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Vergleichende genetische Kartierung
der Feuerbrandresistenz bei Malus sp.

Comparative genetic mapping of resistance to fire blight in Malus sp.

Fiir die vergleichende Kartierung von Feuerbrandresistenz
bei Malus wurden vier Populationen bearbeitet, die als
einen Elter einen Donor fiir Feuerbrandresistenz und
als zweiten Elter die anféllige Sorte ‘Idared’ hatten. Als
Donoren fiir Widerstandsfahigkeit wurden definierte
Abstammungen der Wildarten M. baccata, M. fusca, M.
xrobusta und die widerstandsfahige Pillnitzer Apfelsorte
‘Rewena’ genutzt.

Die Phénotypisierung der Populationen erfolgte in
unterschiedlichen Jahren durch Inokulation von vege-
tativen Trieben mit dem Erwinia amylovora-Isolat Ea222
und anderen definierten Isolaten unter Gewéchshaus-
bedingungen. Der Befall der Triebe wurde als Befallsrate,
dem Verhéltnis der befallenen Triebldnge zur Gesamt-
triebldnge, ermittelt. Je nach Isolat und Population va-
rijerte die durchschnittliche Befallsrate zwischen 10 bis
82%. Die Genotypisierung der Nachkommen zur Erstel-
lung genetischer Karten erfolgte mit Mikrosatelliten-,
SNP- und DArT-Markern. Die genetischen Kopplungs-
karten wurden mittels Joinmap 4.0 und die Resistenz
gegeniiber Feuerbrand mit MapQTL5.0 kartiert.

Major-QTLs konnten fiir M. xrobusta auf Kopplungs-
gruppe 3, fiir M. baccata auf Kopplungsgruppe 12 und fiir
M. fusca auf Kopplungsgruppe 10 detektiert werden. Wah-
rend die Feuerbrand-QTLs von M. xrobusta 5 und M. fusca
je nach Jahr bis zu ca. 87% der phénotypischen Varianz er-
klaren konnen, erklart der QTL von M. baccata nur ca. 45%,
was die Existenz eines zweiten QTL nahe legt. Fiir die resis-
tente Sorte ‘Rewena’ konnte kein QTL detektiert werden.

Mit den Markern, die im Bereich der detektierten QTLs
liegen, kann auf Resistenz gegeniiber Feuerbrand selektiert
werden. Damit ist eine Kombinierung unterschiedlicher
Feuerbrandresistenz-QTLs moglich. Auf dieser Basis kon-
nen zukiinftig Sorten geziichtet werden, die dauerhaft wi-
derstandsfahig gegeniiber Feuerbrand sind, um diese dann
dem deutschen Obstbau zur Verfligung stellen zu kénnen.

Stichworter: Feuerbrand, Kartierung, Malus, Resistenz

Four segregating populations were analyzed for com-
parative mapping of resistance to fire blight in apple. As
donors for resistance the Re-cultivar® ‘Rewena’ from the
Pillnitz breeding program, M. xrobusta 5 and the acces-
sions of M. baccata and M. fusca were crossed by the sus-
ceptible cultivar ‘Idared’.

Phenotyping of resistance in the progeny was done by
shoot inoculation using the Erwinia amylovora isolate
Ea222 and other defined isolates in greenhouse. The shoot
infection was characterized as necrosis rate, the ratio
between necrosis length and shoot length. The average
necrosis rate varied between 10 to 82% depending on
isolate and population. Genotyping was performed with
microsatellite-, SNP- and DArT-markers. For the establish-
ment of genetic linkage maps Joinmap 4.0 and for mapping
of resistance MapQTL5.0 were used.

Major-QTLs were detected on linkage groups 3, 10 and
12 for M. xrobusta 5, M. fusca and M. baccata, respective-
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ly. Whereas the determined major QTLs of M. xrobusta 5
und M. fusca explained up to 87% of the phenotypic vari-
ance, depending on year and isolate, the major QTL de-
tected for M. baccata explained only around 45%, which
hypothesizes the presence of additional QTLs. No QTL
was detected for the resistant cultivar ‘Rewena’.

Based on markers surrounding the detected QTLs a
marker assisted selection (MAS) for resistance to fire
blight became feasible as well as pyramiding of different
QTLs. Pyramiding of differently acting fire blight QTLs
shall improve the breeding of durable resistant cultivars
in future which will be available for growers.

Key words: Fire blight, Malus, mapping, resistance

Feuerbrand ist eine Krankheit an Kernobst, die schon 1794
von DENNING beschrieben wurde und zuerst im Hudson
Valley im Staat New York, USA auftrat (DENNING, 1794).
Neben den Kernobstarten beféllt der Erreger des Feuer-
brands, das Bakterium Erwinia amyolovora, auch Zier-
pflanzenarten der Rosaceaen, wie Cotoneaster oder Cra-
tegus. Von den USA ausgehend hat sich das Bakterium
mittlerweile in mehr als 40 Landern ausgebreitet, darun-
ter in den meisten Landern Europas, Nord-, Mittel- und
Siidamerikas, in Agypten, der Tiirkei und auch in Neu-
seeland (PEIL et al., 2009). Die Primarinfektion mit Feuer-
brand findet wahrend der Bliite statt. Das Bakterium wird
von kontaminierten Insekten zu den Bliiten gebracht. Auf
den Narben kann es sich unter giinstigen Bedingungen
schnell vermehren, von dort aus {iber die Nektarien in die
Bliiten eindringen und sich dann in der Pflanze ausbrei-
ten. Die sekundire Infektion geschieht iiber Wunden an
jungen Trieben. Typische Symptome von Feuerbrand sind
bischofsstabformige Welkeerscheinungen, die Braun- bis
Schwarzfiarbung von Trieben, Rindenbrandstellen an ver-
holztem Gewebe und auch das Auftreten von Exsudat,
das vom Polysaccharid Amylovoran gebildet wird. Das
Exsudat, in dem auch Erwinia-Bakterien vorhanden sind,
dient dann wiederum als Inokulumquelle. Neben Insek-
ten stellen Hagelverletzungen einen bedeutenden Weg
fiir die Verbreitung des Bakteriums dar. Der Befall mit
E. amylovora kann bis zum Absterben infizierter Baume
fiihren. Eine effektive und verlassliche Bekdmpfung der
Krankheit ist bislang nur mit Antibiotika moéglich. Der Ein-
satz von Antibiotika ist aber aus der Sicht des vorbeugen-
den Verbraucherschutzes und eines nachhaltigen Anbaus
unerwiinscht und zudem in Europa stark reglementiert
oder ganz untersagt. Alternative Mittel sind Kupferprapa-
rate, die auch aus 6kologischer Sicht bedenklich sind, bak-
terielle Antagonisten, Hefepraparate und die Chemikalie
LMA, deren Wirksamkeit in der Regel aber begrenzt sind.
In den meisten Landern Europas ist Feuerbrand eine Qua-
rantdnekrankheit und ein Befall ist meldepflichtig.

Eine Alternative zu den oben genannten Bekdmpfungs-
moglichkeiten ist der Anbau widerstandsfahiger Sorten.
Die im Einzelhandel vertretenen Apfelsorten sind allerdings

alle mehr oder weniger stark anféllig fiir Feuerbrand. Hier
kann die Ziichtung mit der Bereitstellung Feuerbrand-re-
sistenter Sorten einen wichtigen Beitrag fiir einen nach-
haltigen Apfelanbau liefern. Da eine effektive Ziichtung
Kenntnisse iiber die Vererbung gewiinschter Merkmale
und deren Lokalisation im Genom bendtigt, wurde mit
einer vergleichenden Kartierung von Widerstandsféhig-
keit gegeniiber Feuerbrand begonnen. Durch die Kartie-
rung der Feuerbrandresistenz in verschiedenen Donoren
sollten unterschiedliche Mechanismen detektiert werden,
die dann kombiniert werden kénnten, um dauerhafte
Widerstandsfahigkeit zu erzeugen.

2.1 Pflanzenmaterial

Fiir die Kartierung der Resistenz gegeniiber Feuerbrand
wurden folgende Populationen benutzt: ‘Idared’ x Malus
baccata (MALO004) — Populationsnummer 07240; M. fusca
(MALO0045) x Idared’ - Populationsnummer 05210;
‘Idared’ x M. xrobusta 5 (MAL0991) - Populationsnum-
mer 04208; ‘Idared’ x ‘Rewena’ - Populationsnummer
04207.

Inokulation der Pflanzen mit Erwinia amylovora:

Die Inokulation der Nachkommen erfolgte an Hand-
veredelungen. Dazu wurden im Winter Reiser der betref-
fenden Nachkommen geschnitten und je nach Verfiigbar-
keit an Reisermaterial auf jeweils ca. 10 Unterlagen M9
veredelt. Nach Verwachsung der Kambien wurden die
Pflanzen im Gewéchshaus in Quedlinburg angetrieben.
Ab einer Mindestldnge des Neuaustriebs von 25 cm be-
gann die Inokulation mit dem Pathogen. Dazu wurde
eine Schere in eine Bakteriensuspension mit einer Kon-
zentration von 109 cfu (colony forming units)/ml ge-
taucht und mit der Schere anschliel3end die Spitzen der
zwei jlingsten Blétter des Neuaustriebes abgeschnitten
(Abb. 1). Das Inokulum bestand in jedem Jahr fiir jede
Population aus einem definierten E. amylovora-Stamm
(Tab. 1). Die Klimabedingungen im Gewéchshaus wur-
den wie folgt eingestellt: Tag 25-27°C und Nacht 20°C
bei einer Luftfeuchte von 85%.

2.2 Bonitur der Triebinokulationen

Vier Wochen nach der Inokulation wurde der Befall mit
dem Pathogen bonitiert. Dazu wurden die Lange des neu
ausgetriebenen Triebes und die Linge der Nekrose, die
sich an diesem Trieb gebildet hatte und typische Feuer-
brandsymptome aufwies, mit dem Lineal gemessen. Die
Widerstandsfahigkeit wurde als Befallsrate, d.h. Prozent
befallener Trieb, angegeben:

Befallsrate (%) = befallener Trieb/Linge Gesamtneutrieb
* 100

Das gesamte inokulierte Pflanzenmaterial wurde durch

Autoklavieren vernichtet, da es sich bei Feuerbrand um
einen Quaranténeschaderreger handelt.
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Abb.1. Inokulation von Neu-
trieben durch Abschneiden der

mit einer Schere nach Eintauchen
in eine Bakteriensuspension.

Tab. 1. Durchschnittliche Befallsrate (%) fiir die untersuchten Populationen nach Inokulation mit ausgewahiten E. amylovora-

Isolaten in unterschiedlichen Jahren

e 04207 04208 05210 07240
Jahr Eal Br2 Ea Br Ea Br Ea Br
2005 Ea 222 65,5 Ea222 34,7
2006 Ea222 32,2 Ea222 231
2007 Ea222 9,6
2008 Ea3049 81,6 Ea222 31,9
2009 ZYRKD3-1 67,7 Ea3049 62,4 Ea222 33,6
Eall89 28,1
2011 ZYRKD3-1 75,0
ZYRKD3-1k3 80,1
Eall89 33,2
2012 Ea222 9,0

1 Ea: Erwinia amylovora-Isolat

2 Br: Befallsrate (%) = Lange befallener Trieb im Verhdltnis zum Gesamtneutrieb
3 ZYRKD3-1 komplementiert mit dem S-Allel des avrRPT2ga-Gens

2.3 Molekulare Marker
Fiir die Erstellung genetischer Karten wurden folgende
Markersysteme benutzt: Mikrosatelliten (SSRs), Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs), Sequence Characteri-
zed Amplified Regions und die Diversity Array Technology
(DArTs). Die DArT-Marker wurden von Andrzej Kilian,
Diversity Array Technology Pty Ltd., Australien, entwickelt,
angewandt und die Ergebnisse von ihm ausgewertet.
DArT-Marker wurden fiir jeweils 92 Nachkommen
der Populationen 04207 (‘Idared’ x ‘Rewena’) und 05210
(M. fusca x ‘Idared’) benutzt. Die SNP-Analysen fanden
am Fondazione Edmund Mach (FEM) in San Michele
statt. Ein 384 SNP-Chip wurde fiir die Detektion poly-
morpher SNPs fiir die Populationen 05210 (M. fusca X
Idared) und 07240 (‘Idared’ x Malus baccata) benutzt.
SSR-Marker wurden fiir alle Populationen am Julius Kiihn-
Institut (JKI) in Dresden angewandt und durch SSR-
Analysen am FEM in San-Michele ergénzt. Am JKI erfolgte
die SSR-Analyse in Multiplex-Ansdtzen. Die Trennung
der PCR-Fragmente wurde mittels Kapillargelelektro-
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phorese (Beckman-Sequenzer) oder vertikaler Platten-
gelelektrophorese (LiCOR-Sequencer) durchgefiihrt.

2.4 Kartierung

Fiir die Erstellung genetischer Karten wurden das Pro-
gramm Joinmap 4.0 (van OouEN, 2006) und fiir die Un-
tersuchung der Marker-Phanotyp Assoziation (Kruskal-
Wallis Test) und der QTL-Kartierung das Programm Map-
QTL 5.0 (van OoUEN, 2004) benutzt.

3 Ergebnisse

3.1 Phdnotypisierung der Populationen

Tab. 1 zeigt die Ergebnisse der Phinotypisierungen als
durchschnittliche Befallsrate der Populationen, die in den
jeweiligen Jahren mit unterschiedlichen E. amylovora-
Isolaten erzielt worden sind. Um eine moglichst gute Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen, wurde fiir die
Phénotypisierung aller Populationen das E. amylovora-

Spitzen der zwei jiingsten Bldtter
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Isolat Ea222 zur ersten QTL Kartierung genutzt. Die
Populationen 04208 (‘Idared’ x M. xrobusta 5), 05210
(M. fusca x ‘Idared’) und 07240 (‘Idared’ x Malus baccata)
wurden jeweils mindestens in zwei unabhéngigen Jahren
inokuliert, die Population 04207 (‘Idared’ x ‘Rewena’) nur
einmal. Der Grund hierfiir war die hohe durchschnittliche
Befallsrate dieser Population von 65,5%. Wahrend die
Inokulation der Populationen 04208 und 07240 iiber
beide Versuchsjahre einheitliche Ergebnisse zeigten, 32,2
und 34,7% fiir 04208 und 31,9% und 33,6% fiir 07240,
war die Befallsrate fiir die Population 05210 in den ersten
beiden Jahren mit 23,1 und 9,6% deutlich unterschied-
lich. Die dritte Phanotypisierung von 05210 in 2012 mit
Ea222 ergab mit einer Befallsrate von 9,0% ein &hnliches
Ergebnis wie die Inokulation in 2007 (Tab. 1).

Im Gegensatz zum Kartierungsisolat Ea222 erzeugte
das Erwinia-Isolat Ea3049 sowohl bei Population 04208
(PELL et al., 2011) als auch bei Population 05210 bedeu-
tend hohere durchschnittliche Befallsraten (Tab. 1). Wah-
rend der Feuerbrandresistenzdonor M. fusca (MALQ045)
jedoch nur einen prozentualen Befall von 9,0% nach Ino-
kulation mit Ea3049 aufwies, brach das Isolat Ea3049 die
Resistenz von M. xrobusta 5 vollstdndig (Nekroserate:
96,5%). Die avrRpt2ga-Deletionsmutante ZYRKD3-1
(ZHAo et al., 2006) war ebenfalls in der Lage, die Resis-
tenz von M. xrobusta 5 zu brechen und in den Nach-
kommen mit 67,7 bis 75,0% ein sehr hohe durchschnitt-
liche Befallsrate zu erzielen. Ahnliche Ergebnisse wurden
auch mit dem Stamm ZYRKD3-1k erzielt. Bei diesem
Stamm handelt es sich um die avrRPT2ga-Deletions-
mutante ZYRKD3-1, welche mit dem avrRpt2g4 Gen aus
dem E. amylovora Isolat Ea3049 komplimentiert wurde.
Da das avrRPT2ga-Effektorprotein offensichtlich eine zen-
trale Rolle bei der Resistenz von M. xrobusta 5 zu haben
scheint, wurde das avrRpt2gs Gen von verschiedenen
Erwinia-Stdimmen sequenziert. Dabei konnten zwei Allele
des Gens identifiziert werden, S- und C-Allel, die sich in
nur einem einzigen SNP unterscheiden (VogT et al., 2013).
Zur Einordnung des Befalls der Population 04208 nach
Inokulation mit ZYRKD3-1 wurden die Nachkommen
auch mit dem Wildtyp der Deletionsmutante, dem Isolat
Eal189 inokuliert. Die Ergebnisse (Tab. 1) entsprechen
denen der Inokulation mit Ea222.

3.2 Genotypisierung und Kartierung der Populationen
Die Genotypisierung und die Erstellung genetischer Kar-
ten fiir die einzelnen Feuerbrandresistenzdonoren wur-
den fiir ‘Rewena’ von LE Roux (2011), fiir M. xrobusta 5
von PEIL et al. (2007), GARCIA-LIBEROS (2012) und WOHNER
et al. (2014) und fiir M. fusca von EMERIEWEN et al. (2014)
durchgefiihrt und beschrieben. Zur Auffindung von Feuer-
brandresistenz-QTLs in M. baccata wurde die Population
vornehmlich mit Mikrosatellitenmarkern der Kopplungs-
gruppen gescreent, auf denen bereits Feuerbrandresistenz-
loci gefunden worden waren. Zusammen mit SNP-Mar-
kern konnten so insgesamt acht Kopplungsgruppen mit
insgesamt 60 Markern, die eine Gesamtlidnge von 390 cm
umspannen, bestimmt werden. Der durchschnittliche Mar-
kerabstand betragt 6,5 cM.

3.3 QTL-Kartierung

Die Kartierung der Feuerbrand-QTLs wurde im Wesent-
lichen fiir die Bonituren der Jahre 2005 bis 2008 durch-
gefiihrt. Fiir die Population ‘Idared‘ x M. baccata wurden
die 2009 erhobenen Boniturdaten als Wiederholung fiir
die Bonitur 2008 mit ausgewertet.

3.3.1 Population 04208 — ‘Idared’ x M. xrobusta 5. Fiir
diese Population wurde auf Kopplungsgruppe 3 (LG 3)
ein Major-QTL kartiert (PEIL et al., 2007). Der QTL wurde
durch die Inokulationen im Jahr 2006 (PrIL et al., 2008).
In Abb. 2 sind die Ergebnisse der QTL-Kartierung der
Inokulationen der Jahre 2005 bis 2008 zu sehen. Deutlich
wird der Zusammenbruch des Resistenz-QTL auf LG 3
nach Inokulation mit dem Isolat Ea3049, welches die Re-
sistenz von M. xrobusta 5 brechen kann (Abb. 2), dafiir
konnte aber ein Minor-QTL auf LG 5 mit einem LOD > 3
detektiert werden, der fiir das Isolate Ea222 nicht vor-
handen war (Abb. 3).

3.3.2 Population 05210 — M. fusca x ‘Idared'. Fiir M. fusca
konnte ein Major-QTL auf Kopplungsgruppe 10 detektiert
werden. Da die genetische Karte fiir M. fusca hauptséach-
lich aus DArT-Markern bestand, die stark clustern, wur-
den in den Abb. 4 und 5 einige Marker nicht aufgefiihrt,
da es sonst zu Uberlagerungen der Markerbezeichnun-
gen gekommen wére. Aus diesem Grund gibt Tab. 2 die

Tab. 2. Genetische Karte der Kopplungsgruppe 10 (LG 10)
von M. fusca

Marker-Nr. Position (cM) Locus
1 0 GD_SNP00604
2 11.462 184374
3 12.909 972352
4 12.944 970891
5 12.944 443272
6 12.944 442947
7 20.510 898994
8 21.981 460883
9 21.981 525997
10 22.013 553933
11 23.616 971449
12 23.643 970425
13 23.643 970518
14 23.791 971614
15 23.791 969611
16 23.940 971227
17 25.421 969555
18 34.741 971000
19 35.660 970840
20 59.756 970048
21 59.769 969599
22 75.941 971659
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Abb. 2. LOD und % Erkldrung der phénotypischen Varianz (% Expl.)  Abb.3. LOD und % Erkldrung der phinotypischen Varianz (% Expl.)

nach Inokulation der Population ‘Idared‘ x M. xrobusta 5 in unter-
schiedlichen Jahren und mit unterschiedlichen Erwinia amylovora-
stammen fiir Kopplungsgruppe 3 (nach Pew et al., 2011, gedndert).

nach Inokulation der Population ‘Idared’ x M. xrobusta 5 in unter-
schiedlichen Jahren und mit unterschiedlichen Erwinia amylovora-
Stammen fiir Kopplungsgruppe 5 (nach Pew et al., 2011, gedndert).
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Abb. 4. Kruskal-Wallis Analyse nach Inokulation der Population  Abb.5. LOD (logarithm of the odd) und % Erkldrung der phanotypi-

M. fusca x ‘ldared‘ in den Jahren 2006 und 2007 mit dem Erwinia-
Isolat Ea222 fiir Kopplungsgruppe 10.

Reihenfolge und die genetischen Abstinde der Marker
auf Kopplungsgruppe 10 vollstdndig wieder. Abb. 4 zeigt
die Ergebnisse der Kruskal-Wallis Analyse fiir Kopplungs-
gruppe 10. Die hochste Assoziation zwischen Marker und
Auspragung des Phanotyps sind in beiden betrachteten
Jahren 2006 und 2007, trotz grof3er Unterschiede in der
durchschnittlichen prozentualen Nekroserate, fiir die bei-
den DArT-Marker 971000 und 970840 zu beobachten.
Die Marker haben eine Distanz von ca. 0,9 ¢cM und der
Peak der Kurve liegt iiber Marker 971000.

Die Ergebnisse des QTL-Mappings sind fiir die Jahre
2006 und 2007 in Abb. 5 dargestellt. Die maximalen LOD-
Werte liegen wiederum bei den beiden DArT-Markern
971000 und 970840, mit ca. 14 fiir 2006 und 22 fiir 2007.
Damit wurde der QTL in beiden Jahren bestatigt und er-
klart im Jahr 2007 bis zu 87% der phanotypischen Varianz.

3.3.3 Population 07240 — ‘Idared’ x M. baccata. Es konnte
fiir beide Phanotypisierungsjahre mit Ea222 jeweils ein
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schen Varianz (% Expl.) nach Inokulation der Population M. fusca x
‘Idared‘ in den Jahren 2006 und 2007 mit dem Erwinia-Isolat Ea222 fiir
Kopplungsgruppe 10.

Major-QTL auf Kopplungsgruppe 12 lokalisiert werden.
Abb. 6 zeigt die Phanotyp-Marker Assoziation. In beiden
Jahren wies der Mikrosatellit Hi07f02 die héchste Korre-
lation zu den phénotypischen Daten auf.

Die QTL-Kartierung mit Map-QTL ergab die hochste
statistische Sicherheit fiir einen Zusammenhang zwischen
Marker und Merkmal ebenfalls fiir Hi07f02, weswegen
ein Multiples QTL Mapping (MQM) mit dem Marker
Hi07f02 als Co-Faktor durchgefiihrt wurde (Abb. 7).
Etwa 45% der phénotypischen Varianz werden durch den
QTL im Jahr 2009 erklart (Abb. 7).

3.3.4 Population 04207 — ‘Idared* x ‘Rewena’. Fiir die Po-
pulation 04207 wurde eine genetische Karte mit DArT-
und SSR-Markern fiir die Identifizierung der Kopplungs-
gruppen erstellt. Die phénotypischen Daten stammen aus
der Inokulation der veredelten Nachkommen mit dem
Erwinia-Isolat Ea222 im Jahr 2005. Es konnte kein QTL
mit einer ausreichend hohen statistischen Sicherheit fiir
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Abb. 6. Kruskal-Wallis Analyse nach Inokulation der Population  Abb.7. LOD (logarithm of the odd) und % Erkldrung der phanotypi-

‘Idared‘ x M. baccata in den Jahren 2008 und 2009 mit dem Erwinia-
Isolat Ea222 fiir Kopplungsgruppe 12.

die Feuerbrandresistenz von ‘Rewena‘ detektiert werden
(LE Roux, 2011).

3.4 Vergleich der Positionen der Feuerbrand-QTLs
Eine Ubersicht iiber die identifizierten QTLs gibt Tab. 3.
Daneben werden die entsprechenden Kopplungsgruppen,
das fiir die Phénotypisierung benutzte Erwinia-Isolat, das
Mal3 der statistischen Absicherung des QTL (LOD) und der
Anteil der phanotypischen Varianz, die der QTL erklédren
kann, wiedergegeben. Deutlich wird, dass insbesondere
die Lokalisierung der Feuerbrandresistenz auf den Kopp-
lungsgruppen 3 bzw. 10 der Donoren M. xrobusta 5 und
M. fusca sehr sicher ist und dass die Wirksamkeit dieser
QTLs in einem sehr hohen Maf vererbt wird. Dagegen ist
die statistische Sicherheit fiir den Minor-QTL auf Kopp-
lungsgruppe 5 von M. xrobusta 5 nach Inokulation mit
dem Resistenz-brechenden Isolat Ea3049 mit einem LOD-
Wert von 3 relativ gering (Tab. 3). Der Feuerbrand-QTL
auf Kopplungsgruppe 12 von M. baccata wird fiir beide
Phénotypisierungsjahre bestatigt, fallt aber in seiner Wir-
kung deutlich gegeniiber den QTLs von M. fusca und M.
xrobusta 5 ab.

Abb. 8 zeigt eine Einordnung und Lokalisation der hier
beschriebenen QTLs fiir Resistenz gegeniiber Feuerbrand

schen Varianz (% Expl.) nach Inokulation der Population ‘Idared* x
M. baccata in den Jahren 2008 und 2009 mit dem Erwinia-Isolat Ea 222
fiir Kopplungsgruppe 12.

mit bereits bekannten Feuerbrand-QTLs auf den entspre-
chenden Kopplungsgruppen der genetischen Konsensus-
Karte fiir Apfel (SILVERBERG-DILWORTH et al., 2006). Insge-
samt stehen jetzt fiinf Major-QTLs verteilt auf vier Kopp-
lungsgruppen zur Verfiigung, die in der Ziichtung kombi-
niert werden konnen.

Ein grof3es Problem bei der Kartierung von Feuerbrand-
resistenz ist die Bestimmung der Anfélligkeit bzw. Resis-
tenz von Malus-Genotypen. Der natiirliche Befall durch
Bliiteninokulation im Versuchsfeld scheint ein realisti-
scheres Bild der Resistenz als die kiinstliche Triebinoku-
lation im Gewachshaus zu geben. Durch die ungleichen
Inokulationsbedingungen im Freiland wird in der Regel
aber die Resistenz iiberschéatzt (PEIL et al., 2009), wih-
rend im Gewéchshaus in der Regel die Anfalligkeit iiber-
schétzt wird. Fiir die Kartierung miissen vergleichbare
Inokulationsbedingungen fiir eine Population gegeben
sein, weswegen sich fiir diesen Zweck die Inokulation im
Gewaichshaus durchgesetzt hat. Diese wird am JKI dhn-
lich der cut-leaf-Methode (MAAS GEESTERANUS et al., 1981)

Tab. 3. Auflistung von QTLs fiir Feuerbrandresistenz, der jeweiligen Kopplungsgruppe, der LOD-Werte (logarithm of the odd)
und des Anteils der phidnotyipschen Varianz (% Expl.) der durch den QTL nach Inokulation mit dem angegebenen Erwinia-

Stamm erklirt werden kann

Erwinia-Isolat

M. baccata Ea 222
M. fusca Ea 222
M. xrobusta 5 Ea 222

Ea 3049
Rewena Ea 222

Kopplungsgruppe

12
10
3
5

LoD % Expl.

8-14 30-45

14-23 75-87

30-42 64-87
3 10
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Abb. 8. Position von Quantita-
104 - M505908 tive Trait Loci (QTL) fiir Resistenz

gegeniiber Feuerbrand, basie-
rend auf der Rumpfkarte, die von
SiLverBerG-DiLworTH et al. (2006)
entwickelt wurde (nach PeLet al.,
2009, verdndert).

durchgefiihrt. Da auch Wirt-Pathogen-Interaktionen be-
schrieben sind (NoRELLI et al., 1984), wurden alle vier Kar-
tierungspopulationen mit dem Kartierungsisolat Ea222
inokuliert. Bei der Phanotypisierung von Wiederholun-
gen eines Genotyps kann eine grol3e Varianz auftreten,
weswegen eine ausreichende Anzahl an Wiederholungen
getestet werden muss. Aus diesem Grund wurden am JKI
die drei Populationen ‘Idared’ x M. baccata, M. fusca x
‘Idared’ und ‘Idared’ x M. xrobusta 5 wenigstens zwei
Jahre mit Ea222 inokuliert. Wahrend fiir die Populatio-
nen ‘Idared’ x M. baccata und ‘Idared‘ x M. xrobusta 5 die
durchschnittlichen Nekroserate beider Jahre sehr eng
zusammenliegen (34,7% bzw. 32,2% fiir M. xrobusta 5
und 31,9% bzw. 33,6% fiir M. baccata), sank bei der zwei-
ten Inokulation der M. fusca x ‘Idared’ Nachkommenschaft
mit Ea222 die durchschnittliche Nekroserate von 23,1%
auf 9,6%; eine dritte Inokulation mit Ea222 im Jahr 2012
ergab nur 9,0%. Ein Grund fiir diesen Unterschied ist bis-
lang nicht erkennbar.

Fiir M. xrobusta 5 war bekannt, dass es Erwinia-Iso-
late gibt, die die Resistenz brechen konnen (NORELLI et
al., 1984). Aus diesem Grund wurde die M. xrobusta 5
Population mit dem Isolat Ea3049 inokuliert, was zu
einer durchschnittlichen Nekroserate von 81,6% fiihrte.
Dieser hoch virulente Stamm, der M. fusca kaum befallen
konnte (9,0% Nekroserate), wurde auch fiir die Phino-
typisierung der M. fusca-Nachkommenschaft benutzt und
erzeugte dort eine durchschnittliche Befallsrate von 62,4%.
Die hohen Befallsraten von M. xrobusta 5 und der daraus
entstandenen Nachkommenschaft nach Inokulation mit
Ea3049 weisen auf ein einzelnes Major-Resistenzgen fiir
diesen Donor hin. Die gute Widerstandsféahigkeit von
M. fusca und die hohe Anfilligkeit der Population lassen
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vermuten, dass dieser Donor mindestens zwei Major-Re-
sistenzgene hat oder zwei Faktoren, die zusammen an die
Nachkommen vererbt werden miissen, um auch Wider-
standsfahigkeit gegeniiber diesem Isolat zu erzielen. Die
Nachkommen von ‘Idared‘ x ‘Rewena‘ zeigten diesen ho-
hen Grad an Anfilligkeit (65,5%) schon mit dem weniger
virulenten Kartierungsisolat Ea222.

In der Literatur sind bislang vier Major-QTLs beschrie-
ben: auf Kopplungsgruppe 3 fiir M. xrobusta 5 (PEIL et al.,
2007, 2008), auf Kopplungsgruppe 7 fiir ‘Fiesta’ (KHAN et
al., 2006) und auf Kopplungsgruppe 12 fiir die Zierapfel-
sorte ‘Evereste’ und den Rvi6 Schorfresistenz-Donor
M. floribunda 821 (DurEL et al., 2009). Die beiden Major-
QTLs auf Kopplungsgruppe 12 kartieren im selben Inter-
vall und kénnten allelisch sein. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde fiir M. baccata ebenfalls ein Major-QTL auf Kopp-
lungsgruppe 12 lokalisiert, der jedoch einige cM entfernt
von den QTLs im Genom von ‘Evereste’ und M. floribunda
821 zu liegen scheint. Inwieweit die QTLs auf Kopplungs-
gruppe 12 doch iibereinander liegen und allelisch sind,
muss in weiteren Analysen gekldrt werden. Der geringe
Anteil der phénotypischen Varianz, der durch den Locus
auf Kopplungsgruppe 12 von M. baccata erklart werden
kann, deutet daraufhin, dass in M. baccata mindestens
ein weiterer QTL-fiir Resistenz gegeniiber Feuerbrand
existiert. Die Strategie zuerst nur Kopplungsgruppen zu
kartieren, auf den bereits Feuerbrand-QTLs identifiziert
worden sind, war zwar erfolgreich, aber nicht ausreichend.
Ergidnzende Kartierungsarbeiten sind erforderlich, um nach
weiteren QTLs zu suchen. Fiir M. fusca ergab die Kartie-
rung mit DArT Markern eine starke Assoziation zweier
Marker mit der Widerstandsfahigkeit gegeniiber Feuer-
brand. Diese Marker konnten anhand der veréffentlich-
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ten Genomsequenz von ‘Golden Delicious’ (VELASCO et
al., 2010) Kopplungsgruppe 10 zugeordnet werden. Im
Rahmen einer Dissertation in Kooperation mit Mickael
MaLNoY vom Instituto Agrario di San Michele all'Adige
(IASMA), San Michele all'Adige (TN), Italien, konnte
mittlerweile eine genetische Karte von M. fusca ent-
wickelt und der Feuerbrand-QTL mit SSR-Markern kar-
tiert werden (EMERIEWEN et al., 2014). In der Zwischenzeit
konnte das dem Major-QTL auf Kopplungsgruppe 3 von
M. xrobusta 5 zugrunde liegende Gen isoliert und er-
folgreich in die Apfelsorte ‘Gala‘ transformiert werden
(FAHRENTRAPP et al., 2013; BROGGINI et al., 2014).

Die QTL-Kartierung nach Inokulation der M. xrobusta
5-Population mit dem M. xrobusta 5-Resistenz brechen-
den Isolat Ea3049 fiihrte zum volligen Zusammenbruch
des Major-QTLs auf Kopplungsgruppe 3 und zur Detek-
tion eines Minor-QTL auf Kopplungsgruppe 5 (PEIL et al.,
2011), der jedoch nur ca. 10% der phanotypischen Varianz
erklaren kann. GARDINER et al. (2012) beschreiben einen
Minor-QTL auf Kopplungsgruppe 7 von M. xrobusta 5,
der nach Abdeckung der genetischen Kopplungskarte mit
Markern, insbesondere fiir die Kopplungsgruppen 6 und
7 von M. xrobusta 5, fiir die Inokulation mit dem Resis-
tenz-brechenden Isolat Ea3049 bestétigt werden konnte
(WOHNER et al., 2014).

Die spezifische Wirt-Pathogen-Interaktion von M.
xrobusta 5 mit verschiedenen Erwinia-Isolaten zeigt, dass
ein einziger SNP in einem Avirulenzgen zur Uberwin-
dung der Resistenz gegeniiber Feuerbrand fithren kann
(Voar et al., 2013). Die Uberwindung dieser Resistenz
demonstriert die Notwendigkeit der Ziichtung dauerhaft
widerstandsfdhiger Sorten. Dies kann durch eine Pyra-
midisierung unterschiedlicher Resistenzmechansimen ge-
schehen. Die Tatsache, dass in verschiedenen Wildarten
jeweils Major-QTLs auf unterschiedlichen Kopplungsgrup-
pen gefunden wurden, weist eindeutig auf unterschied-
liche Mechanismen hin. Die Ziichtung arbeitet jetzt an der
Kombination unterschiedlicher QTLs. Die Nachkommen
solcher Kreuzungen konnen dann mit molekularen Mar-
kern auf die Pyramidisierung der Resistenz-QTLs ge-
screent werden. In einem zweiten Schritt miissen dann die
Genotypen mit pyramidisierten QTLs und Genotypen mit
nur einem einzelnen QTL als Vergleich mit hoch virulen-
ten Erregerstimmen inokuliert werden, um Aussagen iiber
die Wirksamkeit der Pyramidisierung treffen zu kénnen.
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