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Erweiterung der genetischen Basis der Resistenz

Braunrost (Puccinia triticina f. sp. tritici) ist von weltwei-
ter Bedeutung und fiihrt beim Anbau anfélliger Sorten zu
Ertragsverlusten bis zu 60%. Die kostengiinstigste und
umweltfreundlichste Art diese zu vermeiden, ist der An-
bau resistenter Sorten. Um zunéchst Informationen iiber
die Nutzbarkeit von Braunrostresistenzgenen in Deutsch-
land zu gewinnen, wurden nahe isogene Linien (NILs)
mit unterschiedlichen Braunrostresistenzgenen (Lr), un-
tersucht. Dabei konnte fiir die Resistenzgene Lr2c, Lr3a,
Lr3bg, Lr3ka, Lr10, Lr13, Lri4a, Lr15, Lr17, Lr20, Lr26,
und Lr37 in Feldversuchen das Vorkommen und die Ent-
wicklung virulenter Isolate innerhalb der Braunrostpo-
pulation nachgewiesen werden, so dass nur noch wenige
voll wirksame Resistenzgene zur Verbreiterung der gene-
tischen Basis der Braunrostresistenz im Winterweizen-
sortiment zur Verfiigung stehen, z.B. Lr9 oder Lr24. Im
Rahmen der Evaluierung und Nutzbarmachung pflanzen-
genetischer Ressourcen konnte jedoch in Einkorn (Triticum
monococcum) rassenunspezifische, prahaustorielle Resis-
tenz gegeniiber Braunrost nachgewiesen werden. Wei-
tergehende Analysen zeigten, dass diese mit erhohter
Peroxidaseaktivitdt und Aktivitat des abwehrrelevanten
Gens Prl in Verbindung steht sowie mit einer beschleu-
nigten Anreicherung von phenolischen Substanzen, H,O,
sowie Lignin und auf diese Weise die Bildung von Haus-
torienmutterzellen deutlich verringert bzw. unterbunden

des Weizens (Triticum aestivum) gegen

Braunrost (Puccinia triticina f. sp. tritici)

Broadening the genetic base of leaf rust (Puccinia triticina
f. sp. tritici) resistance in wheat (Triticum aestivum)

wird. Um diese Resistenz beschleunigt in den Brotweizen
(Triticum aestivum) zu iibertragen, wurde eine gene-
tische Karte mit einer Gré3e von 680,6 cM bestehend aus
371 Markern erstellt, welche gemeinsam mit der momen-
tan laufenden Phénotypisierung entsprechend segregie-
render Fy/F3-Generationen die Identifikation von Quan-
titative trait loci (QTL) fiir die pridhaustorielle Resistenz
im Einkorngenom ermoglicht und damit die markerge-
stiitzte Ubertragung dieser horizontal wirksamen Resis-
tenz in den Brotweizen.

Stichwérter: Weizen, Puccinia triticina, Triticum
monococccum, Braunrostresistenz, Pre-Breeding

Leaf rust (Puccinia triticina f. sp. tritici) causing yield
losses up to 60% in susceptible cultivars is of worldwide
importance. The most cost efficient and environmental
sound way to avoid these losses is growing of resistant
cultivars. In order to get information on the usability of
leaf rust resistance genes (Lr-genes) in Germany, near
isogenic lines (NILs) carrying different resistance genes
were investigated. Virulent isolates were detected on
NILs carrying the Lr-genes Lr2c, Lr3a, Lr3bg, Lr3ka, Lr10,
Lri3, Lri4a, Lrl5, Lrl7, Lr20, Lr26, and Lr37 in field
trials. In summary only very few Lr-genes (i.e. Lr9 and
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Lr24) showing complete resistance are available in order
to broaden the genetic base of leaf rust resistance in
wheat in Germany. However, the evaluation of genetic
resources led to the detection of a race non-specific pre-
haustorial resistance in Einkorn wheat (Triticum mono-
coccum). In detailed molecular and microscopic analyses
an increased peroxidase activity and expression of the
pathogenesis related gene 1 (Pr1) was detected in the
resistant Einkorn accession. Furthermore, by microscopic
analyses a decrease or complete inhibition, respectively
of haustorial mother cell development was shown as well
as the fast accumulation of hydrogen peroxide, phenolic
substances and lignin. In order to get information on the
genetics of this resistance a molecular map of 680.6 cM
comprising 371 markers has been developed. Pheno-
typing of the Fy and Fs is in progress and will lead to the
identification of QTL facilitating a marker based transfer
of this horizontal resistance into T. aestivum.

Key words: Wheat, Puccinia triticina, Triticum
monococccum, Leaf rust resistance, Pre-breeding

Der Weizen (Triticum aestivum) wird von einer Vielzahl
pilzlicher Krankheitserreger befallen. Unter diesen ist
Puccinia triticina, der Erreger des Braunrostes, aufgrund
von Ertragsverlusten bis zu 60% (BancaL et al., 2007)
beim Anbau anfilliger Sorten von besonderer Bedeu-
tung, da er im Gegensatz zu anderen Pathogenen, wie
z.B. Fusarium spec., i.d.R. in jedem Jahr groRflachig
auftritt. Braunrostresistente Sorten stellen die kosten-
glinstigste sowie umwelt- und verbraucherfreundlichste
Moglichkeit dar, erhebliche Ertragsverluste durch dieses
Pathogen zu vermeiden (SMALE et al., 1998). Mit der
grof3flachigen Nutzung resistenter Weizensorten kommt
es jedoch héufig zum Zusammenbruch entsprechender
Resistenzen, da diese meist auf rassenspezifischen Re-
sistenzgenen beruhen, die zu vollstandiger Resistenz ge-
geniiber Braunrost fiihren, bis sich in der Braunrostpopu-
lation neue, die Resistenz iiberwindende Rassen, durch-
setzen (GOYEAU et al., 2006; McDoNALD und LINDE, 2002).
In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass zwar
mehr als 60 Lr-Gene bekannt sind, jedoch nur die Resis-
tenzgene Lrl, L3, Lr10, Lr13, Lr14a, Lr17b, Lr20, Lr24,
Lr26, Lr34, und Lr37 (GoyEAU und LANNOU, 2011; GOYEAU
et al., 2006; SERFLING et al., 2011a) in europdischen
Sorten einzeln bzw. in Kombination genutzt werden. Die
Wirkung dieser Resistenzgene folgt der Gen-fiir-Gen-
hypothese (FLor, 1956) und ist daher i.d.R. auf be-
stimmte Rassen (Pathotypen) innerhalb der Braunrost-
population beschrénkt. Der Zusammenbruch von héaufig
genutzten Resistenzen fiihrte in der Vergangenheit welt-
weit zu Braunrostepidemien (DUBIN und BRENNAN, 2009).
Daher ist eine Erfassung der Virulenz in Braunrostpopu-
lationen in Feldversuchen, z.B. mit nahe isogenen Linien
(NILs), die verschiedene definierte Lr-Gene tragen, erfor-
derlich, um die Entwicklung virulenter Isolate gegeniiber
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den momentan genutzten Resistenzen in Weizensorten
frithzeitig nachzuweisen, bzw. Informationen dariiber zu
gewinnen, welche Lr-Gene noch wirksam sind. Unter
Nutzung letzterer in der Weizenziichtung kann die epi-
demische Ausbreitung neuer Virulenzen verhindert wer-
den. Dies fiihrt jedoch zu einem erneuten Wettlauf zwi-
schen dem Erreger (Virulenz) und dem Wirt (Resistenz).

Um dauerhaft wirksame Resistenzen zu identifizieren,
wurden daher Wildformen des Weizens wie beispiels-
weise T. monococcum-Akzessionen im Hinblick auf ihre
Braunrostresistenz untersucht. Im Rahmen dieser Arbei-
ten wurde in T. monococcum rassenunspezifische Resis-
tenz gegeniiber Braunrost nachgewiesen (ANKER und NIKS,
2001). Diese ist gegeniiber allen bekannten Braunrost-
isolaten wirksam, jedoch liegen bisher keine detaillierten
Erkenntnisse iiber die Wirkungsweise und die Genetik
dieser Resistenz vor. Um die Braunrostresistenz im Wei-
zen auf eine breitere Basis zu stellen, war es daher das
Ziel (i) detaillierte Erkenntnisse iiber die in der Braun-
rostpopulation vorkommenden Virulenzen zu gewinnen
und (ii) basierend auf diesen Daten noch wirksame Lr-
Gene zu identifizieren sowie (iii) die rassenunspezifische
Braunrostresistenz aus T. monococcum auf mikroskopi-
scher und molekularer Ebene nédher zu charakterisieren,
und damit die Voraussetzungen zu schaffen, im Rahmen
von Pre-Breeding Aktivititen eine dauerhaftere Braun-
rostresistenz in den Brotweizen (Triticum aestivum) zu
iibertragen.

Untersuchung der Virulenzentwicklung innerhalb der
Braunrostpopulation

Fiir die Erfassung der Virulenzentwicklung wurden 2012
in Quedlinburg (Sachsen-Anhalt, Deutschland, 125 m NN,
51 °771438" zu 51 °769327" nordlicher Breite und von
11 °143141° zu 11 °149685" ostlicher Lange) Versuche
mit nahe isogenen Linien (NILs) angelegt. Der Versuchs-
standort liegt im Bereich der Magdeburger Borde, einem
Hauptanbaugebiet des Weizens (FREIER et al., 2007). Das
langjidhrige Temperaturmittel, gemessen von 1980 bis
2010 betrdgt 8,9°C, die jahrliche Niederschlagssumme
497 mm. Der Boden besteht aus lehmigem Loss mit einer
Bodenwertzahl von 90 bis 95 nach ROTHKEGEL (1950). Die
Anlage erfolgte vollstindig randomisiert in vier Wieder-
holungen in Parzellen mit der Grofse 1,2 m x 0,9 m. Im
Versuch erfolgte der Anbau der Thatcher NILs und Akzes-
sionen mit folgenden Lr-Genen: Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c,
Lr3a, Lr3bg, Lr3ka, Lr9, Lri10, Lril, Lr12, Lr13, Lr14a,
Lri4b, Lri5, Lr16, Lr17b, Lr18, Lr19, Lr20, Lr21, Lr22a,
Lr23, Lr24, Lr25, Lr26, Lr28, Lr29, Lr30, Lr32, Lr33,
Lr34, Lr35, Lr37, Lr38, Lr44, Lr46, Lr48, Lr49, LrT3, und
Lr52. Die Sorte Thatcher diente als anfallige Kontrolle. Von
einzelnen der Thatcher NILs wurden Einzelsporisolate ge-
wonnen, um einen Einblick in die Virulenz der Braunrost-
population zu gewinnen. Diese Einzelsporisolate wurden
anschlief3end in Blattsegmenttests auf ihre Virulenz gegen-
iiber unterschiedlichen Resistenzgenen gepriift.
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Untersuchung der Braunrostresistenz aus

T. monococcum

Phanotypisierung. Die Untersuchungen wurden an der
Akzession T. monococcum var. hornemanni 7038 (resis-
tent) und der Akzession Triticum boeoticum ssp. thaoudar
var. reuteri 36554 (Synonym: Angora, anféllig, LinD, 2003,
Genbank der Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung,
jetzt Genbank des IPK Gatersleben) durchgefiihrt. Pflan-
zen wurden im Gewéachshaus mit einer Lichtintensitét
von 300 # 15 pmol (auf Hohe der angezogenen Pflanzen)
kultiviert. Jeweils 10 Pflanzen der Akzessionen 7038 und
36554 sowie jeweils 20 Fa- bzw. F3-Pflanzen wurden bzw.
werden in Plexiglasboxen (37 ¢cm Breite, 39 cm Léange) in
Erde (Archut- Fruhstorfer Erde, HAWITA, Oldenburg) bei
einer Luftfeuchte von 80% * 10% und einer Temperatur
von 20°C + 2°C kultiviert (ATIENZA et al., 2004). Die Boxen
wurden randomisiert und ihre Position einmal téglich
gewechselt. 10 Tage nach der Keimung wurden die Eltern
mit Hilfe eines Infektionsturms (HooGkamP et al., 1998)
mit den Braunrostisolaten 77WxR, 167WxR, 58WxR,
Tommil, HK1990, 12/3-01 und 4/6-05 inokuliert, wih-
rend die Fo- bzw. F3-Pflanzen mit 77WxR inokuliert
werden. Fiir die Inokulationen wurden je Box 2 mg
Uredosporen der Puccinia triticina f. sp. tritici Einzel-
sporisolate verwendet. Fiir mikroskopische Untersu-
chungen und Expressionsanalysen wurde das Einzel-
sporisolat 77WxR verwendet. Dieses weist Virulenz ge-
geniiber bekannten Resistenzgenen wie beispielsweise
Lri0,Lr1l,Lr17a,Lr17b, Lr20, Lr28, Lr37, Lr47 und Lr49
auf, die auf dem A-Genom des Weizens lokalisiert sind
und daher moglicherweise im Genom von T. monococcum
zu finden sind. Um den horizontalen Charakter der Resis-
tenz in der Akzession 7038 nachzuweisen, wurden die
obengenannten weiteren sechs aggressiven Isolate mit
Virulenz gegentiiber allen bekannten auf dem A-Genom
des Weizens lokalisierten Lr-Genen verwendet.

Mikroskopische Analysen. Fiir die mikroskopischen Ana-
lysen wurde das Mikroskop Axioskop 50 und fiir die bild-
liche Darstellung und Auswertung die Kamera Axiocam
MRc in Verbindung mit dem Softwarepaket Axiovision 4
(Carl Zeiss AG, Oberkochen) verwendet. Calcofluor white
und Diaminobenzidin wurden {iiber die Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen bezogen.

Die Akkumulation von HyOy wurde mit 3,3’-Diamino-
benzidin (DAB) nachgewiesen, die Farbung pilzlicher
Strukturen zur Beobachtung des Infektionsverlaufs wur-
de mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcofluor white nach
ScHAFER et al. (2004) durchgefiihrt. Die DAB Farbung
erfolgte mit Blattsegmenten von 1,5 cm Linge. Diese
wurden 16 h in Reaktionsgefifen in der DAB Losung
(1 mg ml 1 DAB in H0, pH-Wert 3,8 eingestellt mit HCI)
inkubiert. Diese Blattsegmente wurden anschliel3end fiir
die Farbeprozedur mit Calcofluor white nach ScHAFER et
al. (2004) eingesetzt. Ligninakkumulation um die Infek-
tionsstellen waren als klare autofluoreszierende Struktu-
ren (HOCKELHOVEN und KoggL, 2003) sichtbar. Die Anzahl
ausgebildeter Haustorienmutterzellen von fiinf Infek-
tionsstellen der Akzessionen 7038 und 36554 sowie von

91 Fy-Nachkommen und jeweils 10 Fs-Pflanzen pro Fa-
Pflanze wurden bzw. werden 72 h nach der Inokulation
mit Braunrost erfasst.

Realtime PCR-Analysen. Um Verdnderungen der Expres-
sion abwehrrelevanter Gene zu verschiedenen Zeitpunk-
ten nach der Inokulation mit Braunrost in Akzession
7038 und 36554 zu analysieren, wurde O h, 6 h, 12 h,
18 h und 24 h nach der Inokulation sowie bei Kontroll-
pflanzen RNA aus dem zweitjiingsten Blatt mit Hilfe eines
NucleoSpin® RNA Plant Kits (Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, Diiren) entsprechend der Anleitung isoliert. Die
Integritdt der RNA wurde mittels Gelelektrophorese iiber-
priift und die isolierte RNA Menge photometrisch quanti-
fiziert. Die Amplifikation erfolgte in einem Applied Bio-
systems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Bio-
systems Deutschland GmbH, Darmstadt) unter Nutzung
des ,,GoTaq® 1-Step RT-gPCR System“ (Promega GmbH,
Mannheim). Die Auswertung der Real-Time-Analysen
wurde nach der AACt-Methode (LIvAK und SCHMITTGEN,
2001) durchgefiihrt. Fiir die Real-Time Analysen wurden
die Primer fiir das Peroxidase 1 Gen [Pox1for: AGATCTT-
GAGCTGGCATTCAG; Poxlrev: TCGTTGTTGAACAGCA-
CCTG, (Lw et al., 2005)], fiir das Gen PR1la [Prlfor:
GGAGAACATCTACGGAGGC; Prlrev: GGGTTGTAGCTGC-
AGATGAT (Lw et al., 2005)] und das Standardgen GAPDH
[GAPDHfor: ATGCTCCCATGTTTGTCTGT; GPADHrev
AACAGTCTTCTGGGTT GCAG (KiLiaN et al., 2007)] mit
Hilfe des Programms ,primer-blast“ (UNTERGASSER et al.,
2012) abgeleitet.

Genotypisierung. Genomische DNA wurde mit Hilfe der
CTAB-Methode (STEIN et al., 2001) von 91 F, Pflanzen
und den Kreuzungseltern extrahiert. Fiir die molekularen
Analysen wurden SSR- (Single Sequence Repeat, RODER
et al., 1998; SOURDILLE et al., 2004; SOMERS et al., 2004;
SonG et al., 2005), AFLP- (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism, Vos et al., 1995) und DArT- (Diversity
Arrays Technology, Triticarte, Yarralumla, Australien,
JING et al., 2009) Marker genutzt. SSR-Marker wurden
mittels Kapillarelektrophorese mit Hilfe des CEQ8000
Genetic Analysis Systems (Beckman Coulter GmbH, Kre-
feld) erfasst. Fiir AFLP Analysen wurde ein LI-COR 4300
DNA-Analyzer (LI-COR GmbH, Bad Homburg) genutzt.
Insgesamt wurden 401 polymorphe Marker fiir die Geno-
typisierung der Fo-Population verwendet. Die genetische
Karte wurde mit Hilfe von JoinMap 4.0 (VAN OOLJEN,
2002) mit einem LOD-Wert von 3.0 und mit Hilfe der
Haldane Kartierungsfunktion erstellt.

Statistische Auswertung

Statistische Analysen wurden mit dem Softwarepaket SAS
(Version 9.3, SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefiihrt.
Varianzanalysen und der Tukey-Test wurden genutzt, um
in den Feldversuchen signifikante Unterschiede in der
Braunrostanfélligkeit der Sorten und zwischen der Ak-
zession 7038 und 36554 Unterschiede in der pilzlichen
Entwicklung (Anzahl Haustorienmutterzellen) zu ermit-
teln.
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Virulenzanalyse der Braunrostpopulation

Die Bonitur der nahe isogenen Linien der Sorte Thatcher
zeigte, dass ein erheblicher Teil der in deutschen Sorten
genutzten Resistenzgene gegen die vorhandene Rost-
population in EC-Stadium 60 (Bliite) nicht hinreichend
wirksam ist. Beispielsweise wiesen Thatcher NILs mit
den Resistenzgenen Lrl, Lr13, Lr14b, Lr16 und Lr37
Befallswerte zwischen 64,1 und 91,0% im Vergleich zur
anfalligen Sorte Thatcher, deren Befall zur besseren Ver-
gleichbarkeit mit 100% dargestellt ist (absoluter Befall
41,5 £ 8,1%), auf (Abb. 1A). Einen signifikant niedrigeren
Befall wiesen zu EC60 Thatcher NILs mit den Resistenzen
Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3a, Lr3bg, Lr3ka, Lr10, Lr13, Lr14a,
Lr17 und Lr26 auf. Trotz der signifikanten Befallsunter-
schiede fiihrte keines dieser Resistenzgene zu Befalls-
freiheit, es wurde ein Befall von 16,6% (Thatcher NIL mit
Lr2b) bis zu 60,3% (Thatcher NIL mit Lr3ka) beobachtet.
Deutliche Unterschiede zwischen der Sorte Thatcher und
Thatcher NILs traten auf, wenn diese Braunrostresisten-
zen enthielten, die in kommerziellen Sorten bisher keine
Anwendung finden. Thatcher NILs mit den Resistenz-
genen Lr23, Lr29, Lr21 =Lr40, Lr20, Lr25, Lr35, Lrl8,
Lr22a, Lr28, Lr19, Lr9 und Lr24 (Aufzidhlung nach pro-
zentualem Befall im Vergleich zur Sorte Thatcher) wie-
sen mit weniger als 23,1% (Lr23) immer einen signifi-
kant geringeren Befall als die Sorte Thatcher auf. Nur
zwei dieser Resistenzgene fiihrten jedoch zu qualitativer
Befallsfreiheit (Lr9 und Lr24), alle anderen getesteten
Resistenzen wiesen mindestens 4,3% (Lr19) des bei der
Sorte Thatcher beobachteten Befalls auf (Abb. 1B). Die
Ergebnisse zeigen, dass gegen einen GroR3teil der Braun-
rostresistenzen unabhingig von der Nutzung in Sorten

virulente Isolate innerhalb der Braunrostpopulation vor-
handen sind. Nachweisbar ist dies mit Einzelsporisolaten,
die von der Sorte Thatcher, der Thatcher NiL-Lr1, NiL-
Lr3a, NiL-Lr9, NIiL-Lr10, NiL-Lr13, NiL-Lr14a, NiL-Lr16,
NiL-Lr17, NiL-Lr26, NiL-Lr34 und NiL-Lr37 isoliert wur-
den. Diese Isolate wiesen unterschiedliche Virulenzmus-
ter auf, allen gemeinsam war jedoch die Virulenz gegen-
tiber Lr1, Lri10,Lril,Lr12,Lr13, Lri4a, Lri4b, Lr15, Lr16,
Lrl7, Lr20, Lr21, Lr22a, Lr22b, Lr27, Lr33, Lr34, Lr35,
Lr37, Lr44, Lr48 und Lr49. Einzelne Isolate, wie das von
der Thatcher NIL mit Lrl7 gewonnene Isolat, wiesen
neben sehr komplexen Virulenzmustern auch Virulenz
gegeniiber Lr24 auf (Tab. 1). Das Vorhandensein von Iso-
laten mit bestimmten Virulenzen und deren vermehrtes
Auftreten innerhalb der Braunrostpopulation konnte auch
an Hand der beschreibenden Sortenliste nachgewiesen
werden. In den Sorten Tommi, Manager und Tiirkis ist
Lr37 gemeinsam mit nicht wirksamen Resistenzen oder
einzeln enthalten. Betrachtet man die Beschreibende
Sortenliste des Bundessortenamtes, ist an Hand der Ein-
stufung der Sorten mit dieser Resistenz festzustellen,
dass sich gegeniiber Lr37 virulente Isolate innerhalb der
Jahre 2005-2007 durchsetzen konnten (Tab. 2). Die Re-
sistenz Lr37 ist in einem Grof3teil der in Deutschland zu-
gelassenen Sorten zu finden und konnte mit spezifischen
molekularen Markern in 48 von 115 Sorten der beschrei-
benden Sortenliste nachgewiesen werden (SERFLING et
al., 2011a). Der hohe Flachenanteil von Sorten mit die-
sem Resistenzgen fiihrte zur Selektion virulenter Isolate
und damit ab dem Jahr 2006 zu Befallswerten der im
Feldversuch untersuchten Thatcher NIL mit Lr37, die der
anfélligen Sorte Thatcher entsprach. (Abb. 2). Dagegen
weisen Sorten, die mehrere Resistenzgene tragen, eine
dauerhaft geringere Anfélligkeit auf. Solche Sorten mit
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Abb.1. Prozentualer Braunrost-
befall (%) von nahe isogenen
Thatcher-Linien mit verschiede-
nen Lr-Genen, im Vergleich zur
anfilligen Sorte Thatcher im Feld-
versuch am Standort Quedlinburg
(2012) zum Boniturzeitpunkt
EC60. Thatcher-NILs mit Resis-
tenzen, die in Sorten genutzt
werden, sind in Abb. 1A, solche
die nicht bzw. nicht nachweisbar
in Sorten genutzt werden, in
Abb. 1B dargestellt. Fiir das bes-
sere Verstindnis wurden alle
Befallswerte der Sorte Thatcher
als 100% kalkuliert. Signifikante
Unterschiede (> Grenzdifferenz
38,4%) des Befalls im Vergleich
zur Sorte Thatcher sind durch
»*“ gekennzeichnet (Tukey-Test,
o = 0,05).
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Tab.1. Untersuchungen von Braunrostisolaten aus dem Feldversuch 2012 am Standort Quedlinburg. Avirulenz eines Isolates
(untersuchte Thatcher NIL ohne Symptome) wurde mit ,,0% Thatcher NIL mit Lisionen bzw. sichtbare hypersensitive Reaktio-
nen mit ,,1% Thatcher NIL mit einzelnen Uredosporenlagern trotz Abwehrreaktion mit ,,2 und vollstindig anfillige Thatcher
NIL mit ,,3“ bezeichnet

Sorte/Thatcher NILs, von denen Braunrostisolate isoliert wurden

NiL
NiLs, Sorte  Thatcher Lrl Lr3a Lr9 Lr10 Lr13 Lrl4a Lr16 Lr17 Lr26 Lr34 Lr37
Thatcher 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Lr9 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1
Lr19 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lr24 0 1 1 0 0 1 0 1 2 0 0 0
Lr26 1 0 0 3 3 1 0 0 1 3 0 0

Tab. 2. Einstufung von Sorten hinsichtlich ihrer Resistenz gegeniiber Braunrost. Entwicklung von Resistenz zu Anfilligkeit in
Sorten wie Tommi, Manager und Tiirkis (Lr37 ohne weitere effiziente Resistenzen innerhalb weniger Jahre im Vergleich zu den
Sorten Actros, Toras und Carenius (mindestens vier teilweise effiziente Resistenzen kombiniert. Einstufung 2: sehr gering bis
gering, 3: gering, 4: gering bis mittel, 5: mittel, 6: mittel bis stark, 7: stark, 8: stark bis sehr stark. Jahre, in denen eine Sorte
nicht untersucht wurde sind mit k. A. (keine Angaben) angegeben (AnoNym, 2012)

Sorte Tommi Manager Tirkis Actros Toras Carenius
Qualitatsstufe A B A B A B
Jahr Einstufung der Braunrostanfalligkeit

2003 2 k. A. 3 k. A. k. A. k. A.
2004 2 k. A. 3 2 3 k. A.
2005 3 2 4 3 4 2
2006 5 2 4 3 4 2
2007 6 4 6 3 4 2
2008 7 5 5 3 4 3
2009 8 5 7 3 5 3
2010 8 5 7 3 5 3

Ergebnisse des Moni-
torings des Braunrostbefalls der
Jahre 1996-2008 im Feldversuch
am Standort Quedlinburg.

=11 11Tt

80 A

60 Schwarze Kreise zeigen den pro-
zentualen Befall der anfdlligen

o Sorte Thatcher. Fiir das bessere

40 ({) Verstindnis wurden alle Befalls-
é werte der Sorte Thatcher als

100% kalkuliert. Die farblosen
Kreise zeigen den auf die 100%
der Sorte Thatcher bezogenen

20 A

Braunrostbefall in % zur Sorte
Thatcher ohne Resistenz

9 ® Sorte Thatcher ohne Resistenz O Thatcher NIL mit Lr37 Befall der nahe isogenen Thatcher-
' ' ' : ; ' ' ' y ’ : ; y linie mit Lr37. Der rote Kreis zeigt
1996 1998 2000 2002 2004 2005 2006 2007 2008 den Zeitra3u7m in dem kein Uﬁ-
Jahr der Untersuchung im Feldversuch terschied zur anfdlligen Sorte

Thatcher auftrat.
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mindestens vier unterschiedliche Braunrostresistenzgenen
sind beispielsweise ‘Actros’ (Lr3, Lr10, Lr13, Lr16, Lr26,
Lr37), ‘Toras’ (Lr3,Lr10, Lr13, Lr17b, Lr26) und ‘Carenius’
(Lr1, Lr3a, Lr26, Lr37, Tab. 2). Die Analysen zeigen
einerseits, dass nur noch wenige Braunrostresistenzgene
in Deutschland wirksam sind, und dass diese, wie am
Beispiel von Lr37 gezeigt, aufgrund der Dynamik der
Virulenzentwicklung, innerhalb kurzer Zeit ihre Wirk-
samkeit verlieren konnen.

Analyse der Braunrostresistenz aus Triticum
monococcum

Die geringe Nutzungsdauer entsprechender Lr-Gene er-
fordert die Suche nach Moglichkeiten zur Schaffung
dauerhafterer Resistenzen. In diesem Zusammenhang
stellen die Ausgangsarten des Brotweizens eine wertvolle
Quelle dar. Linp (2005) konnte zeigen, dass 13 von 384
untersuchten Triticum monococcum Akzessionen prahaus-
torielle Resistenz gegen Braunrost und weitere Akzessio-
nen Resistenz gegeniiber Braunrost, Gelbrost, Pyreno-
phora tritici-repentis und Mehltau aufweisen. Zu diesen
gehorte auch die T. monococcum Akzession 7038, deren
Resistenz im Vergleich mit der anfilligen T. boeoticum
Akzession 36554 sowohl makroskopisch, mikroskopisch
(Abb. 3, 4 und 5) als auch molekular charakterisiert wur-

de. Um den horizontalen Charakter der Resistenz zu prii-
fen, wurden in Keimpflanzentests 7 hochvirulente Isolate
verwendet. Gegen alle konnte makroskopisch Resistenz
in Akzession 7038 beobachtet werden (Boniturwert ,,0%,
keine Symptome, einzelne Nekrosen, wahrend Akzession
36554 anfillig war (Boniturwert ,,2“, Uredosporenlager
mit umgebenden Nekrosen, Abb. 3). Neben den makros-
kopischen Unterschieden hinsichtlich der Braunrostresis-
tenz (vgl. Abb. 4A und 4E, Pfeil deutet auf Uredosporen-
lager) konnten mikroskopisch detailliert Abwehrreaktio-
nen des umgebenden Zellgewebes nachgewiesen werden.
So kam es bereits nach 6 h, aber auch nach 12 und 24 h
zu einer sichtbaren HyOy-Akkumulation im Gewebe der
resistenten T. monococcum Akzession 7038 (Abb. 4B, C,
D durch Pfeile hervorgehoben), wéhrend sich in der an-
falligen Akzession nach Ausbildung des Appressoriums
(AbD. 4F, Pfeil) weitere Infektionsstrukturen wie Vesikel
nach 12 h (Abb. 4G, Pfeil) und Haustorienmutterzellen
nach 24 h (Abb. 4H. Pfeil) ausbildeten. Dies spricht fiir
eine effektive und fritheinsetzende hypersensitive Reak-
tion, um die Infektionsstelle, die zu einer Inhibierung des
Infektionsfortschrittes bereits im Stadium der Ausbil-
dung einer Haustorienmutterzelle fithrt. Eingeschrénkte
Fluoreszenz des pilzlichen Gewebes nach Calcofluorféar-
bung und Autofluoreszenz um die Infektionsstelle weisen

Genotyp | TTWxR 167WxR 58WxR Tommi1 HK1980 12/3-01 4/6 - 05
7038 0 1 0 0 0 0 1 {) 0
35554
7038

-_E--_
s |t e e e B ==

Abb. 3.

Makroskopische Virulenzanalysen auf Keimpflanzen der Akzessionen 7038 und 36554. Die Anfilligkeit gegeniiber den verwendeten

Isolaten wurde, wenn keine Uredosporenlager und Chlorosen sichtbar waren mit ,,0% bei Chlorosen ohne Uredosporenlager mit ,1% bei
Uredosporenlagern mit Chlorosen mit ,,2“ und bei vorhandenen Uredosporenlagern ohne sichtbare makroskopische Reaktion mit ,,3“ bezeich-
net. Entsprechend den Bonituren sind die mit den Isolaten inokulierten Blattsegmente und der jeweilige Phdnotyp dargestellt.
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Abb. 4. Makroskopische Aus-
pragung der Resistenz und die
Akkumulation von Wasserstoff-
peroxid in der resistenten T.
monococcum Akzession 7038 (A,
makroskopische Ausprigung, B,
mikroskopischer Nachweis der
Infektionsentwicklung 6 h nach
Inokulation, Pfeile deuten auf
H,0,-Akkumulation hin, C, 12h
nach Inokulation, D, 24 h nach
Inokulation). Die anfillige T. boe-
oticum Akzession 36554 zeigt
makroskopisch Uredosporenla-
ger (E) und mikroskopisch fort-
schreitende Infektionsstrukturen
nach 6 h (F, Pfeil zeigt auf Appres-
sorium), nach 12 h (G, Pfeil zeigt
auf Infektionsvesikel) und nach
24 h (G, Pfeile zeigen auf Hausto-
rienmutterzellen).
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nach Infektion der resistenten T. monococcum Akzession
7038 auf die Akkumulation phenolischer Substanzen hin
(Abb. 5A, B, C, durch Pfeile hervorgehoben), wihrend
sich Infektionsstrukturen im anfilligen Genotyp ohne
sichtbare Reaktion weiterentwickelten (Abb. 5D, E, F).
Um die mikroskopischen Daten molekular zu bestétigen
und weitere mogliche Mechanismen der effektiven Ab-
wehrreaktionen zu untersuchen, wurden Expressions-
analysen mittels Real-time PCR durchgefiihrt. Die Ex-
pression wurde in einem Zeitraum direkt nach der Inoku-
lation mit Braunrost bis zu 24 h nach der Inokulation
analysiert. Diese Analysen bestédtigten die durch die
mikroskopischen Daten vermutete Beteiligung einer
Peroxidase (Abb. 6A) und des ebenfalls abwehrrelevan-
ten Gens PR1 (Abb. 6B) an der effektiven prahaustoriel-
len Resistenz gegeniiber Braunrost.

Um Informationen iiber die Genetik der Braunrost-
resistenz zu gewinnen und Genomregionen zu identifi-
zieren, welche mit der Braunrostresistenz im Zusammen-
hang stehen, wurde die resistente Akzession 7038 und
die anfillige Akzession 36554 gekreuzt. Die F; Pflanzen
wiesen eine mittlere Haustorienmutterzellenzahl von
7,31 + 0,32, der anfillige Elter 36554 von 12,7 + 0,8 und
die resistente Akzession 7038 einen Wert von 5,9 + 0,9
(Signifikanz bei Differenz von 1,7 Haustorienmutter-
zellen) auf. Das Ergebnis der mikroskopischen Analysen
konnte durch die makroskopisch sichtbare Anzahl von
Uredsporenlagern bestéitigt werden. Diese treten dann
auf, wenn zuvor bereits eine Anzahl Haustorienmutter-
zellen, wie sie fiir die Akzession 36554 beschrieben ist,
ausgebildet wurde. So weist Akzession 36554 eine hohe
Dichte von Uredosporenlagern (Abb. 7A) auf, wahrend
F; Pflanzen uniform eine reduzierte Anzahl solcher Lager
aufweisen (Abb. 7B, C, D Pfeile). Akzession 7038 wies
lediglich Chlorosen auf (Abb. 7E, Pfeile). Diese phano-

Abb.5. Mikroskopische Dar-
stellung des Infektionsverlaufs
nach Fluoreszenzmikroskopie.
Die resistente Akzession 7038
zeigt nachweisbar H,0, Akku-
mulation 6 h nach Inokulation
(A, Pfeil) und Autofluoreszenz
um die Infektionsstellen nach
12 h (B, Pfeil) und nach 24 h (C,
Pfeil). Die anfillige T. boeoticum
Akzession 36554 zeigt keine
Reaktion auf die Infektion und
einen deutlich beschleunigten
Infektionsverlauf nach 6 h (D),
12 h (E) und 24 h (F) der durch
fortschreitende Entwicklung von
Infektionsstrukturen sichtbar ist
(Pfeile in Abbildung 4F).

typischen Merkmale werden zukiinftig fiir die Analyse
der Fy und nachfolgend der F3-Generation genutzt.

Basierend auf den molekularen Analysen konnten 401
polymorphe Marker identifiziert werden von denen
371 Marker 7 Kopplungsgruppen, die das A-Genom aus
T. monococcum reprasentieren, zugeordnet werden konn-
ten. Die Gruppen wurden den einzelnen Chromosomen
mit Hilfe von SSR-Markern zugeordnet, die an Hand
ihrer Position auf den A-Chromosomen des Weizens als
Ankermarker verwendet wurden. Dabei wurden fiir das
Chromosomen 1A und das Chromosom 2A jeweils 2
Kopplungsgruppen identifiziert. (siehe Abb. 8A, Chro-
mosom 1A und 2A). Die gesamte Karte umfasst 680,6 cM
mit einem durchschnittlichen Markerabstand von 1,83 cM
(Abb. 8A und B).

Diskussion

Puccinia triticina Epidemien treten weltweit auf, sind seit
langem beschrieben und fithren beim Anbau anfalliger
Sorten regelméfRig zu hohen Ertragsausféllen. Verluste
zwischen 6,6 bis zu 62,7% sind sortenabhéngig beschrie-
ben (BaNcaL et al., 2007, SAYRE et al., 1998). Trotz der
Anzahl von mehr als 60 Lr-Genen werden bisher nur we-
nige Braunrostresistenzgene genutzt. GOYEAU und LANNOU
(2011) untersuchten 275 europiische Sorten und konn-
ten Lr13, Lr37, Lr10, Lri4a, Lr3, Lr26, Lr1, Lr24, Lr20 in
67%, 45%, 34%, 20%, 8%, 7%, 6%, 1% und 1% der
Sorten nachweisen.

In Deutschen Sorten konnten an Hand von Pedigree-
analysen und durch Analysen mit molekularen Markern
Lri0, Lr13, Lrl4a, Lr17b, Lr26 und Lr37 als die am
hédufigsten genutzten Lr-Gene nachgewiesen werden
(SERFLING et al., 2011a). Vereinzelt sind Resistenzen wie
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Abb. 6. Expressionsanalysen der abwehrrelevanten Gene Poxi

(Peroxidase, Abb. 6A) und Pr1 (,,pathogenesis related gene“, Abb. 6B)
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Inokulation mit Braun-
rost. Der Faktor zeigt die Expression im Vergleich zur nicht inokulier-
ten Kontrolle der jeweils gleichen Akzession nach Normalisierung
durch ein Haushaltsgen mit gleichbleibender Expression (Glyceral-
dehyd 3-Phosphatdehydrogenase, GAPDH) an. Signifikante Unter-
schiede nach direktem Vergleich zwischen Akzession 7038 und 36554
durch ,,*“ angegeben (o = 0,05).

Lrl, Lr3, Lri4, Lr16 und Lr34 enthalten. Die Nutzung we-
niger Resistenzgene auf einem grof3en Anteil der Anbau-
flache ist problematisch, da durch das hohe Sporenauf-
kommen des Braunrostes mit 2000 Sporen/Uredospo-
renlager (bei méRigem Befall tiglich 8 x 1012 Sporen/ha)
beschleunigt virulente Isolate entstehen (STATLER, 1985).
Werden Sorten mit einzelnen Resistenzen grof3flachig
angebaut, setzen sich durch Selektionsdruck virulente
Isolate durch. Diese Aussagen konnten am Beispiel der
Resistenz Lr37 in den Feldversuchen am Standort
Quedlinburg bestitigt werden. Innerhalb von zwei Jah-
ren stieg der Befall von Sorten mit dieser Resistenz nach
latent niedrigem Befall auf das Niveau des anfalligen
Standards. Dies bestétigt Daten, die beispielsweise hin-
sichtlich der Virulenzentwicklung gegeniiber der Resis-
tenz Lr26 vorliegen. In Europa wurde die Resistenz Lr26
in mehr als 60 Sorten genutzt. Dies fithrte zur Selektion
des gegeniiber dieser Resistenz virulenten Isolates 77-
SaBa, das zwischen 1966 und 1969 nicht nachweisbar
war und zwischen 1974 und 1976 bereits einen Anteil
von 87,2% der untersuchten Braunrostrassen aufwies
(BARTOS et al., 1996). Ein Isolat, dessen Virulenzmuster
77-SaBa entsprach, wies 2003 in Deutschland einen
Anteil von 33% der untersuchten Braunrostrassen auf
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Abb. 7.

Makroskopischer Phinotyp des anfilligen Elter 36554 (A),
F-Pflanzen (B,C,D) und des resistenten Elters 7038 (E). Der Pfeil in A, B,
C, D deutet auf Uredosporenlager und E auf eine hypersensitive Reak-
tion.

und umfasste Virulenz gegeniiber den Resistenzen Lr1,
Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lril, Lr13, Lr15, Lr17, Lr20, Lr26
(BARTOS et al., 1996; BARTOS, 2010). In Frankreich wurde
im Jahr 2002 innerhalb der Braunrostpopulation ein
Anteil virulenter Isolate gegen die fiinf am héufigsten
genutzten Resistenzen von 61% (Lr13), 65% (Lr37), 90%
(Lr10), 61% (Lri4a) und gegeniiber der Resistenz Lr3
von 50% beobachtet. Mit der verbreiteten Einfiihrung
der Resistenz Lr37 ab 2002 in Kombination mit den
Resistenzen Lr10 und Lr13 auf etwa 35% der Weizen-
anbaufliche (GoyEau und LanNou, 2011), kam es zur
Selektion von virulenten Isolaten. Die vorliegenden Da-
ten zeigen, dass virulente Isolate bereits vor der gro@3-
flaichigen Nutzung bestimmter Resistenzen vorhanden
sind. Als Beispiel sei das von der NIL-Lr10 stammende
Isolat (siehe Tab. 1), das auf Blattsegmenten Virulenz
nicht nur gegeniiber der Resistenz Lr10, sondern auch
gegeniiber den in deutschen Sorten genutzten Resisten-
zen Lrl, Lr13, Lr14a, Lr16, Lr17, Lr26 und Lr37 aufwies,
genannt. Setzt sich ein derartiges Isolat auf Grund des
grol3flichigen Anbaus einer Sorte durch, wiren von den
von SERFLING et al. (2011a) untersuchten Sorten 90 von
115 anfallig, da sie die entsprechenden Resistenzgene
enthalten. Zahlreiche Autoren, die mit in Europa gesam-
melten Isolaten arbeiten, bestétigen die in eigenen Ver-
suchen nachgewiesene Avirulenz gegeniiber den Resis-
tenzgenen Lr9, Lr19 und Lr24 (Goveau et al., 2006;
GovyEAU und LanNou, 2011; HaNnzALovAa et al., 2010;
MoRGoOUNOV et al., 2011). Da diese Resistenzen rassen-
spezifisch sind, ist jedoch bei ihrer Nutzung in Sorten zu
erwarten, dass sich virulente Isolate durchsetzen. So
isolierten PARK et al. (2002) bereits einen Pathotyp, der
virulent gegeniiber Lr24 ist. KoLMER (1999) und KOLMER
et al. (2004) isolierten Pathotypen mit Virulenz gegen-
tiber Lr9. LiNnD und GULTYAEVA (2006) sowie SIBIKEEV et al.
(1996) konnten bereits vereinzelt virulente Pathotypen
gegeniiber Lr19 isolieren. Am Standort Quedlinburg wies
das von der NIL Lr17 stammende Isolat Virulenz gegen-
iiber Lr24 auf (siehe Tab. 1). Daher ist es unerldsslich,
an unterschiedlichen Standorten in Feldversuchen zu
priifen, welche Virulenzen sich innerhalb der jahrlich
wiederkehrenden Braunrostpopulation entwickeln. Die
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Abb. 8. Genetische Karte der
T. monococcum Kreuzung 7038 x
36554 basierend auf der Analyse
von 91 F,-Pflanzen. Die Chromo-
somen 1 bis 4, von denen 1 und 2
geteilt dargestellt sind, sind in
Abb. 8A und die Chromosomen
5-7 in Abb. 8B dargestellt.
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bisherigen Ergebnisse am Standort Quedlinburg (SERFLING
et al., 2011b) weisen auf hohe Variabilitit innerhalb der
Population hin, so dass weiterhin Feldversuche zur Prii-
fung der Virulenz an mdglichst mehreren Standorten
notwendig sind.

Diese dynamische Entwicklung von Virulenzen erfor-
dert die Suche nach neuen, wirksameren Resistenzen
insbesondere in Wildformen des Weizens, aus welchen
bereits eine Vielzahl der oben beschriebenen Resistenz-
gene stammen (SCHNURBUSCH et al., 2004). Die mikros-
kopischen Aufnahmen der Resistenz in Akzession 7038
zeigen, dass die Entwicklung der Braunrostinfektions-
strukturen vor der Ausbildung von Haustorien innerhalb
der Schwammgewebezellen inhibiert ist. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass in der Akzession 7038
prahaustorielle Resistenz vorliegt.

Als prahaustoriell resistent konnten von ANKER et al.
(2001) bereits drei T. monococcum Akzessionen identifi-
ziert werden, bei denen 100% der Infektionen vor der
Entwicklung von Haustorien inhibiert waren. Die pré-
haustorielle Resistenz wird beim Vorliegen einer Nicht-
wirtresistenz beobachtet und zeichnet sich durch einen
horizontalen und gleichzeitig qualitativen Charakter der
Resistenz aus (Niks und DEKENS, 1991, ANKER und NIKs,
2001). Dies konnte an Hand der in der resistenten Akzes-
sion 7038 zunéchst makroskopisch an der volligen Be-
fallsfreiheit bestitigt werden. Die Ergebnisse der Unter-
suchung mit Braunrostisolaten, die virulent gegeniiber
allen bisher auf dem A-Genom des Weizens bekannten
Lr-Genen sind, sprechen zusétzlich fiir einen horizonta-
len Charakter der Braunrostresistenz in Akzession 7038.

Zudem konnte eine schneller und stirker einsetzende
Reaktion im Vergleich zur anfilligen Akzession bereits
18 h nach der Inokulation sowohl in den Expressions-
studien als auch mikroskopisch nachgewiesen werden.
Die erhohte Peroxidaseaktivitdt wurde von der Akkumu-
lation phenolischer Substanzen begleitet und inhibierte
effektiv die Ausbildung von Haustorienmutterzellen und
Haustorien. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen
wurde die vermehrte Akkumulation phenolischer Sub-
stanzen im Zusammenhang mit Nichtwirtsresistenz be-
reits in Klee (Medicago truncatula, LozaNo-BAENA et al.,
2007) aber auch in Bohnen nach Inokulation mit Weizen-
gelbrost (CHENG et al., 2012) beobachtet. Ein weiterer
Hinweis auf das Vorliegen einer Nichtwirtsresistenz ist
die Beteiligung mehrerer Gene (Niks und MARCEL, 2009).
Weitergehende QTL-Analysen werden hieriiber Aufschluss
geben.

Mit Weizen verwandte Arten wie Triticum umbellulatum,
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