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Abstract

In the future, global climate change is expected to limit
yields in agricultural production due to water shortage
in the periods relevant for plant growth. This will also
affect perennial ryegrass (Lolium perenne L.), one of
the most important grass species in Europe. One of the
most promising approaches to overcome this problem
is the genetic improvement of drought tolerance by
breeding new varieties. In the presented project 200
accessions comprising L. perenne accessions from 20
countries and breeding material as well as some checks
from drought tolerant grass species were tested in field
trials at drought prone locations. The tested material
showed large genetic variation for biomass production
under drought conditions. Subsets of this material were
tested for drought tolerance under controlled conditions
in rain-out shelter, greenhouse and laboratory trials. The
subsets of 20 and 50 accessions were used for measu-
ring agronomic performance and detailed phenotyping
under controlled drought conditions. Phenotypic traits
for a high-throughput recording of drought response of
either single plants or plots were tested and compared
with yield data. Most of the tested traits showed high
heritabilities on a plot as well as on single plant basis and
high correlations with yield data were found. The visual
scoring of biomass was found to be a suitable selection
criteria. In our testset, tetraploid accessions were found
to be more drought tolerant than diploid accessions, but
drought response seems to be independent from flowe-
ring time. Single clones with different drought response
could be selected for building segregating populations.
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Einleitung

Der globale Klimawandel wird wesentlichen Einfluss auf
die Pflanzenproduktion in Mitteleuropa haben. Die im 5.
Sachstandsbericht des Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC) erwarteten Auswirkungen stellen sich in
Form von steigenden Durchschnittstemperaturen sowie
sich dndernden Niederschlagsverteilungen dar (IPCC 2013).
Negativ auf die Ertrage vieler landwirtschaftlicher Kulturen
wird sich die Haufung von Wetterextremen, wie Starknie-
derschliige und Uberschwemmungen, sowie Hitzewellen
und Trockenheit auswirken (HOV et al. 2013). In einer
fritheren Studie, die die Auswirkungen des Klimawandels
auf den siiddeutschen Raum untersuchte, wurde festgestellt,
dass in diesem Gebiet im Sommerhalbjahr zwar die Nieder-
schlagsmenge insgesamt gleich bleibt, jedoch die Anzahl
an Trockentagen zunehmen wird (KLIWA 2005). Dadurch
wird der Gehalt des Bodens an pflanzenverfiigbarem Was-
ser grofleren Schwankungen unterliegen als bisher, was zu
trockenheitsbedingten Schdden an Pflanzen mit der Folge
von Ertragsriickgidngen und Ertragsausfillen fithren wird
(LOBELL und GOURDIJI 2012).

Gerade Graser werden tiberwiegend mehrjahrig genutzt und
sind dadurch wihrend der Nutzungszeit vielféltigen Um-
weltbedingungen ausgesetzt, u.a. moglicherweise mehreren
Trockenperioden. Zudem befinden sich Griinlandflichen
héufig in Grenzlagen, darunter auch heute schon trocken-
gefdhrdete Lagen, was verdeutlicht, dass Griinlandbestédnde
in besonderem MafBle von den Auswirkungen des Klima-
wandels betroffen sein werden. Da technische Maflnahmen
wie kiinstliche Bewisserung gerade im Griinland nicht
wirtschaftlich durchgefiihrt werden kénnen, erscheint die
ziichterische Bearbeitung des Merkmals Trockentoleranz
besonders zielfithrend fiir die kiinftige Ertragssicherung.
Das Zielmerkmal der ziichterischen Selektion ,,Ertrag
unter Trockenstress” ist stark von Umweltbedingungen
beeinflusst. Daher ist bei einer direkten Selektion auf das
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Merkmal aufgrund von niedrigen Heritabilititen der zu
generierende Zuchtfortschritt verhiltnismaBig gering. Aus
diesem Grund werden in der Trockentoleranzziichtung hau-
fig sekundére Selektionsmerkmale verwendet, die einerseits
eine gute Heritabilitdt und gleichzeitig eine hohe Korrelation
mit dem Zielmerkmal besitzen. Auf diese Weise ldsst sich
der Zuchtfortschritt beschleunigen.

Das vorgestellte Projekt zur Trockentoleranz bei Deut-
schem Weidelgras hatte folgende Ziele: (i) Erfassung der
phénotypischen Variation des Merkmals Trockentoleranz
in Deutschem Weidelgras anhand eines 200 Akzessionen
umfassenden Diversitéitssortiments, (ii) Evaluierung und
Optimierung von sekunddren Selektionsmerkmalen zur
Bestimmung der Toleranz gegeniiber Trockenstress und Ver-
gleich mit dem Zielmerkmal ,,Ertrag unter Trockenstress®,
(ii1) Weitergabe von Material und Methoden an die Ziichter,
um die Effizienz der Selektion in den Zuchtprogrammen
zu erhdhen, und (iv) Selektion von Kandidatenklonen zum
Aufbau genetischer Ressourcen fiir weiterfithrende Arbeiten.

Material und Methoden

Projektaufbau und Versuchsanlagen

Die Projektarbeiten waren in fiinf Arbeitspakete gegliedert.
In Arbeitspaket 1 wurden 200 diverse Akzessionen unter
natiirlichen Trockenstressbedingungen gepriift und daraus
Subsets von in ihrer Trockenstressantwort moglichst diver-
sen Akzessionen fiir die folgenden Arbeitspakete selektiert.
Das komplette Sortiment wurde in den Jahren 2012 und 2013
an vier Standorten in Deutschland (Bornhof, Kaltenhof, Mal-
chow und Triesdorf) sowie an einem Standort in Frankreich
(Les Rosiers sur Loire) in jeweils 4 Wiederholungen in einer
20x10 Alphagitteranlage gepriift.

In Arbeitspaket 2 wurden im Jahr 2013 20 Akzessionen
an insgesamt vier Standorten einer Leistungspriifung mit
mehrschnittiger Ertragsfeststellung unterzogen. Die Versu-
che wurden in vier Wiederholungen in einer randomisierten
Blockanlage durchgefiihrt. Arbeitspaket 3 hatte die Priifung
von 50 selektierten Akzessionen unter kontrollierten Tro-
ckenbedingungen im rain-out shelter zum Gegenstand. Die
Standorte der beiden rain-out shelter waren Kaltenhof auf
der Insel Poel und Pulling bei Freising. Von jeder Akzession
wurden zwei Wiederholungen als randomisierte Block-
anlagen angelegt, die sich aus jeweils 20 Einzelpflanzen
zusammensetzten. Die Einzelpflanzen wurden vor der Ver-
suchsanlage im Herbst 2012 verklont, so dass im Jahr 2013
an beiden Standorten die identischen Genotypen gepriift
werden konnten. Im Jahr 2013 wurden in beiden rain-out
shelter jeweils zwei Trockenstressphasen simuliert, die Erste
zwischen dem ersten und zweiten Schnitttermin im Frithjahr
und die Zweite im Sommer zwischen drittem und viertem
Schnitt. Die identischen Klone waren auch Grundlage fiir
die Untersuchungen in Arbeitspaket 4. Unter Labor- und
Gewéchshausbedingungen wurden diese Klone, neben
verschiedenen Tests im Keimlingsstadium, unter artifiziellen
und damit gut charakterisierbaren Trockenstressbedingun-
gen gepriift. Arbeitspaket 5 hat zur Aufgabe, die Daten aus
allen Arbeitspaketen zusammenzufassen und gemeinsam
auszuwerten. Die dargestellten Verrechnungen wurden

mit der Statistiksoftware R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM 2013) bzw. dem Statistikpaket Plabstat 3A (UTZ
2005) durchgefiihrt.

Pflanzenmaterial

Gegenstand der Untersuchungen waren insgesamt 200 di-
verse Grasakzessionen, die sich wie folgt zusammensetzten:
75 Akzessionen von Lolium perenne L. wurden von der
Genbank [PK-Gatersleben zur Verfligung gestellt; 73 davon
hatten eine diverse geographische Herkunft in Europa, die
von Skandinavien bis Siideuropa reichte und zwei Akzessi-
onen waren in Vorderasien beheimatet. Zusétzlich wurden
von den beteiligten Ziichterhdusern 111 Akzessionen von
deutschem Weidelgras zur Verfiigung gestellt, die sich aus
aktuellen Sorten und Sortenkandidaten zusammensetzten.
Ergénzt wurde das Diversititsset durch Grasarten mit hoher
Trockentoleranz. Dies waren im Einzelnen zehn Akzes-
sionen des Wiesenschweidels (xFestulolium Aschers. et
Graebn.), sowie je zwei Akzessionen von Wiesenschwingel
(Festuca pratensis Huds.). und Rohrschwingel (Festuca
arundinacea Schreb.).

Merkmalserhebung

In allen Versuchen wurden im Jahr 2013 zwischen vier und
sechs Schnitttermine realisiert, die entweder als Schropf-
schnitt durchgefiihrt wurden oder der Ertragsbestimmung
dienten. An den Schnittterminen orientierten sich i.d.R. auch
jeweils die durchgefiihrten visuellen Bonituren. Dies waren
im Einzelnen die visuelle Bonitur der Massenbildung auf
einer Skala von 1 bis 9, wobei 1 ein einzelner griiner Trieb
je Pflanzenhorst war und 9 ein auflerordentlich wiichsiger
Pflanzenhorst. Diese Bonitur wurde sowohl direkt vor dem
Schnitt (MBVSC) bzw. zehn Tage nach dem Schnitt (MBN-
SC) durchgefiihrt. Daneben wurde der visuelle Eindruck der
Pflanzen unter Trockenstress (DURESD) auf einer Skala von
1 bis 9 erfasst, wobei 1 starke und 9 keine Trockenstresssym-
ptome anzeigten. In diesem Merkmal wurden Reaktionen
der Pflanzen auf Trockenstress wie Welke, Rollen der Blitter
oder Gelbfarbung erfasst. In den rain-out shelter Versuchen
wurden zusétzlich noch die Anzahl der lebenden Pflanzen
(AZ) erfasst.

Ergebnisse und Diskussion

Die durchgefiihrten Untersuchungen in Arbeitspaket 1 um-
fassten ein breites Sortiment von Herkiinften, die sowohl
aktuelle Sorten und Sortenkandidaten als auch historische
Sorten und Wildsammlungen aus der deutschen Genbank
(IPK-Gatersleben) umfassten. Nahezu alle visuell erhobenen
Merkmale wiesen hohe Heritabilitdten bei der Verrechnung
iiber Orte auf (7Tabelle I). Eine Ausnahme stellt hier die
visuelle Bonitur der Trockenstressantwort (DURESD) dar.
Bei der Verrechnung iiber drei Standorte konnte keine sig-
nifikante genotypische Varianz aber eine hochsignifikante
Ortsvarianz (Daten nicht gezeigt) festgestellt werden. Damit
konnte aufgrund eines starken Ortseinflusses iiber die Orte
hinweg keine Heritabilitdt ermittelt werden. Betrachtet
man jedoch den Standort Les Rosiers sur Loire separat, so
konnte hier eine Wiederholbarkeit von 57,9% festgestellt
werden. Der Grund dafiir ist, dass an diesem Standort
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Tabelle 1: Heritabilitdten (47 und Signifikanz der genotypi-
schen Varianzkomponente (6°) in der mehrortigen Verrech-
nung (Arbeitspaket 1, Vegetationsperiode 2013)

Table 1: Heritabilities (%?) and significance of the genotypic
variance component (¢° ) in the multi-location analysis (work
package 1, growing season 2013)

Versuchsort?

Merkmal® MAL KAL ROS TRS h? o’
MBANF X X 86,06 **
MBVSCI1 X X 69,47 **
MBVSC2 X X X 70,52 wok
MBVSC4 x X 54,61 wok
MBNSC2 X X 54,19 *E
DURESD X X X 0,00 -

' MBANF, Massenbildung in der Anfangsentwicklung; MBVSC,
Massenbildung vor dem jeweiligen Schnitttermin; MBNSC,
Massenbildung zehn Tage nach Schnitttermin; DURESD, visuelle
Trockenstressbonitur

2 MAL, Malchow; KAL, Kaltenhof; ROS, Les Rosiers sur Loire; TRS:
Triesdorf

ein ausgepragter Trockenstress aufgetreten war, der eine
ausreichende Differenzierung der Merkmalsauspragung
ermoglichte. An den beiden anderen Standorten traten im
Untersuchungsjahr 2013 nur milde Stressbedingungen auf,
die in diesem Merkmal keine ausreichende Differenzie-
rung und damit keine Vergleichbarkeit {iber Orte hinweg
ermoglichte. Die Massenbildungsbonituren iiber Orte
hinweg lieferten jedoch sowohl innerhalb der einzelnen
Orte gute Wiederholbarkeiten (Daten nicht gezeigt), sowie
gute Heritabilitdten {iber Orte hinweg (Tabelle 1), so dass
zur Bewertung der einzelnen Akzessionen hauptsiachlich
die Massenbildungsbonituren herangezogen wurden und
die Bonitur der Trockenstressantwort als unterstiitzendes
Merkmal in der Selektion.

Hinsichtlich der im Untersuchungssortiment enthaltenen
Materialgruppen diploid/tetraploid konnten im Jahr 2013
sowohl fiir das Merkmal der visuellen Trockenstressantwort
am Standort Les Rosiers sur Loire, als auch fir die Bonitur
der Massenbildung nach Schnitttermin 4 signifikante Unter-
schiede festgestellt werden (4bbildung 1A). Die tetraploiden
Vertreter im Sortiment wiesen dabei im Mittel eine grofBere

Trockentoleranz, als auch eine hohere Mas-

A m,

senbildung auf, wenngleich auch einzelne

®) —

Vertreter aus der diploiden Materialgruppe
eine sehr gute Trockentoleranz zeigten.
Die Ursachen fiir diese im untersuchten
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sich bei der tetraploiden Materialgruppe
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ausschliefllich um bereits ziichterisch be-
arbeitetes Material handelte, das auf Ertrag
selektiert wurde, wihrend in der diploiden
Materialgruppe auch Akzessionen von
unselektierten Wildsammlungen enthalten
waren. Die Aufkldrung des Einflusses der
Ploidiestufe auf die Auspragung von Tro-
—& ckentoleranz bedarf daher noch weiterer

160 Untersuchungen. Ein signifikanter Einfluss
des Blithzeitpunktes auf die Auspriagung
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Abbildung 1: Visuelle Trockenstressbonitur am Standort Les Rosiers sur Loire
(Wiederholbarkeit 57,9%) in den Materialgruppen diploid und tetraploid, sowie
im friih bzw. spétbliithenden Sortiment (A); visuelle Massenbildungsbonitur nach
Schnitttermin 4 in der zweiortigen Verrechnung der Standorte Kaltenhof und
Triesdorf (Heritabilitit 54,6%) in den Materialgruppen diploid und tetraploid,

sowie im friith bzw. spitbliihenden Sortiment (B).

Figure 1: Visual scoring of drought response at location Les Rosiers sur Loire
(repeatability 57.9%) in the diploid and tetraploid material and in early and
late flowering material (A); visual biomass growth after cutting date 4 in a two-
location analysis (Kaltenhof and Triesdorf; heritability 54.6%) in the diploid and
tetraploid material and in early and late flowering material (B).

Ahrenschieben

von Trockentoleranz und Massenbildung
zu Schnitttermin 4 konnte hingegen nicht
nachgewiesen werden (4bbildung 1B).

In Arbeitspaket 3 konnten durch das be-
sondere Versuchsdesign mit definierten
Kleinparzellen a 20 Einzelpflanzen sowohl
Bewertungen auf der Basis der Parzelle,
als auch auf Einzelpflanzenbasis erfolgen.
Durch die Verklonung der Einzelpflanzen
konnten fiir die beiden rain-out shelter
Standorte eine grofftmogliche Vergleich-
barkeit der Daten in beiden Betrachtungen
erreicht werden. Tabelle 2 gibt einen Uber-
blick tiber einen Teil der erfolgten visuellen

>54d
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Tabelle 2: Wiederholbarkeiten (rep) und Signifikanz der genotypischenVarianz-
komponente (¢°)) der Einzelstandorte und Heritabilitiiten (/°) und Signifikanz der
genotypischen Varianzkomponente in der zweiortigen Verrechnung (Arbeitspaket 3,

Vegetationsperiode 2013)

Table 2: Repeatabilities (rep) and significance of the genotypic variance component
(6°,) and heritabilities (/°) and significance of the genotypic variance in the analysis

across two locations (work package 3, growing season 2013)

Pulling Kaltenhof 2 Orte
Merkmal! rep o’ rep a’, h? (%) o’
MBVSC1 55,82 ** 54,34 ** 86,09 k2
MBVSC2 67,20 ** 61,84 ** 85,47 ok
MBVSC3 71,56 ** 66,47 ** 89,19 *k
MBVSC4 77,17 ** 73,49 ** 90,82 ok
MBVSCS5 73,78 ** 71,51 ** 92,95 ok
MBVSC6 63,25 ** 59,09 ** 92,06 *k
AZ1 12,80 - 7,93 - 87,93 *k
AZ2 19,20 + 14,38 - 59,03 ok
AZ3 43,33 ** 38,49 ** 64,10 ok
AZ4 54,31 ** 49,68 ** 78,95 ok
AZ5 61,64 ** 57,55 ** 84,16 *k
AZ6 66,57 ** 62,65 ** 87,32 ok
CUTI 60,28 ** 62,96 ** 89,24 *k
CUT3 46,44 ** 62,31 ** 86,86 ok
CUTS 82,65 ** 66,98 ** 80,46 *k
CUT6 80,96 ** 67,75 ** 90,32 *k
DURESDI1 2,99 - 7,21 - 72,06 *k
DURESD2 55,51 ** 56,71 ** 52,84 **

! MBVSC, Massenbildung vor dem jeweiligen Schnitttermin; AZ, Anzahl lebender Pflanzen; CUT,
Biomasseertrag beim jeweiligen Schnittermin; DURESD, visuelle Trockenstressbonitur

2 #%, p<0,01; +, p<0,10

Bonituren und zusétzlich zu den erfolgten Ertragsbestim-
mungen. Die im Frithjahr geplante Trockenstressphase zeig-
te aufgrund von starkniederschlagsbedingten Schwierigkei-
ten an beiden Standorten sehr niedrige Wiederholbarkeiten
und konnte nicht fiir eine Selektion herangezogen werden.

Mit der zweiten Trockenstressphase im
Sommer konnten jedoch ausreichende
Trockenstressbedingungen simuliert
werden, die wiederum eine gute Diffe-
renzierung der einzelnen Akzessionen
zur Folge hatte (4bbildung 2). Die
visuellen Bonituren der Massenbildung
zu den Schnittterminen hatten stets hohe
Heritabilitaten, die dhnlich bzw. sogar
hoher lagen als die der Ertragsmes-
sungen. Beide Merkmale waren hoch
miteinander korreliert.

Die Wiederholbarkeiten der Anzahl
iiberlebender Pflanzen stiegen im Ver-
lauf der Vegetationsperiode immer
weiter an und spiegeln damit sehr gut
die fortschreitende Differenzierung
des Pflanzenmaterials hinsichtlich Tro-
ckentoleranz und Ausdauerfihigkeit
wider. Erwartungsgemal zeigten die
meisten der mitgepriiften Festuca und
Festulolium Sorten eine gute Trocken-
toleranz. Eine Ausnahme stellte hier die
Festulolium-Rasensorte ‘Lesana’ dar,
die aufgrund ihrer besonderen Wuchs-
form schwierig fiir dieses Merkmal zu
bonitieren war und auch im optimal
bewisserten Zustand gerollte Blitter
aufwies. Aber auch in den rain-out
shelter Experimenten konnten Lolium

Akzessionen mit guter Trockentoleranz identifiziert werden.
Viele davon entstammten der tetraploiden Materialgruppe,
jedoch waren auch einige diploide Vertreter darunter.

Auf Basis der Einzelpflanzenbonituren konnten zudem Ein-
zelklone mit divergierender Trockenstressantwort selektiert
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Abbildung 2: Ergebnisse der visuellen Trockenstressbonitur im Sommer. Adjustierte Mittelwerte tiber zwei rain-out shelter Standorte
im Jahr 2013. Die Zahlen iiber den Balken geben die Ploidiestufe der einzelnen Akzessionen an.

Figure 2: Results of visual drought response scoring in summer. Adjusted means calculated for two rain-out shelter locations in
2013. The figures above the bars show the ploidy level of each accession.
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werden. Ein Beispiel fiir jeweils zwei trockentolerante
bzw. trockenanfillige Klone aus der gleichen Akzes-
sion ist anhand der visuellen Massenbildungsbonitu-
ren in der Vegetationsperiode 2013 in Abbildung 3
dargestellt. Wahrend die anfdlligen Klone bereits auf
die wenig ausgeprigte erste Trockenstressphase mit
einem starken Abfall in der Massenbildung reagierten
und sich von diesem Riickgang auch nicht mehr erhol-
ten, reagierten die als tolerant eingestuften Klone auf
die erste Trockenstressphase nicht nennenswert und
auf die zweite Phase mit einem méafigen Riickgang der
Massenbildung, von dem sie sich aber rasch wieder
erholen konnten. Das auf diese Weise selektierte Ma-
terial soll dazu verwendet werden, fiir das Merkmal
Trockentoleranz spaltende Populationen aufzubauen,
die als Ressource in genetischen Untersuchungen zur
Trockentoleranz eingesetzt werden sollen.

Boniturnote Massenbildung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im
untersuchten Pflanzenmaterial eine grof3e genetische
Variation fiir Trockentoleranz vorgefunden wurde, die
sowohl innerhalb von Akzessionen als auch zwischen
Akzessionen vorhanden war. Die visuelle Bonitur der
Massenbildung konnte als schnell zu erfassendes,
geeignetes sekundéres Selektionsmerkmal fiir den
Vergleich tiber Versuchsstandorte hinweg identifiziert wer-
den. Die visuelle Bonitur der Trockenstressantwort lieferte
hingegen nur bei starken Stressbedingungen wiederholbare
Werte. Durch die hohen Korrelationen der visuellen Mas-
senbildungsbonitur mit den gemessenen Ertrdgen war es
moglich, in Kombination mit der visuellen Trockentole-
ranzbonitur Genotypen zu selektieren, die einerseits eine
gute Trockentoleranz zeigen und gleichzeitig ein hohes
Ertragsniveau aufweisen und die auf diese Weise direkt in
aktuelle Zuchtprogramme einflieBen kénnen. Die tetraploi-
den Akzessionen des Sortiments zeigten nach Trockenstress
eine signifikant hohere Massenbildung als die diploiden
Akzessionen. Sowohl die Massenbildung als auch die
Trockenstressantwort zeigten sich unabhéngig vom Bliih-
zeitpunkt der Akzessionen, so dass es moglich erscheint, in
allen Bliihzeitpunktsgruppen trockentolerante Genotypen
zu selektieren. Auf der Basis der erhobenen Daten konn-
ten Einzelklone mit divergierender Trockenstressantwort
selektiert werden.
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