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Einleitung

Aufgabe der Gréaserziichtung ist es, der Landwirtschaft Sorten zur Verfiigung zu stellen,
die an die jeweiligen Standort- und Nutzungsformen mit ihren Resistenz- und Qualitits-
und Ertragseigenschaften moglichst gut angepasst sind. Bedingt durch die sehr unter-
schiedlichen Nutzungszwecke (Ackerfutterbau, Dauergriinland, Weide) und Standortan-
spriiche spreizen die Eignungsprofile der zugelassenen Sorten bei den verschiedenen Gré-
sern erwartungsgemal deutlich.

Viele in der Griserziichtung bearbeitete Merkmale sind nur in langwierigen (Ausdauer)
oder teuren Priifungen (Qualitét) zu erfassen und damit ziichterisch zu verbessern (HART-
MANN 2003). Markergestiitzte Selektionssysteme konnten neben einer Beschleunigung des
Zuchtfortschrittes, auch zur Sortendifferenzierung eingesetzt werden. Experimentell oder
auch in freiwilligen Absprachen finden bereits Eiweilmarker wie z. B. Isoenzyme oder
Speicherproteine (HEIDENREICH 1997) ihre Anwendung. Genauso sind jedoch auch DNA-
Marker denkbar. Die ersten ,,Gen-Karten* wurden bei Weidelgras bereits erstellt (BERT et
al. 1999).

Zur schnelleren Verwirklichung verschiedener Ziichtungsziele werden an der Bayerischen
Landesanstalt fiir Landwirtschaft neben den Fruchtarten Getreide, Kartoffel und Hopfen
seit kurzer Zeit auch molekulare Methoden zur Unterstiitzung der Futterpflanzenziichtung
eingesetzt. Hierbei werden im Folgenden zwei Anwendungsbereiche vorgestellt:

e Unterstiitzung bei aktuell laufenden Kreuzungsprogrammen

Konkret wurden im Rahmen eines Zuchtprogrammes iiber die AFLP-Technik einer
PCR-basierenden genomanalytischen Methode der Erfolg spezieller Kreuzungen be-
statigt. Im Rahmen dieses Programms wurden zur Erh6hung der genetischen Variabi-
litdit Kreuzungen iiber die Artgrenzen hinweg zwischen Lolium perenne L. und Festu-
ca pratensis L. erstellt. Die resultierenden ,,Festulolium-Nachkommenschaften* kon-
nen dem Transfer jeweils gewiinschter Eigenschaften iiber die Artgrenzen hinweg
dienen, aber auch eigenstindig weitergefiihrt werden. Bei Projekten mit diesem An-
satz stehen meist folgende Eigenschaftskomplexe im Zentrum der Uberlegungen: Bei
Wiesenschwingel Krankheitsresistenzen, Kélte- und Trockentoleranz, bei Weidelgras
Frohwiichsigkeit und Schnittvertriglichkeit.

e Vorarbeiten zur Entwicklung schneller und kostengiinstiger Tests zur Uberpriifung der
Sortenreinheit {iber DNA-Marker

Am Beispiel des Wiesenschwingels, mit seinem vergleichsweise tiibersichtlichen
Spektrum an zugelassenen Sorten, sollte {iber die AFLP- Methode untersucht werden,
inwieweit sich verschiedene Sorten molekular voneinander differenzieren lassen.
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Material und Methoden

Um Festuca pratensis L. und Lolium perenne L. zu kreuzen, wurden die Bliitchen der
Mutterpflanzen unter dem Binokular kastriert (im Regelfall Deutsches Weidelgras, weil
leichter kastrierbar) und mit den Bestduberdhren isoliert. Aus den Karyopsen wurden
nachfolgend die Embryonen herauspripariert und in vitro zu ganzen Pflanzen regeneriert.
Fiir den molekularen Nachweis der gelungenen Artkreuzung wurden die Nachkommen-
schaften von 4 Wiesenschwingelpflanzen mit 44 Weidelgraspflanzen sowie die Eltern
selbst untersucht.

Zur molekularen Abschitzung der genetischen Diversitit verschiedener Wiesenschwingel-
sorten wurde je 70 Pflanzen der Sorten Cosmolit, Pradel und Preval untersucht.

Fiir die molekularen Analysen wurde zunichst nach einer bewéhrten Methode (DOYLE
und DOYLE 1990) die genomische DNA aus jungen Bléttern isoliert und anschlielend die
DNA-Konzentration photometrisch bestimmt. Der molekulare Datensatz wurde iiber eine
nicht radioaktive AFLP-Analyse nach einem fiir Hopfen modifizierten Protokoll erstellt
(HARTL und SEEFELDER 1998).

Zur Datenanalyse wurde, wie bei den meisten Diversitdtsstudien von Nutzpflanzen, auch
in der hier vorgestellten Untersuchung ein Verfahren der Distanzmatrixmethoden ange-
wendet. Es handelt sich um das “average-linkage“-Verfahren, auch UPGMA (“unweigh-
ted pair group method with arithmetic mean*). Das AFLP-Bandenmuster wurde zunichst
in eine bindre Datenmatrix tibertragen. Mit der Software NTSY S-pc (ROHLF 1998) wurden
die genetischen Ahnlichkeiten der untersuchten Genotypen bestimmt. Mittels Hauptkom-
ponentenanalyse wurden die Daten gruppiert, um das Ergebnis visuell leichter zugidnglich
zu machen.

Ergebnisse und Diskussion

Im Zuge der AFLP-Untersuchungen konnten in den Festulolium —Nachkommenschaften
eindeutig DNA-Banden sowohl aus dem Genom von Festuca pratensis L. als auch von
Lolium perenne L. nachgewiesen werden. Damit konnte die erfolgreiche Kreuzung iiber
die Artgrenzen hinweg verifiziert werden (Abb. 1). Zur molekularen Charakterisierung der
Eltern und der 44 Kreuzungsnachkommen wurden insgesamt 6 AFLP-Primerkombina-
tionen eingesetzt. Von insgesamt 326 polymorphen Fragmenten wurden 162 zur Erstel-
lung einer bindren Datenmatrix verwendet. In der zweidimensionalen Darstellung der ge-
netischen Verwandtschaft der Eltern sind die gepriiften Festulolium -Individuen bzgl. ihrer
genetischen Ahnlichkeit zwischen den beiden Kreuzungspartnern einzuordnen (Abb. 2).
Nach der Kontrolle der erfolgreichen Kreuzung wird die Untersuchung auf Fertilitit der
Festulolium - Nachkommenschaften der ndchste wichtige Punkt beim Aufbau einer Ziich-
tungspopulation sein.

Fiir die Differenzierung der Wiesenschwingelsorten Cosmolit, Pradel und Preval wurden
je 70 Linien der einzelnen Sorten mit insgesamt 10 AFLP-Primerkombinationen unter-
sucht. Von den insgesamt 624 Fragmenten wurden 110 sehr gut reproduzierbare polymor-
phe Banden ausgewertet. In den verwendeten Sorten konnten bereits durch diesem kleinen
Ansatz DNA-Banden gefunden werden, die in diesem Rahmen spezifisch waren. Bei die-
sen DNA-Fragmenten handelt es sich also um ,Marker”, die in Individuen der zu be-
schreibenden Sorte zu finden waren, in den anderen Sorten jedoch nicht (Beispiel Abb. 3).
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Ausgehend vom Ergebnis dieses Tastversuches stellen sich folgende Fragen:

— Inwieweit sind diese ,,Marker” im Rahmen der Differenzierung eines erweiterten Sor-

tenspektrums zu erginzen?

— In welchem Rahmen miissen Toleranzen fiir den natiirlichen Schwankungsbereich der
Bandenfrequenzen zwischen verschiedenen Chargen einer Sorte beim Windbestduber
Wiesenschwingel fiir eine Sortenabgrenzung beachtet werden?
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Abb. 1: Bestitigung der erfolgreiche Artkreuzung zwischen Wiesenschwingel und Deut-

schem Weidelgras iiber AFLP
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Abb. 2: Zweidimensionales Darstellung einer Hauptkomponentenanalyse der Kreuzungs-
eltern und der Nachkommenschaft einer Kreuzung von Deutschem Weidelgras

und Wiesenschwingel
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Abb. 3: AFLP-,Marker” L. 163 zur Identifizierung der Sorte Pradel
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