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Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

1 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

1.1 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Der Steinbrand des Weizens ist eine klassische Getreidekrankheit, die man schon frith durch Saat-
gutbehandlung zu bekdmpfen versuchte. In der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts begann man mit
der ziichterischen Bearbeitung der Brandresistenz (Hoffmann 1982). Noch in den 60er Jahren
wurden Rassen des Steinbrandes und des Zwergsteinbrandes differenziert und resistente Herkiinfte
und Sorten selektiert und charakterisiert (Schuhmann 1966). Mit der zunehmenden Entwicklung
hochwirksamer fungizider Beizmittel in den zuriickliegenden Dekaden wurde die Entwicklung
steinbrandresistenter Sorten nicht weiter verfolgt. Entsprechend wurden moderne Methoden fiir
eine Friihselektion resistenten Zuchtmaterials bisher nicht entwickelt. Im Rahmen der
Sortenzulassung findet keine Uberpriifung der Steinbrandresistenz statt. In der jiingsten
Vergangenheit zeigte sich immer wieder, dass der Befall mit Steinbrand und Zwergsteinbrand bei
Unterlassung der chemischen Saatgutbeizung schnell ein wirtschaftlich relevantes Ausmaf
erreichen kann. Bei der Bekdmpfung des Steinbrandes kommt neben anbautechnischen
MaBnahmen (Aussaat bei moglichst hoher Bodentemperatur) und der Bekdmpfung durch
Saatgutbehandlung der Sortenwahl eine wichtige Rolle zu. Allerdings ist iiber das
Resistenzverhalten des gegenwirtigen Weizensortiments kaum etwas bekannt. Das gilt
insbesondere fiir den Zwergsteinbrand. Verschiedene alternative Saatgutbehandlungsmittel wurden
entwickelt (Spiefl und Dutschke 1991). Ihre Wirksamkeit bzw. technische Handhabbarkeit ist aber
oft nicht befriedigend. Inwieweit sich der Steinbrand durch Kombination (teil)resistenter Sorten mit
alternativen Saatgutbehandlungsverfahren kontrollieren ldsst, ist nicht bekannt.

Aufbauend auf Feldversuche von Dr. H. Spie3 (Bad Vilbel, Dottenfelder Hof) wurden am Institut
flir biologischen Pflanzenschutz verschiedene Winterweizensorten auf Steinbrandresistenz unter-
sucht. Dabei zeigte sich, dass die Sorte Tambor einen vergleichsweise hohen Resistenzgrad (Befall
<5%) aufwies. Andere Sorten mit geringerer Anfalligkeit waren Aron, Toronto und Zentis. Die
verringerte Anfilligkeit war sowohl im Feldversuch anhand des Ahrenbefalls wie auch im
Gewichshaus anhand der auf den Blittern auftretenden Frithsymptome sichtbar. Bei einigen Sorten
war die Anfalligkeit an zwei Versuchsstandorten verschieden, bei anderen dagegen gleich (Koch &
SpieB 2002). Das deutet darauf hin, dass sowohl die Standorteigenschaften als auch die ortliche
Zusammensetzung der Erregerpopulation den Befall beeinflussen. Dass der Steinbrand in
unterschiedlich virulenten Rassen auftreten kann, ist aus dlteren Untersuchungen bekannt (Faris
1924, Rodenhiser & Stakman 1927, Fischer & Holton 1957). Daher ist es derzeit nicht moglich, die
genannten Sorten uneingeschrinkt fiir alle Anbaugebiete zu empfehlen. Es sind also Feldversuche
an verschiedenen Standorten notwendig, wobei zur Inokulation 6rtlich vorhandenes Inokulum
verwendet werden muss.

Um zusétzliche Information zu den Rassen an den verschiedenen Standorten zu bekommen, ist die
Verwendung eines Differentialsortiments notwendig. Die Rassen werden anhand der Beziehungen
zwischen ihren Virulenz/Avirulenz-Genen und den Resistenzgenen des Wirtes definiert. Die klassi-
sche Gen-fiir-Gen Hypothese geht davon aus, dass jedem Resistenzgen im Wirt ein korrespondie-
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rendes Avirulenzgen im Erreger gegeniibersteht, das durch Mutation in ein Gen fiir Virulenz umge-
wandelt und damit die Resistenz durchbrochen werden kann. Dies fiihrt zur Bildung neuer Rassen
(Borner 1990). Sowohl Steinbrand als auch Zwergsteinbrand werden von denselben
Resistenzgenen reguliert. Somit konnen die Daten iiber Steinbrand auch fiir Zwergsteinbrand
angewendet werden, zumal bisher nur wenig Untersuchungen tiber das Virulenzspektrum von T.
controversa durchgefiihrt wurden (Goates 1998, Hoffmann & Metzger 1967). Goates (1996) gibt
ein Differentialsortiment (Tab. 2.3) mit 15 Linien bzw. Resistenzgenen (Bt1-Bt15) an.
Untersuchungen iiber das Virulenzspektrum sind vor allen in den USA (Goates 1998, Hoffmann &
Metzger 1967), Kanada (Gaudet & Puchalski 1989) und in Osteuropa (Mamluk 1997, Bartos et al.
1999) durchgefiihrt worden. In Westeuropa sind Arbeiten iiber das Virulenzspektrum der
Brandpilze rar. Die jiingsten Untersuchungen in Deutschland wurden von Schuhmann (1966)
durchgefiihrt. Der Autor stellte beim Steinbrand drei und beim Zwergsteinbrand acht
unterschiedliche Rassen fest. Dazu verwendete er allerdings kein Sortensortiment mit definierten
Resistenzgenen, sondern Sorten unterschiedlicher Anfalligkeit.

Seit langem ist bekannt, dass sich der Befall mit Steinbrand schon wenige Wochen nach dem Auf-
laufen anhand von Frithsymptomen &uflert. In den letzten Jahrzehnten ist dieses Merkmal allerdings
kaum untersucht worden. Am Institut fiir biologischen Pflanzenschutz wurde beobachtet, dass
resistente Sorten weniger haufig Frithsymptome zeigten als anféllige, dass sich die Frithsymptome
bei den resistenten Sorten langsamer entwickelten als bei anfdlligen, und dass bei den resistenten
Sorten ein geringerer Anteil der Pflanzen mit Frithsymptomen auch Ahrenbefall entwickelte (Koch
& Spief 2002). Durch Anférbung und mikroskopische Untersuchung konnte gezeigt werden, dass
sich in Blattern, die Frithsymptome zeigen, Myzel des Pilzes befindet. Damit sind die
Frithsymptome ein verldsslicher Indikator fiir die Gegenwart des Pilzes im Gewebe (Eibel & Koch,
unverdffentlicht).

Weiterhin wurde ein ELISA-Test entwickelt, mit dem sich 7. caries in der Pflanze quantifizieren
lasst. Der Test zeigt eine Kreuzreaktion mit dem nahe verwandten Erreger des Zwergsteinbrandes
(T. controversa), nicht aber mit anderen Brandpilzen. Dariiber hinaus ist es uns gelungen, den Pilz
im Gewebe mit der PCR-Methode nachzuweisen. Auch dieser Test ist sehr spezifisch und zeigt
lediglich eine Kreuzreaktion mit 7. controversa (Eibel 2002).

Derzeit wird am Institut fiir biologischen Pflanzenschutz ein Gewéchshaus-Screening durchgefiihrt,
in dem Pflanzenextrakte und Mikroorganismen auf Wirksamkeit gegen 7. caries iiberpriift werden.
Dabei wird die Wirksamkeit anhand der Frithsymptome beurteilt.
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1.2 Planung und Ablauf des Projektes

Im Rahmen dieses Projektes sollten 30 Winterweizensorten und Zuchtlinien auf ihre Resistenz
gegeniiber Steinbrand unter Einbeziehung von Standortfaktoren untersucht werden. Parallel dazu
sollte liberpriift werden, in wie weit mit Hilfe der Blattfriithsymptome, dem quantitativen immuno-
logischen Pilznachweis iiber ELISA und dem molekulargenetischen Pilznachweis iiber PCR eine
Charakterisierung der Sortenresistenz moglich ist.

1.2.1 Feldversuch zur Ermittlung der Sortenresistenz gegentber Steinbrand

An finf unterschiedlichen Standorten in Deutschland sollten Feldversuche mit Sorten, die in friihe-
ren Versuchen Resistenz oder Teilresistenz gezeigt haben, sowie mit weiteren, bisher noch nicht
untersuchten Sorten / Zuchtstdmmen (im folgenden als ,,Sorten zusammengefasst), angelegt
werden. Die Inokulation des Saatgutes erfolgte mit einer standardisierten Sporenmenge. Das
Sporenmaterial sollte dabei aus den jeweiligen geographischen Regionen stammen. Bonitiert wurde
der Ahrenbefall.

1.2.2 Feldversuch zur Ermittlung der Sortenresistenz gegentiber Zwergsteinbrand

Wegen des rdumlich begrenzten Auftretens dieser Krankheit war fiir den Zwergsteinbrand lediglich
ein Feldversuch geplant. Versuchstandort war Temmenhausen, 660 m iiber NN. Da beim Zwerg-
steinbrand die Infektion im Feld von gekeimten Sporen im Boden ausgeht (Obst 1993), wurde hier
die Bodenoberfliche mit Sporen inokuliert.

1.2.3 Charakterisierung des Resistenzgrades anhand eines Systems zur Frihdiagnose

Nach Anzucht unter kontrollierten Bedingungen sollte der Befall von Jungpflanzen anhand von
Friihsymptomen am Blatt ermittelt und mit Hilfe des ELISA-Testes und / oder der PCR-
Methode quantifiziert werden. Dazu wurden Sorten unterschiedlicher Resistenz mit
standardisierten Sporenmengen inokuliert und im Pflanzenanzuchtraum ausgesét. Ziel war die
Entwicklung eines Verfahrens zur frithzeitigen Erkennung resistenter Sorten.

1.2.4 Charakterisierung des Resistenzgrades anhand von Entwicklung und Verteilung
des Pilzes in der Pflanze

Die Entwicklung und Verteilung des Pilzes in der heranwachsenden Pflanze sollte durch Bonitur
der Frithsymptome, mikroskopische Anfarbung, Quantifizierung mit dem ELISA und PCR-
Nachweis charakterisiert werden.

1.2.5 Kombination von Sortenresistenz und Saatgutbehandlung

In einem Parallelprojekt (Dr. Jahn, Dr. Waldow, BBA Kleinmachnow) wurden Sorten unterschied-
licher Anfilligkeit mit standardisierten Sporenmengen inokuliert. Anschliefend wurde eine
Auswahl alternativer Saatgutbehandlungsmittel appliziert. Die Wirksamkeit wurde anhand der
Frithsymptome evaluiert. In Absprache mit dem oben genannten Projekt und unter Einbeziehung
der eigenen Ergebnisse aus dem laufenden Screening zur Uberpriifung der Wirksamkeit von



Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

Pflanzenextrakten und Mikroorganismen sollten selektierte Sorten / Mittelkombinationen im
zweiten Jahr im Feldversuch iiberpriift werden. Bonitiert wird der Ahrenbefall im Sommer 2004.

1.2.6 Charakterisierung der Sporenherkiinfte mit einem Differentialsortiment

Ein Sortiment von Weizensorten / Herkiinften, mit denen sich Populationen des Steinbrandes
differenzieren lassen, wurde im ersten Jahr in Hohenheim vermehrt und im zweiten Jahr mit dem
Sporenmaterial von jedem der fiinf Versuchsstandorte inokuliert und an einem Versuchsstandort
(Bad Vilbel) ausgesit. Bonitiert wird der Ahrenbefall im Sommer 2004.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl der 30 Weizensorten

In Zusammenarbeit mit Dr. H. SpieB (Institut fiir Biologisch Dynamische Forschung, AuBenstelle
Dottenfelder Hof) wurden Winterweizensorten, die fiir den Okoanbau relevant sind bzw. sein
konnten, ausgewihlt (Tab. 2.1). Auswahlkriterium war in erster Linie die Backqualitét, dariiber
hinaus wurde, soweit moglich, auf Resistenzen gegeniiber Blattkrankheiten geachtet. Von einem
Teil der ausgewihlten Sorten lagen vereinzelte Untersuchungsergebnisse zur Anfilligkeit
gegenliber Tilletia caries bereits vor. Fast die Halfte des untersuchten Materials waren neuerlich
zugelassene Sorten, iiber die noch keine Informationen hinsichtlich ihrer Anfalligkeit gegeniiber
Steinbrand vorlagen. Des weiteren wurden 6 Zuchtlinien ausgewihlt, von denen eine verminderte
Anfilligkeit bereits bekannt ist bzw. zu vermuten war.

Tabelle 2.1: Zusammenstellung der in den Versuchen verwendeten Winterweizensorten/-

zuchtlinien

Sorte Anfélligkeit1 Bemerkung | Zulassungsjahr | Ziichter
1 Altos E-Weizen 2000 Hadmersleben
2 Arminius A-Weizen 2002 Secobra
3 Aron mittel E-Weizen 1992 Semundo
4 Batis sehr stark A-Weizen 1994 Hermann Strube
5 Bussard sehr stark E-Weizen 1990 Lochow-Petkus
6 Cardos A-Weizen 1998 Hadmersleben
7 Compliment A-Weizen 2001 Leutewitz
8 Cubus A-Weizen 2002 Lochow-Petkus
9 Elvis A-Weizen 2002 Josef Breun
10 Enorm E-Weizen 2002 Schweiger Weizen
11 Excellenz A-Weizen 2002 Erhard Eger
12 Idol A-Weizen 2001 Hadmersleben
13 Kontrast A-Weizen 1990 Hadmersleben
14 Korund A-Weizen 2000 Hadmersleben
15 Ludwig A-Weizen 1998 Peter Franck
16 Mewa A-Weizen 1998 Danko
17 Okostar A-Weizen 2002 Schweiger Weizen
18 Pegassos gering A-Weizen 1994 Hermann Strube
19 Tambor tolerant A-Weizen 1993 Semundo
20 Tarso gering A-Weizen 1994 Hadmersleben
21 Tiger A-Weizen 2001 Peter Franck
22 Tommi A-Weizen 2002 Nordsaat
23 Toni A-Weizen 1997 Nordsaat
24 Toronto mittel A-Weizen 1990 Strengs Erben
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Zuchtlinien / Anfalligkeit' Bemerkung Zichter

Schwedische

Sorte
25 Atar(o) mittel (2004 EU-Sorte) Peter Kunz (CH)
26 Stava tolerant Svaléf Weibull (S)
27 Magnifik Svaléf Weibull (S)
28 SW 51136 Zuchtmaterial Svaléf Weibull (S)
29 Jakobi Hofsorte Heyden
30 Tataros tolerant (2002 EU-Sorte) Hadmersleben

'Tolerant: < 5%; gering: < 8%; mittel: 8 - 20%); stark: 20-40%; sehr stark: > 40%; Nach Angaben von Koch u. Spief3
(2002), Bartos (1997), Jan Jonssen (pers. Mitteilung), Nielsen & Christiansen (2000)

2.2 Saatgutinokulation mit Tilletia caries

Unbehandeltes Saatgut wurde von den jeweiligen Ziichtern zur Verfiigung gestellt. Fiir die Feld-
versuche wurde das Saatgut den Versuchsanstellern an den fiinf Standorten zur Inokulation mit
ihren jeweiligen lokalen Pilzsporen und anschlieBender Aussaat zugeschickt. Fiir den Standort
Dahlem wurde die Inokulation des Saatgutes in der BBA Darmstadt vorgenommen. Da fiir Dahlem
auch nach intensiver Recherche durch die BBA Kleinmachnow keine lokalen Sporen verfligbar
waren, wurde auf Pilzsporen aus dem Raum Halle zuriickgegriffen.

Wenn nicht anders beschrieben, wurde das Saatgut mit 0,2 % Sporen (2 g Sporen pro kg Saatgut)
inokuliert. Dabei wurde das Saatgut in einen Gefrierbeutel gegeben, die gesiebten
Steinbrandsporen hinzugefiigt und die Tiite aufgeblasen. Der so entstandene Luftsack wurde mit
einem Klemmverschluss verschlossen und die Samen mit den Sporen ca. eine Minute geschiittelt.

2.3 Feldversuche 2002-2004 zur Ermittlung der Sortenresistenz gegeniiber
Steinbrand

Fiir die Feldversuche 2002/2003 erfolgte die Aussaat des mit Steinbrandsporen inokulierten Saat-
gutes an den Standorten Salem, Bad Vilbel, Darzau und Berlin-Dahlem im Zeitraum von Anfang
Oktober bis Mitte November. Am Standort Miinster wurde wegen schlechter Wetterverhiltnisse
erst Mitte Februar ausgesit. An allen Standorten wurden die Versuche als randomisierte
Blockanlagen mit zwei Wiederholungen mit einer NettogroBe von 1m? je Parzelle (6 Drillreihen)
angelegt. Bonitiert wurde der Anteil befallener Ahren an der Gesamtéihrenanzahl pro Parzelle.

Fiir die Feldversuche 2003/2004 an den verschiedenen Standorten wurden fiinf Sorten aus den 30
ausgewaihlt und als Blockanlage mit drei Wiederholungen bei einer Nettogro3e von 1m? je Parzelle
ausgesit. [nokuliert wurde wie im Vorjahr mit den lokalen Sporen des jeweiligen Standortes. Fiir
die Wiederholungsversuche an den Standorten Salem, Darzau, Miinster und Berlin-Dahlem wurden
fiinf Sorten ausgewahlt, die sich an diesen Standorten im vorherigen Feldversuch als gering bis
mittel anfallig herausgestellt hatten, und die sich in ihren Verwandtschaftsbeziehungen
unterschieden. Ausgewihlt wurden die Sorten Tommi (Nordsaat), Altos, Tataros und Korund
(Hadmersleben) und Ataro (vormals Zuchtlinie Atar, Sativa). Die Aussaat erfolgte an allen
Standorten Mitte bis Ende Oktober 2003. Bonitiert wird der Anteil befallener Ahren an der
Gesamtéhrenanzahl pro Parzelle im Sommer 2004. Am Standort Bad Vilbel entspricht der
Wiederholungsversuch der unbehandelten Kontrolle des Feldversuchs zur Kombination von

10
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Sortenresistenz und Saatgutbehandlung (vergl. Kapitel 2.11).

2.4 Feldversuche 2002-2004 zur Ermittlung der Sortenresistenz gegeniiber
Zwergsteinbrand

Das ungebeizte Saatgut wurde von den jeweiligen Ziichtern zur Verfiigung gestellt und Herrn
Weng an der Landesanstalt fiir Pflanzenschutz in Stuttgart zugeschickt. Die Inokulation mit
Zwergsteinbrand erfolgte durch Aufspriihen einer Sporensuspension (1g Sporen/m?) auf die
Bodenoberfliche.

Fiir den Feldversuch 2002/2003 am Standort Temmenhausen wurde eine Wiederholung pro Sorte
mit je sechs Horsten in einer Reihe angelegt. Aussaat und anschlieende Inokulation erfolgten am
2.10.02. Bonitiert wurde der Anteil befallener Ahren an der Gesamtiihrenanzahl pro Parzelle am
8.07.03.

Fiir den Wiederholungsfeldversuch 2003/2004 wurden wie beim Steinbrand fiinf Sorten
ausgewdhlt, die sich im vorherigen Feldversuch als gering bis mittel anféllig herausgestellt hatten,
und die sich in ihren Verwandtschaftsbeziehungen unterschieden. Ausgewahlt wurden die Sorten
Tommi (Nordsaat), Ataro (vormals Zuchtlinie Afar, Sativa), Pegassos (Fr. Strube), Toronto
(Strengs Erben) und Tarso (Semundo). Die Saatform war wieder Horstsaat, diesmal in vierfacher
Wiederholung. Bonitiert wird der Anteil befallener Ahren an der Gesamtihrenanzahl pro Parzelle
im Sommer 2004.

2.5 Pflanzenanzucht unter kontrollierten Bedingungen

Bei diesen Versuchen wurde das mit Steinbrand inokulierte Saatgut (Kapitel 2.2) in ein Gemisch
aus einem kommerziellem Topf-Substrat (Fruhstorfer Erde Typ T, Fa. Archut, Lauterbach
Wallenrod) und Sand (3:1 v/v) in Plastiktopfen (18*18*18 cm) ausgesit.

2.5.1 Untersuchungen zur Charakterisierung des Resistenzgrades anhand der
Frihsymptome und zur Korrelation “Friihsymptome- ELISA*

Die 30 Weizensorten wurden mit Sporen vom Feldstandort Bad Vilbel inokuliert (siche Kapitel
2.2) und bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen (4°C und 15°C) auflaufen gelassen. Die
,,15°C-Charge* wurden bis zum Stadium EC 10 (ca. 10 Tage) bei 15°C bei 16stiindiger
Beleuchtung (mit Metallhalogendampflampen und OSRAM Powerstar HQI-T 400W/D)
angezogen, die ,,4°C-Charge* wurde vier Wochen bei 4°C im Dunkeln gehalten. Die Pflanzen
wurden dann bis zum Stadium EC 10 in 15°C auflaufen gelassen (s.0.) und dann wie die ,,15°C-
Charge* bei 20°C bis zum Stadium EC 14/20 (Vierblattstadium — teilweise Beginn der
Bestockung) bei 16stiindiger Beleuchtung (Leuchtstoffrohren OSRAM L 30W/77 Fluora und
OSRAM L30W/21-840 Hellweill Lumilux Coolwhite, abwechselnd angebracht) weiter kultiviert.
Der potentielle Steinbrandbefall wurde zu den Entwicklungsstadien EC 12, 13 und 14 anhand von
Blatt-Frithsymptomen bestimmt. Pro Sorte wurden 3 Topfe a 15 Pflanzen (45 Pflanzen insgesamt
pro Versuch) ausgesit. Die Versuche wurden dreimal wiederholt. Zum Versuchsende (Stadium EC
20) wurden von jeder Sorte je 10 Pflanzen mit und ohne Frithsymptome mit den Wurzeln geerntet
und fiir weitere Untersuchungen mit dem ELISA bei —20°C gelagert.
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2.5.2 Untersuchungen zur Charakterisierung des Resistenzgrades und zur Entwicklung
und Verteilung des Pilzes in der Pflanze anhand des ELISA-Testes

Fiir diese Versuche wurde inokuliertes bzw. nicht inokuliertes Saatgut verwendet. Nach der
Aussaat in Erdtdpfe liefen die Pflanzen bei 15°C ca. 10 Tage bei 16stiindiger Beleuchtung
(Metallhalogendampflampen und OSRAM Powerstar HQI-T 400W/D) auf. Die weitere Anzucht
erfolgte dann im Klimaraum bei 22°C ebenfalls unter 16stiindiger kiinstlicher Beleuchtung (Osram
Vialox 400 W NAV-E).

Um zu tiberpriifen, in wie weit sich der serologische ELISA-Test zur Frilhdiagnose eignet (Kapitel
3.4), wurde auf die Sommerweizensorte ,,USU-Apogee* (Bugbee et al. 1997) zuriickgegriffen.
Diese Sorte zeichnet sich durch ihre hohe Anfilligkeit, ihre kurze Vegetationsdauer (sie erreicht bei
20°C bereits ca. 4 Wochen nach dem Auflaufen Entwicklungsstadium EC 75) und geringe
Pflanzenhohe (etwa 50 cm) als ideale Laborpflanze aus. Damit eignete sich diese Pflanze sehr gut
als anfillige Modellpflanze fiir Untersuchungen zur Entwicklung und Verteilung des Pilzes in der
Pflanze.

Fiir die Untersuchung zur Eignung des ELISA zur Charakterisierung der Resistenz (Kapitel 3.5)
wurden exemplarisch vier Winterweizensorten mit unterschiedlicher Anfélligkeit (Bussard: hoch,
Aron: mittel, Tambor und Stava: gering) untersucht. Diese Sorten wurden spétestens im Stadium
EC 20 geerntet und fiir weitere Untersuchungen bei —20°C gelagert.

Fiir die Untersuchungen zur Entwicklung und Verteilung des Pilzes in der Pflanze (Kapitel 3.7)
wurden fiir die Untersuchungen der ersten Keimlingsphase die Korner (jeweils inokuliert bzw.
unbehandelt) auf Petrischalen mit feuchtem Filterpapier ausgelegt und bei 15°C fiir 6 Tage bei
16stiindiger kiinstlicher Beleuchtung (mit Metallhalogendampflampen und OSRAM Powerstar
HQI-T 400W/D) keimen gelassen. Embryo, Koleoptile und erstes Blatt von je 10 Einzelpflanzen
wurden vereint, um auf ein ausreichend hohes Frischgewicht fiir den ELISA zu kommen und dann
auf ihren Pilzgehalt hin untersucht. Fiir die Untersuchungen der spiteren Entwicklungsstadien
wurde Feldmaterial verwendet (Kapitel 2.6)

2.6 Untersuchungen zur Entwicklung und Verteilung des Pilzes in der Pflanze an
Feldmaterial

Fiir die Untersuchungen zur Pilzverteilung in Sorten unterschiedlicher Resistenz (Kapitel 3.7.2)
wurden in der Vegetationsperiode 2002/2003 die Sorten Bussard, Aron, Stava und Tambor auf dem
Versuchsgeldnde der BBA Darmstadt ausgesit. Die Parzellengrof3e betrug 4 m?2. Je Sorte wurde
eine Parzelle mit inokuliertem und eine mit nicht inokuliertem Saatgut ausgesit. Inokuliert wurde
mit Sporen der BBA Darmstadt (0,2%). Die Aussaat erfolgte von Hand, mit einem relativ grof3en
Abstand von 5 cm zwischen den K6rnern und 10 cm zwischen den Reihen, um die Pflanzen auch
im fortgeschrittenem Stadium auseinanderhalten zu kdnnen. Aussaattermin war der 17.10.02. Zu
unterschiedlichen Stadien wurden je nach Grof3e der Pflanze 2 bis 10 Pflanzen geerntet und zur
weiteren Aufarbeitung bei —20°C gelagert.
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2.7 Charakterisierung des Resistenzgrades mit dem ELISA-Test an Feldmaterial

In Bezug auf die Eignung des ELISA zur Resistenzcharakterisierung konnten im Rahmen des
Projektzeitraumes aus Zeitgriinden nur fiinf Sorten exemplarisch untersucht werden (Kapitel 2.5.2).
Zur Ergénzung der Daten wurden daher fiir die Vegetation 2003/2004 auf dem Versuchsgeldnde
der BBA Darmstadt zusitzlich acht Sorten (Korund, Aron, Mewa, Cubus, Okostar, Bussard, Batis
und Cardos) ausgesit. Sie wurden mit einem Sporenmix (0,2%) der fiinf Herkiinfte (Bad Vilbel,
Berlin-Dahlem, Salem, Darzau und Miinster) inokuliert. Die Parzellengrof3e (einfache
Wiederholung) pro Sorte betrdgt 3,5 m? mit 6 Reihen, wobei in die Randreihe die gebeizte
Kontrolle (mit Arena C) geséit wurde. Aussaat erfolgte am 24.10.03. Es wurden jeweils 50
inokulierte Pflanzen und 10 gebeizte Pflanzen je Sorte zu zwei Zeitpunkten, 17.11.03 (EC 10) und
am 16.12.03 (EC 13), geerntet. Das Material wurde bei —20°C gelagert. Die restlichen Pflanzen
werden bis zum Erscheinen des Ahrensymptoms im Feld belassen, um die Ergebnisse von
tatsdchlichem Befall und der ELISA-Messung vergleichen zu koénnen.

Zudem haben sich die Versuchsansteller der fiinf Standorte bereit erklért, je 50 Pflanzen pro Sorte
aus dem Feldversuch 2003/2004 (Kapitel 2.3) spatestens im Stadium EC 20 zu ernten und an die
BBA zur weiteren Aufarbeitung zu schicken. Die Frage nach dem zeitlichen Rahmen und der
Finanzierung fiir die Pflanzenaufarbeitung und der ELISA-Messungen, sowie der Auswertung des
Steinbrandbefalls am Standort Darmstadt ist bisher noch offen.

2.8 ELISA (Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay)

Der immunologische quantitative Nachweis von Tilletia caries in infizierten Pflanzen {iber den
ELISA wurde im Rahmen der Dissertation von P. Eibel (2002) entwickelt. Der in Kaninchen her-
gestellte polyklonale Antikorper tragt die Bezeichnung T1 (Ident.-Nr. 10). Voraussetzung fiir den
ELISA als Frithdiagnosesystem war ein standardisiertes Testverfahren, das in fortlaufenden Ver-
suchen reproduzierbare Werte lieferte. Um dies zu erreichen, wurden in den ersten Wochen des
Berichtszeitraumes nur ,,Trockeniibungen mit Proben bekannter Pilzmenge durchgefiihrt. Zudem
konnte dabei das bisher am Institut praktizierte ELISA-Verfahren in der Dauer von vier ganzen auf
zwei halbe Tage verkiirzt werden.

2.8.1 Pflanzenaufarbeitung

Nach Anzucht der Pflanzen (Kapitel 2.5) wurden diese vorsichtig komplett aus dem Substrat ent-
nommen, unter flieBendem Leitungswasser griindlich von anhaftender Erde befreit und bei —20°C
bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Fiir die Ausbildung von Branddhren durch 7. caries ist der Befall des Vegetationspunktes entschei-
dend (Popp 1951, Amos 1952, Hoffmann & Schmutterer 1999). Fiir die Untersuchungen,
inwieweit der ELISA eine verldssliche Frithdiagnose erlaubt bzw. zur Einschitzung des
Resistenzgrades dienen kann, wurden Pflanzen zwischen EC 10 und EC 20 untersucht. Hierfiir
wurde nur der Sprossabschnitt zwischen Korn und erster Blattspreite untersucht. Fiir die
Untersuchungen zur Verteilung des Pilzes in der wachsenden Pflanze wurden alle Pflanzenteile
(Blitter, Knoten, Ahrenanlage) der unterschiedlichen Stadien getrennt aufgearbeitet. Das Material
wurde gewogen (min. 0,05g, max. 0,2g), im Verhiltnis 1:5 (w/v) in gekiihltem Extraktionspuffer
im Moérser homogenisiert und bis 30 min bei 20.000 g (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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abgenommen und bei —20°C gelagert.

2.8.2 ELISA-Durchfuhrung

Zum Nachweis von T. caries wurde ein direkter ELISA mit biotinyliertem [gG (nach Bieber 1990)
(Biotinylierungsreagenz: Biotin-X-NHS, Sigma in Dimethylformamid, Serva, 1mg/ml) verwendet.
Die Detektion erfolgte mit Streptavidin-alkalische-Phosphatase-Konjugat. Die ELISA-Tests
wurden in Mikrotiterplatten (Well Immuno Platten transparent U96 Maxisorp, [449824] Nunc
Wiesbaden) ausgefiihrt. Der Testansatz wurde im Rahmen des Projektes optimiert. Die endgiiltige
Durchfithrung wird im folgenden beschrieben:

Ldsungen

o  PBS (Phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlosung) (pH 7,2 — 7,4) (Casper & Meyer 1981)

NaCl 8 ¢g
KH,PO, 02 g
Na,HPO,* 2 H,O 1,44¢g
KCl 02 g
(NaN; 0,2 g)
A.dest ad 1000ml

e Extraktionspuffer PBS-Tween (PBS + 0,05% Tween 20) und 0,2% PVP40000

e  Beschichtungspuffer pH 9.6

Na2C03 1,59 g
NaHCO; 293¢
O\IaN3 032 g)
A.dest ad 1000ml

e  Waschpuffer halbkonz. PBS-Tween

e  Konjugat-Puffer PBS-Tween und 0,2% BSA (Bovine Serum Albumin)

e  Substrat-Puffer pH 9,8
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Diethanolamin (DEA) 4850 ul

A.dest

A.dest

Testansatz

Beschichtung

Waschen

Blocken

Waschen
Probenaufgabe

Waschen
Kopplung der
biotinysierten IgG:
Waschen
Konjugation der
StrAP

Waschen
Zugabe des

Enzym-Substrats

Messung

30 ml mit 1N HCI auf pH 9,8 einstellen

ad 50 ml Immer frisch ansetzen!

Je Kavitét der Mikrotiterplatte 100 pl in Beschichtungspuffer verdiinnter
Erstantikorper (1:750)

Inkubation der Mikrotiterplatte bei 4°C iiber Nacht (in Folie, um Verdunstung
zu verhindern)

3 * 3 min. mit Waschpuffer (Spritzflasche)

kann dann trocken bis zu einer Woche im Kiihlschrank bei 4°C lagern (in
einer Plastiktiite)

Zugabe von 0,2% BSA in Beschichtungspuffer

100 pl je Kavitdt, Inkubation 30 min bei 37°C

3 * 3 min. mit Waschpuffer (Spritzflasche)

Je Kavitdt Zugabe von 100 pl in Extraktionspuffer aufgearbeiteter Probe,
sowie Antigen (Verdiinnungsreihe s.u.) zur Uberpriifung der Bindung und
Férbung als Standard und mind. drei Kavititen mit Extraktionspuffer als
Referenz. Inkubation der Mikrotiterplatte 1h bei 37°C (oder bei 4°C iiber
Nacht).

3 * 3 min. mit Waschpuffer (Spritzflasche)

Je Kavitét 100 ul verdiinnte biot. IgG (1:750) Inkubation der Mikrotiterplatte
bei 4°C iiber Nacht (oder 1h bei 37°C)

3 * 3 min. mit Waschpuffer (Spritzflasche)

Je Kavitét 100 ul in Konjugatpuffer verdiinnte StrAP-Ldsung
(Streptavidin-AP-conjugate, Roche Mannheim) (1:7500) Inkubation 30 min
bei 37°C

3 * 3 min. mit Waschpuffer (Spritzflasche)

Je Kavitédt 100 pl Substratlosung (1 mg pNPP (4-Nitrophenyl-phosphat
Biomol) / ml Substratpuffer) Inkubation im Dunkeln bei RT

Messen der OD bei 405 nm (Referenzwellenldnge 592 nm) nach 60 und 120

min

Die Messung erfolgte in einem Mehrstrahlphotometer (Modell ,,Spectra Mini* Fa. Tecan,
Crailsheim) mit Hilfe der Software (,,Easybase® und ,,Easyfit, Vers. 7.31 Fa Tecan, Crailsheim).
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Zur Bestimmung der Pilzgehalte in den zu untersuchenden Proben wurde eine Standardreihe aus
Verdiinnungsstufen des Myzelextraktes (Stammldsung: 400ug/ml), das als Antigen verwendet
wurde, festgelegt und bei jeder ELISA-Messung parallel zu den Proben mitgemessen (Tab. 2.2).
Dabei erwiesen sich folgende Verdiinnungen als geeignet: 80, 40, 10, 4, 1 ng/ml Extraktionspuffer.
Aus der ermittelten Regressionsgleichung wurden die Pilzgehalte der untersuchten Proben
errechnet (Abb. 2.1). Dabei schwankten die Steigungswerte der Regressionsgerade zwischen 0,02
und 0,07 je nach verwendetem Antikorper.

Tabelle 2.2 Beispiel einer Konzentrationsreihe des Standards (Myzelextrakt von Tilletia caries) und
den ermittelten optischen Dichten. Darunter abgebildet die zugehdrige Kurve.

Tilletia caries-L6sung OD-Mittelwert Standardabweichung
[ng / ml] (n=3) (n=3)

80 0,702 0,008
40 0,521 0,012
10 0,246 0,009
4 0,139 0,008
1 0,035 0,001

030 - y = 0,0261x

0,25 -

0,20 -

8 0.15 - s

0,10 -

0,05 -

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 2 4 6 8 10
ng Tc/ml

Abb. 2.1. Beispiel einer Regressionsgerade und -gleichung zur Bestimmung der Pilzgehalte

Fiir die endgiiltige Berechnung der Pilzgehalte infizierter Pflanzen wurden die ermittelten OD-
Werte infizierter Einzelpflanzen mit dem Mittelwert (n > 10) der OD-Werte der gesunden
Kontrolle der jeweiligen Sorte verrechnet.

2.9 Immunlokalisierung

Unterstiitzend zum quantitativen Pilznachweis iiber den ELISA sollte auch ein histologischer spezi-
fischer und damit immunologischer Nachweis des Pilzes in der Pflanze erbracht werden. Dazu
wurde der Pilz im Rahmen dieses Projekts zunéchst in vitro nachgewiesen, bevor in einer
Diplomarbeit in Zusammenarbeit mit der TU Darmstadt (Doris Kissel; voraussichtlicher Abschluss
April 2004) in vivo-Untersuchungen zur Pilzlokalisierung in Sorten unterschiedlicher Resistenz
durchgefiihrt wurden und werden.
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2.9.1 Antikdrper

Primére Antikorper:

Polyklonales Antiserum gegen den Myzelextrakt von Tilletia caries (T1, Nr. 10), hergestellt in
Kaninchen (zur Verfiigung gestellt von Prof. Wolf, Gottingen) (Eibel 2002). Eingesetzte Verdiin-
nung: 1:500 in 1%BSA in 0,1 M PBS.

Sekundére Antikorper:

e  Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)-konjugierte Anti-Kaninchen IgG (Sigma F-6005) 1:100 in
1%BSA in 0,1 M PBS, griin fluoreszierend. Fluorescein-Isothiocyanat wird maximal
angeregt bei 492 nm und hat sein Emissionsmaximum bei 520 nm.

e  Alexa 488-konjugierte Anti-Kaninchen IgG (Molekular Probes Leiden, Niederlande), 1:200 in
1%BSA in 0,1 M PBS eingesetzt, griin fluoreszierend. Alexa 488 absorbiert bei 485 nm
und emittiert bei 520 nm.

e Alexa 568-konjugierte Anti-Kaninchen IgG ((Molekular Probes Leiden, Niederlande), 1:200
in 1%BSA in 0,1 M PBS eingesetzt, rot fluoreszierend. Alexa 568 absorbiert bei 579 nm
und emittiert bei 601 nm.

2.9.2 In vitro-Nachweis

Tilletia caries-Sporen isoliert aus Butten der Weizensorte Apogee wurden auf Wasseragar (mit den
Antibiotika Rifampicin 10 mg/l und Streptomycin 50 mg/I versetzt) ausplattiert und 10 Tage bei
15°C keimen gelassen.

o  Pilzmyzel (,,Germination products* = ungekeimte und gekeimte Sporen, Promyzel, primére
und sekundére Sporidien) mit 1 ml 0,1 M PBS von der Petrischale mit Hilfe eines Gummi-
schabers abwaschen, in Eppendorfgefdl sammeln und 2 min bei 10000 rpm zentrifugieren.

e Uberstand verwerfen, blocken mit Iml 1% BSA in 0,1M PBS fiir 30 min bei RT.

e Aliquotieren in 100 ml-Ansédtze und jeweils

4 ul 1% BSA als Kontrolle bzw.
2 pl Primdren Antikorper (entspricht 500facher Verdiinnung) in 1% BSA zufiigen.

e Inkubation liber Nacht bei 4°C (oder eine Stunde bei 37°C).

e  Zweimal waschen mit 100 ul 0,1 % BSA (zentrifugieren und Uberstand verwerfen)

e  Zugabe von 1 ul des Sekundiren Antikorpers in 1% BSA (1:100) auf 100ul Probe

e Inkubation eine Stunde bei 37°C (oder bei 4°C iiber Nacht)

e  Zweimal waschen mit 100 pl 0,1 % BSA (zentrifugieren, aber nur beim ersten Mal den
Uberstand verwerfen)

e  Auf Objekttragern in 1,4, Diazabicyclo(2.2.2)octan (DABCO)(Sigma) zur mikroskopischen
Auswertung einbetten.

Mikroskopiert wurde am Zeiss Axioskop im UV-Licht (Filtersatz 09, Em.: > 515 nm, Ex.: 450-

490 nm)
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2.10 Charakterisierung des Resistenzgrades mit Hilfe der PCR

Neben dem quantitativen immunologischen Nachweis des Pilzes tiber den ELISA sollte auch ein
molekulargenetischer Ansatz iiber die PCR erfolgen, da diese Methode als sehr viel empfindlicher
beschrieben wurde. Die Pflanzenaufarbeitung und der ELISA wurden wie in der Promotionsarbeit
von P. Eibel (2002) beschrieben, durchgefiihrt.

2.11 Feldversuch 2003 / 2004 zur Kombination von Sortenresistenz und
Saatgutbehandlung

Inwieweit sich durch Kombination von Saatgutbehandlungsmitteln und gering anfélligen Sorten
der Befall auf ein vertretbares Mal} reduzieren ldsst, sollte in einem Feldversuch ermittelt werden.
Dazu wurden die Ergebnisse aus dem Feldversuch zur Ermittlung der Sortenresistenz (2002/2003)
(vergl. Kapitel 3.1) zugrunde gelegt und fiinf gering anfillige Sorten (4ron, Okostar, Korund,
Ataro) und eine anfillige Sorte (Batis) ausgewihlt. Die Sorten wurden mit einem Sporengemisch
von den fiinf Standorten (Bad Vilbel, Darzau, Salem, Berlin-Dahlem und Miinster) inokuliert
(0,2%) und dann mit den gelisteten Pflanzenstdrkungsmitteln Polyversum (5%) und Elot-Vis
(8,5%), sowie dem experimentellen Praparat FZB 53 (s.u.) und als Kontrolle mit Wasser behandelt
(Applikation an das Saatgut erfolgte jeweils iiber Aufsprithen und nachfolgendes 24stiindiges
Trocknen; Behandlung unmittelbar vor der Aussaat). Die Aussaat erfolgte Ende Oktober 2003,
bonitiert wird der Aufgang und die Befallshhe im Sommer 2004.

2.11.1 Polyversum

Polyversum ist ein gelistetes Pflanzenstérkungsmittel der Firma BIOFA (Miinsingen) zur
vorbeugenden Anwendung gegen Schadpilze und basiert auf dem Pilz Pythium oligandrum.

2.11.2 Elot-Vis

Elot-Vis ist ein gelistetes Pflanzenstarkungsmittel der Firma Dr. Otto- LLB- (Wittenberge) zur
vorbeugenden Anwendung gegen Schadpilze und basiert auf alkoholischen Pflanzenextrakten.

2.11.3 FZB 53

Das Isolat des Streptomyceten FZB 53 wurde von der Firma FZB Biotechnik (Berlin) zur Verfii-
gung gestellt. Da es bisher keine Untersuchungen iiber die Wirksamkeit von gelagertem, bereits an
das Saatgut appliziertem Myzel gibt, wurde ein moglichst kurzer Zeitraum zwischen Sporulation,
Applikation ans Saatgut und Aussaat angestrebt. FZB 53 wurde auf GYM-Medium (s.u.) drei
Wochen bei Raumtemperatur kultiviert. Das sporulierende Myzel wurde mit Tween-Wasser
(0,125%) abgewaschen, die Suspension 20 min. bei 8000 rpm und 15°C zentrifugiert (Beckman J2-
21M/E, Rotor JA20), das Pellet mit 6,25 ml 1%iger Methylcellulose resuspendiert und gleichmiBig
auf die Korner (125 g) verteilt. Das behandelte Saatgut wurde 24 Stunden trocknen gelassen und
innerhalb der néchsten 48 Stunden in Bad Vilbel ausgesét. (Nach der ersten Anzucht und Applika-
tion an das Saatgut waren die Wetterbedingungen zur Aussaat Anfang Oktober nicht giinstig. Die
mit FZB 53 behandelten Korner aus der ersten Anzucht wurden bei 4°C gelagert und Ende Oktober
zusammen mit einer neuen, frischen Charge ausgesit. Auf diese Weise erhalten wir nun zudem
Informationen iiber die Lagerfahigkeit von FZB 53).
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GYM-Medium (Glucose-Yeast-Malt extract-Agar)
Ansatz fiir einen Liter:

D(+)Glucose (wasserfrei) 4g
Hefeextrakt 4¢g

Malzextrakt 10g
CaCO; 2g
Agar 12g

e  Mit H,04. auf 11 auffiillen

e Mit 10N NaOH auf pH 7,5 einstellen und in der Mikrowelle aufkochen

e Autoklavieren

e Auf45-50°C abkiihlen lassen, CaCO3 durch Schwenken vom Boden 16sen, dann ca. 1 cm
dicke Platten gieBen (11 ergibt 40-50 Platten)

e Fest werden lassen, in Beuteln bei 8°C lagern, bei kurzfristiger Lagerung besser bei RT.

2.12 Feldversuch 2003 / 2004 zur Charakterisierung der Sporenherkiinfte mit einem
Differentialsortiment

Um die Sporenherkiinfte der fiinf Standorte (Berlin-Dahlem, Salem, Bad Vilbel, Miinster, Darzau)
beziiglich ihrer Virulenz charakterisieren zu konnen, wurde von Dr. Blair Goates (USDA/ARS
Aberdeen, Idaho, USA) ein Differentialsortiment, bestehend aus 16 Weizenlinien (siche Tab. 2.3)
zur Verfligung gestellt und 2002/2003 an der Universitdt Hohenheim (Landessaatzuchtanstalt)
unter Leitung von Dr. Miedaner vermehrt.

Zur Inokulation fiir den Feldversuch 2003/2004 wurde fiir jeden der fiinf Standorte ein Sporen-
gemisch der Butten aus den 30 Winterweizensorten, die in den Feldversuchen 2002/2003 zur
Ermittlung der Sortenresistenz gegeniiber Steinbrand (Kapitel 2.3) im Sommer geerntet worden
waren, verwendet. Die 14 Winterweizensorten wurden mit den fiinf Sporengemischen inokuliert
(1g/1kg) und in einfacher Wiederholung auf Parzellen mit 1m? Nettogrosse Anfang Oktober 2003
ausgesdt. Die beiden Sommerweizensorten werden im Friihling 2004 in gleicher Weise inokuliert
und ausgesit. Bonitiert wird der Anteil befallener Ahren auf die Gesamtihrenanzahl pro Parzelle
im Sommer 2004.

Tabelle 2.3 Differentialsortiment mit den Resistenzgenen Bt1 — Bt15 gegen Weizensteinbrand nach Goates
(1996) (CI = Cereal investigation number; Pl = USDA plant introduction number)

Heines VI Bt-0 Pl 554099 Bt-9

Pl 554101 Bt-1 Pl 554118 Bt-10

Pl 554097 Bt-2 P1 554119 Bt-11

Ridit Bt-3 Pl 119333 Bt-12

Cl 1558 Bt-4 Thule Il Bt-13

Hohenheimer Bt-5 Doubbi Bt-14 Sommerweizen
Rio Bt-6 Carleton Bt-15 Sommerweizen
Pl 554100 Bt-7 Pl 173437 Bt-P

PI 554120 Bt-8
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1

Feldversuche zur Ermittlung der Sortenresistenz gegentiber Steinbrand

Die Befallsbonitur erfolgte anhand des Anteils kranker Ahren und fand (abhingig vom jeweiligen
Standort) von Juni bis August 2003 statt.
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Steinbrandbefall (Ahrensymptom) im Feld von 30 Sorten / Zuchtlinien an fiinf Standorten. Wegen Auswinterung liegen

zum Befall der Sorten Altos, Arminius und Tataros am Standort Bad Vilbel keine Daten vor.
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Da eine offizielle Einstufung der Sortenanfélligkeit gegen Steinbrand durch das Bundessortenamt
bisher nicht erfolgt, wird hier die von Dr. Spie3 verwendete Einteilung verwendet: Danach wird
eine Sorte mit einem Steinbrandbefall von < 5 % als tolerant bezeichnet. Wir ibernehmen hier
diese Einteilung, wobei wir uns der Problematik bewusst sind, dass bei unterschiedlichem
Befallsdruck auch eine andere Einteilung resultieren kann. Die Stufen der Anfilligkeit gegeniiber
Steinbrand werden wie folgt eingeteilt und sind als Hilfsstriche in Abb. 3.1 eingezeichnet.

Gering: <8%

Mittel 8-20%
Stark 20-40%
Sehr stark > 40%

Der absolute Befall ist in der Vegetationsperiode 2002/2003 an den einzelnen Standorten sehr
unterschiedlich ausgefallen (Abb. 3.1), was auf den zum Teil sehr spiten Aussaattermin und die
unterschiedlichen Witterungsbedingungen zuriickzufiihren sein diirfte. Pro Parzelle ergab sich im
Mittel eine Gesamtzahl von 300 Ahren. Bei einer Gesamtzahl von unter 20 Ahren wurde die
Parzelle nicht in die Auswertung miteinbezogen. Der siidlichste Standort Salem hatte mit Abstand
den hochsten Befall (iiber 80 % bei den anfalligen Sorten). Bad Vilbel und Miinster hatten
vergleichsweise niedrige Befallshohen mit maximal 40 %. Der Standort Bad Vilbel hatte im
Friihjahr 2003 sehr ungiinstige Witterungsverhaltnisse und damit starke Auswinterungen. Am
Standort Miinster konnte durch schlechte Witterung erst im Februar 2003 ausgesit werden.

Hervorzuheben ist hier jedoch, dass sich, unabhéngig vom sehr unterschiedlich starken Infektions-
druck an den einzelnen Standorten, an allen Standorten die Sorten Tambor, Tommi, Tarso, und die
Zuchtlinie Tataros als ,,geringanfillig” (< 8% Befall) auszeichneten und die schwedischen Sorten
Stava, Magnifik und Zuchtlinie SW 51136 ,.tolerant* (< 5% Befall) waren.

Um die Standortbedingungen mit den unterschiedlichen Sporenherkiinften besser vergleichen zu
konnen, wurde in Abb. 3.2. eine relative Auftragung der Befallshohe gewihlt. Dabei wurde die
anfilligste Sorte des jeweiligen Standorts 100% gesetzt. Generell zeigten die anfélligen Sorten mit
einem Befall von > 20% an allen Standorten einen starken bis sehr starken Befall, wahrend sich die
toleranten und gering anfélligen Sorten an allen Standorten durch geringen Befall auszeichneten.
Das deutet darauf hin, dass die Faktoren Standort bzw. Sporenherkunft keinen sehr gro3en Einfluss
auf das Resistenzverhalten haben.

Eine Ausnahme stellte die Hofsorte Jakobi dar, die sich an ihrem ,,Ursprungsort™ im Raum Salem
durch eine geringe Steinbrandanfélligkeit auszeichnet. In vorangegangen Versuchen an den Stand-
orten Darzau und Bad Vilbel konnte wiederholt eine starke Anfalligkeit beobachtet werden (Dr. B.
Heyden, Dr. K-J. Miiller, pers. Mitteilung). Diese Beobachtung konnte auch in diesem Versuch
bestitigt werden. Allerdings zeigte Jakobi auch an den Standorten Miinster und Dahlem (Sporen-
herkunft Raum Halle) nur eine geringe Anfalligkeit. Die Resistenz scheint sich also nicht auf
Sporenrassen aus dem siidlichen Bodenseeraum zu beschrianken.

Vom Gesamtbild abweichende Ergebnisse liefert auch der Standort Miinster. Die als tolerant
bekannte Sorte Tambor, die auch in den hier beschriebenen Versuchen an den Standorten Darzau,
Bad Vilbel, Salem und Berlin-Dahlem nur geringen Befall zeigte, war in Miinster stark anfallig.
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Dagegen war die sonst anfillige Sorte Mewa am Standort Miinster tolerant. In wie weit sich dies
mit der spaten Aussaat im Februar erkldren ldsst, ist unklar. Ein Einfluss der Sporenherkunft kann
jedoch ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Fiir eine bessere Einschitzung wéren

Wiederholungsversuche notwendig.
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Abb. 3.2 Relativer Steinbrandbefall von 30 Sorten an fiinf Standorten (die Sorte mit der hdchsten
Anfalligkeit des jeweiligen Standorts wurde 100% gesetzt).
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Tabelle 3.1 fasst die Sorten zusammen, die sich an fast allen Standorten gegen Tilletia caries als
tolerant (< 5 %) bzw. gering anfillig (< 8 %) erwiesen (Ausnahmen sind in Klammern in der Spalte
Befall (%) herausgestellt). Fiinf der sechs Sorten kommen von Semundo-Hadmersleben, von denen
wiederum vier als Elter in ihrem Stammbaum die Sorte Taras haben. Damit ist es wahrscheinlich,
dass die Resistenzgene dieser vier Sorten aus 7aras stammen. In diesem Fall wiére die genetische
Basis der Resistenz vergleichsweise eng. Eine Priifung der Steinbrandresistenz von Taras hat
bisher noch nicht stattgefunden (Richter, pers. Mitteilung).

Tab. 3.1 Befall in % der toleranten und gering anfélligen Sorten / Zuchtlinien an den unter-
suchten fiinf Standorten

Zulassungs- \' -
()
Befall (%) Herkunft Jahr schaft
Tommi 0,68 + 0,07 Nordsaat 2002
Tambor - 1993 Taras-Linie
(8,86 in Muinster) (Hadmersleben)
. i
Tarso 2,10+ 1,88 e D) 1994 Taras-Linie
Semundo .
Tataros I 2003 Taras-Linie
Cardos - 1998 Taras-Linie
(25,68 in Minster) (Hadmersleben)
Korund L Semundo 2000 Apollo*Zentos
(18,63 in Miinster) (Hadmersleben)
P ————§—§—S—§—S§—§—§$—S—$—§$—§—$—$—$—$—$—R—§—§—§—S——3—™8§=
Sc che Sort
Stava 0,14 + 0,20 Semundo (Swalof Weibull)
Magnifik 0,07 £ 0,09 Semundo (Swalof Weibull)
SW 51136 Semundo (Swalof Weibull)
Jakobi (37,20 in Darzau; Keyserlingk-Institut (Hofsorte)
11,46 in Bad Vilbel)

3.2 Feldversuch zur Ermittlung der Sortenresistenz gegeniiber Zwergsteinbrand

Beim Zwergsteinbrand sind samenbiirtige Infektionen fiir die Infektion der Pflanzen weniger rele-
vant. Die Hauptinfektion geht von Sporen nahe oder auf der Bodenoberfldche aus. Die Keimung
findet nur bei Schwachlicht unter Kurztagbedingungen, Temperaturen zwischen —2°C und 10°C
iiber eine Dauer von 2-3 Monaten (Obst 1993) und einer hohen Feuchtigkeit statt. Da man diese
Bedingungen normalerweise nur unter einer geschlossenen Schneedecke findet, tritt Steinbrand
hauptséchlich in hheren Lagen auf (Mathre 1998).

Fiir die Uberpriifung der Sortenresistenz wurde der Standort Temmenhausen (660 m iiber NN)
ausgewdhlt. Der Befall des Zwergsteinbrandes fiel im Vergleich zum Steinbrand relativ niedrig
aus, mit einem maximalen Befall von 14 % bei der Sorte Enorm. (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3 Ergebnis der Resistenzprifung an 30 Winterweizensorten/-zuchtlinien gegenliber Zwergsteinbrand am
Standort Temmenhausen, 660 m tber NN.
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Tab. 3.2 Liste der Sorten/Zuchtlinien mit vergleichsweise geringem Zwergsteinbrandbefall (hier: < 5%) am
Standort Temmenhausen

Befall (%) Herkunft Zulalssungs-
jahr
Sorte
Tommi 1,04 Nordsaat 2002
Pegassos 1,11 Strube 1994
Toronto 1,75 Strengs Erben 1990
Tarso 2,03 Semundo (Hadmersleben) 1994
Cardos 2,44 Semundo (Hadmersleben) 1998
Atar(o) 2,55 Sativa 2003
Okostar 3,32 Schweiger Weizen 2002
Tataros 4,68 Semundo (Hadmersleben) 2003
Korund 4,76 Semundo (Hadmersleben) 2000
Tambor 5,02 Semundo (Hadmersleben) 1993
Schwedische Sorte / Zuchtlinie
Stava 0,00 Semundo (Swalof Weibull)
Magnifik 0,00 Semundo (Swal6f Weibull)
SW 51136 0,15 Semundo (Swalof Weibull)
Jakobi 2,1 Kaiserlingk-Institut (Hofsorte)

Gegeniiber dem Steinbrand zeigte beim Zwergsteinbrand ein hoherer Anteil der Sorten einen Befall
< 5%. Allerdings lassen sich diese Werte nur bedingt vergleichen, da das Befallsniveau in den
Steinbrandversuchen hoher war. Aullerdem wurde die Resistenz gegeniiber dem Zwergsteinbrand
nur an einem Ort / in einem Versuch gepriift. Damit ist nicht bekannt, in welchen Grenzen der
Befall variieren kann. In der Literatur werden Befélle in den gleichen GroBenordnungen wie bei
Tilletia caries (Befallshohen von iiber 60% sind keine Ausnahmen) genannt (Schuhmann 1966,
Weng 1998). Interessant war, dass einige Sorten, wie Okostar oder Atar(o), die gegeniiber dem
Steinbrand eine starke Anfélligkeit zeigten, sich gegeniiber dem Zwergsteinbrand als vermindert
anfillig zeigten. T. caries und controversa stehen sich taxonomisch sehr nahe und werden von
einigen Autoren als Varianten einer Art diskutiert (Russel & Mills 1993, 1994, Shi et al. 1996,
Hoffmann & Schmutterer 1999). Kreuzungen zwischen den beiden Pilzen sind nachgewiesen
(Silbernagel 1964, zitiert in Russel & Mills 1993). Nach Fischer et al. (2002) wird der Befall mit
T. caries und T. controversa von denselben Resistenzgenen reguliert. Die unterschiedliche
Anfilligkeit der Sorten Okostar und Atar(o) gegeniiber den beiden Pilzen lassen allerdings
zwergsteinbrandspezifische Resistenzgene bei diesen Sorten vermuten. Wiederholungen dieser
Versuche wiren fiir eine sichere Aussage allerdings dringend noétig.
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3.3 Charakterisierung des Resistenzgrades anhand der Blattfriihsymptome

Blattfrithsymptome (Chlorotische Flecken an den Blattspreiten)
(Abb. 3.4) sind bis zum jetzigen Zeitpunkt die einzige Friiher-
kennungsmethode fiir einen potentiellen Steinbrandbefall, die
bereits mehrfach in der Literatur zitiert wird (Johnston &
Lefebvre 1939, Kendrick & Purdy 1959, Agrios 1988, Becker
1992, Hoffmann & Schmutterer 1999). Wihrend der Pilzbefall
als Ausldser fiir die Blattsymptome unbestritten ist, ist die
Eignung der Frithsymptome fiir die Bewertung der Sorten-
resistenz allerdings noch unklar. Koch & Spief3 (2002)
vermuten, dass dem Ahrensymptom normalerweise das
Frithsymptom vorausgeht. Dagegen berichten Borgen &
Kristensen (2003) von Sorten, die Ahrenbefall, aber kein
Frithsymptom zeigen.

Abb.3.4 Apogee mit Blattsymptomen
im Stadium EC 13

3.3.1  Vergleich von Blattfrihsymptomen unter kontrollierten Bedingungen und im Feld

Abb. 3.5 vergleicht die Blattfriithsymptombonitur nach Anzucht der Pflanzen unter verschiedenen
Bedingungen (4°C und 15°C) (vergl. Kapitel 2.5.1) mit der Bonitur der Frithsymptome des Feld-
versuchs in Bad Vilbel (Kapitel 2.3). Bonitiert wurde auf dem Feld Anfang Mérz 2003 im Stadium
EC 20 (Beginnende Bestockung). Die einzelnen Pflanzen waren in diesem Stadium noch deutlich
voneinander zu unterscheiden. Durch den kalten und trockenen Januar und Februar hatte es starke
Auswinterungen gegeben. Daher wurden je nach Zustand der Parzelle min. 10 und max. 50 Pflan-
zen auf Blattsymptome bonitiert.

Im Pflanzenanzuchtraum fiihrte das Auflaufen bei 15°C meist zu einem hoheren Anteil von
Pflanzen mit Blattfrithsymptomen als bei der Auflauftemperatur 4°C (Abb. 3.5). Dies entsprach
nicht den Erwartungen, da davon auszugehen war, dass der Pilz bei den tieferen Temperaturen sehr
viel mehr Zeit und damit bessere Mdglichkeiten hat, sich in der Pflanze auszubreiten und dass sich
dies in der Stirke der Frithsymptome ausdriicken wiirde. Aus den Ergebnissen liefe sich eher der
umgekehrte Schluss ziehen, dass ndmlich der Pilz bei warmeren Temperaturen (hier 15°C) bessere
Bedingungen fiir eine schnelle Wirtsbesiedelung vorfindet. Dem stehen allerdings
Feldbeobachtungen entgegen, wonach der (Ahren-)Befall durch tiefere Temperaturen tendenziell
gefordert wird.
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Abb. 3.5 Vergleich des Anteils von Pflanzen mit Blattfrihsymptomen bei Anzucht unter kontrollierten Bedin-
gungen (Bonitur zu EC 14) bzw. am Standort Bad Vilbel (Bonitur zu EC 20). (Anzuchtbedingungen
der 15°C Variante: 10 Tage bei 15°C, gefolgt von 14Tagen bei 20°C; 4°C Variante: 1 Monat bei 4°C,
gefolgt von 10 Tagen bei 15°C und 14 Tagen bei 20°C). Mittelwerte und Standardabweichungen aus
je drei Versuchen mit drei Topfen a 15 Pflanzen pro Sorte. *= ausgewinterte Sorte)

Insgesamt gesehen waren die Frithsymptome unter kontrollierten Bedingungen zwar bei der 15°C
Variante tendenziell verstirkt, unterschieden sich aber nicht signifikant von der 4°C Variante. Die

28

100



Ergebnisse & Diskussion

Bonitur der Feldversuche zeigte fiir einige Sorten allerdings deutlich andere Ergebnisse. Zum einen

war der Anteil symptomtragender Pflanzen deutlich niedriger (was aber auch auf die starken Aus-

winterungen zuriickzufiihren sein kann), auf der anderen Seite hatten einige Sorten, die unter

kontrollierten Bedingungen starke Symptome gezeigt hatten, im Feld wenig bzw. keine Symptome

(z.B. Atar, Korund, Toronto).

Inwieweit sich die Blattsymptome als Friihdiagnose zur Charakterisierung des Resistenzgrades

eignen, wird im folgenden Kapitel 3.3.2 behandelt, in dem der tatséichliche Ahrenbefall am

Standort Bad Vilbel mit den Frithsymptomen der Gewachshauspflanzen und der Feldpflanzen in

Beziehung gesetzt wird.

3.3.2 Korrelation von Blattfriihsymptom und Ahrensymptom

Wie in Abb. 3.6 deutlich wird, zeigen einige Sorten starke Friithsymptome bei hohem Ahrenbefall.

Bei anderen Sorten ist der Ahrenbefall deutlich geringer als der Frithsymptombefall.
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Relativer Vergleich der Blattsymptome im Feld (gestreifter Balken) und unter kontrollierten
Bedingungen (Dreieck) bei 4°C (weilles Dreieck) und 15°C (graues Dreieck) mit dem

Abb. 3.6

tatséchlichen Steinbrandbefall (schwarzer Balken, Ahrensymptom) am Standort Bad Vilbel.

Die Sorte mit dem hdchsten Befall bzw. der grofiten Pflanzenanzahl mit Friihsymptomen in der

jeweiligen Anzuchtsvariante (Feld, 4°C, 15°C) wurde 100% gesetzt.
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Dabei zeigten die Frithsymptome der Feldpflanzen noch eine deutlich bessere Korrelation zum
Ahrenbefall der Feldpflanzen als die Frithsymptome der Pflanzen der gleichen Sorte, die unter
kontrollierten Bedingungen angezogen wurden (unabhingig von der Auflauftemperatur). Auffallig
war die mangelnde Korrelation gerade bei vielen der wenig anfélligen bzw. toleranten Sorten: Sie
zeigten besonders bei der Anzucht unter kontrollierten Bedingungen teilweise starke Symptome,
hatten im Feld aber keinen oder nur einen geringen Ahrenbefall. Gerade bei den schwedischen
Herkiinften (Stava, Magnifik und SW 51136) fiel wihrend der Bonitur auf, dass die (anfangs stark
ausgepragten) Symptome auf die jungen Blitter beschriankt blieben. Hier wére bei einer differen-
zierteren und lédnger durchgefiihrten Bonitur (unter Einschluss der hdheren Blattetagen) sicher eine
bessere Korrelation zum Ahrensymptom zu erwarten. Der erforderliche Aufwand (Zeitdauer, evtl.
Vernalisation der Pflanzen) erscheint aber nicht praxisgerecht. Offensichtlich wird die Form der
Resistenz, die eine Unterdriickung der Pilzentwicklung erst zu einem spéteren Stadium beinhaltet,
von der Frithdiagnose iiber die Blattsymptome nicht erfasst. Beispiele hierfiir sind die Sorten
Tommi und Korund.

Aus dem zuvor Gesagten geht hervor, dass die Bonitur der Blattsymptome eine relativ einfache
Methode der Steinbrandfrithdiagnose ist. Auch wenn die Diagnose auf dem Feld bessere
Korrelationen zum Ahrensymptom ergeben hat, so ist ihre Durchfiihrung unter Feldbedingungen
doch sehr miihselig und nicht im groflen Mafstab durchfiihrbar. Zudem konnen gerade im Feld
Uberlagerungen der Symptome mit denen anderer Schadorganismen bzw. Umwelteinfliissen
auftreten und damit die Boniturergebnisse verfialschen. Wesentlich besser eignet sich diese
Methode bei der Pflanzenanzucht unter kontrollierten Bedingungen. Da eine enge Korrelation
zwischen Friihsymptomen im Pflanzenanzuchtraum und Ahrensymptom im Feld aber nur bei
einzelnen Sorten gegeben ist, sind die Frithsymptome kein generell geeignetes Merkmal zur
Bewertung der Resistenz. Bei ausgewéhlten, hoch anfilligen Sorten konnen sie allerdings als
verlasslicher Indikator fiir eine erfolgte Infektion herangezogen werden, etwa bei der Selektion von
Saatgutbehandlungsmitteln.

3.4 Der ELISA als Friiherkennungsmethode

Eine alternative, sehr viel objektivere Fritherkennungsmethode kdnnte die quantitative Bestimmung
des Pilzgehaltes in der Pflanze sein, wobei als Arbeitshypothese eine Korrelation zwischen Resis-
tenzgrad und Pilzgehalt (je anfalliger die Sorte, desto besser die Entwicklung des Pilzes und um so
hoher sein Gehalt) angenommen wurde. Durch den immunologischen Nachweis des Pilzes mittels
ELISA lésst sich der Befall in der Pflanze quantifizieren. Im Rahmen dieses Projektes sollte iiber-
priift werden, ob sich der ELISA als Friiherkennungsmethode zur Vorhersage des Ahrenbefalls
eignet, in wie weit eine Korrelation zu den Blattfrilhsymptomen besteht, und ob er sich zur Charak-
terisierung der Sortenresistenz eignet. Da sich der Pilz wihrend der Pflanzenentwicklung vorwie-
gend im Vegetationspunkt aufhélt, wurde fiir die Untersuchungen der Resistenzcharakterisierung
ausschlieBlich der Bereich um den Vegetationspunkt untersucht.

Die Eignung des ELISA als Fritherkennungsmethode wurde schwerpunktmiBig an der Laborsorte
Apogee durchgefiihrt, da sie auch bei der Anzucht unter kontrollierten Bedingungen in relativ
kurzer Zeit in allen Stadien zur Verfiigung steht und sich zudem durch hohe Anfélligkeit
auszeichnet.
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ELISA-Untersuchungen des Vegetationspunktes von 50 infizierten und 25 gesunden
Einzelpflanzen zeigten einen signifikanten Unterschied im Pilzgehalt zwischen gesunden und
infizierten Pflanzen (Abb. 3.7). Unter Zugrundelegung eines Grenzwertes von 0,05 OD wéren 78%
der infizierten Pflanzen befallen gewesen. Dies ist in Ubereinstimmung mit bisher
unverdffentlichten Ergebnissen, wonach die Sorte Apogee unter den gleichen
Versuchsbedingungen hochanfillig ist. Im Durchschnitt von fiinf Versuchen hatten die Pflanzen
einen Ahrenbefall von ca. 70% (Koch et al., unverdffentlicht). Da bei allen untersuchten Sorten
auch die gesunden Pflanzen im ELISA Werte bis zu 0,05 OD zeigten, wurde bei jedem Versuch die
gesunde Kontrolle als Negativkontrolle mitgemessen und der OD-Mittelwert der gesunden
Pflanzen von den mit Steinbrand-inokulierten Pflanzen abgezogen.

0,16 -
78 % Befall
0,14
0,12 |
0,10 |

0,08 -

0,06 -

0,04

0,02

0,00
mit Steinbrand inokulierte Pflanzen gesunde Kontrolle

Abb. 3.7  Optische Dichte ermittelt iber den ELISA von infizierten und gesunden Einzelpflanzen der Sorte
Apogee im Stadium EC 14/20.

Demnach eignet sich der ELISA sehr gut als quantitatives Friihdiagnosesystem. Notwendige
Voraussetzung fiir eine gute Voraussage ist jedoch eine Mindestanzahl von ca. 50 infizierten
Einzelpflanzen.

3.5 Charakterisierung der Resistenz mit Hilfe des ELISA

Parallel zur Fritherkennung des Steinbrandbefalls wire eine Einschitzung des Resistenzgrades der
Sorten anhand des Pilzgehaltes mittels der quantitativen Bestimmung des ELISA erstrebenswert.
Dazu wurden fiinf Sorten exemplarisch ausgewéhlt, von denen bereits aus Feldversuchen Erkennt-
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nisse zu ihrer Anfilligkeit gegeniiber Steinbrand vorlagen: Die sehr stark anfélligen Sorten Apogee
und Bussard, die gering anfdllige Sorte Aron und die toleranten Sorten Tambor und Stava (Im
Verlauf des Projektes konnte diese Einstufung in den Feldversuchen an allen Standorten bestatigt
werden; vergl. Kap. 3.1). Vorversuche an Pflanzen zwei verschiedener Vegetationsstadien (EC 10
und EC 20) zeigten eine bessere Korrelation zum bekannten Resistenzgrad im élteren Stadium

EC 20. Fiir den Versuch wurden Pflanzen verwendet, die unter kontrollierten Bedingungen aus
inokulierten Samen herangewachsen waren. Pro Sorte wurden die Vegetationspunkte von je 45 bis
50 Einzelpflanzen im Entwicklungsstadium EC 14/20 auf ihren Pilzgehalt untersucht
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ng T. caries / gFG ml

J

Abb. 3.8. Tilletia caries Gehalte in Einzelpflanzen von Sorten unterschiedlichen Resistenzgrades (EC 14/20)

il Jﬁh M.W

Bussard Apogee Aron Tambor Stava

Abb. 3.8 zeigt das Ergebnis der ELISA-Messungen an den 50 Einzelpflanzen je Sorte. Die Auftra-
gung der Einzelwerte zeigt, dass allein der Pilzgehalt in der Einzelpflanze nicht auf den Resistenz-
grad schlieflen ldsst. Zwar erreichen einzelne Pflanzen der anfélligen Sorte Bussard hohere Werte
als tolerante Sorten, es gibt allerdings auch eine Reihe von Bussardpflanzen mit geringem
Pilzgehalt. Fasst man die Einzelwerte durch Bildung des Mittelwertes zusammen (Abb. 3.9), so
ergibt sich eine gute Ubereinstimmung mit dem Resistenzgrad. Um das zu verdeutlichen, wurde in
Abb. 3.9 der Ahrenbefall der Sorten am Standort Bad Vilbel eingefiigt. Nach unserer Einschitzung
sollte fiir solche Untersuchungen zur Charakterisierung des Resistenzgrades ein Probenumfang von
mindestens 45 Einzelpflanzen je Sorte zur Verfiigung stehen.
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Abb. 3.9. Vergleich der Tilletia caries Gehalte (Mittelwerte und Standardabweichungen von 50 Einzelpflan-

zen je Sorte, siehe Abb. 3.8) bei Anzucht unter kontrollierten Bedingungen mit dem Steinbrand-
befall (Ahrensymptom) im Feldversuch am Standort Bad Vilbel (vergl. Kap. 3.1)

Die Aufarbeitung einer so groBen Probenanzahl ist allerdings mit einem erheblichen Aufwand ver-

bunden. Daher wurde als Alternative zu den zahlreichen Einzelwertmessungen untersucht, wie sich

das Zusammenfassen von Einzelproben auf das Ergebnis auswirkt (Abb. 3.10). Dazu wurden die
Vegetationspunkte von je 10 Einzelpflanzen in einem Ansatz aufgearbeitet. Pro Sorte wurden
insgesamt 40 Pflanzen untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 3.10 dargestellt. Die Mittelwerte der
vier Einzelmessungen erlauben wieder eine Differenzierung der Sorten nach ihrem Pilzgehalt.
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Abb. 3.10 Gepoolte Tilletia caries - Gehalte von Sorten unterschiedlicher Anfalligkeit. Die Vegetations-
punkte von je 10 Einzelpflanzen einer Sorten (Mittelwert oberhalb angegeben) wurden
gemeinsam aufgearbeitet und der Pilzgehalt dieses gepoolten Extraktes bestimmt.
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Bussard und Aron lassen sich voneinander unterscheiden und haben beide deutlich hohere Pilzge-
halte als Tambor und Stava. Im Unterschied zur Mittelwertbildung aus 50 Einzelproben (vergl.
Abb. 3.9) weist hier allerdings Tambor einen niedrigeren Pilzgehalt auf als Stava.

In ihrer Gesamtheit deuten die bisherigen Ergebnisse aber dennoch darauf hin, dass mit Hilfe des
ELISA eine Unterscheidung in sehr stark, mittel und gering anfdllig gemacht werden kann. Eine
Feinabstufung, wie zwischen gering anféllig und tolerant scheint demnach nicht moglich zu sein.

An fiinf exemplarisch ausgewahlten Sorten konnte der Pilzgehalt mit Hilfe des ELISA quantifiziert
werden. Bei Einbeziehung von Extrakten aus einer grolen Anzahl von Einzelpflanzen (mind. 45)
ergab sich eine gute Korrelation zum Ahrenbefall im Feld und damit zum Resistenzgrad. Um
abschitzen zu konnen, ob diese Methode universell zur Charakterisierung der Steinbrandresistenz
geeignet ist, und wie weit Abstufungen der Anfalligkeiten von sehr stark bis gering bzw. tolerant
gemacht werden konnen, bedarf es noch der Priifung einer gro8eren Anzahl Sorten.

3.6 Korrelation von Blattfriihsymptomen und Pilzgehalt im Vegetationspunkt

Inwieweit das Vorkommen von Blattsymptomen mit dem Pilzgehalt im Vegetationspunkt der
Pflanze korreliert, wurde an den 30 Weizensorten liberpriift. Dazu wurden nach Abschluss des
Versuchs zur Charakterisierung des Resistenzgrades anhand der Blattfrithsymptome (Kapitel 3.3.1)
die Vegetationspunkte von je 10 Pflanzen mit und ohne Frithsymptomen jeder Sorte der 15°C
Variante im EC 14/20 Stadium einem ELISA unterzogen. Da die Inokulation mit den Sporen der
Herkunft Bad Vilbel erfolgt war, sind die Sorten in Abb. 3.11 nach ihrer Anfélligkeit, die sie im
Feldversuch 2002/2003 gezeigt hatten, sortiert. Dabei fallen zunichst die groBen Unterschiede der
Pilzgehalte bei den einzelnen Sorten ins Auge, die im wesentlichen auch ihre Anfalligkeit im Feld
widerspiegeln. Gerade bei den gering anfélligen Sorten ist auch nur ein geringer Pilzgehalt zu
finden. Eine eindeutige Korrelation bei allen Sorten ist allerdings nicht gegeben. So zeigen die
Sorten Mewa und Cubus trotz hoher Anfilligkeit einen geringen Pilzgehalt und die Sorten
Excellenz und Compliment, die im Feldversuch mittel anfallig waren, die hochsten Pilzgehalte. In
diesem Versuch sind allerdings auch nur 10 Pflanzen, zudem vorsortiert nach dem Vorhandensein
von Frithsymptomen, auf ihren Pilzgehalt hin untersucht worden. Schon in Kapitel 3.5
(Charakterisierung der Resistenz mit Hilfe des ELISA) hat sich bei der Untersuchung der fiinf
exemplarisch gewéhlten Sorten herausgestellt, dass aufgrund der groBen Streuung, fiir eine gute
Vorhersage des Resistenzgrades, Mittelwerte aus einer grosseren Pflanzenzahl (etwa 50)
erforderlich sind.

Was die Korrelation von Blattfrithsymptom und Pilzgehalt betrifft, so hatten fast alle Sorten einen
hoéheren Pilzgehalt in den Pflanzen mit Frithsymptomen im Vergleich zu den Pflanzen ohne Friih-
symptome. Eine gute Korrelation zwischen Frithsymptom und Pilzgehalt ist aber wie bei der Korre-
lation zwischen Friihsymptom und Ahrensymptom (Kapitel 3.3.2) sortenabhiingig. So zeigt die an-
fillige Sorte Bussard eine enge Beziehung zwischen Frithsymptom, Pilzgehalt und Ahrensymptom.
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Abb. 3.11 Tilletia Gehalte der Vegetationspunkte der 30 Weizensorten mit und ohne Friihsymptome
angezogen im Pflanzenanzuchtraum, inokuliert mit den Sporen der Herkunft Bad Vilbel.
(Mittelwerte und Standardabweichung aus je 10 Pflanzen) (Sortiert nach Anfalligkeit von gering
bis stark nach dem diesjahrigen Feldversuch am Standort Bad Vilbel, * ausgewinterte Sorte)
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Allerdings hatte eine ganze Reihe von Pflanzen der anfélligen Sorten ohne Frithsymptome dennoch
einen relativ hohen Pilzgehalt (>5 ng/gFG ml, vergl. Kapitel 3.7.1), der zu einem Ahrensymptom
fiihren konnte. Auf der anderen Seite hatten unter den gering anfélligen Sorten wie Stava, Tambor,
SW 51366, Magnifik und Tommi die Pflanzen mit Frithsymptomen nur wenig hohere Pilzgehalte als
die Pflanzen ohne Frithsymptome. Ob dieser geringe Pilzgehalt zu einem Ahrensymptom gefiihrt
hitte, ist fraglich.

Zusammenfassend ldsst sich also feststellen, dass auf der einen Seite ein hoher Pilzbefall des
Vegetationspunktes (gerade bei den anfilligen Sorten) auch ohne Erscheinen von Frithsymptomen
begleitet sein kann. Andererseits ldsst das Erscheinen von Frithsymptomen (gerade bei den gering
anfélligen Sorten) nicht unbedingt auf einen erhohten Pilzgehalt im Vegetationspunkt schlieBen.
Die Rolle der Frithsymptome wird damit komplizierter als angenommen. Ob es sich um Restmyzel
des Pilzes handelt, das auf dem Weg zum Vegetationspunkt in den Bléttern verbleibt (Abb. 3.12)
oder als Teil einer Pathogenantwort verstanden werden muss, ist unklar. In jedem Fall wiirde die
fehlende Korrelation zwischen Frithsymptom und Pilzgehalt bei den gering anfélligen Sorten die
schlechte Korrelation zwischen Frithsymptom und Ahrenbefall (Kapitel 3.3.2) gerade bei diesen
Sorten erkléren.

3.7 Entwicklung und Verteilung des Steinbranderregers in der heranwachsenden
Pflanze

Anatomische Untersuchungen iiber das Eindringen und die Aus-
breitung von Tilletia-Arten in Getreidepflanzen in Abhéngigkeit
vom Entwicklungszustand der Wirtspflanze wurden bereits 1958
von Hansen durchgefiihrt. Durch Anfarbung der Hyphen mit
einer Baumwollblaulsung nach Popp (1951) und der Gramschen
Fdrbung (Woolman 1930) konnte gezeigt werden, dass der Pilz
die duBleren Schichten der Koleoptile intrazellulér durchdringt,
die weitere Ausbreitung jedoch interzelluldr verlduft. Durch seine
enge Anpassung an die Zellwénde ist er ungeférbt nicht zu
finden. Bei Tilletia caries konnte nach 50 Tagen bei 30% der
Pflanzen (anfillige Winterweizensorte Ackermans Herold) Myzel
im Vegetationspunkt gefunden werden (Hansen 1958). Erst mit
der Besiedlung des Vegetationspunktes, der spéteren
Ahrenanlage, durch den Pilz ist der Ausbruch der Krankheit
moglich.

Abb. 3.12 Weg des Pilzes
zum Vegetationspunkt beim
Weizenkeimling (verandert
nach Hansen 1958)

Mit Hilfe des ELISA bestand nun erstmals die Moglichkeit, den Weg des Pilzes in der Pflanze zum
einen spezifisch und im besonderen quantitativ zu verfolgen. Dazu wurden Pflanzenproben zu ver-
schiedenen Entwicklungsstadien geerntet und die einzelnen Pflanzenorgane getrennt nach

Koleoptile, Vegetationspunkt, Blittern (Scheide und Spreite) der Haupt- und Seitentriebe, Knoten,
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Abb. 3.13 Entwicklungsstadien des Weizens (am Beispiel der Laborsorte Apogee)
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Tabelle 3.3 Tilletia caries- Gehalte (ng/gFGml) in APOGEE in verschiedenen Entwicklungsstadien unterschieden nach Friihsymptomen (FS)

Vegetations-
punkt

Blatt 1
Blatt 2
Blatt 3
Blatt 4

Bestockungs-
knoten

Blatt 1
Blatt 2
1. Knoten
Blatt 3
2. Knoten
Blatt 4
Blatt 5

Ahrenanlage

Bestockungs-
knoten

Blatt 1

Blatt 2

1. Knoten
Blatt 3
2.Knoten
Blatt 4

3. Knoten
Fahnenblatt
Ahre

n.u.: nicht untersucht

EC 13 EC 14 EC 21 Pflanze 1 Pflanze 2
Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 3| Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 3| Haupttrieb| Seitentrieb| Haupttrieb Seitentrieb
40,74 30,06 35,18 3,30 5,08 36,51 91,89 n.u. 15,45 n.u.
0,00 4,31 0,00 0,00 6,89 12,51 37,23 2,04 0,00 0,00
9,83 2,74 4,31 0,00 0,00 0,00 0,00 n.u. 0,00 n.u
8,25 12,19 8,25 0,00 0,00 8,07 n.u. n.u. n.u. n.u.
n.u. n.u. n.u. 0,00 1,20 13,39 n.u. n.u. n.u. n.u.
EC 30 mit FS ohne FS |EC 31 mit FS ohne FS EC 32 mit FS
Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 3 Pflanze 4| Pflanze 1| Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 1 Pflanze 2| Pflanze 1 Pflanze 2  Pflanze 3
9,02 12,66 14,74 0,00 0,00 n.u. n.u. 2,38 0,00 nu nu n.u.
8,08 13,92 9,30 8,58 2,01 n.u. n.u. 0,00 0,00 n.u. n.u. n.u.
4,49 n.u. n.u. n.u. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 n.u. 4,01 n.u.
n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
6,19 28,78 24,73 17,71 0,00 1,78 8,34 0,00 0,00 n.u. n.u n.u.
n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 9,46 n.u. n.u.
16,39 43,20 24,99 n.u. 0,00 2,32 4,97 0,00 0,65 3,70 3,71 n.u.
n.u. 11,22 9,87 14,93 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. 2,46 n.u. 3,17
n.u. 21,54 59,83 26,97 n.u. 10,59 8,46 1,88 3,79 8,25 n.u. 8,45
EC 49 ohne FS mit FS EC 55 EC 65 EC 72 EC 85
Pflanze 1 Pflanze 2| Pflanze 1 Pflanze 2|Pflanze 1 | Haupttrieb| Seitentrieb| Haupttrieb| Seitentrieb| Haupttrieb| Seitentrieb
n.u. n.u. 4,27 0,69 n.u. 0,00 n.u. 0,00 n.u
0,00 n.u. 0,00 n.u. 37,73 0,00 n.u. 16,94 n.u. 16,24 n.u.
n.u. n.u. 0,00 n.u. n.u. 0,00 n.u. 7,36 n.u. 5,52 n.u.
n.u. n.u. 1,48 n.u. 20,30 0,00 0,00 28,17 11,19 0,00 14,36
0,00 n.u 1,13 2,13 12,20 n.u. n.u. 8,73 n.u. n.u. n.u
n.u. n.u. n.u. n.u. 9,67 0,00 0,00 8,41 11,34 0,00 1,74
0,00 0,00 2,16 1,77 57,68 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u
0,00 n.u. n.u. 4,76 n.u. 329,43 0,00 9,30 18,05 0,00 7,58
n.u. n.u. n.u. 5,35 11,11 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
4,70 n.u. 16,24 14,52 34,19 0,00 4,63 520,11 705,91 0,00 478,51
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Ahrenanlage und Ahre auf ihren Pilzgehalt untersucht.

Im Rahmen einer Diplomarbeit sollte zudem die Entwicklung und Verteilung des
Steinbranderregers in Sorten unterschiedlicher Anfélligkeit untersucht werden, um eventuell
Riickschliisse auf die Resistenzmechanismen bzw. ihren Zeitpunkt und ihren Ort ziehen zu kénnen.
Ausgewihlt wurden die Sorten Bussard (hoch anfillig), Aron (anfillig), sowie die gering anfélligen
Sorten Tambor und Stava. Neben den Laboranzuchten (Keimlingsstadium) und den unter
kontrollierten Bedingungen angezogenen Pflanzen (bis zum Stadium EC 20) wurde fiir die élteren
Stadien auch auf Feldproben (Kapitel 2.6) zuriickgegriffen. Die quantitativen Untersuchungen mit
Hilfe des ELISA sollten zudem mit histologischen Untersuchungen mit Hilfe unspezifischer
Myzelfarbungen wie Trypanblau und der spezifischen Immunfarbung unterstiitzt werden. Da die
Diplomarbeit noch nicht abgeschlossen ist, konnen im Rahmen dieses Berichtes nur erste
Ergebnisse vorgestellt werden.

3.7.1  Entwicklung und Verteilung des Steinbranderregers im Laborweizen Apogee

Im Fall des Laborweizens Apogee, einer Sorte ohne Vernalisationsbediirfnis, konnten alle Entwick-
lungsstadien ohne nennenswerten Aufwand unter kontrollierten Bedingungen angezogen werden.
Abb. 3.13 gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Entwicklungsstadien von EC 13 bis EC 85
mit der Reihenfolge der gebildeten Blétter und Knoten. Besondere Bedeutung kam dabei der
Lokalisierung des Vegetationspunktes und seiner Entwicklung zur Ahrenanlage und letztendlich
zur Ahre zu, da seine Besiedlung durch den Pilz entscheidend fiir den Ausbruch der Krankheit ist.
In Tabelle 3.3 sind die gemessenen Tilletia-Gehalte in ng/gFG ml der jeweiligen Stadien in den
einzelnen Pflanzenorganen fiir bis zu vier Einzelpflanzen aufgelistet. Dabei wurde in Pflanzen mit
und ohne Frithsymptome unterschieden. Legt man die gute Korrelation zwischen Frithsymptom
und Ahrensymptom der Sorte Apogee zugrunde, lisst sich ein Grenzwert von >5ng/gFG ml
Pilzgehalt im Vegetationspunkt bzw. in der Ahrenanlage als ndtige Menge Pilz fiir eine
erfolgreiche Infektion, sprich fiir ein Ahrensymptom, ableiten.

Von den untersuchten inokulierten Pflanzen waren nicht alle auch vom Pilz erfolgreich infiziert,
zeigten also auch keine ausreichend erhdhten Pilzgehalte (>5ng/gFG ml), um ein Ahrensymptom
zu induzieren. Bestétigt wurde wieder die sehr gute Korrelation von Blattfrithsymptomen und
hohen Tilletia-Gehalten in Blittern und Vegetationspunkt bzw. Ahrenanlage fiir die Sorte Apogee.
Bei den befallenen Pflanzen war im Dreiblattstadium (EC 13) bis zur Bestockung (EC 21) der
hochste Pilzgehalt im Vegetationspunkt zu finden. Vereinzelt konnten auch hohe Pilzgehalte in den
Blattern gemessen werden, die zum einen auf Restmyzel (in den Blittern verblieben, nach deren
Durchdringung und Wachstum in Richtung Vegetationspunkt (siche Abb. 3.12)) zuriickzufiihren
sein konnen, zum anderen jedoch auch auf die ,,Fehlbesiedelung* von Blattprimordien im
Vegetationspunkt und das passive Mitwachsen in den sich dann entwickelnden Blittern. Mit
Beginn des Schossens (EC 30) wird der Vegetationspunkt durch das einsetzende
Streckungswachstum in den Blattscheiden nach oben geschoben und wird zur Ahrenanlage. In
diesem Stadium waren bei jeder der vier untersuchten Pflanzen in fast allen Pflanzenorganen hohe
Pilzgehalte zu finden, sowohl im Bestockungsknoten am Halmgrund, als auch in den Bléttern und
den Ahrenanlagen. Mit Bildung der Knoten (EC 31, EC 32) fand eine Konzentration auf die
Ahrenanlage statt und diese Entwicklung setzte sich bis zur Bildung der Ahre fort. Mit dem
Sichtbarwerden des eigentlichen Krankheitsbildes (d.h. der Bildung der Brandéhre) erhdhten sich
die Pilzgehalte in der Ahre im Vergleich zu den Pilzgehalten des Vegetationspunktes bzw. der
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Ahrenanlage der jiingeren Stadien um das 100fache.

Die Quantifizierung des Pilzes mit Hilfe des ELISA bestitigt altere (histologische)
Untersuchungen, wonach fiir die Ausbildung des Ahrensymptoms die Besiedelung des
Vegetationspunktes bzw. der Ahrenanlage entscheidend ist. Hohe Pilzgehalte auch in anderen
Pflanzenorganen, wie den Blattern oder den Knoten, weisen zwar auf eine starke Ausbreitung des
Pilzes hin, haben aber letztlich keine direkte Auswirkung auf das Ahrensymptom. Allerdings ist bei
starker Pilzausbreitung die Wahrscheinlichkeit, dass auch die Ahrenanlage befallen wird,
entsprechend hoch.

3.7.2 Vergleich der Pilzverteilung in Sorten unterschiedlicher Anfalligkeit

Abb. 3.14. zeigt eine Aufsicht auf die Koleoptile eines Weizenkeimlings. Bei den angeférbten
Bereichen handelt es sich offensichtlich um Stellen, an denen der Pilz versucht hat, in die Pflanze

einzudringen.

Beim Vergleich der Pilzausbreitung in - — —

Sorten unterschiedlicher Anfalligkeit h @ o - a
beschreibt Hansen (1958) eine - - > Q"
Resistenzform, bei der der Pilz nicht in der - : i B

Lage ist, in die Pflanze einzudringen. Erfolgt - ‘ o
dagegen eine Infektion, so werden die ersten
Anzeichen eines Befalls in einer Verdickung -
der Epidermis deutlich. In anfélligen Sorten re.
durchbrechen die Hyphen die Epidermis .

unter sichtbarer Einschniirung und gelangen . .‘ & ‘
in das Zelllumen. Die durchbrochene Wand - .‘
schwillt an und bildet eine Hiille um den - - iy - — =
Pilz.

Abb. 3.14 Infektionspunkte an der Koleoptile (Trypanblau)

Bei einigen resistenten Sorten scheint der Pilz nicht in der Lage zu sein, diese Umbhiillungsscheiden
der Epidermis zu durchbrechen. Bei anderen resistenten Sorten drang der Pilz zwar in die Pflanze
ein, erreichte jedoch nicht den Vegetationspunkt (Fernandez et al. 1978).

Um Riickschliisse auf ihre Resistenzmechanismen ziehen zu kénnen, wurden die exemplarisch
ausgewdhlten Sorten in verschiedenen Stadien mit dem ELISA untersucht (Kapitel 2.5.2). Im
Keimlingsstadium waren die Pilzgehalte von Embryo und Koleoptile bei allen untersuchten Sorten
unabhéngig von ihrer Anfélligkeit sehr hoch, d.h. eine Differenzierung war nicht moglich. Im
ersten Blatt, das in dem untersuchten Stadium noch fast vollstdndig von der Koleoptile
umschlossen war, konnten nur bei der Sorte Bussard hohe Tilletia-Gehalte gemessen werden, bei
allen anderen waren die Werte sehr niedrig. Die Ergebnisse sind hier bewusst nicht dargestellt,
weil sich die Préaparation des Embryos aus dem Keimling als kompliziert darstellte und eine
Verfalschung der Messergebnisse durch Pilzmyzel von der Keimlingsoberflache nicht
ausgeschlossen werden kann.

Fiir die Untersuchungen der dlteren Stadien wurde auf Feldmaterial (Kapitel 2.6) zuriickgegriffen,
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da nur dort die Sorten zum Schossen kamen. Untersucht wurden je Sorte 5 bis 10 Pflanzen der
Stadien EC 13 (Dreiblattstadium) und EC 20 (Bestockung) (Abb. 3.15), sowie EC 31 (Schossen
und Knotenbildung) (Abb. 3.16). Da die Freilandpflanzen im Vergleich zu den Pflanzen, die unter
kontrollierten Bedingungen angezogen wurden, im EC 13 bis EC 20 Stadium noch sehr klein
waren, wurde fiir den ELISA die Gesamtpflanze genommen, da eine Auftrennung in Blétter und
Vegetationspunkt keine ausreichende Frischgewichtsmenge erbracht hitte. Anders als bei der
Anzucht unter kontrollierten Bedingungen waren die 7illetia-Gehalte der Freilandpflanzen im EC
13 Stadium bei allen Sorten, auch bei der anfélligen Sorte Bussard noch sehr gering, so dass eine
Einschétzung ihres Resistenzgrades zu diesem Zeitpunkt noch nicht moglich war. Obgleich die
Pflanzen zu diesem Zeitpunkt bereits vier Wochen alt waren, war eine deutliche Besiedelung durch
den Pilz anscheinend noch nicht erfolgt. Im Alter von 8 Wochen (Beginn der Bestockung) dagegen
konnten die Sorten anhand der Pilzgehalte differenziert werden, im gleichen Mal3e wie das auch bei
den Versuchen unter kontrollierten Bedingungen in diesem Stadium moglich war (Kapitel 3.5),
obgleich sie im Anzuchtsraum das Stadium EC 20, bedingt durch die héheren Temperaturen,
bereits nach vier Wochen erreicht hatten. Das deutet darauf hin, dass die Entwicklung des Pilzes in
der Pflanze parallel zur Pflanzenentwicklung verlauft. Zumindest in diesen jungen Stadien der
Pflanzenentwicklung scheint die Meinung, dass tiefe Temperaturen einseitig die Entwicklung des
Pilzes fordern, so generell nicht zuzutreffen.

Die Pilzverteilung in der Pflanze im Stadium EC 31 (Abb. 3.16) bestitigt auch fiir die
Freilandsorten die Beobachtung an der Modellsorte Apogee, dass fiir den Ausbruch der Krankheit
die Infektion der Ahrenanlage entscheidend ist. Und so finden wir auch bei den exemplarisch
gewihlten Sorten die hochsten Pilzgehalte immer in der Ahrenanlage. Pflanzen, die ausschlieBlich
in anderen Pflanzenorganen hohe Pilzwerte haben, nicht jedoch in der Ahrenanlage, werden auch
keine Ahrensymptom zeigen. Wie bei der Sorte Apogee zeigte von den Freilandsorten die anfillige
Sorte Bussard eine gute Korrelation zwischen Frithsymptomen und erhdhtem Pilzgehalt in der
Ahrenanlage. Bei den mittel bis gering anfilligen Sorten Aron, Tambor und Stava konnte man
dagegen nicht von fehlenden Friihsymptomen auf einen geringen Pilzgehalt in der Ahrenanlage
schlieBen. Dies bestitigt die Beobachtungen der Versuche zur Korrelation Frithsymptom-
Ahrenbefall (Kapitel 3.3.2) und zur Korrelation Friihsymptom-Pilzgehalt (3.6).

39



Ergebnisse & Diskussion

25 -
EC 13 Dreiblattstadium
20 -
E 15 |
o
[
o
8
k]
=
o 10
<
7,0
5 43
3,0 1
24 24 25
17 15 16 1.9 1615 ]
orfl,, os 08 "9 10 08
,OI 70,1 IO,O 0,00,0 0,0 0,00,0 ” ” 03 |'| ” 0,00,00,00,00,00,00,00,00,00,0
0 . T o T T
Bussard Aron Tambor Stava
25 -
EC 20 Beginn der Bestockung
20 + 19,0
T 15 1
o
'Y
R
:g 1°R16
2
i: 4
i 9,6
g) 10 67 9139'28,8
73
54
5 - 4.1 42
17 14 1151,8 1,7
L 08 08 07
IO,OO’3 I 0,0 0,00,00,00,00,00,00,00,00,0 n0,00,0 n0,00,00,00,00,00,(D,O
0_ T 0 T
Bussard Aron Tambor Stava

Abb. 3.15 Tilletia Gehalte von Einzelpflanzen Sorten unterschiedlicher Resistenz in den Stadien EC 13 und
EC 20 (Feldmaterial)
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Sprossansatz
mit Bestockung

Abb. 3.16 Entwicklung und Verteilung des Pilzes Sorten unterschiedlicher Anfélligkeit im Stadium EC 31
(Steinbrandgehalte in ng / gFG ml) (n.u.: nicht untersucht)

jungstes Blatt
nit Ahrenanlage

1. Nodium
mit Meristem

BUSSARD Ohne Friihsymptome Mit Frihsymptomen
Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 1 Pflanze 2
Sprossansatz 1,88 0,63 7,90 9,64
1. Blatt 0,00 0,00 n.u. nu.
2. Blatt 0,00 0,00 n.u. 8,90
1. Knoten 4,69 2,54 46,51 nu.
3. Blatt 1,19 0,00 8,63 6,03
4. Blatt 2,17 0,07 15,57 4,43
ﬂ’:g;t:nslg:tt mit 4,61 0,66 26,26 54,21

ARON Ohne Frihsymptome Mit Frihsymptomen
Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 1 Pflanze 2
Sprossansatz 0,00 0,00 70,42 2,97
1. Blatt 0,46 0,00 0,00 n.u.
2. Blatt n.u. 0,00 0,00 0,35
1. Knoten 0,27 0,00 0,00 0,72
3. Blatt 0,12 0,00 0,00 1,4
4. Blatt n.u. 0,00 5,55 2,08
iﬂ?ﬁﬁfj;ﬂ’;‘“ mit 0,67 221 36,73 0,45
TAMBOR
Ohne Frihsympt. Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 3 Pflanze 4
Sprossansatz 0,00 4,19 0,00 36,62
1. Blatt 0,00 87,65 0,00 25,43
2. Blatt 0,00 3,90 0,00 2,3
1. Knoten 000 4,26 0,00 4,08
3. Blatt 0,00 3,82 0,00 0,00
4. Blatt 2,16 119,74 0,00 0,00
ﬂ’:gi;enslaz':tt mit 1 0,00 49,34 1,22 0,00
STAVA
Ohne Frihsympt. Pflanze 1 Pflanze 2 Pflanze 3 Pflanze 4
Sprossansatz 29,56 1,9 30,96 0,00
1. Blatt 0,00 0,00 0,00 5,68
2. Blatt 4,15 0,00 0,00 30,30
1. Knoten 0,00 0,00 0,00 2,07
3. Blatt 20,14 0,00 4,78 0,00
4. Blatt 0,00 0,95 0,00 0,00
ﬂ’:gi;enslaz':tt mit 1 0,00 0,00 0,00 36,56
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Die Frage nach Zeitpunkt und Ort der Resistenzmechanismen der Sorten Stava und Tambor lésst
sich durch diese Untersuchungen nicht hinreichend kliren. Die Interpretation der Ergebnisse wird
insbesondere dadurch erschwert, dass wegen des Arbeitsaufwandes zu allen Stadien und bei allen
Sorten nur eine begrenzte Anzahl von (zufillig ausgewéhlten) Einzelpflanzen untersucht werden
konnte. Die Ergebnisse zeigen, dass es zwischen Einzelpflanzen eine erhebliche Variabilitét gibt.
Dennoch sind gewisse sortenspezifische Gemeinsamkeiten erkennbar. Bei Stava konnte in den
frithen Stadien kein Pilz nachgewiesen werden, was zundchst auf eine Eindringungsresistenz
schlieBen ldsst. Im Stadium EC 31enthielten dennoch drei der vier Pflanzen (alle ohne
Frithsymptom) den Pilz, in einem Fall sogar in der Ahrenanlage. In den untersuchten Pflanzen der
Sorte Tambor war zu EC 13 eindeutig Pilz nachzuweisen, d.h. der Pilz war in die Pflanze
eingedrungen. Warum im Stadium EC 20 in keiner der untersuchten Pflanzen Pilz vorhanden war,
ist nicht bekannt. Im Stadium EC 31 war bei einer Pflanze die Ahrenanlage befallen. Bei einer
Tambor- und zwei Stava-Pflanzen waren in anderen Teilen als der Ahrenanlage hohe Pilzgehalte
vorhanden. Das deutet darauf hin, dass diese Sorten iiber Abwehrmechanismen verfiigen, die auch
nach dem Eindringen in die Pflanze wirksam sind. Bei Aron war bei zwei der vier untersuchten
Pflanzen die Ahrenanlage befallen, wobei eine der Pflanzen kein Frithsymptom gezeigt hatte. Bei
Bussard lieBBen sich die Pflanzen ohne Frithsymptome deutlich von denen mit Frithsymptomen
unterscheiden: Letztere zeigten in allen untersuchten Teilen einschlieBlich der Ahrenanlagen
durchweg hohere Pilzgehalte.

3.7.3 Histologische Untersuchungen des Steinbranderregers in vitro

Spezifische histologische Untersuchungen an infizierten Sorten unterschiedlicher Anfalligkeit
sollten die quantitativen ELISA-Messungen in der Fragestellung nach den moglichen
Resistenzmechanismen unterstiitzen.

Voraussetzung dafiir war zunéchst die histologische Immunerkennung des Pilzes in vitro. Da je
nach Pflanzenorgan (Keimling oder Blatt) unterschiedliche Eigenfluoreszenzen des Gewebes unter
UV-Licht auftreten, die die Fluoreszenz des markierten Pilzes iiberdecken konnten, wurden
verschiedene sekundére Antikorper auf ihre Eignung iiberpriift. Die Immunmarkierung zeigte gute
Ergebnisse flir alle Fluoreszenzfarbstoffe. Die Hyphen und die verschiedenen Keimungsstadien des
Pilzes wurden vom Antikorper erkannt und markiert (Abb. 3.17 und 3.18). Allein die Sporen
wurden nicht markiert, was die Beobachtung von Eibel (2002) bestitigt, der iiber den ELISA keine
Wechselwirkungen mit Brandsporenextrakt erhielt. Da der Antikorper gegen den Myzelextrakt
hergestellt wurde, ist dies nicht weiter erstaunlich. Die Alexa-Farbstoffe waren, unabhéngig von
ihrer Fluoreszenzfarbe, dem FITC eindeutig vorzuziehen. Die Fluoreszenz war bei den Alexa-
konjugierten Antikérpern deutlich stirker und zeigte auch bei grofSerer Verdiinnung (1:200 statt
1:100) eine sehr gute Fluoreszenz.
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Abb. 3.17 In-vitro Markierung mit FITC konjugiertem Antikérper (1:100)
Keimende Spore (die Spore zeigt gelbe Eigenfluoreszenz),
fusionierende primére Sporidien und sekundare Sporidie.

Abb. 3.18 Keimschlauch markiert mit Alexa 568 (rot fluoreszierend)
(1:200); Sporen mit blauer Eigenfluoreszenz

Weiterfiihrende Arbeiten zur Immunfluoreszenzmarkierung in vivo an Sorten unterschiedlicher
Resistenz werden derzeit im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt. Voraussichtlicher
Abschluss ist Ende April.

3.8 Charakterisierung der Resistenz mit Hilfe der PCR

Im Rahmen unserer Arbeiten gelang es nicht, den von Eibel (2002) etablierten PCR-Nachweis des
Pilzes in der Pflanze zu verifizieren. Die intensive Beschéftigung mit der PCR hitte einen grof3en
Zeitaufwand bedeutet. Da sich zu diesem Zeitpunkt das Frithdiagnosesystem iiber den ELISA
bereits als erfolgversprechend abzeichnete, wurden die Arbeiten mit der PCR zunéchst
zuriickgestellt.

3.9 Kombination von Sortenresistenz und Saatgutbehandlung

Endbonitur im Sommer 2004

3.10 Charakterisierung der Sporenherkiinfte mit einem Differentialsortiment

Endbonitur im Sommer 2004
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4 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der
Ergebnisse

e Inden Feldversuchen zum Resistenzverhalten an verschiedenen Standorten konnten
Weizensorten mit Toleranz bzw. geringer Anfilligkeit gegeniiber Steinbrand und
Zwergsteinbrand gefunden werden (darunter auch solche, die bisher nicht dafiir bekannt
waren). Diese Sorten kénnen den Okolandwirten fiir den Anbau empfohlen werden.
Pflanzenziichter konnen das genannte Material im Rahmen der Resistenzziichtung
verwenden.

e Bei unseren Arbeiten zur Entwicklung eines Verfahrens zur frithzeitigen Erkennung
resistenter Sorten zeigte die Frithdiagnose iiber ELISA nicht nur den Befall der Pflanze,
sondern erlaubte bei entsprechend hoher Probenzahl (ca. 50 Pflanzen) auch eine gute
Einschétzung ihres Resistenzgrades. Die Verifizierung dieses Verfahrens an einer grofleren
Anzahl von Sorten vorausgesetzt, konnte dieses Frithdiagnosesystems fiir den Einsatz in
der Resistenzzlichtung oder bei der Bewertung im Rahmen der Sortenzulassung zum
Einsatz kommen.

o  Die Bonitur von Frithsymptomen an Jungpflanzen eignet sich aufgrund der
Sortenabhéngigkeit der Reaktion nicht fiir eine Charakterisierung der Sortenresistenz. Bei
Verwendung einer geeigneten Sorte (Apogee, Bussard) ist ihre Verwendung im Rahmen
von Screenings zum Auffinden von Saatbeizmitteln gegen Steinbrand aber weiterhin
empfehlenswert.

«  Von den derzeit noch laufenden Feldversuchen werden weitere verwertbare Ergebnisse
erwartet: Aussagen zur Kombinierbarkeit von Sortenresistenz und alternativen Saatgutbe-
handlungsmitteln (anwendbar in der Praxis) und Ergebnisse zum Virulenzspektrum des
Steinbrandes in Deutschland (anwendbar in der Pflanzenziichtung).
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5 Zusammenfassung

In Feldversuchen wurden 30 Weizensorten an fiinf verschiedenen Standorten auf ihre natiirliche
Resistenz gegeniiber Steinbrand und an einem Standort gegeniiber Zwergsteinbrand untersucht.
Dabei waren die Sorten/Zuchtlinien Tommi, Tambor, Tarso, Tataros, Cardos, Korund, Stava,
Magnifik, SW51126 und Jakobi tolerant bis gering anfillig gegeniiber Tilletia caries. Bei einigen
Sorten wurden an den verschiedenen Standorten unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Diese Unter-
schiede konnten auf Standortfaktoren (Aussaatzeitpunkt, Witterung) oder Unterschiede in der
genetischen Konstitution des Erregers zuriickzufiihren sein.

Im Zwergsteinbrandversuch zeigten die Sorten/Zuchtlinien Tommi, Pegassos, Toronto, Tambor,
Tarso, Tataros, Ataro, Okostar, Cardos, Korund, Stava, Magnifik, SW51126 und Jakobi eine
vergleichsweise geringe Anfilligkeit.

Zur Charakterisierung der Resistenz wurde ein System zur Friihdiagnose des Befalls mit Hilfe
eines immunologischen Nachweises iiber ELISA standardisiert und an ausgewahlten Weizen-
sorten angewandt. Bei Untersuchungen des Vegetationspunktes im Stadium EC 20 konnte anhand
der Pilzgehalte von 45 Einzelpflanzen eine Voraussage iiber den Resistenzgrad getroffen werden.
Damit sind die bisherigen Ergebnisse zur immunologischen Fritherkennung erfolgversprechend.
Um dieses Frithdiagnoseverfahren universell einsetzen zu konnen, sind allerdings Untersuchungen
an einer grofleren Anzahl von Sorten nétig.

Zudem wurde das Auftreten von Blattchlorosen als Vorhersagekriterium fiir den Steinbrandbefall
sowohl an einem Feldstandort (Bad Vilbel) als auch im Pflanzenanzuchtraum tiiberpriift. Dabei
zeigten die im Feld bonitierten Blattchlorosen eine bessere Korrelationen mit dem Ahrensymptom
als die Pflanzen, die unter kontrollierten Bedingungen angezogen wurden. Grundsétzlich ist diese
Ubereinstimmung aber sortenabhiingig. Daher eignet sich die Methode nicht generell zur
Charakterisierung der Resistenz. Bei Verwendung einer geeigneten Sorte ist die Nutzung der
Frithsymptome als Indikator fiir eine erfolgte Infektion, etwas bei Untersuchungen zur Wirksamkeit
von Saatgutbehandlungsmitteln, allerdings eine zeitsparende und einfache Methode.

Die Entwicklung des Steinbranderregers und seine Verteilung in der wachsenden Pflanze wurde an
ausgewdhlten Sorten mit verschiedenen Verfahren untersucht. Fiir die histologischen
Untersuchungen mit Hilfe der Immunmarkierung wurden zunéchst erfolgreich in-vitro-Farbungen
durchgefiihrt. Die sehr aufwendigen in-planta-Untersuchungen erfolgen zur Zeit im Rahmen einer
Diplomarbeit. Mit Hilfe des immunologischen ELISA-Nachweises konnte der Pilz in der anfélligen
Sorte Apogee zu verschiedenen Entwicklungsstadien in verschiedenen Pflanzenteilen quantitativ
bestimmt werden. Dabei zeigte sich, dass ein Pilzgehalt von iiber 5 ng/gFGml in der Ahrenanlage
ab Stadium EC 31 fiir die Induktion einer Brandéhre nétig ist. Untersuchungen von Sorten mit
geringer Anfalligkeit sollten Erkenntnisse zu ihren Resistenzmechanismen liefern. Die Ergebnisse
von ELISA-Untersuchungen zu verschiedenen Entwicklungsstadien scheinen darauthin zu deuten,
dass die Sorten Tambor und Stava einerseits bereits das Eindringen des Pilzes erfolgreich abwehren
konnen. Daneben verfiigen diese Sorten iiber weitere Resistenzmechanismen, die in spiteren
Stadien wirksam werden..
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6 Gegenuberstellung der urspriunglich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen

e Feldversuche zur Ermittlung der Sortenresistenz gegentiber Steinbrand
PLANUNG:
An fiinf unterschiedlichen Standorten in Deutschland sollten Feldversuche mit Sorten, die in
fritheren Versuchen Resistenz oder Teilresistenz gezeigt haben, sowie mit weiteren, bisher
noch nicht untersuchten Sorten / Zuchtstimmen, angelegt werden. Das Sporenmaterial
stammte dabei aus den jeweiligen geographischen Regionen. Bonitiert wurde der Ahrenbefall.
Mit selektierten Sorten sollte der Versuch 2003/2004 wiederholt werden.
ERREICHTES ZIEL:
Die Feldversuche mit den 30 Winterweizensorten wurden erfolgreich an den fiinf Standorten
in der Vegetationsperiode 2002/2003 durchgefiihrt. Ca. 10 Sorten zeigten eine verminderte
Anfiligkeit, so dass der Wiederholungsversuch wie geplant mit einer Selektion von fiinf
Sorten in der

Vegetationsperiode 2003/2004 durchgefiihrt wird.

e Feldversuche zur Ermittlung der Sortenresistenz gegeniber Zwergsteinbrand
PLANUNG:
Wegen des raumlich begrenzten Auftretens dieser Krankheit war fiir den Zwergsteinbrand
lediglich ein Feldversuch geplant. Versuchstandort war Temmenhausen.
ERREICHTES ZIEL:
Wie beim Steinbrand wurde der Feldversuch mit den 30 Winterweizensorten erfolgreich am
Standort Temmenhausen in der Vegetationsperiode 2002/2003 durchgefiihrt. Auch hier zeigte
eine Reihe von Sorten Toleranz gegeniiber Zwergsteinbrand, so dass wie geplant ein Wieder-
holungsversuch mit einer Selektion von fiinf Sorten in der Vegetationsperiode 2003/2004
durchgefiihrt wird.

» Charakterisierung des Resistenzgrades anhand eines Systems zur Frihdiagnose
PLANUNG:
Nach Anzucht unter kontrollierten Bedingungen sollte der Befall von Jungpflanzen anhand
von Frithsymptomen am Blatt ermittelt und mit Hilfe des ELISA-Testes und / oder der PCR-
Methode quantifiziert werden. Ziel war die Entwicklung eines Verfahrens zur frithzeitigen
Erkennung resistenter Sorten.
ERREICHTES ZIEL:
Die auftretenden Blattfriihsymptome an Jungpflanzen wurden nicht nur unter kontrollierten
Bedingungen an allen 30 Winterweizensorten bonitiert, sondern, um eine direkte Korrelation
zum Ahrensymptom zu haben, auch an einem der fiinf Feldstandorte (Bad Vilbel). Dabei
zeigte sich, dass die Blattfriihsymptome sortenabhingig auftreten und sich damit nicht generell
zur Charakterisierung der Resistenz eignen.
Parallel wurde ein Verfahren zur Frithdiagnose mit Hilfe des ELISA an fiinf exemplarisch
ausgewdhlten Sorten erfolgreich etabliert. Um die Eignung des Verfahrens eingehender priifen
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zu konnen zu priifen, wurde im Oktober 2003 auf dem Versuchsfeld der BBA ein zusétzlicher
Feldversuch mit acht der 30 Sorten ausgesét und zu zwei Friithstadien geerntet. Zudem
wurden von den Jungpflanzen der Feldversuche 2003/2004 an den fiinf Standorten von den
Versuchsanstellern zusétzlich Pflanzenproben genommen und der BBA zugeschickt. Die
finanzielle und personelle Frage nach der Pflanzenaufarbeitung und der ELISA-Durchfiihrung
ist allerdings noch offen. Von der Entwicklung eines Verfahrens iiber die PCR wurde
abgesehen, da die PCR eher qualitative, nicht jedoch die bendtigten quantitativen Ergebnisse
liefert.

Charakterisierung des Resistenzgrades anhand von Entwicklung und Verteilung des
Pilzes in der Pflanze

PLANUNG:

Die Entwicklung und Verteilung des Pilzes in der heranwachsenden Pflanze sollte durch
Bonitur der Frithsymptome, mikroskopische Anfarbung, Quantifizierung mit dem ELISA und
PCR-Nachweis beschrieben werden.

ERREICHTES ZIEL:

Die Entwicklung und Verteilung des Pilzes wurde an der Laborsorte Apogee in allen
wichtigen Entwicklungsstadien anhand der Frithsymptome und der Quantifizierung mit dem
ELISA charakterisiert. Die alternative Nachweismethode {iber die PCR brachte auch nach
mehreren Versuchen keine zufriedenstellenden Ergebnisse und wurde aus Zeitgriinden
zugunsten des ELISA eingestellt. Betreffend der geplanten unterstiitzenden histologischen
Untersuchungen bestand im Herbst 2003 die Moglichkeit, eine Diplomandin mit dieser sehr
arbeits- und zeitintensiven Arbeit zu betrauen. Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten nun
nicht nur unspezifische Pilzanfarbungen mit herkdémmlichen Farbemethoden durchgefiihrt
werden, sondern auch spezifische Immunlokalisierungen mit dem vorliegenden Antikdrper
vorgenommen werden. Um mehr Erkenntnisse iiber die Resistenzmechanismen zu bekommen,
wurden neben der anfdlligen Laborsorte Apogee auch Sorten mit geringer Anfalligkeit
eingeschlossen. Die zu untersuchenden Sorten werden zu verschiedenen Entwicklungsstadien
histologisch, aber auch mit Hilfe des ELISA, sowie in Bezug auf Enzymaktivititen untersucht.
Die Diplomarbeit wird voraussichtlich Ende April beendet sein.

Kombination von Sortenresistenz und Saatgutbehandlung

PLANUNG:

In Gewéchshausversuchen sollten Sorten unterschiedlicher Anfalligkeit mit standardisierten
Sporenmengen inokuliert, und anschlieBend mit alternativen Saatgutbehandlungsmitteln (vergl.
Parallelprojekt Dr. Jahn) behandelt werden. Selektierte Sorten / Mittelkombinationen sollten im
zweiten Jahr im Feldversuch iiberpriift werden. Bonitiert wird der Ahrenbefall im Sommer
2004.

ERREICHTES ZIEL:

In Absprache mit dem Parallelprojekt (Dr. Jahn / Dr. Waldow, Kleinmachnow) wurden Kombi-
nation von Sorten unterschiedlicher Anfélligkeit (nach Bonitur des Feldversuchs im ersten Jahr)
und alternativen Saatgutmitteln ausgewihlt und am Standort Bad Vilbel Ende Oktober 2003
ausgesit.
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e Charakterisierung der Sporenherkiinfte mit einem Differentialsortiment
PLANUNG:
Sporenmaterial der fiinf Versuchsstandorte sollte unter Feldbedingungen mit einem Differen-
tialsortiment in Bezug auf sein Virulenzspektrum analysiert werden.
ERREICHTES ZIEL:
Ein Sortiment von Weizensorten / Herkiinften, mit denen sich Populationen des Steinbrandes
differenzieren lassen, wurde von Dr. Blair Goates (USDA/ARS Aberdeen, Idaho, USA) zur
Verfligung gestellt und 2002/2003 an der Landessaatzuchtanstalt in Stuttgart (Dr. Miedaner)
vermehrt. Im Herbst 2003 wurde das Material wie geplant mit dem Sporenmaterial der fiinf
Standorte inokuliert und am Standort Bad Vilbel ausgesit. Der Ahrenbefall wird im Sommer
2004 bonitiert.
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