineare Kombination der Parameter
HLGW, WHOE und SZF1 zu einer Erhohung des absoluten
Kornertrages unter Trockenstress beitréagt.

Bei allen iibrigen Parametern, bei denen eine Hauptkompo-
nentenanalyse aufgrund von vielen fehlenden Werten nicht
sinnvoll war, wurde der Einfluss eines Parameters ohne
Berticksichtigung der anderen Parameter mittels Model-
lierung untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Parameter
SPD1, SPD2, STO2, OSP2 und SZF2 einen signifikanten
Einfluss auf KOEQ haben. Wobei das Ergebnis fiir STO2
aufgrund der sehr geringen Anzahl an Beobachtungen mit
grofler Unsicherheit behaftet bleibt.

Qualitatsweizen
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Kornertragsdifferenz als
Maf der Trockentoleranz

Neben dem absoluten Kornertrag ist der Ertragsverlust
unter Trockenstress im Vergleich zu einer ausreichenden
Wasserversorgung ein weiteres Indiz fiir Trockentoleranz.
Dazu wurden 6sterreichische Versuche ausgewahlt, bei de-
nen beide Varianten vorkamen und Trockenstress wihrend
der Vegetationsperiode auftrat. In Tattendorf 2010 litten
die Genotypen erst sehr spét unter Trockenstress, wodurch
auch teilweise nicht absicherbare Mehrertrage auftraten. In
Abbildung 1 sind die genotypisch bedingten Kornertrags-
differenzen an den Standorten dargestellt.

Innerhalb der Qualititsweizen sind die Sorten ‘Exklusiv’,
‘Bitop’und ‘GK Kalasz’ den Sorten ‘GK Petur’ und ‘Capo’
iiberlegen. Bei den Mahlweizen erwiesen sich ‘GK Huny-
ad’, ‘Premio’ und ‘Brilliant’ trockentoleranter als ‘Eurojet’,
‘Hybred’ und ‘JB Asano’. Zur statistischen Verrechnung
wurden zwei Félle untersucht: (1) Tattendorf 2010-2012
und (2) Tattendorf und Niederweiden 2012. Aus den Wer-
ten der Versuche Tattendorf 2010 bis 2012 konnte mit 13
Parametern eine Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt
werden. Diese wurden auf vier Hauptkomponenten reduziert
(Tabelle 6).

Mittels Modellierung wurde der Einfluss der Parameter
auf KOEQ untersucht. Im Modell wurde der Faktor Be-
regnung beriicksichtigt. Unberegnet wurde als Referenz
gewihlt. Das heifit, die Konstante (intercept) gibt das
Grundniveau fiir einen unberegneten Versuch einer Quali-
titsweizensorte aus Osterreich an. Tabelle 7 zeigt, dass PC1

Mahlweizen Futter-

weizen
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Abbildung 1: Kornertragsdifferenz zwischen beregneten und nicht beregneten Versuchen (2010-2012, gereiht nach steigender

Differenz)

Figure 1: Yield difference between irrigated and non-irrigated trials (2010-2012, ordered by increasing difference)
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Tabelle 6: Hauptkomponenten und urspriingliche Parameter
zur Modellierung des Kornertrages unter Trockenbedingun-
gen (Tattendorf 2010-2012)

Table 6: Principal components and underlying parameters for
the modeling of the yield under drought stress (Tattendorf
2010-2012)

Praktische Anwendbarkeit von Trockenstressparametern fiir die Weizenziichtung

Tabelle 9: Ergebnisse des linearen gemischten Modells fiir den
Kornertrag an den Standorten Tattendorf und Niederweiden
2012 mit den gewonnen Hauptkomponenten als Pridiktoren

Table 9: Coefficients and variance components of the linear
mixed model for grain yield at Tattendorf and Niederweiden
2012 with extracted principal components as covariates

Hauptkomponente Parameter Parameter
PCl1 DTGR, DTAE, DTBL Intercept 43,55
PC2 BLAE, SZF1, SZF2, SZF3 PC1 n.s.
PC3 HLGW, GRBL, TKG PC2 -25,60
PC4 GRAE PC3 16,72
PC4 n.s.
Tabelle 7: Ergebnisse des linearen gemischten Modells fiir Feucht 43
den Kornertrag am Standort Tattendorf (2010-2012) mit den Herkunft
R DE! -0,96
gewonnenen Hauptkomponenten als Pridiktoren HU 023
Table 7: Coefficients and variance components of the linear Qualitiit ’
mixed model for grain yield at the location Tattendorf (2010- MW 1,93
2012) with extracted principal components as covariates FW -1,51
Varianzkomponenten
Parameter Sorte 3,53
Intercept 47,18 Jahr 184,84
PC1 -189,23 Fehler 4.40
ES? 42’?;‘ ' DE, Deutschland; HU, Ungarn; MW, Mahlweizen; FW, Futterweizen
PC4 129,61 . ..
Feucht 131 der erwartete KOEQ bei Erhohung der entsprechenden ur-
spriinglichen Parameter. Durch Einbeziehung des erst zur
Herkunft . . .
DE! 0.85 Ernte trockenen Jahres 2010 in das Modell verringert sich
HU 1,63 der erwartete KOEQ unter Feuchtbedingungen.
Qualitit Fiihrt man die Hauptkomponentenanalyse fiir die Standorte
MW 1,31 Tattendorfund Niederweiden 2012 durch, ergeben sich neue
FW -5,83 Hauptkomponenten (Tabelle 8).
Varianzkomponenten Auch hier konnten die Parameter auf 4 Hauptkomponenten
Sorte 7,51 reduziert werden. Die Ergebnisse der Modellierung, bei der
]J:a';r] 2’2‘3‘ sich PC 2 und PC 3 als signifikant herausstellten, sind der
enler .

' DE, Deutschland; HU, Ungarn; MW, Mahlweizen; FW, Futterweizen

Tabelle 8: Hauptkomponenten und urspriingliche Parameter
zur Modellierung des Kornertrages unter Trockenbedingun-
gen (Tattendorf und Niederweiden 2012)

Table 8: Principal components and the underlying Parameters
for the modeling of the yield under drought stress (Tattendorf
and Niederweiden 2012)

Hauptkomponente Parameter
PC1 DTGR, SZF2, SZF3, DTBL, DTAE
PC2 KZM2, AEGW, BEST, SPD2
PC3 GRBL, GRAE
PC4 KZAE, TKG, HLGW

zu einer Verringerung des erwarteten Kornertrages beitragt,
wihrend die PC2-4 eine Erhhung mit sich bringen. Da aber
bei PC1 die urspriinglichen Parameter negativ eingehen, ver-
ringert sich durch deren Erh6hung die Hauptkomponente.
Wenn sich die Kombination von DTGR, DTAE und DTBL
erhoht, steigt KOEQ unter Trockenbedingungen.

Die weiteren in Tabelle 6 genannten urspriinglichen Para-
meter gehen positiv bei der Bildung der entsprechenden
Hauptkomponenten ein. Da PC2-4 auch positiv sind, steigt

Tabelle 9 zu entnehmen. KZM2, AEGW und BEST gehen
negativ in das Modell ein, SPD2 hingegen positiv. Das heifit,
eine Erh6hung der Ertragsparameter bewirkt einen hoheren
Ertrag, ein Anstieg der SPAD-Werte hingegen verringert
diesen unter Trockenbedingungen. In Tabelle 9 ist auch
ersichtlich, dass der erwartete Kornertrag fiir Versuche mit
ausreichender Wasserversorgung deutlich hoher ist, als fiir
trockene Standorte.

Schlussfolgerung

Um einen Trockenstressparameter in der Ziichtung rea-
lisieren zu konnen, muss dieser mit geringem Aufwand
erfolgreich einsetzbar sein, tiber die Umwelten gut reprodu-
zierbar und eine Aussagekraft fiir das Problem Trockenstress
besitzen. Die Messungen von EKA, STO, OSP und OTEM
erfiillen die Forderung der einfachen Einsetzbarkeit nicht.
Die Parameter der ,,Diirreflucht™ sowie die Chlorophyll-
messungen sind rasch durchfiihrbar und kénnen gut iiber
die verschiedenen Umwelten reproduziert werden. BLRO,
WHOE und die Ertragsstruktur korrelierten mehrheitlich
gut an unterschiedlichen Standorten. Mit Ausnahme von
BLRO und WHOE konnte bei diesen Parametern ein
Zusammenhang zu KOEQ unter Trockenbedingungen
gefunden werden. Weiters wurde aufgezeigt, dass die
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Begrannung keine hohere Trockentoleranz einer Sorte be-
wirkt. Eine Hauptkomponentenanalyse iiber Standorte mit
Trockenstress zeigte, dass die Kombination der Parameter
HLGW, WHOE und SZF zu einer Erhohung des KOEQ
beitragen. Eine Hauptkomponentenanalyse der beregneten
und trockengestressten Osterreichischen Versuche 2012
erzielte zwei signifikante Hauptkomponenten, die aus den
Ertragskomponenten und GRAE bestehen.

Zusammenfassend erscheinen die Parameter DTAE, DTGR,
GRAE, SZF und SPD am ehesten geeignet trockentolerante
Genotypen zu identifizieren. BLRO und die Begrannung
brachten in diesen Versuchen wenig Aussage tiber Trocken-
toleranz. Die iibrigen Parameter sind meist aufwendig zu
erheben bzw. nicht gentigend reproduzierbar.
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Hohe Glucosinolatgehalte in Raps - eine Folge der Klimaidnderung

High glucosinolate levels in rapeseed - a consequence of changed climate

Manfred Werteker'", Klemens Mechtler und Gabriela Kramreither

Abstract

In 2012 rapeseed (Brassica napus L.) grain yield and
glucosinolate levels (GSL) were significantly affected by
varying environmental conditions. The lowest grain yield
(19.5 dt-ha™!) together with the highest level of GSL (40.8
umol-g') was observed in North East Austria while high-
est yields (70.1 dt-ha™') were observed in Upper Austria
together with low to moderate GSL levels. Year specific
peculiarities were the occurrence of frost after flowering
in the second half of May and a lack of precipitations
in the Northeastern areas from April until harvest time.
Therefore, it was hypothesized that high GLS levels may
be the consequence of an increased nitrogen supply due
to reduced increase of biomass during the vegetation
period. Our observations made clear, that grain yield is
influenced by local climatic conditions - low yields in
Eastern Austria due to frost and lack of water and high
yields in Western Austria. But no reliable relation could
be established between yield and nitrogen uptake, which
was indicated by the crude protein level of the seeds.
The relation between yield and protein was strongly
influenced by the location of the trials. It may be argued,
that there are too many environmental influences on the
distribution of nitrogen to the different parts of the plant.
For high yields the protein and GSL levels seem to be
limited by the available nitrogen but low yields are not
necessarily associated with high protein levels. The high
GSL levels in the present study are caused by the ma-
jority by a high nitrogen uptake before damaging of the
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yield by freezing. Good linear correlations were found
between protein and GSL levels of the seeds (R?= 0.44).
Excluding the varietal impact in the calculation improved
the correlation to R?2 = 0.61. From our observations it
may be concluded that whilst there is no direct relation
between yield and protein level in the seeds, the linear
relation between proteins and GSL indicates these two
compounds have the same precursors. The linearity of
this relation may also be interpreted as a hint that there
is no metabolism activated by circumstances inducing
higher protein levels. This and the observed limitation
of protein levels by high yields are in good agreement to
studies reporting increased GSL concentrations in Bras-
sica shoots by environmental stress as a consequence of
reduced biomass increase (ANTONIOUS et al. 2009),
while the enhancement of GSL production by stimulation
of the metabolism is reported as a response to pathogen
challenge, herbivore damage and mechanical wounding
(GRUBB and ABEL 2006). In sound plant material GSL
synthesis seems to be dependent mostly on the genotype
and not on the environment (FRANCISCO et al. 2011).
In some distinct cases, especially in broccoli, reactions of
GSL synthesis to environmental conditions (e.g. osmotic
stress) are reported, but these seem to be dependent to
a high degree on the genetic preconditions of the plant
(ZAGHDOUD et al. 2012).
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Association mapping for pre-harvest sprouting tolerance in
European winter wheat (Triticum aestivum L.) germplasm

Volker Mohler'”, Michael Oberforster? and Lorenz Hartl!

Summary

Pre-harvest sprouting (PHS), the germination of matu-
re grains in the spike before harvest, is an everpresent
concern for many wheat-growing regions of the world.
In Germany and Austria, wheat samples showing fal-
ling numbers (a measure for the effect of a-amylase
on the rheological properties of starch) lower than 220
s are usually not marketable to the milling industry.
The present study was undertaken with the objective of
identifying markers linked to PHS tolerance quantitative
trait loci in an elite association mapping panel of red-
grained genotypes using Diversity Arrays Technology
(DArT) markers. In 2009/2010 and 2010/2011 cropping
seasons, 124 West European winter wheat genotypes
were grown at eight locations in Germany and Austria,
totalling 16 environments. The field trials included the
genotypes with two replications. Four PHS data sets
were collected: artificial wetting tests of intact spikes
and germination tests of threshed seeds were applied to
samples taken at physiological maturity from 13 and 12
environments, respectively, whereas falling number (14
environments) and percentage of sprout-damaged grains
(4 environments) were determined from spikes that had
experienced a period of natural/artificial weathering in
the field (OBERFORSTER et al. 2012). Genotyping the
sample population yielded 715 unique DArT marker sig-
natures that were characterised by allele frequencies >5%
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and missing genotype information <10%. The genotypic
and phenotypic scores (of each single environment and
across environments, respectively) were integrated in an

association mapping framework consisting of genera-
lized and mixed linear models with population and/or
family structure as covariates. A total of 24 genomic
regions/markers from 15 chromosomes were associated
to at least one of the four PHS parameters of which 12
have already been described in previous studies. Phsl, a
major locus for sprouting tolerance on chromosome 4AL
repeatedly found in genetic analyses of PHS (MARES et
al. 2005, TORADA et al. 2008), showed strong (P<0.01)
associations to intact-spike sprouting in 5 environments;
weak association to the trait scores (0.01<P<0.05) was
found for 3 environments. Concurrently, variation at
Phsl was weakly associated to seed dormancy in 4
environments. Two marker loci on chromosomes 1DS
and 5BL showed association with all parameters. In this
study, several marker-trait associations were obtained
that need to be confirmed with a larger sample popula-
tion. For that, low running costs genotyping platforms
are available that are ideal for the many thousands of
samples of commercial breeding programmes.

Keywords

DATT, falling number, marker-trait association analysis,
seed dormancy, sprout-damaged grains

privaten deutschen Pflanzenziichtung (GFP) e.V., Osterrei-
chische Forschungsforderungsgesellschaft (FFG), Borse der
landwirtschaftlichen Produkte in Wien and Vereinigung der
Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs.
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Study of yield components under heat stress conditions in wheat

Krisztina Balla'", 11dik6é Karsai, Szilvia Bencze, Tibor Kiss and Ottd Veisz

Abstract

High temperature tolerance can be characterised by
measuring various plant productivity traits in different
developmental stages. The present work investigated the
effect of exposure to high temperature (30-35°C) at first
node appearance, during early embryo development and
in the grain-filling stage on the yield parameters of two
winter wheat varieties. Periods of high temperature had
diverse effects on wheat plants in different phenophases.
The greatest differences between the various develop-
mental stages were found for grain number, grain yield
and thousand-kernel weight. Heat stress was demonst-
rated to have the least effect on total grain number and
number of grains per spikelet on the main spike during
the grain-filling period. The most pronounced reductions
in the traits examined were detected when heat stress
was applied during the early embryo development stage.

Keywords

Global warming, high temperature, Triticum aestivum,
yield parameter

Introduction

An increase in productivity under heat stress conditions will
require the development and selection of wheat cultivars
tolerant to high temperatures. Heat stress may cause consi-
derable damage to both the length of vegetation period and
yield components, but the extent of the damage is greatly
influenced by the development stage in which the plants are
subjected to high temperatures.

The temperature is of key importance for plant develop-
ment, influencing the rate of tillering, the appearance of the
nodes, flowering and even grain filling. Each phenophase
has a specific temperature range within which it takes place
normally to the benefit of the whole plant. If temperature
conditions are unfavourable, the physiological processes
may be defective, with negative consequences for both ve-
getative and generative developmental processes. Individual
winter wheat genotypes respond differently to the exposure
to high temperature in various developmental stages.

Satisfactory tillering is critical for the development of a
normal stand. The rate of tillering is greatly dependent
on temperature, though it also depends in part on genetic
factors. The appearance of the first node is influenced to
the greatest extent by temperature and nutrient and water
supplies. Very high temperatures, especially when accompa-

nied by water deficit, may accelerate first node appearance
excessively, resulting in stunted stems. Exposing cereals to
extreme temperatures during flowering may have a dama-
ging effect on fertilisation and grain development, leading
to lower yields (PORTER 2005). In response to higher
temperatures flowering and ripening are accelerated, with a
significant reduction in the number of days to the boot stage,
heading, flowering and maturity (RAHMAN et al. 2009).
Heat stress at the beginning of flowering or during spikelet
development reduces the number of potential grains. The
weight of mature grains was found to be most sensitive to
heat stress occurring early in the grain-filling period, beco-
ming progressively less sensitive in later stages (STONE
and NICOLAS 1995a). Stress may also be critical when
it occurs during grain filling, as it may result not only in
a reduction in the extent of grain filling (WARDLAW and
MONCUR 1995), but also in more rapid cell death and in
the earlier occurrence of harvest ripeness.

Research on the effects of exposure to heat stress in dif-
ferent phenophases is of outstanding importance, as the
increasingly frequent occurrence of periods with extreme
weather conditions means that wheat fields in Hungary may
be affected not only in very early stages of development
but also after heading. Heat stress may thus be decisive not
only for grain filling, but also for the success of fertilisation
and grain formation. One of the main aims of the present
work was thus to determine the effects of high temperature
during various phenophases on the yield potential of wheat.

Material and Methods

Three heat stress studies were carried out under controlled
conditions in a climatic chamber on two winter wheat varie-
ties, i.e. ‘Plainsman V’ (USA) and ‘Mv Magma’ (H), which
have widely different genetic backgrounds. The plants were
exposed to heat stress at a different stage of development: (i)
at shooting in the 8" week; (ii) at early grain development,
i.e. 6 days after heading; (iii) at grain-filling, i.e. 12 days
after heading. An untreated control was included at each
phenophase.

The germinated seeds were vernalised in peat pots for 45
days at 4°C with low light intensity and short daylength. The
plants were then grown at controlled temperature with daily
watering and a twice-weekly supply of nutrients (Volldiinger
Solution, Linz, Austria) in tap-water until the start of the
stress treatment. High temperature was applied for 15 days
under the conditions described in Table 1 (TISCHNER et
al. 1997).

' Cereal Resistance Breeding Department, Agricultural Institute, Centre for Agricultural Research, Hungarian Academy of Sciences, P.O.Box 19,

H-2462 MARTONVASAR
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Table 1: Conditions applied in the heat stress experiments at three developmental stages

Treatment Control Heat stress

Growth stage' SH EG GF SH EG GF
Day/night temp. 17/13°C 19/25°C 24/20°C 30/20°C 35/20°C 35/20°C
Growing/stress conditions Phytotron Greenhouse? Phytotron Phytotron light intensity: 350 pmol m2 s™!

! SH, shooting (Zadoks 32); EG: early grain development (Zadoks 71-73); GF, grain filling (Zadoks 75) (TOTTMAN and MAKEPEACE 1979)
2 Plants heading at approximately the same time were transferred to the phytotron for heat treatment on the 6™ day after heading and then returned to

the greenhouse for further growth

When harvest maturity was reached, the grain yield, bio-
mass, thousand-kernel weight, grain number and harvest
index were recorded for control and heat-stressed plants.
Two-factorial analysis of variance was used with replications
for the statistical evaluation of the data (KUTI et al. 2008).

Results and Discussion

The response of winter wheat to high temperatures is in-
fluenced to a decisive extent not only by the intensity and
duration of the heat stress but also by the developmental
stage of the plants. High temperature during the most sen-
sitive phenophases (first node appearance, early embryo
development and grain filling) had very different effects on
the wheat yields (Table 2).

The biomass of the varieties decreased in response to stress
in all three phenophases. Biomass of ‘Mv Magma’ decreased
to a greater extent than that of ‘Plainsman V’ when heat stress
was applied in the shooting stage. The greatest reduction
of harvest index (HI) was observed for both varieties when
stress occurred in the early stage of embryo development.
Heat stress during grain filling had little effect on HI of ‘Mv
Magma’; HI was affected to the greatest extent by heat stress
at first node appearance. Contrary, in ‘Plainsman V’ heat
stress had the least effect in this stage.

The smallest change in the number of grains was recorded
when heat stress was applied 12 days after heading; the gre-
atest change after heat stress at early embryo development
(Table 2). ‘Mv Magma’ was most sensitive, i.e. greatest
reduction in grain number, at shooting, ‘Plainsman V’ du-
ring early embryo development. Heat stress at grain-filling
had neither an effect on grain number nor on the number
of kernels per spikelet of the main spike, as the final grain

number had already been determined by this stage. In “Mv
Magma’ heat stress during early embryo development caused
no reduction in the number of kernels per spikelet. For both
varieties the greatest reduction was caused by heat stress at
first node appearance.

The smallest decrease in 1000 kernel weight (TKW) was
recorded at the shooting stage, the largest in response to heat
stress during grain filling. TKW of ‘Plainsman V’ decreased
to a lesser extent than that of ‘Mv Magma’ when stressed
both at shooting and at early embryo development. The
greatest loss of grain yield was observed after heat stress
during early embryo development. The smallest loss was
observed for ‘Mv Magma’ when the treatment was applied
during grain filling and by ‘Plainsman V’ after heat stress at
first node appearance (Table 2). KAUR and BEHL (2010)
reported that heat-sensitive and -tolerant genotypes are more
sensitive in the booting stage than after flowering (based on
grain yield and grain weight per spike) when exposed to tem-
peratures of 31-34°C. While STONE and NICOLAS (1995b)
found no reduction in grain weight when heat stress was
applied more than 8 days after flowering, MOHAMMADI
et al. (2004) detected reductions in grain and spike weight
in response to heat stress applied even 10 days after hea-
ding. These results differ from the present findings in that
considerable reductions in grain weight were observed for
‘Plainsman V’ after heat stress at both 6 and 12 days after
heading. MOHAMMADI et al. (2004) also found no change
in grain number, which was confirmed in the present work.

All in all it can be stated that ‘Plainsman V’ was more tole-
rant to heat stress in the shooting stage, while ‘Mv Magma’
was more tolerant during grain filling. Heat stress during
early embryo development had a strongly negative effect
on both varieties.

Table 2: Changes in yield parameters in response to heat stress at shooting, early embryo development and grain filling

Parameters' BIOM HI GRAIN TKW YLD KEPS
Treatment C? H C H C H C H C H C H
SH? Pla* 7.4 6.7 36.1 34.6 102.4 95.4 26.7 24.4 2.8 2.3 2.3 1.64*

Mag 7.2 4.8% 40.7 28.2% 113.8 60.2* 26.7 22.9% 2.9 1.4* 22 0.92%*
EG Pla 6.3 4.6* 532 43.8% 123.2 78.0% 27.4 26.2 34 2.1% 32 2.33%

Mag 10.5 7.6% 52.5 38.7* 146.7 107.5%  37.7 28.9% 5.5 2.9% 2.0 1.79
GF Pla 5.7 4.5% 44.8 34.4%* 111.1 85.8 23.9 18.9* 2.6 1.5% 2.7 2.69

Mag 6.6 4.9% 42.1 45.0 92.1 93.5 30.2 23.6* 2.8 22 24 2.34
LSD 1.1 5.0 29.2 38 0.6 0.4

5%

! BIOM, biomass; HI, harvest index; GRAIN, number of grains; TKW, 1000 kernel weight; YLD, grain yield; KEPS, number of kernels per spikelet

of the main spike

C, control; H, heat stress
abbreviations see Table 1

Pla, Plainsman V; Mag, Mv Magma
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Roggenschwarzrost, Puccinia graminis
f. sp. secalis, mit resistenten Sorten kontrollieren
Controlling stem rust in rye, Puccinia graminis
f. sp. secalis, with resistant cultivars

Kerstin Flath", Bettina Klocke'', Anne Kristin Schmitt',
Brigitta Schmiedchen?, Peer Wilde?, Hartmut Spief3* und Thomas Miedaner*

Abstract

Stem rust in rye (Puccinia graminis f. sp. secalis) is
favored by hot spring and pre-summer temperatures and
a lack of resistant cultivars in Germany. Our study aimed
in analyzing the virulence situation of the pathogen and
resistance situation of the host. Forty-one single-pustule
isolates were tested with a preliminary differential set of
11 inbred lines selected out of a greater set of 48 lines. In
addition, six lines reacted fully resistant in a detached-
leaf test in seedling stage. Isolates showed a mean
complexity of five virulences and were classified into 32
pathotypes. Only seven pathotypes could be found more
than once. A Simpson index of 0.99 reveals a high level
of diversity of German stem rust populations. In 2012, 30
rye populations were cultivated under organic conditions
at five field sites, and further 40 populations at three sites,
to determine the level of adult-plant resistance. The most
commonly grown cultivars were highly susceptible to
stem rust under artificial infection with disease severities
of about 50%. Twelve foreign rye populations contained
16-62% fully resistant plants. These data are a promising
starting point for developing more resistant rye cultivars.

Keywords

Adult-plant resistance, detached-leaf test, resistance
breeding, rye populations, virulence analysis

Einleitung

Der Erreger des Schwarzrostes bei Roggen (Puccinia gra-
minis f.sp. secalis) tritt in den kontinentaleren Gebieten
Deutschlands bereits heute regelméBig auf. Er wird mit den
Folgen des Klimawandels als wiarmeliebendes Pathogen in
den nichsten Jahren voraussichtlich noch erheblich hohere
Schiaden bewirken, wie es in den kontinentalen Gebieten
in Polen und Russland heute schon geschieht. Da er mit
pflanzenbaulichen Mafinahmen kaum und mit Fungiziden
nur schwer zu bekdmpfen ist, stellt Schwarzrost bei Rog-

gen fiir den 6kologischen und konventionellen Anbau ein
erhebliches Problem dar.

Roggen ist Fremdbefruchter und die vorliegenden Popu-
lationssorten sind deshalb hochgradig heterozygot und
heterogen. Resistenzquellen zeichnen sich dadurch aus, dass
sie unterschiedliche Anteile resistenter Einzelpflanzen ent-
halten. Im Rahmen eines dreijdhrigen Forschungsprojektes
sollen (1) Resistenzquellen aus genetischen Ressourcen und
adaptiertem Material gefunden, (2) ein Differentialsortiment
auf der Basis von Inzuchtlinien entwickelt, (3) die Virulenz-
situation des Schwarzrostes in Mitteleuropa untersucht und
schlieBlich (4) Ausgangsmaterial fiir die Neuziichtung von
resistenten Roggenpopulationen bereitgestellt werden. Dazu
werden Blattsegmenttests und mehrjihrige Feldprifungen
mit kiinstlichen Schwarzrostinokulationen an fiinf dkolo-
gisch bewirtschafteten Standorten durchgefiihrt.

Material und Methoden

Analyse der Roggenschwarzrostpopulation

Die Analyse der deutschen Roggenschwarzrostpopulation
erfolgte mit Hilfe eines Differentialsortimentes aus derzeit
11 Inzuchtlinien, die aus einem 50 Linien umfassenden Sor-
timent der KWS Lochow GmbH nach ihrer differentiellen
Schwarzrostreaktion ausgewahlt wurden. Dazu wurde der
Blattsegmenttest an den Erreger angepasst (KLOCKE et
al. 2013). Die Infektionstypen 0 bis 2 zeigen inkompatible
(avirulent/resistent), die Infektionstypen 3 bis 5 kompatible
(virulent/anfillig) Reaktionen (verdandert nach STAKMAN
et al. 1962).

Adultpflanzen Resistenz

Zur Ermittlung der Adultpflanzen-Resistenz wurden 63
Populationen an 3 Orten (Kleinhohenheim bei Stuttgart;
Berlin-Dahlem und Dahnsdorf, Landkreis Potsdam) bzw. 23
Populationen davon an weiteren 2 Orten (Dottenfelderhof,
Bad Vilbel; Petkus bei Baruth) sowie sieben Populationssor-

' Julius-Kiihn-Institut (JKI), Institut fiir Pflanzenschutz in Ackerbau und Griinland, Stahnsdorfer Damm 81, D-14532 KLEINMACHNOW; 1 derzeit

Institut fiir Strategien und Folgenabschétzung

2 KWS Lochow GmbH, Ferdinand-von-Lochow-Strafie 5, D-29303 BERGEN
3 Forschung & Ziichtung Dottenfelderhof, LBS Dottenfelderhof e.V., D-61118 BAD VILBEL
4 Universitit Hohenheim, Landessaatzuchtanstalt, FruwirthstraBe 21, D-70599 STUTTGART

* Ansprechpartnerin: Kerstin FLATH, kerstin.flath@jki-bund.de
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Abbildung 1: Virulenzfrequenz (links) und Virulenzkomplexitit (rechts) von 41 Schwarzrostisolaten auf 11 Differentiallinien

Figure 1: Virulence frequency (left) and virulence complexity (right) of 41 stem rust isolates tested with 11 differential lines

ten mit besonderer Eignung fiir den Oko-Landbau (‘Recrut’,
‘Conduct’, ‘Amilo’, Firmament®, Lichtkornroggen®, Rolipa,
Lautenbacher) an allen fiinf Orten im Oktober 2011 unter
okologischen Bedingungen in dreifacher Wiederholung
in Gitteranlagen angebaut. Die kiinstliche Inokulation der
Priifglieder im Freiland erfolgte im Entwicklungsstadium
BBCH 59-65. Mit Hilfe eines Mikrosprayers wurde eine
Ol- bzw. Agar-Sporensuspension auf die zu priifenden Par-
zellen verteilt. Fiir 100 m? Priiffliche wurden 120 mg Sporen
verwendet (FLATH 2000a,b, FLATH und BARTELS 2000).
Der prozentuale Anteil befallener Stangelfliche wurde mit
Hilfe eines Boniturschemas am Ende der Epidemie an 30
Einzelpflanzen je Priifglied erfasst und daraus der Mittelwert
errechnet.

Ergebnisse

Virulenzsituation und Diversitat
der Roggenschwarzrostpopulation

In den Jahren 2011 und 2012 wurden bisher insgesamt 42
schwarzrostbefallene Blattproben aus den wichtigsten An-
bauregionen des Roggens von 6kologisch und konventionell
wirtschaftenden Betrieben untersucht. Wir beabsichtigen
von jeder Probe 5 Einpustelisolate (EPI) herzustellen, um
eine repriasentative Aussage liber die Variation innerhalb und
zwischen den Standorten zu ermdglichen.

Mit Hilfe von 41 EPI konnten aus einer Stichprobe von 48
Linien elf Inzuchtlinien gefunden werden, die eine Diffe-
renzierung des Befalls zeigten (Abbildung 1), sechs weitere

Tabelle 1: Mittlere Befallsstirke (%) und statistische Kennwer-
te von Roggenpopulationen an den Standorten Kleinhohen-
heim (KHOH), Berlin-Dahlem (DAHL), Dahnsdorf (DAHN),
Dottenfelderhof (FZD) und Petkus (PET)

Table 1: Mean disease severity (%) and statistical parameters
of rye populations tested at the locations Kleinhohenheim
(KHOH), Berlin-Dahlem (DAHL), Dahnsdorf (DAHN), Dot-
tenfelderhof (FZD) und Petkus (PET)

Parameter KHOH DAHL DAHN FZD PET
Anzahl Populationen 70 70 70 30 30
Datum der Bonitur 17.Juni 19.Juni 3. Juli 12.Juli 6. Juli
Mittlere Befallsstarke (%) 58,0 44,5 45,0 42,0 19,5
Wiederholbarkeit (%) 83,1 75,7 72,2 90,7 41,4

Linien reagierten vollstidndig resistent, 31 Linien erwiesen
sich als hoch anfillig. Die beiden letzteren Fraktionen tra-
gen nicht zur Differenzierung der EPI bei, die vollstindig
resistenten Linien werden aber mit weiteren EPI gepriift.
Mit diesem vorldufigen Differentialsortiment konnten die
41 EPI bisher 32 Pathotypen zugeordnet werden, von denen
nur sieben Pathotypen héufiger als einmal vorkamen. Die
Komplexitit der Isolate schwankte zwischen ein und neun
Virulenzen, die Mehrzahl wies eine Komplexitit von fiinf
auf. Mit einem Simpson-Index von 0,99 zeigte sich schon
jetzt eine hohe Diversitit der deutschen Schwarzrostpopu-
lation.

Feldversuche
Die Inokulation der Feldversuche mit Schwarzrostspo-

ren war an allen finf Standorten erfolgreich (Tabelle 1).
Kleinhohenheim zeigte im Mittel die hdchste Befallsstirke,

30 +
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15 -
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10 20 30 40 50 60 70 80 90
Prozent Stangelbefall (0-100%)

Abbildung 2: Hiufigkeitsverteilung des mittleren Schwarzrost-
befalls der 70 Populationen, die iiber drei Orte mit kiinstlicher
Infektion gepriift wurden

Figure 2: Frequency distribution of mean stem rust rating of
70 populations tested across three inoculated locations
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Tabelle 2: Prozentualer Anteil befallener Pflanzen von fiinf Populationen und der anfilligen Standardsorte Recrut (30 Pflanzen
in drei Wiederholungen an drei Orten; gruppiert in 10 Befallsklassen (0-100%); hervorgehoben ist der Median)

Table 2: Percentage of plants of five populations and the susceptible standard cultivar Recrut (30 plants in three replications at

three locations; grouped into 10 classes; the median is highlighted)

Befallene Stiangelflache (0-100%)

Population 0 <9 <19 <29 <39 <49 <59 <69 <79 >80
Hy75/81 62 25 10 3 0 0 0 0 0 0
Hy9a/86 43 17 12 13 6 3 3 3 1 0
Talowskaja 29 29 23 13 11 6 7 4 6 2 0
Wrens Abruzzi 27 22 13 9 13 7 4 3 3 0
Wheeler 16 33 15 10 8 9 3 3 3 0
Recrut 0 0 0 0 1 13 23 48 14 0

gefolgt von Berlin-Dahlem, Dahnsdorf und dem Dotten-
felderhof, wihrend in Petkus die geringste Befallsstiarke
erfasst wurde. Hier konnte sich der Befall aufgrund einer
Vorsommertrockenheit nicht weiterentwickeln, was auch
zu einer geringeren Wiederholbarkeit fiihrte.

Von den dreiortig gepriiften 70 Populationen erwies sich
die Mehrzahl als anfillig bis stark anfillig (Abbildung 2).
Zwei russische Populationen waren nur sehr wenig befallen
(<20%), sieben weitere Populationen zeigten geringen Be-
fall. Die Heritabilitdt des Versuchs war mit 0,87 sehr hoch.

Fremdbefruchterpopulationen sind naturgemaf heterogen.
Deshalb wurde der Schwarzrostbefall einzelhalmweise er-
fasst mit der anfélligen Population ‘Recrut’ als Standard (Ta-
belle 2). Dabei hatten die russischen Populationen Hy75/81,
Hy9a/86 und ‘Talowskaja 29’ sowie die US-Population
‘Wrens Abruzzi’ den hochsten Anteil vollstdndig nicht-
befallener Einzelpflanzen. Die US-Population ‘Wheeler’
sowie einige weitere russische Populationen erwiesen sich
als méBig resistent.

Diskussion und Schlussfolgerung

Die Virulenzanalysen zeigten, dass sechs der gepriiften
Linien nach Inokulation mit bislang 41 EPI vollstindig
resistent gegeniiber dem Schwarzrost reagierten. Diese
Linien sollen zusitzlich im Feld auf Adultpflanzenresistenz
gepriift werden und kdnnten zukiinftig zur Erzeugung neuer,
widerstandsfahiger Roggensorten genutzt werden. Zehn
weitere Linien erwiesen als geeignet, die EPI in Pathotypen
einzuteilen.

Waihrend die sieben Populationssorten mit besonderer
Eignung fiir den Okolandbau an allen Standorten homogen
anfillig reagierten, konnten bei einigen Populationen aus
Osteuropa und den USA bis zu 62% resistente Einzel-
pflanzen gefunden werden. Zur Erfassung dieser erwar-
tungsgemél heterogenen Reaktion erwies sich die Bonitur
von 30 Einzelpflanzen pro Parzelle als erfolgreich. Um die
mehrortig selektierten Populationen mit einem hohen Anteil
resistenter Einzelpflanzen ziichterisch nutzen zu kdnnen,

sollen mit Hilfe umfangreicher Blattsegmenttests resisten-
te Einzelpflanzen ausgelesen und fiir Kreuzungszwecke
verwendet werden.

Bereits die einjahrigen Ergebnisse zeigen, dass trotz des
hohen Infektionsdruckes durch die kiinstliche Inokulation
an fiinf Okostandorten potentielle Resistenzquellen se-
lektiert wurden, die zur Ziichtung schwarzrostresistenter
Sorten genutzt werden kdnnen. Im Jahr 2013 werden diese
Quellen im Blattsegmenttest auf ihre Rassenspezialitét
gepriift, weitere potentielle Resistenzquellen im Freiland
aufdie beschriebene Weise inoculiert und die Populationen
mit resistenten Einzelpflanzen nochmals im Feld gepriift.
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Selection for drought resistance of wheat using electrical
capacity measurements as indicators for root system size

Anna Hermanska'", Ladislav Blaha? and Irena Bizova?

Abstract

Root system size (RSS) of wheat is a selection criterion
for drought tolerance. Wheat with a better root system
can better exploit soil water resources and realize higher
yields. Varieties with a good water management can be
donors for the creation of new breeding material more
resistant to drought. Results from root system size
measurements at Czech locations from 2009-2012 are
presented.

Keywords
Climate change, Triticum aestivum

Introduction

Globally drought is a main limiting factor for crop produc-
tion. Global warming already affected the climate in Czech
Republic in recent years: drought periods became more
frequent and rainfalls were short and heavy resulting in a
less sufficient use of water by crops. Contrary, the average
air temperature increased and groundwater levels declined.
The growing season 2012 was one of the driest in the last
60 years. Some fields were affected that much by drought
that the crops were ploughed.

Root system size (RSS) of wheat could be a selection crite-
rion for drought tolerance. During dry periods most plants
expand with their roots to deeper soil regions. Plants are
able to change their morphology during dry periods, e.g.
the aboveground mass is reduced whereas the mass of roots
is increased. Varieties react to drought in different ways,
some of them expand into deeper soil horizons while others
increase the volume of roots. Wheat varieties with a more
effective water management are able to realize higher yields
in drought prone environments (MANSCHADI et al. 2006).
Varieties with good water management could be donors for
the creation of new breeding lines and varieties with impro-
ved drought tolerance. An easy method for measuring root
system size is electrical capacity of roots. The premise is a
variety with a larger root system size would have a higher
electrical capacity.

Material and methods

37 spring wheat (Triticum aestivum L.) genotypes were
sown at two sites at a distance of 500 m at Uhretice (Czech
Republic) in 2009. Every variety was sown by hand in 1 m

! Selgen Ltd., Uhretice Plant Breeding Station, CZ-538 32 UHRETICE
2 RCI, Drnovska 507, CZ-161 06 PRAHA 6 - RUZYNE

3 Selton, Research Centrum, Stupice 24, CZ-250 84 SIBRINA

* Corresponding author: Anna HERMANSKA, hermanska@selgen.cz

rows (10x15 cm distances within and between rows). Per
row ten grains were sown. Each variety was sown in four
replications. During the vegetation period the electrical
capacity of RSS, the main characteristics and diseases were
evaluated for each row. Based on these results and on addi-
tional hydroponics experiments (Figure 1) seven varieties
with different RSS, i.e. ‘Amaretto’ (DE), ‘Barbaro-B’ (CL),
‘Bhouth 4’ (SY), ‘Frontana’ (BR), ‘Granny’, ‘Septima’ and
‘Zuzana’ (all CZ), were selected for further tests.

These seven varieties and 20 breeding lines of their crossing
progenies were sown at three sites (Chlumec nad Cidlinou,
Hustopece, Uhretice) from 2010 to 2012. Each variety
and line had 40 plants. The electrical capacity of RSS was
measured on 24 plants. The first measuring was carried out
during stem extension (DC 34-43), the second during hea-

Figure 1: Root system size of various spring wheat varieties in
hydroponics experiments (1, Zuzana; 2, Amaretto; 3, Septima;
4, Granny; 5, Frontana; 6, Barbaro-B; 7, Bhouth 4)
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by passing AC in the electrical
circuit between RSS and soil
(CHLOUPEK 1977).

Results

Differences in RSS among va-
rieties were observed at all test
sites (Figure 2). ‘Barbaro-B’
and ‘Amaretto’ had the biggest

Figure 2: Mean electrical capacity of spring wheat RSS measured during stem extension and
heading at three Czech locations in 2010-2012 (AM, Amaretto; BA, Barbaro-B; BH, Bhouth 4;

FR, Frontana; GR, Granny; SE, Septima; ZU, Zuzana)

RSS during all measurements,
except at Chlumec in 2011
(Figure 3). These two varieties
had the largest RSS values du-

ring all measurements except
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for the heading stage in 2010
(Table 1), where ‘Septima’ ex-

hibited the highest value (1,08
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‘Amaretto’ were identified
as donors of a bigger RSS.
Further experiments on RSS
will be carried out on F2 and
F3 plants of crosses between
these two varieties. The elec-
trical capacity can be affected
by weather conditions during
the vegetation period and by

SEPTIMIA ZUZANA

Figure 3: Mean electrical capacity of spring wheat RSS measured during stem extension and

heading at Chlumec nad Cidlinou in 2011

Table 1: Mean electrical capacity of spring wheat RSS measured
during stem extension and heading at Uhretice in 2010

Electrical capacity (nF)

Variety Stem extension Heading Mean
Amaretto 4.57 1.00 2.79
Barbaro-B 4.41 0.92 2.66
Bhouth 4 3.04 0.70 1.87
Frontana 3.19 0.52 1.86
Granny 3.87 0.93 2.40
Septima 3.98 1.08 2.53
Zuzana 435 0.83 2.59

ding and flowering (DC 59-69). Plants affected by viruses
and border plants were not measured.

The principle of measuring RSS is based on the fact that
the living part of the roots shows electrical activity on their
membranes. The electrical interface between the internal and
external environment is measured by a LCR Meter ELC-
133 A with a frequency of 1 kHz; the unit of measurement is
nF. During the measurements one electrode is placed in the
soil near the plant while the second electrode is connected to

soil properties of the test site.
Some varieties did not respond
to these influences and showed
the same values of RSS across years and sites. The most
stable variety in this respect was ‘Frontana’.

There are many methods for the evaluation of RSS. We
used a quick method which can be easily applied during
the vegetation period for screening in the field. These and
other results demonstrate that via electrical capacity it is
possible to select genotypes with larger RSS (STREDA
et al. 2009). Hence, this method can be used as secondary
selection criterion in the breeding of drought tolerant vari-
eties. Varieties with larger RSS should be more tolerant to
drought and, therefore, more stable with respect to yield in
years with limited rainfall.
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Effect of different soil moisture and meteorological conditions
on the water regime of maize (Zea mays L.)

Jana Klimesova'", Tomas Streda' and Karel Drapal’

Abstract

Changes in the water regime of plants in response to dif-
ferent irrigation management were studied in a pot expe-
riment. Stress was induced by drought and its impact was
observed on the behaviour of maize. Highly significant
correlation coefficients were observed between sap flow
and global radiation and air temperatures, respectively.
Sap flow was statistically different between irrigation
regimes. Effects of global radiation, vapour pressure
deficit and water deficit on sap flow were determined.
Compared to field conditions soil moisture has a grea-
ter effect on sap flow in pot trials (water availability is
limited by pot size).

Keywords

Air temperature, biomass, global radiation, sap flow, soil
moisture, transpiration

Introduction

Soil water availability, global radiation and vapour pressure
deficit are among the main determinants of plant transpirati-
on capacity (ZEPPEL et al. 2008, DU etal. 2011, SHE et al.
2013). Daily or long term characteristics of these indicators
affect plant sap flow (NAITHANI et al. 2012). If abiotic
stress caused by unavailable soil water occurs - drought
stress - it is possible to presume a significant effect of soil
moisture on the process of transpiration. Drought stress
has been a current issue in many agricultural areas due to
uneven rainfall and unusually high temperatures during the
growing season. Response to stress depends on its intensity
and length of exposure according to the plant genotype.
Based on monitoring the sap flow and meteorological values
it is possible to characterise water management in plants,
detect stress and rate its intensity.

Methods for the detection of sap flow are available that apply
heat transmission by water contained in the xylem. These
methods include the ‘heat pulse method” which monitors
gradual flow velocity based on a heat pulse motion in a
shortly heated part of the trunk/stem. This method was pu-
blished by Huber in as early as 1932 (SANTRUCEK 1998).
The ‘thermal dissipation method’ is related to the correlation
between the temperature of a heated sensor and flow density
(GRANIER 1985). The ‘stem heat balance method’ (SHB)
(KUCERA et al. 1977, ISHIDA et al. 1991, LINDROTH
et al. 1995) and the ‘trunk sector heat balance method’
(SMITH and ALLEN 1996) employ direct electrical hea-

ting of tissue and inner heat monitoring to measuring. The
outcomes completed with meteorological and physiological
characteristics can be used to assess individual subjects as
well as forest stands and field crops canopies.

The aim of this work was (i) to identify differences in
transpiration of maize plants exposed to various conditions
of water supply, and (ii) to characterize the dependence of
transpiration on environmental factors (air temperature,
global solar radiation, soil moisture) and plant traits.

Material and Methods

A pot trial was established under natural conditions with
limited rainfall. Based on physical soil analysis four variants
of irrigation were run from BBCH 40 (full water holding
capacity: 39%; wilting point: 21%): (A) control: 75%
available water holding capacity (AWHC); (B) mild stress:
50% AWHC; (C) medium stress: 25%; and (D): significant
stress: 15% AWHC (23% soil moisture). In each pot (269
dm3) 6 maize plants were sown (breeding line 2087, pro-
vided by CEZEA Cej¢). Phenological data were monitored
continuously and in a later phase of the trial also changes
of conformation as a result of stress.

Transpiration was monitored by means of a continuous
measuring of sap flow. The EMS 62 system (EMS, Brno)
uses the SHB method (KUCERA et al. 1977) (Figure 1).
The SHB is a non-destructive sensitive method based on
physical characteristics of water. Sap flow (Q, kg-h'") was
measured on two plants per pot from heading (BBCH
50) to full maturity (BBCH 89). Moreover the following
meteorological variables were monitored: (i) relative air
humidity (%) and air temperature (°C) in 10 min intervals
by HOBO RH Temp sensors (Onset Computer Co.), (ii)
volumetric soil moisture (%) by automatic electromagnetic
sensors VIRRIB (AMET, Velké Bilovice) 15 min intervals,
(iii) soil temperature (°C) by resistor sensors Pt100 in 15
min intervals, (iv) global solar radiation (W-m?) measured
by LI-COR sensors (LI-COR) in 15 min intervals, and (v)
soil water potential (-bar) detected in 15 min intervals by
a gypsum block connected to a MicroLog SP datalogger
(EMS, Brno).

The measuring period was divided into three periods ac-
cording to changes in transpiration and plant phenology (1:
27 July to 6 August; 2: 7 to 24 August; 3: 25 August to 14
September). Dependency of transpiration on natural factors
(global radiation, air temperature) was assessed for each
period separately so that variability of monitored features
was closely recorded.
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Data were processed by MINI32
software (EMS, Brno) and statisti-
cally analysed, i.e. correlation ana-
lysis, analysis of variance inclu-
ding mean comparison by Tukey’s
HSD test, using STATISTICA 10
(StatSoft Inc., Tulsa, OK).

Results

Table 1 shows the strongest relati-
onship between transpiration and
air temperature and/or radiation
for all irrigation treatments in pe-
riod 1. During the growing season
this dependency decreases most
in the stressed variants. In period
3 an increase of dependency on
radiation and temperature is evi-
dent in the variants of more water
supply. A significant positive re-
lation between radiation and sap
flow was also observed in cassava
(OGUNTUDE 2005), maize (LI
et al. 2011) and soybean (GERDES et al. 1994). In trees
of Populus hopeiensis, P. simonii and Armeniaca ansu the
strongest relation was detected between sap flow and pho-
tosynthetically active radiation, at the same time a relation
between sap flow and air temperature and air humidity was
proved (ZHOU et al. 2008).

Dependency of sap flow on meteorological parameters
decreases with increasing water stress. Non-significant
correlation for variant D in period 3 are caused by a finished
growing season.

Soil moisture varied only minimally in individual variants.
Correlation coefficients were determined for average diurnal
values of sap flow and soil moisture from the total growing
season. A statistically highly significant dependence was
discovered in variants C (r=0. 395**) and D (r=0.528*%*).

The effect of air temperature and humidity on transpiration
was also demonstrated for sagebrush (Artemisia tridentata
var. vaseyana) in US semi-desert conditions (NAITHANI et
al. 2012). However, these plants only showed weak depen-
dence of transpiration on radiation values. This discrepancy
with our results may be explained by different conditions
in semi-desert environments where plants are not limited
by lack of solar radiation. A greater share of radiation, tem-
perature and air humidity on transpiration values in maize
was shown by IRMAK and MUTIIBWA (2010). Only a
lesser part of variability was explained by soil moisture. A
close correlation of radiation and vapour pressure deficit

Effect of different soil moisture and meteorological conditions on the water regime of maize (Zea mays L.)

Figure 1: Sap flow measurements of maize by EMS 62 sensors

versus soil moisture and type of plant was proved by sap
flow measurement in Quercus liaotungensis and Robinia
pseudoacacia (DU et al. 2011). A significant dependence
of sap flow on soil moisture in a Caragana korshinskii was
observed by SHE et al. (2013).

Plant sap flow capacity reached as much as 45 g of water
per hour during the day. Similar maize sap flow values were
observed in a pot trial by GAVLOSKI et al. (1991) and in
a field trial by BETHENOD et al. (2000). KIELGAARD et
al. (1997) determined an average maize transpiration value
between 41 and 44 g-h.

Significant differences among irrigation treatments were
observed for diurnal sap flow (Table 2). In period 1, i.e. flo-
wering stage, a significant difference was identified among
variants A and C, D. In period 2 plant transpiration in the
control variant was significantly different from the stressed
variants. In period 3 a significant difference was observed
between variant D and the other irrigation treatments. Even
though transpiration is much dependent on the weather, a
different moisture schedule caused significant differences of
transpiration in individual variants. Significant differences of
sap flow in grapevine of irrigated and water stressed variants
were identified by ESCALONA et al. (2002). GAVLOSKI et
al. (1991) observed increasing differences of sap flow between
control and drought treatments of increasing water stress.

In period 1 similar sap flow was observed for variants A and
B plants which decreased with time as suboptimal conditions

Table 1: Corrleation of sap flow to temperature (TEMP) and global radiation (RAD) with respect to the different irrigation

treatments (**, P<0.01; * P<0.05)

Period 1 Period 2 Period 3
Trrigation TEMP RAD TEMP RAD TEMP RAD
A 0.934%* 0.881%** 0.627%* 0.670%* 0.665%* 0.640%*
B 0.862%* 0.873%* 0.537* 0.500%* 0.674%* 0.722%*
C 0.902%* 0.699* 0.516%* 0.604%** 0.681%* 0.773%*
D 0.698* 0.439 0.030 0.563* 0.022 0.101
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Table 2: Average diurnal values of sap flow (kg-h*) per plant
(Statistically different means according to Tukey’s HSD test are
indicated by different letters)

Irrigation Period 1 Period 2 Period 3
A 0.01861 a 0.01044 a 0.00319 a
B 0.01290 ab 0.00668 b 0.00287 a
C 0.00701 b 0.00510 b 0.00341 a
D 0.00698 b 0.00404 b 0.00003 b

continued. In period 3 plants in variant D terminated growth
due to persistent water deficit stress. DU et al. (2011) also
indicated an effect of plant type and phenology on sap flow
capacity. PIVEC et al. (2009) confirmed an effect of maturity
and senescence on sap flow of winter rapeseed.

Sap flow measurements by SHB method has detected dif-
ferences in water management in plants. Plant transpiration
in period 2 affected significantly plant height (r=0.973**).
A significant effect of transpiration on maize plants height
in dependence of soil moisture was also confirmed by
GAVLOSKI et al. (1991). Differences in aboveground dry
matter biomass were not significant. Leaf area index (LAI)
reached similar values in all variants, ranging from 2.6 to
3.3. Generative organs were affected by water deficit more
severely.

In period 3 dry matter accumulation was mostly impacted
by transpiration. Correlation between sap flow and whole
plant dry matter weight was r=0.997**. Sap flow capacity
also affected the weight of cobs (r=0.987**). Most plants in
variant D produced small or no cobs; a statistically signifi-
cant difference was found between variant D and the other
irrigation treatments. The influence of irrigation treatments
on selected plant traits are shown in Figure 2.

Although plants in the control variant A (75% AWHC) were
not subjected to moisture stress, they produced less then
2% higher dry matter yield compared to variant B (50%
AWHC). Compared to variant C (25% AWHC) the yield
was even 3% lower. Plants in variant D (15% AWHC)
produced 20% lower yield. Water stress did not affect bio-
mass production as much as was presumed according to the
decrease of sap flow.

The gained results enable us to identify meteorological para-
meters which affect transpiration directly and thus simulate

the transpiration procedure in a given variety of maize. A
function expressing the relation between global radiation,
air temperature and sap flow was calculated for individual
phenological stages. The function was derived for sap flow
in non-stressed conditions.

Sap flow as per average diurnal radiation level (y) and
average diurnal air temperature (x) for period 1 is described
by the equation

z = (a+b-x+cy)/(1+d-x+fy)

where a=-1.07-103,b=8.24-10%,¢=1.92-103,d=-2.79-102
and f=5.14-10"° (R?=0.977) (Figure 3A).

Sap flow as per average diurnal radiation level (y) and
average diurnal air temperature (X) for period 2 is described
by the equation

z = (a+b:In(x)tc-In(y))/(1+d-x+f.y)

where a=-4.03-107,b=-9.21-10*,¢=1.65-103, d=-2.40-10?
and f=-6.06-10* (R2=0.919) (Figure 3B).

Sap flow as per average diurnal radiation level (y) and
average diurnal air temperature (X) for period 3 is described
by the equation

z=a 100y

where a=8.29-10"!, b=-1.82-10% and c= 1.08-102 (R=0.823)
(Figure 3C).

Conclusions

Measurements of sap flow is one way to quantify utilizati-
on/flow of water in plants in depending on environmental
factors. The ‘stem heat balance’ method was selected as
an exact and sensitive method for sap flow detection in
maize. The aim was to study the effect of selected agro-
meteorological variables on sap flow. At the same time the
effect of water deficiency stress on sap flow was observed.
Highly significant correlations were found between sap
flow and global radiation and air temperature, respectively.
Significant differences in sap flow were observed between
irrigation regimes. Sap flow was shown to be affected by
global radiation, vapour pressure deficit and water deficit.
Compared to field conditions soil moisture had a greater
effect on sap flow in pot trials (water availability is limited
by pot size). Sap flow impacted significantly dry matter
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CORNET EFFICIENT WHEAT - Improving nitrogen efficiency
in European winter wheat under drought stress

Maren Livaja', Manuela Diethelm?, Adelheid Castell' and Lorenz Hartl?

Abstract

EFFICIENT WHEAT is a collective research project
of the Austrian Agency for Health and Food Safety
(AGES), the Technical University of Munich, Chair
of Plant Breeding (TUM), and the Bavarian State Re-
search Center for Agriculture (LfL). The major aims of
the project are the identification of cultivars with high
yield and quality potential carrying valuable alleles for
enhanced NUE which become effective under drought
stress, establishing of screening techniques for nitrogen
associated traits, and the development of molecular
markers. A core set of 30 winter wheat genotypes bred
in Austria, France, Germany, Hungary and the UK re-
presents the elite breeding material of different European
climates. These genotypes are tested over two seasons
(2011-2013) in field trials at (climatic) different locations
in Germany, Austria and Hungary. In addition to the field
trials, greenhouse experiments are conducted to grow
the plants under controlled conditions. First results of
the project are presented.

Keywords

Drought tolerance, nitrogen use efficiency, Triticum
aestivum, yield stability

Introduction

The development of cultivars with high nitrogen use effici-
ency (NUE), high yield stability and high baking quality
even under unfavorable weather conditions is one challenge
regarding the increasing risk of weather extremes like heat
and persistent drought in wide regions of central and eas-
tern Europe. EFFICIENT WHEAT is a collective research
project of the Austrian Agency for Health and Food Safety
(AGES), the Technical University of Munich, Chair of Plant
Breeding (TUM), and the Bavarian State Research Center
for Agriculture (LfL) which aims to accelerate wheat bree-
ding by improving the existing breeding material in regard
to drought tolerance and NUE without influencing yield and
quality. In detail, we focus on the identification of cultivars
with high yield and quality potential carrying valuable
alleles for enhanced NUE which become effective under
drought stress, establishing of screening techniques for
nitrogen associated traits, and the development of markers
for marker-assisted selection (MAS). Three different work
packages are conducted: (1) phenotypic characterization

of 30 European elite winter wheat varieties as well as of
a DH population derived from a cross of two contrasting
varieties; (2) indirect/and direct analysis of baking quality,
and (3) genotyping and marker-trait associations. The core
set of 30 winter wheat genotypes bred in Austria, France,
Germany, Hungary and the UK represents the elite breeding
material of different European climates. Over two seasons
(2011/2012 and 2012/2013) these genotypes are cultivated
in field trials at (climatic) different locations in Germany,
Austria and Hungary. In addition to the field trials, green-
house experiments are conducted to grow the plants under
controlled conditions.

Material and methods

During the vegetation period the following phenological
data were recorded: heading date, flowering time and date
of grain maturity. The percentage of yellow flag leaf area
was rated every 2 to 3 weeks by visual scoring in order to
estimate the progress in flag leaf senescence (FLS). This
assessment was carried out by the same person for each
experiment. Thousand kernel weight (TKW) was recorded
as well as grain yield. Using the SPAD 502 chlorophyll
meter (Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japan) readings
were repeatedly taken at the lower end of the upper third of
flag leaves throughout the experiments. For each entry, the
average value from 10 flag leaf measures was recorded. The
relative water content (RWC) was determined by sampling
6 flag leaves per entry, weight the fresh weight (W), place
them in water for at least 4 hours and weight them again
after rehydration and removal of surface moisture (TW).
Subsequently the samples were oven dried at 80°C for 24
h and the dry weight (DW) was estimated. Flag leaf relative
water content was calculated as:

RWC (%) = (W-DW)/(TW-DW)x100

Analysis of variance was performed using Plabstat software
(University Hohenheim, Stuttgart, Germany).

Results

Analysis of variance showed significant effects of genotypes
and treatments for all investigated traits at<0.001 (Table 1)
with the exception of plant biomass at harvest. Genotype
by environment (treatment) interaction effects were signi-
ficant for all phenotypic data analyzed so far. Heritability
for phenological data calculated across all environments
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Table 1: Variability, variance components and heritability estimates for selected phenotypic data collected in season 2011/2012

(***, P<0.001; **, P<0.01; *, P<0.05)

HEAD! GMAT YLD TKW FLS SPAD RWC BIOM
Minimum 134.4 188.8 472 38.0 0.0 8.95 58.2 0.78
Maximum 159.0 207.3 117.1 65.7 66.7 61.30 89.2 2.76
Variance components
Genotype (G) 20.08%*** 9.83%#* 12.89%** 29.45%** 16.18%** 8.63%H* 4.09%** 1.55%
Environment (E) 205.28%** 23,85%#* 11.73%%% 86.19%** 4.15%* 44.40%** 18.52%%%* 3.20%
GxE 4.68%** 6.627%** 3.95%#* 3.48%** 1.62%%%* 6.337%** 1.46%* 1.31%
LSD5% 1.63 2.24 6.50 1.89 6.80 5.36 2.81 0.28
Heritability 0.97 0.90 0.92 0.97 0.94 0.88 0.76 0.36

' HEAD, heading date; GMAT, date of grain maturity; YLD, grain yield; TKW, 1000 kernel weight; FLS, flag leaf senescence; SPAD, relative
chlorophyll content estimated on flag leaves; RWC, relative water content; BIOM, biomass yield at harvest

was between 0.90 and 0.97. Heritability estimates for yield,
TKW, FLS and chlorophyll content across all experiments
were 0.92, 0.97, 0.94 and 0.88, respectively.

As basis for the aimed genetic association mapping, a combi-
nation of morpho-physiological trait evaluation and nitrogen
analyses of wheat straw and grain are performed together
with laboratory investigations of N-related genes. A limited
number of candidate genes associated with N efficiency
have already been identified using expression analysis in the
model species maize (GALLAIS and HIREL 2004) and rice
(TABUCHI et al. 2005). Also in wheat, partial sequences
of genes controlling nitrogen metabolism have been identi-
fied (BOISSON et al. 2005). Using expressed sequence tag
(EST)-based wheat microarrays (LU et al. 2005) showed that
gene expression is significantly influenced by the amount and
form of N-fertilizer. Many of the genes showing differential
expression are known to participate in N metabolism and
storage protein synthesis. Putative candidate genes were
identified encoding enzymes involved in N assimilation and
recycling (LEA and AZEVEDO 2007). These genes were

in NUE and identified from the literature will be screened for
allelic variation within the 30 winter wheat genotypes (Table
2). After identification of single nucleotide polymorphism
(SNP) within these gene sequences, comparative mapping
will be performed using available populations.

Whole-gene Sanger-sequencing of glutamine synthetase
using chromosome 2A specific primer pairs revealed two
alleles of GS within our variety set. The two haplotypes
correspond to GQ169687.1 and GQ169685.1 (NCBI) which
were identified for ‘Chinese Spring’ and ‘Xiaoyan54’ (here
one SNP was detected), respectively (Table 3). In total, 15
SNPs and one Indel of 239 bp length were detected between
the START- and STOP codons. Hybrid wheat ‘Hybred’ wears
both glutamine synthetase alleles. Unfortunately, varieties
‘Format’ and ‘Pamier’, from which our DH population de-
rives, have the same GS allele, at least on chromosome 2A.

Table 3: Alleles of GS on chromosome 2A identified in the
tested varieties

present in chromosomal regions for which co-localizations GS_2Aa GS_2Aa
between agronomic and physiological traits related to N (GQ169687) (GQ169685)
metabolism were identified (HIREL et al. 2001, OBARA Bitop Capo GK Szala
et al. 2001). Further it has been highlighted that glutamine Brilliant Element Hybred
synthetase (GS) activity is correlated to the amount of N GK Hunyad Energo Hyland
remobilisation in kernels and grain protein content using GK Kords Eurofit JB Asano
.- . Hybred Eurojet Komarom

quantitative genetic approaches (BERNARD et al. 2008, Premio Exklusiv Midas
HABASH et al. 2007, KICHEY et al. 2007). Several co-lo- Format Pamier
calizations between QTL related to yield, physiological traits GK Bekes Pegassos
related to NUE and enzyme activities involved in the control GK Bereny Robigus
of N assimilation and recycling were detected for nitrate re- GK Feny SZD9296
ductase (NR) and glutamate dehydrogenase (GDH) in maize GK Kalasz Tacitus
(HIREL et al. 2001), and proteases in barley (YANG et al. gﬁ f{e%ﬂ Tiger
2004). Based on these findings, candidate genes implicated o
Table 2: Screening for allelic variation in candidate genes

Candidate gene Species References

NR (nitrate reductase) Maize HIREL et al. (2001)

NiR (nitrite reductase) Maize GALLALIS and HIREL (2004)

GS (glutamine synthetase) Wheat HABASH et al. (2007)

GDH (glutamate dehydrogenase) Maize GALLALIS and HIREL (2004)

ASN (asparagine synthetase) Maize, Arabidopsis CHEVALIER (1996), LAM (2003)

NTR (nitrate transporter) Wheat ZHAO (2004), YIN (2007)

TIP (tonoplast intrinsic protein) Wheat BERTL and KALDENHOEFF (2007)
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Einfluss von Reifeunterschieden auf das Auswuchsverhalten
und die Fallzahl von Winterweizensorten

Influence of different ripening stages on pre-harvest sprouting
and falling number of winter wheat cultivars

Michael Oberforster'”, Anton Neumayer?, Elisabeth Zechner® und Lorenz Hartl*

Abstract

In order to use wheat for baking purposes, pre-harvest
sprouting (PHS) of maximum 1 to 2% of the kernels is
tolerated and a falling number of at least 220 s is neces-
sary. Regarding winter wheat, tests were carried out to
determine whether an intervarietal relationship exists
both between the date of hard dough stage (BBCH 87)
and the percentage of visibly germinated kernels, as
well as between the date of hard dough stage and falling
number. For this aim, results of five Austrian field trial
series (2 to 7 environments) of winter wheat cultivars
from 2005 to 2011 were analyzed. The series included
cultivars and breeding lines from Austria, Germany,
Czech Republic, France and Great Britain. On average,
PHS of genotypes varied from 0.1 to 39.2% and the
falling number varied from 62 to 290 s. The differences
in ripening time of 3.5 to 7.5 days showed a significant
correlation to PHS (r=-0.32%*) in only one of the five
series, and to falling number in two series (r=0.48* and
0.46**). The coefficient of determination (R?) between
hard dough stage and PHS ranged from 0.01 to 0.17, and
between hard dough stage and falling number from 0.00
to 0.37 using polynomial curve fitting. Thus, for wheat
cultivars, genotypic differences in ripening of a few days
have no or marginal effect on PHS and falling number.

Keywords
Falling number, pre-harvest sprouting, ripening stage,
Triticum aestivum

Einleitung

Mit dem Begriff ,,Auswuchs* wird das Auskeimen der
Korner vor der Ernte bezeichnet. Feuchte Witterung in spé-
teren Stadien der Pflanzenentwicklung gepaart mit geringer
Samendormanz sind die Hauptgriinde dafiir. Weichweizen
(Triticum aestivum L.) ist in dieser Hinsicht zwar weniger
gefahrdet als Durumweizen, Roggen und Triticale, dennoch
kann das Problem gravierende Ausmalle annehmen. Die
Keimung geht mit einer erhéhten Enzymaktivitit einher,
welche indirekt mit der Hagberg-Fallzahl gemessen wird.
Es sollte die Frage beantwortet werden, ob in Weizenversu-

chen mit einheitlichem Erntetermin frithreife Genotypen aus
methodischen Griinden mehr von Auswuchs und niedrigen
Fallzahlen betroffen sind.

Niedrige Fallzahlwerte und physiologische Verdnderungen
im Korn kdnnen auch ohne sichtbaren Auswuchs auftreten.
Eine derartige pre-maturity a-Amylase-Aktivitit (PMAA)
diirfte in den analysierten Versuchen nicht bzw. nur unter-
geordnet vorgekommen sein.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial und Umwelten

Vier Serien von Winterweizen der osterreichischen Sorten-
wertpriifung wurden analysiert. Die Parzellengrof3e variierte
von 8,3 bis 12,8 m? (Versuche mit Ertragserhebung, 3 bzw.
4 Wiederholungen) und von 4,0 bis 4,8 m? (Register ohne
Ertragserhebung, 2 Wiederholungen). Es handelt sich um 2
Versuche auf Bioflachen aus dem Jahr 2005 (BV 2005, 19
Genotypen), 3 Versuche aus der pannonischen Region (TG
2005, 30 Genotypen), 3 Versuche aus Feuchtlagen (FG 2006,
29 Genotypen) sowie 7 Versuche aus dem Alpenvorland
Nieder- und Oberosterreichs (FG 2008, 30 Genotypen).
In allen diesen Priifungen trat Auswuchs unter natiirlichen
Witterungsbedingungen auf. Weiters wurde in den Jahren
2010 und 2011 die Auswuchsresistenz von 124 Winterwei-
zen im Rahmen des Projektes Robust Wheat (RW) getestet
(OBERFORSTER et al. 2012). Die Sortimente enthalten
aktuelle und ehemals registrierte Sorten sowie Zuchtlinien
aus Osterreich, Deutschland, Tschechien, Frankreich und
Grofbritannien.

Untersuchungsmerkmale

Wenn das Endosperm von teigig-fester Konsistenz und ein
Fingernageleindruck irreversibel ist, hat das Getreide die
Gelbreife (BBCH 87) erreicht (WITZENBERGER et al.
1989). Zwei Drittel der Ahren von Haupthalmen miissen
dieses Stadium aufweisen; es wurden Korner der Ahrenmitte
beprobt (BFL 2002). Zwecks vereinfachter graphischer
Darstellung erhielt jeweils der frithreifste Genotyp den Wert
1. Der Auswuchsgrad wurde anhand von 30-35 g Erntegut
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(Mischprobe von 2 bis 4 Wiederholungen) mit zweifacher
LupenvergroBerung festgestellt und die gekeimten Krner in
Gewichtsprozent ausgedriickt. Die Bestimmung der Fallzahl
erfolgte geméf ICC-Standard Nr. 107/1 (ICC 2011). Die
Berechnung der intervarietalen Korrelationen erfolgte mit
dem Statistikpaket SPSS Vers. 16.0 (SPSS Inc., Chicago).

Ergebnisse und Diskussion

Werden Sorten unterschiedlicher Reifezeit zum selben Ter-
min gedroschen, konnte dies einen Effekt auf den Auswuchs-
grad und die Fallzahl haben. So beschrieben DERERA et al.
(1976) eine signifikant negative Korrelation zwischen Friih-
reife und Fallzahl. Nach WEILENMANN (1976) erfordert
ein grofes Reifespektrum innerhalb eines Versuches eine
rechnerische Korrektur der Fallzahlwerte. Auch SVENS-
SON (1990) weist darauf hin, dass friihzeitig reifende Sorten
unter Feldbedingungen ein erhdhtes Auswuchsrisiko haben.
Bei feuchter Witterung und einheitlichem Erntetermin wer-
den spéter reifende Sorten tendenziell bevorzugt. BAINOT-
TI et al. (2009) teilten das Weizensortiment deshalb in eine
frith und eine spét dhrenschiebende Gruppe. Hingegen fand
MJAERUM (1990) in Sortenpriifungen keine relevante Be-
ziehung zwischen den Gelbreifedifferenzen und der Fallzahl
bzw. a-Amylase-Aktivitat.

Die Ermittlung der sortentypischen Gelbreife ist mit einem
groBeren Fehler behaftet. Einerseits ist das Stadium 87
nicht so prézise definierbar wie beispielsweise Beginn und
Ende des Ahrenschiebens (BBCH 51 und 59). Andererseits
beschleunigt oder verzogert eine Anderung der Tagestem-
peratur und Luftfeuchte in dieser Periode die Abreife der
Pflanzen. Unterschiede in der Bodengiite innerhalb eines
Versuches konnen die Gelbreife um mehrere Tage verschie-
ben. Wegen der zeitlichen Ndhe zum Auswuchsgeschehen ist
dieses Merkmal gegeniiber Ahrenschiebe- oder Bliihdaten
dennoch zu bevorzugen. Gelbreifedaten sind nicht von sdmt-
lichen Versuchen mit Auswuchs verfiigbar; teilweise wurden
Ergebnisse anderer Versuche derselben Serie einbezogen.
Weil der Parameter von GxU-Wechselwirkungen weniger
betroffen ist, erscheint eine solche Vorgangsweise statthaft.
Genotypische Mittelwerte einer Versuchsserie sind von der
Fehlerstreuung der Einzeldaten groftenteils bereinigt.

Die Sortimente zeigten eine Spannweite der Gelbreife von
3,5 bis 7,5 Tage (Tabelle 1). Bei kiihler Witterung konnen
sich die in einer Region angebauten Sorten in ihrer Reife bis
zu 10 Tage unterscheiden. In den Versuchen des Projektes
Robust Wheat differierten die fritheste und spéteste Sorte um
8 bis 11 Tage. Allerdings wird ein derart heterogenes Sor-
timent innerhalb eines Gebietes nicht kultiviert. Auswuchs

Tabelle 1: Spannweite der Mittelwerte von Tag der Gelbreife, Auswuchs und Fallzahl, und Korrelationskoeffizienten zwischen
Gelbreife und Auswuchs bzw. Fallzahl in 5 Versuchsserien mit 19 bis 124 Winterweizen (2005-2011)

Table 1: Range of means of hard dough stage, PHS and falling number, and correlation coefficients between hard dough stage
and PHS and falling number, respectively, in 5 trial series with 19 to 124 winter wheat cultivars (2005-2011)

Gelbreife Auswuchs (PHS) Fallzahl
Versuchsserie n Spannweite (Tage) Mittelwerte Genotypen (Gew.-%) r Mittelwerte Genotypen (s) r
BF 2005 30 3,5 0,1-19,3 -0,37 85-290 0,48%*
TG 2005 19 7,0 0,1-34,8 -0,24 75-290 0,09
FG 2006 29 5,5 1,3-39,2 0,18 62-259 -0,22
FG 2008 30 6,3 1,3-17,7 -0,32% 71-252 0,46%*
RW 2011, 2012 124 7,5 1,7-33,9 0,08 65-219 -0,06
* ** signifikant bei P<0,05 bzw. P<0,01
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Abbildung 1: Intervarietaler Zusammenhang von Tag der Gelbreife und Auswuchs in 5 Versuchsserien (19-124 Winterweizen,

jeweils Mittel aus mehreren Standorten, 2005-2011)

Figure 1: Intervarietal relationship between hard dough stage and PHS in 5 trial series (19-124 winter wheat cultivars, means

determined at several locations, 2005-2011)
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Abbildung 2: Intervarietaler Zusammenhang von Tag der Gelbreife und der Fallzahl in 5 Versuchsserien (19-124 Winterweizen,

jeweils Mittel aus mehreren Standorten, 2005-2011)

Figure 2: Intervarietal relationship between hard dough stage and falling number in 5 trial series (19-124 winter wheat cultivars,

means determined at several locations, 2005-2011)

und Fallzahl variierten in den fiinf Serien von 0,1 bis 19%
und von 85 bis 290 s (BV 2005) bzw. von 1,3 bis 39% und
von 62 bis 259 s (FG 2006; Tabelle 1). In den Einzelver-
suchen gab es Extremwerte von 0 und 83% Auswuchs und
Fallzahlen von 62 bis 424 s.

Mehrheitlich war kein signifikanter Zusammenhang von
Gelbreifetag und Auswuchsgrad (Tabelle 1, Abbildung
1) bzw. Gelbreife und Fallzahl (Tabelle 1, Abbildung 2)
nachweisbar. Lediglich bei den Serien BV 2005 und FG
2008 waren die Fallzahlen positiv mit dem Erreichen des
Gelbreifestadiums korreliert (r=0,48* bzw. 0,46**). Im
Projekt Robust Wheat variierten Auswuchsprozente und
Fallzahlen intervarietal unabhingig von der Zeitigkeit der
Reife (r=0,08 bzw. -0,06 n.s.). Ein verfalschender Einfluss
genetisch unterschiedlicher Reife auf die Auswuchsneigung
und Fallzahl war nicht nachweisbar oder nur schwach aus-
gepragt. Bei Weizen sind Reifedifferenzen von wenigen
Tagen fiir die Beurteilung der Auswuchsfestigkeit zumeist
unbedeutend. Die Gefahr, dass frithreife und auswuchsfes-
te bzw. spit reifende und gegeniiber Auswuchs sensitive
Sorten bei einheitlichem Erntetermin nicht erkannt werden,
ist relativ gering. Tritt jedoch eine Regenphase auf, wenn
die Kdrner von spdten Genotypen noch griin und milchig,
jene von friih reifenden aber bereits teigig sind, ist eine
abweichende Sortenreaktion zu erwarten. Zur Beurteilung
der Auswuchstoleranz von Weizensorten sind Daten von
mehreren Umwelten mit belastender Witterung nétig. Bei
den Merkmalen Auswuchs und Fallzahl auftretende GxU-
Wechselwirkungen stehen meistens nicht in Zusammenhang
mit Reifedifferenzen.

Zusammenfassung

Um Weizen fiir Backzwecke verwenden zu konnen, wird
normalerweise ein Auswuchs von hochstens 1 bis 2% der
Korner toleriert und eine Fallzahl von mindestens 220 s
vorausgesetzt. Bei Winterweizen wurde gepriift, ob eine

intervarietale Beziehung zwischen dem Gelbreifedatum
(BBCH 87) und dem Prozentsatz visuell ausgewachse-
ner Korner bzw. zwischen dem Gelbreifedatum und der
Fallzahl besteht. Hierfiir wurden Ergebnisse von fiinf
osterreichischen Feldversuchsserien (2 bis 7 Umwelten)
mit Winterweizen aus den Jahren 2005 bis 2011 analysiert.
Diese enthalten Sorten und Zuchtlinien aus Osterreich,
Deutschland, Tschechien, Frankreich und Grof3britannien.
Im Linienmittel variierten der Auswuchs von 0,1 bis 39,2%
und die Fallzahl von 62 bis 290 s. Die Reifedifferenzen
von 3,5 bis 7,5 Tagen zeigten nur in einer der fiinf Serien
eine signifikante Korrelation zum Auswuchs (r=-0,32%);
bei der Fallzahl gab es zwei solcher Serien (r=0,48* bzw.
0,46**). Bei polynomischer Kurvenanpassung variierte das
Bestimmtheitsmal} (R?) zwischen Gelbreife und Auswuchs
von 0,01 bis 0,17 bzw. zwischen Gelbreife und Fallzahl von
0,00 bis 0,37. Bei Winterweizen beeinflussen genotypische
Reifeunterschiede von wenigen Tagen den Auswuchsgrad
und die Fallzahl zumeist nicht oder nur unbedeutend.
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Differences in the drought stress response of winter wheat

Eva Truhlafova'”, Tereza Ryskova, Pavlina Smutna, Ludmila Holkova and Jana KlimeSova

Abstract

Drought tolerance of plants is a complex character,
therefore, the assessment is considerably difficult. It
is most often evaluated by using physiological and
morphological methods, which make the assessment of
mechanisms in plants that lead to their resistance pos-
sible. The intensity of plant cell protective mechanisms
can be evaluated on the molecular level. In our work,
the stress response was evaluated by relative water
content (RWC), osmotic oressure (OP) and the relative
expression of WDHN13 and WRAB17 genes from the
COR/LEA group. The evaluation included 3 varieties
of winter wheat grown in the Czech Republic and one
Syrian line potentially highly resistant to drought. The
varieties were at the same time compared for differences
in the root system size by means of specific root length
(SRL). The obtained results clearly indicated a relation
between the expressions of both genes and the tissue
water content; RWC reduction was strongly connected
with changes in the genes’ activity. Particularly the
expression of WDHN13 in variety Meritto increased
although the tissue hydration level was only slightly
reduced, which can be related to the good adaptability
of this genotype to stress.

Keywords

COR/LEA genes, drought tolerance, gene expression,
Triticum aestivum

Introduction

Drought resistance is a polygenic complex of traits, in-
cluding a range of morpho-physiological and biochemical
adaptations aiming not only at the survival of plants in
conditions of water deficit but also at the least yield loss
under conditions of drought. The selection of tolerant
genotypes becomes increasingly important with respect
to the predicted effects of global warming also in Central
Europe, i.e. higher temperatures, lower precipitation and
an uneven distribution of precipitation during the growing
season (BRAZDIL et al. 2009). These genotypes may
exhibit differences in many physiological reactions such
as changes in the osmotic adaptation of plants, changes
in the levels of protective proteins and other metabolites,
antioxidant capacity of plants, etc. Having been exposed to
stress conditions, the plants show induction of a number of
biochemical and physiological changes, which lead to the
development of protective mechanisms aimed at the efficient
utilization of available water. The most resistant genotypes

are usually those that exhibit tolerance at multiple levels at
the same time (FLEURY et al. 2010). Nevertheless, for the
conditions of Central Europe it makes sense to select only
traits, which do not impair yield and quality of tolerant
varieties (BLAHA 2011).

The main physiological characteristic related to tolerance to
repeated drought stress, which also relates to the capacity of
plant’s fast regeneration is osmotic adjustment (OA). Under
water deficit, the plants can control osmotic pressure by
accumulating osmolite substances, which will manifest in
the maintenance of turgor and higher relative water content
(RWC)inleaves (IZANLOO et al. 2008). KEY VAN (2010)
reported decreased RWC in wheat plants during induced
stress. Detected differences between some genotypes were
likely to be connected with a better capacity to absorb water
from the soil or with a better possibility to prevent water
losses. According to KEYVAN (2010), genotypes that are
more drought-resistant have higher RWC in leaves.

Drought is connected with a water deficit in the cell and
this is why accumulation of dehydrine proteins often
correlates with the plant’s resistance to stress conditions.
Hence, dehydrine proteins could be applicable markers for
drought resistance (ATIENZA et al. 2004). In recent years,
the sensitivity of plants to drought is assessed also based
on the expression of protective genes from the COR/LEA
group (RAMPINO et al. 2010).

The aim of our work was to compare intervarietal diffe-
rences in some physiological traits and in the expression
of protective genes from the COR/LEA group (WDHN13
and WRABL17). These could be used as selection criteria
in screening varieties suitable for further breeding in dry
conditions and to study responses of different genotypes to
the same stress conditions.

Material and methods

Three winter wheat varieties (‘Etela’, ‘Meritto’, ‘Venistar”)
grown in the Czech Republic and one Syrian line 142670
(S1) originating from ICARDA were chosen to compare the
stress response to a sudden drought spell during the vege-
tative growth phase. The varieties were sown into plastic
containers with large-size perlite (3 containers with 20 plants
per variety). The plants were subjected to 12 hours day at
18°C and 12 hours night at 10°C until the 3-4 leaves stage.
The plants were then removed from the boxes and dried on
filter paper. The physiological assessment of RWC and OP
was made by 11 samplings (hourly intervals). RWC was
determined according to BARR and WEATHERLEY (1962)
on the second youngest leaf. OP was measured by vapour
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pressure osmometer model VAPRO 5600 (Wescor, Inc.,
South Logan, Utah) in the youngest parts of withering plants.
Root system size was determined by digital image analy-
sis using WinRHIZO software (Régent Instruments Inc.,
Quebec, Canada) after scanning of roots with an Epson
perfection 700 photo scanner. The analyzed roots were sub-
sequently surveyed for dry matter and specific root length
(SRL). SRL values were calculated as the ratio of total root
system length (m) / dry weight (g) (OSTONEN et al. 2007).
The expression of COR/LEA genes was assessed during
gradual wilting of plants under precisely defined conditions
at 19 dates (K, control; 1, 10 min after pulling out the plant;
2, 15 min; 3, 20 min; 4, 25 min; 5, 30 min; 6, 60 min; 7, 90
min; 8,2 h;9, 3h;10,4h; 11,5h; 12,6 h; 13,7 h; 14, 8 h;
15,9 h; 16,10 h; 17, 12 h; 18, 24 h) in the second youngest
leaf. RNA isolation (RNeasy Plant Mini Kit, (Qiagen, Hilden
Germany) and purification (Turbo DNase-free™, Applied
Biosystems/Ambion, Austin, TX, USA) as well as synthesis
of ¢cDNA (QuantiTect® Reverse Transcription Kit, Qiagen,
Hilden, Germany) and qPCR (quantitative polymerase chain
reaction) (SybrGreen PCR Kit, Qiagen, Hilden, Germany)
were conducted according to standard protocols of these
commercial kits. Gene-specific primers used in the PCR
were designed according known sequence AF 255053.

Wdhn13 F: *GCACGGTGACCACCAGCAC?/

Differences in the drought stress response of winter wheat

Reaction conditions of qPCR were used according to
HOLKOVA et al. (2009). The relative expression of genes
was calculated according to PFAFFL (2001). The expression
was assessed against ubiquitin as reference gene.

Results and discussion

The expression of WDHN13 and WRAB17 was evaluated
under conditions of gradual wilting of whole plants. The two
genes are activated by drought and proteins coded by these
genes are involved in the protective mechanisms of plant
cells against drying out (KOBAYASHI et al. 2008). Tole-
rant genotypes should reveal a more rapid onset or a higher
level of expression of corresponding genes in dependence
of stress conditions. Compared with the level of WDHN13
gene expression, the level of WRAB17 gene expression
was relatively low and considerably fluctuating during the
wilting of plants. Therefore, our attention was focused on
the evaluation of WDHN13 expression (Figure 1).

The more tolerant variety ‘Meritto’ exhibited an earlier
activation of WDHN13 and at the same time a high relative
expression (RE) level of the gene. ‘Venistar’ showed only
a high RE level. Similar dynamics of gene expression was
observed in ‘Etela’ and in S1, however, RE level was lower
(particularly for S1) as compared to the other varieties. Com-

R: *TAGCGGGTCGGGCGCGGGC*

Wrabl7 F: TCCATCAACTTCAAAAATG?/ R:*TGTGGTCTTCTTGGTGGCA™
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Figure 1: Evaluation of the relative expression (RE) of WDHN13 in the course of gradual wilting of winter wheat plants.

Values represent means =+ standard deviation (n=4).
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Table 1: Correlation coefficients for the relationship between
relative expression (RE) of WDHN13 and WRAB17 and relative
water content (RWC) and osmotic pressure (OP), respectively,
during gradual drying out of wheat plants (" P<0.01; " P<0.05).

REWDHN13 REWRAB17 REWDHN13 RE WRAB17
Venistar Meritto
RWC -0.70™ -0.55" -0.75™ -0.14
oP -0.54" -0.87" -0.33 -0.05
Etela S1
RWC -0.78™ -0.43 -0.81" -0.58"
OoP -0.73" -0.35 -0.64™ -0.65™

paring RE with RWC values (Figure 2), the earlier onset of
increasing WDHN13 gene expression in Meritto probably
did not connect with the level of wilting.

The increased activity of the gene was detected at a time
when the plants were still maintaining a high water content
in the leaves (RWC =90%). RAMPINO et al. (2006) recor-
ded a similar phenomenon in durum wheat: activation of the
expression of genes from the COR/LEA group was recorded
earlier in more drought tolerant genotypes.

Why a similar mechanism was not observed in ‘Venistar’
is unclear; it is probably replaced by another protective or
control mechanism if grown under natural conditions. A
similar hypothesis may apply to S1 in which, however, the
existence of'its drought tolerance is unclear. Winter damage
to the stands of this line in 2011/2012 (data not shown) in-
dicates a generally lower tolerance to abiotic stress (frost),
which would be in good agreement with the result of our
experiment.

The close relation between the level of desiccation and
subsequent wilting of plants expressed by RWC and OP and
relative gene expression of WDHN13 and WRAB17 is de-
monstrated by statistically significant correlations (Table 1).
Significant correlations between the relative expression of
WDHN13 and WRAB17 and RWC and OP were observed for

Venistar
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“Venistar’ and S1, whereas for ‘Etela’ only the correlations
with WDHN13 were significant. For ‘Meritto’ a significant
correlation was found only between RWC and WDHN13
expression. According to KAMOSHITA et al. (2008) ge-
notypes that can keep a higher RWC are more resistant to
drought. In the present experiment the highest RWC (>70%)
during desiccation was observed for ‘Meritto’. SMUTNA
and RYSKOVA (2012) demonstrated that this variety shows
stable yields under Czech climatic conditions. TAHARA et
al. (1990) reported a positive relation between wheat grain
yield and RWC measured during anthesis and mid-grain
filling. Varieties with higher grain yields maintained a mar-
kedly higher RWC than low-yielding varieties. The greater
decrease of RWC due to drought-induced stress is connected
mainly with the capacity of more tolerant genotypes to better
absorb soil water and/or with the capacity to prevent water
loss through stomata (KEY VAN 2010). In our experiment
the plants were pulled out from the soil. Therefore, only the
second factor, i.e transpiration control, could have been ef-
fective. Nevertheless, there could have been another factor:
‘Meritto’ showed faster development and had one leaf more
at the prevalent conditions. During wilting, water from the
lower leaves is transported to younger leaves, which have
a smaller value of water potential. (KRPES 2004).This is
why ‘Meritto” had more water available for distribution into
younger parts of the plant.

According to SMUTNA and RYSKOVA (2012) “Venistar
’showed good adaptation to drought conditions in long-term
field trials. However, RWC of Venistar fell below 70%
already within 25 minutes after the plant had been pulled
out from the container (Figure 2). In the given growth
stage, plants of ‘Venistar’ did not exhibit higher drought
resistance compared to the other varieties. Drought-induced
RWC decrease independent of drought resistance level was
observed already by SCHONFELD et al. (1988). RITCHIE
et al. (1990) reported that higher RWC results from either
better osmotic regulation or lower elasticity of cell walls.
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Figure 3: Specific root length (SRL) and the total root length of winter wheat
(values represent means of 5 plants + standard deviation; VEN, Venistar; ETE, Etela;

MER, Meritto; S1, Syrian line 1)

The relatively high level of WDHN13 expression could
point to a presence of other protective mechanisms that can
manifest under field conditions. A part of drought adaptation
mechanisms could be a higher expression of genes from the
COR/LEA group.

The response of plants to drought stress can be affected by
root system size and root architecture. Figure 3 shows dif-
ferences in the size and structure of the root systems of the
tested germplasm. SRL is likely to be the most frequently
assessed morphological trait expressing the architecture
(fineness) of roots. SRL depends on both soil quality and
genotypic effects; also genotype by environment interaction
can be observed (OSTONEN et al. 2007, HAJZLER et al.
2012). Results in Figure 3 indicate that ‘Meritto’ had the
largest root system with the finest root hairs. Root hairs
enlarge the external root surface, which results in increased
absorption of water and nutrients by the plant. This property
could have contributed to the observed higher biomass of
‘Meritto’ in the prevalent experimental conditions.

Conclusion

A clear correlation was demonstrated between the loss of
water of leaf tissues and the expression of WDHN13 and
WRAB17 genes in winter wheat. The more tolerant varieties
repeatedly showed an earlier onset and/or a higher level of
the expression of genes from the COR/LEA group. Based
on the assessed parameters the most tolerant genotype was
‘Meritto’. Plants of this variety maintained water in leaf
tissues >70% for the longest time and showed the most rapid
onset of protective response, i.e. WDHN13 gene activation.
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