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Abkirzungsverzeichnis

AE Antherenextrusion (Bonitur der Starke des Herausschiebens der Antheren zur Bliite)
AIC Akaike-Informationskriterium

AR Antherenretention (Anzahl Antheren je Bliite, die nach dem Bliihen in der Bliite verblieben sind)
ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse)

bcOFL Box-Cox-transformierte Werte der Offenblitigkeitsbonitur

CDC  Crop Development Centre (University of Saskatchewan, Saskatoon, SK, Kanada)
cM Centimorgans

cv Variationskoeffizient

DF Degrees of freedom

DNA  Deoxyribonucleic acid

GBS  Genotyping-by-Sequencing

GWAS Genomweite Assoziationsanalyse

GLM  Verallgemeinertes Lineares Modell

GLM+PCA Verallgemeinertes Lineares Modell plus Hauptkomponentenanalyse
GxE Genotype-by-environment interaction

LBS Landbauschule Dottenfelder Hof e.V., Bad Vilbel

LG Linkage group

IgAR  logit-transformierte Werte der Antherenretention

IgUA logit-transformierte Prozentwerte zur Ustilago avenae Infektion

LOD  Logarithm (base 10) of odds

MAS  Marker-assisted selection

MLM+K Gemischtes Lineares Modell plus Kinshipmatrix

MTA  Marker-trait association (Marker-Merkmal-Assoziation)

OFL  Open flowering, (Offenblltigkeitsbonitur)

QTL  Quantitative trait locus

PCA  Hauptkomponentenanalyse

RIL Recombinant inbred line

SE Standard error

SNP  Single nucleotide polymorphism

SSRs  Simple sequence repeats

SUSC  Susceptibility oder Niveau der Anfilligkeit, in Prozent brandiger Rispen

TGW  Thousand grain weight

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean

UA Befall mit Ustilago avenae in Prozent befallene Rispen

UA1  Flugbrandinfektion in Relation zur Gesamtrispenzahl im ersten Jahr der Resistenzpriifung
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1. Einflihrung

Gegenstand des Vorhabens

Das Projekt zielte auf die Foérderung der 6kologischen Haferziichtung ab und hierbei insbesondere auf
die Erforschung der Resistenz gegen Haferflugbrand (Ustilago avenae (Pers.) Jens.)) und des Niveaus
der Kleistogamie als Alternative oder Ergdnzung zur Resistenz. Diese Merkmale wurden an einem
Hafersortiment von 540 Sorten, Zuchtstimmen und Genbankakzessionen erfasst, welches zudem
genotypisiert wurde, um Uber eine genomweite Assoziationsanalyse Informationen zur Genetik der
Zielmerkmale zu generieren. Der natrliche Infektionsweg von Flugbrand verlauft Gber die gedffnete
Blite. Im Projekt wurde daher die Idee verfolgt, kleistogamen Hafer (Avena sativa L.) zu
identifizieren, der durch geschlossenes Bliihen die Infektionskette unterbricht und ggf. zur
Vermeidung der Flugbrandinfektion genutzt werden kann. Das Projekt hatte somit den Saathafer,

sein Bluhverhalten, die Flugbrandresistenz und Marker-Merkmals-Assoziationen zum Gegenstand.

Ziele und Aufgabenstellung

Das Vorhaben hatte zum Ziel, das Risiko von Flugbrandinfektionen im 6kologischen Pflanzenbau und
in der 6kologischen Saatgutproduktion zu reduzieren, wo der wirtschaftliche Schaden immens sein
kann, wenn zu viele Brandrispen im Bestand gefunden werden. Hierzu sollte untersucht werden,
inwieweit das geschlossene Blihen (Kleistogamie) beim Hafer eine Infektion der Samenanlage mit
Flugbrand reduziert. Analoge Arbeiten bei der Sommergerste weisen auf einen engen
Zusammenhang des Grades an Kleistogamie und der Anfalligkeit gegeniiber Flugbrand hin. Die
Vorteile dieser Pseudoresistenz (Petersen 1960) lagen im geringeren Prifaufwand und in der
Rassenunabhangigkeit der Befallsminderung. Die genetische Architektur einer durch Kleistogamie
erzielten Flugbrandabwehr beim Hafer sollte mit einer genomweiten Assoziationsanalyse aufgeklart
werden. Hierzu wurde ein Sortiment historischer und moderner Hafersorten und Zuchtstamme
hinsichtlich ihrer Flugbrandanfalligkeit und Blihmerkmale sowie auf molekularer Markerebene

charakterisiert.

Planung und Ablauf des Projektes

Das Projekt verlief im Wesentlichen wie geplant. Eine Anderung bestand in der Hinzunahme des
zweiten Sortimentes, die eine Verdopplung des Arbeitsaufwandes bedeutete, der personell nicht

gedeckt war, weshalb die Anzahl der Priifumwelten fiir das erste Sortiment reduziert wurde.
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2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknlpft wurde

Blihvorgang und Kleistogamie bei Hafer

Kenntnisse zum Bliihverhalten sind fir die Zlichtungsmethodik von elementarer Bedeutung, weshalb
erste grundlegende Untersuchungen zur Bliitenbiologie von Hafer bereits Ende des 19. und Anfang
des 20. Jahrhunderts erfolgten (Zade 1918). In diesen Studien ging es um die Aufklarung des
Blihvorgangs sowie der Anteile an Selbst- bzw. Fremdbefruchtung. Der Bliihvorgang wird von Zade
(1918) fiir damalige A.-sativa-Sorten detailliert beschrieben. Demnach beginnt die tagliche Bliihphase
nachmittags gegen 14 Uhr (Winterzeit). Bei Tagestemperaturen unter 17 °C oder Trockenheit setzt
das Blihen spater ein und fallt weniger offen aus (Zade 1918). Beim offenen Blithen werden Deck-
und Vorspelze durch anschwellende Lodiculae auseinandergedriickt, so dass die Narbe sichtbar wird.
Gleichzeitig werden die Antheren durch zligiges Lingenwachstum der Filamente herausgeschoben.
Da es eine zeitliche Staffelung der Organentwicklung innerhalb der Pflanze und Rispe gibt, dauert die
Blihphase einer Pflanze etwa 7 bis 14 Tage (Nicolaisen 1950). Offenblitigkeit fiihrt zum
Herausschieben der Antheren aus der Blite, der sogenannten Antherenextrusion (AE). Misono
(1936) und Nishiyama (1970) beschreiben die Abhangigkeit des Bliihvorgangs bei verschiedenen
Avena ssp. von der Tageszeit, Luftfeuchte, Temperatur, Sonnenscheindauer, Wind und Regen.
Weitere Beobachtungen resultieren aus Experimenten zur Optimierung der Kreuzungsmethodik
(Coffman 1937, Brown and Shands 1956, Marshall 1962), Auskreuzungsstudien (Stanton and Coffman
1924, Garber and Quisenberry 1927, Griffee and Hayes 1925, Fatunla and Frey 1980) und

Grundlagenforschung zur Entwicklungsbiologie der Bliite (Bonnett 1961).

Biologie von Haferflugbrand (Ustilago avenae)

Charakteristisch fiir U. avenae sind die kugeligen, mit kleinen Warzen besetzten Brandsporen, die
eine Abgrenzung von anderen Ustilago-Arten ermoglichen. Haferflugbrandsporen, die vom Wind auf
die Fruchtanlagen bliihender Nachbarpflanzen geweht werden, keimen gréRtenteils dort aus und
Uberwintern als Ruhemyzel zwischen Korn und Spelze (Mills 1966, Thiede 1963, Zade 1924, Kolk
1930). Dieses Ruhemyzel sowie nicht gekeimte Sporen bilden den Ausgangspunkt fir die
Keimlingsinfektion nach der Aussaat. Bei der Inokulation im Rahmen der Resistenzziichtung werden
Sporen in die Zwischenrdume zwischen Kern und Spelze per Vakuum gebracht (Zade 1928) und
flhren so zu hohen Infektionsraten bei anfilligem Hafer. Wenn man eine Infektion auf natiirliche
Weise durch gemeinsames Abbliihen brandiger Rispen mit den zu infizierenden erreichen mdchte, ist
der Infektionserfolg sehr unsicher und von der Witterung wahrend der Bliite abhangig (Moldenhauer
1927). Bei der natiirlichen Infektion missen Sporen entweder direkt in die Samenanlage gelangen
oder auf den Innenseiten der Deck- oder Vorspelze haftenbleiben. Beides setzt ein offenes Bliihen
voraus, da die genannten Organe bei geschlossener Bliite von Hillspelzen eingeschlossen werden.

Die Hillspelzen gehen beim Dreschen verloren. Die Keimlingsinfektion durch auflen an der Spelze

Seite 5 von 31



haftende Sporen ist praktisch bedeutungslos fiir die Infektion (Zade 1924) — nur bei entspelzten
nackten Karyopsen kommt es zur Keimlingsinfektion, wenn Sporen auflen anhaften.

Keimt infiziertes Saatgut aus, werden durch Wachstum der Hyphen die Blatt- und Halmbasis sowie
die meristematischen Gewebe befallen. Mills (1966) berichtet liber einen sehr zeitigen Befall der
Rispenanlage. So wurde bereits in unausgebildeten Rispenanlagen von 1,5 cm Lange eine
Sporenbildung durch den Pilz beobachtet. Die im Vergleich zu gesunden Rispen oft leicht verzégert
geschobenen Brandrispen sorgen lber den gesamten Blihzeitraum hinweg fir ein natirliches
Inokulum.

Von Nicolaisen (1934) wird der Generationswechsel von U. avenae zusammengefasst beschrieben.
Demnach keimt die reife einkernige Chlamydospore zu einem vierkammerigen Promyzel aus. Jeder
dieser Teile kann sich durch Sporidienabschnirung oder durch Myzelwachstum vermehren. Myzel
oder Sporidien verschiedener Abschnitte konnen miteinander kopulieren, wenn sie geschlechtlich
verschieden sind. Einzig aus den kopulierten Zellen entsteht ein Myzel, welches in der Lage ist, in die
Pflanze einzudringen und wiederum Chlamydosporen entstehen zu lassen. Durch diesen mehrfach
nachgewiesenen Generationswechsel sind die Chlamydosporen oft heterozygot und bei der Isolation
von Einzelsporen kénnen unterschiedlich virulente Linien herausspalten (Sampson und Western
1938). Deshalb ist die Isolation und Vermehrung von haploiden Sporidien der sicherste Weg, um
reine Flugbrandlinien zu erhalten. Ein weiterer Weg zur Erzeugung homozygoter Rassen wird in der
wiederholten Vermehrung auf rassenspezifisch resistenten Hafersorten gesehen (Sampson und
Western 1938).

Von U. avenae werden zahlreiche Pathotypen gebildet, deren Differenzierung mit Hilfe eines
internationalen Testsortimentes moglich ist. Letzteres besteht aus 23 kanadischen Haferlinien und 2
alten deutschen Sorten, deren rassenspezifische Resistenz bereits von Nicolaisen (1934) beschrieben
ist. Eigene Versuche hiermit im Rahmen der beiden abgeschlossenen Projekte (020E030, 030E647)
zeigten Unterschiede im Virulenzspektrum bei den deutschen Flugbrandherkiinften und der

finnischen Rasse sowie eine geringere Virulenz im Vergleich zu einer Kanadischen Flugbrandrasse auf.

Flugbrandresistenz und Resistenzgenetik

Zur Resistenz gegen Haferflugbrand gibt es eine Reihe von Arbeiten aus Nordamerika (Reed et al.
1925, Reed et al. 1947; Nielsen 1977, Wilcoxson und Stuthman 1993), Deutschland (Nicolaisen 1934,
Schattenberg 1934), Frankreich (Moule 1957), Polen (Miczynski 1955) und der ehemaligen
Tschechoslowakei (Barto$ 1964), in denen zahlreiche Resistenzquellen beschrieben sind. Nicolaisen
(1934) fand im deutschen Hafersortiment jedoch keine Resistenz, die wirksam gegen alle in
Deutschland gesammelten Rassen war. Lediglich einige auslandische Hafersorten erwiesen sich als
immun im Sinne einer vollstandigen Befallsfreiheit. Als Resistenzmechanismen wurden (i) eine
Eindringungsresistenz in die Epidermis, (ii) eine Hypersensitivitatsreaktion nach dem Eindringen und

(iii) die Hemmung des Myzelwachstums im Gewebe beschrieben (Western 1936). Zur Vererbung von
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Flugbrand-Resistenzen gibt es zahlreiche Publikationen (Nicolaisen 1931 und 1934, Reed und Stanton
1938, Kibite et al. 2000), die Gbereinstimmend eine Dominanz fiir Resistenz konstatieren und dabei je
nach Resistenzquelle und Virulenz des Pathogens ein, zwei oder drei unabhangige Genorte

postulieren.

Kleistogamie als Pseudoresistenz

Offene Bluten werden von zahlreichen Pathogenen zur Infektion genutzt. Neben Ustilago ssp. sind es
Pyrenophora ssp., Claviceps purpurea und Fusarium ssp., deren Generationszyklus mit der Infektion
der Samenanlage durch offenes Bliihen ermdglicht oder geférdert wird. Ergebnisse am
Wirt/Pathogen-System Gerste/Flugbrand (Pedersen 1960) zeigen, dass die Nutzung der Kleistogamie
zlchterisch effektiver als die Resistenzziichtung tber Infektionstests sein kann. Pedersen (1960)
empfiehlt bei zweizeiliger Gerste die Erfassung der Antherenextrusion als gut erfassbares Merkmal,
welches mit der Offenbliitigkeit korreliert. Bei Weizen wird der Kleistogamie-Ansatz als eine
Moglichkeit zur Reduktion der Fusarienmykotoxin-Akkumulation diskutiert (Buerstmayr und
Buerstmayr 2015, Kubo et al. 2013) und in der jingsten Studie von Tang et al. (2020) bestatigt.
Jlingste eigene Untersuchungen zum Blihverhalten bei Hafer zeigen, dass es signifikante quantitative
Unterschiede in der Offenblitigkeit gibt und wenige Hafersorten vollstandig kleistogam sind
(Herrmann et al. 2020). Ahnlich wie bei Weizen zeigt sich auch bei Hafer eine negative Korrelation
zwischen Antherenextrusion und Fusariuminfektion oder DON-Gehalt, die darauf basiert, dass Pollen
und Antherenreste ein guter Nahrboden fiir Fusarium sind (Tekle et al. 2012 und 2020). Wenn
Antheren fir den Pilz nicht verfligbar sind, sei es durch Kleistogamie oder starke Antherenextrusion,

verlauft die Infektion langsamer und schwacher.

Assoziationsanalysen bei Hafer

Marker-Merkmal-Assoziationen setzen eine hohe Markerabdeckung der untersuchten Population
voraus, was bei Hafer mit der Nutzung der AFLPs und DArTs zunehmend gegeben war und
mittlerweile durch die neuesten Genotypisierungsplattformen gewahrleistet ist (Oliver et al. 2011,
Oliver et al. 2013; Chaffin et al. 2016). Vor und wahrend des Projektes wurden mehrere
Assoziationsstudien fur Hafer publiziert (Foresman et al. 2016, Klos et al., 2016, Klos et al. 2017), in
denen zunachst Merkmale wie das Rispenschieben und die Kronenrostresistenz untersucht oder

altere Evaluierungsdaten (Winkler et al. 2016) genutzt wurden.

3. Material und Methoden

Phanotypisierung

Das Projekt startete wie geplant 2017 mit der Priifung eines Sortimentes von 270 Hafersorten bzw.
Zuchtstimmen, die an den drei Standorten GroR Liisewitz (GLU), Quedlinburg (QLB) und
Landbauschule Dottenfelder Hof (LBS) in Bad Vilbel gepriift wurden. Die Inokulation des Saatgutes

erfolgte mit der Vakuummethode und 1g Flugbrandsporen je Liter Suspension durch den
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Projektpartner Dr. Ben Schmehe (LBS). Im Jahre 2018 wurde mit Zustimmung durch den
Projekttrager das Prifsortiment KLAR1 durch ein weiteres Sortiment KLAR2 erweitert und somit der
Prifumfang kostenneutral verdoppelt. Um die Prifungen mit dem verfligbaren Personal bewaltigen
zu kdnnen, wurde KLAR1 im Versuchsjahr 2018 nur an zwei anstatt drei Standorten (GLU und QLB)
und KLAR2 an zwei Standorten (LBS und GLU) angebaut. Die beiden Sortimente KLAR1 und KLAR2
wurden jeweils getrennt als 18x15-Rechteckgitter an den Standorten (Tabelle 1) gedrillt. Eine Parzelle
bestand aus einer Doppelreihe von 90 cm Lange und einem Reihenabstand von 20 cm, bei ca. 40
Korn pro Reihe.
Erfasst wurden das BBCH-Stadium zum Rispenschieben, die Wuchshoéhe in cm, den Grad der
Offenblitigkeit (OFL; Bonitur 1 bis 9), die Antherenextrusion (AE; Bonitur 1 bis 9), der prozentuale
Anteil brandiger Rispen an der Gesamtrispenanzahl je Parzelle (UA; Auszdhlung der Rispen),
Antherenretention (AR; Auszahlung der Antheren (0-1) bei jeweils 8 zum Bliuhzeitpunkt geernteten
Rispen pro Parzelle). Die Rispenproben wurden dazu eingefroren und in den Wintermonaten
ausgezahlt. Dieser Ansatz beruht auf der Annahme, dass weder die AR noch die OFL allein betrachtet
das Niveau der Kleistogamie ausreichend prazise abbilden. Deshalb wurde anhand der AR und der
OFL ein Kleistogamieindex (KLI) nach folgender Formel berechnet:

KLI = 9+3*AR-0.5*OFL (1)
Die starkere Wichtung der AR bericksichtigt deren héhere Prazision und Heritabilitat; zudem wird
der Unsicherheit der OFL-Bonitur Rechnung getragen. Durch die Addition von 9 ergeben sich
grundsatzlich positive Werte fir den KLI, was fiir die weitere Transformation und Darstellung
vorteilhaft ist.
Im Merkmal Antherenextrusion missen wir konstatieren, dass eine Bonitur als eher unsicher
einzustufen ist, sich nicht in jeder Priifung eine Differenzierung ergibt und die Heritabilitat sehr
niedrig ist (39 % in KLAR1). Auf eine Darstellung und Besprechung der Ergebnisse wird daher im
Folgenden verzichtet.
Zur statistischen Analyse der Ergebnisse wurden die Daten transformiert (Box-Cox-Transformation
bei Bonituren, Logit-Transformation der Prozentdaten), auf AusreilRer geprift und lberarbeitet, die
Wirksambkeit der Transformation gepriift (BASIC in PLABSTAT) und ANOVAs der Serien in PLABSTAT

inklusive der Heritabilitdten berechnet.
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Tabelle 1: Ubersicht der Merkmalserfassung fiir KLAR1 und KLAR2 in den drei Anbaujahren, drei
Umwelten fiir die untersuchten Merkmale (UA = prozentuale Befallsstarke nach Inokulation des
Saatguts mit Sporensuspension; OFL = Bonitur des Offnungsgrades der Bliiten im Feld; AR =
Auszdhlung der Antheren-Retention; UAy = Befallsstarke der Nachkommen nach natdrlicher
Bluteninfektion im Feldversuch; PH = Wuchshéhe (Plant height), f = fehlende Daten).

Jahr Ort KLAR1 KLAR2 Nachbau im Nachbau im
Gewdchshaus Feldversuch

2017 LBS UA, OFL, AR, BBCH, PH
GLU | UA, OFL, AR, BBCH, PH
QLB | UA, OFL, AR, BBCH, PH

2018 | LBS UA, OFL, AR, BBCH, PH | UAy KLAR1
GLU | UA, OFL, AR, BBCH, PH UA, OFL, AR, BBCH, PH | UAy KLAR1 UAx KLAR1
QLB | UA, OFL, AR, BBCH, PH UAy KLAR1 UAy KLAR1
2019 | LBS UA, OFL, AR, BBCH, PH
GLU f UAn KLAR1 f
QLB UA, OFL, AR, BBCH, PH | UAy KLAR1

Filterung der Markerdaten

Die DNA-Isolation aus frischem Blattmaterial der Prifglieder des KLAR-Sortiments erfolgte am JKI
nach der CTAB-Methode (Stein et al. 2001). Das anschlieRende Genotyping-by-Sequencing (GBS)
wurde durch Laval University (Library construction) und Genome Canada (Sequenzierung)
durchgefihrt. Die erste bioinformatische Datenaufbereitung wurde von Dr. N. Tinker in Kanada
ausgefiihrt. Der daraus entwickelte Datensatz mit 240.958 GBS-SNPs wurde gefiltert (Completeness >
80% =427 UAN KLAR1n 534; MAF 0.0001 gleich >0.01%), woraus sich ein Datensatz mit 33.196 GBS-
SNP ergab. Mit diesem Datensatz wurden genetisch identische Priifglieder im Sortiment anhand der
genetischen Distanz identifiziert. Anhand der Distanzmale von flnf wissentlich im Sortiment doppelt
vertretenen Sorten war es moglich, einen minimalen Distanzwert fiir die Einstufung als genetische
‘Klongruppe’ zu definieren. Eine genetische Distanz von maximal 0.006 diente als Grenzwert zur
Festlegung, welche Genotypen identisch sind. Insgesamt konnten in beiden KLAR-Sortimenten 29
Gruppen identischer Genotypen identifiziert werden. Zur Festlegung, welche der genetischen Klone
flr die weitere Assoziationsberechnung verwendet werden, wurden die Phdnotypdaten UA, OFL, AR,
PH und BBCH der Klone herangezogen. Bei gleicher Phanotypauspragung der genetischen Klone
wurde derjenige mit den geringeren Fehldaten und/oder der geringeren Streuung im Datensatz
belassen.

Der Datensatz mit den 33.196 GBS-SNPs wurde in TASSEL weiter gefiltert (Parameter: proportion of
sites present 0.08), wodurch sich ein Datensatz mit 12.224 GBS-SNPs ergab. Dariiber hinaus wurden
Marker ohne Zuordnung zur Konsensuskarte sowie Hafergenotypen mit (iber 9 % Fehldaten entfernt.

Daraus entstand ein Datensatz mit 2399 GBS-SNPs, der fiir Assoziationsanalysen genutzt wurde.
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Struktur- und Assoziationsanalyse

Fiir die Berechnung der Cluster-Anzahl und der Q-Matrix in STRUCTURE wird die Verwendung von
nur schwach gekoppelten Markern empfohlen (Pritchard et al. 2000). Deshalb wurden Marker mit
weniger als 2 cM Abstand vereinzelt und dabei jene entfernt, die die gréBere Anzahl Fehldaten
hatten. Die so entstandene Matrix von 451 Genotypen x 955 GBS-SNP wurde fiir einen ersten
STRUCTURE-Lauf mit den Parametern 5000 Burn-in period und 50000 Reps genutzt.

Die Struktur des Sortiments wurde anhand von Hauptkomponentenanalyse, Dendrogrammen,
genetischer Distanzmatrix (via TASSEL und R-Package ggplot2), und Clusterzuordnung (via
STRUCTURE) untersucht. Aufgrund der festgestellten moderaten Struktur des Gesamtsortimentes
wurden fir die Assoziationsberechnungen die Modellvarianten GLM+PCA sowie
MLM+PCA+Kinshipmatrix in TASSEL fiir das KLAR1- und das KLAR2-Sortiment genutzt. Die
Assoziationen wurden mit den Mittelwerten der transformierten Daten fiir jedes Sortiment (KLAR1
und KLAR2) gesondert berechnet, weil die beiden Sortimente auBer 2018 in Grof Liisewitz unter
verschiedenen Umwelten gepriift wurden. Die Priifung der Signifikanz der einzelnen Marker-

Merkmals-Assoziationen erfolgte nach Benjamini und Hochberg (1995).

4. Ergebnisse

AP 1: Phanotypisierung der Blihmerkmale und des Flugbrandbefalls

Der Witterungsverlauf in den drei Vegetationsperioden war dulRerst unterschiedlich und beeinflusste
den Flugbrandbefall und die Auspragung der anderen Merkmale stark. Fiir den Flugbrandbefall ist
eine geringe Bodenfeuchte wahrend und nach der Aussaat sehr férderlich, weshalb die
Flugbrandbefallswerte im Dlrrejahr 2018 extrem hoch waren und in den Ubrigen Jahren eher mittel
bis gering. In Tabelle 2 sind neben den Gesamtmittelwerten fiir jede Umwelt auch die
Niederschlagssummen zur Zeit der Aussaat sowie die Temperatur in dieser Zeit aufgefiihrt.

Die Serienverrechnung der Sortimente ergab eine sehr hohe Heritabilitat fiir den Befall mit Flugbrand
(UA) in KLAR1, eine niedrige Heritabilitat dagegen in KLAR2. Letzteres wird vor allem mit der geringen
Differenzierung fiir Flugbrandbefall im Anbaujahr 2019 zusammenhéangen, in dem viele anfallige
Prifglieder ohne Befall vorgefunden wurden (Tab. 2), aber auch mit der geringeren Umweltanzahl.
Die Heritabilitdten bei BBCH und PH sind nicht so hoch wie erwartet, was mit der Beeinflussung
dieser Merkmale durch starken Flugbrandbefall 2018 zusammenhangen kdnnte.

Das Niveau der Offenblitigkeit wurde durch die Witterung wahrend der Blite beeinflusst. So war die
Offenbliitigkeit 2018 in Grol$ Lisewitz durch anhaltende Trockenheit reduziert, was sich auch in einer

héheren Antherenretention widerspiegelt (Tab. 2).

Tab. 2 Mittelwerte und Heritabilitdten in beiden Sortimenten fiir die Merkmale Flugbrandresistenz
(UA), Offenblitigkeit (OFL), Antherenretention (AR), Kleistogamieindex (KLI), Wuchshéhe (PH) und
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BBCH in den jeweiligen Prifumwelten mit der Niederschlagssumme (NDS) und Temperaturmittelwert
(Temp.) vom Zeitraum 7 Tage vor der Aussaat bis 14 Tage nach der Aussaat

NDS Temp. UA OFL AR KLI PH BBCH
KLAR1
LBS17 719 8.5 19.1 3.5 2.3 14.1 60.7 54.8
GLU17 36.1 6.2 15.9 3.0 2.0 13.5 107.1 51.4
GLU18 27.7 11.2 380 2.2 2.6 15.6 62.3 57.3
QLB17 26.4 7.7 24.5 4.7 2.2 13.1 101.8 53.8
QLB18 28.8 13.5 36.8 4.7 2.1 12.9 81.8 56.3
Gesamtmittel 27.1 3.7 2.2 13.8 82.9 54.7
Heritabilitat 97.3 63.0 86.4 86.5 87.6 87.0
KLAR2
LBS18 40.3 148 12.2 3.5 2.0 13.2 88.3 48.7
LBS19 16.2 11.7 0.6 4.0 2.3 13.8 96.8 61.1
GLU18 27.7 11.2 46.6 3.9 2.3 13.9 61.4 54.7
QlLB19 39.2 8.8 0.9 3.2 2.1 134 112.4 54.0
Gesamtmittel 15.2 3.7 2.1 13.6 90.9 54.6
Heritabilitat 66.7 42.0 84.9 84.7 88.0 92.3

Die Offenblitigkeit wird besonders durch den taglichen Temperaturverlauf beeinflusst. Aufgrund der
Abhéangigkeit des zeitlichen Ablaufs (14 bis 20 Uhr) der Blite vom Witterungsverlauf ist die Wahl des
richtigen Boniturzeitpunktes mit einer gewissen Unsicherheit behaftet. Unter Beriicksichtigung dieser
Einflussfaktoren sind die gefundenen Heritabilitdten von 63% fiir KLAR1 und 42% flir KLAR2
vergleichsweise hoch.

Deutlich hohere Heritabilitaiten weisen die Merkmale AR und KLI auf. Wie die Histogramme fir die
untersuchten Sortimente (Abb. 1) veranschaulichen, sind OFL, AR und KLI als quantitative Merkmale

zu betrachten.
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Abb. 1: Histogramme fiir UA, OFL, AR und KLI der beiden Sortimente KLAR1
und KLAR2 auf Basis der Mittelwerte Uber alle Umwelten

UA in KLAR1 UA in KLAR?

30

(20,40]  [(40,60] (50, 80]

OFLin KLAR2

Die furr den Flugbranderreger glinstigen Bedingungen im Versuchsjahr 2018 an allen drei Standorten
ermdglichen eine maximale Differenzierung der Sorten fiir Flugbrandresistenz. Uber beide
Sortimente betrachtet wurden 139 Priifglieder der hochresistenten Gruppe (0 bis 5 % Flugbrand), 28

der mittelresistenten Gruppe und 375 den mittel- bis stark anfalligen Gruppen zugeordnet.

0 50 100 150 200 250 300 350

Obis5% I 139
5,1bis 15% I 28
15,1 bis 35% N 57

>35% I 300

Abb. 2: Anzahl Haferlinien in den 4 Infektionsstarkegruppen tUber beide KLAR-Sortimente
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Die meisten resistenten Priifglieder stammen vom Projektpartner LBS, wo seit Jahren systematisch
auf Resistenz selektiert wird. Eine ausgepragte Resistenz gegen die eingesetzte Flugbrandrasse
zeigten auch einige Zuchtstamme der Nordsaat, von Danko und der bayerischen LfL, obwohl in den

dortigen Zuchtprogrammen die Flugbrandresistenz nicht geprift wird.

Im Sortiment KLAR1 wurden 12 und in KLAR2 drei stark kleistogame Priifglieder (KLI > 15.5)
identifiziert. Die iberwiegende Mehrzahl der Hafersorten ist somit offenbliitig bei variierender
Anzahl kleistogamer Bliiten. Zu den Ursachen der Kleistogamie wurden erste Untersuchungen

vorgenommen, die auf Studien bei Gerste und Reis aufbauen.

Morphologische Ursachen fir kleistogames Bliihen

Aus Studien bei Gerste und Reis sind verschiedene Ursachen fiir kleistogames Bliihen, wie z. B.
zusammengewachsene Hiillspelzen oder nicht funktionstlchtige Lodiculi bekannt. Welche Ursachen
dem kleistogamen Blihen bei Hafer zugrunde liegen, wurde im Rahmen des Projektes erstmalig

untersucht.

Dabei wurde als eine mogliche morphologische Ursache vermutet, dass die Deckspelzen das Blitchen
so stark umschlieRen, dass das Offnen der Bliite verhindert wird. Diese morphologische Besonderheit
liegt bei der Sorte ,Aveia‘ vor, die in allen Bonituren als vollstandig kleistogam eingestuft wurde. In
Abb. 3 ist eine praparierte Blite der Sorte ,Aveia’ im Vergleich zu zwei Bliten von zwei
verschiedenen offenblitigen Prifgliedern dargestellt. Bei den offenbliitigen Priifgliedern ist zu
erkennen, dass sich die beiden Seitenrander der Deckspelze in der Blitenmitte nicht Gberlappen.
Vor- und Deckspelze lassen sich somit ohne groRen Reibungswiderstand beim Offnen der Bliite
spreizen. Die Uberlappenden und eingewdlbten Seitenrander der Deckspelzen bei ,Aveia‘ (Abb. 3c)
erfordern dagegen eine starkere Kraft, um Vorspelze und Deckspelze bei der Bliite zu spreizen.
Vermutlich ist die Hebelkraft der Lodiculi bei ,Aveia‘ nicht ausreichend grol8 und die Sorte bliiht
geschlossen ab. Neben ,Aveia‘ wurde dieser besondere Spelzenphédnotyp noch bei zwei weiteren

Prifgliedern allerdings ohne umfangreichere Untersuchungen beobachtet.
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Abbildung 3 Préparierte Bliiten offenblitiger (a 143-Panther, b 154-Nord) Sorten im Vergleich zur

kleistogamen Sorte ,Aveia‘ (c) (Fotos: Sophie Brodfiihrer)

Diese, von der Spelzenform verursachte, Kleistogamie hat einen hohen Spelzengehalt und eine

schlechte Entspelzbarkeit zur Folge, was eine zlichterische Nutzung in Frage stellt.

Als eine weitere mogliche Ursache fiir das kleistogame Bliihen wurde im Rahmen einer
Bachelorarbeit (Vollmer 2020) untersucht, ob sich die Lodiculi von als kleistogam und chasmogam
eingestuften Prifgliedern in ihrer GroRRe vor, wahrend und nach der Bliite voneinander
unterscheiden. Daflir wurden bei den Blitchen einer Auswahl kleistogam (n= 10) oder chasmogam
(n=10) bliihenden Priifgliedern zum Blihzeitpunkt die Hiill- und Deckspelzen entfernt, anschliefend
die freigelegten Lodiculi in der Frontal- und in der Seitenansicht fotografiert (Abb. 4) und die

Parameter ,Breite” (BR) und ,Tiefe” (TF) gemessen.

Abbildung 4 Praparierte
Lodiculi in der Frontal-(links)
und in der Seitenansicht
(rechts). Das Blutchen steht
kurz vor der Blite. Die
Lodiculi sind angeschwollen.

(Fotos: Carolin Vollmer)

Die Lodiculi der als chasmogam eingestuften Prifglieder waren zum Blihzeitpunkt im Mittel breiter
als die Lodiculi der als kleistogam eingestuften Priifglieder und es wurde eine signifikante Korrelation
zwischen der Lodiculi-Breite nach der Blite und der Offenblltigkeit ermittelt (r= 0.68**). Dieses
deutet darauf hin, dass die beobachtete Kleistogamie bei einigen Sorten auf einer schwacheren
Lodiculi-Funktion basiert. Diese Form der Kleistogamie erscheint zlichterisch nutzbar und sollte

weiter untersucht werden.
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AP 2: Assoziation molekularer Marker mit Blihmerkmalen und Flugbrandresistenz
Strukturanalyse

Das Material des KLAR-Sortimentes stammt aus etwa 30 Zuchtprogrammen und 30 Landern, wobei
die Herkunft bei einigen Akzessionen nicht bekannt ist. Die in den Dendrogrammen der Abb. 5
dargestellten Verwandschaftsverhaltnisse spiegeln die tatsachlichen Abstammungen soweit sie

bekannt sind sehr gut wider.

NEL_u_17
UK_u_208

USA_u_209

Pf_u_155
USA_u_111
EDH_1T

POL_DA_261

POL_DA_27
ol ®

0Bp_28

_4z341

CZE_SEERS
GER_B&H
PS

GER_NORD_2G8R_SBER|BE

CERRERIRE e

Abb. 5a Dendrogramm von KLAR1 basierend auf der Neighbor Joining Methodik. Die einzelnen
Haferlinien sind mit Landerkirzel Zuchtprogramm_Prifgliednummer gekennzeichnet (Abklirzungen
Zlchterherkunft: u= unbekannt; ABER = Aberystwyth; NORD = Nordsaat, LO = Lochow-Petkus; DA =
Dankow; HSH = LBS Dottenfelder Hof; SEL = Selgen; EDH = Saatzucht Edelhof; SZB = Saatzucht Bauer)
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Abb. 5b Dendrogramme von KLAR2 (oben) basierend auf der Neighbor Joining Methodik, sowie des

Gesamtsortimentes (unten), basierend auf UPGMA.

In den Dendrogrammen (Abb. 5b) ist erkennbar, dass die Zuchtstdmme und Sorten aus den starker
involvierten Zuchtprogrammen der LBS (58 Priifglieder), Nordsaat (70), Edelhof (44), LfL (60) und
Danko (47) in verschiedenen Zweigen des Dendrogramms vertreten sind, was auf eine erfolgreiche
Verhinderung genetischer Einengung hindeutet.

Sowohl in den Dendrogrammen als auch in den Punktdiagrammen der Hauptkomponentenanalysen

in Abb. 6 sind Cluster erkennbar. In STRUCTURE wurde die optimale Clusterzahl zumeist mit der
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Delta-K-Methodik (AK) (Evanno et al. 2005) berechnet. Fiir das gefilterte Gesamtsortiment ergaben

sich dabei 18 Cluster, was eine vergleichsweise hohe Anzahl darstellt.
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Abb. 6 Diagramme der Hauptkomponentenanalyse (PC1 vs. PC2) mit KLAR1 (oben) und KLAR2-
Haferakzessionen (unten) sowie deren jeweilige Land-Ziichterherkunft (Land_Zuchtprogramm; u=
unbekannt; ABER = Aberystwyth; NORD = Nordsaat, LO = Lochow-Petkus; DA = Dankow; HSH = LBS
Dottenfelder Hof; SEL = Selgen; EDH = Saatzucht Edelhof; SZB = Saatzucht Bauer)

Assoziationsanalyse

Angesichts der vergleichsweise moderaten Struktur des KLAR-Sortimentes wurden fiir die

Assoziationsanalyse Modelle mit Einbindung der Hauptkomponenten (PC 1 bis 5) bzw. der Kinship-

Matrix zur Berticksichtigung der Populationsstruktur gerechnet. Die Berechnungen wurden getrennt

flr KLAR1 und KLAR2 in TASSEL ausgefihrt, sowohl via GLM+PCA als auch via MLM+PCA+K.

Abb. 7 Manhattan-Plots fir die Sortimente KLAR1 und KLAR2 fir die Merkmale UA, AR, OFL und KLI

auf Basis des GLM+PCA-Modells

KLAR1
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Zwei Signifikanzkriterien wurden fir die einzelnen MTAs festgelegt, (1) entweder ein It. Benjamini-
Hochberg-Korrektur signifikanter p-Wert in KLAR1 und KLAR2 im GLM+PCA-Modell oder (2) ein
signifikanter p-Wert It. Benjamini-Hochberg-Korrektur in einem der beiden Panels, aber in beiden
Modellrechnungen.

Einen Uberblick zu den Marker-Merkmal-Assoziationen (MTAs) bieten die Manhattan-Plots nach
GLM+PCA zu den einzelnen Merkmalen (Abb. 7). Beim Vergleich der Diagramme zwischen KLAR1 und
KLAR?2 fallt eine gute Ubereinstimmung bei UA auf, wogegen bei den Bliihmerkmalen AR, OFL und KLI
weniger dhnliche Muster zu erkennen sind. Die Anzahl signifikanter MTAs ist fiir UA auch deutlich

groRer als bei den drei Bluhmerkmalen, die vermutlich weniger durch Majorgene gesteuert werden
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als die UA. Im Merkmal AR waren keine MTAs mit Signifikanz Gber beide Sortimente nachzuweisen.
Flr OFL sind auffallend mehr signifikante MTAs im KLAR2 als im KLAR1 zu erkennen.

Die Positionen der signifikanten MTAs in der Konsensuskarte sind in Abb. 8 dargestellt. So liegen
hochsignifikante MTAs (griin) fir UA auf den Kopplungsgruppen MRG05, MRG06, MRG12, MRG17
und MRG18.

MRGO04 MRGO05 MRGO06 MRG12 MRG17 MRG18
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Abb. 8 Signifikante MTAs innerhalb der Konsensuskarte (Bekele et al. 2018) (schwarz: MTA nur fir
eines der beiden KLAR-Sortimente aber in beiden Modellrechnungen signifikant nach Benjamini-
Hochberg; griin: signifikanter p-Wert in beiden KLAR-Sortimenten nach Benjamini-Hochberg)

Fur die OFL sind MTAs auf MRG0O1, MRG04, MRGO5 und MRGO6 (iber beide Sortimente
nachgewiesen. Des Weiteren gibt es zahlreiche Bereiche, in denen mehrere MTAs eng gekoppelt

vorliegen. Mehrfach sind KLI und OFL gemeinsam mit einem Marker assoziiert.

AP 3: Nutzung von Kleistogamie fur eine Verminderung der Flugbrandinfektion

In den Nachbauversuchen sollte die Frage beantwortet werden, ob geschlossenes Bliihen die
Flugbrandinfektion der Samenanlage reduziert und sich diese Pseudoresistenz als Alternative zur
rassenspezifischen Resistenz nutzen lasst. Flr diese Untersuchungen wurden ausschlieBlich anfallige
bis mittelresistente Sorten ausgewahlt, die die gesamte Spannweite der Offenbliitigkeit abdecken.
Die urspriinglich geplante Prifung im Gewachshaus zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurde um 5

Sorten auf 25 Sorten erhéht und um einen Freilandversuch mit 64 Priifgliedern erganzt.

Zum Nachbauversuch im Gewdachshaus mit 25 Sorten liegen nunmehr Ergebnisse aus zwei
Anbaujahren mit Ernteproben von vier Umwelten vor. Im Mittel tber alle Sorten, Wiederholungen

und Umwelten betragt der Nachbaubefall 21 %, bei einem Vorjahresbefall von 41 %. Diese mittlere
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Reduktion um ca. 50 % des Befalls schwankt zwischen den Sorten von 11 % bis 81 %. Zur Analyse des
Effektes der Kleistogamie auf den Nachbaubefall wurden multiple Regressionsmodelle anhand der
AIC-Werte und Residuenplots selektiert®. Als Faktoren mit moglichem Einfluss auf den Nachbaubefall
wurden das Anfalligkeitsniveau (SUSC), der Kleistogamieindex (KLI), der Anteil Brandrispen im ersten
Jahr (UA1), welcher mit dem Infektionsdruck wéahrend der Bliite korreliert sein kdnnte, der
Umwelteffekt (Site) sowie diverse Interaktionen gepriift.

Tabelle 3 Anova-Tabellen (Type Il tests) der GLM der beiden
Nachbaupriifungen

Nachbau im Gewdchshaus, 25 Sorten
Response: UAn

LR Chisq Df Pr(>Chisq)
KLI 11.393 1 0.0007370 **=*
susc 30.676 1 3.049e-08 ***
Ual 5.412 1 0.0200034 *
Site 49.391 3 1.077e-10 **=*
UAl:Site 19.557 3 0.0002096 ***

Priifung im Freiland, 64 Sorten 2018
Response: UAn

LR Chisq Df Pr(>Chisq)

KLI 12.674 1 0.0003708 **x*
suscC 14.120 1 0.0001715 *x*
UAl 32.738 1 1.054e-08 **x
Site 12.631 1 0.0003795 **x

In den ANOVAs sind die Effekte fiir KLI, SUSC, UA1 und Site signifikant, wobei der Effekt der SUSC auf
den Nachbaubefall deutlich starker ist als jener des KLI (Tab. 3). Ahnliches ergab sich im zweiten
Nachbauversuch, der Priifung von 64 Sorten im Freiland. Auch hier war der Effekt von KLI schwacher

als jener der SUSC und UA1 (Tab. 3).

In Abbildung 10 sind die Effekte der beiden Hauptfaktoren fiir den Nachbaubefall dargestellt. Darin
zeigt sich eine Abnahme des Nachbaubefalls mit zunehmender Kleistogamie und abnehmender

Anfalligkeit.

T T T T T T T T T T T

10 12 14 16 30 40 50 60 70 80 90
KLI9 SUSC

Abb. 10 Effektplots fiir das nach AIC-Vergleich optimale GLM zur Abhdngigkeit des Nachbaubefalls
(UANn) vom Kleistogamieindex (links) und dem Anfalligkeitsniveau (rechts)

! Fir die Unterstiitzung bei der Berechnung der multiplen Regressionen danken wir Frau Dr. Doreen Gabriel (JKI)

Seite 20 von 31



In Abb. 11 ist die Abhangigkeit des Nachbaubefalls vom Kleistogamieniveau und von der Anfalligkeit
im Feldversuch mit 64 Sorten als Punktdiagramm dargestellt. Hier zeigt sich ein geringerer
Nachbaubefallswert sowohl bei hoher Kleistogamie (KLI>16) als auch bei geringer Kleistogamie
kombiniert mit mittlerer Anfalligkeit. Es muss also noch weitere Faktoren geben, die das

Befallsniveau im Nachbau reduzieren.
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Abb. 11 Punktediagramm mit der abhangigen Variablen Flugbrandbefall im Nachbau (UAn) und den
Faktoren Kleistogamieindex (KLI) und Anfalligkeitsniveau (SUSC) im Freilandversuch mit 64 Sorten.

In Anbetracht der multiplen Einflussfaktoren auf den Nachbaubefall stellt sich die Frage nach deren
Heritabilitat. Im Nachbau im Gewdachshausversuch lag diese bei 88 % und im Freilandversuch bei
77 %, insgesamt also auf dhnlichem Niveau wie die dominierenden Faktoren Anfalligkeitsniveau und

Kleistogamie.

Im Rahmen einer Bachelorarbeit (Strebe 2020) wurde der Zusammenhang zwischen Offenblitigkeit
und Flugbrandinfektion im Nachbau in einem Klimakammerversuch sowie der Temperatureinfluss
auf die OFL untersucht. Dazu wurden sechs Sorten unter jeweils drei Temperaturregimes (14 °C,

22 °C, 28 °C) wahrend der Bliitezeit mit einer Flugbrandsuspension bespriiht und die nachfolgende
Generation hinsichtlich Flugbrandinfektion geprift. Der in der Literatur beschriebene Einfluss der
Temperatur auf die Offenblitigkeit konnte bestatigt werden, wobei die Sorten nicht einheitlich,
sondern spezifisch reagierten. Als kleistogam unter allen Temperaturvarianten erwiesen sich die
Sorten ,Hecht’ und ,Aveia’, die beide trotz Kleistogamie einen — wenn auch schwachen — Befall im
Nachbau zeigten. Diese Beobachtung bestatigt die bereits in den Nachbauversuchen gewonnenen
Ergebnisse mit der Sorte ,Aveia‘, wonach vollstandige Kleistogamie einen Befall im Nachbau nicht

vollig verhindern kann und lediglich zur Reduktion der Keimlingsinfektion beitragt.
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5. Diskussion der Ergebnisse

AP1 Phanotypisierung der Blihmerkmale und Flugbrandresistenz

Die erfassten Merkmalsdaten kdnnen trotz extrem unterschiedlicher Witterungsverlaufe an den
Prifumwelten und reduzierter Umweltzahl als hinreichend reproduzierbar und belastbar bezeichnet
werden. Fir die Prifung der Flugbrandresistenz sind trockene Bodenverhaltnisse zur Aussaat
notwendig, was 2018 gegeben war und bei einigen Priifgliedern zu 100%igem Befall gefiihrt hat, ein
ansonsten eher seltener Befund. Die Flugbranddaten von 2018, von je zwei Umwelten fir KLAR1 und
KLAR2, validiert durch die Ergebnisse an den librigen Umwelten, sind deshalb eine gute Grundlage

flr die Assoziationsanalysen und fir die Resistenzbewertung der Prifglieder.

Bei mehreren Sorten aus KLAR1 wurde das in vorangegangenen Projekten gefundene Anfalligkeits-
niveau gegenlber Flugbrand im Rahmen der KLAR-Priifungen bestatigt. Dieses betrifft auch 6 Sorten
aus dem internationalen Differentialsortiment zur Rassendifferenzierung bei Flugbrand. In einem
vorangegangenen BLE-Projekt (FKZ 030E647) wurden verfligbare Flugbrandrassen, einschliefRlich
jener vom Dottenfelder Hof, mit Hilfe des Differentialsortimentes geprift. Die dabei untersuchten
Flugbrandrassen aus Deutschland unterschieden sich wenig und waren deutlich weniger aggressiv als
eine kanadische Flugbrandrasse (Herrmann 2006). Der Befall der im KLAR-Projekt gepriiften 6
Differentialsorten (Ergebnis nicht gezeigt) unterstiitzt die Annahme, dass sich die auf dem
Dottenfelder Hof genutzte Rasse seit 2005 nicht verandert hat, was aufgrund der Nutzung

hochanfalliger Sorten fiir die Flugbranderhaltung auch plausibel ist.

Aus alteren Studien ist bekannt, dass Flugbrandinfektionen selbst bei ausbleibender Zerstérung der
Rispenanlage die Wiichsigkeit der Pflanze beeinflussen (Hubbard und Stanton, 1934). Fiir die im
Projekt an den nicht-brandigen Rispen erfassten Vergleichsmerkmale Wuchshéhe und BBCH-Stadium
wurden im Vergleich mit den Blihmerkmalen hohe Heritabilitaten gefunden, die jedoch in dhnlichen
Versuchen ohne Flugbrandinokulation etwas hoher sind. Da die Beeinflussung von Wuchshdhe und
BBCH selbst bei latenter Infektion nicht genau schatzbar war, sind die diese Daten aus dem KLAR-

Projekt nur bedingt verwertbar.

Ein Schwerpunkt des Projektes lag auf den Bliihmerkmalen. Die hierzu im Vorhaben erarbeiteten
Daten zur OFL, AR und KLI haben Neuigkeitswert und sind zlichterisch interessant. Vergleichbare
Untersuchungen sind im Zusammenhang mit der Resistenzzlichtung gegen Fusarium in Norwegen
(Tekle et al. 2020) und den eigenen Arbeiten publiziert (Herrmann et al. 2020). In diesen Arbeiten hat
sich der bei Weizen und Gerste gefundene Zusammenhang zwischen Antherenextrusion und
Mykotoxinakkumulation im Wesentlichen bestatigt. Sowohl starke Offenblitigkeit bzw. hohe AE als
auch Kleistogamie reduzieren die Mykotoxinakkumulation, sind aber nicht die einflussreichsten

Faktoren fiir den Mykotoxingehalt.
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Der zeitliche Aufwand fiir die Auszahlung der AR war betrachtlich, kbnnte aber zukiinftig, wenn es
um die Selektion auf hohe Kleistogamie geht, auf die Rispenspitze und die duReren Bliten der
Rispenszweige reduziert (halbiert) werden, da es vor allem in diesen Rispenbereichen eine starkere

AE gibt und Differenzen zwischen den Sorten in diesen Rispenpositionen auftreten.

AP2 Assoziationsanalyse

Bei der Berechnung von Marker-Merkmal-Assoziationen muss die Populationsstruktur beriicksichtigt
werden, um sowohl den Fehler erster (falsch positive) als auch zweiter Art (falsch negative) gering zu
halten (Matthies et al. 2012). Anhand der Dendrogramme und PCA-Plots waren Cluster erkennbar,
jedoch nicht so distinkt wie in anderen Studien, wo z. B. Winter- von Sommerformen deutlich
abgegrenzte Cluster bildeten. Die Analyse des gesamten Sortimentes mit STRUCTURE ergab 18
Cluster als optimale Struktur. Anhand von Vergleichen mit dhnlichen Arbeiten (z. B. Sonah et al.
2015) haben wir die Struktur als moderat eingestuft und die beiden oben genannten Modelle fiir die

Assoziationsanalysen gewahlt.

Die genombasierten Dendrogramme und die Kinshipmatrix bestatigen oder prazisieren die bereits
bekannten Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Sorten und Zuchtstammen. Zugleich konnten
29 genetische Klongruppen anhand der genetischen Distanz identifiziert werden, darunter auch

Paare von Sorten, die unter verschiedenen Namen vermarktet wurden.

In den Assoziationsanalysen wurden in sieben Kopplungsgruppen zahlreiche MTAs fiir UA, KLI und
OFL gefunden, wobei die Berechnungen via MLM+PCA+K deutlich konservativer mit folglich weniger
Treffern als via GLM+PCA ausfallen. Allein fiir das erste Sortiment, ohne Validierung durch KLAR2,

liegen bei der GLM+PCA-Berechnung auf allen 21 Kopplungsgruppen signifikante MTAs.

Die Uber beide KLAR-Panel signifikanten MTAs fiir Flugbrandresistenz auf Mrg05, Mrg06, Mrg12,
Mrg17 und Mrgl8 sind ein Beleg fiir mehrere verschiedene Resistenzgene im Sortiment, was
angesichts des Ursprungs der Priifglieder aus mindestens 30 Zuchtprogrammen und der in friiheren
Arbeiten (Nicolaisen 1934, Reed and Stanton 1938, Nielsen 1977, Wilcoxson und Stuthman 1993,
Schattenberg 1934, Moule 1957, Miczynski 1955, Bartos 1964) beschriebenen Vielzahl an
Resistenzquellen nicht iberrascht. Uber die chromosomale Position und Charakterisierung von
Resistenzgenen gegen Haferflugbrand ist bislang sehr wenig bekannt. Kibite et al. (2004) berichteten
Uber drei Resistenzgene auf KO-14 in der Kanota x Ogle-Konsensuskarte (O’Donoughue et al. 1995),
inzwischen der Kopplungsgruppe Mrg06 (Chaffin et al. 2016) zugeordnet, auf der auch im KLAR-Panel
signifikante MTAs in zwei Regionen gefunden wurden. Mrg06 ist auch die einzige Kopplungsgruppe
mit signifikanten MTAs nach GWAS mit Flugbranddaten zum CORE-panel in 2010 in Winnipeg,
welches aus 433 Linien vorwiegend amerikanischen Ursprungs besteht. Die Daten sind auf der
T9/oats-Seite hinterlegt (https://triticeaetoolbox.org/oat/downloads/select_genotype.php) und

wurden fur den Vergleich mit den KLAR-Ergebnissen via EMMA + REML verrechnet. Einen weiteren
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QTL zur Flugbrandresistenz auf Mrg06 beschreibt Fields (2017). Darin werden zwei Resistenz-QTL
beschrieben, einer auf Mrg06 und der starkere auf Mrg33, auf der im vorliegenden Projekt nur fir

KLAR1 ein signifikanter QTL gefunden wurde.

Bei den Bliihmerkmalen wurden fir OFL und KLI mehrere Uber beide Sortimente signifikante MTAs
gefunden, nicht jedoch fir die hoch heritable AR. Letztere scheint noch mehr als die beiden anderen
Merkmale von vielen Minor-QTL gesteuert zu werden. Bei Weizen wird die AE als Pendant zur AR
ebenfalls eher durch Minor-QTL gesteuert, wobei die starksten MTAs mit dem Rht-D1-Gen assoziiert

sind (Mugaddasi et al. 2016 und 2017).

AP3 Pseudoresistenz: Nutzung von Kleistogamie fiir eine Verminderung der

Flugbrandinfektion

In umfangreichen Versuchen konnte Petersen (1960) am Wirt/Pathogen-System Gerste/Flugbrand
zeigen, dass die Nutzung der Kleistogamie ziichterisch effektiver als die Resistenzzlichtung Giber
Infektionstests ist. Pedersen (1960) empfiehlt bei zweizeiliger Gerste die Erfassung der
Antherenextrusion als indirektes und sicher erfassbares Merkmal, welches mit der Offenbltigkeit
korreliert und als Pseudoresistenz genutzt werden kann. Dieser Vorschlag hat sich vermutlich
aufgrund der Entwicklung effizienter Beizmittel bei der Gerste nicht durchgesetzt. Im Rahmen des
KLAR-Projektes sollte die Ubertragbarkeit dieser Idee auf den Hafer gepriift werden. Als
Voraussetzungen dafiir sind (i) eine ausreichende genetische Variation fiir Kleistogamie, (ii) keine
negativen Effekte der Kleistogamie auf wichtige Zuchtmerkmale und (iii) ein hinreichender
flugbrandreduzierender Effekt der Kleistogamie zu nennen.

Bei Betrachtung der genetischen Variation fiir Kleistogamie konnten im vorliegenden Projekt eine
relativ geringe Anzahl mittel bis stark kleistogamer Hafersorten identifiziert werden. Dabei ergibt sich
aber zwangslaufig die Frage, welches Kleistogamieniveau notwendig ist, um Flugbrand im Nachbau
wirksam zu reduzieren. Eine umfassende Antwort auf diese Frage lasst sich anhand der vorliegenden
Ergebnisse nicht ableiten, da der Nachbaubefall sowohl von der Resistenz, dem Kleistogamieniveau
und unbekannten Faktoren abhangt.

In den vorliegenden Versuchen unter fir die Keimlingsinfektion optimalen Bedingungen im
Gewachshaus zeigte sich im Sortenmittel eine Halbierung des Befalls im Nachbau im Vergleich zum
Vorjahr nach kiinstlicher Infektion. Der Nachbaubefall von 64 Sorten im Freiland 2018, unter sehr
infektionsgiinstigen Bedingungen, lag im Sortendurchschnitt bei 30 % relativ zum Vorjahresbefall. In
den Versuchen von Sperlingsson (2004) lag der Nachbaubefall bei etwa der Halfte des
Vorjahresbefalls und bei Herrmann (2006) fiel der Nachbefall mit 4,4 % vom Vorjahresbefall noch
deutlich geringer aus. Anhand der vorliegenden Ergebnisse und der Literatur kann man eine
deutliche Reduktion des Nachbaubefalls im Vergleich zum Vorjahresbefall konstatieren. Ob sich diese
Reduktion mit jeder Generation fortsetzt und gegen Null tendiert, kann nicht eingeschatzt werden,

da Ergebnisse dazu fehlen. Es erscheint aber lohnenswert, diese Frage zu untersuchen, womit

Seite 24 von 31



zugleich das zur Verhinderung von Flugbrand notwendige Resistenzniveau genauer definiert werden
kann.

Bei Betrachtung der morphologischen Kleistogamieursachen weisen die vorliegenden Ergebnisse auf
zwei unterschiedliche Ursachen hin, erstens auf eine besondere Spelzenmorphologie und zweitens
auf funktionsschwéachere Lodiculae. Fir erstere, beobachtet in ,Aveia‘’ und zwei weiteren
Prifgliedern, sind negative Effekte auf den Spelzengehalt und die Entspelzbarkeit wahrscheinlich,
weshalb diese Kleistogamietypen nicht nutzbar sind. Fiir den Lodiculae-abhangigen, dem vermutlich
haufigeren Typ der Kleistogamie, sind keine negativen Effekte bekannt, was aber zu untersuchen
ware.

Die bisherigen Regressionsberechnungen mit den Nachbauergebnissen von Hafersaatgut, welches
unter starkem Infektionsdruck von der Bliite bis Ernte gereift ist, belegen einen insgesamt schwachen
aber signifikanten Effekt des Kleistogamieniveaus auf den Nachbaubefall. Den starksten Einfluss auf
den Nachbaubefall hat die Resistenz, die auch nach Bliteninfektion wirksam ist (Nicolaisen 1934). Die
BlUteninokulation wurde schon in den 1930er Jahren wegen der Sortenunterschiede im Bliihzeitraum
und der Offenblitigkeit als ungeeignete Methode fiir die Resistenzziichtung bezeichnet.

Als Schlussfolgerung aus den Projektergebnissen kann die Selektion auf geringe Offenblitigkeit in
Kombination mit der Resistenzpriifung empfohlen werden, da sowohl die Infektion mit Flugbrand als
auch jene mit Fusarium reduziert werden kann. Unter den modernen Zuchtstdammen sind dabei
einige, die ohne gezielte Selektion ein hohes Kleistogamieniveau aufweisen. Bei der Selektion auf
Kleistogamie muss die Spelzenmorphologie beachtet werden. Eine unvorteilhafte
Spelzenmorphologie kann sowohl im Rahmen der Kreuzungsarbeiten als auch beim Entspelzen
identifiziert werden. Die Faktoren fiir den Nachbaubefall miissen weiter erforscht werden, um

sowohl das praktisch notwendige Resistenz- als auch Kleistogamieniveau schatzen zu kénnen.

6. Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Da ein hohes Kleistogamieniveau sowohl gegen Flugbrand- als auch Fusariuminfektionen wirkt, sollte
es in den Zuchtprozess integriert werden. Im Projekt wurden die Methoden der Erfassung der
Kleistogamie etabliert, weitere Effizienzsteigerungen bei der AR-Erfassung sind moglich. Die nun
bekannten Daten zur Flugbrandresistenz, zur genetischen Divergenz der Haferstamme und auch zum

Kleistogamieniveau werden in der Sortenentwicklung beriicksichtigt.
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7. Gegeniiberstellung der geplanten und erreichten Ziele

Ziele Erreichungsstand; weiterfiihrende
Fragestellungen

Erfassung der Blihmerkmale und Durch die Sortimentsverdopplung erfillt. Die
Resistenzprifung von 270 Hafergenotypen Kleistogamieursachen miissen genauer
erforscht werden. Des Weiteren ware der
Infektionsvorgang bei den kleistogamen Sorten
zu untersuchen.

Assoziationsanalyse Erstanalyse abgeschlossen. Erneute Analysen
mit neuerer Software sind in Bearbeitung.

Nachbauprifungen Deutlich mehr als geplant am KLAR1-Sortiment
gepruft. Weitere Prifungen am KLAR2-
Sortiment sind in Bearbeitung. Es sollte kiinftig
erforscht werden, welches Niveau der
Kleistogamie und des Resistenzniveaus
notwendig ist, um Nachbaubefall zu verhindern.

8. Zusammenfassung

Das Verbundprojekt ,Kleistogamer Hafer zur nachhaltigen Vermeidung von Flugbrand (KLAR)“ hatte
zum Ziel, die 6kologische Haferzlichtung mit neuen Erkenntnissen zur Resistenz und den
Bliheigenschaften an einem Sortiment von 540 Hafergenotypen zu unterstltzen und somit
langfristig zu geringeren Verlusten in der Saatgutproduktion von Okohafer durch Flugbrand
beizutragen. Zu diesem Zweck wurden zwei Sortimente (KLAR1 und KLAR2, je 270 Priifglieder)
mehrortig im Zeitraum 2017 bis 2019 auf Offenblitigkeit (OFL), Antherenretention (AR) und
Flubrandresistenz (UA) nach kinstlicher Inokulation gepriift. Vom Erntegut aus den
Resistenzprifungen wurden anfallige Sorten mit divergierender AR fiir Nachbauversuche ausgewahlt,
um den Effekt der Kleistogamie auf den Nachbaubefall schatzen zu konnen und die Frage zu
beantworten, ob Kleistogamie zur Vermeidung von Flugbrandinfektionen genutzt werden kann. Die
phanotypischen Ergebnisse wurden zudem fiir eine genomweite Assoziationsanalyse genutzt, fiir die
beide Sortimente zuvor Gber GBS genotypisiert wurden.

Die Resistenzprifungen ergaben gut reproduzierbare Daten mit hoher Heritabilitat fiir UA und AR bei
etwas geringerer Heritabilitat fir OFL. Zur praziseren Einschatzung der Kleistogamie wurde ein
Kleistogamieindex (KLI) aus OFL und AR errechnet, da keines der beiden Merkmale allein die
Kleistogamie ausreichend prazise abbildet. Im Sortiment war etwa ein Viertel (134) der 540
Prifglieder hochresistent gegen Flugbrand. Offenblitigkeit, AR und Kleistogamieindex (KLI) sind als
guantitative Merkmale zu betrachten. An ausgewahlten kleistogamen Sorten wurden erste

Untersuchungen zu den Kleistogamieursachen vorgenommen. Als ursachlich fiir starkere

Seite 26 von 31



Geschlossenbliitigkeit kommen demnach sowohl eine die Bliite starker einschlieBende
Spelzenmorphologie als auch funktionsschwache Lodiculi infrage.

In den Assoziationsanalysen konnten signifikante Marker-Merkmalsassoziationen (MTAs) identifiziert
werden. Fir die Flugbrandresistenz wurden MTAs auf den Kopplungsgruppen MRG05, MRGO6,
MRG12, MRG17 und MRG18 nachgewiesen. Bei der OFL und dem KLI liegen MTAs auf MRGO1,
MRGO04, MRGO5 und MRGO6 der internationalen Konsensuskarte.

In den Nachbauversuchen wiesen die multiplen Regressionen signifikante Effekte seitens der
Resistenz und auch des Kleistogamieniveaus auf den Nachbaubefall nach. Die Voraussetzungen fiir
die Nutzung der Kleistogamie als Pseudoresistenz sind also grundsatzlich gegeben, allerdings ist das
dafir notwendige Kleistogamie- und Resistenzniveau mit den bisherigen Daten nicht klar definierbar.
Zudem muss bei der Selektion auf hohen KLI die Spelzenmorphologie beachtet werden, da ein
hoherer Spelzengehalt oder eine schlechte Entspelzbarkeit nicht erwiinscht sind. Grundsatzlich lasst
sich mit einer hoheren Kleistogamie aber sowohl die Infektion mit Flugbrand als auch mit Fusarium

reduzieren.
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