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Verbesserung der Toleranz der Gerste gegeniiber Barley yellow dwarf virus
(BYDV) durch Pyramidisierung von QTL
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Abstract

Barley yellow dwarf virus (BYDV) is an economically
important pathogen of barley which may become even
more important due to global warming. The opportunities
to control this disease are up to now mainly limited to
chemical measures against the aphid vectors because
only the Ryd2 gene has been incorporated into very few
cultivars which gained no economic importance. Mean-
while additional loci conferring tolerance against BYDV
were identified, like Ryd3 and a QTL on chromosome
2H. The aim of the present study is to get information
whether the level of tolerance against BYDV in barley
can be improved by combining these loci. Therefore,
DH-lines were genotyped by molecular markers for the
presence of the susceptibility or the resistance encoding
allele at respective loci (Ryd2, Ryd3, QTL on 2H) and
were tested for their level of BYDV-tolerance after
artificial inoculation with virus bearing aphids in field
trials. The results of the first growing period indicate an
additive effect of the tolerance alleles concerning some
of the parameters analysed. The combination of Ryd2 and
Ryd3 causes a significant reduction of the virus titre in
the winter and spring barley DH-population. The DH-
lines of the spring barley population carrying Ryd2/Ryd3
also showed a significantly higher relative grain yield.
In general the QTL of chromosome 2H had only a small
effect on the level of tolerance.
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Zusammenfassung

Das Gerstengelbverzwergungsvirus (Barley yellow dwarf
virus, BYDV) ist ein wirtschaftlich wichtiges Pathogen

Einleitung

Vor dem Hintergrund des Klimawandels ist aufgrund von
milderen Herbst- sowie Wintertemperaturen mit einer
sich zeitlich ausdehnenden Flugaktivitdt von Insekten
zu rechnen. Dies wird auch Folgen fiir die Ubertragung
von insekteniibertragbaren Viren wie z.B. fiir das durch
Blattlduse iibertragene Barley yellow dwarf virus (BYDV)
haben. Die in Mitteleuropa vorherrschenden relevanten
Blattlausarten Rhopalosiphum padi und Sitobion avenae
sind die Hauptvektoren fiir das hier dominierende BYDV-
PAV (HABEKUSS et al. 2002). BYDV gehort zur Familie

im Getreideanbau, dessen Bedeutung infolge der prog-
nostizierten Klimaerwarmung in den nichsten Jahrzehn-
ten weiter zunehmen wird. Die Bekdmpfungsmoglich-
keiten sind auf die chemische Vektorbekampfung sowie
auf ackerbauliche Mafinahmen beschrénkt.

In der Gerstenziichtung wurde bisher das Resistenz-
gen Ryd2 genutzt, jedoch wurden inzwischen weitere
Toleranz bedingende Loci wie Ryd3 und ein QTL auf
Chromosome 2H identifiziert. Ziel der vorliegenden
Arbeiten ist es Erkenntnisse dariiber zu gewinnen, ob
durch eine markergestiitzte Kombination dieser Loci das
Toleranzniveau der Gerste gegeniiber BYDV verbessert
werden kann. Hierzu wurden DH-Linien-Populationen
zundchst mit bekannten Markern fiir die entsprechen-
den Resistenzloci genotypisiert und anschlieBend nach
kiinstlicher Inokulation mit BYDV-PAV deren Virusbe-
fall sowie Ertragsparameter relativ zur nicht infizierten
Kontrolle der gleichen DH-Linie bestimmt.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse zur Phanotypisie-
rung dieser DH-Linien aus dem ersten Versuchsjahr
lassen beziiglich einiger Parameter einen additiven Ef-
fekt der Toleranzallele erkennen. Die Kombination von
Ryd2 und Ryd3 fiihrte sowohl in den Wintergersten- als
auch in den Sommmergersten-DH-Linien zu einer signi-
fikanten Verringerung des Virusgehaltes gegentiber den
genotypisch anfélligen Linien (ryd2/ryd3) und solchen
mit den entsprechenden einzelnen positiven Allelen.
Ebenso konnte in DH-Linien der Sommergerstenkreu-
zung fiir diese Kombination (Ryd2/Ryd3) eine hohere
Leistung im relativen Kornertrag pro Pflanze gegeniiber
den anderen Genotypen nachgewiesen werden. Der QTL
auf Chromosom 2H zeigte allgemein nur eine geringe
Toleranzwirkung.

der Luteoviren und befillt nahezu alle Poaceae, darunter
auch viele wichtige Getreidearten wie Weizen, Gerste, Ha-
fer, Roggen, Triticale und Mais (D’ARCY und DOMIER
2005). Es nimmt durch sein periodisch-epidemisches
Auftreten vor allem in Wintergerste und Winterweizen und
den daraus resultierenden erheblichen Ertragsverlusten mit
bis zu 40% eine bedeutende Stellung im Getreideanbau
ein (LISTER und RANIERI 1995, RIEDELL et al. 1999,
OBERFORSTER 2002).

Je friiher die Infektion in der Pflanzenentwicklung stattfin-
det, desto grofer werden die zu erwartenden Schéden, so
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dass ein Schutz vor einer BYDV-Infektion insbesondere
im Jungpflanzenstadium von Bedeutung ist. Eine effektive
Bekampfung des Virus ist zurzeit nur indirekt durch die Be-
kdmpfung der Vektoren durch Insektizide mdglich. Ebenso
kann zur Reduzierung des Infektionsrisikos die Aussaat der
Winterkultur in eine Zeit verschoben werden, in der der
Blattlausflug bereits reduziert ist, d.h. in den Spétherbst
(HUTH 2002). Diese Maflnahmen sind jedoch stark witte-
rungsabhingig und hiufig betriebswirtschaftlich nicht zu
realisieren. Eine sichere und kostengiinstigere Alternative
zur Verringerung des Anbaurisikos sind resistente bzw. to-
lerante Sorten. Die Grundlage zur Ziichtung solcher Sorten
ist durch die Identifizierung von effektiven Toleranzgenen
oder QTL gegeben. Bisher wurde das Resistenzgen rydl
(SUNESON 1955) identifiziert, welches aber wegen seiner
nur sehr geringen Wirksamkeit in der Gerstenziichtung nicht
verwendet wurde. Des Weiteren wurde das unvollstindig
dominante Gen Ryd2 (SCHALLER et al. 1964) auf Chro-
mosom 3HL (COLLINS et al. 1996) lokalisiert. Dieses
Gen bedingt eine Toleranz gegeniiber BYDV-PAV und
BYDV-MAV. Sein Toleranzeffekt ist jedoch stark abhéngig
vom genetischen Hintergrund und den Umweltbedingungen
(SCHALLER 1984). In der dthiopischen Gerstenlinie '1L.94"
konnte ein zweites wirksames Gen, Ryd3, auf Chromosom
6H identifiziert werden, welches 75% der Varianz in der
Symptomauspragung erklart (NIKS et al. 2004). Ein QTL
aus der Herkunft "Post’, auf den 19% der Variation im re-
lativen Kornertrag/Pflanze zurilickzufiihren ist, wurde auf
Chromosom 2HL lokalisiert (SCHEURER et al. 2001).

Bisher wurde zur Ziichtung von toleranten Sorten lediglich
Ryd2 genutzt, wie z.B. in den Sorten *Vixen” und ‘Naturel .
Ziel der Arbeit ist es, im Hinblick auf eine weitere Verbes-
serung des Toleranzniveaus und als Ausgangspunkt fiir
die Ziichtung von BYDV-toleranten Sorten, die bekannten
Toleranzallele (Ryd2, Ryd3, QTL 2H) sowohl in Winter- als
auch in Sommergersten markergestiitzt zu kombinieren und
deren Effekte auf den Virusbefall und die Ertragsleistung
zu analysieren.

Material und Methoden

Zur Kombination der drei bekannten Toleranzallele in
Gerste wurden doppelhaploide Linien der Kreuzungen
'RIL K4-56" (Ryd3; Sommergerste) x 'DH21-136" (Ryd2
+ QTL 2H; Wintergerste) und 'RIL K4-56" x "Coracle’
(Ryd2; Sommergerste) durch Mikrosporen- und Antheren-
kultur von der KWS-Lochow GmbH und der Saaten-Union
Resistenzlabor GmbH hergestellt.

Die Extraktion der DNA zur Genotypisierung der vor-
handenen 470 Wintergersten und 295 Sommergersten
DH-Linien erfolgte durch eine Miniprep-Methode nach
STEIN et al. (2002). Fiir den Nachweis von Ryd2 wurde
der Capsmarker YLP verwendet (FORD et al. 1998), dessen
Produkt anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Hsp92I1
geschnitten wurde. Ryd3 wurde durch den Mikrosatelli-
tenmarker HVM74 (NIKS et al. 2004) und der QTL auf
Chromosom 2H mit HVCSG (SCHEURER et al. 2001) in
einer vollautomatischen Kapillarelektrophorese (Beckman
Coulter CEQ 8000) identifiziert.

Je zweihundert DH-Linien (inkl. Elternlinien) beider DH-
Populationen wurden in der Vegetationsperiode 2007/2008
an vier Standorten in Deutschland (JKI, Quedlinburg;
KWS-Lochow GmbH, Bernburg; Nordsaat, Gudow; Saat-
zucht Ackermann & Co, Irlbach) nach BYDV-Inokulation
phénotypisiert. Nach der Aussaat im Gewéchshaus von ins-
gesamt 40 Kornern pro DH-Linie und pro Standort fiir die
Varianten (Kontrolle/Infiziert) und zwei Wiederholungen
wurden die Pflanzen der infizierten Variante im Einblattsta-
dium zur Inokulation mit BYDV-PAV mit virustragenden
Blattldusen der Art Rhopalosiphum padi (10 Aphiden/
Pflanze) besetzt, welche nach einer Inokulationsdauer von
fiinf Tagen mit dem Insektizid Confidor abgetétet wurden.
Zeitnah wurden die Pflanzen an den vier Versuchsorten
ausgepflanzt, die Wintergerstenpopulation Mitte Oktober
2007, die Sommergersten Anfang April 2008.

Als erster Schritt der Phénotypisierung wurden bei den
Wintergersten Mitte April und bei den Sommergersten sechs
Wochen spiter, im Stadium zwischen Bestocken und Schos-
sen, eine Symptombewertung (Boniturnote (BN) 1=ohne
Symptome, BN 9=abgestorben) der infizierten Variante an
den vier Versuchsorten durchgefiihrt. Zeitgleich wurden
aus der infizierten Variante Blattproben fiir den DAS-
ELISA zur Bestimmung des Virustiters in ausgewihlten
Linien aller auftretenden Allelkombinationen von bis zu
zehn Einzelpflanzen je Linie von zwei Wiederholungen an
zwei Standorten genommen (Wintergersten: 3 Linien je 8
Allelkombinationen in Quedlinburg und Gudow; Sommer-
gersten: 6 Linien je 4 Allelkombinationen in Quedlinburg
und Irlbach). Im weiteren Versuchsverlauf wurden das
Ahrenschieben sowie die Wuchshohe erfasst. Zur Ernte
wurden der Kornertrag sowie die Ertragstrukturparameter
Ahrenzahl und Tausendkorngewicht (TKG) bestimmt
und fiir die Einzelpflanze berechnet. In der Verrechung
wurde jeweils die Leistung der BYDV-inokulierten Va-
riante in Relation zur gesunden Kontrollvariante gesetzt.
Die hier dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf den
Standort Quedlinburg bei der Sommergerste, und die
Standorte Quedlinburg, Bernburg und Gudow bei der
Wintergerste.

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software SAS
9.1 durchgefiihrt. Die Daten - aufler die Boniturnoten -
wurden mittels ANOVA und anschlieenden Tukey-Test
(0=0,05) analysiert. Die ordinalskalierten Boniturnoten
wurden mit einer Bootstrap-Methode nach Neuhduser und
Jockel (2006) und anschlieBendem T-Test ausgewertet.

Ergebnisse und Diskussion

Genotypisierung

Die sich aus den drei beziechungsweise zwei Toleranzloci
ergebenden Allelkombinationen fiir beide DH-Populationen
und die Aufspaltung der DH-Linien zeigt die Tabelle 1. Die
Ergebnisse des Chi*-Tests zeigen fiir die Sommergersten-
DH-Population (Chi*=3,04) im Gegensatz zu der Winter-
gersten-DH-Population (Chi*=74,61) eine Anpassung an
die erwartete Aufspaltung.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Genotypisierung

Ryd2/Ryd3/QTL rrr Irs rsr STT SsT STS rss $sS
Anzahl DH-Linien 93 49 43 92 52 76 37 28
Ryd2/Ryd3 rr rs ST ss

Anzahl DH-Linien 68 66 76 85

r: Toleranzallel, s: Anfélligkeitsallel

Symptomauspragung und Virusgehalt

In der Wintergersten-DH-Population zeigte sich bei den
genotypisch anfilligen Linien (sss) im Mittel die stérkste
Symptomauspragung (BN 6) mit einer deutlichen Verzwer-
gung der Pflanzen sowie stark reduzierter Triebzahl und
Blattvergilbungen. Bei den DH-Linien der Genotypen mit
dem QTL 2H (ssr) und Ryd2 (rss) war mit mittleren BN
von vier und drei ebenfalls noch eine Wuchsdepression
und Vergilbungen zu sehen. Die DH-Linien der restlichen
Genotypen, also alle mit Ryd3 und die mit Ryd2+QTL 2H
wiesen im Mittel nur Blattvergilbungen (BN 2) auf und
zeigten statistisch keine signifikanten Unterschiede. In der
Sommergersten-DH-Population ergab sich hinsichtlich
wachsender Symptomauspriagung fiir die vier Genotypen
die Reihenfolge von Ryd2+Ryd3, ryd2+Ryd3, Ryd2+ryd3
und ryd2+ryd3, wobei zwischen allen Genotypen statistisch
gesicherte Unterschiede nachzuweisen waren.

Ubereinstimmend in beiden Populationen war der Virus-
gehalt in den Pflanzen der Genotypen mit Ryd2+Ryd3
gegeniiber denen mit nur einem Toleranzallel deutlich
reduziert (Abbildung 1), sodass diese Kombination als
epidemiologisch vorteilhaft einzustufen ist. In den Sommer-
gersten zeigte Ryd3 als Einzelgen einen gesichert hheren
Einfluss auf den Virustiter als Ryd2. In der Wintergersten
DH-Population lasst sich tendenziell dhnliches erkennen,
die Unterschiede zwischen den Genotypen sind hier jedoch
nur teilweise signifikant. Der reduzierte Virusgehalt in den
Genotypen mit allen Anfélligkeitsallelen ist vermutlich auf
die starke Symptomexpression und die damit stark verrin-
gerte Vitalitdt der Pflanzen zurtickzufithren. Aufgrund der
Ergebnisse der Bonitur und des ELISA kann auf eine sehr
gute Infektionsrate mit BYDV-PAV geschlossen werden,
was eine entscheidende Voraussetzung fiir diese Arbeiten
1st.

Ahrenschieben und Wuchshéhe

Eine Verzogerung im Ahrenschieben von durchschnittlich
fiinf Tagen ergab sich bei DH-Linien mit allen Anféllig-
keitsallelen in der Wintergersten-Population am Standort
Quedlinburg. Die Linien mit ausschlielich dem positiven
Allel des QTL auf 2H oder am Ryd2 Locus wiesen in dieser
Population eine Verzogerung im Ahrenschieben von durch-
schnittlich zwei bis drei Tagen auf. In der Sommergersten-
DH-Population traten in der Allelkombination ryd2/ryd3
sehr viele Pflanzen auf, bei denen die Ahren in den Blatt-
scheiden stecken blieben und somit das Ahrenschieben im
Wesentlichen unterblieb.

In der relativen Wuchshdhe der Sommergersten zeigten die
Genotypen mit ryd2/ryd3 im Mittel eine deutlich stirkere
Wuchsminderung (60%) als die Linien mit Toleranzal-
lelen (95%). Gleiches ergab sich bei den Wintergersten
am Standort Quedlinburg und Bernburg. Hier reagierten
zusitzlich die Linien mit nur dem QTL auf 2H mit einer
leichten Verzwergung der Pflanzen (86%).

Ertragsparameter

Im relativen Kornertrag/Pflanze zeigten die Linien der
verschiedenen Genotypen der Sommergersten-DH-Popu-
lation signifikante Unterschiede, wohingegen sich bei der
Wintergersten-Population nur zwischen den Genotypen
mit allen Anfilligkeitsallelen sowie denjenigen mit dem
positiven Allel am QTL auf Chromosom 2H statistisch
gesicherte Differenzen zu den restlichen Linien ergaben
(Abbildung 2).

In der Sommergersten-Population zeigten Linien mit
Ryd2+Ryd3 eine erhohte Leistung im relativen Kornertrag/
Pflanze und tendenziell auch bei den Ertragsstrukturpa-
rametern relative Ahrenzahl/Pflanze und relatives TKG.
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Abbildung 1: Mittlere ELISA-Extinktionen (405 nm) von Winter- (links) und Sommergersten-DH-Linien (rechts) mit verschiedenen
Allelkombinationen. Unterschiedliche Buchstaben stehen fir signifikante Unterschiede. Reihenfolge der Allele fur Wintergerste:

Ryd2/Ryd3/QTL, Sommergerste: Ryd2/Ryd3
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Abbildung 2: Relativer Kornertrag/Pflanze von Winter- (links) und Sommergersten-DH-Linien (rechts) mit verschiedenen Al-
lelkombinationen. Unterschiedliche Buchstaben stehen fiir signifikante Unterschiede. Reihenfolge der Allele fiir Wintergerste:

Ryd2/Ryd3/QTL, Sommergerste: Ryd2/Ryd3

Ubereinstimmend in diesen Merkmalen hat Ryd3 eine ho-
here Toleranzwirkung als Ryd2, die genotypisch anfalligen
Linien reagierten mit einem starken Leistungsabfall im
relativen Kornertrag/Pflanze und der relativen Ahrenzahl/
Pflanze. Tendenziell zeigte sich fiir die Wintergersten-DH-
Linien ein dhnliches Ergebnis, wobei allerdings die relativ
geringe Toleranzwirkung des QTL auf 2H noch beriicksich-
tigt werden muss.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass durch die
Kombination der Resistenzallele Ryd2 und Ryd3 die Wi-
derstandsfahigkeit der Gerste gegeniiber der Infektion mit
BYDV-PAV deutlich verbessert wird. Auf Grund der sig-
nifikanten Reduktion im Virusgehalt sind Linien mit dieser
Genkombination als quantitativ resistent zu beschreiben. Im
Gegensatz zu den hier gezeigten Ergebnisse konnte dies in
fritheren Arbeiten fiir Ryd2 und den QTL auf Chromosom 2H
nicht nachgewiesen werden (SCHEURER et al. 2000). Die
fiir die Genotypisierung der DH-Linien eingesetzten mole-
kularen Marker haben ihre Eignung zum sicheren Nachweis
der drei Resistenzallele in den verschiedenen Genotypen
bestitigt und erlauben somit eine Pyramidisierung dieser
Resistenzloci im praktischen Zuchtbetrieb (vgl. WERNER
et al. 2006). Zur Verifizierung der Ergebnisse werden die
Feldversuche in dieser Vegetationsperiode an den genannten
Standorten wiederholt. Am Ende der Arbeiten werden somit
phéanotypisch und genotypisch charakterisierte DH-Linien
beider Kreuzungskombinationen mit hoher BY DV-Toleranz
bzw. -Resistenz stehen, die gemeinsam mit den entspre-
chenden Markern als Ausgangspunkt fiir eine ziichterische
Verbesserung der BYDV Toleranz dienen konnen.
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