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Abstract

A detached-leaf test for resistance of perennial ryegrass
to stem rust has been developed, which is easy to use
and gives the opportunity of a stem-rust evaluation
independent of environment and climatic conditions.
Using this test, a monogenic, dominantly inherited
resistance to stem rust in Lolium perenne was found
and characterised. Correlation coefficients obtained for
infestation scores in independent tests and with plants
of varying age indicated satisfactory robustness of the
test procedure and stage-independency of the resistance.
Reaction to different inocula of the pathogen indicated
a broad effectiveness of the resistance. Analysis with
genomic resistance gene analogs and simple sequence
repeat markers identified three markers which were
linked to the resistance gene. Two flanking markers
were mapped 2.6 and 6.7 cM to the resistance gene and
may be used for selection. Utilisation of the markers in
breeding programmes is discussed.
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Einleitung

Lolium-Arten gehoren zu den wirtschaftlich wichtigsten
Grasern in Europa. Die europdische Saatgutproduktion
erfolgt in klimatisch besonders geeigneten Regionen. Auch
in Deutschland wird Grésersaatgut produziert. Schwarz-
rost, verursacht durch Puccinia graminis ssp. graminicola,
stellt zunehmend ein Problem in der Grassamenproduktion
Deutschlands dar. Hohere Sommertemperaturen und mildere
Winter als Folge des Klimawandels haben die Ausbreitung
und Befallsstiarke von Schwarzrost in Vermehrungsbestan-
den in den letzten Jahren stark ansteigen lassen. Infekti-
onen, die zu hohen Ertragsausfillen und zu verminderter

Qualitédt des Erntegutes fiithren, sind auf Grund fehlender
resistenter Sorten nur durch kostenintensive prophylaktische
Fungizidmafnahmen zu verhindern. Der damit sinkende
Deckungsbeitrag der Grassamenproduktion veranlasst viele
Landwirte, auf den Anbau anderer Kulturarten auszuwei-
chen. Auf Grund der Witterungsabhangigkeit der Schwarz-
rostentwicklung und damit einhergehender saisonaler
Unterschiede im Infektionsdruck ist es nicht in jedem Jahr
moglich, auf Schwarzrostresistenz im Feld zu bonitieren.
Daher sollte eine Mdglichkeit zur witterungsunabhédngigen,
effizienten Selektion fiir die Entwicklung resistenter Sorten
gefunden werden.

Material und Methoden

Zur Entwicklung eines in situ Blattsegmenttests und zur Er-
zeugung einer spaltenden Kartierungspopulation wurde die
diploide L. perenne-Familie LPSR2061 (BECKMANN et
al. 2008) genutzt. In Anlehnung an Arbeiten zum Braunrost
im Roggen (WEHLING et al. 2003) wurde ein Resistenztest
entwickelt, bei dem Blattsegmente auf Benzimidazolaga-
roseplatten (WOLFE 1963) ausgelegt und pneumatisch
inokuliert wurden. Wahrend der Inkubation wurde beson-
ders die Temperaturfithrung an die Bediirfnisse von Lolium
Schwarzrostpilzen angepasst (RODERICK und THOMAS
1997). Als Inokulum dienten Gemische von Uredosporen,
die aus Sporensammlungen unterschiedlicher Orte und Jahre
(Malchow 2003, Bornhof 2007, Steinach 2007) an isoliert
angezogenen Pflanzen vermehrt worden waren. Zudem wur-
de von jeder der drei Sporenherkiinften je ein Einzelpusteli-
solat erzeugt und zur Inokulation verwendet. Die Bonitur der
Blattsegmente erfolgte 9 bis 10 Tage nach der Inokulation
nach einer Skala von 1 bis 9 (BECKMANN et al. 2008), die
Grenze zwischen resistenten und anfdlligen Pflanzen wurde
zwischen den Boniturnoten 4 und 5 gezogen.

Als Kartierungspopulation wurde die in Blattsegmenttests
mit je 50% anfilligen und resistenten aufspaltende BC -
Familie LPSR1001 mit insgesamt 404 Pflanzen ausgewéhlt,
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die aus der Kreuzung einer resistenten und einer anfalligen
Pflanze der Familie LPSR2061 entstanden war. Fiir Nach-
kommenschaftstests von bonitierten Phinotypen wurden
Pflanzen der Familie LPSR1001 bei 30°C unter Ausnutzung
von Pseudokompatibilitit geselbstet und ihre Nachkommen
dem Blattsegmenttest unterzogen.

Um die Eignung des Blattsegmenttests zur Vorhersage des
Befalls im Feld zu iiberpriifen, wurde die Familie LPSR1001
vernalisiert, im Frithjahr 2008 verklont und die Klonteile
an drei Standorten mit allgemein hohem Schwarzrostbefall
(Steinach, Freising, Ziirich) als vollstindig randomisierte
Gitteranlage mit je 340 Priifgliedern in zwei Wiederholun-
gen ins Feld gepflanzt. Bonituren erfolgten nach dem 1 bis
9 EUCARPIA-Boniturschema fiir Rost bei Weidelgrasern
(SCHUBIGER et al. 2007) im August 2008 und 2009.

Fir Kopplungsanalysen wurden SSR (simple sequence
repeat) und RGA (resistance gene analogs) Marker aus
unterschiedlichen Quellen genutzt (KUBIK et al. 1999,
JONES et al. 2002, IKEDA 2005, HIRATA et al. 20006).
Kopplungsanalysen wurden mit JoinMap v.4 (VAN OOI-
JEN 2006) durchgefiihrt und mit Hilfe der Rekombinati-
onsfrequenz verrechnet. Zur Umwandlung der ermittelten
Rekombinationsraten in Centi-Morgan (cM) wurde die Ko-
sambi-Kartierungsfunktion verwendet. Rangkorrelationen
nach Spearman wurden mit PLABSTAT Version 3A (UTZ
2003) berechnet: die Ergebnisse der Signifikanztests werden
durch Symbole angegeben: ** signifikant bei 0=0,01.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Blattsegmenttests von 394 Individuen
der Familie LPSR1001 zeigten mit 195:199 eine eindeutige
1:1 Aufspaltung zwischen resistenten und anfalligen Pflan-
zen, Individuen mit einer mittleren Krankheitsauspragung
(Boniturnoten von 4-6) traten kaum auf (5/394). Fiir zehn
Pflanzen der Familie LPSR1001 konnte kein Modalwert
ermittelt werden, da sie schon nach der ersten Beprobung
eingegangen waren. Blattsegmenttests zu unterschiedlichen
Pflanzenentwicklungsstadien und mit drei verschiedenen
Sporenherkiinften wiesen mit 0,801** bis 0,931** hohe
Korrelationen in der Boniturvergabe auf, daher wurde aus
den Ergebnissen der Modalwert fiir jede Pflanze ermittelt.
Ergebnisse von Inokulationen mit drei Einzelpustelisola-
ten zeigten mit 0,827** bis 0,878** hohe Korrelationen
untereinander und zu den Modalwerten iiber die Sporenmi-
schungen. Die Grenze zwischen anfilligen und resistenten
Individuen, die zwischen Boniturnote 4 und 5 gezogen
wurde, konnte durch Blattsegmenttests von Selbstungsnach-
kommen der Familie LPSR1001 verifiziert werden.

Auf Grund des strengen Winters 2008/2009 trat an den
Standorten Ziirich und Steinach im Sommer 2009 kaum
Schwarzrost im Feldversuch auf, in Freising war der Ver-
such wegen erheblicher Niederschldge im Friihjahr und
Sommer vollstandig mit Blattkrankheiten befallen und ins
Lager gegangen. Daher konnten die Feldversuche nur im
Sommer 2008 bonitiert werden (Tabelle 1).

Die Kopplungsanalyse ergab mehrere mit der Resistenz
gekoppelte SSR-Marker, unter anderem auch zwei flan-

Tabelle 1: Ergebnisse der Feldversuche 2008 an drei Orten mit
je zwei Wiederholungen und N=340 Ph&notypen

Table 1: Results of field trials in 2008 at three locations with
two replications and N=340 phenotypes (range of scores, mean,
correlation coefficients between field trials and detached leaf
test for each replication and their mean)

Statistik / Ort Freising Ziirich Steinach
Variationsbreite Bonituren 1-9 1-8 1-9
Mittelwert 3,6 1,7 2.3
Korrelation Feld/Test
1. Wiederholung 0,703 % 0,422%* 0,452%*
2. Wiederholung 0,717** 0,385%* 0,417**
Mittel 1./2. Wh. 0,750%* 0,463** 0,513%*
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Abbildung 1: Kartierung der Schwarzrostresistenz mit mole-
kularen Markern (Marker wurden anonymisiert)

Figure 1: Mapping of the stem-rust resistance with molecular
markers (markers are anonymous)

kierende Marker im Abstand von 2,6 und 6,7 ¢cM zum
Resistenzgen (Abbildung 1).

Diskussion

Hohe Korrelationen zwischen den Ergebnissen unabhéngi-
ger Blattsegmenttests auch zu unterschiedlichen Pflanzen-
entwicklungsstadien weisen auf eine gute Wiederholbarkeit
des Tests und auf das Vorhandensein einer stadienunspe-
zifischen Resistenz hin, wie sie z. B. auch beim Braunrost
im Roggen beobachtet wurde (ROUX et al. 2004). Die
beobachtete 1:1-Aufspaltung der Familie LPSR1001 in
resistente und anfillige Individuen, die durch Nachkom-
menschaftstests abgesichert werden konnte, spricht fiir
eine monogene und dominante Vererbung der Resistenz.
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Die Wirksamkeit der gefundenen Resistenz gegen die drei
verwendeten Inokula ldsst auf eine rassenunspezifische
Resistenz hoffen, wie sie z.B. gegen Schwarzrost auch im
Weizen und in der Gerste gefunden wurde (MCINTOSH et
al. 1995, AYLIFFE und LAGUDAH 2004), und konnte auf
eine gute Bestindigkeit der Resistenz hindeuten.

Die Ergebnisse der Feldversuche zeigen deutlich die Witte-
rungsabhéngigkeit des Schwarzrostbefalls im Feld. So kann
es vorkommen, dass infolge fehlenden Infektionsdrucks
wiahrend des gesamten Ziichtungsprozesses einer Sorte
nicht auf Schwarzrostresistenz selektiert werden kann.
Erschwerend fiir eine Ziichtung auf Schwarzrostresistenz
kommt hinzu, dass im Feldversuch in der Regel verschie-
dene Blattkrankheiten gleichzeitig auftreten und speziell
die Rostkrankheiten schwer zu unterscheiden sind. An den
Standorten Steinach und Ziirich trat auch im Jahr 2008 kaum
Schwarzrost im Feldversuch auf; die signifikanten Korre-
lationen zwischen den beiden Wiederholungen vom Feld
und den Beobachtungen aus dem Blattsegmenttest sind hier
nur auf die hohe Anzahl an Priifgliedern zuriickzufiihren.
Hoherer Infektionsdruck herrschte am Versuchsstandort
Freising; hier zeigen die Ergebnisse mit Korrelationen von
0,703** fiir die erste Wiederholung und 0,717** fiir die
zweite Wiederholung, sowie 0,750** fiir die Mittelwerte
iiber die zwei Wiederholungen gute Ubereinstimmungen
der Feldbonituren der einzelnen Pflanzen zu ihren Mo-
dalwerten im Blattsegmenttest. Somit gelang es erstmals,
einen Blattsegmenttest fiir Schwarzrost bei Weidelgrasern
zu entwickeln, der eine Bonitur unabhédngig von Jahreszeit
und Witterungsbedingungen erméglicht. Im Vergleich zu
den in den USA angewandten kiinstlichen Infektionsme-
thoden fiir Schwarzrost in Grésern, die allesamt auf der
Inokulation von Pflanzen im Gewéchshaus oder in Klima-
kammern beruhen (ROSE-FRICKER et al. 1986, WELTY
und BARKER 1992), ist der entwickelte Blattsegmenttest
extrem Platz sparend und energieeffizient, da lediglich ein
Klimaschrank und keine Gewéchshausfliche oder Klima-
kammer benétigt wird. Weitere Vorteile des Blattsegment-
tests liegen in der Moglichkeit seines Einsatzes zu einem
frithen Pflanzenentwicklungsstadium und der Schonung
der Spenderpflanzen, die eine zeitgleiche und unabhéngige
Untersuchung der gleichen Pflanze auf unterschiedliche
Erreger oder Isolate ermdglicht.

Molekulare Analysen konnten zwei flankierende Marker
(LMgSSR-A-210und LMgSSR-B-185) fiir das gefundene
Resistenzgen detektieren, die gemeinsam zur Selektion
verwendet werden konnen. Aus den fiir die beiden Marker
ermittelten Rekombinationsfrequenzen zum Resistenzgen
von 1,=0,0253 bzw. r,=0,0633 ergibt sich nach WEBER
und WRICKE (1994) eine gemeinsame Rekombinati-
onsfrequenz von rgeS:0,0017 zum Resistenzgen. Diese
Marker bieten zusammen somit eine gute Moglichkeit zur
indirekten Selektion resistenter Individuen. Der entwickelte
Blattsegmenttest ist zwar einfach in der Anwendung und
unerldsslich zum ersten Auffinden einzelner Resistenzgene;
der limitierende Faktor besteht aber in der Verfiigbarkeit
des Inokulums. Bei geringem Schwarzrostbefall im Feld
ist natiirliches Inokulum kaum vorhanden, die Uredo-
sporen miissen dann in einem zeitaufwandigen Verfahren
unter kontrollierten Bedingungen an anfélligen Pflanzen

vermehrt werden. Die Mdglichkeit einer markergestiitzten
Selektion zur Einkreuzung der gefundenen Resistenzen
in Zuchtmaterial erscheint somit ziichtungsmethodisch
interessant.
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