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Entwicklung molekularer Marker fiir Resistenzgene gegen Oculimacula
spp., die Erreger der Halmbruchkrankheit im Weizen (Triticum aestivum)

Nina Meyer*", Volker Lind*, Marc Zahn*?, Wolfgang Friedt® und Frank Ordon!

Zusammenfassung

Die Halmbruchkrankheit im Weizen kann zu erheb-
lichen ErtragseinbuBen fiihren. Durch die Steigerung
des Getreideanteiles in der Fruchtfolge, sowie dem
grundsatzlichen Anstieg der Weizenanbauflache in den
letzten 10 Jahren, gewinnt der parasitdre Halmbruch
zunehmend an Bedeutung. Verursacht wird die Krankheit
durch Oculimacula yallundae (syn. Tapesia yallundae,
anamorph: Helgardia yallundae) (OY) und O. acuformis
(syn. T. acuformis, anamorph: Helgardia acuformis)
(OA). Eine effiziente Strategie zur Reduzierung von
Ertragsverlusten ist der Anbau resistenter Sorten. Da die
phéanotypische Erfassung der Symptome auf dem Feld
arbeits- und zeitintensiv ist, stellen molekulare Marker in
der Resistenzziichtung gegen diese Pathogene wertvolle
Hilfsmittel dar. Grundlage fur die Entwicklung mole-
kularer Marker sind verlassliche phanotypische Daten.
Zur Gewinnung dieser Daten wurde eine quantitative
Real-time PCR Methode entwickelt, welche basierend
auf einer kinstlichen Inokulation im Gewdchshaus das
Pathogen bis zu einer Nachweisgrenze von 0.1pg detek-
tiert. In einer nachfolgenden Analyse von Feldproben
konnte eine hohe signifikante Korrelation zwischen
Feldbonitur und den mittels Real-time-PCR gewonnen
Daten fir OY nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte
sich in Gewéachshausversuchen, das Genotypen mit ver-
schiedenen Resistenzgenen (Pchl, Pch2) und anfallige
Genotypen eindeutig anhand des Gehaltes an Pathogen-
DNA differenziert werden kénnen.

In Analysen zur Entwicklung molekularer Marker fiir
die Resistenzgene Pchl, Pch2 und einer aus Ae. kots-
chyi stammenden Resistenz konnten unter Verwendung
der Bulked Segregant Analysis (BSA) mittels SSR
und AFLPs zwei AFLP und drei SSR Marker fiir Pchl
sowie und 5 polymorphe AFLP-Fragmente als potenti-
elle Kandidaten fiir Pch2 identifiziert werden. Bisher
lieferten jedoch weder molekulare noch cytogenetische
Analysen Hinweise auf die Lokalisierung der Resistenz
aus Ae. kotschyi.

Abstract

Eyespot disease in wheat can lead to substantial yield
losses. Due to a rising portion of cereals in crop rotations
and an in general increasing acreage of wheat during the
last 10 years eyespot has gained evident importance. The
two pathogens Oculimacula yallundae (syn. Tapesia
yallundae, anamorph: Helgardia yallundae) (OY) and
0. acuformis (syn. T. acuformis, anamorph: Helgardia
acuformis) (OA) are the agents of eyespot. An efficient
strategy to reduce yield losses caused by this disease is
growing of resistant cultivars. Breeding for resistance
to eyespot disease may become more effective by using
closely linked markers as symptome scoring in the field
is laborious and time consuming. A prerequisite for ef-
ficient marker development is the availability of reliable
phenotypic data. Therefore, a method for phenotyping
DH-populations in the greenhouse by quantitative Real-
time-PCR was developed in a first step facilitating a
detection of the pathogen up to 0.1 pg.

A highly significant correlation between scoring in the
field and the Real-time-PCR Assay for OY was observed.
Furthermore, the greenhouse test for OY facilitates a
clear cut differentiation between lines carrying different
resistance genes.

Development of molecular markers is carried out for
resistance genes Pchl, Pch2 und a resistance derived
from Ae. kotschyi. Based on bulked segregant analy-
sis and SSR and AFLP analyses two AFLP and three
SSR markers were identified for Pchl and five AFLP
fragments with potential linkage to Pch2. Until now,
neither molecular nor cytogenetic data give hint to the
localization of the resistance of Ae. kotschyi.

Keywords: eyespot, Real-time PCR, resistance, Pchl,
Pch2

Einleitung

Die Halmbruchkrankheit im Weizen kann zu erheblichen
Ertragseinbufen fiihren. Durch zunehmenden Getreidean-
teil in der Fruchtfolge und eine kontinuierliche Steigerung

der Weizenanbauflache in den letzten zehn Jahren, erhoht
sich das Potenzial von Infektionen durch die pilzlichen
Erreger der Halmbruchkrankeit Oculimacula yallundae
(syn. Tapesia yallundae, anamorph: Helgardia yallundae)
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(QY) und O. acuformis (syn. T. acuformis, anamorph:
Helgardia acuformis) (OA). Weiterhin ist schon lange
bekannt, dass die Verbreitung der Erreger durch reduzierte
Bodenbearbeitung und frihe Herbstaussaaten begtinstigt
wird (MIELKE 1995). Eine wirksame Strategie zur \er-
meidung erheblicher Ertragsverluste ist die Nutzung von
Resistenzen. Mittlerweile sind verschiedene Resistenzen
gegeniber den Erregern OAund OY bekannt. Innerhalb der
Gattung Triticum konnte lediglich das Resistenzgen Pch2,
aus der franzosischen Sorte ,Cappelle Desprez* identifiziert
werden (DE LA PENA et al. 1996) Weiterhin wurde ein
Gen in Ae. ventricosa (Pchl) identifiziert und von MAIA
(1967) in den Kulturweizen tbertragen. Der dabei selek-
tierte Stamm ,VPM1* wurde weltweit als Kreuzungselter
verwendet. Eine weitere Resistenz gegen P. herpotricho-
ides, die bereits in den Kulturweizen eingekreuzt wurde,
stammt aus der tetraploiden Ae. kotschyi-Herkunft AE120
(Aserbaidschan). Sie wurde zuerst von FREIER (1982)
nachgewiesen und spater von BANG (1986) bestéatigt. Von
anderen Resistenzen, die teilweise in Weizen bertragen
sind, aus den Gattungen Dasypyrum (Pch3) (YILDIRIM
et al. 1998) und Thinopyrum (LI et al. 2004) wird berich-
tet. Der phanotypische Nachweis von Resistenzgenen
wie z.B. Pch2 und Pch3 ist mittels visueller Bonitur nur
schwer moglich, da diese weniger effektiv als Pchl sind.
Im Hinblick auf eine Verbesserung des Resistenz ist in der
markergestiitzten Kombination dieser Resistenzen eine
effektive Mdglichkeit zu sehen (Pyramidisierung), so dass
es Ziel dieser Arbeit war, basierend auf einer verlésslichen
Phénotypisierungsmethode, molekulare Marker fir die
genannten Resistenzen zu entwickeln.

Material und Methoden

Als Grundlage fiir die Entwicklung enggekoppelter Marker
fiir das Resistenzgen Pch2 wurde im Rahmen der Phano-
typisierung von DH-Populationen im Gewdchshaus eine
quantitative Real-time-PCR Methode entwickelt (MEYER
etal. 2006). Die Methode wurde in Feld- und Gewdachshaus-
versuchen Uberpruft. Zur Verifzierung der Real-time-PCR
Methode fir OA und OY wurden 2006 47 Linien an zwei
Orten in 3 Wiederholungen angebaut, bonitiert und mittels
Real-time PCR analysiert. Im folgenden Jahr erfolgte die
Beprobung von 38 Linien an denselben Standorten in je 3
Wiederholungen. Die kinstliche Inokulation erfolgte mit
einem lIsolatgemisch. Im Gewadchshaus wurden danach
5 Linien verschiedener Resistenzniveaus mit jeweils 15
Pflanzen/Linie fur einen Inokulationsversuch genutzt.
Es handelt sich um die Linien ,Hermann’ (Pchl), ,Certo’
(Pchl), ,CapelleDeprez’ (Pch2), ,Borenos’ (-) und ,St.906’
(-)- Die Inokulation erfolgte jeweils mit 3 verschiedenen
Inokulationsvarianten OA, OY und OA+QY. Die Bepro-
bung der Pflanzen wurde 8, 10 und 12 Wochen nach Inoku-
lation durchgefihrt. Fir die Entwicklung von Markern fur
die Resistenzgene Pchl, Pch2 und der Resistenz aus Ae.
kotschyi standen DH-Populationen, die auf Kreuzungen
zwischen dem jeweiligen Resistenztrager und einer hoch
anfalligen Linie (St.906) beruhen, zur Verfugung. Fir Pchl
erfolgte die Phanotypisierung mittels Endopeptidase Test
(MCMILLIN et al. 1986), da von diesem bekannt ist, dass
eine vollstdndige Kopplung zum Gen Pch1l vorliegt.

Tabelle 1: O. yallundae DNA Gehalte [pg] in Weizensorten 12
Wochen nach kunstlicher Inokulation im Gewéchshaus, ge-
mittelt iber 3 Wiederholungen. (Gleiche Buchstaben bedeuten
keine signifikanten Unterschiede fur LSD (P=0.05).

Bezeichnung DNA Gehalt OY [pg]
Certo (Pchl) 6.25 a
Hermann (Pchl) 17.09 b
CapelleDeprez (Pch2) 31.69 ¢
Borenos (-) 79.77 d
St906 (-) 27191 e
Mittel (OY) 81.34

Fur Pch2 spaltende DH-Populationen wurden durch die
neu entwickelte Real-time-PCR Methode der Gehalt an
pilzlicher DNA in inokulierten Pflanzen im Gewdchshaus
bestimmt, wahrend die DH-Population, welche Resistenzen
aus Ae. kotschyi beinhalten sollte, mittels visueller Bonitur
nach Inokulation im Gewd&chshaus charakterisiert wurde.
Basierend auf diesen phanotypischen Daten erfolgte die
Identifikation molekularer Marker mittels AFLP und SSR
Analysen.

Ergebnisse und Diskussion
Real-Time PCR-Methode

Bei der Analyse von Feldproben mittels Real-time-PCR und
Bonitur konnte 2006 eine Korrelation zu den Boniturdaten
von 0,4** und 0,6** an den Standorten Hadmersleben und
Sollingen fur den Nachweis von OY ermittelt werden. Nach
Optimierung der Probenaufbereitung fir die Real-time-PCR
Analysen ergaben sich im folgenden Jahr Korrelationen
zwischen Bonitur und OY-PCR von 0,61** und 0,87** flr
diese Standorte. Fr den Gehalt an OA-DNA in den inoku-
lierten Pflanzen konnten keine signifikanten Korrelationen
zur Feldbonitur nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
Tatsache wurde ein Gewdchshausversuch durchgefihrt.
Dort konnten signifikante Unterschiede in den Gehalten an
Pathogen-DNA zwischen Genotypen mit verschiedenem
Resistenzniveau (Pchl, Pch2, anfallig), sowohl flr die
Inokulation mit OA als auch mit QY, ermittelt werden. Die
eindeutigste Differenzierung zwischen Genotypen verschie-
dener Resistenzniveaus konnte 12 Wochen nach Inokulation
mit OY nachgewiesen werden (Tabelle 1). Das der Nach-
weis von OA und OY mittels Real-time PCR mdglich ist,
zeigt auch WALSH et al. (2005). Weiterhin konnte beim
Vergleich verschiedener Phénotypisierungsmethoden fir
Haferkronenrost nachgewiesen werden, dass die Ermittlung
der PathogenDNA durch Real-time PCR als Grundlage fur
die Entwicklung molekularer Marker die sichersten Ergeb-
nisse liefert (JACKSON et al. 2007). Da es sich bei dem
vorgestellten Verfahren um ein SYBR® Green basiertes
System handelt ist es zudem kostenginstig.

Entwicklung molekularer Marker

Pchl

Nach Charakterisierung der DH-Linien mittels Isoelektri-
scher Fokussierung erfolgte unter Verwendung der Bulked
Segregant Analysis (BSA) und 256 AFLP Kombinationen
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Abbildung 1: Kopplungsgruppe auf Chromosom 7D fur die
Population BAZ7/10 berechnet mit JoinMap 4.0. Endopep-
tidase EpD1b cosegregiert mit 1 AFLP-Marker (K210) und
mehreren SSR-Markern.

(EcoR1xMsel) und SSRs, die auf dem Chromosom 7A
lokalisiert sind, die Identifikation molekularer Marker. Es
konnten 3 SSR-Marker und 1 AFLP-Fragment identifiziert
werden, die mit der Endopeptidase EpD1b cosegregieren,
und es konnte ein AFLP-Fragment mit einer Rekombination
zur Endopeptidase identifiziert werden (Abbildung 1). Wei-
terhin wurden in diese Analysen die jiingst von CHAPMAN
et al. (2008) publizierten Marker orw6 und orw5 einbe-
zogen, die ebenfalls mit der Endopeptidase EpD1b cose-
gregieren. Weiterhin zeigte SSR02 zusétzlich in weiteren
Population eine sehr enge Kopplung mit der Endopeptidase
EpD1b, wahrend andere Marker, wie der bislang genutzte
Xust2001SSR, in diesen monomorph waren.
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Abbildung 2: Mittelwertvergleich nach Krustal-Wallis flir 36
Polymorhismen zwischen anfalligen und resistenten Bulks
gegenuiber Oculimacula spp. 5 AFLP-Fragmente (Pfeil) zeigen
hochsignifikante Unterschiede im Mittelwertvergleich.

Pch2

Nach der Ermittlung des Resistenzniveaus der DH-Linien
durch die Charakterisierung mit Real-time PCR wurden
jeweils zwei anfallige und zwei resistente Bulks fiir mo-
lekulare Analysen zusammengestellt. Nach der Analyse
von 256 AFLP-Primerkombinationen und zusétzlichen
SSRs von Chromosom 7A konnten 27 polymorphe AFLP-
Fragmente und 9 polymorphe SSRs identifiziert werden.
Nach Analyse der gesamten DH-Population zeigten 5 AFLP
Fragmente im Krustal-Wallis Test signifikante Unterschiede
im Mittelwertvergleich zwischen resistenten und anfalligen
DH-Linien dieser Population (Abbildung 2).

Ae. kotschyi

Da uber die Lokalisation der Resistenz aus Ae. kotschyi
bisher noch keine Erkenntnisse vorlagen, erfolgte ein
genomweites SSR-Screening auf resistenten und anfalli-
gen Bulks, die nach 5 Resistenztestungen mit jeweils 3
Wiederholungen zusammengestellt wurden. Die Analysen
zeigten einige wenige Polymorphismen, insbesonders auf
Chromosom 1A und 1B, jedoch konnte nach der Analyse
aller DH-Linien und anschlielendem Mittelwertsvergleich
keine Kopplung dieser Marker zu der Ae. kotschyi Resistenz
nachgewiesen werden. In anschlieRenden zytogenetische
Analysen zum Nachweis einer Introgession aus Ae. kotschyi
konnte diese bisher nicht nachgewiesen werden. Eine Grund
hierfur kdnnte sein, dass neuere Ergebnisse im Gegensatz zu
THIELE et al. (2002) darauf hinweisen, dass die Resistenz
aus Ae. kotschyi nur einen geringen Effekt hat (LIND un-
veroffentlicht) , der u.U. durch mehrere Minorgene bedingt
ist, die mit dem bisherigen Verfahren der Phénotypisierung
nicht detektiert werden kdnnen.
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