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Zusammenfassung

Die Entwicklung dauerhaft resistenter Apfelsorten ist ein wichtiges Ziel in
Apfelzuchtprogrammen weltweit. Im Rahmen des von der E.U. gefbrderten Projekts
“Durable Apple Resistance in Europe" (,D.A.R.E.", URBANIETZ et al., 1999) sollte deshalb
ein Beitrag zur Schaffung dauerhaft mehltauresistenter Apfelsorten geleistet werden. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, neben der Charakterisierung von Resistenzquellen, sowie
der Kartierung und Entwicklung molekularer Marker fiir das Mehltauresistenzgen Pl;, auch
die Variabilitat der Virulenz des Erregers, Podosphaera leucotricha, zu charakterisieren.

Um den flr die Mehltauresistenz-Zichtung zur Verfligung stehenden Genpool zu
erweitern, wurde ein Testsortiment, bestehend aus 27 zumeist alteren Kultursorten und 14
Wildarten oder Wildartderivaten, unter hohem Befallsdruck kultiviert. Nach drei
Befallserfassungsjahren konnten Aussagen Uber den Resistenzgrad der untersuchten
Genotypen gemacht werden. Neben der zumeist monogen bedingten Resistenz von 11
Wildarten bzw. Wildartderivaten sind auch drei Kultursorten, deren Resistenz vermutlich
polygen bedingt ist, befallsfrei geblieben. zehn weitere Kultursorten und eine Wildart
wurden als “feldresistent™ eingestuft. Sowohl resistente als auch feldresistente Genotypen
kdnnten als Kreuzungspartner im Rahmen einer Ziichtung auf Mehltauresistenz eingesetzt
werden.

Das “Pyramidisieren" verschiedener Resistenzgene ist eine ziichterische Strategie, um die
Dauerhaftigkeit monogen bedingter Resistenzen zu verbessern. Zur sicheren
Unterscheidung der beteiligten Resistenzgene sind eng gekoppelte molekulare Marker
unverzichtbar. Unter Verwendung einer AFLP-gestitzten 'Bulked-Segregant-Analyse’
konnten Marker im Bereich von 37 cM um das Mehltauresistenzgen Pl; kartiert werden.
Zwei der Marker waren deutlich enger an das Zielgen gekoppelt als ein zu Beginn dieser
Arbeit vorliegender SCAR-Marker. Um fir die markergestitzte Selektion einfach
handhabbare Marker bereitzustellen, wurden einer der beiden AFLP-Marker in einen SCAR-
sowie einen CAPS-Marker umgewandelt. Der SCAR-Marker AU1b-SCAR sowie der CAPS-
Marker AUla-CAPS konnen im Rahmen von markergestiitzten Selektionsverfahren
eingesetzt werden.

Zur sicheren Bewertung der Resistenz verschiedener Malus-Genotypen sind auch genaue

Kenntnisse hinsichtlich der Virulenz des Erregers erforderlich. Um die Existenz



physiologischer Rassen von Podosphaera leucotricha nachzuweisen, sind Einsporisolate
des Pathogens von sechs verschiedenen Standorten innerhalb Europas erstellt, langfristig
erhalten und sowohl molekular als auch phytopathologisch charakterisiert worden. Die
Kultur von Einsporisolaten erfolgte auf /in vitro-Sprossen der hochanfalligen Sorte ‘Gibb’s
Golden Gage’. Die molekulare Charakterisierung der 31 etablierten Isolate unter
Verwendung der AFLP-Technik zeigte eine nur sehr geringe Variabilitat von weniger als 1
%, welches die fehlende Bedeutung der sexuellen Phase an der Verbreitung des
Pathogens widerspiegelt. Das auf der Basis von 54 stabil reproduzierbaren AFLP-Markern
erstellte Dendrogramm zeigt die genetische Vielfalt innerhalb des Standorts Ahrensburg
sowie zwischen verschiedenen europadischen Standorten. Auf Grund ihrer genetischen
Distanz wurden sechs der Isolate fiir eine anschlieBende phytopathologische
Charakterisierung ausgewahlt. Inokulationsversuche an Einzelbldttern in einem
Inokulationsturm  fihrten zu einem  Malus-Differentialssortiment, welches eine
Unterscheidung von flinf der sechs Isolate aufgrund ihrer unterschiedlichen Virulenz
ermdglicht. Damit konnte gezeigt werden, dass beim Erreger des echten Mehltaus am

Apfel, Podosphaera leucotricha, physiologische Rassen existieren.
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Summary

The development of apple varieties displaying durable resistance is one of the major aims
in apple breeding programmes worldwide. Within the E.U. project “Durable Apple
Resistance in Europe” ("D.A.R.E.”, URBANIETZ, et al., 1999) the aim of this work was to
contribute to the creation of durable mildew-resistant apple varieties. Besides the
characterisation of resistance sources and the mapping and development of molecular
markers for the powdery mildew resistance gene Pl; the variability of the virulence of the
pathogen, Podosphaera leucotricha, was characterized as well.

To enlarge the pool of resistance genes that can be used in apple breeding a test
collection, consisting of 27 older apple varieties and 14 wild species or their derivates, was
cultivated under high infection pressure. After three years of mildew assessment it was
possible to classify the genotypes due to their level of resistance. Besides the generally
monogenic resistance of 11 wild species or their derivates there are also three varieties
that remained resistant up to date. The resistance of these varieties is supposed to be
polygenic. Ten additional varieties and one wild species have been classified as “field
resistant”. Both resistant and field resistant genotypes may be used in future mildew
resistance breeding programmes.

The “pyramiding” of different resistance genes is a breeding strategy to prolong the
durability of monogenetic resistances. For the identification of the different resistance
genes within one genotype tightly linked molecular markers are inevitable. By using a
AFLP-based “Bulked-Segregant-Analysis” several markers within a region of 37 cM around
the mildew resistance gene Pl; have been mapped. Two of them were more closely linked
to the gene than the one marker identified previously to the present work. To design
markers that are easily applicable in marker-assisted apple breeding programmes one of
the two tightly AFLP-markers was converted into a SCAR-marker and a CAPS-Marker. The
SCAR-marker AU1b-SCAR and the CAPS-Marker AUla-CAPS are ready to be used in
marker-assisted selection programmes.

For a reliable judgement of the resistance of different Malus genotypes an extended
knowledge about the virulence of the pathogen is necessary. To prove the existence of
physiological races of Podosphaera leucotricha monoconidial isolates of the fungus
representing six different locations within Europe have been established and maintained
over a longer period. They have been characterized using phytopathological tests as well

as molecular marker techniques. Monoconidial isolates were maintained on /in vitro-shoots



of the highly susceptible variety ‘Gibb’s Golden Gage’. The molecular characterisation by
using the AFLP-technique of the 31 isolates that have been established visualized a very
small genetic variability of below 1% that reflects the lack of importance of the sexual
phase for the spread of the pathogen. By using 54 stably reproducible AFLP-markers a
genealogical tree was designed. It displays the genetic variability within the local
population in Ahrensburg as well as the genetic variability between different locations in
Europe. Due to their genetic distance six monoconidial isolates have been chosen for
further phytopathological studies. Inoculation tests in an inoculation tower using detached
leaves resulted in a differential test set of Malus-genotypes which allows the
differentiation of five of the six isolates by their virulence pattern. That result
demonstrates the existence of physiological races of Podosphaera leucotricha, the

pathogen that causes powdery mildew on apples.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Echter Mehltau, verursacht durch den obligat biotrophen Ascomyceten Podosphaera
leucotricha (Ell. et Ev.) Salm., gehdrt neben Apfelschorf (Venturia inaequalis) zu den
wirtschaftlich bedeutendsten pilzlichen Pathogenen im Erwerbs-Apfelanbau (KOTTE,
1958; ZELLER, 1889; SCHEEWE, 1990; KRUGER, 1995; MARKUSSEN; 1996; SEGLI-
AS-HODEL, 1997). Der Erreger wurde erstmals vor rund 200 Jahren in Nordamerika
beobachtet (ZELLER, 1989) und tritt heute weltweit in allen warmen, vorwiegend
sommertrockenen Anbaugebieten auf. Insbesondere groBflachige geschlossene Anla-
gen mit hoher Bestandesdichte schaffen glinstige Infektionsbedingungen flir den Er-
reger. Bei starkem Befall muss nach FRIEDRICH und RODE (1996) mit Ertragsverlus-
ten von bis zu 40 % gerechnet werden. Eine Infektion setzt die Photosyntheseleis-
tung und Transpiration der Pflanze herab, was eine verringerte Reservestoffbildung
und gestauchtes Sprosswachstum zur Folge hat (ELLIS et al. 1981). Die Ertragsaus-
falle beruhen auf einem allgemeinen Vitalitatsverlust der Pflanze sowie dem Primar-
befall von Bllitenknospen und einem mit dem gestauchten Triebwachstum einherge-
henden verringerten Blitenknospenansatz (SCHANDER, 1958). Eine direkte Schadi-
gung der Frucht wird dagegen nur sehr selten beobachtet (BLUMER, 1967; WINTER
et al., 1992).

Als obligat biotropher Parasit ist Podosphaera leucotricha in seinem Vorkommen an
lebendes Gewebe der Gattung Malus gebunden. Gelegentlich wird auch eine schwa-
che Infektion von Pflanzen der Gattungen Pyrus, Cydonia, Prunus, Photinia Crataegus
und Spiraea erwahnt (BLUMER, 1967; WARTENBERG, 1960; BRAUN, 1995). MWAN-
ZA und WAITHAKA (2001) berichten Uber einen in den letzten Jahren in Kenia erst-
mals aufgetretenen Befall von Podosphaera leucotricha auf Prunus africana.

In den gemaBigten Klimagebieten Europas, Nordamerikas oder Neuseelands erfolgt
die Uberwinterung des Erregers hauptséchlich als Mycel in den Knospen der Wirts-
pflanze. Eine Infektion setzt die Kaltetoleranz der betroffenen Knospen herab und
vergroBert somit die Gefahr von Frostschaden in kalten Wintern (SPOTTS et al.,
1981; ZELLER, 1989). Als Primarbefall Gberwuchert Gberwintertes Mycel im Friihjahr
den jungen Austrieb. Befallsmindernd wirkt sich zu diesem Zeitpunkt vor allem ein

Befall von Blitenknospen aus, denn infizierte Blitenblischel entwickeln sich langsa-
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mer als gesunde, die Blitenstiele sind verdickt und verkirzt und die Blite verkiim-
mert (BOMEKE, 1978).

Konidien des Erregers werden vom Mycel der Primarinfektion abgeschnirt und mit
dem Wind verbreitet. Dadurch kommt es zur Neuinfektion junger Blatter und Triebe.
Das Maximum dieses Sekundarbefalls, und damit auch die Hauptbefallszunahme,
liegt in den Monaten Mai bis Juli. In dieser Zeit werden bestandig groBe Mengen an
Konidien gebildet und durch das Wachstum der Badume besteht ein Uberfluss an infi-
zierbaren jungen Trieben und Blattern (WINTER et al., 1992). Ausgewachsene Blat-
ter dagegen kénnen vom Erreger im allgemeinen nicht mehr infiziert werden
(SCHANDER, 1958; ELLIS et al., 1981). Diese ontogene Resistenz wurde auch beim
Echten Mehltau der Weinrebe beobachtet (DOSTER und SCHNATHORST, 1985), wah-
rend die Erreger des Echten Mehltaus an Gurke und Erbse (KOTTE, 1958), Melone
(HOSOYA et al., 1999) oder Poinsettia (CELIO und HAUSBECK, 1998) auch altere
Blatter infizieren kénnen.

Der tagliche Konidienflug wird durch die morgendliche Abnahme der Luftfeuchte aus-
geldst. Optimale Infektionsbedingungen herrschen bei Temperaturen von 20 bis 25°C
(SUTTON und JONES, 1979; GOSZYNKI und CIMANOWSKI, 1985; XU und BUTT,
1998).

Die nur selten auftretende Hauptfruchtform scheint fir die Verbreitung von Po-
dosphaera leucotricha keine groBe Bedeutung zu haben (BOMEKE, 1978). Zwar
scheint die Entwicklung von Cleistothecien mit der Anfalligkeitsstarke des Wirtsgeno-
typen korreliert zu sein (BLUMER, 1967), aber in Inokulationsversuchen konnte mit
Ascosporen in der Mehrzahl der Falle keine Infektion erzielt werden (SCHANDER,
1958; KOTTE, 1958; BLUMER, 1967; BRAUN, 1995). Bisher konnten nur TSUYAMA et
al. (1967) eine Infektion mit Ascosporen unter kontrollierten Bedingungen erfolgreich
durchfiihren. Es wird deshalb insgesamt von einer weitgehend asexuellen Verbrei-
tung des Erregers ausgegangen (KOTTE, 1958; ALEXOPULOS, 1966; BLUMER, 1967;
BOHMEKE, 1978; ZELLER, 1989; FRIEDRICH und RODE, 1996).

Im derzeit anbaurelevanten Sortenspektrum stellt Anfalligkeit flir Echten Mehltau ein
groBes Problem dar. Sorten wie ‘Gala’, ‘Golden Delicious’ oder ‘Jonathan’ beispiels-

weise kdnnen in der Mehrzahl der Anbaugebiete nicht ohne intensiven Fungizidein-
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satz kultiviert werden. Mehltauresistenz gehért deshalb in der Apfelziichtung weltweit

zu den wichtigsten Zuchtzielen.

Nach FRIEDRICH und RODE (1996) sollten fiir eine gezielte zlichterische Bearbeitung
des Merkmals Resistenz in der Obstziichtung folgende Voraussetzungen erfiillt sein:

1. Anfélligkeitsprifung groBer Sortimente

2. Vorhandensein von genetisch bedingten Befallsunterschieden innerhalb des

Zuchtmaterials

3. Vorhandensein einer effektiven Resistenzpriifmethode

4. Herstellung und Testung groBer Nachkommenschaften

5. Genaue Kenntnisse Uber die Genetik der bearbeiteten Resistenzen

6. Einsatz von Massenselektionsverfahren.
Die Autoren heben besonders hervor, dass ein Zuchterfolg maBgeblich davon ab-
hangt, inwieweit es gelingt, neben der Resistenz des Wirtes auch die Virulenz des
Erregers im Zuchtprozess zu berlcksichtigen. Um Mehltauresistenz im Sortenspekt-
rum des Apfels dauerhaft zu etablieren ist es deshalb notwendig, neue Wege in der

Zichtung zu beschreiten.

Apfelziichter auf der ganzen Welt nutzen aktuell nur einen sehr begrenzten Aus-
schnitt der zur Verfiigung stehenden genetischen Variabilitdt des Genpools “Malus"
fur die Zachtung (WAY, 1990; ORAGUZIE et al., 2001a und b). Die wenigen ziichte-
risch bearbeiteten Resistenzen entstammen fast ausschlieBlich Wildarten und sollen
zumeist auf einzelnen Majorgenen beruhen (GALLOTT et al., 1985). Am Beginn neuer
Zichtungprojekte sollte deshalb die Erweiterung des genutzten Genpools durch Cha-
rakterisierung von mdglichst vielen unterschiedlichen Resistenzquellen stehen.

Zwei der wichtigsten Quellen von Mehltauresistenz sind Malus robusta MAL59 und
Malus zumi MAL 68, welche von KNIGHT und ALSTON (1968) aus einer Sammlung
frei abgeblihter Wildarten selektiert worden sind. Die Resistenzen werden als Pl; (M.
robusta) und Pl (M. zumi) bezeichnet. Die Ergebnisse damaliger Feldversuche deute-
ten bei beiden Resistenzen zunachst auf einen monogen dominanten Erbgang hin.
Weitergehende Versuche lieBen ALSTON (1976) zu dem Schluss kommen, dass an

beiden Resistenzen jeweils mindestens zwei Majorgene beteiligt sein missen, was
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auch von DAYTON (1977) postuliert worden ist. Weil gezielte genetische Studien je-
doch nicht durchgefiihrt worden sind, konnte der Beweis flir diese Hypothese bis
heute nicht geflihrt werden. So sind beispielsweise SCHMIDT (1994) und MARKUS-
SEN et al. (1995) im Bezug auf Pl; von einem monogen dominanten Erbgang ausge-
gangen. Pl; und Pl werden aufgrund ihrer einfachen Vererbung in Zuchtprogrammen
auf der ganzen Welt eingesetzt.

Weitere, wahrscheinlich monogen bedingte Resistenzen treten in der Sorte ‘White
Angel’ (Pl,) (GALLOT et al., 1985; HEMMAT et al., 1994; BATLLE und ALSTON,
1996),und dem Klon D12 (Plg) (VISSER und VERHAEGH, 1979; ALSTON, 1983) auf.
Ein Samling eines frei abgebliihten 'Starking Delicious’ erwies sich ebenfalls als hoch-
gradig resistent. Man bezeichnete den Genotyp als “Mildew Immune Seedling®
(M.L.S.). Vererbungsstudien deuten auch bei dieser Resistenz auf ein starkes Major-
gen hin (DAYTON, 1977; ALSTON, 1983). KORBAN und DAYTON (1983) berichteten
Uber erste Anzeichen, dass diese Resistenz in den U.S.A. bereits einmalig von Po-
dosphaera leucotricha durchbrochen sein worden koénnte. Ein Befall von M.I.S. ist
seitdem jedoch nicht wieder aufgetreten, so dass diese Resistenz weiterhin als stabil
eingestuft werden kann.

Starke Resistenzen sind in vielen Wildarten wie beispielsweise Malus sargentii, Malus
baccata, Malus hupehensis, Malus coronaria, Malus sieboldii und Malus trilobata
(KNIGHT und ALSTON, 1968, FISCHER et al., 1984; WAY et al., 1990) enthalten.
Durch Testkreuzungen kann man Aufschluss Uber die genetische Basis dieser Resis-
tenzen erhalten. Nachteilig bei der Verwendung von Malus-Wildarten in der Ziichtung
sind die meist sehr negativen Fruchteigenschaften, die durch Riickkreuzungen mit
Kultursorten verdrangt werden missen. Dadurch verldngert sich der Zuchtprozess
erheblich (LESPINASSE, 1976; FISCHER, 1994b; SCHMIDT, 1994).

Die eingeschrankte Variabilitdt im Sortenspektrum moderner Obstanlagen schafft
einen hohen Selektionsdruck fiir das Pathogen hinsichtlich der Uberwindung von Re-
sistenz (MACHARDY et al., 2001). Die Verwendung von monogen bedingten Resis-
tenzen in der Ziichtung birgt deshalb ein hohes Risiko der Uberwindung durch neue
Pathotypen des Erregers. Beispielsweise ist eine in den Obstanlagen des Instituts fir
Zierpflanzenziichtung in Ahrensburg erstmals aufgetretene neue Rasse des Erregers
des Apfelschorfs (Venturia inaequalis) in der Lage, die zlichterisch stark bearbeitete
Vi-Resistenz aus Malus floribunda 821 zu Uberwinden (PARISI et. al., 1993).
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Die Uberwindung der wenigen bisher in der Apfelziichtung eingesetzten monogen
bedingten Mehltauresistenzen ist bisher, bis auf den flir M.I.S. beschriebenen Fall,
noch nicht eingetreten. Wegen des hohen Zeitaufwandes in der Apfelziichtung ist es
aber sinnvoll, MaBnahmen zu ergreifen, welche die Gefahr der Uberwindung mono-
gen bedingter Mehltauresistenzen durch den Erreger minimieren. Neben der Akku-
mulation unterschiedlicher Resistenzen in einem Genotyp, dem “Pyramidisieren™ von
Resistenzgenen, ist auch das Einkreuzen von polygen bedingten Resistenzen von
groBer Bedeutung.

Polygen bedingte Resistenzen gegeniber Podosphaera leucotricha werden in vielen
Kultursorten vermutet (ALSTON, 1969, LESPINASSE et al., 1976; NORTON, 1981;
KORBAN und RIEMER, 1990; KRUGER, 1994). Eine genaue Charakterisierung dieser
Kultursorten hinsichtlich ihrer Resistenzeigenschaften kénnte sie daher als potentielle

Resistenzquellen flr die Zlichtung erschlieBen.

Eine wichtige Strategie zur Etablierung dauerhaft mehltauresistenter Apfelsorten ist
das “Pyramidisieren® vieler unterschiedliche Resistenzen in einem Genotyp (FISCHER,
1994a und b; KELLERHALS und FURRER, 1994 BUS et al., 2000). Damit soll erreicht
werden, dass es flr den Erreger nicht mehr mdglich ist, die dadurch multigen be-
dingte Resistenz zu Uberwinden.

Um einzelne Resistenzen in ihrem Wirkungsspektrum genau einschatzen zu kdénnen,
reicht es nicht aus, den Befall durch Infektion mit einem Rassengemisch unter Frei-
landbedingungen zu erfassen. Vielmehr ist die Charakterisierung der Resistenz mit
Hilfe verschiedener physiologischer Rassen notwendig. Podosphaera leucotricha ist in
Bezug auf phanotypische Merkmale sehr gut beschrieben (KOTTE, 1958; BLUMER,
1967; SUTTON und JONES, 1979; BRAUN, 1995), Uber Virulenzunterschiede inner-
halb der Erregerpopulation ist hingegen nur wenig bekannt. Ein Vorkommen physio-
logischer Rassen wird zwar allgemein vermutet (SCHANDER, 1958, ALSTON, 1969;
COYIER, 1974, LESPINASSE et al., 1976; KORBAN und DAYTON, 1983; GOONEWAR-
DENE et al., 1986), ist aber bislang noch nicht eindeutig nachgewiesen worden.
KRIEGHOFF (1995) hat erstmals Ansatze zur Charakterisierung physiologischer Ras-
sen erarbeitet. Eine eindeutige Klarung der Rassenfrage ist jedoch eine grundlegende

Voraussetzung fir die genaue Charakterisierung verschiedener Resistenzquellen.
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Zur schnellen und einfachen Identifizierung von Resistenzgenen in Pflanzen haben
sich molekulare Marker als wichtiges Hilfsmittel herausgestellt. Mit ihrer Hilfe ist es
mdglich, schon sehr junge Samlinge hinsichtlich ihres Resistenzverhaltens einzustu-
fen. Dies ist im Bezug auf Mehltauresistenz besonders wichtig, da der Phanotyp
“Mehltauresistenz" beim Apfel erst nach mindestens drei Befallsjahren im Freiland
sicher einschatzbar sein soll (MIHATSCH und MILDENBERGER, 1966a und 1967; JAN-
SE et al., 1994). Genotypabhangig soll aber auch eine Friihselektionen nach dem
ersten Standjahr zufrieden stellende Ergebnisse liefern (SCHANDER, 1958, KORBAN
und DAYTON, 1983). Neben einer genotypisch bedingten “Altersresistenz" spielt aber
auch der von Jahr zu Jahr witterungsabhdangig unterschiedliche Infektionsdruck eine
Rolle (LESPINASSE et al., 1976). Somit bedeutet die Verwendung molekularer Marker
als Methode der Friihselektion in der Resistenzziichtung eine groBe Zeit- und Platzer-
sparnis. Anfallige Samlinge kénnen bereits im Aussaatbeet erkannt und eliminiert
werden, die mehrjahrige Weiterkultur dieser Pflanzen wiirde entfallen. Im Rahmen
einer Akkumulation verschiedener Resistenzen in einem Genotyp sind eng gekoppelte
molekulare Marker ein wichtiges Hilfsmittel zur Identifizierung der einzelnen Gene in
der Pflanze ( MICHELMORE, 1995; KNAPP, 1998; BUS et.al., 2000; LUBY und SHAW,
2001).

Bisher hat sich die Entwicklung molekularer Marker beim Apfel weltweit hauptsachlich
auf Resistenzen gegen den wirtschaftlich bedeutendsten pilzlichen Schaderreger am
Apfel, den Apfelschorf konzentriert. Eng gekoppelte Marker liegen vor allem fiir das
ViGen vor (HEMMAT et al., 1998; KING et al., 1999; TARTARINI et al., 1999, XU und
KORBAN, 2000), aber auch fiir Vi, sind erste Marker identifiziert worden (CHENG et
al., 1998). Die Isolierung des V¢Gens ist beinahe abgeschlossen (VINATZER et al.,
1998; PATOCCI et al., 1999a, 1999b). Erste molekulare Marker fiir Mehltauresistenz
sind zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur fir Pl; und Pl, bekannt gewesen. SEGLI-
AS-HODEL (1997) hat in einer QTL-Analyse den RAPD-Marker OP N18 identifiziert,
der 7 cM von Pl, entfernt sein soll. N18 liegt als SCAR-Marker vor. Fir die Pl;-
Resistenz haben MARKUSSEN et al. (1995) eine erste, auf RAPD-Markern basierende
Karte erstellt. Der am engsten gekoppelte Marker, AT20-450, liegt ebenfalls als
SCAR-Marker vor. Sein Abstand zu Pl; wurde auf der Grundlage einer Kartierungspo-

pulation aus 63 Einzelpflanzen mit 3 cM bestimmt. Molekulare Marker fiir zwei weite-
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re Mehltauresistenzen, Pl, und Plg, wurden inzwischen von PHILLIPS et al. (2000)
identifiziert.

Einzelne Versuche zur markergestiitzten Selektion (MAS) mit den relevanten Markern
flr Schorf- und Mehltauresistenz sind durchgefiihrt worden (URBANIETZ et al., 1999;
KELLERHALS et al., 2000, BUS et al., 2000). Wahrend die Marker flir Schorfresistenz
weitgehend mit den phanotypischen Daten Ubereinstimmten, war das Ergebnis im

Bezug auf den Mehltau bisher nicht zufrieden stellend.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Rahmen des Projekts D.A.R.E. (Durable Apple
Resistance in Europe; URBANIETZ et al., 1999) die Grundlagen fir eine effektive
Zichtung dauerhaft mehltauresistenter Apfelsorten zu erweitern. Aus diesem Grund
sind drei unterschiedliche Teilaspekte der Resistenz parallel bearbeitet worden.

Zum einen sollten vermutete neue Resistenzquellen gegenliber Podosphaera leucotri-
cha flr einen Einsatz in zuklnftigen Resistenzzuchtprogrammen erschlossen werden.
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die bereits von MARKUSSEN (1996)
durchgefiihrte Kartierung des Mehltauresistenzgens Pl; fortgeflihrt und prazisiert
werden. Um molekulare Marker mit sehr enger Kopplung an das Zielgen zu identifi-
zieren, sollte eine mdglichst umfangreiche Kartierungspopulation erstellt und phano-
typisch charakterisiert werden. Auf dieser Grundlage sollte eine Kartierung von Ply
unter Anwendung der AFLP-Technik durchgefiihrt werden. Neu identifizierte Marker
mit enger Kopplung an das Zielgen sollten fiir einen zukinftigen Einsatz in markerge-
stitzten Selektionsverfahren erschlossen werden.

Um Resistenzunterschiede zwischen Malus - Genotypen genauer einschatzen zu kén-
nen, sollte als drittes die Frage der potentiellen Existenz physiologischer Rassen von
Podosphaera leucotricha eindeutig geklart werden. Dafiir sollten Einsporisolate des

Erregers erstellt und Methoden zur Charakterisierung der Isolate erarbeitet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Charakterisierung neuer Mehltauresistenzquellen
Mit dem Ziel, neue Resistenzquellen flir die Zlichtung zu erschlieBen, ist ein Testsor-

timent, bestehend aus 20 zumeist alten Kultursorten mit bekannt geringer Anfallig-
keit fir den Erreger, neun als resistent geltenden Wildarten, flinf schorfresistenten
Sorten sowie zwei anfalligen Kontrollsorten in Zusammenarbeit mit europadischen Ap-
felzlichtern zusammengestellt worden. Einzelheiten zum Testsortiment sind in Kapitel
7.1. aufgefiihrt. Veredlungsreiser dieser Genotypen wurden am Institut flr Zierpflan-
zenzlchtung (IZZ) der Bundesanstalt fir Zichtungsforschung an Kulturpflanzen in
Ahrensburg gesammelt, an vier weitere Standorte (Dresden-Pillnitz/Deutschland,
Wadenswil/Schweiz, East Malling/GroBbritannien und Angers/Frankreich) innerhalb
Europas verschickt und dort in mehrfacher Wiederholung veredelt.

Im IZZ Ahrensburg wurden die Genotypen mit der “Chip-budding-Methode" auf die
starkwiichsige Samlingsunterlage ‘Bittenfelder Samling” veredelt. Die Veredlungen
wurden im ersten Jahr (1998) im Abstand von 40 x 100 cm im Freiland aufgepflanzt.
Im Jahr darauf wurden vier Wiederholungen im Abstand von 1,5 m in der Reihe und
einem Reihenabstand von 2,5 m in die Obstanlage des Institutes fir Zierpflanzen-
ziichtung in Ahrensburg verpflanzt. Wahrend des Friihjahrs wurde abhangig vom
Witterungsverlauf eine dreifache Blockspritzung mit geeigneten Fungiziden wie 'Kup-
ferkalk’, 'Discus’, ‘Scala’, 'Delan’ und ‘Vision’ zur Pravention von Schorf- und Krebsin-
fektion durchgefiihrt. Im Winter erfolgten kulturlibliche SchnittmaBnahmen.

Zwei Wiederholungen des Testsortiments wurden im gleichen Jahr (1998) in einen
Folientunnel mit offenen Seitenwanden im Abstand 40 x 40 cm in randomisierter Rei-
henfolge aufgepflanzt. Mit Hilfe von intensiven SchnittmaBnahmen erfolgte die Erzie-
hung zur Wuchsform “schlanke Spindel®. Die Kulturbedingungen werden in Kapitel
2.2.1.3 beschrieben.

Eine visuelle Erfassung des Mehltaubefalls ist von 1999 bis 2001 mindestens einmal
jahrlich durchgefiihrt worden. Es wurde ausschlieBlich Sekundarbefall berticksichtigt.

Die Einteilung in Befallsklassen erfolgte entsprechend des im Rahmen des Europai-
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schen Apfelgenom-Kartierungs-Projekts (KING, 1991) festgelegten Boniturklassen-
Schemas 'Descriptor Code No. PL-F-2":

Boniturklasse 0: Kein Befall erkennbar

Boniturklasse 1: Sehr leichte Infektionen der Blatter

Boniturklasse 2: Leichte Infektion der Blatter, selten auch der Triebe
Boniturklasse 3: Mittelstarke Infektion an Blattern und/oder Trieben
Boniturklasse 4: Starke Infektion von Blattern und/oder Trieben

Boniturklasse 5: Sehr starke Blattinfektion, die meisten Triebe sind geschadigt

Im Folientunnel wurden die Pflanzen nach der Befallserfassung im Juni stark zuriick-
geschnitten und mit einem Mehltaufungizid (80% Netzschwefel) behandelt. Bei glins-
tigen Umweltbedingungen konnte dort im September eine zweite unabhangige Mehl-
tau-Befallserfassung durchgefiihrt werden.

Auf der Basis der Boniturergebnisse aller drei Befallserfassungsjahre wurden die Ma-
lus-Genotypen des Testsortiments in drei Bewertungsstufen eingeteilt: Als resistent
klassifizierte Genotypen sind befallsfrei geblieben, dass hei3t, sie waren in allen Be-
fallserfassungen grundsatzlich in der Boniturklasse 0. Feldresistent eingestufte Geno-
typen wiesen gelegentlich geringen Befall der Boniturklasse 1 oder 2 auf. Als anfallig
wurden solche Genotypen eingestuft, die mindestens einmal mit der Boniturklasse 3,
4 oder 5 bewertet worden waren. Eine Definition der einzelnen Boniturklassen ist in
Kapitel 2.1. aufgeflhrt.

2.2. Kartierung des Resistenzgens Pl
2.2.1. Kartierungspopulation

2.2.1.1. Ausgangsmaterial

Die Kartierungspopulation 99/2 entstammt einer Kreuzung der anfalligen Kultursorte
‘Idared’ als weiblichem Elter mit einem am Institut flr Zierpflanzenziichtung in Ah-
rensburg geziichteten mehltauresistenten Klon, 78/18-4, als Vater. Die Mehltauresis-
tenz von 78/18-4 geht zurlick auf die von KNIGHT und ALSTON (1968) als Trager
der Pl;-Resistenz definierten Klone MAL 59/1 und MAL 59/2 (Abb. 2.1.).
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Malus robusta (aus den Hillier Nurseries) frei abgebliiht

Klon 3762 (= MAL59/1) x| ‘Jonathan’ Klon MAL59/8 x Cox
Nachkommenschaft A 142 Nachkommenschaft A 88
Ahrensburg Schweiz  Neuseeland Frankreich
A142/5 x ‘Gloster’ A 142/23 A142/8 A 88/4

Idared’ x 78/18-4

Kartierungspopulation 99/2

Abb.: 2.1.: Herkunft der Kartierungspopulation 99/2

2.2.1.2. Erstellung der Kartierungspopulation

Vor Bluhbeginn sind etwa 50 mit Bllten besetzte Triebe der Muttersorte ‘Idared” mit
einem Vliesbeutel umschlossen worden. Die Bliten in diesem Bereich sind im Ballon-
stadium kastriert worden. Blliten des mannlichen Elters wurden im Ballonstadium ge-
erntet, im Labor in feuchtem Sand gesteckt und zum Aufbliihen gebracht. Sobald die
Antheren den Pollen freizusetzen begannen, wurden sie in Blutzuckerréhrchen ge-
sammelt und anschlieBend mit Hilfe von trockenem Silica-Gel (Roth, Karlsruhe) im
Exikator getrocknet. Der Pollen konnte in diesem Zustand mehrere Tage bei +4°C
gelagert werden. Um eine mdglichst sichere Befruchtung zu gewahrleisten, sind wah-
rend der gesamten Blltezeit von acht Tagen die Narben taglich mit Pollen bestaubt
worden. Nachdem alle Apfelbaume in der Obstanlage abgebliiht waren, wurden die
Vliesbeutel entfernt. Die Apfel wurden im September geerntet und die Samen nach
Aufschneiden der Frucht aus dem Fruchtfleisch herausgeldst. Sie wurden einen Tag
auf Papier ausgebreitet getrocknet und bei +4°C bis zum Beginn der Stratifikations-
phase im Dezember gelagert. Zum Stratifizieren wurde das Saatgut bei Raum-
temperatur fur drei Minuten in eine dreiprozentige Natriumhypochlorid-Lésung ge-
taucht, drei mal mit autoklaviertem Leitungswasser gespilt und anschlieBend auf
feuchtem Filterpapier in verschlossenen Petrischalen bei +4°C im Kihlraum gelagert.
Sobald etwa Anfang Marz die ersten Keimwurzeln sichtbar waren, wurden die Samen

in Aussaatkisten im Abstand von 5 x 5 cm 1 cm tief in eine Torf-Sand-Mischung (1:1)
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gesat und im Gewachshaus bei +18°C kultiviert. Rund acht Wochen spater, als sich
etwa vier Laubblatter entwickelt hatten, erfolgte die Verpflanzung in einen Folientun-

nel.

2.2.1.3. Kultur der Kartierungspopulation

Die Samlinge sind in einem Folientunnel mit offenen Seitenwanden im Abstand von
40 cm direkt in die Erde gepflanzt worden. Sie wurden taglich am Morgen mit Hilfe
von auf dem Boden ausgelegten Spriihschlduchen von unten bewdssert. Mit dieser
Bewasserungsmethode wurden gleichzeitig die Blatter mit Wasser benetzt. Im Friih-
jahr ist jeweils eine stickstoffbetonte Depotdiingung mit 30g/m2 Nitrophoska Perfekt
und 20g/m2 Patentkali durchgefiihrt worden. Im Jahr 2000 wurde wegen auftreten-
der Mangelerscheinungen in Form von Blattvergilbung und Kiimmerwuchs eine zu-
satzliche Applikation eines Mikronahrstoff-Dingers (‘Flory 10°, 0,25 g/l ) durchge-
fuhrt. Aufgrund eines starken Befalls mit Schadinsekten mussten wahrend der Vege-
tationsperiode mehrfach nach Bedarf Insektizidbehandlungen (Unden, Roxion, Neu-

dosan oder Vertimec) durchgefiihrt werden.

2.2.1.4. Erfassung des Mehltaubefalls

Die Befallserfassung in den Jahren 1999 bis 2001 wurden von der selben Person

durch Bonitur des natlrlich auftretenden Befalls durchgeflihrt. Es wurde ausschlie3-
lich Sekundarbefall bericksichtigt. Die Einteilung in Befallsklassen erfolgte entspre-
chend des im Rahmen des Europadischen Apfelgenom-Kartierungs-Projekts (KING,
1991) festgelegten Boniturschemas ‘Descriptor Code No. PL-F-2" (vergl. Kapitel 2.1.)
Im Aussaatjahr der Kartierungspopulation 1999 konnten erstmals im September
Infektionsunterschiede erfasst werden. In den beiden Folgejahren (2000 und 2001)
wurde jeweils im Juni eine Bonitur durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte ein starker
Rlckschnitt und eine Spritzung mit 80% Netzschwefel. Eine zweite unabhangige Be-
fallserfassung wurde jeweils flir Ende September angestrebt, konnte aber wegen der
bereits in Kapitel 2.2.1.3. beschriebenen Mikrondhrstoffmangel-Symptome im Jahr
2000 sowie starkem Schadinsektenbefall im Bereich des Neuaustriebs wahrend des
Jahrs 2001 nicht durchgefiihrt werden.
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2.2.2. Molekulare Analysen

2.2.2.1. DNA-Isolierung
Die DNA-Isolierung erfolgte mit einigen Modifikationen nach dem ‘CTAB-Protokoll’
(DOYLE und DOYLE, 1987).

Mdglichst junge, noch nicht ausgewachsene Blatter wurden in 2ml -Reaktionsgefaen

(Eppendorf, Hamburg) in fliissigem Stickstoff gefrostet und mit Hilfe von zwei Edel-
stahl-Mahlkugeln in einer Schwingmuhle (Retsch, Haan) flir 5 Minuten bei 80% Leis-
tung fein zerstoBen. AnschlieBend ist 1 ml erwarmter CTAB-Extraktionspuffer (Kapitel
7.2.) und 30 pl RNAse A-Lésung (100 mg/ml; Roche, Mannheim) hinzugefiigt und die
Suspension bei 65°C im Wasserbad fliir 30 Minuten inkubiert worden. Der Extrakt
wurde mit Hilfe einer Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion und einer anschlieBen-
den Phenol/Chloroform-Behandlung weiter aufgereinigt. Zum Schluss wurde die DNA
mit Ethanol gefillt und in HyObigest resuspendiert. Eine Uberpriifung der Qualitit der
DNA anhand des Grads ihrer Scherung erfolgte durch Elektrophorese auf einem
1%igen Agarose-Gel, versetzt mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, in 1x TAE-Puffer. Zur
Quantifizierung mit dem Tropfentest’ wurde 1 pl der DNA-Suspension zusammen mit
8 Ml HaOpigest und 1 pl Ethidiumbromid-Lésung (10 pg/ml) auf Parafilm aufgetragen
und anhand mit einer Eichreihe aus A-DNA bekannter Konzentration unter UV-Licht
aufgrund von Farbintensitatsunterschieden am Geldokumentations—PC (Software:
Quantity One 4.2.1; Bio-Rad, Minchen) bestimmt.

2.2.2.2. Molekulare Verifikation der Resistenz

Die molekulare Verifikation der visuellen Resistenzerfassung erfolgte mit dem SCAR-
Marker AT20-450 (MARKUSSEN, 1996). SCAR steht fiir Sequence Characterized
Amplified Region und ist ein sequenzspezifischer Marker, der mit Hilfe von zwei Pri-
mern, einem “Forward"- und einem “Reverse"-Primer, in einer PCR-Reaktion erhalten
wird.

In der PCR-Reaktion wurden 25 ng DNA in einem Gesamtvolumen von 25 pl in 1x
Williams-Puffer (Kapitel 7.2.) zusammen mit 100 pMol dNTP’s, 0,4 pMol eines jeden
Primers (AT20-Forward und AT20-Reverse) und 1 unit Tag-Polymerase (Invitrogen,

Eggersheim) eingesetzt. Die Proben wurden in 96-well-Mikrotiterplatten (Corning; Fi-
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sher Scientific, Schwerte) mit Mineral6l (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) iberschichtet in
einem Thermocycler (Hybaid, Heidelberg oder MWG, Ebersberg) unter folgenden Re-

aktionsbedingungen amplifiziert:

1 Zyklus : 5,0 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 58°C Annealing
2,0 Minuten 72°C Polymerisation
38 Zyklen : 0,5 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 58°C Annealing
2,0 Minuten 72°C Polymerisation
1 Zyklus : 0,5 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 58°C Annealing

5,0 Minuten 72°C Polymerisation

Die Auftrennung der in der PCR-Reaktion amplifizierten Produkte erfolgte auf 1,5 %i-
gen Agarosegelen, versetzt mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, in 1x TAE-Puffer. Nach
zwei Stunden Laufzeit bei 120V wurden die Bandenmuster auf einem UV-
Transilluminator mit einer Digitalkamera dokumentiert.

Das Bandenmuster besteht aus zwei Banden im Bereich von 450 und 500 Basenpaa-
ren. Das Vorhandensein der Bande im Bereich von 450 bp ist ein molekularer Marker
fur Pl;-Resistenz. Die Bande im Bereich von 500 bp ist grundsatzlich vorhanden. Ein
Beispiel flir ein Bandenmuster von AT20-450 ist in Abbildung 2.2. dargestellt.

R. R ;A ZA. JAS Sas JAL IR SAL BRE B it SRe SAL SR. R R
e PP b D GED T T S S TR S Smmn GEED e e = 500 bp
_——— = e — e — — — — —

Abb. 2.2.: Bandenmuster des SCAR-Markers AT20-450 in einem Ausschnitt der Kartierungs-
populatio99/2. R= resistenter Genotyp, A= anfalliger Genotyp

Nur Genotypen, bei denen neben eindeutigen Befallsdaten die Prasenz bzw. Abwe-
senheit von Pl; auch durch Amplifikation mit dem SCAR-Marker AT20-450 bestatigt

worden war, wurden flir die anschlieBende ‘Bulked-Segregant-Analyse’ verwendet.

450 bp
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2.2.2.3. AFLP-gestiitzte “"Bulked-Segregant-Analyse"
Flr die Identifizierung weiterer molekularer Marker flr Pl; ist eine “Bulked-
Segregant-Analyse™ nach MICHELMORE et. al. (1990) unter Verwendung der AFLP-

Technik durchgefiihrt worden. Zur Erstellung von Bulks sind 20 visuell als resistent

und 20 visuell als anfallige bonitierte Genotypen aus der Kartierungspopulation 99/2
(vergl. Abb. 2.1.) ausgewahlt worden. Ihre Eignung war molekular mit dem SCAR-
Marker AT20-450 verifiziert worden (vergl. Kapitel 2.2.3.2.).

Die AFLP-Reaktion erfolgte mit Modifikationen nach VOS et. al. (1995). 300 ng ge-
nomischer DNA wurden in 1x RL-Puffer (Kapitel 7.2.) in einem Gesamtvolumen von
30 pl mit je 3 units £co RI (Invitrogen, Eggersheim) und Msel (Biolabs, Schwalbach)
fur mindestens 3 Stunden bei +37°C verdaut. Die Restriktion konnte durch den Auf-
trag von 5 pl des Ansatzes auf ein 1%iges Agarosegel Uberprift werden. Fir die an-
schlieBende Ligation der Adapter wurden 5 pl eines Mastermixes, bestehend aus 5
pMol Eco RI-Adapter, 50 pMol Mse I-Adapter (Synthese: MWG Biotech, Ebersberg),
0,25 units T4 DNA-Ligase (Invitrogen, Eggersheim) und 1 mM ATP in RL-Puffer, hin-

zugefligt. Die Adaptersequenzen waren wie folgt:

Msel (oben) : 5-GAC GAT GAG TCC TGA G-3'
Msel (unten) : 5-TAC TCA GGA CTC AT-3’

EcoRI (oben) : 5-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3'
EcoRI (unten) : 5’ AAT TGG TAC GCA GTC-3'

Die Ligation erfolgte bei +37°C flir 3,5 Stunden oder alternativ bei Raumtemperatur
Uber Nacht.

Im ersten Amplifikationsschritt, der Praamplifikation, sind Primer eingesetzt worden,
welche sich aus der Sequenz der Adapter, der Schnittsequenz des jeweiligen Enzyms
und einer zusatzlichen selektiven Base zusammensetzen. Dafiir wurden 5 pl des Liga-
tionsansatzes in einem Gesamtvolumen von 50 pl 1x Williams-Puffer (Kapitel 7.2.)
mit 0,2 mM dNTPs, je 75 ng des Mse+1-Primers und des Eco+1-Primer sowie 5 units

Tag-Polymerase amplifiziert. Die Sequenz der eingesetzten Primer war wie folgt:

Eco+C: 5-GAC TGC GTA CCA ATT CC-3'
Eco+A: 5-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3'

Mse+C: 5-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3’
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Die PCR wurde in 96-well-Mikrotiterplatten (Corning BV 6511; Fisher Scientific,
Schwerte), mit Mineraldl Gberschichtet in einem Primus 96 Thermocycler (MWG Bio-

tech, Ebersberg) ausgeflihrt. Die Amplifikationsbedingungen waren wie folgt:

20 Zyklen 0,5 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 56°C Annealing
2,0 Minuten 72°C Polymerisation

Das Gelingen der Amplifikation konnte durch den Auftrag von 15 pl des Ansatzes auf
ein 1%iges Agarosegel, versetzt mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid, Gberprift werden..
Das Praamplifikationsprodukt ist anschlieBend im Verhaltnis 1:20 mit HyOpigest Ver-
dinnt worden. In der Endreaktion erfolgte die selektive Amplifikation der verdinnten
Praamplifikationsprodukte aus einer Reaktion mit den Primern Mse+C / Eco+A und
einer weiteren Reaktion mit den Primern Mse+C / Eco+C gemeinsam in einem Mul-
tiplex-Verfahren, wie bei MYBURG et al. (2001) beschrieben. Die PCR wurde unter
folgenden Bedingungen durchgeftihrt:

10 Zyklen: 1,0 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten  65-56°C Annealing
[Zyklus 1: 65°C; pro Zyklus 1°C abgesenkt]
1,0 Minuten 72°C Polymerisation
23 Zyklen: 0,5 Minuten 94°C Denaturieren
0,5 Minuten 56°C Annealing
1,0 Minuten 72°C Polymerisation.

Die PCR erfolgte in 96-well-Mikrotiterplatten in einem Primus 96 Thermocycler. Die
verwendeten Primer entsprechen in der Sequenz den Praamplifikationsprimern, sind
aber um zwei weitere selektive Basen verlangert. Im Gegensatz zu VOS et al. (1995)
sind diese nicht radioaktiv markiert worden; stattdessen ist eine Markierung der Eco
RI-Primer mit Hilfe von angelagerten Fluoreszenzfarbstoffen erfolgt (MYBURG et al.,
2001), die im Infrarot-Bereich bei 700 und 800 nm detektiert werden (Li-COR Bios-
ciences, Bad Homburg). Alle Eco+Axx —Primer waren IRD-800-markiert, wahrend alle

Eco+Cxx —Primer IRD-700-markiert vorlagen (Synthese: MWG Biotech, Ebersberg).
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Die verdinnten Praamplifikationsprodukte von einem Mse I-Primer mit zwei unter-
schiedlichen Eco RI-Primern konnten deshalb in einer gemeinsamen Endreaktion ein-
gesetzt werden.

In der Endreaktion wurden je Probe 2,5 ul des verdiinnten und gemischten Praampli-
fikationsprodukts in einem Gesamtvolumen von 10 pl 1x Williams-Puffer zusammen
mit 0,2 mM dNTPs, 0,25 units Tag-Polymerase, 15 ng Mse+Cxx —Primer, 2,5 ng
Eco+Axx—Primer (IRD 800) und 2,5 ng Eco+Cxx—Primer (IRD 700) eingesetzt und
mit Mineral6l Uberschichtet.

Nach der PCR-Reaktion wurde den Proben ein Volumen AFLP-Dye (Kapitel 7.2.) hin-
zugefligt und diese dann mindestens vier Stunden bei -20°C eingefroren. Die Proben
wurden anschlieBend bei 72°C fiir drei Minuten denaturiert, auf einem denaturieren-
den 6%igen Polyacrylamidgel (Kapitel 7.2.) in 1x TBE-Puffer (Kapitel 7.2.) aufgetra-
gen und mit einem automatischen Sequencer vom Typ 'DNA Analyzer Gene ReadIR
4200 Dual Dye’ (LI-COR Biosciences, Bad Homburg) analysiert.

Flr die Erstellung der Bulks fiir die ‘Bulked-Segregant Analyse’ wurde das verdiinnte
Praamplifikationsprodukt von jeweils 10 resistenten oder anfadlligen Genotypen ge-
mischt. Da 20 resistente und 20 anfallige Genotypen fiir die Erstellung der Bulks aus-
gewahlt worden waren, entstanden so zwei Bulks aus anfalligen und zwei Bulks aus
resistenten Pflanzen. Die Bulks aus resistenten Pflanzen wurden mit Bulkl und Bulk2,

die Bulks aus anfalligen Pflanzen mit Bulk3 und Bulk4 bezeichnet.

Zur Identifikation weiterer Marker im Intervall zwischen den beiden am engsten ge-
koppelten Markern AFLP1 und AFLP2 (vergl. Abb. 3.2.) und Pl; ist eine “Narrow-
Down-Bulked-Segregant-Analyse", modifiziert nach XU und KORBAN (2000), mit ei-
nem zusatzlichen Satz an AFLP-Primerkombinationen durchgefiihrt worden. Dafiir
sind neue Bulks aus resistenten Genotypen der Kartierungspopulation gebildet wor-
den, die nur mit den am engsten gekoppelten Markern als resistent identifiziert wer-
den konnten. Pflanzen aus Bulk5 konnten nur mit den neu identifizierten Markern
AFLP1 und AFLP2 als resistent identifiziert werden. Bei Pflanzen aus Bulk6 war dies
auch mit dem SCAR-Marker AT20-450 mdglich, nicht aber mit allen weiteren in Ab-
bildung 3.2. aufgefiihrten Markern. Als Bulks von anfélligen Pflanzen wurden erneut
Bulk3 und Bulk 4 verwendet.
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Die Praamplifikation ist mit £co RI- und Mse I-Primern ohne selektive Base durchge-

fuhrt worden. Die Basensequenz der Primer war wie folgt:

Eco+0: 5-GAC TGC GTA CCA ATT C-3'
Mse+0: 5-GAT GAG TCC TGA GTA A-3'

Fir die Endreaktion ist bei den Mse I-Primern als erste selektive Base T’ verwendet

worden Die Sequenz des Primers war deshalb wir folgt:
Mse+T: 5-GAT GAG TCC TGA GTA ATxx-3’

Die Eco RI-Primer waren die gleichen wie in der '‘Bulked-Segregant-Analyse’ mit den
Bulks 1, 2, 3 und 4.

2.2.2.4. Erstellen einer Kopplungskarte fiir Pl;

Zur Erstellung einer Pli-Markerkarte ist die Kartierungssoftware JoinMap 3.0. (Van
OOILJEN und VOORRIPS, 2001) verwendet worden. Die Umwandlung der 0/1-
Datenmatrix in die vom Programm JoinMap 3.0 benétigten Genotypen-Codes erfolgte
mit Hilfe des Programms MS Excel. Die Zuordnung der Marker zu einer gemeinsamen
Kopplungsgruppe wurde mit Hilfe der Kosambi-Kartierungsfunktion bei LOD-
Grenzwerten von 2.0 und 3.0 durchgefiihrt. Mit dem Programm JoinMap 3.0 konnte
auch die anschlieBende graphische Darstellung der der Pl;-Kopplungsgruppe durch-

gefuhrt werden.

2.2.2.5. Umwandlung von AFLP-Markern in SCAR-Marker

2.2.2.5.1.  Klonieren von AFLP-Fragmenten

Zum Klonieren der als Marker identifizierten AFLP-Fragmente AFLP1 und AFLP2
mussten diese zunachst aus dem Polyacrylamid-Gel ausgeschnitten werden. Dafir
wurden fir jeden Marker zehn PCR-Reaktionen des resistenten Elters auf ein 0,4 mm
starkes 6%iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen und der Gellauf beim Erscheinen der
erwartete Bande auf dem Computerbildschirm angehalten. Im Detektionsbereich des
Lasers wurden mehrere Fraktionen aus dem Gel ausgeschnitten und jede Fraktion in

ein separates 2ml-Eppendorf-Reaktionsgefal mit 500ul H,Opigest Uberfiihrt. Nach 10



18 Material und Methoden

Minuten wurde der Uberstand verworfen, durch 200 pl frischem H;Opigest €rsetzt und
der Ansatz zundachst fir 20 Minuten bei +65°C und anschlieBend flir 12 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Gelreste wurden durch Zentrifugation von der fllssi-
gen Phase getrennt, der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB tiberfiihrt und 0,5 pl
davon in einer AFLP-Reaktion mit der zum urspriinglichen AFLP-Marker zugehdrigen
Primerkombination eingesetzt. Durch Vergleich mit den originalen AFLP-Mustern
konnte jeweils diejenige Fraktion ermittelt werden, die das Markerfragment enthielt.
Die PCR-Reaktion mit DNA aus dieser Fraktion erfolgte fir jeden der beiden Marker
12-fach wiederholt. Im Anschluss wurden die Amplifikationsprodukte jedes Markers
in einer Probe vereint, durch Chloroform-Extraktion aufgereinigt und mit 2 Volumen
Isopropanol und 1/10 Volumen 5 M Lithiumchlorid geféllt. Die DNA wurde in 30 pl
H,Opigest resuspendiert und die Konzentration mit dem in Kapitel 2.2.2.1. beschriebe-
nen Tropfentest ermittelt.

10 ng eines jeden Fragments sind nach Herstellerangaben in den Vektor pGEM-T-
Easy (Promega, Madison/Wisc., USA) ligiert worden. 1 pl dieses Ligationsansatzes
wurde anschlieBend durch Elektroporation mit einem E.coli -Pulser (BioRad, Miin-
chen) ( 12 kV/cm, 2000 Q, 25 pF) in hochkompetente E. coli - Zellen vom Stamm
DH10B transformiert. Nach einer Erholungsphase von 45 Minuten bei +37°C in SOC-
Medium (Kapitel 7.2.) konnte die Bakteriensuspensionen zu je 150 pl pro Petrischale
auf festes LB-Medium (Kapitel 7.2.) mit 100 mg/l Ampicillin sowie 16 g/l IPTG und 32
g/l xGal ausplattiert werden. Die Inkubation der Platten erfolgte fiir 12 Stunden bei
+37°C. Nach weiteren 24 Stunden im Kihlschrank bei +4°C konnten rekombinante
Kolonien durch Blau-WeiB-Selektion ermittelt werden. Sie wurden in flissiges LB-
Medium Uberfiihrt und die GréBe der Inserts durch Amplifikation mit M13-Primern

Uberpruft. Die Primersequenz war wie folgt:

M13 Forward : 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'
M13 Reverse : 5-CAG CAA ACA GCT ATG ACC-3'

Klone der erwarteten FragmentgréBe wurden dann gemeinsam mit der DNA der El-
tern der Kartierungspopulation in einer AFLP-Reaktion mit der jeweiligen Marker- Pri-
merkombination eingesetzt. Der GroBenvergleich mit den urspriinglichen AFLP-
Fragmenten auf einem Polyacrylamid-Gel ergab jene Klone, die mit hoher Wahr-

scheinlichkeit ein erwiinschtes Insert enthalten.
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Die selektierten Klone wurden zur Herstellung von Dauerkulturen in Freezing Broth
(Kapitel 7.2.) Uberflihrt, Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert und anschlie-
Bend bei -80°C gelagert.

2.2.2.5.2.  Sequenzanalyse von AFLP-Fragmenten

2.2.2.5.2.1. Plasmid-Praparation

Um die Plasmide aus Klonen zu isolieren, sind jeweils 5 ml LB-Medium mit 100 mg/I
Ampicillin mit den selektierten Klonen angeimpft und tGber Nacht auf dem Schittler
(175 rpm) bei 37°C inkubiert worden. Am nachsten Morgen wurden die Bakterien
durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Isolation der Plas-
mid-DNA erfolgte mit zwei verschiednenen Methoden: zum einen mit einer alkalische
Lyse nach SAMBROOK und RUSSELL (2001) und zum anderen mit Hilfe des Qiaprep-
Spin Miniprep Kits (Qiagen GmbH, Hilden). Das Qiaprep-Spin Miniprep Kit ist nach
Bedienungsanleitung des Herstellers durchgefiihrt worden. Fir die Alkalische Lyse
wurde das Bakterienpellet in 200 pl Solution I [50 mM Glucose, 25 mM Tris (pH 8.0),
10 mM EDTA (pH 8.0)] resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 400 pl So-
lution II (0,2 N NaOH, 1% SDS). Nach 5 Minuten bei Raumtemperatur musste 300 pl
Solution III (3M Kaliumacetat) hinzugefligt und flir 25 Minuten auf Eis inkubiert wer-
den. Die Suspension wurden anschlieBend zentrifugiert, die fllissige Phase mit Phe-
nol/Chloroform aufgereinigt und mit Isopropanol gefallt. Die Resuspension der DNA
erfolgte in 100 pl TE-Puffer (Kapitel 7.2.). Nach RNAse-Behandlung und Aufreinigung
mit Chloroform wurde die DNA mit 2 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 5 M NaCl
gefallt, getrocknet, in 50 pl HyOpigest resuspendiert und mit dem in Kapitel 2.2.2.1.

beschriebenen Tropfentest quantifiziert.

2.2.2.5.2.2. Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte in 96-well-Mikrotiterplatten mit dem “Thermo Sequenase
Primer Cycle Sequencing Kit" (Amersham Pharmacia, Freiburg). Je 7,5 ng Primer M13
forward (IRD 700) und M13 reverse (IRD 800) wurden zusammen mit 500 ng Plas-

mid-DNA und 2 pl DMSO in einem Gesamtvolumen von 14 pl vorbereitet. Zu jeweils
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3 ul dieses Ansatzes wurde 1 pl Nukleotidlésung (A, C, G oder T) hinzugefiigt, mit
Mineraldl Uberschichtet, und in einem Primus 96 plus Thermocycler unter folgenden

Bedingungen amplifiziert:

1 Zyklus 2,0 Minuten 95°C Denaturieren
0,5 Minuten 54°C Annealing

0,5 Minuten 72°C Polymerisation

25 Zyklen 0,3 Minuten  95°C Denaturieren
0,5 Minuten 54°C Annealing

0,5 Minuten 72°C Polymerisation

Die Amplifikationsprodukte wurden 3 Minuten bei 72°C denaturiert und auf einem 41
cm langen, 8%igen denaturierenden Polyacrylamidgel in 1x TBE-Puffer in einem Se-
quencer vom Typ “DNA-Analyzer Gene ReadIR 4200 Dual Dye" analysiert und die
Sequenzinformation mit der zugehérigen Software aufbereitet (LI-COR Biosciences,
Bad Homburg). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software “"DNA-
sis for Windows 2.1" (Hitachi Software, San Bruno /Ca., USA).

Auf Basis der so erhaltenen Sequenzen der AFLP-Klone sind mit Hilfe des Programms
‘Oligo Primer Analysis Software, Version 5.0 for Windows’ (National Bioscience Inc.,
Plymouth, UK) PCR-Primerpaare aus den sequenzierten Klonfragmenten abgeleitet

worden. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg, synthetisiert.

2.2.2.6. SCAR-Marker

Der Einsatz von SCAR-Markern (Sequence Characterized Amplified Region, PARAN
und MICHELMORE, 1993) ermdglichte eine schnelle und einfach durchflihrbare Tes-
tung groBer Nachkommenschaften.

Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches und die Reaktionsbedingungen ent-
sprachen dem in Kapitel 2.2.2.2. beschriebenen Ansatz. Die fur die Primer optimale
Annealingtemperatur wurde fiir jeden Primer durch Gradienten-PCR in einem Master-
cycler ‘Gradient’ (Eppendorf, Hamburg) im Bereich von 10°C um die theoretische An-
nealingtemperatur bestimmt.

Die Auftrennung der in der PCR-Reaktion amplifizierten Produkte erfolgte auf einem

2 %igen Agarosegel, versetzt mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, in 1x TAE-Puffer. Nach
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einer Stunden Laufzeit bei 120 V wurden die Bandenmuster auf einem UV-Transillu-

minator mit Hilfe einer Digitalkamera dokumentiert.

Alternativ wurde eine Auftrennung mit Hilfe der SSCP-Technik (single-strand confor-
mational polymorphism, ORITA et al., 1989) durchgefiihrt. Nach SLABAUGH et. al.
(1997) wurden 5 pl des Amplifikationsprodukts mit der gleichen Menge SSCP-Dye
(Kapitel 7.2.) gemischt und 5 ul davon auf ein 1x MDE-Gel (Kapitel 7.2.) in 0,6x TBE-
Puffer aufgetragen und im Kihlraum bei +4°C in 14 Stunden bei 300V, 20 mA und
2 W aufgetrennt. AnschlieBend wurde wie folgt eine Silberfarbung durchgefiihrt: Die
Fragmente wurden mit einem 30-minttigen Bad in 7,5 %iger Essigsaure auf dem Gel
fixiert, flir 45 Minuten in einer Lésung aus 0,1% Silbernitrat und 1,5 ml/l Formalde-
hyd (37%) gefarbt und die Farbung durch Schwenken des Gels in gekihlter Entwick-
lungslésung [3% Na,COs, 1,5 ml/l Formaldehyd (37%), 8 pl einer frisch angesetzten
Natriumthiosulfat-Lésung (0,2 g/ml)] bis zur optimalen Farbintensitat sichtbar ge-
macht. Das Hinzufligen von 7,5 %iger Essigsaure unterbrach die Entwicklungsreakti-
on. AnschlieBend wurde das Gel getrocknet und auf einer Leuchtplatte (Biotec-

Fischer, Reiskirchen) mit einer Digitalkamera fotografiert.

2.2.2.7. CAPS-Marker

Bei eine Durchflihrung der Markeranalyse mit Hilfe von CAPS-Markern (Cleaved
Amplified Polymorphic Region) wird das PCR-Amplifikat von SCAR-Primern mit Hilfe
von Restriktionsenzymen verdaut.

Die PCR-Reaktion des verwendeten SCAR-Primers erfolgte entsprechend der in Kapi-
tel 2.2.3.6. angegebenen Reaktionsbedingungen. Im Anschluss sind zu jeder Probe 2
units Enzym und 3 pl 10x Puffer “React 2" (beides New England Biolabs, Frank-
furt/Main) hinzugeftigt und durch Zugabe von H;Opigest das Gesamtvolumen des Re-
striktionsansatzes auf 30 pl eingestellt worden. Nach einer Inkubationszeit von min-
destens drei Stunden bei 37°C wurden die Proben auf ein 2 %iges Agarosegel, ver-
setzt mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, in 1x TAE-Puffer aufgetragen und nach einer
Laufzeit von einer Stunde bei 120 V auf einem UV-Transilluminator mit einer Digital-

kamera dokumentiert.
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2.3. Charakterisierung von Podosphaera leucotricha

2.3.1. in vitro— Kultur von Malus-Wirtspflanzen

Als Wirtspflanze zur Kultur von Podosphaera leucotricha sind die vier Apfelgenotypen
‘Elstar’, ‘Gibb’s Golden Gage’, ‘Golden Delicious’ und ‘Mclntosh’ als /n vitro — Pflanzen
vom Institut flir Obstzlichtung in Dresden-Pillnitz zur Verfligung gestellt worden.
Zusatzlich wurden sechs weitere Genotypen (Malus hupehensis, Malus zumi calocar-
pa, Malus baccata mandshurica, 78/18-4, A143/24 und 'Durello di Forli") in Sterilkul-
tur aufgenommen. Daflir wurden junge, noch nicht verholzte Langtriebe entblattert
und in Abschnitte geteilt, so dass jedes Stlick eine Blattachselknospe aufwies. Die
Oberflachensterilisation erfolgte in einer 3%igen Natriumhypochlorid-Losung, ver-
setzt mit einigen Tropfen Tween (0,1%) fir 20 Minuten auf einem Magnetriihrer. An-
schlieBend ist drei mal zehn Minuten mit sterilem Leitungswasser gespult worden.
Die Sprossabschnitte wurden mit einem Skalpell 2-4 mm ober- und unterhalb der
Blattachselknospe frisch abgeschnitten und auf das Nahrmedium ‘M7’ (Kapitel 7.3.;
Hormone nach SRISKANDARAJAH et al., 1990) in Glaspetrischalen gesetzt. Die Scha-
len wurden mit Parafilm verschlossen im Kulturraum bei 24°C und 16 Stunden Licht
(3000-4000 Lux) kultiviert (Philips"TL”"D Warmtonleuchtstoffréhren, Firma Kluxen,
Hamburg). Wegen einer starken Ausscheidung phenolischer Substanzen mussten alle
Sprossabschnitte nach 24 Stunden auf frisches Medium umgesetzt werden. Mit Mik-
roorganismen kontaminierte Schalen wurden in den folgenden Wochen eliminiert.
Der junge Austrieb konnte nach etwa sechs Wochen auf das Vermehrungsmedium
‘M2’ (Kapitel 7.3.) Ubertragen werden.

Die Kultur und Vermehrung der etablierten Genotypen erfolgte in 250 ml Weckgla-
sern (Weck, Wehr-Ofingen) mit Ndhrmedium ‘M2’ (Kapitel 7.2.) im 16-Stunden-Tag
bei 24°C und 3000 bis 4000 Lux Auflicht. Alle sechs bis acht Wochen wurden Subkul-

turen angelegt.

2.3.2. Kultur von Podosphaera leucotricha

Fir die Kultur von Einsporisolaten sind Mehltauherkiinfte aus Ahrensburg, Dresden-
Pillnitz, Angers (Frankreich), East Malling (GroBbritannien), Naoussa (Griechenland)

und Bologna (Italien) verwendet worden.
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2.3.2.1. Erstellen von Einsporisolaten

Zur Uberfilhrung von Podosphaera leucotricha in Sterilkultur wurden Konidien unter
einen Sterilwerkbank von infiziertem Apfel-Blattmaterial auf Einzelblatter von /in vitro-
Sprossen der hochanfalligen Sorte ‘Gibb’s Golden Gage’ Ubertragen. Das Inokulum
stammte entweder von potentiell infizierten Apfeltrieben, welche im Spatwinter in
geschlossenen Erlenmeyerkolben angetrieben worden waren oder aber im Sommer
von Blattern mit Sekundarbefall. In beiden Fallen wurden Konidien mit einer 0,2 mm
dinnen Impfnadel unter einem Binokular (Leitz, Wetzlar) bei 40-facher VergrdoBerung
auf die Blattspitze von /n vitro — Blattern Ubertragen. Die Blatter sind auf Sorbitol-
Agar [30g Sorbitol, 7% Agar (Difco Bitek Agar; Otto Nordwald, Hamburg)] in mit Pa-
rafilm verschlossenen kleinen Glaspetrischalen mit 6 c¢cm Durchmesser im 16-
Stunden-Tag (3000-4000 Lux Auflicht) bei +22°C fir 10-14 Tage kultiviert worden.
Mit Mikroorganismen kontaminierte Schalen mussten eliminiert werden.

Fir die Erstellung der Einsporisolate sind in einem zweiten Arbeitsschritt Konidien ei-
nes einzelnen Konidientragers auf frische Einzelblatter von /n vitro kultivierten Spros-
sen Ubertragen worden. Nach mindestens vierfacher Subkultur mit Konidien eines
einzelnen Konidientragers wurde die sich entwickelnde Pilzkolonie als Einsporisolat
betrachtet.

2.3.2.2. Kultur von Einsporisolaten

Um Wirtsmaterial fiir eine Dualkultur mit dem Erreger zu erstellen, wurden nach vier
Wochen jeweils drei ganze SproBbischel der Sorte ‘Gibb’s Golden Gage’ auf das
hormonfreie Nahrmedium 'M2-00" (Kapitel 7.3.) in 250 ml-Weckglaser Ubertragen.
Nach drei bis flinf Tagen Kultur bei mindestens 4000 Lux Auflicht im 16-Stunden-Tag
bei +24°C konnten die Sprosse mit den Einsporisolaten inokuliert werden.

Im Anschluss an die Isolaterstellung erfolgte die Langzeitkultur auf in vitro- Spross-
buscheln von ‘Gibb’s Golden Gage’. Dazu wurde das Einzelblatt mit dem Einsporisolat
mehrfach Uber das zu inokulierende SproBbischel gestrichen. Nach etwa zwei Wo-
chen unter den eben beschriebenen Kulturbedingungen konnte der Erfolg der Uber-

tragung bewertet werden.
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Fir den Erhalt der Einsporisolate wurden drei /n vitro-SproBbilschel pro 250 ml-
Weckglas durch Uberstreichen mit mindestens drei stark infizierten Blattern inoku-
liert. Der optimale Zeitrahmen zum Erstellen von Subkulturen war 14 bis 20 Tage
nach der Inokulation. Fir jedes Isolat wurden mindestens zwei parallele Subkulturen
angelegt.

Zur Vermehrung von einzelnen Isolaten erfolgte nach Bedarf die parallele Inokulation

von SproBbischeln in vier bis acht Weckglasern.

2.3.3. Molekulare Charakterisierung

2.3.3.1. DNA-Isolierung

2.3.3.1.1.  PEX-Protokoll

Zur DNA-Isolierung nach dem 'PEX-Protokoll’, modifiziert nach JHINGAN (1992) und
ROSS (1995), wurde DNA ohne mechanischen ZellaufschluB mit Hilfe von Kalium-
xanthogenaten isoliert. Stark infiziertes Pflanzenmaterial ist gesammelt und in 1 ml
PEX-Extraktionspuffer (Kapitel 7.2.) in 2 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBen fiir mindes-
tens 24 Stunden bei -20°C eingefroren worden. Fir die Extraktion wurden die Proben
in gefrorenem Zustand in ein 80°C warmes Wasserbad gegeben und flir 30 Minuten
inkubiert. Zwischendurch sollten die Proben 2-3 mal mit einem Vortex-Genie 2
(Scientific Industries, Bohemia/NY, USA) geschiittelt werden. Die Proben wurden an-
schlieBend auf Eis geklhlt und durch Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Nach RNA-
se-Behandlung (Zugabe von 3 pl RNAse [100 mg/ml]; Inkubation 1 Stunde bei 37°C)
wurde die DNA mit 2 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen Natriumacetat (3 M) ge-
fallt, getrocknet und in 30 pl HyOpigest resuspendiert. Die Quantifizierung erfolgte mit

dem in Kapitel 2.2.3.1. beschriebenen Tropfentest.

2.3.3.1.2.  CTAB-Protokoll

Zur DNA-Isolierung von Podosphaera leucotricha nach dem ‘CTAB-Protokoll” (modifi-
ziert nach DOYLE und DOYLE, 1987) wurden Konidien mit Hilfe einer Vakuumblot-
Pumpe (Hybaid, Heidelberg) in eine Pipettenspitze mit Filter gesaugt und in 2 ml Ep-

pendorf-ReaktionsgefaBen nach Kihlung in fllissigem Stickstoff mit Hilfe einer
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Schwingmtihle zerstoBen. Nach Zugabe von 1 ml erwarmtem CTAB-Puffer (Kapitel
7.2.) wurden die Proben bei 65°C fiir 30 Minuten inkubiert. Nach einer Aufreinigung
mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wurde der Uberstand mit Isopropanol gefillt
und in TE-Puffer (1:10 verdinnt, Kapitel 7.2.) resuspendiert. Nach einer RNAse-
Behandlung wurde die DNA mit Phenol/Chloroform aufgereinigt, mit Ethanol gefallt,
getrocknet und in H,Opigest resuspendiert. Die Quantifizierung erfolgte mit dem in Ka-
pitel 2.2.3.1. beschriebenen Tropfentest.

2.3.3.2. RAPD-Analyse
Fir eine molekulare Analyse mit Hilfe von RAPD-Primern (WILLIAMS et al., 1990)

wurden 25 ng genomischer DNA in einem Gesamtvolumen von 25 pl 1x Williams-

Puffer zusammen mit 100 uMol dNTP’s, 0,8 pMol des jeweiligen Primers und 1 unit
Tag-Polymerase eingesetzt. Die Proben wurden in 96-well-Mikrotiterplatten mit Mi-
neraldl Uberschichtet in einem Touchdown Thermocycler (Hybaid, Heidelberg) unter

folgenden Reaktionsbedingungen amplifiziert:

1 Zyklus: 5,0 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 35°C Annealing

2,0 Minuten 72°C Polymerisation

38 Zyklen: 0,5 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 35°C Annealing

2,0 Minuten 72°C Polymerisation

1 Zyklus: 0,5 Minuten 94°C Denaturieren
1,0 Minuten 35°C Annealing

5,0 Minuten 72°C Polymerisation

Die Auftrennung der in der PCR-Reaktion amplifizierten Fragmente erfolgte auf
1,5%igen Agarosegelen, versetzt mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid, in 1x TAE-Puffer.
Nach einer Laufzeit von drei Stunden bei 120 V wurden die Bandenmuster auf einem

UV-Transilluminator mit einer Digitalkamera dokumentiert.
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Wenn DNA aus PEX-Isolierung verwendet wurde, ist parallel als Referenz jeweils eine
Probe mit DNA des Wirtsgenotyps ‘Gibb’s Golden Gage’ amplifiziert worden. Die De-

tektion von Markerbanden erfolgte dann im AusschluBverfahren.

2.3.3.3. AFLP- Analyse

Zur Durchfiihrung der AFLP-Analysen wurde aussschlieBlich DNA eingesetzt, die nach

dem CTAB-Protokoll (Kapitel 2.3.3.1.2.) isoliert worden war. Die Reaktionsbedingun-
gen zur Durchflihrung von AFLP-Reaktionen wurden bereits in Kapitel 2.2.3.3. be-
schrieben. Folgende Primerkombinationen wurden in einer gemeinsamen Endreaktion
eingesetzt: Mse+Cxx/Eco+Axx (IRD 800) und Mse+Cxx/Eco+Cxx (IRD 700). Insge-
samt sind 235 Primerkombinationen an einem Set von sechs Einsporisolaten unter-
schiedlicher Herkunft (Ahr-2, Ahr-11, France-T4, France-T5, France-T6, GB-153; ver-
gl. Tabelle 3.9.) getestet worden. Um die Reproduzierbarkeit der potentiellen Marker
zu gewabhrleisten, wurde von jedem Isolat die DNA aus zwei unterschiedlichen DNA-
Isolierungen parallel eingesetzt. Zur Charakterisierung von polymorphen Fragmenten
wurde ein IRD-markierter Langenstandard (LI-COR Biosciences, Bad Homburg)
eingesetzt. Die Charakterisierung aller weiteren Isolate erfolgte auf Basis der mit

Hilfe der oben genannten Isolate identifizierten Marker.

2.3.3.4. Erstellen eines genetischen Stammbaums

Flr die statistische Auswertung der polymorphen AFLP-Marker sind die DNA-Banden-
Informationen zundchst unter MS Excel in eine 1/0-Matrix umgewandelt worden. Die
weitere Verrechnung der Daten und die Konstruktion eines Dendrogramms erfolgte
mit dem Programmpaket NTSYS-pc Vers. 2.1 (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System; Exeter Software, Setauket, New York, USA; ROHLF, 1993). Zu-
nachst wurden mit dem Programmmodul SIMQUAL Werte fiir genetische Ahnlichkeit
(Similaritats-Koeffizienten) berechnet. Als Koeffizient ist dabei der Jaccard-Koeffizient
gewahlt worden.

Zur Konstruktion eines Dendrogramms wurden die Similaritats-Daten mit dem Pro-
grammmodul SAHN verrechnet, welches eine Cluster-Analyse durchflihrt. Die zuvor

berechneten Similaritats-Koeffizienten aller paarweisen Vergleiche erfolgte in Form
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einer in den Computer eingegebenen Datenmatrix und wurde mit der Clustermetho-
de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method, Arithmetic average) verrechnet. Das be-
rechnete Dendrogramm konnte schlieBlich mittels des Grafikmoduls “TREE" graphisch

dargestellt werden.

2.3.4. Phytopathologische Charakterisierung

2.3.4.1. Auswahl der Isolate

Grundlage fir die Auswahl der Isolate zur Charakterisierung von Podosphaera leu-

cotricha auf phytopathologischer Basis war die molekulare Charakterisierung. Auf der
Basis ihrer genetischen Distanz sind Isolate ausgewahlt worden, die das gesamte
Spektrum des genetischen Stammbaums umfassen und die funf in der vorliegenden
Arbeit bearbeiteten Herkilinfte innerhalb Europas reprasentieren. Die Isolate sind in

Abbildung 3.11. mit einem roten Pfeil gekennzeichnet.

2.3.4.2. Pflanzenmaterial

Als Pflanzenmaterial fiir Inokulationsversuche wurde das in Kapitel 2.1. beschriebene
Testsortiment zur Selektion neuer Mehltauresistenzquellen ausgewahlt. Es ist davon
ausgegangen worden, dass hier eine ausreichend groBe genetische Variabilitat hin-
sichtlich der Mehltauanfalligkeit vorliegt.

Eine Pflanze von jedem Genotyp des Testsortiments wurde in Container gepflanzt
und durch Isolation in einer Gewachshauskabine befallsfrei kultiviert. Zu Beginn der
Kultur ist eine Fungizidbehandlung mit ‘Euparen’ durchgefiihrt worden. Durch eine
stickstoffbetonte Dlingung mit 3 g/l Erde 'Plantosan’ und einen regelmaBigen Riick-

schnitt wurde ein gleichmaBiger Neutrieb erreicht.

2.3.4.3. Inokulation von Zweigen

Im Spatwinter, nach Befriedigung des Kaltebedurfnisses, wurden einjahrige Langtrie-
be von den zu testenden Genotypen auf dem Versuchsfeld geschnitten und bis zur

Verwendung im Kihlraum bei +2°C in feuchten Sand gesteckt gelagert. Zweigab-
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schnitte wurden nach Bedarf in 50 ml-Erlenmeyerkolben, welche sich in geschlossene
500ml-Weckglasern befanden, gestellt und in einem Klimaschrank bei +20°C, 70%
Luftfeuchte und 16 Stunden Licht angetrieben. Sobald die ersten Laubblatter er-
schienen waren, wurden diese durch Uberstreichen von Blattern aus in vitro- Kultur,
die mit einem Einsporisolat infiziert waren, inokuliert. Nach weiteren 10 Tagen im
Klimaschrank unter oben genannten Bedingungen konnte der Befall ausgewertet
werden. Aufgrund der nicht standardisierten Inokulationsbedingungen wurden nur
zwei Befallsklassen erfasst:
Befallsklasse 1: Kein Befall feststellbar

Befallsklasse 2: Deutlich sporulierender Befall

Die Laubbldtter wurden mit Hilfe eines Binokulars auf Befall untersucht. Um eine
Verbreitung standortfremder Isolate auszuschlieBen wurden alle inokulierten Zweige
vor ihrer Entsorgung in dem geschlossenen Weckglas-System autoklaviert (20 Minu-
ten, 121°C, 1,2 bar).

2.3.4.4. Inokulation von Einzelblattern

Fir die Inokulation von Einzelblattern wurden junge, noch nicht ausgewachsene
Laubblatter von mehltaufreien Pflanzen aus einer Gewadchshauskabine (Kapitel
2.3.4.2.) ohne vorherige Oberflachensterilisation auf Benzimidazol-Agar [35 mg/I
Benzimidazol, 30% Sorbitol, 7% Difco Bitek-Agar (Otto Nordwald, Hamburg)] in
Glas-Petrischalen aufgelegt. Die Petrischalen mit den Blattern wurden Uber Nacht in
einem Kulturraum bei +22°C zwischengelagert. Am nachsten Tag erfolgte die
Inokulation in einem Inokulationsturm (LINDE und DEBENER, 2002). Daflr wurden
die Petrischalen mit den zu inokulierenden Blattern offen auf den Boden des
Inokulationsturms gestellt. Fir die Inokulation sind Konidien eines Einsporisolats mit
Hilfe von Druckluft von infizierten /n vitro — Sprossen in den Turm geblasen worden.
Die Bestimmung der Konidiendichte auf den inokulierten Blattern erfolgte mit Hilfe
von Objekttragern, die zwischen den Petrischalen im Inokulationsturm platziert
worden sind. Die darauf aufliegenden Konidien konnten im Sichtfeld eines Binokulars
ausgezahlt werden. Die angestrebte Konidiendichte lag bei finf Konidien pro mm?2.
AnschlieBend wurden die Petrischalen mit Parafilm verschlossen und im Kulturraum
bei 22°C bei 4000 Lux Auflicht im 16-Stunden-Tag kondenswasserfrei kultiviert. Nach

10 Tagen konnte der Befall mit Hilfe eines Binokulars ausgewertet werden. Aufgrund
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konnte der Befall mit Hilfe eines Binokulars ausgewertet werden. Aufgrund einer
nicht kontrollierbaren schnellen Verbraunung von Blattbereichen als Folge kleinster
Verletzungen sind auch hier nur zwei Befallsklassen berlicksichtigt worden:
Befallsklasse 1: Kein Befall feststellbar
Befallsklasse 2: Deutlich sporulierender Befall
Die Petrischalen wurden nach der Auswertung autoklaviert, um einer mdglichen Aus-

breitung standortfremder Isolate auszuschlieBen.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung neuer Resistenzquellen
Im Rahmen eines europaweiten Anbauversuchs sind die in Tabelle 3.1. aufgeflihrten

Genotypen an den flinf Standorten Ahrensburg, Dresden-Pillnitz, East Malling /Eng-
land, Wadenswil/Schweiz, und Angers/Frankreich in drei aufeinander folgenden Ve-
getationsperioden hinsichtlich ihres Resistenzverhaltens gepriift worden.

Am Standort Ahrensburg konnte im Freiland lediglich an der Sorte ‘Gibb’s Golden Ga-
ge’ leichter Mehltaubefall festgestellt werden. Ergebnisse aus dem Freiland sind des-
halb bei der Gesamtauswertung nicht beriicksichtigt worden.

Da der offensichtlich geringe Mehltau-Infektionsdruck am Standort Ahrensburg eine
zuverlassige Infektionsbewertung im Freiland unméglich machte, sind in einem offe-
nen Folientunnel optimale Infektionsbedingungen flir den Erreger geschaffen worden
(Kapitel 2.2.1.3). Um die Gefahr von Wassermangelschaden zur Hauptwachstumszeit
auszuschlieBen, wurden die Pflanzen nicht in Containern kultiviert, sondern direkt in
das Erdreich gepflanzt. Durch das morgendliche Bespriihen mit Wasser von unten
wurde Morgentau simuliert. Das Foliendach ermdglichte eine schnelle Lufterwarmung
am Morgen, was zusammen mit der durch offene Seitenwande gewahrleisteten Luft-
bewegung ein schnelles Abtrocknen der Pflanzen forderte und somit zur optimalen
Verbreitung der Konidien beitrug. Die Gewahrleistung einer konstanten Bodenfeuch-
tigkeit forderte eine hohe Luftfeuchte im Pflanzenbestand, welches die Konidienkei-
mung begtinstigt. Unter diesen Bedingungen herrschte ein gleichmaBig hoher Infek-
tionsdruck innerhalb des gesamten Bestandes.

In drei aufeinander folgenden Vegetationsperioden konnte im Folientunnel mindes-
tens eine Befallserfassung pro Jahr durchgeflihrt werden. Zwar war fiir jeden Herbst
eine zweite Befallserfassung geplant, diese konnten aber wegen nicht vorhergesehe-
ner Umweltbedingungen wie Mikronahrstoffmangelsymptomen (Jahr 2000) und star-
kem Schadinsektenbefall im Bereich des Neuaustriebs (Jahr 2001) nicht regelmaBig
ausgefiihrt werden. Auftretender Befall war ausschlieBlich auf junge, im Wachstum
befindliche Pflanzenteile beschrankt. In Tabelle 3.1. sind die Boniturergebnisse fiir
das Testsortiment am Standort Ahrensburg dargestellt. Jeder Baum eines Genotyps

ist einzeln einer Boniturklasse von 0 bis 5 (Kapitel 2.1.) zugeordnet worden.
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Tabelle 3.1.:Mehltaubefall im Testsortiment am Standort Ahrensburg in den Jahren 1999
bis 2001. Zuordnung von Einzelbdumen zu Boniturklassen.

1999 1999
GenOtyp 1. Bonitur 2. Bonitur 2000 2001
Sorten
‘Alkmene’ 00 01 13 12
‘Carola’ 114 05 12 33
‘Danziger Kant’ 100 000 203 332
'Delicious’ 000 200 231 333
‘Democrat’ 00 00 10 11
'‘Dllmener Rosenapfel’ 00 00 00 00
'Glockenapfel’ 00 00 10 21
"James Grieve' 01 02 20 32
‘Laxton's Superb’ 00 01 22 22
‘Lord Lambourne’ 000 010 001 012
‘Maiden's Blush’ 000 100 010 212
‘Melba’ 01 03 11 22
'Peasgood's Nonesuch’ 00 00 01 02
Pi-AS-22/17 20 00 12 03
‘Rewena’ 00 20 20 32
'Roter Berlepsch’ 10 00 21 22
‘Rote Sternrenette’ 000 020 000 001
'Stirling Castle’ 000 011 100 300
"Tydeman's Late Orange’ 11 00 11 33
‘Worcester’ 000 220 020 321
Anfadllige Kontrollsorten
“Jonathan’ 51 51 4 3 54
‘Gibb's Golden Gage’ 554 543 434 4 4
Schorfresistente Sorten
'‘Discovery’ 00 00 00 11
TN 10-8 000 101 131 121
‘Durello di Forli’ 02 03 03 23
‘Fiesta’ 00 20 11 34
'‘Prima’ 04 23 23 32
Wildarten und Wildartderivate
Malus robusta persicifolia 00 00 00 00
Malus zumi calocarpa 3 3 0 0
Malus hupehensis (Pilln.) 00 00 00 00
E 334-62 (M. hupehensis) 00 00 00 00
89/9-4 (‘White Angel-Saml.) |0 0 O 301 300 003
E 295-4 (‘White Angel’-Saml.) |0 O 00 00 00
D 12 (Original) 00 00 00 00
A 871-14 (D12) 0 0 0 0
Mildew Immune Seedling 000 000 000 000
Malus baccata 'Jackii' 00 00 00 00
Malus bacc. mandshurica 000 000 000 000
Malus trilobata 000 000 000 000
Malus coronaria 00 00 00 00
Malus sylvestris 00 00 01 01
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Wie in Tabelle 3.1. zu erkennen ist, hat der Anteil anfalliger Pflanzen von Jahr zu
Jahr zugenommen. Als Ergebnis der vier Befallserfassungen wurden alle Genotypen

\

des Testsortiments einer der drei Bewertungsstufen, “resistent", “feldresistent™ oder

“anfallig", zugeordnet (Tabelle 3.2.).

Tabelle 3.2.: Einteilung der Malus-Genotypen des Testsortiments in drei Bewertungsstufen

Resistent ‘Feldresistent’ Anfallig
‘Diilmener Rosenapfel’ '‘Democrat’ ‘Alkmene’
‘Rote Sternrenette’ Lord Lambourne’ ‘Carola’
‘Discovery’ Pi-As-22/17 ‘Danziger Kantapfel’
M. robusta persicifolia ‘Melba’ "Delicious’
M. hupehensis 'Peasgood’s Nonesuch’ ‘James Grieve'
E 295-4 (‘White Angel’) ‘Roter Berlepsch’ ‘Laxton’s Superb’
D 12 (Original) 'Stirling Castle’ 'Rewena’
Mildew Immune Seedling M. sylvestris Tydelan’s Late O.”
M. baccata 'Jackii’ ‘Maiden’s Blush’ ‘Worcester’
M. bacc. mandshurica ‘Glockenapfel’ ‘Jonathan’
M. trilobata TN 10-8 ‘Gibb’s Golden Gage’
M. coronaria ‘Jonathan’
A 871-14 (D12) "Fiesta’
‘Durello di Forli’
Prima’
M. zumi calocarpa
89/9-4 (‘White Angel)

Die beiden anfélligen Kontrollsorten (Jonathan’ und ‘Gibb’s Golden Gage’) waren zu
allen vier Befallserfassungsterminen stark befallen. Der Infektionsdruck im offenen
Folientunnel war somit ausreichend hoch fiir die Bewertung von Resistenz im Test-
sortiment.

Als besonders widerstandsfahig im Bereich der Kultursorten haben sich am Standort
Ahrensburg 'Dilmener Rosenapfel’, 'Rote Sternrenette’ und 'Discovery’ herausge-
stellt. Erwartet resistent waren im Wildartbereich Genotypen mit monogen dominan-
ter Resistenz wie M. robusta persicifolia (Pl1), E 295-4 ("White Angel’-Derivat, Ply),
D12 (Plg), A871-14 (D12-Derivat, Ply) und ‘Mildew Immune Seedling’. In der Malus-
Genbank in Dresden-Pillnitz als resistent charakterisierte Wildarten (M. GEIBEL, pers.
Mitteilung) wie Malus baccata mandshurica, Malus baccata "Jackii’, die beiden Malus

hupehensis-Genotypen, Malus trilobata und Malus coronaria blieben ebenfalls be-
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fallsfrei.Entgegen der Erwartung waren der getestete Genotyp von Malus zumi calo-
carpa (soll Pl,-Trager sein) und 89/8-4 (ein 'White Angel’-Derivat, soll Pl,-Trager
sein) anfallig. Malus sylvestris (laut M. GEIBEL, pers. Mitteilung, resistent) wurde am
Standort Ahrensburg nur mit ‘feldresistent’ bewertet. Zehn Kultursorten konnten als

feldresistent eingestuft werden, dreizehn Kultursorten waren anfallig.

3.2. Kartierung des Resistenzgens Pl;

Um Marker zu identifizieren, die enger mit Pl; gekoppelt sind als der SCAR-Marker
AT20-450 (MARKUSSEN, 1996), ist die spaltende Nachkommenschaft 99/2, beste-
hend aus 404 Samlingen, erstellt worden (vergleiche Kapitel 2.2.1.). Die Befallsdaten
der Nachkommenschaft stellten die Grundlage fiir die anschlieBende Markeranalyse

dar.

3.2.1. Befallsanalyse
In den Jahren 1999 bis 2001 sind die Samlinge der Nachkommenschaft 99/2 hin-

sichtlich ihres Befalls mit dem Erreger Podosphaera leucotricha geprift worden. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 3.3. dargestellt worden.

Tabelle 3.3.: Resistenzverhalten der spaltenden Nachkommenschaft 99/2

Jahr n gesund | anfillig | Spaltung | 2 g%"l‘;?f'l‘li(';ﬁ':g
1:1 10,7 ja

1999 404 235 169 !
5:3 3,23 nein
1.1 | 29,95 ja

2 404 257 147 '

0% ° ° 5:3 0,15 nein

2001 | 404 189 215 11 | 167 | nein

5:3 | 42,58 ja

197 Samlinge (48,8 %) waren klar anfallig, und 135 Samlinge (33,4 %) waren ein-
deutig als resistent zu klassifizieren. 72 Samlinge (17,8 %) konnten aufgrund der
Befallsdaten aus den drei Vegetationsperioden nicht eindeutig als resistent oder an-
fallig eingestuft werden. Eine Einbeziehung dieser Genotypen in die Kopplungsanaly-

se war deshalb nicht mdglich.
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Wenn davon ausgegangen wird, dass es sich bei der Pl;-Resistenz um ein monogen
dominant vererbtes Merkmal handelt, kann in der Kartierungspopulation 99/2 eine
1:1-Spaltung in anfallige und resistente Pflanzen erwartet werden. Da jedoch nicht
alle Genotypen aus der Kartierungspopulation nach drei Jahren eindeutig als resistent
oder anfallig eingestuft werden konnten, ist fir jedes Befallserfassungsjahr getrennt
ein y2-Test durchgeflihrt worden. Bei y2,,0s < 3,84 lagen fir die Hypothese einer
1:1-Spaltung nur die Daten aus dem Jahr 2001 im Signifikanzbereich. Fir die Jahre
1999 und 2000 ist dagegen die Hypothese einer 5:3-Spaltung signifikant, was auf die

Beteiligung weiterer Gene an der Resistenz hindeuten wiirde.

3.2.2. “Bulked-Segregant-Analyse"

Zur Identifizierung neuer mokekularer Marker fiir Pl; ist eine AFLP-gestitzte “Bulked-
Segregant-Analyse" durchgeflihrt worden. Flr die Erstellung der vier Bulks ist neben
den Boniturergebnissen des ersten Jahres zusatzlich eine Verifizierung der Resistenz-
daten mit Hilfe des SCAR-Markers AT20-450 (MARKUSSEN, 1996) durchgefiihrt wor-
den. Bei drei der 40 ausgewahlten Samlinge stimmte das Boniturergebnis nicht mit
den erhaltenen Markerdaten Uberein. Das bedeutet, dass hier entweder die Befallser-
fassung unzureichend war oder aber ein Rekombinationsereignis zwischen dem Mar-
kerlocus und Pl; stattgefunden hat. Diese Genotypen wurden deshalb bei der Zu-
sammenstellung der Bulks zunachst nicht bericksichtigt. In einem ersten Schritt sind
die vier Bulks mit 540 AFLP-Primerkombinationen getestet worden. Bei durchschnitt-
lich 36 auswertbaren Banden pro Primerkombination konnten insgesamt 52 Poly-
morphismen, entsprechend 0,28 %, zwischen den Bulks von resistenten und jenen
von anfilligen Samlingen identifiziert werden. Eine Uberpriifung dieser potentiellen
Markerkandidaten auf Einzelpflanzenbasis ergab sieben Marker mit offensichtlicher
Kopplung an Pl;. Die Uberpriifung der drei zunéchst nicht beriicksichtigten rekombi-
nanten Genotypen mit den identifizierten Markern deutete darauf hin, dass zwei der
Marker, AFLP1 und AFLP2, enger an Pl; gekoppelt sein mussten als der SCAR-Marker
AT20-450. Um den Abstand der Marker zu Pl; genauer festzulegen, sind 158 Genoty-
pen aus der Nachkommenschaft 99/2 anhand ihrer Befallsdaten ausgewahlt worden.
Die Anzahl der Genotypen wurde einerseits durch das Fehlen eindeutiger Boniturda-

ten und andererseits durch den Arbeitsaufwand zur AFLP-Erstellung limitiert. Der auf-



Ergebnisse

35

aufgrund der Rekombinationshaufigkeit berechnete Abstand von finf dieser Marker

zu Ply ist in Tabelle 3.4. dargestellt. Zwei der identifizierten Marker sind nicht weiter

beriicksichtigt worden, weil sie innerhalb der 40 Genotypen, die zur Erstellung der

Bulks verwendet worden waren, mit dem am weitesten von Pl; entfernten Marker

AFLP5 cosegregierten.

Tabelle 3.4.: AFLP-Marker fir Ply

Marker Primerl.<ombina- Anzahl mitceSISte:;ne mitanfa"lghne Reko_mbi- Abstand
tion AR Marker | Marker | Marker | Marker nation 2u Ply
AFLP1 M-CCT E-CCC 158 94 3 2 59 3,2% 3cM
AFLP2 M-CCA E-CGT 158 95 2 3 58 3,2% 3cM
AFLP3 M-CAC E-AGC 158 87 10 2 59 7,6% 8 cM
AFLP4 M-CCG E-CCT 158 71 26 6 55 20,3% 20cM
AFLP5 M-CCT E-CCC 158 73 24 6 55 19,0% 19 cM
AT20-450 SCAR 273 113 12 6 142 6,6% 7cM

In Abildung 3.1. ist der Zusammenhang der Markerdaten mit den Boniturergebnissen

graphisch dargestellt.
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Pflanzen der Boniturnote 1 und 2 haben bis auf wenige Ausnahmen den Marker,
wahrend Genotypen, bei denen das Markerfragment nicht amplifiziert werden konn-
te, zum groBten Teil die Boniturnote 3 bis 6 erhalten hatten. Selbst im dritten Jahr, in
dem ein sehr hoher Befallsdruck vorherrschte, konnten resistente Genotypen mit
dem Marker AFLP1 immer noch von anfalligen Genotypen abgegrenzt werden.

Die Abweichung der Boniturnoten von der in Kapitel 2.1. dargestellten Einteilung in
Boniturklassen ist Computerprogramm-bedingt: Die Klasse 0 wurde von MS Exel in
die Note 1 umgewandelt, so dass die Boniturklasse addiert mit eins der jeweiligen
Boniturnote entspricht.

Zur Uberpriifung der Kopplung von Vorhandensein der Markerbande und dem Auftre-
ten von Resistenz ist ein Vierfelder-y2-Test auf Unabhdngigkeit (WEBER, 1978)
durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5. wiedergegeben.

Bei %21 005 > 3,84 liegt ein Zusammenhang zwischen Markerprasenz und Resistenz
vor. Je hoher y2, desto eindeutiger ist dieser Zusammenhang.

Tabelle 3.5.: Vierfelder- y2-Test auf Unabhangigkeit der Boniturergebnisse in drei Vegetations-
perioden mit dem Marker AFLP1 (n= 158)

Resistent Anfallig 5
Jahr ohne Mar- X o
mit Marker ker mit Marker | ohne Marker
1999 94 10 2 52 112 0,05
2000 94 7 2 55 122,6 0,05
2001 93 6 3 56 1224 0,05
gesamt 93 2 3 60 139,4 0,05

Die sehr hohen y2-Werte in Tabelle 3.5. zeigen, dass in jedem der drei Boniturjahre
ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Markerprasenz und Resistenz vorlag. Je-
doch zeigt der y2-Wert in der Zeile ‘gesamt’, dass die Aussagekraft der Boniturer-
gebnisse am groBten ist, wenn die Bewertung eines Genotypen auf Grund aller drei

Befallserfassungsjahre erfolgt ist.

Um weitere Marker flr Pl; zu identifizieren, die im Intervall zwischen den am engsten
gekoppelten Markern AFLP1 und AFLP2 und Pl; oder aber auf der anderen Seite des
Gens liegen, ist in einem zweiten Ansatz eine “Narrow-Down-Bulked-Segregant-
Analyse™ modifiziert nach XU und KORBAN (2000) durchgeflihrt worden. Es wurden

zwei neue Bulks mit resistenten Genotypen aus 99/2 gebildet. Bulk 5 bestand aus
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Genotypen, die nur mit den beiden am engsten gekoppelten Markern, AFLP1 und
AFLP2, als resistent zu identifizieren waren. Bulk 6 wurde aus Genotypen gebildet,
die zusatzlich auch mit dem SCAR-Marker AT20-450 als resistent identifizierbar wa-
ren. Die Bulks aus anfélligen Pflanzen, Bulk 3 und Bulk 4, entsprachen jenen der ers-
ten ‘Bulked-Segregant-Analyse’. Unter Verwendung der neuen Bulks sind 260 AFLP-
Primerkombinationen mit Mse+Txx — Primern getestet worden, wobei 10 maogliche
Markerkandidaten identifiziert wurden. Die Uberpriifung auf Einzelpflanzenbasis fiihr-
te zu zwei weiteren Markern, AFLP6 und AFLP7, mit offensichtlicher Kopplung an Pl;.
Die Rekombinationsfrequenz ergab in beiden Fallen jedoch einen gréBeren Abstand
zu Ply, als er fur AFLP1 und AFLP 2 berechnet worden war. Die Abstande von AFLP6
und AFLP7 zu Pl; sind in Tabelle 3.6. dargestellt.

Tabelle 3.6.: Vergleich der Marker AFLP6 und AFLP7 mit AFLP1 und AFLP2

Marker Primerkombina- Anzahl m;:(esste(r;’rcme mitanfalhcg)hne Rekombi-| Abstand
tion NI Marker | Marker | Marker | Marker nation A
AFLP1 M-CCT E-CCC 158 94 3 2 59 3.2% 3cM
AFLP2 M-CCA E-CGT 158 95 2 3 58 3i2% 3cM
AFLP6 M-TGA E-ACC 158 75 22 3 58 15,2% 15 cM
AFLP7 M-TGA E-ACG 155 68 29 25 33 34,8% 35cM

3.2.3. Kopplungskarte fiir Pl;

Um die Marker in ihrer Position zum Genort und zueinander genauer gruppieren zu
kdnnen, ist eine Kopplungskarte flir Pl; erstellt worden. Fir die Erstellung mit Hilfe
des Programms “JoinMap 3.0" wurden 158 Einzelpflanzen aus der Kartierungspopula-
tion 99/2 ausgewahlt, die eindeutig als resistent oder anfallig eingestuft werden
konnten. Finf der sieben Marker, welche aus der “Bulked-Segregant-Analyse" mit
Bulks 1, 2, 3 und 4 hervorgegangen sind, genannt AFLP1 bis AFLP5, sowie die beiden
Marker aus der “Narrow-Down-Bulked-Segregant-Analyse®, genannt AFLP6 und
AFLP7, wurden berlicksichtigt. Die Kopplung von AFLP7 mit Pl; ist wegen des zu-
grundegelegten LOD-Werts von 2.0 nicht gesichert. LOD bedeutet “log of odds" und
gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine Behauptung zutrifft. Je héher der LOD-
Wert, desto gesicherter ist die Karte. Ein LOD-Wert von 3.0 bedeutet, dass die Wahr-

scheinlichkeit, dass Kopplung vorliegt, 10> mal so hoch ist wie die Wahrscheinlich-
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keit, dass keine Kopplung besteht. Bei einem LOD-Wert von 2.0 liegt die Wahrschein-
lichkei dafiir bei 102 Nach VAN OOIJEN (1999) ist ein LOD-Wert von 3.0 bei dikoty-

len Pflanzen ausreichend fiir ein statistisch abgesichertes Ergebnis.

Karte 1 Karte 2

0 —{— AFLP6 0 —— AFLP6
14 Pl1 14 Pl1
16 ——— AFLP2 16 —— AFLP2
17 — [ AFLP1 17— [~ AFLP1
20 AT20-450 20 AT20-450
22 AFLP3 22 AFLP3
36 —|— AFLP5 36 —|— AFLP5

37—~ AFLP4 37— | AFLP4

67 ——— AFLP7

Abb. 3.2.: Lokale Karte um den Mehltauresistenz-Locus Pl;, basierend auf 158 Einzelpflanzen
aus der Kartierungspopulation 99/2. Karte 1 beruht auf einem LOD-Wert von 3.0, Karte 2 wur-
de ein LOD-Wert von 2.0 zugrunde gelegt.
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Wie in Abb. 3.2. zu erkennen ist, sind alle Marker, die in der “Bulked-Segregant-
Analyse™ mit den Bulks 1, 2, 3 und 4 identifiziert worden waren, auf einer Seite des
Gens lokalisiert. Dies war aufgrund der Gleichheit der identifizierten Rekombinanten
(vergleiche Kapitel 7.5.) auch erwartet worden. AFLP 2 ist mit etwa 2 cM am engsten
an Pl; gekoppelt. Der in der “Narrow-Down-Bulked-Segregant-Analyse" identifizierte
Marker AFLP6 ist zwar nicht enger an Pl; gekoppelt als AFLP2, jedoch konnte er auf
der anderen Seite des Gens lokalisiert werden, so dass nun flankierende Marker flir
Pl; vorliegen. Die Annahme, dass Pl; am Ende einer Kopplungsgruppe lokalisiert ist,
welche aufgrund der “Bulked-Segregant-Analyse™ mit den Bulks 1, 2, 3 und 4 aufge-
stellt worden war, wurde damit widerlegt.

In Abbildung 3.2. sind zwei Karten des Pl;-Locus dargestellt. Der ‘Karte 1’ beruht auf
einem LOD-Wert von 3.0, “Karte 2" wurde dagegen nur ein LOD-Wert von 2.0
zugrunde gelegt. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Kopplung zwischen den Markern
und Pl; vorliegt, ist somit in “Karte 1" um ein vielfaches hoher als in “Karte 2". Da
AFLP7 in “Karte 1" nicht enthalten ist, kann davon ausgegangen werden, dass die

Kopplung von AFLP7 an Pl; statistisch nicht abgesichert ist.

3.2.4. SCAR-Marker-Entwicklung

Um einen Einsatz der neu identifizierten Marker im Rahmen einer markergesttitzten

Selektion zu vereinfachen, wurde eine Umwandlung der beiden am engsten gekop-
pelten AFLP-Marker, AFLP1 und AFLP2, in SCAR-Marker angestrebt. Eine Sequenzie-
rung der ausgeschnittenen und klonierten AFLP-Banden zeigte, dass fiir beide Marker
ein Gemisch aus zwei Fragmenten gleicher GréBe isoliert worden war. Da nicht be-
kannt war, welches das Markerfragment darstellt, wurden flir beide Fragmente

SCAR-Marker erstellt. Die Primerkombinationen waren wie folgt:

AFLP1, Fragment 1:
Die Annealingtemperatur betrug 58°C. Die Primersequenzen waren wie folgt:
1-forward: 5-AAC CTT CAT TTC ACC CTA CAT-3’
1-reverse: 5'-AAT TCC CCT GTT TGT TTC TC-3'
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AFLP1, Fragment 2:
Die Annealingtemperatur betrug 52°C. Die Primersequenzen waren wie folgt:
2-forward: 5’-AAC CTA AGG TGC TAG TTG-3’
2-reverse : 5-AAT TCC CCT TGC AT-3'

AFLP2, Fragment 1:
Die Annealingtemperatur betrug 55°C. Die Primersequenzen waren wie folgt:
3-forward: 5-AAT TCC GTG AGT ATT ATG TGC-3’
3-reverse : 5-TAA CCA TAC TAT GCC CAATTT-3'

AFLP2, Fragment 2:
Die Annealingtemperatur betrug 58°C. Die Primersequenzen waren wie folgt:
4-forward: 5-AAT TCC GTC TGA GAG TCA TC-3’
4-reverse : 5-TAA CCA GCC CTC TGA TAA AC-3'

Im Bezug auf AFLP1 stellten sich der Primer flir Fragment 1 (Primer “1%) als derjeni-
ge heraus, dessen Amplifikationsprodukt auf Agarosegelen als eine Bande der
erwarteten FragmentgroBe zu erkennen war. Dieser Marker wird im Folgenden mit
AU1a-SCAR bezeichnet. Im Bezug auf AFLP2 war dies fiir den Primer von Fragment 2
(Primer “4") der Fall. Dieser Marker wird im Folgenden mit AU2a-SCAR bezeichnet.
Sowohl bei AU1a-SCAR als auch bei AU2a-SCAR war das Amplifikationsprodukt je-
doch nicht auf Agarosegelen als polymorpher Marker auswertbar. Erst eine Auftren-
nung auf MDE-Gelen unter Verwendung der SSCP-Technik (Kapitel 2.2.3.6.) machte
dies mdglich. Die auf Agarosegelen erkennbare Einzelbande wurde hier in ein relativ
komplexes Bandenmuster aufgetrennt, wie in den Abbildungen 3.3. und 3.4. zu er-
kennen ist.

781daR R RR RRRRR'R'AAA AA A AiAIALA|
[ R R s o ] :

Abb. 3.3.: Bandenmuster des AU1a-SCARs nach Auftrennung mit Hilfe der SSCP-Technik (78= resis-
tenter Elter 78/18-4, Ida= anfalliger Elter 'Idared’, R= resistente Samlinge aus der Kartierungspopula-
tion 99/2, A= anfallige Samlinge aus der Kartierungspopulation 99/2)
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Abb. 3.4.: Bandenmuster des AU2a-SCARs nach Auftrennung mit Hilfe der SSCP-Technik (78= resis-
tenter Elter 78/18-4, Ida= anfalliger Elter 'Idared’, R= resistenter Samling aus der Kartierungspopula-
tion 99/2, A= anfalliger Samling aus der Kartierungspopulation 99/2)

Bei beiden Primern konnte jeweils eine Bande, in den Abbildungen mit einem Pfeil
markiert, als diejenige identifiziert werden, welche in der Nachkommenschaft 99/2
mit dem Auftreten von Resistenz korreliert war. Zur Verifizierung der erhaltenen Da-
ten ist das Amplifikationsprodukt der SCAR-PCR von anfalligen und resistenten Geno-
typen als radioaktiv markierte Sonde in einer Hybridisierung der urspriinglichen
AFLP-Reaktion eingesetzt worden. Daflir wurden flir jeden der beiden AFLP-Marker
jeweils sieben Reaktionen von anfalligen und von resistenten Genotypen auf 2 %igen
Agarosegelen aufgetrennt. Die Reaktionsprodukte wurden mit der Southern-Blot-
Technik (SAMBROOK und RUSSELL, 2001) auf Nylonmembranen Ubertragen und mit
den markierten Sonden hybridisiert. In Abb.3.5. ist dies flir AFLP1 und die Sonden
aus der Amplifikation von AU1a-SCAR dargestellt.

Unabhangig von der Herkunft der Sonde hybridisierte diese jeweils nur mit einem
Fragment der urspriinglichen AFLP-Amplifikation von resistenten Genotypen, nicht

jedoch mit dem AFLP-PCR-Produkt von anfalligen Pflanzen.

Abb. 3.5.a: Hybridisierung der Sonde
_ ; ‘AUla SCAR-resistent” mit dem Banden-
muster von AFLP1 (R= resistenter Geno-

RRRRRRRAAAAAAA typ, A= anfalliger Genotyp)

Abb. 3.5.b: Hybridisierung der Sonde
RRRRRRRAAAAAAA 'AUla SCAR-anfillig” mit dem Banden-

muster von AFLP1 (R= resistenter Geno-
4 typ, A= anfalliger Genotyp)
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Damit konnte gezeigt werden, dass die Sequenzunterschiede zwischen dem Frag-
ment von anfalligen Genotypen und dem von resistenten Genotypen sehr gering sein
mussten. Ein Sequenzvergleich der SCAR-Fragmente von resistentem und anfalligem
Elter ergab nur sehr geringe Basenunterschiede. Im Falle von AU1a-SCAR konnten
zwei Basen ( in Abb. 3.6. rot markiert), im Fall von AU2a-SCAR drei Basen Sequenz-
unterschied identifiziert werden. Bei beiden Markerfragmenten waren die Basenun-

terschiede einzeln im mittleren Teil des Fragments lokalisiert.

AFLP1A.DNA

REV7B1A0.DNA
FOR781A0.DNA
REVIDALA.DNA
REVIDAlZ.DNA
REVIDALO.DNA
FORIDALA.DNA
FORIDAL1O.DNA
FORIDA1Z2.DNA

1B
)
al
1
1
1
1g
1B

AFLP1A.DNA

REV781A0.DNA
FOR781A0.DNA
REVIDAlA.DNA
REVIDAlZ.DNA
REVIDAlO.DNA
FORIDALA.DNA
FORIDALlO0.DNA
FORIDAl2.DNA

AFLP1lA.DNA

REV781A0.DNA
FOR781A0.DNA
REVIDALA.DNA
REVIDA12.DNA
REVIDA10.DNA
FORIDALA.DNA
FORIDALO.DNA
FORIDALZ.DNA

Abb. 3.6.: Sequenzunterschiede zwischen Klonen des SCAR-Fragments vom anfalligen Elter
‘Idared’ (REVIDA1A, REVIDA12, REVIDA10, FORIDA1A, FORIDA10, FORIDA12) und vom
resistenten Elter 78/18-4 (REV781A0, FOR781A0) in Vergleich zum Original-AFLP-Frag-
ment (AFLP1A)

Mit Hilfe des Programms "Oligo Primer Analysis Software, Version 5.0. for Windows’
(National Bioscience Inc., Plymouth, UK) wurden neue Primerpaare erstellt, bei de-
nen das 3-Ende des Reverse-Primers jeweils im Bereich der identifizierten Sequenz-
unterschiede lag. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg, synthe-
tisiert und die optimale Annealingtemperatur mittels Gradienten-PCR ermittelt.

Das Reaktionsgemisch und die Reaktionsbedingungen orientierten sich an den in Ka-
pitel 2.2.3.6. beschriebenen Bedingungen mit individuell modifizierter Annealingtem-

peratur:
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AU1b-SCAR (fir AFLP1):

die Annealingtemperatur betrug 42°C. Die Primersequenzen warenwie folgt:
AU1lb-forward: 5-CCT GTT TGT TTC TC-3'
AU1lb-reverse: 5-TGT AGA ATA ACA TAG ACT-3’

AU2b-SCAR (flir AFLP2):

Die Annealingtemperatur betrug 55°C. Die Primersequenzen waren wie folgt:
AU2b-forward: 5-CCA GCC CTC TGA TAA ACC-3'
AU2b-reverse: 5-ATC GTT ACC AAT GCC ACA-3’

Im Fall von AFLP1 war mit dem SCAR-Marker AU1b eine Unterscheidung von resis-
tenten und anfalligen Genotypen auf Agarosegelen mdglich, wie Abb. 3.7. zeigt. Bei
resistenten Genotypen wird ausschlieBlich das Markerfragment im Bereich von 82 bp
amplifiziert. Bei anfélligen Genotypen ist hingegen das Markerfragment schwacher
amplifiziert und um etwa 10 bp kleiner. Zusatzlich findet man bei anfalligen Genoty-

pen eine weitere Bande im Bereich von 550 bp.

Abb.3.7.: Bandenmuster des SCAR-Markers AU1b in einem Ausschnitt der Nachkommen-schaft 99/2
(78= resistenter Elter 78/18-4, Ida= anfalliger Elter Idared’, R= resistenter Samling aus der Kartie-
rungspopulation 99/2, A= anfalliger Samling aus der Kartierungspopulation 99/2)

Aulb-SCAR cosegregiert mit AFLP1. Das Amplifikationsprodukt von AU2b-SCAR hin-

gegen war nicht polymorph.

3.2.5. CAPS-Marker-Entwicklung

Fir die Umwandlung der auf Agarosegelen nicht polymorphen SCAR-Marker in co-

dominante CAPS-Marker (cleaved amplified polymorphic sequence; KONIECYN und
AUSUBEL, 1993) wurden mit Hilfe des Progamms 'DNAsis for Windows 2.1.” (Hitachi
Software, San Bruno/Ca., USA) fir jeden der beiden urspriinglichen SCAR-Marker
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Restriktionsenzyme im Bereich der identifizierten Sequenzunterschiede zwischen den
Fragmenten des resistenten und des anfalligen Elters identifiziert:

AUla SCAR: Ddel

AU2a SCAR: Sec1, Bsa Jl

Nach Restriktion des Amplifikationsprodukts von AUla-SCAR mit dem Enzym Ddel
war eine Unterscheidung von resistenten und anfalligen Pflanzen auf Agarosegelen
moglich. Wie Abbildung 3.8. zeigt, weisen anfallige Pflanzen nur die erwartete Bande
von 140 bp auf. Bei resistenten Pflanzen hingegen wurde das Fragment des Marker-
allels geschnitten, so dass neben der 140 bp-Bande eine weitere Bande im Bereich
von 60 bis 80 bp zu erkennen ist, welche wahrscheinlich aus zwei Fragmenten dieses
GroBenbereichs besteht, die auf Agarosegel aber nicht voneinander abgrenzbar sind.
AU1la-CAPS cosegregiert mit AFLP1 unter Berlicksichtigung der 158 zur Kartierung

verwendeten Genotypen aus der Nachkommenschaft 99/2.

1}

78I1da R R A R A R R R A RA A AR

!

--400 bp
--300 bp

-200 bp
».-.?-..ﬁ 8"“---'---100bp

Abb. 3.8.: Bandenmuster von AU1a-CAPS fir einem Ausschnitt der Nachkommenschaft 99/2
(78= resistenter Elter 78/18-4, Ida= anfalliger Elter 'Idared’, R= resistenter Samling aus der
Kartierungspopulation 99/2, A= anfalliger Samling aus der Kartierungspopulation 99/2)

LI

AU1a-CAPS wurde in einem erweiterten Teil der Nachkommenschaft 99/2, bestehend
aus 256 Individuen getestet. Wie in Tabelle 3.7. dargestellt, konnte der Abstand zu
Pl; hier mit 5 cM bestimmt werden, wobei der im Vergleich zu AFLP1 grt6Bere Ab-
stand zu Pl; auf rekombinante Genotypen im neu hinzugenommenen Teil der Nach-

kommenschaft 99/2 zurlickzufiihren ist.

Tabelle 3.7.: Aufgrund der Rekombinationshdufigkeit berechnete Abstand zu P,
fir dem Marker AU1a-CAPS

resistent anfallig
mit ohne mit ohne
Marker | Marker | Marker | Marker

AU1a-CAPS 256 125 7 6 131 5,08% 5cM

Anzahl
Nachkomen

Rekombi- | Abstand zu

HE e nation Pl,
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Eine Restriktion des Amplifikationsprodukts von AU2a-SCAR mit dem Enzym Bsall
ergab kein auswertbares Ergebnis. Das Enzym Sec I war im Fachhandel nicht erhalt-
lich.

3.3. Charakterisierung von Podosphaera leucotricha

Um die Existenz physiologischer Rassen des Erregers eindeutig zu klaren, wurden
Einsporisolate des Erregers erstellt und sowohl auf molekularer als auch auf phyto-

pathologischer Basis charakterisiert.

3.3.1. Erstellung von Einsporisolaten

Um langfristig die Kultur von einzelnen Podosphaera leucotricha-Isolaten durchflihren
zu kénnen, musste der Erreger zunachst in Sterilkultur Gberfiihrt werden. Als Wirts-
pflanze flir den obligat biotrophen Erreger war die bei KRIEGHOFF (1995) als hoch-
anféllig definierte Zierapfelsorte ‘Gibb’s Golden Gage’ ausgewahlt worden. Ein Ab-
streifen der Konidien von angetriebenen Blattern mit Primarbefall, wie es bei KRIEG-
HOFF (1995) beschrieben wurde, hat sich aber als nicht effektiv herausgestellt, da
die Kontamination mit Fremdorganismen bei dieser Methode auBerordentlich hoch
war. Deshalb wurde schon zu Beginn der Dualkultur die Inokulation steriler Einzel-
bldtter von ‘Gibb’s Golden Gage’ durch Ubertragen von Konidien eines einzelnen Ko-
nidientragers als erster Schritt zur Erstellung von Einsporisolaten durchgefihrt. In
diesem Schritt lag der mittlere Inokulationserfolg bei 39,1 %, wobei auch mit dieser
Methode noch durchschnittlich 18,7 % der inokulierten Blatter mit anderen Mikroor-
ganismen kontaminiert waren. Tabelle 3.8. zeigt, dass der Kontaminationsgrad ab-
hangig von der Herkunft des Pflanzenmaterials groBen Schwankungen unterliegt. Bei
der Erstellung von Einsporisolaten aus Sekundarbefall, wie bei Mehltauherkiinften
aus Ahrensburg und Dresden-Pillnitz durchgefiihrt, lag der Anteil kontaminierter Blat-
ter sogar bei 45,4 % mit einem durchschnittlichen Infektionserfolg von 25,2 %.

Aufgrund der oft niedrigen Infektionsrate bei Einzelkonidien-Ubertragung hat es sich
als sinnvoll erwiesen, in jedem der vier folgenden Subkulturschritte mindestens 20
Einzelblatter mit Konidien aus einer Kolonie zu inokulieren. Als Engpass bei der Er-

stellung von Einsporisolaten stellte sich die Ubertragung der Isolate von Einzelblat-



46

Ergebnisse

tern auf Sprosse heraus, wie in Tabelle 3.8. zu erkennen ist. Die Ubertragungsrate

lag hier bei nur 8,4 %.

Tabelle 3.8.: Kontaminationshaufigkeit und Inokulationserfolg bei der Erstellung von Einsporisolaten

Herkunft des Befallstyp Inokulierte |Kontaminierte| Infizierte EItE?rE)SII;c:E
Inokulums Blatter Blatter Blatter .
isolate
East Malling, GB Primar 75 22 33 1
East Malling, GB Primar 38 25 6 1
East Malling, GB Primar 42 8 19 1
Angers, F Primar 18 0 7 0
Angers, F Primar 12 0 5 0
Angers, F Primar 18 1 6 0
Angers, F Primar 18 0 2 0
Angers, F Primar 21 0 4 1
Angers, F Primar 7 0 4 0
East Malling, GB Primar 30 25 0 0
Angers, F Primar 30 0 16 1
Angers, F Primar 24 0 19 1
Angers, F Primar 19 5 9 1
Angers, F Primar 18 3 10 0
Angers, F Primar 18 0 5 0
Naoussa, G Primar 24 10 6 1
Naoussa, G Primar 45 4 17 0
Bologna, I Primar 32 7 11 0
Bologna, I Primar 32 4 22 1
Bologna, I Primar 32 4 11 0
Bennigsen, D Primar 30 0 16 0
Bennigsen, D Primar 24 0 8 0
Bennigsen, D Primar 24 0 11 0
Pillnitz, D Sekundar 45 20 5 3
Ahrensburg, D Sekundar 360 164 82 15

Auf in vitro-Sprossen etablierte Einsporisolate konnten je nach Bedarf vermehrt wer-

den. Dies war Voraussetzung zur weiteren Charakterisierung der Isolate. Durch die

engen Subkulturzeitraume von nur 14 Tagen bei einer Temperatur von +22°C bezie-

hungsweise 40 Tagen bei einer Temperatur von +10°C war die Anzahl parallel kulti-

vierbarer Isolate jedoch beschrankt. Die Lange der Subkultur wurde von zwei Fakto-

ren bestimmt: Zum Einen nahm die Konidienkeimrate mit zunehmendem Alter des

Mycels ab und zum Anderen war haufig als Folge des starken Mycelwachstums ein

Absterben der infizierten Apfelsprosse zu beobachten. Insgesamt konnten die 27 Iso-

late der Tabelle 3.9. liber die Dauer von drei Jahren erhalten werden. Zusatzlich sind
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von dem Einsporisolat ,Ahr-10" (Tabelle 3.9.) vier Einsporisolate erstellt worden, um

Aussagen Uber die genetische Homogenitat des Isolats vier Monate nach seiner Er-

stellung zu erhalten.

Tabelle 3.9.: Herkunft von Einsporisolaten von Podosphaera leucotricha

Isolat Herkunft Urspriinglicher Wirt Befallstyp
GB 43 K1 East Malling, GB E 624-43 Primar
GB 43 K2 East Malling, GB E 624-43 Primar

GB 153 East Malling,GB E 624-153 Primar
France-T4 Angers, F ‘Golden Delicious’ Primar
France-T5 Angers, F ‘Golden Delicious’ Primar
France-T6 Angers, F ‘Golden Delicious’ Primar
France-T7 Angers, F ‘Golden Delicious’ Primar

Greece Naoussa, G Samling aus 'Prima’ x ‘Gala’ Primar

Italy Bologna, I Coop 16 Primar

Pilln-1 Dresden-Pillnitz, D 'Priscilla’ Sekundar

Pilln-2 Dresden-Pillnitz, D 'Priscilla’ Sekundar

Pilln-3 Dresden-Pillnitz, D 'Priscilla’ Sekundar

Ag:r;’lé’, 31’1’5’1;’ Ahrensburg, D ‘Bittenfelder Samling’ Sekundar
Ahr-hupA Ahrensburg, D M. hupehensis, in vitro Sekundar
Ahr-hupB Ahrensburg, D M. hupehensis, in vitro Sekundar
Ahr-hupC Ahrensburg, D M. hupehensis, in vitro Sekundar
Ahr-hupD Ahrensburg, D M. hupehensis, in vitro Sekundar

Ahr-G1 Ahrensburg, D ‘Gibb's Golden Gage' Sekundar

Ahr-G2 Ahrensburg, D ‘Gibb's Golden Gage’ Sekundar

Ahr-G4 Ahrensburg, D ‘Gibb's Golden Gage’ Sekundar

Ahr-A Ahrensburg, D 89/9-4 Sekundar

Ahr-D Ahrensburg, D 89/9-4 Sekundar

3.3.2.

Da zu Beginn noch kein Protokoll zur DNA-Isolierung von Apfelmehltau vorlag und

Molekulare Charakterisierung

die verfligbare Menge an Pilzmaterial gering war, wurde der Versuch gemacht, nach
dem sogenannten 'PEX-Protokoll’ (Kapitel 2.3.3.1.1.) Pilz-DNA aus Mycel und Koni-
dien direkt von der Oberflache infizierter in vitro-Sprosse zu isolieren. Dabei wurde
der mit dem Erreger (iberzogene Spross des Wirts als Ganzes flir die DNA-Extraktion
verwendet. Da bei dieser Methode DNA ausschlieBlich aus Zellen der Sprossoberfla-
che extrahiert wird und diese von Mehltau liberzogen war, konnte davon ausgegan-

gen werden, dass ein groBer Teil der extrahierten DNA vom Pilz stammte.
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Bei der anschlieBenden RAPD-Analyse wurde grundsatzlich DNA der Wirtspflanze
‘Gibb’s Golden Gage’ parallel amplifiziert, um sicherzugehen, dass polymorphe Ban-
den auf Pilz-DNA zuriickzuflihren waren. Der Anteil an Banden, welche auch im Ban-
denmuster von ‘Gibb’s Golden Gage’ auftraten, stellte sich als hoch heraus. Nur rund
25 % der RAPD-Banden konnten eindeutig Podosphaera leucotricha zugeordnet wer-
den. Der Polymorphiegrad der Mehltau-Banden lag bei nur 0,5 % und eine Reprodu-

zierbarkeit der Ergebnisse war nur bedingt gegeben.

Als eine effektivere Methode erwies sich das Absaugen von Konidien mittels einer
Vakuumblot-Pumpe, wie in Abbildung 3.9. dargestellt, mit anschlieBender DNA-
Isolierung nach dem CTAB-Protokoll (Kapitel 2.3.3.1.2.).

Abb. 3.9.: Absaugen von Konidien mittels einer Vaku-
umblot-Pumpe

Die isolierte DNA stammte ausschlieBlich vom Pathogen und die Menge und Reinheit
derselben ermdglichte die Durchfiihrung einer AFLP-gestiitzten molekularen Charak-
terisierung der Isolate. Insgesamt sind 226 AFLP-Primerkombinationen getestet wor-
den. Bei einer durchschnittlichen Zahl von 25 auswertbaren Banden pro Gel konnten
54 stabil reproduzierbare polymorphe Marker identifiziert werden. Zwei von ihnen
sind in Abbildung 3.10. dargestellt. Der Polymorphiegrad war mit 0,96 % vergleichs-

weise niedrig.
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Abb. 3.10.: Ausschnitt aus einem AFLP-Gel: 21 Einsporisolate mit zwei unterschiedlichen Primer-
kombinationen. Kombinaton 1: ohne Polymorphismus
Kombination 2: mit zwei unabhangig spaltenden Markern

Auf der Basis der Polymorphismen wurde ein Dendrogramm erstellt, welches die ge-

netische Diversitat innerhalb der untersuchten Isolate zeigt (Abb. 3.11.).

Ahr-1
Ahr-2
Ahr-3
Ahr-5
Ahr-7
Ahr-9
Ahr-10
Ahr-hupA
Ahr-hupB
Ahr-hupC
- Ahr-hupD
Ahr-11 h
Ahr-12
Pilln-1
Ahr-8
Pilln-2
Pilln-3
Ahr-A
Ahr-G2

I:Ahr-D
Ahr-c4

GB-43K2 h
—LEGHM

GB-153
Ahr-G1

| France-T4 h

Ttaly
| | France-T5

France-T7
France-T6
Greece
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0.00 025 050 075 1.00
Coefficient

Abb. 3.11.: Dendrogramm der 31 etablierten Einsporisolate. Die mit Pfeil gekennzeichneten Isolate
sind fiir die anschlieBende phytopathologische Charakterisierung ausgewahlt worden
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Da nur polymorphe Marker flir die Verrechnung des Dendrogramms herangezogen
worden sind, der Anteil derselben, gemessen an der Anzahl aller AFLP-Banden, je-
doch sehr gering war, ist auch die genetische Variabilitat der untersuchten Isolate als
sehr niedrig einzustufen. Die Homogenitat der Bandenmuster ist in Abbildung 3.10.
gut erkennbar.

Das in Abbildung 3.11. aufgefiihrte Dendrogramm lasst sich in zwei Cluster untertei-
len. Das obere Cluster besteht aus den Ahrensburger Isolaten, die von ‘Bittenfelder
Samling’ isoliert worden waren und den Isolaten aus Dresden-Pillnitz. Die Isolate
Ahr-hupA, Ahr-hup, Ahr-hupC und Ahr-hupD sind identisch mit ihrem Ausgangsisolat
Ahr-10. Im unteren Cluster befinden sich alle Isolate aus dem europaischen Ausland
sowie die flnf Isolate aus Ahrensburg, welche von ‘Gibb’s Golden Gage’ oder 89/8-4
isoliert worden waren. Das untere Cluster zeigt, dass die genetische Distanz zwischen
Isolaten aus Ahrensburg und jenen aus dem europdischen Ausland zunimmt, je wei-

ter der Herkunftsort von Ahrenburg entfernt liegt.

Unter der Annahme, dass die beobachtete Variabilitat auf DNA-Ebene einen ersten
Hinweis auf die Existenz physiologischer Rassen von Podosphaera leucotricha dar-
stellt, wurden auf Basis der molekularen Charakterisierung die sechs Isolate Ahr-11,
France-T4, France-T6, Italy, Greece und GB-43 K2 ausgewahlt, welche einen Quer-
schnitt der genetischen Variabilitat innerhalb der vorliegen den Isolate reprasentier-
ten. Sie wurden in einer anschlieBenden phytopathologischen Charakterisierung hin-

sichtlich ihrer Eigenstandigkeit als physiologische Rasse gepriift.

3.3.3. Phytopathologische Charakterisierung

Verschiedene Mdglichkeiten zur phytopathologischen Charakterisierung der sechs
ausgewahlten Isolate sind hinsichtlich ihrer Eignung als effektiver, einfach durchfiihr-
barer Inokulationstest zur Simulation von Freilandbefall getestet worden.

Eine Inokulation von /n vitro-Sprossen, wie sie von SCHEEWE (1990) und KRIEG-
HOFF (1995) durchgeflihrt worden ist, hat sich in Bezug auf diese Fragestellung als
nicht sinnvoll herausgestellt. In einem Versuch mit sechs Apfelgenotypen unter-

schiedlichen Resistenzgrades, namlich ‘Gibb’s Golden Gage’ (sehr anfallig), 'Durello di
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Forli” (anfallig), ‘Laxton’s Superb’ (anfallig), Malus zumi 274 (resistent, Pl,), 78/18-4
(resistent, Ply), und Malus hupehensis (resistent), konnte auch bei den als resistent
geltenden Wildarten eine Woche nach Inokulation mit Einsporisolaten deutlich sporu-
lierender Befall festgestellt werden. In den Inokulationsversuchen mit Einzelblattern
wurde gezeigt, daB das Isolat Ahr-11, genetisch identisch mit Ahr-B10, wie Abbildung
3.11. zeigt, nicht in der Lage ist, Malus hupehensis zu infizieren (Kapitel 7.4.), jedoch
sind die Isolate Ahr-hupA, Ahr-hupB, Ahr-hupC und Ahr-hupD von dem Isolat Ahr-
B10 zu dem Zeitpunkt isoliert worden, als dieses auf in vitro-Sprossen von Malus hu-
pehensis kultiviert wurde (Tabelle 3.9.).

Neben der fehlenden Reproduzierbarkeit von Freilandergebnissen ist auch die mit
dieser Testmethode verbundene Etablierung von vielen verschiedenen Apfelgenoty-

pen /n vitro kaum realisierbar.

Als zweite Methode wurde eine Inokulation von angetriebenen Trieben (Kapitel
2.3.4.3.) durchgefiihrt. In Abbildung 3.12. ist ein Beispiel hierfiir abgebildet. Die er-
haltenen Infektionsdaten in Tabelle 3.10. stimmten weitgehend mit dem erwarteten
Ergebnis, dargestellt in Kapitel
7.1., Uberein. Es hat sich jedoch
als Nachteil herausgestellt, dass
bei der Methode auf angetrie-
bene Apfelreiser zurlickgegrif-
fen werden muss, denn der
Zeitraum, in dem diese verfiig-
bar sind, ist auf das Frihjahr
beschrankt. Deshalb sind Ver-

suche durchgeflihrt worden, um

diesen Zeitraum zu verlangern.  gpp.3.12.: Angetriebene Zweige dreier exemplarischer

E salich. einiahrige Trie- Sorten zwei Wochen nach Inokulation mit dem Einsporiso-
S War moglicn, €injanrige Irie lat ‘Ahr-11"

be nach dem Triebabschluss im

Spatsommer entblattert und in feuchten Sand gesteckt im Kihlraum einzulagern, so
dass das Kaltebedrfnis bereits im Dezember befriedigt war. Ebenso war es mdglich,
auf diese Weise im Winter geschnittenen Reiser bis in den Sommer hinein einzula-

gern und nach Bedarf anzutreiben. Die Qualitat des Austriebs nahm hier jedoch mit
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zunehmender Lagerzeit deutlich ab. Limitierend bei dieser Methode war die Verflig-
barkeit von Reisermaterial und der hohe Platzbedarf in Kulturraumen. Es ist zusatz-
lich der Versuch unternommen worden, wahrend der Vegetationszeit im Wachstum
befindliche Triebe fir Inokulationsversuche zu schneiden, jedoch sind die jungen
Triebspitzen als wichtigster potentieller Infektionsort nach dem Transfer in das Glas-

gefaB haufig vertrocknet.

Als besonders effektive Methode zur phytopathologischen Charakterisierung der Iso-
late hat sich die Inokulation von Einzelbldttern mit Hilfe eines Inokulationsturms her-
ausgestellt (Kapitel 2.3.4.4.). Tabelle 3.10. zeigt, dass die Ergebnisse genauer sind
als jene, die mit der Inokulation angetriebener Triebe erhalten worden sind. Bei-
spielsweise konnte die Sorte ‘Alkmene’, welche bei den Triebinokulationen mit dem
Isolat ‘Greece’ befallsfrei geblieben war, bei den anschlieBend durchgefiihrten Blatt-

inokulationen als anfallig fir das Isolat identifiziert werden.

Tabelle 3.10.: Vergleich der Ergebnisse von Spross- und Blattinokulation in einem Ausschnitt des
Malus-Testsortiments

Isolat 'Ahr-11' Isolat 'Greece'

Genotyp Spross- Blatt- Spross- Blatt-

inokulation | inokulation | inokulation | inokulation
’Alkmene’ + + - +
'Carola’ - - + +
'‘Danziger Kant’ + + + +
'Gibb's Golden Gage’ + + + +
‘Tydeman's Late O. + + + +
'Jonathan’ + + + +
'Laxton's Superb’ - - - -
TN 10-8 + + - +
'Roter Berlepsch’ - + +
"Stirling Castle’ - - - +
M. hupehensis (E334-62) - - - -
D12 (Original) - - - -
'White Angel’ (E295-4) - - - -
"White Angel’ (89/9-4)

Entgegen der beispielsweise an SiBkirschen praktizierten Methode (OLMSTEAD et
al., 2001a, 2001b, und 2001c), bei der vor der Inokulation die Blattoberflache mit E-

thanol sterilisiert wird, wurden die Blatter ohne jede vorherige Oberflachenbehand-
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lung verwendet. Es sind Versuche zur Oberflachensterilisation sowohl mit Ethanol als
auch mit Natriumhypochlorid in verschiedener Konzentration durchgefiihrt worden.
Dabei konnten haufig Blattverbraunungen als Folge von kleinen Verletzungen der
Blattoberflache im Sterilisationsprozess beobachtet werden (Abb. 3.12.). Eine negati-
ve Folgeerscheinung der Oberflachensterilisation war das Auftreten von Mehltaubefall

auf Blattern, die nicht inokuliert worden waren (Abb. 3.13.).

Abb. 3.12.: Blattverbraunung als Folge von Abb. 3.13.: Mehltaubefall ohne Inokulation an
Oberflachensterilisation bei Malus robusta einem Blatt der Sorte der Sorte ‘Roter Ber-
persicifolia lepsch’ 12 Tage nach Oberflachensterilisation

mit 70 %igem Ethanol

Bei einer Verwendung der Blatter ohne vorherige Oberflachenbehandlung dagegen
waren nur selten Blattverbraunungen zu beobachten. Die Verwendung von Benzimi-
dazol-Agar (Kapitel 2.3.4.4.) war zur Unterdriickung des Wachstums unerwiinschter
Mikroorganismen auf dem Nahrmedium ausreichend.

Eine Inokulation von ausgestanzten Blattscheiben, wie sie bei OLMSTEAD et al.
(2001a, 2001b und 2001c), GIEFFERS (1999), CELIO und HAUSBECK (1998) oder
HOSOYA et al. (1999) durchgeflihrt wurde, hat sich, ebenfalls wegen der durch die
Verletzung ausgeldsten Blattverbraunung, fir Apfelbldtter als nicht praktikabel her-

ausgestellt.

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, sind bei den Inokulationsversuchen min-
destens drei Wiederholungen pro Einsporisolat angestrebt worden. Dabei wurde ein
Apfelgenotyp auch dann als anfallig fiir ein Isolat eingestuft, wenn er nur ein einziges

Mal infiziert wurde. Da nicht immer Blattmaterial im richtigen Entwicklungsstadium
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verfligbar war, war die Anzahl der inokulierten Apfelgenotypen zwischen den einzel-

Abb. 3.14.:
Inokulationserfolg auf zwei Blattern der
Sorte ‘Gibb’s Golden Gage’ 10 Tage nach
Inokulation in Abhangigkeit vom Blattalter.
Das altere Blatt links blieb infektionsfrei.

nen Wiederholungen zum Teil verschieden.
Einzelheiten zu den Inokulationsversuchen
sind in Kapitel 7.4. dargestellt.

Als entscheidend fir den Inokulationser-
folg erwies sich das Entwicklungsstadium
der in den Inokulationsversuchen verwen-
deten Blattern. Nur sehr junge, noch im
Wachstum befindliche Blatter waren ge-
eignet. Selbst bei sehr anfalligen Genoty-
pen wie bei der in Abbildung 3.14. abge-
bildeten Sorte ‘Gibbs Golden Gage’ blieben
ausgewachsene Blatter infektionsfrei.

Als Ergebnis der Inokulationsversuche ist
das in Tabelle 3.11. aufgefiihrte Apfel-

Differentialsortiment, bestehend aus sieben Ma/us-Genotypen, erstellt worden, wel-

ches eine Unterscheidung von fiinf der sechs Isolate auf der Basis ihres Infektions-

verhaltens ermdglicht.

Tabelle 3.11.: Malus-Differentialsortiment zur Unterscheidung von flnf Einsporisolaten

Isolate
Ahr-11 F-T6 GB-K2 Italy Greece

'Gibb's Golden Gage’ + + + + +

g 'Prima’ - + + + +
% 'Stirling Castle’ - = - - +
&?) 'Discovery’ - - - + _
% M.hupehesis (Pi) - - + - -
< "Worcester’ - + - - -
D12 - - - - _

Da alle fiinf Isolate ein eigenes Wirtsspektrum aufweisen, kann davon ausgegangen

werden, dass es sich hier um unterschiedliche physiologische Rassen des Erregers

handelt.
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4. Diskussion

4.1. Selektion neuer Mehltauresistenzquellen

Die Erweiterung der genetischen Vielfalt, mit besonderer Beriicksichtigung von Resis-
tenz, ist eine wichtiges Ziel in der Apfelziichtung. FISCHER (1994a) bezeichnet einen

I\\

“mannigfaltigen Genpool" als Grundvoraussetzung fir die erfolgreiche Zlichtung re-
sistenter Apfelsorten. Die genetische Vielfalt im aktuellen Apfel-Sortenspektrum ist
jedoch nur sehr eingeschrankt (WAY et al., 1990, ORAGUZIE et al., 2001a und
2001b). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen potentielle Resistenzquellen flr
echten Mehltau in ihrer Resistenz genauer charakterisiert werden um den fir die
Zichtung zur Verfligung stehenden Genpool zu erweitern. Aus diesem Grund ist ein
Testsortiment, bestehend aus 20 zumeist alten Kultursorten mit bekannt geringer
Anfalligkeit flir den Erreger, neun als resistent geltenden Wildarten oder deren Deri-
vaten, flnf schorfresistenten Sorten und zwei anfdlligen Kontrollsorten (Kapitel 7.1.),
an flnf verschiedenen Standorten innerhalb Europas aufgepflanzt worden.

Besonders im Bereich der “alten™ Kultursorten werden einige Genotypen mit groBer
Widerstandsfahigkeit gegenliber Podosphaera leucotricha vermutet, deren Vererbung
im allgemeinen polygener Natur ist (MIHATSCH und MILDENBERGER, 1966a;
ALSTON, 1969; LESPINASSE et al., 1976; FISCHER, 1994a; KRUGER, 1995). Sie
wurden im Malus - Testsortiment deshalb besonders beriicksichtigt.

Die Genotypen 'Dilmener Rosenapfel’ und 'Rote Sternrenette’ sind als einzige Sorten
des Testsortiments in allen drei Befallerfassungsjahren weitgehend befallsfrei geblie-
ben (Tabelle 3.2.). Sie werden schon von anderen Autoren als sehr widerstandsfahig
hervorgehoben (MIHATSCH und MILDENBERGER, 1966a; FISCHER, 1994a; KRUGER,
1995). Beide Sorten geben ihre Resistenz entsprechend einer Normalverteilung wei-
ter (MIHATSCH und MILDENBERGER, 1966a), so dass davon ausgegangen werden
kann, dass die Mehltauresistenz dieser Sorten polygen bedingt ist. Beide sind als Re-
sistenzdonoren fir zuklnftige Zuchtprogramme zu empfehlen, da sie als Tafelapfel
zusatzlich zu ihrer polygen bedingten Mehltauresistenz bereits wertvolle Fruchteigen-
schaften in den Zuchtprozess einbringen.

Neun weitere Kultursorten (‘Democrat’, ‘Lord Lambourne’, Pi-As-22/17, 'Melba’,
‘Peasgood’s Nonesuch’, 'Roter Berlepsch’, ‘Stirling Castle’, ‘Maiden’s Blush’ und ‘Glo-

ckenapfel’) konnten als “feldresistent" eingestuft werden (Tabelle 3.2.) Diese Geno-
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typen wiesen zum Teil leichten Befall auf. Da Echter Mehltau im Allgemeinen nicht
fruchtschadigend ist (FRIEDRICH und RODE, 1996), kann ein gewisser Befall toleriert
werden. Feldresistenz wird deshalb im Bezug auf den Echten Mehltau als ausreichen-
des Zuchtziel betrachtet (FISCHER et al., 1994; MEHLENBACHER, 1995). Besonders
im Hinblick auf die Kombination verschiedener Mehltauresistenzen kann das Einkreu-
zen quantitativer Resistenzen aus feldresistenten Sorten ein schnelles Uberwinden
der Gesamtresistenz verhindern. Auch die als “feldresistent" eingestuften Apfelsorten
kommen daher als Kreuzungspartner im Rahmen einer Ziichtung auf Resistenz gegen
Podosphaera leucotricha in Frage.

Unter den schorfresistenten Sorten sind ebenfalls Genotypen mit einen hohen Grad
an Widerstandsfahigkeit gegentiber Echtem Mehltau bekannt, welches auf an der
Schorfresistenz beteiligte Minorgene zurlickgefiihrt wird, die universell antifungal zu
wirken scheinen (KPUGER, 1991; FISCHER, 1994c; JANSE et al., 1994; KORBAN und
RIEMER, 1996). Die schorfresistente Sorte 'Discovery’ hat sich bei der Befallsbewer-
tung des Testsortiments als sehr widerstandsfahig gegen Podosphaera leucotricha
herausgestellt (Tabelle 3.1.). In der QTL-Kartierung einer Nachkommenschaft aus
‘Discovery’ x 'Prima’ (THIERMANN et al., 2002) konnten auf der Karte von 'Discovery’
mehrere Genombereiche mit starken QTL-Effekten fir Mehltauresistenz identifiziert
werden. Dies bedeutet, dass es sich bei dieser Sorte um einen Genotyp handelt, der
neben Schorfresistenz eine starke polygen bedingte Mehltauresistenz besitzt. Wegen
ihrer polygen bedingten Resistenz flir zwei der wichtigsten pilzlichen Pathogene im
Apfelanbau und den zusatzlich positiven Fruchteigenschaften ist diese Sorte als Kreu-
zungspartner im Rahmen einer Resistenzziichtung sehr zu empfehlen.

Die Resistenz von Wildarten ist im Gegensatz zu der Widerstandsfahigkeit der Kultur-
sorten in viele Fallen auf einzelne Majorgene zurlickzufiihren (KNIGHT und ALSTON,
1968; DAYTON, 1977; GALLOT et al., 1985; HEMMAT et al., 1994). Eine Beteiligung
von modifizierenden Minorgenen ist jedoch sehr wahrscheinlich (ALSTON, 1983;
KRUGER, 1994; BATLLE und ALSTON, 1996). In der Stirke ihrer Resistenz sind die
Wildarten den Kultursorten im Allgemeinen Uberlegen (KNIGHT und ALSTON,1968;
FISCHER et al., 1984), jedoch ist die Gefahr des “Brechens" solcher Resistenzen
durch neue Pathotypen des Erregers wegen der geringen Zahl beteiligter Gene weit-

aus hoher.
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Wie erwartet blieben die meisten Wildarten und Wildartderivate des Malus- Testsor-
timents am Standort Ahrensburg in allen drei Jahren ohne Mehltaubefall (Tabelle
3.1.). Von dieser Erwartung abweichend war allerdings bei Malus zumi calocarpa und
dem 'White Angel’-Samling 89/9-4 Befall festgestellt worden. Bei 89/9-4 kann davon
ausgegangen werden, dass der Genotyp nicht Trager der Pl,-Resistenz ist, denn bei
molekularen Untersuchungen wurde ein eng gekoppeltes Markerfragment nicht
amplifiziert (C. JAMES, pers. Mitteilung). Dieser Umstand war bisher nicht bemerkt
worden, da der aus einer freien Abbllite von "White Angel’ stammende Samling 89/9-
4 am urspringlichen Standort Ahrensburg unter dem dortigen geringen Infektions-
druck im Freiland befallsfrei geblieben war. Erst die im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit durchgefiihrte Priifung unter optimierten Befallsbedingungen im Folientunnel
zeigte seine Anfalligkeit.

Der im Testsortiment verwendete Malus zumi calocarpa ist nicht der Genotyp, flir
den die Pl,-Resistenz urspriinglich beschrieben worden war. Es handelt sich vielmehr
um einen Wildtyp aus der Malus-Genbank in Dresden-Pillnitz, welcher am Institut fiir
Obstziichtung in Dresden-Pillnitz in der Resistenzziichtung eingesetzt wird. In der
molekularen Untersuchung mit dem PIl,-SCAR-Marker N18 (SEGLIAS-HODEL, 1997)
wurde das erwartete Markerfragment nicht amplifiziert. An den anderen Standorten
des Testsortiments blieb der Genotyp jedoch befallsfrei (Kapitel 7.1.2.). Da der Befall
nur im ersten Jahr der Befallserfassung aufgetreten war, kann es sich auch um eine
Form von juveniler Anfalligkeit handeln, die fir junge Apfelsamlinge haufig beschrie-
ben wird (MIHATSCH und MILDENBERGER, 1967; JANSE et al. 1994).

Alle als resistent eingestuften Wildarten und deren Derivate sind prinzipiell als Re-
sistenzdonoren in der Apfelziichtung geeignet. Dabei sollte aber beachtet werden,
dass die Resistenz der im Testsortiment charakterisierten Genotypen meist monogen
bedingt ist. Um eine schnelle Uberwindung dieser Resistenzen durch neue Rassen
des Erregers zu vermeiden, sollte deshalb eine Akkumulation verschiedener Resisten-
zen in einem Genotyp, auch als “Pyramidisieren" von Resistenzgenen bezeichnet,

angestrebt werden.

Die Umweltabhdngigkeit der Mehltauresistenzauspragung ist ein vieldiskutiertes
Problem (MIHATSCH und MILDENBERGER, 1966b; LESPINASSE et al., 1976; SCHU-
EPP et al., 1987; FISCHER, 1994a; Fischer et al., 1994). Laut SCHANDER (1958) ist
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der Befall von Apfelgenotypen mit Echtem Mehltau an einem Standort abhdngig von
der allgemeinen Witterung vor Ort, dem Nahrstoffstatus des Genotypen, der verwen-
deten Unterlage, dem Laubalter zum Zeitpunkt der Infektion und einem potentiellen
Rassenspektrum des Erregers. MIHATSCH und MILDENBERGER (1966b) postulieren
deshalb, dass die Resistenz eines Apfelgenotypen grundsatzlich nur flir den jeweils
untersuchten Standort definiert werden kann. KELLERHALS und FURRER (1994) sind
zu der Erkenntnis gekommen, dass sichere Aussagen Uber den Resistenzgrad eines
Genotypen erst gemacht werden kdnnen, wenn mehrere Jahre an mehreren Standor-
ten geprift wird.

Die Befallserfassung des Malus - Testsortiments an verschiedenen Standorten inner-
halb Europas zeigt, dass die Ergebnisse der einzelnen Standorte durchaus vergleich-
bar sind (Kapitel 7.1.2.): Die Resistenz der Wildarten und Wildartderivate ist an allen
Standorten gegeben und auch ‘Diilmener Rosenapfel’, ‘Rote Sternrenette’ und 'Disco-
very’ zeigen unabhdngig vom Standort keinen bzw. nur sehr geringen Befall. Diese
Genotypen sind also nicht nur lokal von Bedeutung, sondern kdnnen Uberregional fiir

die Zlichtung empfohlen werden.

4.2. Kartierung des Resistenzgens Pl

Die Selektion weiterer polygen bedingter Resistenzquellen ist nur ein Meilenstein auf
dem Weg zur dauerhaft mehltauresistenten Apfelsorte. Auch die gezielte Akkumulati-
on verschiedener monogen bedingter Resistenzen in einem Genotyp vermindert die
Gefahr der Uberwindung der Resistenz durch den Erreger. Dieses “Pyramidisieren®
von verschiedenen Resistenzgenen ist nur mit Hilfe eng gekoppelter molekularer
Marker mdglich (GESSLER und BLAISE, 1994; KELLERHALS und FURRER, 1994; KEL-
LY, 1995; ADAM und SOMERVILLE, 1996; KNAPP, 1998). Die Entwicklung solcher
Marker ist somit eine Grundvoraussetzung zur Steigerung der Effizienz von zuklnfti-
gen Resistenzzuchtprogrammen. Im Bezug auf das Mehltauresistenzgen Pl; aus Ma-
lus robusta stand zu Beginn dieser Arbeit bereits der SCAR-Marker AT20-450 (MAR-
KUSSEN, 1996) zur Verfiigung. Da der Marker jedoch in unterschiedlichem geneti-
schen Hintergrund nicht immer entsprechend der Merkmalsauspragung ‘Mehltaure-
sistenz’ spaltet (URBANIETZ et al., 1998; KELLERHALS et al., 2000; BUS et al., 2000)
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sollten weitere, enger an Pl; gekoppelte molekulare Marker mit Hilfe einer AFLP-
gestltzten “Bulked-Segregant-Analyse" identifiziert werden.

Zur Identifizierung von eng an das Zielgen gekoppelten molekularen Markern ist in
der Regel eine moglichst groBe spaltende Nachkommenschaft notwendig. Da eine
solche zu Beginn dieser Arbeit nicht vorhanden war, wurde die Kartierungspopulation
99/2 durch eine Kreuzung von der anfalligen Kultursorte ‘Idared’” mit dem resistenten
Zuchtklon 78/18-4 erstellt. Abbildung 2.1. zeigte, dass die Mehltauresistenz von
78/18-4 aus einem der von KNIGHT und ALSTON (1968) als Trager der Pl;-Resistenz
definierten Zuchtklone stammt. Die Befallserfassung ist visuell anhand eines Bonitur-
schemas vorgenommen worden. OLMSTEAD et al. (2001b) haben verschiedene For-
men der Befallserfassung im Bezug auf den echten Mehltau an StBkirschen mitein-
ander verglichen. Das Ergebnis einer visuellen Befallserfassung ist dabei nicht signifi-
kant von anderen Formen der Befallserfassung abgewichen, war aber schneller und
weniger arbeitsaufwendig. Auch PAUQUET et al. (2001) befanden eine visuelle Be-
fallsbewertung als ausreichend fiir die Kartierung eines Mehltauresistenzgens bei
Weinreben. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass eine visuelle Befallser-
fassung auch fir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ausreichend war.

Die Identifizierung eng an das Zielgen gekoppelter molekularer Marker mit Hilfe der
AFLP-Technik wurde bereits bei zahlreichen Kulturpflanzen beschrieben (z. B. THO-
MAS et al., 1995; NEGI et al., 2000; XU und KORBAN, 2000; PAUQUET et al., 2001).
Durch die Testung von 540 AFLP-Primerkombinationen in der “Bulked-Segregant-
Analyse" konnten flinf Marker mit offensichtlicher Kopplung an das Mehltauresistenz-
gen Pl; identifiziert werden, jedoch nur zwei waren enger an das Zielgen gekoppelt
als der SCAR-Marker AT20-450.

Ursache hierfiir kdnnte eine gewisse Ungenauigkeit in der Befallserfassung sein: Die
Auswahl der Genotypen flr die “Bulked-Segregant-Analyse" erfolgte wegen des zeit-
lichen Rahmens dieser Arbeit aufgrund der Befallserfassung im Folientunnel wahrend
des Aussaatjahrs. Die Aussagefdhigkeit einer solchen Friihselektion ist jedoch um-
stritten (SCHANDER, 1958; MIHATSCH und MILDENBERGER, 1967; VISSER und
VERHAEGH, 1979; ALSTON, 1983; KORBAN und DAYTON, 1983; GOONEWARDENE
et al., 1986; KORBAN und RIEMER, 1990; KELLERHALS und FURRER, 1994; JANSE et
al., 1994; MEHLENBACHER, 1995). Wahrend einige Autoren (SCHANDER, 1958;
ALSTON, 1983; MEHLENBACHER, 1995) eine Selektion im Samlingsstadium wahrend
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der Gewachshausphase fiir méglich halten, lehnen andere (MIHATSCH und MILDEN-
BERGER, 1967; KORBAN und DAYTON, 1983; JANSE et al., 1994; KELLERHALS und
FURRER, 1994) dies grundsatzlich ab. Sie beflirworten die Auswertung eines mehr-
jahrigen Befallsmittels im Freiland als maBgebend flir die Definition des Resistenzsta-
tus’ eines Genotyps. Wegen des witterungsbedingt geringen Befallsdrucks im Freiland
von Ahrensburg wirde das fiir die vorliegende Arbeit, abgesehen vom Zeitfaktor,
vermutlich aber keine verldsslicheren Daten erbracht haben. KORBAN und RIEMER
(1990) sind der Auffassung, dass der Infektionsdruck im Gewachshaus generell zu
stark sei. Mit der vorliegenden Arbeit konnte dies jedoch nicht bestdtigt werden,
denn erst im dritten Standjahr hatte sich ein Befallsdruck aufgebaut, der die erwarte-
te 1:1-Spaltung fiir ein monogen dominantes Merkmal auch phanotypisch erkennbar
machte (Tabelle 3.3.).

GOONEWARDENE et al. (1986) beobachteten Unterschiede im Befallsbild zwischen
Gewachshaus und Freiland. VISSER und VERHAEGH (1979) postulierten sogar die
Prasenz von zwei Genen: Eines soll unter Gewachshausbedingungen wirken, wah-
rend das zweite im Freiland Resistenz bewirken soll. Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit geschaffenen optimalen Infektionsbedingungen in einem offenen Folientunnel
kombinierten die Gegebenheiten von Gewachshaus und Freiland. Der Zusammen-
hang zwischen Markerprdasenz und Resistenz war besonders eindeutig, wenn der
durchschnittliche Befall aller drei Erfassungsjahre als Grundlage fiir die Resistenzein-
stufung zur Kartierung angenommen wurde (Tabelle 3.5.). Damit konnte bestatigt
werden, dass eine Friihselektion Pli—resistenter Genotypen prinzipiell zwar mdglich
ist, die Bewertung mehrerer Befallsjahre aber eindeutigere Ergebnisse liefert. Fiir die
Erstellung der molekularen Karte sind deshalb nur Genotypen eingesetzt worden, die
in allen drei Jahren eindeutig einem Resistenzstatus zugeordnet werden konnten.
Eine weitergehende Bewertung der Resistenz der Nachkommenschaft 99/2 unter
Freilandbedingungen wird erst nach Abschluss der vorliegenden Arbeit am Institut fr
Obstziichtung in Dresden-Pillnitz erfolgen.

Im Rahmen der “Narrow-Down-Bulked-Segregant-Analyse™ wurde angestrebt, durch
eine gezielte Auswahl von rekombinanten Genotypen zur Erstellung der Bulks weitere
Marker zu identifizieren, die enger an Pl; gekoppelt sind als AFLP1 und AFLP2. Der
Test von 260 zusatzlichen AFLP-Primerkombinationen ergab zwar zwei zusatzliche

Marker fur Ply, jedoch konnten beide nicht naher am Zielgen lokalisiert werden. Ein
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wichtiges Ergebnis war jedoch die Identifizierung von AFLP6, denn durch diesen
Marker liegt nun ein flankierender Marker flir Pl; vor. Alle bis dahin identifizierten
Marker waren aufgrund gleicher Rekombinationsereignisse zusammen auf der selben
Seite des Gens lokalisiert worden. Deshalb wurde zunachst vermutet, dass Pl; am
Ende eines Chromosoms liegen koénnte. Der relativ groBe Abstand von AFLP6 zum
Genort konnte darauf hindeuten, dass Pl; auf dem Chromosom in der Nahe des
Centromers lokalisiert ist. Dies ware auch eine Erklarung daflir, dass die Identifizie-

rung von Markern im Intervall zwischen AFLP2 und PI; bisher ergebnislos blieb.

Ein Faktor, der generell die klare Eingruppierung von Samlingen einer spaltenden
Nachkommenschaft in resistent und anfallig erschwert, ist die Rolle von modifizieren-
den Minorgenen. Sie verhindern eine klare ja-nein-Reaktion im Bezug auf die Aus-
pragung von Resistenz. Dies ist wahrscheinlich auch ein Grund dafiir, dass selbst
nach drei Befallserfassungsjahren nicht alle Samlinge der Nachkommenschaft 99/2
eindeutig einem Resistenzstatus zugeordnet werden konnten. Kapitel 7.5. zeigt, dass
alle Ubergénge von véllig befallsfrei bis sehr stark befallen in der Nachkommenschaft
vorkommen. KRUGER (1994, 1995) sah den Verlust von Minorgenen im Verlauf der
mehrfachen Rilckkreuzung mit Kultursorten als einen Grund daflir, dass die Starke
der Resistenz von Pl; nachlassen kann und dass in Nachkommenschaften, die flr
diese Resistenz spalten, keine eindeutige 1:1-Spaltung in resistente und anfallige
Pflanzen vorliegt. Auch GALLOT et al. (1985) betrachten den Grund flir Abweichun-
gen vom erwarteten Spaltungsverhaltnis bei Pl;-Kreuzungen in der Beteiligung von
modifizierenden Minorgenen. KRUGER (1995) unterstreicht die Rolle, die dem Kreu-
zungspartner als Donor von potentiell resistenzunterstiitzenden Minorgenen zu-
kommt.

Die Abhangigkeit monogen vererbter Resistenzen von resistenzunterstiitzenden Mi-
norgenen wird verdeutlicht am Beispiel der Schorfresistenz Vr aus Malus floribunda
821 (PARISI et al., 1993): Die Schorfrasse 6 ist in der Lage, die VsResistenz in Malus
floribunda-Nachkommen zu Uberwinden, nicht jedoch die Resistenz von Malus flori-
bunda 821 selbst. PARISI et al. (1993) beschreiben ein haufiges Abweichen von der
erwarteten 1:1-Spaltung in Nachkommenschaften, die flir V¢ spalten. DUREL et al.
(2002) demonstrierten, dass in einer Nachkommenschaft der Veresistenten Sorte

‘Prima’ (anféllig fur die Schorfrasse 6), welche mit der leicht anfalligen Sorte ‘Fiesta’
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gekreuzt wurde, Samlinge vorkommen, die gegenliber der Schorfrasse 6 resistent
sind. Die Bedeutung von Minorgenen bei der Vererbung von V¢ wird auch von DUR-
HAM und KORBAN (1994) diskutiert.

Eine Abweichung von der erwarteten 1:1-Spaltung in resistente und anfallige Samlin-
ge in Pl;-Nachkommenschaften, wie sie auch in den ersten beiden Befallserfassungs-
jahren in der Nachkommenschaft 99/2 aufgetreten ist (Tabelle 3.3.), wurde bereits
von mehreren Autoren beschrieben (ALSTON, 1976; FISCHER, 1994a, 1994b, 1994c;
KNIGHT und ALSTON, 1968; OGNJANOV und VUJANIC-VARGA, 1988). Ahnlich wie
bei V¢ kénnte diese Abweichung in der Nachkommenschaft 99/2 auf Minorgene zu-
rickzufiihren sein, die unter dem starken Infektionsdruck im dritten Befallserfas-
sungsjahr aber nicht mehr wirksam waren.

Die Mdglichkeit der Beteiligung von mehr als einem Gen an der Pli-Resistenz ist
schon mehrfach diskutiert worden (ALSTON, 1976; VISSER und VERHAEGH, 1979;
FISCHER, 1994 a, 1994b, 1994c; KRUGER, 1994, 1995). KELLERHALS et al. (2000)
und BUS et al. (2000) stellten in ihren Versuchen zur markergestitzten Selektion
fest, dass der SCAR-Marker AT20-450 in ihren Nachkommenschaften nicht entspre-
chend der Befallsauspragung spaltet. In der Nachkommenschaft 99/2, die auf den
selben Resistenzdonor (A142/5) zurlickgeht wie die von MARKUSSEN (1996) zur I-
dentifizierung von AT20-450 verwendete Nachkommenschaft 93/9, konnte jedoch
erneut ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Marker und der Resistenzaus-
pragung festgestellt werden. Wie die Abb. 2.1. zeigt, wurden an verschiedenen Ap-
felzuchtstationen jeweils unterschiedliche Nachkommen des Malus robusta- Klons, fir
den die Pli-Resistenz urspriinglich beschrieben worden war, zur Erstellung der flir Pl
spaltenden Nachkommenschaften verwendet. Der Marker spaltet in den aus Ahrens-
burg stammenden Nachkommenschaften entsprechend der Merkmalsauspragung. An
anderen Standorten jedoch, an denen Geschwister des in Ahrensburg verwendeten
Zuchtklons A 142/4 als Grundlage zur Ziichtung Pl;-resistenter Nachkommenschaften
eingesetzt worden waren, lieferte er kein befriedigendes Ergebnis (KELLERHALS et
al., 2000). Dies deutet darauf hin, dass noch weitere Gene an der Pl;-Resistenz betei-
ligt sein mussen, die nicht an die Prasenz des SCAR-Markers AT20-450 gekoppelt
sind. DUNEMANN (personliche Mitteilung) griff die Hypothese von ALSTON (1976)
auf, dass zwei Gene an der Pl;-Resistenz beteiligt sind. Eines der beiden kann mit

dem SCAR-Marker AT20-450 identifiziert werden, wahrend das zweite, welches er mit
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Ply bezeichnet, nicht mit dem Marker cosegregiert. Resistenz wird in einem Indivi-
duum nur dann ausgepragt, wenn beide Gene mit mindestens einem dominanten
Allel vorkommen. DUNEMANN (personliche Mitteilung) geht davon aus, dass am
Standort Ahrensburg nur das 'Hauptgen’ (Pl;) in den Nachkommenschaften spaltet,
wahrend an anderen Standorten beide Gene flr die Merkmalsauspragung von Bedeu-
tung sind. Wenn in 78/18-4" das Gen Pl im homozygot dominanten Zustand vorlie-
gen wirde, kame es in allen Samlingen der Nachkommenschaften zur Merkmalsaus-
pragung und das Gen ware fur die Kartierung von Pl; nicht relevant. An anderen
Standorten kdnnte Ply im resistenten Elter jedoch heterozygot vorliegen. Ein Viertel
der Samlinge triigen dann den Marker, wéren aber anfillig. Die Uberpriifung dieser
Hypothese in einer spaltenden Nachkommenschaft steht noch aus. Erste Tests mit
dem im Rahmen dieser Arbeit identifizierten CAPS-Marker ‘AUla-CAPS’ in East Mal-
ling (C. JAMES, personliche Mitteilung) deuten darauf hin, dass diese Hypothese zu-
treffend sein kdnnte.

Aussagen darliber, wie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierten Marker
in der gesamten Nachkommenschaft 99/2 spalten, kénnen bisher noch nicht gemacht
werden, weil nicht alle Samlinge in den drei Befallserfassungsjahren einem eindeuti-

gen Resistenzstatus zugeordnet werden konnten.

4.3. Entwicklung spezifischer Marker fiir Pl

Um die neu identifizierten AFLP-Marker im Rahmen einer markergestitzten Selektion
effektiv einsetzten zu kdnnen, ist die Umwandlung von AFLP1 und AFLP2 in SCAR-
Marker angestrebt worden. SCAR-Marker sind im Vergleich zu den urspriinglichen
AFLP-Markern einfacher handhabbar und preiswerter (SHAN et al., 1999).

Die Konvertierung von AFLP-Markern in SCAR-Marker wurde bereits von verschiede-
nen Autoren beschrieben (z. B. MEKSEM et al., 1995; BRADEEN und SIMON, 1998;
SHAN et al., 1999; NEGI et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte einer der
beiden am engsten gekoppelten AFLP-Marker, AFLP1, sowohl in einen CAPS- als auch
in einen SCAR-Marker umgewandelt werden.

Als Ergebnis der Sequenzierung der ausgeschnittenen und klonierten AFLP-Banden

wurden fur beide AFLP-Marker Klone mit unterschiedlicher Basensequenz aus dem-
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selben Transformationsvorgang identifiziert. Das Insert, welches in der Mehrzahl der
Klone eines Transformationsvorgangs sequenziert worden war, stellte sich in beiden
Fallen spater auch als dasjenige heraus, welches das urspriingliche AFLP-Marker-
fragment enthielt. Dieses Phanomen war bereits in den Arbeiten von SHAN et al.
(1999) aufgetreten und deutet darauf hin, dass auBer dem Markerfragment weitere
im Hintergrund vorhandene ’'Schattenbanden’ der gleichen FragmentgréBe vom
AFLP-Gel mit ausgeschnitten und kloniert wurden.

Das Hauptproblem bei der Erstellung von SCAR-Markern auf der Basis von AFLP-
Fragmenten scheint darin zu liegen, den AFLP-Polymorphismus auf die SCAR-Marker
zu Ubertragen. In den meisten Fallen wird zwar ein Fragment amplifiziert, dieses ist
aber haufig nicht polymorph (MEKSEM et al., 1995; SHAN et al., 1999; NEGI et al.,
2000). MEKSEM et al. (1995) fuhren dies auf die eventuell zu geringe FragmentgréBe
des SCAR-Amplifikats von nur 80-120 bp zurtick. SHAN et al. (1999) gehen davon
aus, dass das Problem in der Natur der AFLP-Marker begriindet liegt: Die SCAR-
Primer-Sequenzen liegen zumeist im mittleren Bereich des AFLP-Fragments, wahrend
der Polymorphismus des AFLP-Markers AFLP-Primer-spezifisch sein kann. Er ware in
diesem Fall mit den SCAR-Primern nicht reproduzierbar. NEGI et al. (2000) betonen,
dass es wichtig ist, die flankierenden Regionen des AFLP-Fragments bei der SCAR-
Marker Entwicklung mit zu bericksichtigen um so mégliche Unterschiede in den En-
zymschittstellen zu identifizieren und gleichzeitig die Fragmentldnge des SCAR-
Amplifikats zu vergréBern.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten mit den auf der Basis der Sequenz des
AFLP-Markerfragments erstellten SCAR-Primern auf Agarose-Gelen kein Unterschied
zwischen anfélligen und resistenten Genotypen erkennbar gemacht werden. Erst mit
Hilfe der hochauflésender SSCP-Gele war dieses moglich. Die Hybridisierung der
AFLP-Fragmente mit Sonden aus SCAR-Amplifikationen von anfélligen und resisten-
ten Genotypen ergab unabhangig von der Sonde grundsatzlich nur dann ein Signal,
wenn der zur AFLP-Reaktion eingesetzte Genotyp resistent war. Die Unterschiede
zwischen SCAR-Fragmenten von anfélligen und von resistenten Genotypen mdissen
demnach duBerst gering sein, was durch die getrennte Sequenzierung dieser Frag-
mente bestatigt werden konnte. Abweichend von den Arbeiten von SHAN et al.
(1999) und NEGI et al. (2000) lagen die Basenunterschiede jedoch im mittleren Be-
reich des AFLP-Fragments. Durch Bertlicksichtigung der identifizierten SNP’s (Single
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Nucleotide Polymorphism) bei der Primer-Erstellung war es maglich, fir AFLP1 den
polymorphen SCAR-Primer AU1b-SCAR zu entwickeln.

Als Alternative zum SCAR-Marker ist es durch Identifikation einer Restriktionsschnitt-
stelle des Enzyms Dde I im Bereich der SNP’s gelungen, den auf Agarosegelen nicht
polymorphen SCAR-Marker AU1a-SCAR in einen polymorphen codominanten CAPS-
Marker umzuwandeln. Versuche, den CAPS-Marker in einer markergestitzten Selekti-
on von spaltenden Nachkommenschaften mit anderem genetischen Hintergrund ein-
zusetzen, zeigten, dass der Marker unabhangig vom genetischen Hintergrund spaltet
(C. JAMES, pers. Mitteilung). Der groBere finanzielle Aufwand flir AUla-CAPS durch
den Einsatz eines Restriktionsenzyms ist im Hinblick auf einen Einsatz in einer mar-
kergestiitzten Selektion groBer Nachkommenschaften jedoch negativ zu bewerten.
Im Bezug auf AFLP2 war auch das Amplifikationsprodukt des SCAR-Markers, der un-
ter Berlicksichtigung der identifizierten Sequenzunterschiede erstellt worden war,
nicht polymorph. Ein Grund dafiir kénnte eine noch nicht optimale Primersequenz
sein. Schon die Auftrennung auf einem SSCP-Gel ergab flir AU2a-SCAR ein viel kom-
plexeres Bandenmuster im Bereich der Markerbande als dies bei AUla der Fall war.
Entsprechend schwieriger ist es wahrscheinlich auch, den Sequenzunterschied zu
finden, der den Unterschied zwischen resistenten und anfélligen Genotypen in der
AFLP-Marker-Analyse bedingt. Es besteht weiterhin die Mdglichkeit, dass im Fall von
AFLP2 , ahnlich wie bei NEGI et al. (2000) beschrieben, zusatzlich Unterschiede im
Bereich der Enzymschnittstellen flir den Polymorphismus auf AFLP-Ebene verantwort-

lich sind.

4.4. Charakterisierung von Podosphaera leucotricha

Die Charakterisierung von physiologischen Rassen von Podosphaera leucotricha ist
eine wichtige Voraussetzung fir die Ziichtung dauerhaft resistenter Apfelsorten. Mit
Hilfe der Bestimmung von Virulenzunterschieden des Pathogens kann dessen Ent-
wicklung klarer eingeschatzt werden, was eine deutlich verbesserte Beurteilung von
Resistenz innerhalb des Zuchtmaterials bedeuten wirde.

Die Existenz physiologischer Rassen von Podosphaera leucotricha ist zwar schon von
vielen Autoren vermutet worden (SCHANDER, 1958; BLUMER, 1967; MIHATSCH und
MILDENBERGER, 1967; ALSTON, 1969 und 1983; COYIER, 1974; KORBAN und DAY-
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TON, 1983; GOONEWARDENE et al., 1986, SCHEEWE, 1990), jedoch war KRIEG-
HOFF (1995) der erste, der durch gezielte Erstellung und Untersuchung von Einspori-
solaten des Erregers einen begriindeten Hinweis zur Existenz von Pathotypen liefer-
te.

Die Natur des Erregers als obligat biotropher Parasit, der mit dem Wind verbreitet
wird, macht die Kultur von Podosphaera leucotricha isoliert von der AuBenwelt auf
ganzjahrig belaubtem Pflanzenmaterial der Gattung Malus notwendig. Deshalb wurde
eine Kultur des Erregers unter /n vitro-Bedingungen gewahlt. Die Sorte ‘Gibb’s Gol-
den Gage’ hatte sich in den Arbeiten von KRIEGHOFF (1995) als besonders anfallig
fur Echten Mehltau herausgestellt und konnte auch in der vorliegenden Arbeit erfolg-
reich als Wirt fiir Einsporisolate eingesetzt werden. Zur Charakterisierung von Einspo-
risolaten ist zundchst die Inokulation von in vitro-Material verschiedener Malus-
Genotypen, wie auch bei SCHEEWE (1990) und KRIEGHOFF (1995) beschrieben,
durchgefiihrt worden. Es hat sich jedoch herausgestellt, dass alle /n vitro getesteten
Malus-Genotypen von samtlichen im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierten
Einsporisolaten des Erregers infiziert werden konnten. Selbst an Sprossen der Wildart
Malus hupehensis, welche bei SCHEEWE (1990) und KRIEGHOFF (1995) befallsfrei
geblieben waren, konnte sporulierender Befall beobachtet werden. SCHEEWE (1990)
konnten unter /n vitro- Bedingungen sowohl an Genotypen mit Pli-Resistenz als auch
an Genotypen mit Pl,-Resistenz nach Inokulation mit einem lokalen Mischinokulum
Befall induzieren. Die Anfalligkeit resistenter Genotypen /in vitro ist entgegen der An-
sicht von KRIEGHOFF (1995) wahrscheinlich auf Veranderungen in der Blattmorpho-
logie zurlickzufiihren, die in Zusammenhang mit der /n vitro-Kultur stehen.
KRIEGHOFF (1995) stellte einen engen Zusammenhang zwischen /n vitro-Ergeb-
nissen und Freilandbonituren fest. Wenn jedoch Genotypen, die langjahrig an ver-
schiedenen Standorten als resistent beurteilt worden waren, /n vitro infiziert werden,
kann dies nicht zutreffen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist deshalb davon Ab-

stand genommen worden, Infektionsversuche an /n vitro-Material durchzufiihren.

Da keine geeignete Methode zur Unterscheidung der etablierten Einsporisolate auf
phytopathologischer Basis zur Verfiigung stand, wurden die Isolate zunachst auf mo-
lekularer Ebene miteinander verglichen. Ziel der molekularen Untersuchungen war

es, die genetische Variabilitdt der Einsporisolate festzustellen und die Anzahl der Iso-
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late flir die anschlieBende phytopathologische Charakterisierung auf unterscheidbare
einzuschranken. Die Wahrscheinlichkeit einer Erfassung physiologischer Rassen des
Erregers unter den Einsporisolaten setzt voraus, dass die in den Inokulationsversu-
chen eingesetzten Isolate genetisch divers sind.

Der Vergleich der genetischen Variabilitat zwischen Isolaten von unterschiedlichen
Standorten gibt Aufschluss Uber die Mutationsrate des Erregers und ermdglicht da-
durch eine Einschatzung der zu erwartenden Virulenzentwicklung. Dieses ist eine
Grundvoraussetzung fir die Zichtung dauerhaft resistenter Apfelsorten (SIEROTZKI
und GESSLER, 1998). Molekulare Untersuchungen beim Erreger des Apfelschorfs,
Venturia inaequalis, haben gezeigt, dass vor allem die geringe genetische Variabilitat
im aktuellen Sortenspektrum, verbunden mit einem monokultur-ghnlichen Anbausys-
tem von Sorten mit gleichen Resistenzgenen, den Selektionsdruck zur Uberwindung
von Schorfresistenz stark vergroBert (SIEROTZKI et al., 1994; TENZER und GESSLER,
1994; TENZER et al., 1999). Ein solcher Selektionsdruck wird unter vergleichbaren
Anbaubedingungen hdchstwahrscheinlich auch im Bezug auf den Echten Mehltau am

Apfel wirken.

Die molekulare Charakterisierung von Podosphaera leucotricha zeigte, dass die gene-
tische Variabilitat des Erregers sehr gering ist. Aus diesem Grund konnte mit einer
DNA-Isolierung nach dem PEX-Protokoll in Verbindung mit einer Analyse auf RAPD-
Marker-Basis kein auswertbares Ergebnis erzielt werden. Erst nach Anwendung der
AFLP-Technik standen genligend polymorphe Marker fir die Erstellung eines
Dendrogramms zur Verfiigung. Die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der identifi-
zierten Marker war daflir eine wichtige Voraussetzung, denn obwohl die AFLP-
Technik sehr verlassliche Ergebnisse liefert, sind nicht alle Banden eines AFLP-Gels
grundsatzlich reproduzierbar (VAN TREUREN, 2001).

McDERMOTT et al. (1994) konnten beim Gerstenmehltau (Erysiphe graminis f. sp.
hordei), einem Erreger, der sich sehr stark auch Uber die sexuelle Phase verbreitet,
mit Hilfe von RAPD-Markern einen Polymorphiegrad von 47 % feststellen.

DELEYE et al. (1995, 1997) zeigten beim Rebenmehltau (Uncinula necator), dass Iso-
late aus Primarbefall mit Hilfe von RAPD-Markern eindeutig von Isolaten aus Sekun-
darbefall unterscheidbar sind. Sie vermuten, dass es sich hier um zwei unterschiedli-

che Formen des Erregers handelt. Dass Ascosporen entgegen bisheriger Vermutun-
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gen auch im Rebenmehltau eine wichtige Quelle von Inokulum darstellen, wurde von
CORTESI et al. (1997) gezeigt. DELEYE et al. (1997) konnten auBerdem auf moleku-
larer Ebene nachweisen, dass nicht der Wind sondern vielmehr der Transport von
Pflanzenteilen durch den Menschen das wichtigste Medium flir die Verbreitung von
Genotypen des Erregers darstellt. Rund 50% der getesteten RAPD-Primer ergaben
beim Rebenmehltau polymorphe Marker (DELEYE et al., 1995).

Bei Ascomyceten wird die sexuelle Entwicklung von einem einzelnen Genlocus (“*ma-
ting type locus™) kontrolliert (TURGEON, 1998). Die beiden Allele, die den “mating
type" bedingen, sind genetisch voneinander vdllig verschieden, jedoch an der glei-
chen Position im Genom lokalisiert. Der “mating type" ist deshalb mit molekularen
Methoden einfach zu identifizieren. Die beiden “mating types" von Phytophtora in-
festans konnten in dem von PURVIS et al. (2001) mit Hilfe der AFLP-Technik erstell-
ten Dendrogramm zwei unterschiedlichen Clustern zugeordnet werden, was darauf
hindeutet, dass zwischen den beiden “mating types" des Erregers der GenfluB sehr
beschrankt ist.

Der Polymorphiegrad auf AFLP-Ebene lag bei Phytophtora infestans bei rund 20%.
Bei AFLP-Analysen des bodenbirtigen Erregers der “braunen Stengelfaule" an Soja-
bohnen, Phialophora gregata, waren 36% der Banden polymorph (MENG und CHEN,
2001). Der in der vorliegenden Arbeit flir Podosphaera leucotricha-Isolate detektierte
Polymorphiegrad von weniger als 1% deutet darauf hin, dass die sexuelle Phase des
Erregers flr die Verbreitung des Pathogens nicht von Bedeutung ist. Dies wurde von
vielen Autoren bisher auch postuliert (KOTTE, 1958; SCHANDER, 1958; ALEXOPU-
LOS, 1966; BOMEKE, 1978; ZELLER, 1989; HOFFMANN et al., 1994; FRIEDRICH und
RODE, 1996).

Das auf 31 Einsporisolaten von Podosphaera leucotricha basierende Dendrogramm
ist in zwei Hauptcluster unterteilt, die generell eine Unterscheidung von Isolaten aus
Primar- und Sekundarbefall darstellt, wie sie auch beim Rebenmehltau (DELEYE et
al.,1995, 1997) beobachtet worden war. Jedoch spricht die Positionierung von weni-
gen Isolaten aus Sekundarbefall (Ahr-G1, Ahr-G2, Ahr-G4, Ahr-A und Ahr-D) im “Pri-
marbefalls-Cluster® gegen diese Hypothese. Auch die Annahme, dass die beiden
Cluster den Unterschied zwischen Isolaten von Standorten innerhalb und auBerhalb
Deutschlands widerspiegeln, wird durch die Lokalisierung der oben genannten Isolate

im Cluster der “nicht-deutschen" Isolate widerlegt.
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Es besteht die Mdglichkeit, dass die Auftrennung der Isolate in zwei Cluster auf eine
genetische Distanz der beiden Paarungstypen des Erregers zurlickzufiihren ist, wie es
auch PURVIS et al. (2001) flr Phytophtora infestans beschrieben haben. COYIER
(1974) konnte zeigen, dass auch Podosphaera leucotricha heterothallisch ist.

Durch Paarungsversuche mit den Isolaten des Dendrogramms, wie sie von COYIER
(1974) durchgefiihrt worden sind, kdnnte diese Hypothese Uberprift werden. Aus
Zeitgrinden konnte dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit aber nicht geschehen.
Die Verteilung innerhalb des Clusters, in dem alle “nicht-deutschen" Isolate enthalten
sind, zeigt, dass die genetische Distanz der “nicht-deutschen" Isolate zu jenen aus
Ahrensburg zunimmt, je weiter der Herkunftsort von Ahrensburg entfernt ist. Das
kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass, wie bereits bei DELEYE et al (1997) fir Re-
benmehltau beschrieben, dem Wind als Medium zur Verbreitung von Podosphaera
leucotricha Giber groBere Entfernungen eine geringere Bedeutung zukommt, als dies
beispielsweise beim Getreidemehltau (McDERMOTT et al., 1994) der Fall ist.
SIEROTZKI et al. (1994) konnten nachweisen, dass Isolate des Erregers des Apfel-
schorfs, Venturia inaequalis, eine hohe Wirtsspezialisierung besitzen. So war es zwar
maoglich, Isolate von verschiedenen Wirtspflanzen mit Hilfe molekularer Marker von-
einander zu unterscheiden, an Isolaten des gleichen Wirts jedoch war dies oft nicht
moglich. Bei Inokulationsversuchen zeigte ein Isolat die groBte Virulenz immer auf
dem Malus-Genotyp, von dem es isoliert worden war.

Eine ahnliche Wirtsspezialisierung des Pathogens kénnte auch im Fall von Po-
dosphaera leucotricha vorliegen. Dies wiirde erklaren, warum die Isolate von 'Bitten-
felder Samling’ und auch die Isolate aus East Malling eine duBerst geringe genetische
Variabilitat zeigen. Es wirde auch erklaren, warum die Isolate Ahr-G1, Ahr-G2 und
Ahr-G4, welche von dem unmittelbar neben ‘Bittenfelder Samling” wachsenden Malus
‘Gibb’s Golden Gage' isoliert worden waren, genetisch sehr verschieden von den Iso-
laten von ‘Bittenfelder Samling’ sind. In Angers hingegen, wo nach LESPINASSE et al.
(1976) auBerst giinstige Bedingungen fiir die Entwicklung von Podosphaera leucotri-
cha herrschen, kdénnte wegen einer entsprechend haufiger stattfindenden sexuellen
Reproduktion die genetische Variabilitat des Erregers deutlich groBer als in Ahrens-
burg oder East Malling sein. Dies kdnnte der Grund daflir sein, dass die vier franzdsi-
schen Isolate, welche von einer einzigen Apfelsorte (‘Golden Delicious’) des Standorts

Angers erstellt worden waren, genetisch sehr verschieden sind.
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Auf der Basis ihrer im Dendrogramm visualisierten genetischen Distanz wurden sechs
Isolate, die flinf verschiedene Herkunftslander reprasentieren, fiir die weiteren Un-

tersuchungen ausgewahlt.

Nach der Gen-flir-Gen-Hypothese von FLOHR (1971) wird bei ADAM und SOMERVIL-
LE (1996) eine physiologische Rasse definiert als ein virulentes Pathogen, welches in
der Lage ist, den Resistenzmechanismus einer Wirtspflanze zu iberwinden. Entwe-
der, indem es vom Resistenzmechanismus der Pflanze nicht erkannt wird, oder aber,
indem es den Resistenzmechanismus auBer Kraft setzt. HOFFMANN et al. (1994) be-
zeichnen eine physiologische Rasse als eine durch unterschiedliches Infektionsver-
mogen gekennzeichnete Untereinheit eines Erregers. Dies bedeutet flir die vorlie-
gende Arbeit, dass Uber isolatabhdngige Resistenzunterschiede zwischen Malus-
Genotypen physiologische Rassen des Erregers identifiziert werden kénnen. Dabei
kann auch ein unter Freilandbedingungen anfalliger Malus- Genotyp Trager eines
Resistenzgens sein. Ein Beispiel hierfir ist die Apfelsorte ‘Golden Delicious’, welche
die Vg-Resistenz gegen die Schorfrasse 7 besitzt, flr alle anderen Schorfrassen je-
doch hochanfallig ist (MACHARDY et al., 2001).

Es ist in der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen worden, dass physiologische
Rassen, sofern sie innerhalb der 31 etablierten Isolaten vorkommen sollten, durch
Pathogenitatsunterschiede der sechs augewahlten Einsporisolate identifiziert werden
kdnnten. Als Pflanzenmaterial fir die Inokulationsversuche ist auf das zur Selektion
neuer Resistenzquellen verwendete Malus-Testsortiment (Kapitel 7.1.1.) zuriickge-
griffen worden, welches neben den bei KRIEGHOFF (1995) verwendeten Wildarten
oder Wildartderivaten mit zumeist monogen bedingter Resistenz auch Kultursorten
mit verschieden stark ausgepragter polygen bedingter Resistenz beinhaltet. Im Be-
reich der alten Kultursorten werden Genotypen erwartet, bei denen sich durch lang-
jahrige Koevolution mit dem Erreger rassenspezifische Resistenzen entwickelt haben
kdnnen. Als ein zusatzlich positiver Nebeneffekt der Inokulationsversuche wird die
Resistenz der Malus- Genotypen des Testsortiments auf diese Weise genauer charak-

terisiert.
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Fir die Durchfiihrung von Inokulationsversuchen hat sich die Inokulation von abge-
trennten Einzelblattern von Gewachshauspflanzen mit Hilfe eines Inokulationsturms
als effektivste Methode erwiesen. Diese Inokulationsweise ist bereits bei Gersten-
mehltau (McDERMOTT et al., 1994), Weizenmehltau (HSAM et al., 1998), Echtem
Mehltau an Melone (HOSOYA et al., 1999), SiiBkirsche (OLMSTEAD et al., 2001a,
2001b) oder Rose (LINDE und DEBENER, 2002) mit Erfolg durchgeftihrt worden. Eine
Inokulation durch Uberstreichen von infizierten Bléttern, wie bei KRIEGHOFF (1995)
fur Apfelmehltau sowie DOSTER und SCHNATHORST (1985) oder DELEYE et al.
(1997) fur Rebenmehltau beschrieben wurde, ist bei den ersten Sprossinokulations-
versuchen zunachst verwendet worden, wurde dann jedoch wegen der mangelnden
Standardisierbarkeit und Schwierigkeiten in der Auswertung verworfen. Eine Inokula-
tion mit Hilfe einer Konidiensuspension (SCHEEWE, 1990) wird von vielen Autoren
abgelehnt, weil die hydrophoben Konidien in Wasser leicht verklumpen und die Keim-
fahigkeit sehr schnell nachlasst (SCHANDER, 1958; BLUMER, 1967; KASPERS, 1967;
GOSZYNSKI und CIMANOWSKI, 1985; KRIEGHOFF, 1995). XU und BUTT (1998) ha-
ben bei Inokulationsversuchen mit Podosphaera leucotricha Konidien mit einem Pin-
sel Ubertragen und eine sehr groBe Variation von 10-45 % Inokulationserfolg beo-
bachtet. In der vorliegenden Arbeit sollten durch die Verwendung des Inokulations-
turms gleichmaBige Konidiendichten auf die Blatter aufgebracht werden, um so eine
mogliche Variation im Infektionsergebnis zu minimieren.

Zur Vermeidung einer Kontamination mit Mikroorganismen wurde bei Mehltau-
Inokulationsversuchen an Weinrebe (DELEYE et al., 1995; PAUQUET et al., 2001),
Poinsettia (CELIO und HAUSBECK, 1998), Melone (HOSOYA et al., 1999) oder SuB-
kirsche (GROVE und BOAL, 1991; OLMSTEAD et al., 2001a, 2001b) eine Oberfla-
chensterilisation durchgefiihrt. Im Bezug auf den Apfel hat sich diese Methode je-
doch als nicht sinnvoll erwiesen. Vermutlich wegen einer starken Absonderung von
phenolischen Substanzen als Folge kleinster Verletzungen der Blattoberflache wah-
rend der Oberflachensterilisation haben nur wenige Blatter bis zum Zeitpunkt der
Auswertung (berlebt. Ahnliche Effekte wurden auch bei der Inkulturnahme von Ma-
lus-Sprossspitzen /n vitro festgestellt (SCHEEWE et al., 1990; KRIEGHOFF, 1995). Bei
Versuchen zur Oberflachensterilisation wurde zudem festgestellt, dass auf Blattern
resistenter Genotypen Mehltaukolonien auftraten, ohne dass diese zuvor mit dem

Erreger inokuliert worden waren. Daraus kann man schlieBen, dass auf dem Blatt
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bereits vorhandene Sporen von Podosphaera leucotricha den Sterilisationsprozess
Uberlebt haben und sich die Blattoberflache durch die Oberflachenbehandlung derart
verandert haben muss, dass eine Infektion stattfinden konnte.

Da eine Kontamination mit anderen Mikroorganismen durch die Verwendung von
Benzimidazol-Agar als Kulturmedium (HSAM et al., 1998) ausreichend unterdriickt
werden konnte, ist in der vorliegenden Arbeit auf die Oberflachensterilisation verzich-

tet worden.

Als ausschlaggebend flir das spatere Inokulationsergebnis hat sich das Alter des ein-
gesetzten Blattmaterial herausgestellt. Es war selbst bei sehr anfdlligen Genotypen
wie ‘Gibb’s Golden Gage’ nicht mdglich, einen Befall auf ausgewachsenen Blattern zu
induzieren. Diese auch als ontogene Resistenz bezeichnete “Altersresistenz" von Blat-
tern wurde bereits von vielen Autoren im Bezug auf Apfelmehltau beschrieben (KOT-
TE, 1958; SCHANDER, 1958; SEEM und GILPATRICK, 1980; ELLIS et al., 1981;
GOSZCYNSKI und CIMANOWSKI, 1985; LALANCETTE und HICKEY, 1985) und konnte
auch an /in vitro-Sprossen beobachtet werden (SCHEEWE, 1990; KRIEGHOFF, 1995).
Ontogene Resistenz ist eine Hauptursache fiir UnregelmaBigkeiten im Inokulationser-
gebnis. Da nicht immer alle Malus-Genotypen zum Zeitpunkt der Inokulation Blatter
im ‘richtigen’ Altersstadium hatten, wurden zum Teil auch suboptimale Blattstadien in
den Inokulationsversuchen eingesetzt. Deshalb wurde ein Malus-Genotyp selbst dann
fur anfallig flr ein Einsporisolat erklart, wenn er in nur einer Widerholung infiziert
war.

Das als Ergebnis der Inokulationsversuche erstellte Malus-Differentialsortiment er-
moglicht eine Unterscheidung von funf Einsporisolaten, die finf unterschiedliche
Herkunftslander reprasentieren. Damit kann eine Existenz von physiologischen Ras-
sen des Erregers als gegeben betrachtet werden. Gleichzeitig wird durch das Diffe-
rentialsortiment gezeigt, dass Resistenzen von Malus-Genotypen rassenspezifisch
sein kdnnen. Im Hinblick auf eine Zlichtung dauerhaft mehltauresistenter Apfelsorten
muss somit der Rassenspezifitdt von Mehltauresistenz bei einer “Pyramidisierung"
verschiedener Resistenzgene besondere Beachtung zukommen.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit vorgenommene Charakterisierung des Malus-

Testsortiments mit sechs ausgewahlten Einsporisolaten gibt einen ersten Hinweis auf
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eine rassenabhangige Resistenz von Genotypen des Sortiments und tragt somit zur

Charakterisierung potentieller neuer Resistenzquellen bei.
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7 Anhang

7.1 Testsortiment zur Selektion neuer Resistenzquellen

7.1.1. Herkunft und Befallserwartung

Gen oty Herkunft der Erwarteter
P Veredlungsreiser Resistenzgrad *
Kultursorten
Alkmene Dresden-Pillnitz Wenig anfallig
Carola Dresden-Pillnitz widerstandsfahig
Danziger Kant Dresden-Pillnitz unanfallig
Delicious East Malling Wenig anfallig
Democrat East Malling Wenig bis mittel anfallig

Dilmener Rosenapfel

Dresden-Pillnitz

widerstandsfahig

Glockenapfel

Dresden-Pillnitz

Wenig anfallig

Léxton’s%ﬁperb

Ziemlich anfallig

Lord Lambourne

Dresden-Pillnitz

Wenig bis mittel anfallig

Maiden’s Blush East Malling Wenig anfallig
Melba East Malling Gering bis mittel anfallig
Peasgood’s Nonesuch East Malling Wenig anfallig
Pi-AS-22/17 Dresden-Pillnitz widerstandsfahig
Rewena Dresden-Pillnitz resistent
Roter Berlepsch Hannover Wenig empfindlich
Rote Sternrenette Hannover ‘robust’
Stirling Castle East Malling unanfallig
Tydeman’s Late Orange East Malling mittel bis wenig anfallig
Worcester East Malling mittel anfallig
Anfillige Kontrollsorten
Jonathan Ahrensburg anfallig
Gibb’s Golden Gage Dresden-Pillnitz hoch anfallig

Schorfresistente Sorten

Discovery East Malling wenig anfallig
TN 10-8 Angers gering anfallig
Durello di Forli Bologna anfalig
Fiesta East Malling anfallig
Prima Dresden-Pillnitz relativ widerstandsfahig

Wildarten oder deren Derivate

Malus robusta persicifolia

Dresden-Pillnitz

resistent (Pl4)

Malus zumi calocarpa

Dresden-Pillnitz

resistent (Pl,)

Malus hupehensis (Pillnitz) Dresden-Pillnitz resistent
E 334-62 (M. hupehensis) East Malling resistent
89/9-4 (White Angel-Samling) Ahrensburg resistent (Pl,,)
E 295-4 (White Angel-Samling) East Malling resistent (Pl,)
D 12 (Original) Ahrensburg resistent (Plp)
A 871-14 (D12-Samling) East Malling resistent (Plp)
Mildew Immune Seedling Angers resistent
Malus baccata ,Jackii’ Dresden-Pillnitz resistent
Malus baccata mandshurica Ahrensburg resistent
Malus trilobata Dresden-Pillnitz resistent
Malus coronaria Dresden-Pillnitz resistent
Malus sylvestris Dresden-Pillnitz resistent

» = aus der Literatur zusammengetragen
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7.1.2. Befallserfassung an verschiedenen Standorten

Genotyp AI;':';S' Dresden |Wadenswil ME?'?I:S Angers
Alkmene anfallig anféllig anfallig Befall Befall
Carola anfallig anfallig anfallig gesund Befall
Danziger Kant anfallig anfallig anfallig gesund Befall
Delicious anfallig anfallig anfallig gesund Befall
Democrat feldresistent | feldresistent | feldresistent] gesund Befall
Dilmener Rosenapfel resistent resistent resistent gesund | gesund
Gibbs Golden Gage sehr anfallig | sehr anféllig | sehr anfallig] anfdllig | anfallig
Glockenapfel feldresistent | anfallig anfallig Befall gesund
James Grieve anfallig anfdllig | feldresistent| Befall Befall
Jonathan sehr anfdllig | sehr anfallig anfallig anfdllig | gesund
Laxton’s Superb anfallig anfallig anfallig gesund Befall
Lord Lambourne anfallig anfallig anfallig Befall gesund
Maiden’s Blush feldresistent | feldresistent | feldresistent] gesund Befall
Melba feldresistent | resistent | feldresistent] gesund Befall
Peasgood’s Nonsuch | feldresistent | feldresistent | feldresistent] gesund | gesund
Pi-AS-22/17 feldresistent | feldresistent | resistent gesund | gesund
Rewena anfallig anfallig anfallig gesund
Roter Berlepsch feldresistent | anfallig anfallig Befall gesund
Rote Sternrenette resistent resistent resistent gesund | gesund
Stirling Castle feldresistent| anfdllig anfallig Befall gesund
Tydeman'’s Late Or. anfallig anfallig anfallig gesund Befall
Worcester anfdllig | feldresistent| anfallig gesund Befall
Discovery resistent | feldresistent| resistent gesund | gesund
TN10-8 feldresistent | anfallig resistent gesund | gesund
Durello di Forli anfallig | feldresistent| anfallig Befall
Fiesta anfallig anfallig anfallig Befall Befall
Prima anfallig | feldresistent | feldresistent| Befall gesund
M. robusta persicifolia resistent resistent resistent gesund | gesund
M. zumi calocarpa anfallig resistent resistent gesund | gesund
White Angel (89/9-4) anfdllig | feldresistent | anfallig Befall gesund
White Angel (E295-4) resistent gesund
D12 (Original) resistent resistent resistent gesund | gesund
D12 (A871-14) resistent
Mild.Imm.Seedling resistent resistent resistent gesund
M. hupehensis (E334-62) | resistent resistent gesund | gesund
M. hupehensis (745) resistent resistent
M sargentii resistent resistent gesund | gesund
M. sieboldii resistent resistent Befall
M. baccata ‘Jackii’ resistent resistent
M. baccata mandshurica | resistent gesund | gesund
M. trilobata (428) resistent
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7.2 Zusammensetzung verwendeter Puffer und Losungen

1x MDE-Gel (20 ml)

7 ml HZObidest

1,2 ml 10x TBE Long Run Puffer

10 ml MDE-L6sung (BME, Rockland, Me, USA)
1,7 ml Glycerin (60%)

100 pl Ammoniumpersulfat-Losung (10 %)
12,5 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)

1x RL-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 7.5
10 mM MgAc
50 mM KAc
5 mM Dithioteitrol

1x TAE-Puffer
40 mM Tris-base
1 mM Na-EDTA
pH 8.0 mit konzentrierter Essigsaure einstellen

1x TBE-Puffer

89 mM Tris-base

88 mM Borsaure
2 mM Na-EDTA

1x Williams-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8.3
50 mM KClI

2 mM MqgCl,

0,001% Gelatine

2x CTAB-Puffer

2 % Cetyltrimethylammoniumbromid
20 mM Na-EDTA, pH 8.0

0,1 M Tris, pH 8.0

1,4 M NaCl

2 % PVP

10x TBE Long Run Puffer
1,34 M Tris-base
0,45 M Borsaure

25 mM Na-EDTA




86

AFLP-Dye
98 % Formamid

10 mM EDTA, pH 8.0
0,025 % Bromphenolblau
0,025 % Parasosanilin-Chlorid

Freezing Broth (1 Liter)
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
6,3 g KzHPO4
0,45 g Na-Citrat
0,09 g MgS04x7H,0
0,9 g (NH4)st4
1,8 g KH2PO4
44 ml Glycerin

LB-Medium (1 Liter)
10 g Select Pepton 140
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
pH 7.0 einstellen
Fir festes Medium 15 g Agar zufligen

PEX-Extraktionspuffer

100 mM Tris, pH 7.5
12,5 mM Kaliumethylxanthogenat
10 mM EDTA, pH 8.0

700 mM NaCl

Polyacrylamid-Gel (25 ml)
8 M Harnstoff

Autoklavieren

Autoklavieren

6 % Acrylamid-Stammlésung (40 %, Roth, Karlsruhe)

1x TBE Long Run Puffer
0,05 % Ammoniumpersulfat

15 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Polyacrylamid-Sequenz-Gel (40 ml)
8M Harnstoff

8 % RapidGel XL-40%-Solution (USB, Cleveland, Ohio, USA)

1x TBE Long Run Puffer
0,01 % DMSO
0,07 % Ammoniumpersulfat

40 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA, pH 8.0
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SOC-Medium (1 Liter)
20 g Trypton
5 g Hefeextrakt 10 ml NaCl (1 M)
2,5 mlKCl (1 M)
pH 7.0 einstellen
10 ml MgCl,-Stock (2 M)
10 ml Glucose (2 M)

SSCP-Dye
95 % Formamid

0,01 M NaOH
0,05 % Xylencyanol
0,05% Bromphenolblau

7.3 Nahrmedien zur in vitro-Kultur

Autoklavieren

Sterilfiltriert zugeben
Sterilfiltriert zugeben

M2 M2-00 M7
NH4NO3 1650 ppm 1650 ppm 1650 ppm
KNO3 1900 ppm 1900 ppm 1900 ppm
CaCl2 x H20 440 ppm 440 ppm 440 ppm
MgS0O4 x 7 H20 370 ppm 370 ppm 370 ppm
KH2PO4 170 ppm 170 ppm 170 ppm
MnS04 x H20 16,9 ppm 16,9 ppm 16,9 ppm
ZnS04 x 7 H20 8,6 ppm 8,6 ppm 8,6 ppm
H3BO3 62ppm | 6,2 ppm 6,2 ppm
NaFeEDTA 375ppm | 37,5 ppm 37,5 ppm
KJ 0,83 ppm 0,83 ppm 0,83 ppm
NaMo0O4 x 2 H20 0,25 ppm 0,25 ppm 0,25 ppm
CuS0O4 x 5 H20 0,025 ppm 0,025 ppm 0,025 ppm
CoCI2 x 6 H20 0,025 ppm 0,025 ppm 0,025 ppm
Thiamin-HCl 0,1 ppm 0,1 ppm 0,1 ppm
Nicotinsdure 0,5 ppm 0,5 ppm 0,5 ppm
Pyridoxin 0,5 ppm 0,5 ppm 0,5 ppm
Glycin 2,0 ppm 2,0 ppm 2,0 ppm
myo-Inositol 100 ppm 100 ppm 100 ppm
BAP 1 ppm 0 1 ppm
IBA 1 ppm 0 0
NAA 0 0 0,1 ppm
2iP 0 0 3 ppm
Sorbitol 30% 30% 30%
Bitek-Agar 8% 7% 8%
pH 5.8 5.8 5.8
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7.4 Inokulationstests
Einsporisolat Ahr-11 [Ahr-11 |Ahr-11 GBK'243 GBK'243 Greece |Greece
4.10.01 23.11.01 11.1.02 19.7.01 26.7.01 26.7.01 20.9.01
7Sp/mm2 3Sp/mm? 4Sp/mm2 5Sp/mm? 5Sp/mm2 4Sp/mm? 7 Sp/mm2
Alkmene - - + - + + +
Carola - - - - + +
Danziger Kant - + - + + +
Delicious - + + - + - +
Democrat - - - - + - - +
Dilmener Rosenapfel - - - - - +
James Grieve - - - - +
Laxton’s Superb - - - - - -
Lord Lambourne - - + - -
Maiden’s Blush - + - - -
Melba + +
Pi-AS-22/17 - - - - - + +
Rewena - - + + +
Roter Berlepsch + - + - +
Rote Sternrenette - + - -
Stirling Castle - - - +
Tydeman'’s Late Orange + - - + - - - +
Worcester - - - - -
Jonathan + + + [ - - - + - +
Gibb’s Golden Gage + + + |+ + - + + +
Discovery - - - - - - -
TN 10-8 + - - +
Durello di Forli - - + + + +
Fiesta - - + +
Prima - - + + + +
Malus robusta persicifolia + +
Malus zumi calocarpa - - - - - -
Malus hupehensis (Pillnitz) - + + - -
E 334-62 (M. hupehensis) - -
E 295-4 (White Angel) - - + -
D 12 (Original) - - - - - - -
Mildew Immune Seedling - - - - - -
Malus baccata mandshurica - - + -
Malus trilobata - - - - - - -
Malus coronaria - -
Malus sylvestris - + + +
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Einsporisolat

Italy

Italy

Italy

France-
T6

France-
T6

France-
T6

France-
T4

20.9.01
5 Sp/mm2

20.9.01
7 Sp/mm?2

14.12.01
7 Sp/mm?2

20.8.01
6 Sp/mm?2

20.8.01
6 Sp/mm2

20.9.01
8 Sp/mm2

11.1.02
4 Sp/mm?2

Alkmene

+

Carola

+

Danziger Kant

Delicious

+ |+ |+

Democrat

+
+

+ |+ [+ [+

Dilmener Rosenapfel

+

James Grieve

+

Laxton’s Superb

+ |+ |+ |+ |+ |+

Lord Lambourne

=+

Maiden'’s Blush

Melba

Pi-AS-22/17

+ |+

Rewena

+ |+ |+

Roter Berlepsch

Rote Sternrenette

+ |+

+

+ |+ [+ |+ [+

[+ [+ |+

Stirling Castle

+

Tydeman’s Late Orange

+

+

=+

Worcester

+ |+

Jonathan

Gibb’s Golden Gage

+

+ |+ [+ |+

+ [+

Discovery

TN 10-8

Durello di Forli

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ |+ |+

Fiesta

Prima

+

+

+ [+ [+

+ |+ |+ |+

Malus robusta persicifolia

Malus zumi calocarpa

Malus hupehensis (Pillnitz)

E 334-62 (M. hupehensis)

E 295-4 (White Angel)

D 12 (Original)

Mildew Immune Seedling

Malus baccata

Malus trilobata

Malus coronaria

Malus sylvestris
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7.5. Befallserfassung und Markeranalyse von 99/2

Marker
AFLP 7

Marker
AFLP6

Marker

Marker

Marker

Marker

AFLP 2 | AFLP 3 | AFLP 4 | AFLP 5

CAPS

AUla

Marker
AFLP 1

Marker

AT20

Bonitur

Bonitur

Bonitur

17.09.99 | 08.06.00 | 27.06.01

99/2

10
11

12
13

14
15

16
17
18
19
20
21

22
23

24
25

26
27
28
29
30
31

32
33

34
35

36
37
38
39
40
41

42

43

44
45

46

47

48

49
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Marker

Marker

Marker

Marker

Marker

Marker

AFLP 2 | AFLP 3 | AFLP 4 | AFLP 5 | AFLP6 | AFLP 7

CAPS

AUla

Marker
AFLP 1

Marker

AT20

Bonitur

27.06.01

tot

tot

Bonitur

08.06.00

tot

Bonitur

17.09.99

99/2

50
51

52
53
54
55
56
57
58
59
60

61

62

63

64

65

66

67

68
69

70

71

72

73

74
75

76
77

78
79
80

81

82

83

84
85

86

87

88
89
90
91

92

93

94
95
96
97

98
99

100
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Bonitur

Bonitur
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Bonitur Bonitur Bonitur Marker | Marker | CAPS | Marker | Marker | Marker | Marker | Marker | Marker
99/2 17.09.99 08.06.00 | 27.06.01 | AT20 | AFLP1 | AUla | AFLP 2 | AFLP 3 | AFLP 4 | AFLP 5 | AFLP6 | AFLP 7
407 0 0 1 1
408 2 2 0 0 1
409 1 0 0 1 1
410 tot tot tot
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