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Zusammenfassung

Der Gemeine Windhalm (Apera spica-venti) ist eine genetisch variable Ungrasart. In Deutschland werden fiir A.
spica-venti immer mehr Resistenzfélle besonders gegentiber Herbiziden aus der Gruppe der ALS-Inhibitoren
gemeldet. Als Griinde werden sowohl Target-Site (TSR)- als auch Non-Target-Site-Resistenzmechanismen
(NTSR) diskutiert. Derzeit gibt es wenige Untersuchungen zur Herbizidresistenzevolution und insbesondere zu
NTSR-Mechanismen bei A. spica-venti. Um diese Resistenzentwicklung besser zu verstehen, wurde aus einer
sensitiven Elternpopulation (A 77) mit reduzierten Aufwandmengen des Wirkstoffes lodosulfuron eine F1-
Generation selektiert. Diese Population wurde A 77-1 genannt und einem Dosis-Wirkungs-Experiment
unterzogen. Dabei zeigte die Population A 77-1 im Vergleich zur Elternpopulation eine reduzierte Sensitivitat
gegentiber dem Wirkstoff lodosulfuron (RF=2). AuBerdem wurden Individuen der A77-1-Population auf eine
mdgliche TSR untersucht. 53% der untersuchten Individuen zeigten eine Pro197Asn-Substitution.
Einzelpflanzen, die keine TSR trugen, wurden identifiziert, vermehrt und A 77-1-1 genannt. Durch die
gleichzeitige Behandlung von A 77-1-1 Pflanzen mit lodosulfuron und dem Cytochrom P450 (CYP)-Inhibitor
Malathion konnte die Herbizidwirkung wieder hergestellt werden. Daher stellen wir fest, dass wir erfolgreich
eine Population, die sowohl TSR und NTSR zeigt, selektiert haben. Um CYPs zu identifizieren, die
moglicherweise die Reduzierung der Sensitivitdt gegeniuber lodosulfuron bedingen, wurde eine ACP-PCR
durchgefiihrt. Dabei wurden 6 CYPs identifiziert.

Stichworter: Apera spica-venti, ALS-Inhibitoren, Herbizidresistenz, lodosulfuron, Nicht-Zielortresistenz, Zielort-
resistenz

Abstract

Apera spica-venti is a genetically diverse cross-pollinated grass weed species for which increasing numbers of
resistance cases towards ALS herbicides are reported in Germany. Target-site and non-target-site mechanisms
are discussed to be involved. But to date, studies on resistance evolution - especially on non-target-site
mechanisms involved in A. spica-venti are rare. To better understand this, a progeny population was selected
from a sensitive parental population (A77) using the ALS inhibiting herbicide iodosulfuron at reduced dose
rate. This progeny population was designated A77-1 and subjected to a dose-response experiment using
iodosulfuron. A77-1 exhibited a decreased sensitivity to iodosulfuron compared to the parental A77 biotype
(RI=2). 53% of the studied individuals of A 77-1 exhibited an ALS target-site resistance (Pro197Asn). Individuals
lacking target-site resistance were identified and propagated to yield the population A 77-1-1. The co-
application of iodosulfuron and the cytochrome P450 (CYP) inhibitor malathion was able to reconstitute
iodosulfuron efficacy in A 77-1-1. So, we assume that we successfully selected for target-site resistance and
non-target-site resistance simultaneously. ACP-PCR was employed to identify CYPs involved in reduced
sensitivity to iodosulfuron. 6 CYPs were identified.

Keywords: Apera spica-venti, ALS inhibitors, herbicide resistance, iodosulfuron, non-target-site resistance,
target-site resistance

Einleitung

Apera spica-venti oder der Gemeine Windhalm ist ein einjdhriges Ungras, das vor allem im
Wintergetreideanbau in Zentral-, Nord- und Osteuropa auftritt. In Deutschland ist eine regionale
Verbreitung von A. spica-venti zu beobachten, da er bevorzugt auf leichten, sandigen bis leicht
lehmigen Boden wéchst. A. spica-venti ist eine windbestdubte Ungrasart mit hoher genetischer
Plastizitat. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass Populationen in Deutschland Resistenzen
gegeniber herbiziden Wirkstoffen aus den Gruppen der Photosystem lI-Inhibitoren (HRAC-
Gruppe C), der Acetolactat-Synthase-Inhibitoren (ALS, HRAC-Gruppe B) und der Acetyl-Co-A-
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Carboxylase-Inhibitoren (ACCase, HRAC-Gruppe A) entwickelt haben (Heap, 2017). Seit im Jahr
2005 die erste Resistenz gegeniber Wirkstoffen aus der Gruppe der ALS-Inhibitoren bei A. spica-
venti in Deutschland festgestellt wurde, steigt die Anzahl von Resistenzféllen stetig an. Dabei sind
sowohl Target-Site-Resistenzen (TSR) als auch Non-Target-Site-Resistenzmechanismen (NTSR)
bekannt. Bei der TSR fiihrt eine einzelne Mutation im codierenden Gen fiir die Acetolactat-
Synthase zu einer Verdanderung des Proteins (PowLEs und Yu, 2010). Diese Verdnderung verhindert
eine Interaktion von Protein und Herbizid und hemmt so die Herbizidwirkung. Unter dem Begriff
der NTSR werden verschiedene Mechanismen zusammengefasst (PowLes und Yu, 2010). Es sind
folgende Mechanismen bekannt: Eine verringerte Aufnahme des Herbizidwirkstoffs oder eine
verringerte Verlagerung im pflanzlichen Gewebe oder eine beschleunigte Ausschleusung in die
Zellwande oder die Vakuole. Der bedeutendste Mechanismus der NTSR ist aber ein beschleunigter
Abbau des Herbizidwirkstoffs in der Pflanze (PowLes und Yu, 2010). Daran sind verschiedene
Enzymfamilien beteiligt. Fundamentale Komponenten eines beschleunigten Herbizidabbaus sind
Enzyme aus der Familie der Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYPs)(PowLEs und Yu, 2010). CYP-
Enzyme finden sich in allen Reichen der Lebewesen. Sie stellen eine evolutionér alte, sehr diverse
Superfamilie dar (SCHULER und WERCK-REICHHART, 2003; HANNEMANN et al., 2007). Bisher sind
verschiedene CYPs bekannt, die einen beschleunigten Abbau verschiedener Herbizide vermitteln.
Herbizidresistenz, die auf CYPs basiert, tritt besonders hdufig bei Ungrasarten auf. Derzeit gibt es
wenige Studien, die NTSR bei A. spica-venti und die zugrunde liegenden Mechanismen
beleuchten.

Um die Resistenzentwicklung bei A. spica-venti zu untersuchen, wurde zundchst aus einer
sensitiven Elternpopulation mit dem Herbizidwirkstoff lodosulfuron eine F1-Generation mit
reduzierter lodosulfuron-Sensitivitat selektiert. Nachfolgende Untersuchungen sollen zeigen, ob
diese reduzierte Sensitivitat gegenuber lodosulfuron auf einen beschleunigten Abbau des
Wirkstoffs zurtickzufiihren ist. AuBerdem soll analysiert werden, welche CYPs daran beteiligt sind.

Material und Methoden

Selektion

Als Ausgangmaterial fiir die Untersuchungen zur Resistenzentwicklung bei A. spica-venti dienten
Samen einer sensitiven Population (A 77), die auf einer 6kologisch bewirtschafteten Flache
gesammelt wurden. Die Flache wurde seit mindestens 20 Jahren nicht mehr mit einem Herbizid
behandelt. Diese Samen wurden in Anzuchtschalen ausgesat. Eine Selektion von Pflanzen mit
reduzierter Herbizidsensitivitdt erfolgte mit dem Herbizid Husar OD (Bayer CropScience,
Deutschland), das den Wirkstoff lodosulfuron (100 g lodosulfuron-Methyl-Natrium/l) enthélt. Dazu
wurden die A. spica-venti Pflanzen mit der Hélfte der zugelassenen Aufwandmenge (5 g
lodosulfuron/ha) behandelt. 30 Uberlebende Pflanzen wurden in groBere Topfe umgepflanzt,
miteinander gekreuzt und bis zur Samenreife weiter kultiviert. Die so entstandenen Samen bilden
die F1-Generation (A 77-1). Von 32 Pflanzen dieser Population wurden Blattproben zur TSR-
Bestimmung abgenommen.

Dosis-Wirkungskurven

Um zu ermitteln, wie stark die Selektion mit lodosulfuron die Wirksamkeit dieses Wirkstoffes auf
die A 77-1-Pflanzen verringert hat, wurde ein Biotest durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils finf
Pflanzen im Keimblattstadium in einen Topf (7 x 7 x 8 cm) pikiert. AnschlieBend wurden sie unter
kontrollierten Bedingungen (16 h Licht/ 20°C, 8 h Dunkelheit/ 10°C) in einem Klimaschrank
(Rumed1401, Rubarth Apparate GmbH, Laatzen, Deutschland) kultiviert. Im 3-Blatt-Stadium
erfolgte die Behandlung mit verschiedenen lodosulfuron-Konzentrationen (0; 0,625; 1,25; 2,5; 5;
10; 20 g/ha) in einer stationdren Spritzanlage. Die weitere Kultivierung der Pflanzen erfolgte unter
den bereits beschriebenen Klima-Bedingungen. Nach 21 Tagen wurde die Herbizidwirkung
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bonitiert und die pflanzliche Frischmasse bestimmt. Der Versuch wurde mit vier Wiederholungen
pro Herbizidkonzentration durchgefiihrt. Als Referenzpopulation diente die Elternpopulation A 77.

Um eine mogliche NTSR zu bestdtigen, wurden zunéchst A 77-1-Pflanzen, die keine TSR trugen,
durch Sequenzierung identifiziert. Diese Pflanzen wurden in zwei Klone geteilt, die miteinander
gekreuzt wurden. Die daraus resultierenden Samen bilden die Generation A 77-1-1.

Samen der Generation A 77-1-1 wurden erneut ausgesat und nach einer kurzen Bestockungsphase
in vier Klone geteilt. Je ein Klon wurde mit 20 g lodosulfuron/ha, 20 g lodosulfuron/ha plus 1000 g
Malathion/ha (CYP-Hemmer) oder 1000 g Malathion/ha behandelt. Der vierte Klon diente als
Kontrolle. Ein Teil der so behandelten Pflanzen wurde 24 h nach der Behandlung geerntet und zur
spateren molekularbiologischen Untersuchung in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C
gelagert. Die Ubrigen Pflanzen wurden weiter kultiviert. Nach 21 Tagen wurde die Wirkung von
Herbizid und Malathion bonitiert.

Zur detaillierteren Analyse, wie eine mogliche NTSR die Sensitivitat der A 77-1-Pflanzen gegeniiber
lodosulfuron beeinflusst, wurden A 77-1-1-Pflanzen einzeln in Topfe pikiert. Nach einer
Bestockungsphase wurden die Pflanzen in acht Klone mit je zwei Blattern geteilt. Dann wurden die
Klone einem Biotest zur Bestimmung der lodosulfuron-Sensitivitat unterzogen. Die Behandlung
erfolgte mit folgenden lodosulfuron-Konzentrationen: 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 g/ha.
AnschlieBend wurden auch diese Pflanzen fir 21 Tage weiter kultiviert bevor eine Bonitur und
eine Bestimmung der Frischmasse erfolgten.

Analysen der Resistenzmechanismen

Analysen zur TSR in den Codons fiir Pro197 und Trp574 im ALS-Gen der A 77-1-1-Pflanzen wurden
durchgefiihrt wie von Hamouzova et al. (2014) beschrieben. Zur Identifizierung der genauen
Substitution wurden PCR-Produkte sequenziert (Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland).

Fir die molekularbiologischen Untersuchungen zur NTSR der A 77-1-1-Pflanzen wurde das
Pflanzenmaterial zundchst in flissigem Stickstoff gemorsert. AnschlieBend erfolgte eine RNA-
Extraktion mit dem NucleoSpin Plant RNA Kit nach Herstellerangaben (Macherey-Nagel, Diiren,
Deutschland). Um CYPs, die an der NTSR bei A. spica-venti beteiligt sind, zu identifizieren, wurde
eine Annealing-Control-Primer (ACP)-PCR wie von Iwakami et al. (2014a) fur Echinochloa
phyllopogon beschrieben mit ausgewahlten Primern durchgefiihrt. Bei dieser Methode handelt es
sich um ein zweistufiges PCR-Verfahren, bei dem die Primer am 3’-Ende aus einer spezifischen
Sequenz bestehen, die Uber eine Polydeoxyinosin-Verbindungsglied mit einem unspezifischen
Sequenzanhang am 5-Ende verbunden ist. Diese zweistufige PCR ermdglicht so ein spezifisches
Amplifizieren der gewtlinschten Gensequenz. In einer anschlieBenden zweiten PCR mit Primern,
die gegen konservierte Bereiche der CYPs gerichtet sind, konnen CYP-Sequenzen identifiziert
werden (Abb. 1).

S5'UTR F'UTR
s s ) U A A AAAAAAAAA
1* BCR ’/ = — A— \
PFG CLG
2" PCR - - 4=

Abb. 1 Darstellung des schematischen Aufbau von CYP-Genen und der Genregionen, die fiir das Design der
ACP-Primer (1. PCR) und der Primer fiir die spezifische Amplifikation von CYPs (2. PCR) verwendet wurden nach
IwakAMI et al. (2014). Die Pfeile stellen die PCR-Primer dar, die gestrichelten Linien die Polydeoxyinosin-
Verbindungsglieder und die grauen Balken die unspezifischen 5'-Sequenzen.

Fig. 1 Presentation of the schematic structure of CYP genes and those regions used for ACP primer design (1st PCR)
and the design of primers used for the specific amplification of CYPs (2nd PCR) according to Iwakami et al. (2014).
PCR primers are depicted by arrows, the dashed lines show polydeoxyinosine and the grey bars represent the
unspecific 5’ sequences.
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Ergebnisse

Nach der Selektion mit lodosulfuron zeigt die F1-Generation A 77-1 eine verringerte Sensitivitat
gegeniiber dem Wirkstoff im Vergleich zur Elterngeneration A 77 (Abb. 2A). Der Resistenzfaktor
hat sich verdoppelt (RF = 2). Die Untersuchungen zur TSR zeigten, dass 53 % der untersuchten
Pflanzen von A 77-1 eine TSR tragen. Dabei handelt es sich um eine Pro197GIn-Substitution.
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Abb. 2 Dosis-Wirkungsbeziehung fiir das Herbizid Husar OD mit seinem Wirkstoff lodosulfuron auf die Spross-
Frischmasse der Herbizid-sensitiven Elternpopulation A 77 und der selektierten F1-Generation A 77-1 (A) und
auf die Spross-Frischmasse von Einzelpflanzen aus der Elternpopulation A 77 und Population A 77-1-1 (B).

Fig. 2 Dose-response relationship for the herbicidal active iodosulfuron for the shoot fresh biomass of the herbicide-
sensitive parental population A77 and the selected F1 generation A 77-1 (A) and the shoot fresh biomass of
individual plants from the parental population and the population A 77-1-1 (B).

Nicht alle untersuchten Pflanzen aus der F1-Generation A 77-1 zeigten eine TSR. Zusatzlich zeigte
die Behandlung von Klonen mit Husar OD und dem CYP-Inhibitor Malathion, dass Malathion eine
verringerte Herbizidwirkung bei Pflanzen der Population A 77-1-1 wiederherstellen konnte (Daten
nicht dargestellt). Das heif3t, in der Population A 77-1-1 spielten hinsichtlich der reduzierten
Sensitivitdt gegeniliber lodosulfuron auch NTSR-Mechanismen eine Rolle. Um den Grad der
Sensitivitatsreduktion zu bestimmen, wurde ein Biotest mit Klonen von Einzelpflanzen der
Elternpopulation A 77 und der Population A 77-1-1 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass sowohl
die Elternpopulation als auch die Population A 77-1-1 in ihrer Sensitivitdt gegentber lodosulfuron
schwankten und die Reduzierung der lodosulfuron-Sensitivitdt eher gering war (Abb. 2B).

Mit Hilfe der ACP-PCR konnten bisher homologe Sequenzen zu sechs CYPs (Indole-2-
Moonoxygenase (CYP71C4), Ent-lsokaurene C2-Hydrolase (CYP71Z6), CYP81A24, CYP81A19,
CYP71A1, CYP72A14) identifiziert werden.

Diskussion

Nach der Selektion mit 5 g lodosulfuron/ha zeigte die F1-Generation eine deutliche Verminderung
der Sensitivitdit gegeniiber lodosulfuron. Diese kann auf TSR und NTSR-Mechanismen
zurlickgefiihrt werden. Also wurden hier in einer Population erfolgreich TSR und NTSR selektiert.
Fur weitere Untersuchungen zur NTSR wurden Einzelpflanzen, bei denen keine TSR vorlag
identifiziert. Die Nachkommen dieser Einzelpflanzen zeigten nur eine geringfligig verringerte
Sensitivitdt gegeniber lodosulfuron im Vergleich zur A 77-1-Population. Dies kann darauf
zuriickgefuihrt werden, dass NTSR ein quantitatives, polygenes Merkmal ist (PETIT et al., 2010; Busi
et al., 2011). Eine Kreuzung von Individuen fiihrt zu einer Aufspaltung der NTSR-Allele und so zu
einer unterschiedlichen Auspragung der NTSR in den Nachkommen.

Mit Hilfe der ACP-PCR konnten homologe Sequenzen von sechs CYPs identifiziert werden, die
moglicherweise an einer NTSR in Apera spica-venti beteiligt sind. Fiir diese CYPs wurden bereits
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Sequenzen in anderen Pflanzenarten identifiziert. CYP71A1 akkumuliert in Avocado wahrend der
Reifung und gehort zu den ersten CYPs, die in Pflanzen identifiziert wurden (BozAk et al., 1990). Die
genaue Funktion ist jedoch bis heute nicht vollsténdig verstanden. Zudem werden fiir CYP71A1
Verdnderungen in der Genexpression im Zusammenhang mit abiotischen Stressoren beschrieben
(GonG et al., 2015; OBAID et al., 2016) CYP71C4, CYP71Z6 und CYP72A14 wird eine Rolle in der
Produktion von pflanzlichen Sekundarmetaboliten, die an der Antwort auf verschiedene biotische
Stressoren beteiligt sind, zugeschrieben (FRrey et al., 1997; SOLER et al., 2007; Wu et al., 2011).
CYP81A24 und CYP81A19 wurden kiirzlich in Studien zur Resistenz gegeniiber ALS-Inhibitoren in
Echinochloa phyllopogon identifiziert (Iwakami et al., 2014a; Iwakami et al., 2014b). Dabei zeigte sich,
dass die CYP81A24-Expression 12 h nach der Herbizidbehandlung hoch reguliert ist (Iwakami et al.
2014a) wahrend CYP81A19 in Echinochloa phyllopogon als Pseudogen beschrieben ist (IwAkamI et
al., 2014b). Dies kann fiir A. spica-venti bisher nicht bestatigt werden, da bisher keine vollstandige
Gensequenz vorliegt. Bei den bisher identifizierten CYPs zeigt sich also eine Vielfalt an Funktionen
in der Pflanze. Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um die mégliche Beteiligung
dieser CYPs an der NTSR in A. spica-venti zu bestdtigen und ihre genaue Funktion zu identifizieren.
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