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dem Resistenzgen kartierten CAPS-Marker CAPS 1 eine Verkirzung des Zielintervalls auf 2,262 cM erreicht
werden. Weiterhin konnten mit den Markern SSR 1, SSR 2, SSR 3 weitere Marker identifiziert werden, die mit
dem Resistensgen co-segregieren. Wie die zuvor genannten Marker, entstammen diese Marker allerdings
genomischen Sequenzen, so dass kein Gen angesprochen werden kann. Aufgrund der Tatsache, dass sich beide
Gene in centromeren Bereich auf Chromosom 4H und Chromosom 6H befinden und in diesen Bereichen das
Verhéltnis von genetischer zu physikalischer Karte unglinstig fur eine Isolation durch kartengestiitzte Klonierung
ist (Kunzel et al., 2000), ist eine weitere Erhéhung der genetischen Aufldsung nétig. Dies zeigt sich auch in der
Tatsache, dass insbesondere in der Population fir das Resistenzgen Ryd3 eine Vielzahl von Markern co-
segregieren. Dass auch im komplexen Genom der Gerste die Isolation von Resistenzgenen mittels kartengestiitzter
Isolation mdglich ist, konnte jedoch in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden (Stein und Graner, 2004).

Danksagung: Wir danken dem Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) fiir die finanzielle
Unterstlitzung der vorliegenden Arbeit, welches ein Teilprojekt (Forderkennzeichen: 0314000D) des Verbund-
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Verbesserung der BYDV-Toleranz der Gerste durch Pyramidisierung von Toleranzallelen
Improvement of BYDV-tolerance in barley by pyramiding of tolerance alleles

Zusammenfassung

Das durch Blattlause (ibertragene Gerstengelbverzwergungsvirus (Barley yellow dwarf virus, BYDV) ist ein
wichtiges Pathogen im Getreideanbau, dessen wirtschaftliche Bedeutung infolge der prognostizierten
Klimaerwérmung in Mitteleuropa in den nachsten Jahrzehnten weiter zunehmen wird. In der Praxis wird derzeit die
Virusverbreitung hauptséchlich durch die chemische Bek&mpfung der Vektoren und einen nicht zu frihen
Aussaattermin der Herbstkultur beeinflusst. In der Gerstenziichtung wurde bisher das Resistenzgen Ryd2 genutzt.
Inzwischen sind weitere toleranzbedingende Loci wie Ryd3 und ein QTL (Quantitative trait locus) auf Chromosom
2H identifiziert worden. Ziel der Arbeiten ist es, Erkenntnisse dariiber zu gewinnen, ob durch eine markergestitzte
Kombination der Toleranzallele dieser Loci das Toleranzniveau der Gerste gegeniiber BYDV erhoht werden kann.
Hierzu wurden aus Kreuzungen von toleranten Elternlinien Populationen von doppelhaploiden (DH) Linien erstellt,
die zunéchst mit bekannten PCR-Markern fiir die entsprechenden Loci genotypisiert wurden. Nach Inokulation mit
dem Virusisolat BYDV-PAV wurden die DH-Linien in Feldversuchen phénotypisch charakterisiert, d.h. deren
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Virusbefall (DAS-ELISA), sowie Wuchs- und Ertragsparameter bestimmt. Die Kombination von Ryd2 und Ryd3
fuhrte zu einer signifikanten Verringerung des Virusgehaltes in den Pflanzen im Vergleich zu den genotypisch
anfélligen Linien (ryd2/ryd3) und solchen mit den entsprechenden einzelnen positiven Allelen. Ebenso konnte zum
Teil fur diese Kombination (Ryd2/Ryd3) im ersten Versuchsjahr eine héhere Leistung im relativen Kornertrag pro
Pflanze gegenuiber den anderen Genotypen nachgewiesen werden. Der QTL auf Chromosom 2H zeigte hingegen
nur eine vergleichsweise geringe Toleranzwirkung.

Stichworter: Gerstengelbverzwergung, BYDV, Gerste, Toleranz, Resistenz, Ryd2, Ryd3, QTL, Pyramidisierung,
molekulare Marker

Abstract

The aphid-transmitted Barley yellow dwarf virus (BYDV) is an important pathogen in cereals. Due to the predicted
global warming the importance of this virus will increase in the future. In cereal growing systems this virus is
mainly combated by spraying insecticides and by a later sowing date in autumn. In barley breeding the gene Ryd2
was mainly used, but in the meantime additional sources of tolerance were identified, like the gene Ryd3 and a QTL
on chromosome 2H. The aim of this work is the combination of the tolerance alleles of these three loci by marker
assisted selection to improve the level of tolerance against BYDV in barley. To achieve this, doubled haploid (DH)
lines out of a cross of tolerant parental lines were genotyped by specific PCR markers with regard to the above
mentioned loci. Furthermore, DH lines were investigated in field tests after inoculation with BYDV-PAV to
characterize virus attack, growth and yield parameters. The combination of Ryd2 and Ryd3 results in a significantly
decreased virus attack compared to all other allele combinations. In spring barley this combination leads to a
significantly increased relative grain yield.

Keywords: Barley yellow dwarf virus, barley, tolerance, resistance, pyramiding, molecular marker, aphid
Einleitung

Das Barley yellow dwarf virus (BYDV), gehort zur Gattung Luteovirus, Familie Luteoviridae, und besitzt ein
ssRNA-Genom. Wirtspflanzen sind neben der Gerste alle weiteren SuRgraser (Poaceae). BYDV ist weltweit
verbreitet und wird persistent durch verschiedene Blattlausarten (ibertragen, wobei das jeweilige Virusisolat nach
dem Hauptvektor benannt ist. In Deutschland und Mitteleuropa ist BYDV-PAV mit den Hauptvektoren
Rhopalosiphum padi und Sitobion avenae am bedeutendsten. Zu den Virussymptomen an der Gerste z&hlen neben
der Verzwergung und Vergilbung der Pflanzen auch eine reduzierte Anzahl &hrentragender Halme, ein verzdgertes
Ahrenschieben, sowie eine reduzierte Winterfestigkeit. Durch das periodisch epidemische Auftreten kénnen die
genannten Symptome im Anbau zu erheblichen Ertragsverlusten von bis zu 40 % (Lister und Ranier, 1995) fiihren.
AuRerdem ist durch die prognostizierten milderen Herbst- und Wintertemperaturen mit einer steigenden Bedeutung
zu rechnen, da sich dadurch die Aktivitatsperiode der Blattlause verlangert. Im Moment stutzt sich die Bekdmpfung
von BYDV in der Praxis hauptséchlich auf die chemische Blattlausbekdmpfung, die aber ebenso wie ergéanzende
ackerbauliche MalRnahmen, wie die Vernichtung des Ausfallgetreides als mdgliche Virusquellen und spétere
Aussaattermine im Herbst, um einen hohen Infektionsdruck auf die Jungpflanze zu vermeiden, oft aus
witterungstechnischen oder betriebswirtschaft-lichen Grinden nicht immer erfolgreich durchzufiihren sind. Eine
Ldsung waére ein direkter Schutz der Pflanze vor dem Virus, wie er durch eine Resistenz bzw. Toleranz gegeniiber
BYDV gegeben ware. Es sind mehrere Quellen fiir eine Toleranz gegen BYDV aus dem primdren Genpool der
Kulturgerste bekannt, allerdings wurde in der Zuchtung bisher nur das Gen Ryd2 in Gerstensorten eingelagert
("Vixen’, "Naturel”). Ryd2 (Schaller et al. 1964) auf Chromosom 3H (Collins et al. 1996) stammt ebenso aus
Athiopien, wie das erst vor wenigen Jahren auf Chromosom 6H identifizierte Gen Ryd3 (Niks et al. 2004). Des
Weiteren wurde ein QTL (Quantitative trait locus) auf Chromosom 2H in der Akzession “Post™ identifiziert
(Scheurer et al. 2001). Fur alle drei Loci sind PCR-basierte molekulare Marker bekannt, wodurch eine
markergestiitzte Selektion auf diese Toleranz méglich wird.

Ziel dieser Arbeiten ist die Frage zu kléren, ob durch die Kombination der bekannten Toleranzallele Ryd2, Ryd3,
QTL-2H in doppelhaploiden Gerstenlinien eine Erhéhung des Toleranzniveaus gegeniiber BYDV erreicht wird, um
damit aussichtsreiches Pflanzenmaterial als Grundlage fur die Entwicklung toleranter Sorten zur Verfigung zu
stellen.

Material und Methoden

Als tolerante Eltern zur Produktion von Wintergersten- bzw. Sommergersten-DH-Linien wurden die Linien "RIL
K4-56" (Ryd3) x 'DH136" (Ryd2, QTL-2H) und 'RIL K4-56" (Ryd3) x ‘Coracle” (Ryd2) gekreuzt. Durch
Mikrosporen- und Antherenkultur wurden anschlieend durch die KWS-Lochow GmbH (Bergen) und die Saaten-
Union Biotec GmbH (Leopoldshéhe) 474 Wintergersten DH-Linien und 295 Sommergersten DH-Linien in vitro
erstellt. Die DNA der DH-Linien zur Genotypisierung wurde mit einer Miniprep-Methode nach Stein et al. (2002)
extrahiert und fur anschlieBende PCR-Reaktionen in aqua tridest auf 25ng/ul verdiinnt. Zur Identifikation des Allels
an den Loci Ryd3 und QTL-2H wurden die SSR-Marker HYM74 (Niks et al. 2004) und HVCSG (Scheurer et al.
2001) verwendet. In beiden Fallen entsteht in der PCR beim Vorhandensein des Toleranzallel ein kirzeres
Fragment, als beim Vorliegen des Anfélligkeitsallels (HVM74: 180 bzw. 188; HVCSG: 211 bzw. 219bp). Fir den
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Nachweis des Ryd2-Gens wurde der CAPS-Marker Ylp (Ford et al. 1998) verwendet, dessen PCR-Fragment
(311bp) anschlieBend bei Vorliegen des Anfélligkeits-allels von einem spezifischen Restriktionsenzym verdaut und
somit um 58 Basen verkirzt wird.

Zur Phénotypisierung wurden von 200 DH-Linien je zehn Pflanzen beider Kreuzungen im Feld an vier Standorten
in Deutschland (JKI, Quedlinburg; KWS-Lochow GmbH, Bernburg; Nordsaat, Gudow; Saatzucht Ackermann &
Co, Irlbach), in zwei Wiederholungen und in zwei Vegetationsperioden (2007/2008, 2008/2009) nach Inokulation
mit BYDV-PAV und parallel zum Vergleich als gesunde Kontrollpflanzen untersucht. Die Virusinokulation fand
mit Hilfe von virustragenden Rhopalosiphum padi (ca. 10 Aphiden/Pflanze) statt, die im Gewéchshaus auf die
Keimpflanzen aufgebracht wurden. Nach funf Tagen wurde mit dem Insektizid Confidor behandelt. Ausgepflanzt
wurde entsprechend der Witterung an den Standorten Anfang bis Mitte Oktober (Wintergersten) bzw. Anfang April
(Sommergersten). Zur Vermeidung von spontanen Virusinfektionen wurden die Feldversuche regelméaRig mit
Insektizid behandelt.

Nach Abschluss der Bestockung wurden eine Symptombonitur (1: ohne Symptome, 9: abgestorben) und ein DAS-
ELISA nach der Methode von Clark und Adams (1977) durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf wurde die Wuchshéhe,
der Termin fir das Ahrenschieben, sowie zur Ernte die Ahrenzahl, der Kornertrag und das Tausendkorngewicht
erfasst. Die Toleranz der einzelnen DH-Linien wurde als relative Leistung der infizierten Variante zur gesunden
Kontrollvariante berechnet. Fir den ELISA wurden 3 (2008) bzw. 10 (2009) Wintergersten DH-Linien und
6 (2008) bzw. 20 (2009) Sommergersten DH-Linien mit je 40 Pflanzen beprobt.

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software SAS 9.1 durchgefiihrt. Die Daten, mit Ausnahme der
Boniturnoten, wurden mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey-Test (a=0,05) analysiert. Die ordinal-skalierten
Boniturnoten wurden mit einer Bootstrap-Methode nach Neuh&user und Jockel (2006) und anschliefendem t-Test
ausgewertet. Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, auf das erste Jahr der
Feldversuche (2007/2008), da die Auswertung des zweiten Jahres noch nicht abgeschlossen ist.

Ergebnisse und Diskussion

Die Genotypisierung aller vorhandenen DH-Linien fiir die untersuchten Loci ergab eine gleichméRige Aufspaltung
(Chi2 3,04) der Sommergersten-DH-Linien auf die vier mdglichen Genotypklassen, wohingegen bei den
Wintergersten-DH-Linien eine deutliche Abweichung von einer Gleichverteilung festzustellen war (Chi2 74,61).

In der Symptombonitur zeigten die DH-Linien mit Ryd2 und/oder Ryd3 im Durchschnitt eine lediglich schwache
bis starke Vergilbung (Boniturnoten 2-3). Im Gegensatz dazu fiihrte die Virusinfektion bei DH-Linien ohne
Toleranzallele und Linien mit nur dem QTL-2H zu einer deutlichen Verzwergung der Pflanzen (Abbildung 1). Bei
der relativen Wuchshéhe, dem Tausendkorngewicht und im Termin des Ahrenschiebens zeigte sich ebenfalls nur
bei diesen anfélligen Linien ein deutlicher Einfluss der Virusinfektion. Wintergersten und Sommergersten DH-
Linien ohne Toleranzallele wiesen im Mittel Ertragseinbufen von etwa 70 % auf. Bei den Sommergersten ergaben
sich signifikante Unterschiede zwischen allen Allelkombinationen, wobei die Linien mit den beiden Toleranzallelen
Ryd2 und Ryd3 den hdchsten relativen Kornertrag zeigten, gefolgt von Linien mit nur Ryd3 und jenen mit nur Ryd2.
In den Wintergersten waren die Linien mit Ryd2 und/oder Ryd3 auf einem relativen Ertragsniveau von 90 bis
100 %, der QTL 2H zeigte hier einen deutlich geringeren Effekt (50 %). Die relative Ahrenzahl pro Pflanze verhielt
sich Ubereinstimmend mit dem relativen Ertrag.
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Abb. 1 Muittlere Boniturnote der Wintergersten (links) und der Sommergersten DH-Linien (rechts) fur die
Allelkombinationen; 1: ohne Symptome, 9: abgestorben

Im ELISA ergab sich in beiden Populationen und in beiden Versuchsjahren eine deutlich verringerte
Virusextinktion bei den infizierten Pflanzen der Allelkombinationen mit Ryd2 und Ryd3. Wintergersten mit dieser
Kombination erreichten im Mittel lediglich 25 % der ELISA-Extinktion im Vergleich zu den Pflanzen der anderen
Allelkombinationen, bei den Sommergersten waren es 50 %. Aufgrund der signifikant reduzierten Werte im ELISA
fur die DH-Linien mit Ryd2 und Ryd3 kann auf einen Einfluss dieser Kombination auf die Virusvermehrung in der
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Pflanze geschlossen werden. Das heif’t, durch diese Allelkombination wird eine ,,quantitative Resistenz* gegeniiber
BYDV-PAV erzielt. Im Gegensatz dazu konnten Scholz et al. (2009) in Hordeum bulbosum ein Majorgen fiir eine
absolute Resistenz identifizieren, das sie als Ryd4™ bezeichnen. Im Vergleich zu Ryd2 und Ryd3, die aus dem
primaren Genpool der Kulturgerste stammen, ist bei Ryd4™ zur Beseitigung negativer Effekte aus Hordeum
bulbosum weitere Ziichtungsforschung notwendig, wie zum Beispiel zur Eliminierung eines aufgetretenen
Letalfaktors, bis diese Resistenzquelle in der Sortenziichtung genutzt werden kann.

Danksagung: Die dargestellten Arbeiten sind Teil eines Projektes (PGI-06.01-28-1-41.002-06), das im Rahmen des
Programms zur Innovationsforderung durch das Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft und
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e.V. (GFP) finanziert wurde. Fir diese finanzielle Unterstiitzung danken wir ebenso wie den kooperierenden
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Thinopyrum-Arten als Donoren von Resistenzen gegen wichtige Pathogene im Winterweizen
(Triticum aestivum L.)
Thinopyrum species as donors of resistance against important pathogens in winter wheat (Triticum aestivum L.)

Zusammenfassung

In bekannten Kulturformen des Weizens (Triticum aestivum L.) werden immer seltener neue Resistenzen gegen
wirtschaftlich bedeutende Krankheiterreger (Oculimacula spp, Fusarium culmorum, Puccina triticina und Barley
yellow dwarf Virus) identifiziert. Die Identifikation von Resistenzgenen aus der Wildtypform Thinopyrum spp. und
deren anschlieRende Nutzung in der Weizenzichtung ist somit Ziel dieses Projekts. Fur ein markergestiitztes
Rickkreuzungsprogramm stehen zwei Translokationslinien PI583794 und P1611939, als Tréger einer Thinopyrum-
Introgession auf Chromosom 4D, sowie 3 Weizensorten (Boomer, Esket und Mirage) zur Verfigung. Fir die
phénotypische Charakterisierung wurden diese Linien auf ihre Resistenz gegen die genannten Erreger getestet.
Parallel dazu erfolgte die genotypische Charakterisierung. Mit den spezifischen Primern STSJ15 und 2P1/2P2
konnte die Introgression nachgewiesen werden. Zur Bestimmung der GréRRe des Introgressionsfragments wurden
ausgewdahlte Genotypen der BC;F; und BC,F; mit polymorphen SSRs analysiert, um auf diese Weise Genotypen zu
identifizieren, welche ein mdglichst kleines Introgessionsfragment aufweisen, jedoch resistent sind.
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