Universitat fir Bodenkultur Wien
Department fur Nutzpflanzenwissenschaften

Institut fur Pflanzenzichtung

Bachelorarbeit

Markergestuitze Selektion auf Steinbrandresistenz bei

Winterweizen fur den okologischen Landbau

Eingereicht von
Kilian Pfatrisch, 11901396

Martina Sternbauer, 11914219

Betreuer: Ao. Univ. Prof. Dipl.- Ing. Dr. nat. techn. Heinrich Grausgruber
(951109) Bachelorseminar Pflanzliche Produktion
Zur Erlangung des akademischen Grades
Bachelor of Science (B.Sc.)
Studiengang: UH 033 255 Bachelorstudium Agrarwissenschaften

Wien, Mai 2022



Eidesstattliche Erklarung

Wir erklaren eidesstattlich, dass wir die vorliegende Bachelorarbeit selbstandig
angefertigt, keine anderen als die angegeben Hilfsmittel benutzt und alle aus
ungedruckten Quellen, gedruckter Literatur oder aus dem Internet im Wortlaut
oder im wesentlichen Inhalt bernommenen Formulierungen und Konzepte gemaf
den Richtlinien wissenschaftlicher Arbeiten zitiert bzw. mit genauer Quellenangabe

kenntlich gemacht haben.

)/\/[e_m}%0.0f.lOZ_L % /Jc\"v,gu(/\

Ort, Datum Unterschrift Kilian Pfatrisch

Wien 30.05.22 &// 5//\%@6@“@

Ort, Datum Unterschrift Martina Sternbauer




Vorwort

Diese Arbeit wurde durchgefihrt im Rahmen des Horizon 2020 Projektes
ECOBREED: Increasing the efficiency and competitiveness of organic crop
breeding (Grant Agreement 771367).

Funded by European Union
Horizon 2020
Grant agreement No 771367

ecobreed

IMPROVING CROPS




Abkilirzungsverzeichnis

°C

AFLP

ARM

AXA
BC1Fx/BC2Fx
BMLRT

BMEL
BOKU
BSA
BST
bzw.
CAP
cm
DNA
EGD
EU
F1/F2o/F3
g
GEN
ha
KASP
KOL
Lfl

m2
MAS
MID
MYB
PCR
QTL
RAPD
RFLP

Grad Celsius

Amplified Fragement Length Polymorphism
Arminius

Axaro

Erste/zweite Ruckkreuzung mit neuem Elternteil
Bundesministerium fur Landwirtschaft, Regionen und
Tourismus

Bundesministerium fur Ernahrung und Landwirtschaft
Universitat fur Bodenkultur Wien
Bundessortenamt

Bernstein

beziehungsweise

Capo

Zentimeter

Desoxyribonukleinsaure

Ehogold

Europaische Union

Erste/zweite/dritte Filialgeneration nach Kreuzung
Gramm

Genius

Hektar

Kompetitive Allele Specific PCR

MV Kolompos

Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft
Quadratmeter

Marker-gestutzte Selektion

Midas

Myeloblastosis

Polymerase-Kettenreaktion

Quantitative trait locus

Random Amplified Polymorphic DNA

Restriction Fragment Lenght Polymorphism




re Pearson-Korrelationskoeffizient

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SPO Spontan

SSR Simple Sequence Repeats

TOB Tobias

TOM Tommi

TOR Toras

TSP Tillstop

USDA United States Department of Agriculture




Inhaltsverzeichnis

Eidesstattliche ErkIGruNng ... Il
RV 0] 4o ] SR PPTPR 1]
ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ......coei i A
1 Einleitung und Fragestellung.............eeeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 1
2 LiteraturlbersiCht.... ... 2
2.1 Weizen als konventionelle und biologische Kulturpflanze......................... 2
2.2  Steinbrand — eine Gefahr fur die globale Weizenproduktion..................... 4
2.3 Die Rolle der markergestutzten Selektion in der Pflanzenzichtung ......... 8

3 Material und MethOdiK ..........coeeiiiiiiiiiiiii e 12
3.1 Pflanzenmaterial..........cccouuiiiiiiii 12
3.2  Genotypisierung der neuen Zichtungslinien mittels KASP Marker......... 14
3.3 Feldexperiment..........ooooeiiiiiiiiiiee e 15
3.3.1 Inokulation und AUSS@at.........cccoviiiiiiiiiiiii 15
3.3.2  Evaluierung des Befalls..........cccuuviiiiiiiiiiiiiii 16

3.4  Statistische Analyse phanotypischer Daten ..........ccccceevveiiiiiiiiiiiiieeieiinn, 17

4 Ergebnisse und DiSKUSSION .........ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
4.1 Vergleich der Infektionszahlen aus Feld- und Labormessung ................ 18
4.2  Partieller Befall innerhalb einer infizierten Ahre ...........c.cccoveoveveeveeennene., 21
4.3  Ergebnis des Sortenvergleichs. .............uuiiiiiiiiiiiiii 24
4.4  Resistenz der Marker-getesteten Zuchtungslinien.................cccccvviieeeee. 28
4.5 Resistenz unterschiedlicher QTL-Kombinationen ............ccccccccoeviinieeeen. 30
4.6 Einfluss von Grannen auf die Infektionsanfalligkeit....................ccceveeee. 33

5  ZUSAMMENTASSUNG .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiii et e e e 35
AbDBIldUNGSVEIZEICANIS ... 36
TabellenVverzeiChnis ... 37
Literatur- und QuellenverzeiChnis ... 38
ANNGNG e 44
Anhang A: Ubersicht Uber getestete Sorten bzw. Ziichtungslinien.................... 44
Anhang B: Infektionszahlen Sortenversuch ............ccccoooiiiiiee 46

Anhang C: Evaluation of ECOBREED winter wheat germplasm for common
PUNT FESISTANCE ... e e eeeeeeees 47

W



1 Einleitung und Fragestellung

Seit Beginn des Ackerbaus gefahrden Pflanzenkrankheiten und Schadlinge die
Versorgungssicherheit unserer Zivilisation. Neben tierischen Schaderregern,
Bakterien und Viren spielen Pilzinfektionen eine dominante Rolle fur den Ertrag
und die Qualitat der pflanzlichen Produktion. Die grof3e Hungersnot in Irland durch
die Kraut- und Knollenfaule (Phytophthora infestans), oder die grof¥flachige
Infektion von Roggen mit dem Mutterkornpilz (Claviceps purpurea) im Mittelalter
sind nur einige Beispiele fur die verehrenden Folgen der Ausbreitung pflanzlicher
Pathogene (Borner et al., 2009). Fur die weltweite Weizenproduktion ist der
Weizensteinbrand eine der wichtigsten und gefahrlichsten Pilzkrankheiten.
Tatsachlich stellt der Fund von Steinbrand auf Weizen im 18. Jahrhundert den
weltweit ersten Nachweis eines mikrobiellen Pathogens auf Pflanzen dar
(Hallmann & von Tiedemann, 2019). Die besondere Bedeutung dieser Krankheit
wird darUber hinaus durch bestatigte Hinweise auf einen moglichen Einsatz als
biologischen Kampfstoff im Ersten Golfkrieg gegen landwirtschaftliche Flachen im
Iran belegt (Suffert et al., 2009).

Ab Mitte des 20. Jahrhunderts waren viele Pflanzenkrankheiten wie auch der
Steinbrand durch den grofR¥flachigen Einsatz  von chemischen
Pflanzenschutzmitteln gebannt. Eine Renaissance erleben einige dieser Erreger
erneut durch die Verbreitung des Okologischen Landbaus und die damit
einhergehende Abkehr von konventionellen Methoden im Pflanzenschutz. Der
Fokus liegt nun wieder verstarkt auf der Pflanzenzucht und der Schaffung neuer
Sorten, die resistent gegen biotische und abiotische Stressfaktoren sind. Aufgrund
der hohen Effektivitdt von chemischer Saatgutbeizung gegen Infektionen mit
Weizensteinbrand wurde die Zuchtung resistenter Sorten ab den 1950er Jahren
jedoch vernachlassigt (Matanguihan et al., 2011). Die folgende Arbeit soll daher
einen Beitrag dazu leisten, den wachsenden Bedarf nach steinbrandresistenten

Weizensorten wieder aufzuholen.

Das Ziel dieser Bachelorarbeit ist zum einen, die Ergebnisse des
Steinbrandfeldversuchs unterschiedlicher Weizensorten 2021 in Tulln, Osterreich
zu analysieren. DarlUber hinaus wird der Einsatz von genetischen Markern zur

Selektion neuer potentiell resistenter Zichtungslinien untersucht.




2 Literaturiuibersicht

2.1 Weizen als konventionelle und biologische Kulturpflanze

Trotz der groRen Vielfalt an Pflanzenarten reduziert sich die menschliche
Ernahrung auf ein paar wenige wichtige Kulturpflanzen. Unter den rund 30.000
essbaren Pflanzenarten befinden sich nur knapp ein Dutzend Nahrungspflanzen,
die die Welt ernahren. Funf davon — die sogenannten Big Five — ernahren 75% der
Bevolkerung auf dieser Welt. Dabei handelt es sich um Weizen, Mais, Reis,
Sojabohne und Hirse. Rund ein Drittel der weltweiten Getreideanbauflachen wird
mit Weizen bepflanzt, welcher somit neben Mais und Reis eine der drei

wichtigsten Kulturarten darstellt (Miedaner, 2014).

Wie auch die anderen Getreidearten gehort Weizen aus der Gattung Triticum L.
zu den Suflgrasern, auch Poaceae genannt. Da die Graser ein sehr verzweigtes,
tiefes Wurzelwerk besitzen und sich trotz ihres dunnen Halmes zah unter
Windeinfluss verbiegen koénnen, ist Weizen eine verbreitete und erfolgreiche
Kulturpflanze geworden. Ein weiterer groRer Vorteil, den der Weizen mit sich
bringt, ist die Fahigkeit der jahrelangen Haltbarkeit, sofern nicht Schadlinge oder
Feuchtigkeit das Erntegut verderben lassen. Durch seine einfache Verwertbarkeit
und Lagerfahigkeit bietet der Weizen den Menschen schon Uber Jahrtausende
eine vitamin-, starke,- und mineralstoffreiche Nahrungsquelle (Miedaner, 2014).
Weizen ist ein unentbehrliches Produkt flr die Erndhrungssicherheit. Ein Funftel
der taglichen Protein- und Kalorienaufnahme erfolgt tber Weizen. Weltweit gehen
71% der gesamten Weizenproduktion in die menschliche Ernahrung und 20% in
die Herstellung von Tierfuttermitteln. Weitere 2-3% sind Vorprodukte fur die
industrielle Nutzung. Eine weitere Starke der Pflanze ist, dass sie in einem weiten
Spektrum von unterschiedlichen geografischen Regionen und klimatischen

Bedingungen angebaut werden kann (Shiferaw et al., 2013).

Aus kultiviertem Emmer (BBAA) und Aegilops tauschii (DD) entstand durch eine
Hybridisierung vor 9.000 bis 8.000 Jahren der heute bekannte hexaploide
Weichweizen (BBAADD). Diese Hybridisierung lief vermutlich in wiederkehrenden,
unabhangigen Ereignissen zwischen den Kreuzungspartnern eines tetraploiden

Weizens ab. Der tetraploide Weizen wechselte wahrscheinlich zwischen




geschalten und ungeschalten Varianten, so lasst sich heute die Entwicklung der
hexaploiden geschalten (z.B. Dinkel) und der hexaploiden ungeschalten Formen
(z.B. Weichenweizen) erklaren (Miedaner, 2014). Eine intensivere Form der
Zuchtung bei Weichweizen (Triticum aestivum L.) begann vor etwa 100 Jahren.
Dabei lag der Fokus auf der Ertragssteigerung, der Entwicklung von Resistenzen
gegenuber Krankheiten sowie der Erhéhung der Backqualitat. Auch die
Entwicklung der Winterformen steigerte maligeblich die Bedeutung des
Weichweizens. Dadurch ist der Weichweizen heute die wichtigste Weizenart
weltweit mit einem Anteil von 95% an der gesamten Produktion. Die restlichen 5%
deckt Hartweizen zur Herstellung von Teigwaren ab (Shewry, 2009). Weizen lasst
sich in Winterweizen und Sommerweizen einteilen. Der Unterschied liegt darin, ob
eine Vernalisation erfolgt (Winterweizen) oder nicht (Sommerweizen).
Winterweizen bendtigt eine langere Kalteperiode, um die BlUhindikation
auszulésen. Im europaischen Raum dominiert der Anbau von Winterweizen im
Gegensatz zu Sommerweizen, da wesentlich hohere Ertrage erzielt werden

kénnen und die Gefahr von Frostschaden deutlich geringer ist (Miedaner, 2014).

Neben dem konventionellen Anbau stellt Weizen auch fir die Okologische
Produktion eine interessante Kulturart dar. Generell erhdht sich der Anteil
dkologisch wirtschaftender Betriebe in Osterreich wie auch in Deutschland jahrlich.
2020 lag die Anzahl der von der INVEKOS-Datenbank erfassten Biobetriebe in
Osterreich bei 24.479, was einen Anstieg von 22,7% im Vergleich zum Vorjahr
darstellt. Die Biobetriebe bewirtschaften mit 679.912 ha 26,5% der gesamten
landwirtschaftlichen Flache Osterreichs. Besonders bei den Ackerflachen l3sst
sich ein betrachtlicher Anstieg erkennen. 2020 lag der Anteil der 6kologisch
bewirtschafteten Ackerflachen bei 20,8%, verglichen mit 13,6% in 2010. Die am
starksten steigende Biokulturart mit dem grof3ten Flachenanteil ist dabei der
Weichweizen mit 41.772 ha (BMLRT, 2021). In Deutschland wurden 2018 mit 1,52
Millionen ha 9,1% der landwirtschaftlichen Flache Okologisch bewirtschaftet. Die
Anbauflache fur Bioweizen im Jahr 2018 betrug 82.000 ha. Ein Vergleich der
Ertrage zwischen biologischen und konventionellen Betrieben zeigt jedoch, dass
beim 6kologischen Weizenanbau im Schnitt 49% weniger geerntet wird (BMEL,
2019).




2.2 Steinbrand - eine Gefahr fur die globale Weizenproduktion

Abbildung 1: Weltweite Verbreitung von Weizensteinbrand (Saari & Mamluk, 1996).

Der gewohnliche Steinbrand gehort zu den gravierendsten Pflanzenkrankheiten im
Weizenanbau, ist weltweit verbreitet und sorgt fir enorme wirtschaftliche Schaden.
Man geht davon aus, dass der heute bekannte Steinbrand bereits mit Beginn des
Weizenanbaus prasent war. Vermutet wird, dass diese Krankheit und deren
Erreger aus der gleichen Region wie der Weizen und dessen Vorfahren im
fruchtbaren Halbmond stammen. Im dritten Jahrhundert vor Christus wurden
erstmals Berichte Uber die Pilzkrankheit verfasst, und bereits in diesem
Zusammenhang wurde der Steinbrand als allgegenwertig beschrieben (Gaudet &
Menzies, 2012). Von der Region des ersten Erscheinens verteilten sich infizierte
Samen in alle Welt, wodurch die Pflanzenkrankheit heute in allen
Weizenanbaugebieten bekannt ist (Abbildung 1). Erst mit der Verbreitung von
Fungiziden, die sowohl gegen bodenbirtige und auch samenbdurtige Pilzsporen
effektiv waren, verringerte sich das Auftreten dieser Krankheit (Hoffmann, 1982 &
Goates, 1996).

Die Entstehung des gewodhnlichen Steinbrands wird von zwei sehr ahnlichen
Pilzarten verursacht, die zur Gruppe der Basidiomyceten gehoren: Tilletia caries
(D.C.) Tul. & C. Tul. (Syn. T. tritici (Bjerk.) G. Winter) und Tilletia laevis J.G. Kihn
(Syn. T. foetida (Wallr.) Liro). Tilletia controversa ist mit den zwei Erstgenannten

eng verwandt und der Ausldser des sogenannten Zwergsteinbrands. T. caries und




T. laevis sowie T. controversa konnen dabei als Varietaten derselben Art
angesehen werden (Matanguihan et al., 2011). Die zwei Erregertypen des
gewohnlichen Steinbrands sind zwar morphologisch unterschiedlich, jedoch
bezlglich Lebenszyklus, Keimungsvoraussetzungen und Krankheitssymptomen
ahnlich. Wahrend die Wande der Teliosporen von T. caries netzartig sind, sind
jene von T. laevis glatt (Matanguihan et al., 2011). Trotz Unterschieden in der
Atiologie und Sporenmorphologie besitzen beide Erreger einen &hnlichen
Infektionsverlauf und gleichartige Bekampfungsmethoden (Gordon et al., 2020).
Bei einem Befall mit Tilletia spp. dringen Pilzhyphen Uber die Zwischenraume der
Epidermis-Zellen in die Koleoptile eines jungen Keimlings ein und setzen als
Myzel ihr Wachstum fort, bis das Apikalmeristem im Vegetationskegel erreicht ist
(Hoffmann, 1982; Mathre, 2000). Wahrend des Wachstumszyklus des Pilzes

entstehen in den Ahren befallener Pflanzen sogenannte Brandbutten. Diese haben

eine kornerahnliche Form und enthalten etwa 4 Millionen Sporen pro Butte
(Wachter et al., 2007). Optisch lassen sich diese leicht durch die dunkle Farbe der

Teliosporen in den Brandbutten erkennen (Abbildung 2).

Abbildung 2: Gewdhnlicher Steinbrand bei Weizen: a) Brandbutten in der Ahre am Feld (Hagenguth, 2016)
und b) Aufgebrochene Brandbutten im Labor.

Eine Bodentemperatur zwischen 5°C und 10°C ist fur eine Infektion ideal. Die

Teliosporen keimen im Boden oder auf dem Saatgut aus und bilden Hyphen, die




vor dem Auflaufen die Koleoptilen infizieren. Ein Erkennungsmerkmal fur den
Steinbrand im Bestand sind blaulich griin gefarbte Ahren. Des Weiteren sind die
Antheren gespreizt und verkimmert und kénnen somit nicht aus den Spelzen
austreten (Matanguihan et al., 2011). Spie3 et al. (2015) empfehlen eine
Bestandskontrolle am Feld zur Getreideblite, da sich zu dieser Zeit die

Fruchtanlage grun gefarbt und vergroRRert zeigt.

Beim Zwergsteinbrand durch den Erreger Tilletia controversa bilden sich — wie
beim gewdhnlichen Steinbrand — Brandbutten, die im Inneren Sporen enthalten.
Die Sporen des Zwergsteinbrandes konnen aber bis zu 10 Jahren im Boden
Uberdauern (Goates, 1996). Die Biologie ist der des gewdhnlichen Steinbrands
sehr ahnlich, die Keimung der Sporen ist beim Zwergsteinbrand jedoch
lichtinduziert und bendtigt somit l1anger als beim Weizensteinbrand. Die Infektion
mit Zwergsteinbrand erfolgt dariber hinaus nicht Uber am Samenkorn anhaftende
Sporen, sondern bodenburtig Uber keimende Brandsporen in der Nahe des
Saatguts. Daher ist eine Bekampfung nur mit systemischen Behandlungsmitteln
moglich (Wachter et al., 2007). Optisch ist der Zwergsteinbrand an dem
namensgebenden Zwergwuchs einer befallenen Weizenpflanze zu erkennen. Er
tritt eher in héheren Lagen und bei schneereichen Wintern auf (Spiel3 et al., 2015).
Ein Unterschied besteht aul’erdem darin, dass der Krankheitserreger den im
Herbst gesaten Weizen befallt. Fur die Keimung der Teliosporen auf der
Bodenoberflache wird eine mehrmonatige Schneebedeckung bendétigt (Gordon et
al., 2020).

Das Problem an der Bildung von Brandbutten bei Zwergsteinbrand oder
gewohnlichem Steinbrand ist, dass diese bei der Feldbearbeitung oder Ernte leicht
aufbrechen. Dadurch werden die Teliosporen freigesetzt und der Infektionszyklus
weiter fortsetzen, indem Saatgut und Boden kontaminieren werden. Wird das
befallene Erntegut wieder ausgesat, keimen die Brandsporen von Tilletia spp.
gleichzeitig mit den Keimlingen der Weizenpflanzen aus (Wachter et al., 2007).
Bereits bei einer Kontamination von 0,1 Volumenprozent des Ernteguts erzeugt
der Steinbrand durch die Bildung von Trimethylamin einen intensiven fischigen
Geruch. Dies macht die die Weiterverarbeitung von befallenem Getreide

unmoglich (Matanguihan et al., 2011).




Ab Mitte des 20. Jahrhunderts verlor der Steinbrand immer mehr an
Bedeutsamkeit, da durch die regelmalige Anwendung von chemischen
Beizmitteln im konventionellen Getreidebau keine nennenswerten Schaden durch
den Befall von Brandpilzen mehr aufgetreten sind. Chemische Behandlungen sind
sehr effektiv fur die Bekampfung, im 6kologischen Landbau aber nicht zugelassen
(Weinhappel & Riepl, 2013). Vorwiegend im Norden und Westen Europas nimmt
die Anzahl der landwirtschaftlichen Betriebe mit okologischen und nachhaltigen
Anbausystemen jedoch zu (Matanguihan et al., 2011). In den letzten zehn bis 15
Jahren hat gerade die Ausbreitung des 6kologischen Landbaus wieder steigende
Steinbrandinfektionen zur Folge. Die Verwendung von Nachbausaatgut ist ein
Hauptgrund fir die teils unkontrollierte Ausbreitung der Pflanzenkrankheit im
Okologischen Landbau. Die geringe Schadschwelle sorgt bei einem Befall fur

massive Qualitats- und Ertragseinbuf’en (Weinhappel & Riepl, 2013).

Vor 2004 durfte konventionell erzeugtes Saatgut flUr den biologischen Anbau
verwendet werden, sofern die Sorten keinen transgenen Ursprung hatten und
nach der Ernte nicht mit Fungiziden behandelt wurden. Doch mit der Verordnung
(EG) Nr. 1452/2003, die im Januar 2004 eingefuhrt wurde, darf im Okologischen
Landbau nur Pflanzenmaterial verwendet werden, welches auch unter
Okologischen Bedingungen erzeugt wurde. Somit ist es entscheidend, dass das
Saat- und Pflanzengut von hoher Qualitat und frei von Krankheitserregern ist
(Matanguihan et al., 2011). Neben der Behandlung mit chemischen Beizmitteln
stehen einige Bewirtschaftungsmafnahmen zur Verfigung, durch die die Keimung
und Verbreitung von Teliosporen verringert werden kann. Zum einen sollte
Saatgut mit einer geringeren Saattiefe von 4 cm statt 7 cm angebaut werden, da
ein tieferes Ablegen gunstigere Bedingungen flur eine Infektion schafft. Auch der
Termin fur die Aussaat ist ein entscheidender Faktor. Winterweizen sollte
mdglichst frih und Sommerweizen madglichst spat angebaut werden, um die
optimale Bodentemperatur fur die Keimung der Teliosporen zu umgehen (Goates,
1996). Entscheidend ist auBerdem die Qualitdt des Saatguts. Dazu ist eine
laufende Kontrolle notwendig und im Falle einer Kontamination die Behandlung
mit biologischen oder physikalischen Saatgutbehandlungsmitteln im dkologischen
Landbau (Spiel3 et al., 2015). Eine alternative Saatgutbehandlung fir die

biologische Weizenproduktion ist die Behandlung des Getreides mit heillem




Wasser. Damit ist es maoglich, Krankheitserreger und im Speziellen auch
Steinbrand zu bekampfen. Der Vorgang der HeilBwasserbehandlung und der
anschlielfenden Rucktrocknung ist jedoch sehr kostenintensiv und somit keine
ideale Losung (Matanguihan et al., 2011). Zu beachten ist auch, dass wilde
Graser, die an den Feldrandern wachsen, Wirte fur den Steinbrand sein konnen.
Durch regelméRiges Mahen kann die Gefahr einer Ubertragung verringert werden.
Falls dennoch eine Infektion von Steinbrand auftritt, wird von Spiel} et al. (2015)

eine drei- bis vierjahrige Anbaupause empfohlen.

Die am haufigsten eingesetzte MalRnahme gehen Steinbrand im 0Okologischen
Anbau ist das Oko-Richtlinien-konforme Beizen von Saatgut. Derzeit kdnnen dafir
das in Deutschland registrierte Pflanzenstarkungsmittel TILLECUR® auf
Senfmehlbasis und das in der EU zugelassene Pflanzenschutzmittel CERALL®
eingesetzt werden (Spiel et al., 2015). Spiel® et al. (2015) beschreiben dies als
die aktuell effektivste direkte Bekampfung von Steinbrand. Mit der biologischen
Saatgutbehandlung lasst sich das Problem kurzfristig I6sen, auf lange Sicht findet
jedoch keine Ursachenbekampfung statt. Die Okologische Beizung kann daher
lediglich als Ubergangslésung angesehen werden, bis resistente Weizensorten
erhaltlich sind. Da der Steinbrand durch chemische Saatgutbehandlungsmittel
sehr gut kontrolliert werden konnte, wurde die Selektion auf Resistenzen in der
Weizenzichtung der letzten Jahrzehnte jedoch vernachlassigt. Sowohl durch die
Zunahme der okologischen Landwirtschaft, als auch durch die generellen
Bestrebungen, nachhaltige Produktionsmethoden zu schaffen, hat die Entwicklung
von Resistenzen wieder an Interesse gewonnen (Wang et al., 2019). Durch einige
Erfolge in der Bio-Zlchtung gewinnt der Anbau von resistenten Sorten nun wieder
mehr an Bedeutung. Die 6kologische Saatgutbehandlung und die Verwendung
von resistenten Sorten werden als eine gute MOoglichkeit angesehen, den
Steinbrand im Okologischen Landbau einzudammen. Gleichzeitig gilt die
Schaffung von Resistenzen als die nachhaltigste Form zur Kontrolle der
Pilzkrankheit (Spiel3 et al., 2015).

2.3 Die Rolle der markergestutzten Selektion in der Pflanzenziichtung

Die grundlegende Methodik der Pflanzenzuichtung ist so alt wie die Landwirtschaft

selbst. Neue Variationen von domestizierten Nutzpflanzen, die zunachst nur




spontan aufgetreten sind, werden anhand ihres Phanotyps fur die Kultivierung in
der nachsten Anbauperiode selektiert (Becker, 2019; Ben-Ari & Lavi, 2012). Die
Identifizierung gewunschter Merkmale rein anhand von auf3erlich erkennbaren
Eigenschaften ist jedoch oftmals zeitaufwendig und nicht eindeutig, weshalb mit
der Entwicklung der Molekularbiologie neue Methoden zur Analyse von
Variationen auf molekularer Ebene geschaffen wurden. Die Untersuchung des
Genotyps eines Organismus basiert dabei auf Veranderungen in Abschnitten der
Desoxyribonukleinsaure (DNA) und den sich daraus ergebenden Variationen des
Phanotyps (Ben-Ari & Lavi, 2012; Xu, 2010). Um ein Merkmal auf Basis des
Genotyps selektieren zu konnen, wurde in den 1980er Jahren das Konzept der
markergestutzen Selektion (MAS) entwickelt (Ben-Ari & Lavi, 2012). Nach diesem
Prinzip erfolgt die Selektion des Phanotyps eines Individuum anhand des
Genotyps eines genetischen Markers. Ein solcher Marker bezeichnet eine DNA-
Sequenz, die nicht mit der Sequenz des zu selektierenden Gens oder
Genabschnitts Ubereinstimmt, sich jedoch in der Nahe des Ziel-Gens befinden
muss und gemeinsam mit diesem vererbt wird (Becker, 2019). Alle verwendeten
molekularen Marker mussen dabei in ihren DNA-Sequenzen einen
Polymorphismus zeigen, um Unterschiede zwischen verschiedenen Genotypen
sichtbar machen zu kénnen (Xu, 2010). Concibido et al. (1995) beschrieben eine
der ersten praktischen Anwendungen dieser Methode in kommerziellen
Zuchtungsprogrammen von Sojabohnen (Glycine max L.), die Resistenzen gegen

die Sojabohnenzystennematode (Heterodera glycines |.) aufweisen.

Die Vorteile der indirekten Selektion auf Basis des Genotyps sind vielfaltig und
haben zur weltweiten Verbreitung dieser Methode in der Pflanzenzichtung
beigetragen. Zunachst ist die Selektion mittels DNA-Markern sehr viel effizienter
und dadurch kostenglnstiger. So kann im Vergleich zur phanotypischen Auswahl
mithilfe der MAS bereits in fruheren Wachstumsstadien selektiert werden, was die
Anzahl an zu untersuchenden Individuen minimiert und dadurch Kosten senkt
(Ben-Ari & Lavi, 2012). Besonders fur die Zichtung von Steinbrand- und
Zwergsteinbrand-resistenten Weizenpflanzen hat die markergestitze Selektion
hohe Relevanz, da sich eine Infektion phanotypisch erst sehr spat zum Zeitpunkt
des Ahrenschiebens erkennen lasst (Hallmann & von Tiedemann, 2019). Des

Weiteren erhoht der Einsatz von genetischen Markern die Effektivitat der




Selektion, da der Einfluss von Umweltfaktoren fur die Ausbildung eines
gewunschten Merkmals einen grolRen Einfluss haben kann. So spielt die
Bodentemperatur fur die Infektion einer Weizenpflanze mit Steinbrand oder
Zwergsteinbrand beispielsweise eine gro’e Rolle. Bei der klassischen
phanotypischen Selektion kann es daher zu einer falschen Auswahl von potentiell
resistenten  Individuen kommen, die lediglich  aufgrund fehlender
Umweltbedingungen keine Infektion aufweisen, jedoch keinen genetischen
Resistenzfaktor in sich tragen (Becker, 2019; Matanguihan et al., 2011). Dartuber
hinaus zeigen nicht resistente Weizenpflanzen oft nur wenige infizierte Ahren oder
nur einzelne infizierte Ahrchen, was die phanotypische Selektion von resistenten
Individuen zusatzlich erschwert (Matanguihan et al., 2011). Aulerdem ermdglicht
markergestutze Selektion die Kombination mehrerer gewunschter Gene im selben
Selektionsschritt (Gen-Pyramidisierung) und erhdht die Genauigkeit bei der
Selektion von Merkmalen mit nur geringer Heritabilitdt (Mehboob-ur-Rahman et
al., 2011).

Aktuell verfugbare molekulare Marker fur die Zichtung lassen sich danach
unterteilen, ob der Nachweis des Marker auf Basis einer Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) ablauft oder nicht (Ben-Ari & Lavi, 2012). Zu letzterem
gehdrt die Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), die von Botstein et
al. (1980) als eine der ersten Marker-Systeme noch vor Aufkommen der PCR
entwickelt wurde, heute jedoch kaum noch zum Einsatz kommt (Becker, 2019;
Hallmann & von Tiedemann, 2019). Zu Methoden, die PCR-Amplifizierung
verwenden, zahlen Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Simple Sequence Repeats (SSR) — auch
Mikrosatelliten genannt — sowie Single Nucleotide Polymorphism (SNP). RAPD
wird aufgrund der schwierigen Reproduzierbarkeit von Ergebnissen nur noch sehr
selten eingesetzt, AFLP- und SSR-Marker finden fir QTL-Analysen Anwendung
(Becker, 2019). Die heute am meisten eingesetzten Marker sind SNPs, in der
Pflanzenzichtung ist mittlerweile eine groRe Anzahl an SNP-Markern fur die
wichtigsten Kulturpflanzen vorhanden. Ein Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
bezeichnet eine Punktmutation, also die Veranderung eines einzelnen Nukleotids
in der Basenabfolge der DNA, die auf beiden Seiten von zwei kurzen, die Mutation

flankierenden DNA-Sequenzen umgeben ist (Ben-Ari & Lavi, 2012). Somit bilden
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SNPs den vielfaltigsten Markertyp, da theoretisch jede Variante einer DNA-
Sequenz mittels Marker erkannt und selektiert werden kann (Becker, 2019). Ein
System zur markergestutzen Selektion mittels SNP bildet das KASP Marker-
System. Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) ist eine Plattform zur Uniplex-
Genotypisierung, bei der beide Allel-Varianten eines SNP-Markers mittels einer
einzelnen Reaktion gleichzeitig detektiert werden konnen. Mit Hilfe einer
fluoreszierenden Einfarbung konnen die unterschiedlichen Allele im Anschluss
sichtbar gemacht und unterschieden werden. Dadurch ermoglicht KASP eine
kostenglnstige und hocheffiziente Methode zur Analyse des Genotyps eines
Individuums (Kaur et al., 2020).

Besonders in der Resistenzzichtung hat sich die markergestutze Selektion als
vielversprechende Methode in vielen Zlichtungsprogrammen  wichtiger
Kulturpflanzen etabliert (Ben-Ari & Lavi, 2012). So wurde auch das Repertoire von
Genkarten und Markern zur Schaffung Steinbrand- und Zwergsteinbrand-
resistenter Weizensorten in der Vergangenheit stetig erweitert (Goates &
Bockelman, 2012; Mourad et al.,, 2018; Muellner et al., 2020). Hinsichtlich
qualitativer Merkmale zur Expression einer spezifischen Resistenz mittels Gen-zu-
Gen Interaktion mit dem Krankheitserreger sind aktuell 16 Gene aus Weizen — Bt1
bis Bt15 und BtP bekannt (Muellner et al., 2021). Von diesen kann aktuell Bt1, Bt4,
Bt5, Bt6, Bt7, Bt9 und Bt10 eindeutig ein Locus auf einem Chromosom innerhalb
des Weizen-Genoms zugeordnet werden (Matanguihan et al., 2011; Steffan et al.,
2017, Wang et al, 2009). Zusatzlich zum Mapping dieser sieben
Resistenzfaktoren existieren genetische Marker zur Selektion fur die
Resistenzgene Bt8, Bt10 und Bt12 (Muellner et al., 2020). Dartber hinaus sind bis
dato 24 Quantitative Trait Loci (QTL) auf 13 Chromosomen bekannt, die an der
Erzeugung von Resistenzen in Weizenpflanzen als quantitatives und nicht-
spezifisches Merkmal beteiligt sind (Becker, 2019; Muellner et al., 2021). Weitere
Resistenzgene wurden in nahverwandten Wildgrasern entdeckt (Goates, 1996;
Babayants et al., 2006; Galaev et al., 2006).
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3 Material und Methodik

3.1 Pflanzenmaterial

FUr die genotypische und phanotypische Analyse von potentiell resistentem
Winterweizen (Triticum aestivum L.) wurden fur diesen Versuch sowohl
marktgangige Sorten als auch Individuen von neu erzeugten Kreuzungslinien
verwendet. Zunachst wurden 40 Weizensorten ausgewahlt, die innerhalb des EU-
Projekts ECOBREED (www.ecobreed.eu) auf ihre Eignung zur Produktion von
biologischem Weizen untersucht werden. Eine Ubersicht (ber alle getesteten
Sorten und Informationen zu entsprechenden Sortenzulassungen in der

Europaischen Union sind in Anhang A-1 vermerkt.

Zur Evaluierung von neuem Pflanzenmaterial mit potentieller Steinbrand-
Resistenz wurden zusatzlich 42 Zichtungslinien getestet, die an der Universitat fur
Bodenkultur Wien (BOKU, Department fur Nutzpflanzenwissenschaften, Institut fur
Pflanzenziichtung, Tulln, Osterreich) seit 2017 entwickelt wurden. Diese neuen
Linien sind durch eine kunstliche multiparentale Kreuzung von 17 verschiedenen
Eltern entstanden, wovon sieben bekanntermalen Resistenzfaktoren gegen
Steinbrand in sich tragen. Unter den sieben eingekreuzten Resistenztragern
befinden sich die vier zugelassenen Sorten Genius, Spontan, Tillstop und Tommi,
sowie die drei Zuchtlinien S5.58, P106.24 und P101.30. Fur jede Zuchtlinie
wurden mindestens drei, maximal funf Resistenztrager in jeden der zehn
unterschiedlichen Stammbdume eingekreuzt. Die vollstandige Abstammung aller

42 Linien ist in Anhang A-2 dargestellt.

Abbildung 3 zeigt einen Stammbaum, der das Kreuzungs- und Selektionsschema
fur die Zuchtungslinie BTX516EX01-6K exemplarisch fur alle 42 neuen Linien der
insgesamt zehn unterschiedlichen Abstammungen darstellt. Die Fi-Generation
aus der initialen Kreuzung von 2017 wurde durch Drei-Wege-Kreuzung mit einem
neuen Elternteil gekreuzt, um 2018 eine BC1F1-Generation zu erhalten, die mittels
markergestutzter Selektion auf Individuen selektiert wurde, deren Genotyp
mindestens einen heterozygoten Resistenzfaktor aufweist. Positiv selektiertes
Material wurde mit Individuen einer weiteren BC1F1-Generation mit variierendem

Stammbaum, aber gleichem Kreuzungsschema gepaart. Die daraus resultierende
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BC2F1-Generation wurde 2019 erneut markergestitzt selektiert, in diesem Schritt
auf ein homozygotes Resistenzmerkmal. Es folgten zwei Selbstungsschritte, um
2020 die BCaF2-Generation und 2021 die BC2Fs-Generation zu erhalten. Die
BC2F3-Generation wurde herangezogen, um 2021 phanotypisch den Befall nach

einer kinstlichen Steinbrand-Infektion zu ermitteln.
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Abbildung 3: Exemplarischer Stammbaum fiir BTX516EX01-6K.
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3.2 Genotypisierung der neuen Ziichtungslinien mittels KASP Marker

Zur Genotypisierung der 42 neuen Ziuchtungslinien wurde fir jedes der zehn
Abstammungsschemata eine Analyse mit verschiedenen KASP Markern
durchgefuhrt, die von Muellner et al. (2020) und Muellner et al. (2021) entwickelt
wurden. Es wurden dabei KASP Marker fur funf verschiedene QTL verwendet, die
alle unterschiedliche, nicht-spezifische Resistenzfaktoren auf verschiedenen
Chromosomen darstellen (Tabelle 1). Die Marker-Analyse wurde mit
Pflanzenmaterial aus Blattern durchgeflhrt, die im Herbst 2020 gesammelt
wurden. Von den 42 getesteten Linien war bei 27 der Nachweis eines oder
mehrerer QTL mdglich. Bei 15 Linien konnte mit den verwendeten Markern keines

der getesteten QTL gefunden werden.

Tabelle 1: Quantitative Trait Loci (QTL), flir deren Nachweis KASP Marker verwendet wurden.

QTL Resistenzfaktor

major effect QTL am langen Arm von Chromosom 1A,

Qbtifa-1AL reprasentiert moglicherweise das Bt3-Gen **

QBL.ifa-1BS gsﬂg:nf;ii?gl_*fm fernen Ende des kurzen Arms von
QBt.ifa-4B minor effect QTL am Chromosom 4B *

QBt.ifa-7AL moderate effect QTL in der Nahe des Telomers am langen

Arm vom Chromosom 7A **

major effect QTL am fernen Ende des kurzen Arms von
QBt.ifa-7TDS/Bt12 Chromosom 7D, hochstwahrscheinlich verbunden mit dem
Bt12-Gen *

* (Muellner et al., 2020), ** (Muellner et al., 2021)
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3.3 Feldexperiment
3.3.1 Inokulation und Aussaat

Fiar die kunstliche Infizierung von Keimmaterial wurden Teliosporen (7. caries)
verwendet, die im Vorjahr aus infizierten Weizenpflanzen der Sorte Tilliko
(Cultivari  Getreidezichtungsforschung Darzau gGmbH) in  Oberdsterreich
gewonnen wurden. Das aus diesen Sporen erhaltene Isolat zeichnet sich dabei
durch eine im Vergleich mit anderen Isolaten besonders starke Aggressivitat
hinsichtlich der Infektionsstarke gegen Weizenpflanzen aus (Ritzer et al., 2021).
Die Inokulation wurde nach dem Protokoll von Goates (1996) mit Hilfe einer
Methylcellulose-L6sung als Bindemittel durchgeflhrt, sodass in finaler
Konzentration 0,75 g Sporen pro 100 g Samenkorner auf das Saatgut aufgetragen

wurden.

Der Steinbrand-Feldversuch fand auf den Versuchsfelder der Universitat fur
Bodenkultur Wien, Department fur Nutzpflanzenwissenschaften, Institut fir
Pflanzenziichtung, Tulln, Osterreich (48° 20' N und 16° 3' O) statt. Jeder der 82
untersuchten Genotypen wurde in einer 0,5 m? groRen Versuchsparzelle getestet,
die aus je zwei Reihen mit einer Lange von 1,5 m bestehen und 17 cm
voneinander entfernt sind. Eine jede Reihe enthalt ungefahr 70 Pflanzen. Die
Anlage der Parzellen erfolgte im November 2020 durch die Aussaat von jeweils 6
g mit Steinbrand-Sporen inokulierten Samen (Muellner et al., 2021). Insgesamt
wurden mit den 82 verschiedenen Genotypen 90 Parzellen angelegt, da die
Sorten Butaro, Deloris, Graziaro, Spontan, Ul SRG, Aristaro, Riibezahl und
Blickfang zum Test auf Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in zweifacher

Wiederholung angepflanzt wurden.
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3.3.2 Evaluierung des Befalls

Zunachst wurden die Versuchsparzellen noch vor Erntereife (Abbildung 4a) am 1.
Juli 2021 phanotypisch auf einen Befall bonitiert. Dazu wurden in jeder der beiden
Reihen eines Genotyps 50 Einzeldhren Uberprift, sodass insgesamt 100 Ahren
getestet wurden. Eine jede Ahre wurde schrag angeschnitten und auf einen Befalll
von mit Sporen geflllten schwarzen Brandbutten hin untersucht (Abbildung 4b).
Ein Befall wurde dann gewertet, wenn mindestens ein infiziertes Ahrchen pro Ahre

gefunden werden konnte. Die Anzahl der infizierten Ahren pro Sorte bzw. Linie

wurde notiert.
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Abbildung 4: Steinbrandversuch 2021 in Tulln: a) Ansicht der Versuchsparzellen und b) Bonitierung einer
befallenen Ahre.

Am 22. Juli 2021 wurden zusatzlich zu den bereits bonitierten Ahren 50 weitere,
zuféllig ausgewahlte Ahren fir jede getestete Sorte oder Ziichtungslinie
abgeschnitten und gesammelt. Anhand dieser Proben wurde eine genauere
Untersuchung des Infektionsgeschehens in einer jeden Ahre vorgenommen
(Abbildung 5a). Dafir wurde jede Ahre zundchst abgewogen und anschlieRend die
gesunden Korner sowie Brandbutten vorsichtig herausgeldst und von Spelzen,
Grannen und Ahrenspindel befreit (Abbildung 5b). Die gesunden Samen und

Brandbutten jeder Ahre wurden gezahlt und separat abgewogen. Bei 57 der 90
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Sorten bzw. Linien wurde zusatzlich erfasst, ob die gesammelten Ahren begrannt

oder unbegrannt waren.

Abbildung 5: Detailanalyse befallener Weizenahren: a) Untersuchungsaufbau und b) Trennung in gesunde
Kdrner (oben) und Brandbutten (unten).

3.4 Statistische Analyse phanotypischer Daten

Alle Grafiken und statistischen Berechnungen wurden in R (Version 3.6.2, 2019)
und Microsoft® Excel (Version 16.29, 2019) erstellt.

Fir den Vergleich der Infektionsrate aus Feld- und Labormessung wurde ein
Zweistichproben-t-Test flir unabhangige Stichproben mit ungleicher Varianz
durchgefuhrt. Damit wurde ermittelt, ob sich Uber alle Sorten bzw. Zichtungslinien
ein signifikanter Unterschied zwischen dem Mittelwert der Feldmessung und dem
Mittelwert der Labormessung ergibt. Zusatzlich wurde zum Vergleich der

Mittelwerte ein Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet.

Aullerdem wurde ein Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen dem Anteil
infizierter Ahren und dem Anteil infizierter Samen, sowie zwischen dem Anteil
infizierter Ahren und dem Anteil unbegrannter Ahren einer jeden Sorte bzw.

Zichtungslinie ermittelt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Vergleich der Infektionszahlen aus Feld- und Labormessung

Aufgrund der separaten Ermittlung der Infektionsraten am Feld und im Labor ist
eine  Gegenuberstellung der Ergebnisse madglich, die zu potentiell
unterschiedlichen Befallsraten je nach Methode der Erfassung fuhren kann. Der
Test am Feld, wobei mittels Ladngsschnitt der Anteil an infizierten Ahren ermittelt
wird, stellt die Ubliche Vorgehensweise zur Untersuchung einer Steinbrand-
Infektion bei Weizenpflanzen dar. Ein Uberblick tiber die Literatur zeigt, dass die
Infektionsraten vergangener Steinbrandfeldversuche ausschlieBlich uUber die
Uberprifung der Ahren erfolgte, wobei ein Befall dann gezahlt wurde, wenn
mindestens eine Brandbutte identifiziert werden konnte (Dumalasova et al., 2014;
Goates & Bockelman, 2012; Gordon et al., 2020; Madenova et al., 2021; Mourad
et al., 2018; Muellner et al., 2021; Muellner et al., 2020; Steffan et al., 2017;
WAichter et al., 2007; Wang et al., 2019). Die Uberpriifung einzelner Ahren im
Labor stellt gegenuber der Felduntersuchung eine genauere Begutachtung dar, da
durch das Heraustrennen jedes einzelnen Korns die Gefahr, dass ein Befall
ubersehen wird, ausgeschlossen werden kann. Abbildung 6 zeigt die
Gegeniiberstellung des Anteils an infizierten Ahren aller 82 getesteter

Zuchtungslinien und Sorten aus Feld- und Labormessung.

__ 100 - 20 s ° .
= 90 o < ° o o :
% 80 5 s @ °o o
£ ¢ ’ g 15
’6 70 ® .. .-" = [ ]
o " o. O _8
«© 60 ® o © ° £l °
= o 0% o S
s 50 ® . c 10 o0 © .
Q [ K GL,)
< 40 o o % ® < ° ° °
o 0@ " g0 < o
Q S e
N 20 .0,0‘ (R N o .-
= - ®@e =
C .
= 10 O = ' °
X ) N
0 0 ce—o
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 5 10 15 20
% infizierte Ahren (Feldmessung) % infizierte Ahren (Feldmessung)

Abbildung 6: Gegeniiberstellung des Anteils an infizierten Ahren aus der Feld- oder Labormessung; rechts
ein vergroRerter Ausschnitt des Intervalls von 0 bis 20%.

18



Die Verteilung der Infektionsraten zeigt, dass die Ergebnisse der unterschiedlichen
Messmethoden grundsatzlich miteinander korrelieren, jedoch nicht exakt
ubereinstimmen, was durch einen Pearson-Korrelationskoeffizient von r= 0,88
bestatigt wird. Die Ergebnisse der Labormessung ergeben dabei systematisch
hohere Befallsraten als die Messungen am Feld. Uber alle 90 Parzellen hinweg
liegt der Anteil infizierter Ahren aus der Labormessung im Durchschnitt um 3,08%
uber der Feldmessung. Vor allem im Bereich niedriger Infektionszahlen von null
bis 20% (Abbildung 6) sind die Abweichungen zwischen Feld- und Labormessung
am groflten und signifikant. Statistisch abgesichert werden kann diese Differenz

mittels t-Test der Mittelwerte beider Infektionsraten (Tabelle 2).

Tabelle 2: t-Test der Mittelwerte aus Feld- und Labormessung fir vier Bereiche aus der Feldmessung mit den
Infektionsraten 0-10%, 0-20%, 0-50% und 0-100%, sowie den Pearson-Korrelationskoeffizienten rp.

Infektionsraten Mittelwert Mittelwert ’ p-Wert
(Feldmessung) Feldmessung Labormessung
<10% 3,86% 9,52% 0,77 0,0068
< 20% 7,31% 12,30% 0,64 0,0078
<50% 26,96% 21,95% 0,81 0,0856
<100% 26,96% 30,04% 0,88 0,2094

Far den Bereich der Infektionsraten von null bis 100% liegt der p-Wert zunachst
mit 0,2094 Uber einem Signifikanzniveau von 5%, sodass die Nullhypothese, dass
die Mittelwerte beider Messverfahren Ubereinstimmen, nicht abgelehnt werden
kann. Der Mittelwert der Labormessung zeigt zwar eine hohere Befallsrate als in
der Feldmessung, statistisch liegt die Differenz jedoch noch im zufalligen
Schwankungsbereich. Signifikant unterschiedlich werden die Differenzen der
beiden Messungen jedoch, sobald das analysierte Intervall in Richtung niedrigerer
Infektionsraten verschoben wird. Der Pearson-Korrelationskoeffizient reduziert
sich, ebenso liegen die p-Werte fur die Bereiche null bis 10% und null bis 20% mit
0,0068 und 0,0078 unter dem Signifikanzniveau von 5%. FUr diese beiden
Intervalle ergibt sich bezuglich der Infektionsraten somit ein statistisch signifikanter

Unterschied fur die beiden Mittelwerte aus Feld- und Labormessung.

Damit kann festgestellt werden, dass vor allem im Bereich niedriger

Infektionsraten  eine  systematische  Unterschatzung der tatsachlichen

19



Steinbrandinfektionen eintritt, wenn die Messung des Befalls am Feld stattfindet.
Erklart werden kann dies durch die Fehleranfalligkeit der Feldmessung. Durch das
Anschneiden einzelner Ahren kdnnen Infektionen tibersehen werden, vor allem,
wenn nur wenige Brandbutten enthalten sind. Die Gefahr einer falschen
Beurteilung potentiell resistenter Weizenpflanzen steigt somit systematisch, je
widerstandsfahiger eine Pflanze ist. Fir die Selektion der besten Zuchtungslinien
oder Sorten eines Steinbrandfeldversuchs empfiehlt es sich daher, den Befall
mittels Beurteilung eines jeden einzelnen Korns zu ermitteln, da somit die
Unterschatzung der tatsachlichen Infektionsrate ausgeschlossen werden kann.
Schon Fernandez et al. (1978) argumentieren aufl’erdem, dass fur die Beurteilung
einer Resistenz zuséatzliche Kriterien neben dem Anteil an infizierten Ahren
verwendet werden sollten. Eine Alternative zur handischen Messung, bei der
Fehler aufgrund falscher Beurteilungen ausgeschlossen werden kdnnen, ist der
Nachweis eines Tilletia-spezifischen DNA-Segments im Pflanzenmaterial mittels
PCR-Amplifizierung (Ren et al., 2021).
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4.2 Partieller Befall innerhalb einer infizierten Ahre
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Abbildung 7: Anteil infizierter Ahren im Verhéltnis zum Anteil infizierter Samen einer jeden Sorte bzw. Linie.

Durch die Labormessung ist die Ermittlung des exakten Anteils an infizierten
Samenkoérnern innerhalb einer jeden Ahre méglich. Abbildung 7 zeigt die
Gegenuberstellung des Gesamtanteils infizierter Samen im Verhaltnis zum
Prozentsatz an infizierten Ahren fiir jede der 82 untersuchten Sorten und
Zuchtungslinien. Dabei wird ersichtlich, dass ein eindeutiger Zusammenhang
zwischen beiden Befallsraten besteht, der Pearson-Korrelationskoeffizient
zwischen den Messungen betragt r=0,933. Vor allem im Bereich mit geringen
Infektionen ist jedoch erkennbar, dass der Anteil infizierter Ahren tiber dem Anteil
an infizierten Samenkérnern liegt. Eine Ahre, die als infiziert gewertet wurde, muss
daher nicht vollstandig mit infizierten Kornern gefullt sein, sondern kann neben
Brandbutten weiterhin gesunde Samen enthalten. Die partielle Infektion von Ahren
tritt Uber alle 82 Versuchsobjekte hinweg wiederholt auf. Bestatigt werden kann
dies durch eine genauere Betrachtung der Infektionszahlen (Tabelle 3). Von den
insgesamt 4.478 Ahren, die bei der Labormessung detailliert untersucht wurden,
weisen 30,17% einen Steinbrandbefall auf. Dabei wurde festgestellt, dass bei
jeder der 1.351 infizierten Ahren im Durchschnitt 78,71% der Kérner Brandbutten

waren, und somit nicht immer eine vollstdndige Infektion vorlag. Der Anteil
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infizierter Ahren, bei denen sich sogar nur maximal 50% der Kérner zu
Brandbutten entwickelten, liegt bei 22,06%. Dieses Phanomen, bei dem einige
Ahren nur eine partielle Infektion der Samenkérner aufweisen, also eine partielle
Resistenz ausbilden, ist seit frihen histologischen Untersuchungen von Tilletia-
Infektionen in Getreidepflanzen bekannt (Fernandez et al., 1978; Fischer et al.
2002; Hansen, 1958; Hoffmann, 1982).

Tabelle 3: Infektionszahlen auf Basis der Labormessung.

Anzahl Ahren Anzahl infizierter Ahren Anzahl gesunder Ahren
4 478 1.351 3.127
Anteill_ infizierter @ Anteil der Brandbt_.!tten bei Anteil infizierter Ahren mit
Ahren einer infizierten Ahre einer Infektion <50%
30,17% 78,71% 22,06%

Verursacht wird die partielle Infektion einer Ahre durch den Mechanismus, der in
resistenten Pflanzen eine Infektion unterdricken kann (Gaudet et al., 2007). So
konnte beobachtet werden, dass das primare Eindringen der Pilzhyphen in die
Koleoptile junger Keimlinge sowohl bei resistenten als auch bei anfalligen
Pflanzen auftritt, das Wachstum der Pilzfaden bei resistenten Individuen
anschlielend jedoch verlangsamt wird (Hoffmann, 1982; Mathre, 2000). Im Falle
einer Infektion initiieren resistente Pflanzen die Ausschuttung von
Sauerstoffradikalen, Stickstoffmonoxid, Ethylen und der Phytohormone
Jasmonsaure, Salicylsdure und Abscisinsaure, die mittels Zellsignalisierung den
Verteidigungsmechanismus aktivieren. Dieser beinhaltet den programmierten
Zelltod an der Infektionsstelle, die Zunahme von Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
als zentrales Enzym der pflanzlichen Abwehr und die Proteinsynthese von
Pathogenese-verwandten Proteine und MYB-Transkriptionsfaktoren (Chen et al.,
2021; Gaudet et al., 2007). Als zusatzliche Abwehr kdnnen befallene Pflanzen ihre
Zellwande durch die Einlagerung von Lignin und Callose verstarken und vor
weiterem Eindringen schitzen (Gaudet et al., 2007). Durch die Initiierung der
pflanzlichen Abwehr kann das weitere Wachstum der Hyphen innerhalb resistenter
Pflanzen unterbunden werden. Der Erfolg der Reaktion hangt jedoch davon ab, ob
die Pilzfaden den Vegetationskegel eines Seitentriebs erreichen, bevor durch

Streckung der Internodien das Langenwachstum weitergefuhrt wird (Hoffmann,
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1982). Hier weicht die individuelle Resistenz einzelner Sorten und Linien aufgrund
der unterschiedlichen Resistenzfaktoren verschiedener Genotypen voneinander
ab (Wang et al.,, 2019). Auch variierende Umweltbedingungen haben einen
Einfluss auf den Erfolg der pflanzlichen Abwehr gegen Tilletia-induzierte
Infektionen (Mathre, 2000). Die Anzahl der Hyphen, die nach einer Infektion bis in
den Vegetationskegel vor Streckung der Internodien gelangen, entscheidet jedoch
wie umfangreich eine Ahre letztendlich infiziert sein wird, da in spateren
Wachstumsstadien keine zusatzlichen Abwehrmechanismen mehr aktiviert
werden konnen (Gaudet et al., 2007). So konnten beispielsweise Chen et al.
(2021) mittels Konfokalmikroskopie nachweisen, dass sich Hyphen von
T. controversa in Wurzel- und Blattzellen sowohl von resistenten als auch von
anfalligen Weizenpflanzen befinden kénnen, die Pilzfaden aber nicht bis in die
Antheren als Teil der Blute bei sehr resistenten Pflanzen vordringen konnten.
Zusatzlich konnten Ren et al. (2021) durch die Untersuchung einer T. laevis-
Infektion bei Weizen mit Elektronenmikroskopie bestatigen, dass eine variierende
Anzahl an Hyphen, die Uber den Vegetationskegel bis in die Blute gelangen,
unterschiedlich starke Infektionen innerhalb einer Ahre auslést. Das Ausmal des
Befalls einer Ahre steht somit in direktem Zusammenhang mit der Anzahl an
Hyphen, die die pflanzliche Abwehr bis zum Zeitpunkt des Langenwachstums
Uberwinden kdnnen. Dass der Anteil infizierter Samenkérner innerhalb der Ahren
verschiedener Sorten bzw. Linien dieses Versuchs unterschiedlich ist, liegt somit
an der individuellen Fahigkeit, die Ausbreitung der Pilzhyphen Uber den

Vegetationskegel hinaus zu unterbinden (Gaudet et al., 2007; Ren et al., 2021).
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4.3 Ergebnis des Sortenvergleichs

Tabelle 4: Ergebnis des "Steinbrand—Sortenversuchs 2021 in Tulln, Osterreich; Ubersicht iber die Zulassung
der getesteten Sorten in Osterreich und Deutschland und die Prifung im biologischen Anbau.

Infizi
Ahre(re\rte X < 5% 5<x<25% | 25<x<50% |50<x<75% | 75<x<100%
ROYAL
TILLSTOP
BRANDEX
GLOSA
UNITAR TILLEXUS
SEC261 BSRSDI(T)EROM'LA ALESSIO
GENIUS PlZZA SHERIFF
Tulln, ARISTARO SPONTAN i) SKAGIT 1109 WIWA
Osterreich Ul SRG IS LAUDIS GRAZIARO
WENDELIN ANNIE
2021 DELORIS HEERUP MV KAREY WITAL
CREATOR RUBEZALIL TENGRI
TILLIKO SKAGIT 1209 TOBIAS
BUTARO RED RUSSIAN | EHOGOLD
PURINO
MV KOLOMPOS
BLICKFANG
Sorter nsys
*
zulassung TILLIKO TOBIAS
Osterreich EHOGOLD
ALESSIO
Sorten- GENIUS SHERIFF
*x SPONTAN VIKI GRAZIARO WIWA
zulassung ARISTARO TILLIKO WENDELIN TOBIAS ANNIE
Deutschland BUTARO PURINO
BLICKFANG
Prifung
, X TILLEXUS
zsézgls*cher TILLIKO ALESSIO
u EHOGOLD
Osterreich
Prifung ALESSIO
; ; GENIUS GRAZIARO
b'OIOQ'S*Eher ARISTARO TILLIKO WENDELIN TOBIAS XV,\'IVQI’I’E
Anbau BUTARO PURINO
Deutschland BLICKFANG

* AGES Beschreibende Sortenliste (2021), ** BSA Beschreibende Sortenliste (2021)

Das Ergebnis des Steinbrandfeldversuchs zeigt fur die Infektionsraten der
getesteten Sorten eine Verteilung sowohl Uber sehr resistente als auch sehr
anfallige Weizenpflanzen (Tabelle 4 und Anhang B). Im hochgradig resistenten
Bereich unter 5% sind besonders die Sorten Aristaro und Ul SRG hervorzuheben,
da bei

nachgewiesen werden konnte. Eine ebenfalls hohe Resistenz weist neben Deloris

diesen mittels Feld- und Labormessung keine einzige Infektion

auch Unitar mit einer Infektionsrate von 6% im Intervall zwischen 5 und 25% auf.
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Die nachgewiesenen Resistenzen von Ul SRG und Deloris stehen dabei in
Zusammenhang mit bereits belegten Resistenzen gegen Zwergsteinbrand in
vergangenen Untersuchungen (USDA, 2022). Die Mehrzahl der getesteten Sorten
befindet sich jedoch im Bereich moderater Resistenz bis hoher Anfalligkeit, da fur
64% aller Sorten der Anteil an infizierten Ahren zwischen 25 und 75% liegt. Die

hdchste Infektionsrate von 81% wurde bei der Sorte Annie gemessen.

Neben den Befallsraten zeigt Tabelle 4 die aktuellen Zulassungen der getesteten
Sorten in Osterreich und Deutschland sowie eventuell vorhandene Priifungen
unter biologischen Anbaubedingungen im Rahmen der jeweiligen beschreibenden
Sortenliste im Jahr 2021. In Osterreich ist von den drei resistentesten Sorten
dieses Feldversuchs aktuell keine flir den Anbau zugelassen. Im Bereich
moderater Infektionszahlen stehen die Sorten Spontan mit 17,5% und Tilliko mit
24% zur Verflgung. Beide Sorten sind im biologischen Getreideanbau in
Osterreich verbreitet (AGES, 2021). Tilliko wird als Qualitdtsweizen eingestuft und
wurde speziell fur den oOkologischen Anbau mit dem Fokus auf der
Widerstandsfahigkeit gegen saatgutibertragbare Krankheiten mit gleichzeitig
hoher Backqualitat entwickelt (Cultivari Getreidezuchtungsforschung Darzau, 0.J.).
Da Tilliko neben einem niedrigen Kornertrag auch eine starkere Anfalligkeit gegen
Mehltau und Braunrost sowie eine maldige Unkrautunterdrickung aufweist, liegt
das Hauptaugenmerk der Sorte auf der Resistenz gegen Steinbrand und einem
hohen Rohproteingehalt. Im Sortenversuch der AGES zwischen 2018 und 2020
lag der Anteil infizierter Ahren im Schnitt bei 4%, und damit deutlich niedriger als
im aktuellen Steinbrandversuch. Auch ist bekannt, dass die Resistenz in Tilliko
nicht das gesamte Tilletia-Rassenspektrum abdeckt (AGES, 2021; Cultivari
Getreidezichtungsforschung Darzau, 0.J.). Dies kann mit dem aktuellen Versuch
bestatigt werden, da Tilliko bei Infektion mit einem aggressiven lIsolat einen
deutlich starkeren Befall zeigte. Spontan aus der konventionellen Zucht wird
ebenfalls als Qualitdtsweizen vertrieben und ist vor allem wegen seiner hohen
Resistenz gegen Ahrenfusarium, Mehltau und Gelbrost attraktiv (Limagrain Field
Seeds, 0.J.). Der Ertrag von Spontan liegt im hohen Bereich deutlich tUber Tilliko,
zusatzlich wird ebenfalls eine sehr geringe Anfélligkeit bei vergangenen
Steinbrandfeldversuchen beschrieben (AGES, 2021; LfL, 2021). Auch im aktuellen
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Versuch zeigt sich eine solide Resistenz, die jedoch wie bei Tilliko nicht an die

Ergebnisse vergangener Untersuchungen heranreicht.

Alessio, Tobias und Ehogold spielen im biologischen Getreideanbau in Osterreich
ebenfalls eine Rolle, Tillexus ist weniger verbreitet. Hinsichtlich ihrer Anfalligkeit
gegenuber Steinbrand waren Tobias und Tillexus in vergangenen Versuchen
mittel bis gering anfallig, wahrend Ehogold und Allesio bereits hohe Infektionsraten
uber 65% gezeigt haben (AGES, 2021; LfL, 2021). Im aktuellen Versuch zeigen
alle vier Sorten hohe Befallszahlen zwischen 55 und 69%, weshalb auch die

Eignung von Tillexus und Tobias bei aggressiven T. caries-Rassen mangelhaft ist.

In Deutschland stehen im Bereich solider bis exzellenter Resistenz zusatzlich die
Sorten Aristaro, Genius und Butaro zur Verfugung (BSA, 2021). Alle drei Sorten
zeigten in vergangenen Untersuchungen sehr geringe Anfalligkeit (LfL, 2021;
Karalus, 2020). Dasselbe Ergebnis konnte fur die vollstandig resistente Sorte
Aristaro  nachgewiesen werden, bei Genius und Butaro lag die
Infektionsanfalligkeit mit 16% und 25% Uber den Ergebnissen vergangener
Studien. Genius aus der konventionellen Zucht zeichnet sich durch mittlere, stabile
Ertrage, auch unter o6kologischen Bedingungen, sowie durch einen hohen
Proteingehalt und gute Resistenz vor allem gegen Mehltau, aber auch gegen
Gelb- und Braunrost aus (BSA, 2021; Saatbau Linz, 2019). Butaro und Aristaro
stammen beide aus der biologisch-dynamischen Zucht und sind durch geringe
Anfalligkeit gegeniiber Mehltau und Ahrenfusarium sowie einen sehr hohen
Proteingehalt und gute Backqualitaten gekennzeichnet (Dottenfelderhof, o.J.-a,
o.J.-b). Trotz einer hervorragenden Steinbrandresistenz charakterisiert sich

Aristaro aber wie Butaro zusatzlich durch geringe Kornertrage (BSA, 2021).

Fir die biologisch-dynamische Sorte Graziaro wurde in vergangenen Versuchen
ebenfalls eine hohe Steinbrandresistenz beschrieben (Dottenfelderhof, 0.J.-c). Im
aktuellen Versuch lag die Infektionsrate jedoch bei 62%, weshalb darauf
geschlossen werden kann, dass Graziaro unterschiedlich auf verschieden
aggressive T. caries-Isolate reagiert. Gleiches qilt flr die Sorte Brandex, bei der
trotz einer nachgewiesenen Resistenz 54% der Ahren befallen waren (Karalus,
2020).
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In Osterreich stehen mit Spontan und Tilliko Sorten zur Verfligung, die fir den
biologischen Anbau geeignet sind und auch gegen aggressivere
Steinbranderreger Resistenzen aufweisen, wenn auch nicht im Umfang
vergangener Feldversuche. Aufgrund des hdheren Ertrags und der niedrigeren
Anfalligkeit im aktuellen Versuch ist jedoch Spontan gegenuber Tilliko zu
bevorzugen. Fur Deutschland ist zusatzlich Genius mit einem stabilen mittleren
Ertrag und zuverlassiger Resistenz fir den biologischen Anbau hervorzuheben.
Des Weiteren kann der aktuelle Sortentest bestatigen, dass Aristaro, Ul SRG,
Deloris und Unitar trotz fehlenden Zulassungen in Osterreich weiterhin exzellente
Resistenzquellen fur die biologische Zucht von steinbrandresistentem
Winterweizen  darstellen. Besonders im  Hinblick auf aggressivere
Steinbranderreger sind diese Sorten als hervorragendes Ausgangsmaterial

hervorzuheben.
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4.4 Resistenz der Marker-getesteten Ziichtungslinien
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Abbildung 8: Boxplots der Infektionszahlen fir die 42 neuen Ziichtungslinien, bei denen die verwendeten
KASP Marker nachgewiesen, bzw. nicht nachwiesen werden konnten.

Durch die phénotypische Erfassung der Ahreninfektionen konnte festgestellt
werden, dass fast alle Zuchtungslinien, bei denen mittels KASP Marker ein oder
mehrere Resistenzfaktoren nachgewiesen werden konnten, eine
Steinbrandresistenz aufweisen. Der erste Boxplot in Abbildung 8 zeigt die
Befallsraten der 27 Linien, bei denen mindestens ein Marker gefunden wurde.
Dabei liegt die Infektionsrate im Durchschnitt bei 11,69%, drei Linien waren
vollstéandig resistent, 15 Linien weisen einen Befall von weniger als 10% auf. Den
einzigen Ausreil3er bildet BTX518EX03-3K mit einem durchschnittlichen Anteil an
infizierten Ahren von 66%. Da sowohl bei der Feldmessung als auch bei der
Labormessung ein Wert Uber 60% ermittelt wurde, lasst sich ein Messfehler
ausschliel®en. Als mogliche Erklarung kann angefihrt werden, dass es im Laufe
der Selbstungsschritte zu einer Rekombination oder Mutation an einer oder
mehrerer Stellen einer Resistenz im Genom gekommen sein kdnnte (Becker,
2019). Unterstutzend lasst sich erwahnen, dass bei der Linie BTX518EX03-11K,
die denselben Stammbaum aufweist und bei der dieselben Marker nachgewiesen
wurden, lediglich 16% aller Ahren infiziert waren. Aufgrund der durchschnittlich

niedrigen Infektionsraten bei fast allen neuen Zichtungslinien mit nachgewiesenen
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Resistenzfaktoren lasst sich jedoch bestatigen, dass der Einsatz der verwendeten
KASP Marker auch fir das in diesem Steinbrandversuch verwendete T. caries-

Isolat eine geeignete Methode zur Erkennung von Resistenzen darstellt.

Der zweite Boxplot in Abbildung 8 zeigt die Infektionsraten der Ubrigen 15 Linien
mit Nullallelen, bei denen keiner der eingesetzten Marker nachgewiesen wurde. Im
Durchschnitt liegt der Befall bei 21,98%, bei vier der 15 Linien waren weniger als
10% der Ahren infiziert. Obwohl die mit KASP Markern untersuchten QTL nicht im
Pflanzenmaterial vorhanden waren, zeigen auch die 15 restlichen Zichtungslinien
moderate bis sehr gute Resistenzen nach einer Steinbrandinfektion. Begrundet
werden kann dies mit zusatzlichen Resistenzfaktoren im Genom des
Pflanzenmaterials, die nicht von den hier verwendeten Markern abgedeckt
werden. Zum einen wurde in jedem Stammbaum der 42 neuen Zuchtungen
mindestens einmal die Linien S5.58, P106.24 oder P101.30 eingekreuzt. Die
Abstammung lasst sich auf die hochgradig resistenten Sorten Blizzard und
Bonneville sowie auf die tlrkische Landrasse Pl 119333 zurlckfuhren, deren
Resistenzfaktoren gleichzeitig die Grundlage fur die von Muellner et al. (2020,
2021) entwickelten QTL-Marker darstellen. Zuséatzlich wurden die Sorten Spontan
und Genius mit bekannter Resistenz, jedoch bisher nicht eindeutig identifiziertem
genetischen Hintergrund fur die Kreuzungen verwendet. Es ist wahrscheinlich,
dass die Steinbrandresistenz der Zichtungslinien mit Nullallelen auf die
Abstammung von diesen beiden Sorten zurlckzufuhren ist. Im Sortenversuch
zeigten sowohl Spontan mit einer Infektionsrate von 17,5% also auch Genius mit
16% vergleichbare Werte wie der durchschnittliche Befall der 15 Linien ohne
Marker-Fund mit 21,98%. Da die Resistenzquellen von Spontan und Genius nicht
mit genetischen Markern getestet wurden, die Infektionszahlen jedoch auf einen
Zusammenhang hindeuten, kann die Abstammung von diesen beiden Sorten die
Resistenz der 15 Linien ohne Marker erklaren. Tillstop als Faktor flr die Resistenz
ist unwahrscheinlich, da die Infektionsrate im Sortenversuch bereits bei 52,67%
lag. Tommi wurde nur in einen der zehn verschiedenen Stammb&aume eingekreuzt
und kann die Resistenz der Linien ohne nachgewiesene Marker ebenfalls nicht

erklaren.
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4.5 Resistenz unterschiedlicher QTL-Kombinationen

Eine genauere Betrachtung der mittels KASP Marker nachgewiesenen QTL-
Kombinationen zeigt, dass bei den 27 Zichtungslinien mit nachgewiesenen
Markern elf verschiedene Variationen gefunden wurden. Funf Kombinationen
konnten dabei eindeutig nachgewiesen werden, bei den sechs ubrigen Varianten

war der Nachweis eines oder mehrerer QTL nicht zweifelsfrei moglich (Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht (iber nachgewiesene QTL-Kombinationen verschiedener Pedigrees mit den
Infektionsraten je Pedigree und je QTL.

Infizierte Infizierte
QTL | nfiziert nfiziert
(Chromosom) Pedigree Ahren je Ahren je
Pedigree (%) QTL (%)
SPO/S5.58//TOB/3/GEN/S5.58//EGD 0,00
1B, 7D S5.58/TOM//N17/3/SPO/S5.58//TOB 133 044
GEN/S5.58//EGD/3/SPO/S5.58//TSP 0.00
7A. 7D SPO/S5.58//TOB/3/P101.30/TOR 2.01 2,01
1B (2), 7A, 7D SPO/S5.58//TSP/3/AXA/MID/S5.58 6.00 6.00
(A ()18 GEN/S5.58//EGD/3/SPO/S5.58//TSP ** 12,67 6 33
?), SPO/S5.58//TSP/3/AXA/MID/S5.58 0,00 :
SPO/S5.58//TOB/3/GEN/S5.58//EGD * 4.00
1A, 1B KOL/S5.58//MID/3/GEN/S5.58//EGD 6.00 711
GEN/S5.58/EGD/3/SPO/S5.58//TOB 1133
GEN/S5.58//EGD/3/SPO/S5.58//TSP 15,87
1A (). 1B (). 7D opoyss 58/TSP/3/AXAIMID/S5.58 0,67 8.27
1A KOL/S5.58//MID/3/GEN/S5.58//EGD 8.67 8.67
SPO/S5.58//TOB/3/ARM//MID/S5.58 13.23
1A, 1B (7) SPO/S5.58//TOB/3/P101.30/TOR 12,00 12,62
SPO/S5.58//TOB/3/GEN/S5.58//EGD 7.40
A TD S5.58/TOM//N17/3/SPO/S5.58//TOB * 41,00 410
: GEN/S5.58//EGD/3/SPO/S5.58//TSP 733 !
GEN/S5.58/EGD/3/SPO/S5.58//TOB 067
1B (2), 7D SPO/S5.58//TOB/3/P101.30/TOR 15,84 15,84
B @) SPO/S5.58//TOB/3/ARM//MID/S5.58 30,67 07 46
' CAP/P106.24//BST/3/SPO/S5.58//TOB * 2426 :

* Marker-Kombination doppelt aufgetreten, ** Marker-Kombination dreifach aufgetreten

Das QTL QBt.ifa-1AL auf Chromosom 1A konnte insgesamt 18-mal nachgewiesen
werden und steht wie die Ubrigen QTL in klarem Zusammenhang mit einer

phanotypisch beobachteten Resistenz nach einer T. caries-Infektion. Sowohl
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einzeln als auch in Kombination mit anderen QTL zeigte sich eine niedrige
Befallsrate von durchschnittlich maximal 14,10% (Tabelle 5). Beim Mapping durch
Muellner et al. (2021) war QBt.ifa-1AL eine wichtige und stabile Quelle fir
Steinbrand- und  Zwergsteinbrandresistenzen  unter allen  getesteten
Umweltbedingungen. Es wird vermutet, dass QBt.ifa-1AL mit dem bereits von
Chen et al. (2016) nachgewiesenem Resistenzfaktor fur Zwergsteinbrand auf
Chromosom 1A ident aufgrund gleicher Abstammung ist. Das hier nachgewiesene
QTL auf Chromosom 1A entstammt einer Verwandtschaft mit den Weizensorten
Bonneville und Blizzard und kann eventuell mit dem Resistenzgen Bt3 in

Verbindung gebracht werden (Muellner et al., 2021).

QTL QBt.ifa-1BS auf Chromosom 1B ist insgesamt 19-mal aufgetreten und weist
einzeln oder in Kombination mit anderen QTL eine maximale Infektionsrate von
27,46% auf (Tabelle 5). Bereits vor dem Mapping durch Muellner et al. (2021)
wurde Chromosom 1B in mehreren unabhangigen Studien durch den Nachweis
verschiedener Haupt- und Neben-QTL als wichtige Resistenzquelle identifiziert
(Dumalasova et al., 2012; Fofana et al., 2008; Singh et al., 2016). Auch hier
konnte nachgewiesen werden, dass QBt.ifa-1BS — dessen Resistenzquelle
ebenfalls von den Weizensorten Bonneville und Blizzard stammt (Muellner et al.,

2021) — eindeutig in Verbindung mit einer Steinbrand-Resistenz steht.

Das QTL QBt.ifa-7AL auf Chromosom 7A konnte nur zweimal nachgewiesen
werden, zeichnet sich aber durch eine sehr geringe Infektionsrate von maximal
6,00% bei allen Genotypen mit entsprechender QTL-Kombination aus (Tabelle 5).
Im Mapping-Versuch von QBt.ifa-7AL zeigte sich jedoch nur ein moderater Effekt,
sowohl auf Steinbrand als auch auf Zwergsteinbrand. Dabei konnte unter
kinstlichen Bedingungen im Gewachshaus keine Resistenzwirkung beobachtet
werden, was damit begriundet wurde, dass die Expression bestimmter Resistenz-
Gene an gewisse Umweltbedingungen geknipft sein kdnnte. Experimente in
Gewachshausern konnen dieses komplexe Zusammenspiel aus Pathogen,
pflanzlichem Genotyp und der Umwelt nur begrenzt abbilden (Muellner et al.,
2021). Der Begrundung kann aufgrund der Ergebnisse des aktuellen
Steinbrandversuchs zugestimmt werden, da QBt.ifa-7AL unter
Freilandbedingungen sehr wohl eine Resistenz auslésen konnte. QBt.ifa-7AL

stimmt mit einem von Wang et al. (2019) gefundenem Resistenzfaktor fur
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Zwergsteinbrand auf Chromosom 7A Uberein und stammt mdglicherweise aus der
hochgradig resistenten Linie Pl 476212, die sowohl in den Weizensorten Blizzard

als auch Bonneville enthalten ist (Muellner et al., 2021).

QTL QBt.ifa-7DS/Bt12 auf Chromosom 7D ist insgesamt 13-mal aufgetreten, mit
einer maximalen Infektionsrate aller QTL-Kombinationen von 15,84% (Tabelle 5).
Der Ursprung dieser Resistenzquelle lasst sich auf die 1937 gesammelte tlrkische
Landrasse Pl 119333 zurlckfuhren (Goates & Bockelman, 2012). Im Mapping
zeigte QBt.ifa-7DS/Bt12 hohe Relevanz zur Erzeugung von Steinbrand- und
Zwergsteinbrandresistenzen, was in dieser Untersuchung aufgrund der
phanotypisch niedrigen Infektionsraten bestatigt werden kann. Muellner et al.
(2020) konnten QBt.ifa-7DS/Bt12 auflerdem dem Bt712-Gen zuordnen, welches
aktuell gegen die meisten bekannten Steinbrand- und Zwergsteinbrand-Rassen

Resistenz verleiht.

Als einziges QTL konnte QBt.ifa-4B auf Chromosom 4B im Pflanzenmaterial nicht
nachgewiesen werden. QBt.ifa-4B stammt ebenfalls von der Landrasse PI
119333, zeigte im Versuch von Muellner et al. (2020) jedoch nur einen geringen

Effekt auf die Steinbrand- und Zwergsteinbrandresistenz von Weizen.

Zu berucksichtigen sind neben der Wirkung einzelner QTL auch eventuell
auftretende epistatische Interaktionen zwischen verschiedenen QTL. Muellner et
al. (2020) konnten beobachten, dass zwischen QBt.ifa-1BS:QBt.ifa-1AL, QBt.ifa-
1AL:QBt.ifa-7TAL und QBt.ifa-1BS:QBt.ifa-7AL Gen-Interaktionen vorliegen. In
dieser Untersuchung kann lediglich der Effekt zwischen QBt.ifa-1BS:QBt.ifa-1AL
betrachtet werden (Tabelle 5). Hier zeigt sich, dass beim kombinierten Auftreten
von QBt.ifa-1BS:QBt.ifa-1AL geringere Infektionszahlen gemessen wurden als
beim separaten Nachweis von QBt.ifa-1BS und QBt.ifa-1AL. Muellner et al. (2020)
beschreiben jedoch aulRerdem, dass sich die epistatischen Beziehungen in der
Untersuchung hauptsachlich auf das Unterdricken eines QTL durch ein anderes
beschranken. Dieser Effekt ist moglicherweise auch im  aktuellen
Steinbrandversuch aufgetreten, kann jedoch aufgrund der geringen Datenmenge
nicht eindeutig belegt werden. Zu berlcksichtigen ist jedoch, dass bei der
Selektion bestimmter QTL eine robustere Resistenz erzeugt werden kann, je mehr

unterschiedliche Resistenzfaktoren in das Genom aufgenommen werden. Durch
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Gen-Pyramidisierung mdglichst vieler Faktoren kann die Anfalligkeit resistenter
Sorten und Linien gegen sich neu entwickelnde Tilletia-Rassen reduziert werden
(Matanguihan et al., 2011; Mehboob-ur-Rahman et al., 2011).

4.6 Einfluss von Grannen auf die Infektionsanfalligkeit

Bei 57 Sorten und Linien wurde der Anteil begrannter und unbegrannter Ahren
gemessen. Dadurch ist eine Gegenliberstellung des Anteils an befallenen Ahren
im Vergleich zum Grad der Begrannung maglich (Abbildung 9). Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen abnehmender Befallsrate und weniger bzw. mehr
begrannten Ahren ist nicht nachzuweisen. Der Pearson-Korrelationskoeffizient fiir
den Zusammenhang zwischen dem Anteil befallener Ahren und dem Anteil
unbegrannter Ahren liegt bei 0,06 und bestétigt die fehlende Korrelation zwischen
beiden Merkmalen. Sowohl im Bereich niedriger Infektionsraten als auch bei

anfalligen Phanotypen zeigten sich Sorten und Linien mit Begrannung.
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Abbildung 9: Anteil befallener Ahren (%) im Verhaltnis zum Anteil begrannter Ahren (%) bei 57 Sorten bzw.
Linien, aufgereiht nach dem Grad der Infektion.

Grannen konnen durch ihre photosynthetische Aktivitat zur Ertragsbildung bei
Getreidepflanzen beitragen, vor allem in trockenen Gebieten ist dieser Effekt von
Bedeutung (Rebetzke et al., 2016). Auf der anderen Seite wurde das Fehlen einer

Begrannung aber mit einer gesteigerten Frosttoleranz in Verbindung gebracht
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(Whaley et al., 2004). Auch die Wirkung auf biotische Faktoren ist zweigeteilt. So
tragen Grannen zur Abwehr von Fressfeinden bei, beispielsweise kann die
Anfalligkeit von Weizen gegen die groRe Getreideblattlaus (Sitobion avenae F.)
bei begrannten Individuen reduziert werden (Acreman & Dixon, 1986). Gleichzeitig
sind begrannte Getreidepflanzen jedoch anfalliger gegen bestimmte Krankheiten
wie die Ahrenfusariose (Mesterhazy, 1995). Ein Effekt auf die Toleranz gegen
Steinbrand oder Zwergsteinbrand wurde bisher nicht beschrieben, ist jedoch
aufgrund des physiologischen Ablaufs einer Tilletia-Infektion unwahrscheinlich. Da
die Erreger bodenbirtig in junge Keimlinge eindringen und sich potentielle
Resistenzen in frihen Wachstumsstadien ausbilden, spielt die Getreideahre und
damit auch die Begrannung fur das Ausmal} einer Infektion wahrscheinlich keine
Rolle (Gaudet et al., 2007; Hoffmann, 1982).
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5 Zusammenfassung

Der Sortentest 2021 in Tulln, Osterreich zeigte, dass einige vormals als
Steinbrand-resistent deklarierte Winterweizensorten gegen einen aggressiven
Erreger durchaus anfallig sind. So ergab der Feldversuch fur die Sorten Genius,
Spontan, Tilliko, Butaro, Brandex, Graziaro und Tobias trotz nachgewiesenen
Resistenzen in vergangenen Untersuchungen teils deutlich héhere Infektionsraten.
Fir den biologischen Weizenanbau in Osterreich stehen mit Spontan und Tilliko
jedoch weiterhin Sorten zur Verfugung, die gegen schwachere Erreger eine
hervorragende und gegen aggressivere Steinbrand-Erreger eine mittlere
Resistenz aufweisen. Fur die biologische Landwirtschaft in Deutschland sind
aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchung die Sorten Aristaro, Genius,
Spontan, Tilliko und Butaro hervorzuheben. Ein sehr positives Ergebnis
zeigten auch die Sorten Ul SRG, Deloris und Unitar. Trotz teilweise
fehlender Sortenzulassung in Europa stellen diese auch gegen sehr
aggressive T. caries-Isolate weiterhin eine hervorragende Resistenzquelle
fur die biologische Zucht von Steinbrand-resistenten Winterweizensorten
dar. Der Feldversuch unter Verwendung eines sehr aggressiven Isolats
verdeutlicht zusatzlich die Notwendigkeit von kontinuierlichen Tests, um
die Anfalligkeit von vermeintlich resistenten Sorten gegen neue Tilletia-Rassen

laufend zu Uberprufen.

Der Einsatz von markergestitzter Selektion zur Erzeugung neuer Steinbrand-
resistenter Zuchtlinien bestatigt im aktuellen Versuch die Eignung der
verwendeten KASP Marker fur die QTL QBt.ifa-1AL, QBt.ifa-1BS, QBt.ifa-7AL und
QBt.ifa-7DS/Bt12. Lediglich QBt.ifa-4B konnte mit den eingesetzten Markern im

getesteten Pflanzenmaterial nicht nachgewiesen werden.

Der Vergleich unterschiedlicher Messmethoden zur Bestimmung der Infektionsrate
zeigte, dass die Beurteilung eines Steinbrandbefalls rein anhand der Messung
befallener Ahren zu einer Unterschatzung des Befalls fiihren kann. Fir die
Selektion der besten Individuen empfiehlt sich die Uberpriifung der einzelnen
Kdrner einer jeden Ahre, um so eine zu niedrige Infektionsrate auszuschlieRen.
Zuséatzlich ergab dieser Feldversuch, dass die Begrannung einer Ahre keinen

Einfluss auf die Anfalligkeit gegenuber einer Steinbrandinfektion hat.
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Anhang

Anhang A: Ubersicht iiber getestete Sorten bzw. Ziichtungslinien

Anhang A-1: Getestete Sorten inklusive aktueller Sortenzulassung in der Europaischen Union.

Sorte/Zuchtstamm Sortenzulassung Europaische Union*
702-1102C (Zuchtstamm aus Danemark)

ALESSIO 2016 in Osterreich (AT)

ANNIE 2014 in Tschechien (C2)

ARISTARO 2016 in Deutschland (DE)

BRANDEX-POPULATION

2016 in DE

BUTARO 2009 in DE; 2013-2019 in Luxemburg (LU)
CREATOR 2014 in Danemark (DK); 2016 in Estland (EE) & Litauen (LT)
DELORIS (2014 in den Vereinigten Staaten (US))
EHOGOLD 2014 in AT

GENIUS 2010 in DE & Ungarn (HU); 2014 in CZ

GLOSA 2005 in Rumanien (RO)

GRAZIARO 2016 in DE

HEERUP 2019 in DE

IS LAUDIS 2015 in der Slowakei (SK)

MV KAREJ 2011 in HU

MV KOLOMPOS 2009 in HU; 2013 in Kroatien (HR)

PIZZA (2013 in der Schweiz (CH))

PS DOBROMILA 2018 in der SK

PURINO 2018 in DE

RED RUSSIAN (Landsorte US)

ROYAL (2015 in der CH)

SEC 261-05z 1-2 (Zuchtstamm von Secobra Saatzucht GmbH, DE)
RUBEZAHL 2022 in DE

BLICKFANG 2021 in DE

SHERIFF 2015 in DK; 2016 in DE; 2017 in CZ; 2018 in LT
SKAGIT 1109 (Weizen-Population, Washington State Univ., US)
SKAGIT 1209 (Weizen-Population, Washington State Univ., US)
SPONTAN 2014 in AT & DE

TENGRI (2007 in der CH)

TILLEXUS 2018 in AT

TILLIKO 2016 in AT; 2017 in DE

TILLSTOP 2018-2023 in AT

TOBIAS 2011 in Osterreich

Ul SRG (2012 in US)

UNITAR (Zuchtstamm von NARDI, Fundulea, RO)
URSITA 2021 in RO

VIKI 2016 in SK; 2018 in DE

WENDELIN 2018 in DE

WITAL (2018 in CH)

WIWA (2005 in CH); 2021 in CZ

* AGES Beschreibende Sortenliste (2021); BSA Beschreibende Sortenliste (2021);

Europaische Kommission (2022)
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Anhang A-2: Stammbaum aller neu entwickelten Zichtungslinien.

Zuchtstamm

Pedigree (Resistenztrager in rot)

BTX516EX01-10G

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX516EX01-11G

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX516EX01-5K

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX516EX01-6K

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX516EX01GN0547

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX516EX01KN0547

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX517EX02-10

MV KOLOMPOS/S5.58//MIDAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX517EX02-11K

MV KOLOMPOS/S5.58//MIDAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX517EX02GN0532A

MV KOLOMPOS/S5.58//MIDAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX517EX02KN0S32A

MV KOLOMPOS/S5.58//MIDAS/3/GENIUS/S5.58//EHOGOLD

BTX518EX03-11G

S5.58/TOMMI//INEMCHOVSKAYA17/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX518EX03-3K

S5.58/TOMMI//INEMCHOVSKAYA17/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX518EX03-8G

S5.58/TOMMI//INEMCHOVSKAYA17/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX518EX03KN0533B

S5.58/TOMMI//INEMCHOVSKAYA17/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX521EX08-11K

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX521EX08-14K

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX521EX08-1G

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX521EX08-3K

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX521EX08G-N-0533A

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX521EX08KN0533B

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX522EX09-4G

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX522EX09-6GUF

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX522EX09GN0543

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX522EX09KN0543

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX527EX14-12

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX527EX14-5

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX527EX14GN0OS39A

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX527EX14KN0539B

GENIUS/S5.58//[EHOGOLD/3/SPONTAN/S5.58//TILLSTOP

BTX528EX15-11GK

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/ARMINIUS//MIDAS/S5.58

BTX528EX15-4G

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/ARMINIUS//MIDAS/S5.58

BTX528EX15GN0544

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/ARMINIUS//MIDAS/S5.58

BTX534EX21-3

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/P101.30/TORAS

BTX534EX21-5K

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/P101.30/TORAS

BTX534EX21-7K

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/P101.30/TORAS

BTX534EX21KN0548B

SPONTAN/S5.58//TOBIAS/3/P101.30/TORAS

BTX559EX06-14G

SPONTAN/S5.58//TILLSTOP/3/AXARO//MIDAS/S5.58

BTX559EX06-4

SPONTAN/S5.58//TILLSTOP/3/AXARO//MIDAS/S5.58

BTX559EX06-9G

SPONTAN/S5.58//TILLSTOP/3/AXARO//MIDAS/S5.58

BTX561EX13-7K

CAPO/P106.24//BERNSTEIN/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX561EX13-8G

CAPO/P106.24//BERNSTEIN/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX561EX13GN0540A

CAPO/P106.24//BERNSTEIN/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS

BTX561EX13KN0540A

CAPO/P106.24//BERNSTEIN/3/SPONTAN/S5.58//TOBIAS
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Anhang B: Infektionszahlen Sortenversuch

Anhang B: prozentualer Anteil befallener Ahren bei allen getesteten Sorten.

Sorte Anteil befallener Ahren (Feld- und Labormessung)
ARISTARO 0,00%
Ul SRG 0,00%
DELORIS 1,00%
UNITAR 6,00%
SEC261 10,00%
GENIUS 16,00%
SPONTAN 17,46%
IS LAUDIS 20,00%
HEERUP 21,33%
CREATOR 22,00%
TILLIKO 24,00%
BUTARO 25,00%
GLOSA 31,17%
PS DOBROMILA 32,67%
URSITA 36,67%
PIZZA 38,67%
VIKI 39,66%
WENDELIN 41,33%
MV KAREJ 42,67%
RUBEZAHL 45,00%
SKAGIT 1209 46,00%
RED RUSSIAN 49,33%
ROYAL 50,67%
TILLSTOP 52,67%
BRANDEX 54,22%
TILLEXUS 55,33%
ALESSIO 57,33%
SHERIFF 58,00%
SKAGIT 1109 60,00%
GRAZIARO 61,16%
WITAL 62,00%
TENGRI 63,33%
TOBIAS 64,00%
EHOGOLD 68,67%
PURINO 70,00%
MV KOLOMPOS 71,33%
BLICKFANG 74,06%
WIWA 77,93%
ANNIE 81,33%
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Anhang C: Evaluation of ECOBREED winter wheat germplasm for common

bunt resistance
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Abstract

The Horizon 2020 project ECOBREED aims to (i) test currently
available winter wheat varieties for their resistance to common
bunt and (ii) develop new organic winter wheat lines resistant to
common bunt by marker-assisted selection (MAS). In the present
study, 42 multi-parent winter wheat breeding lines were tested in
the field after artificial inoculation with common bunt together
with 40 varieties and/or resistance sources. The breeding lines
were selected after two MAS cycles. Highly resistant breeding
lines were identified carrying different resistance QTL combina-
tions. Additionally, moderately resistant lines were identified car-
rying none of the QTL followed by MAS, indicating that other re-
sistance genes (i.e., from ‘Spontan’ and ‘Genius’) were involved in
the resistance response of the multi-parent crosses. Several
breeding lines and varieties ‘Genius’, ‘Spontan’ and ‘Unitar’
showed a high percentage of spikes with a form of ‘partial re-
sistance’ with only a few spikelets per spike carrying bunt balls.
The results also revealed that artificial testing with different Til-
letia isolates is necessary due to the presence of genotypexisolate
interactions. For example, varieties carrying Bt10 (e.g., ‘Tillstop’,
‘Tillexus’) were resistant against the Czech isolate, but not against
the Austrian isolate.

Keywords

Marker-assisted selection - organic breeding - resistance - seed-
borne disease - Tilletia caries - Triticum aestivum

Introduction

Common bunt caused by Tilletia tritici (Bjerk.) and T. laevis (Kiihn)
is an important seed/soilborne fungal disease in organic wheat
growing as effective control by seed treatment with synthetic
fungicides is not allowed. Seed treatments authorized for organic
farming are available, however, may require investment in new
machinery (e.g., brushing machine) and/or affect germination
capacity (Borgen, 2004; Wiik, 2021). The production of bunt sori
instead of wheat kernels reduce grain yield but also deteriorate
wheat end-use quality as the teliospores release trimethylamine, a

metabolic compound smelling like rotten fish (Gopal & Sekhon,
1988; Mathre, 2000; Preugschat et al., 2014). Therefore, the de-
velopment of varieties resistant to common bunt is the best and
cost-effective method to control the disease in organic wheat
production. Hitherto, 16 race specific resistance genes to common
bunt have been reported in wheat (Goates & Bockelman, 2012),
therof several Bt-genes were mapped and molecular markers
developed (e.g., Laroche et al., 2000; Wang et al., 2009; Steffan et
al., 2017; Muellner et al., 2020; 2021).

Here we report the results of a first field resistance testing of multi
-parent breeding lines developed within the H2020 project ECO-
BREED and screened for bunt resistance QTL described by Muell-
ner et al. (2020; 2021).

Material and methods

Plant material and Marker-Assisted Selection (MAS)

In total, 82 genotypes consisting of breeding lines, released varie-
ties, notified Organic Heterogeneous Material (OHM), and plant
genetic resouces were tested in Tulln, Austria. Additionally, 33 and
9 genotypes of this nursery were tested in Prague, Czech Republic,
and Fundulea, Romania, respectively (Table 1; Fig. 2). Most multi-
parent breeding lines contain line S5.58 (Blizzard/Rainer), a few
additionally lines P101.30 (Bonneville/Rainer) or P106.24 (Rainer/
P1119333) (Muellner et al., 2020; 2021). F;’s of initial crosses with
a resistance donor were back-crossed to another elite variety and
hybrids thereof were screened by KASP markers for the heterozy-
gous presence of resistance QTL described by Muellner et al.
(2020; 2021). Selected plants were further crossed between each
other and the hybrids thereof were screened in another MAS cycle
for the homozygous presence of resistance QTL. Selected plants
were self-pollinated and multiplied for field screening.

Artificial inoculation

Wheat seeds were inoculated with common bunt teliospores be-
fore sowing. In Tulln, the seeds were inoculated with an isolate
sourced from a susceptible ‘Tilliko’ stand. In Prague, isolate RUKR,
a mixture of local common bunt strains, was used. Similarly, in
Fundulea an isolate mixture sourced from six sites was utilized.

Pfatrisch K, Sternbauer M, Dumalasova V, Marinciu C, Grausgruber H (2022) Evaluation of ECOBREED winter wheat germplasm for common bunt resistance. In:
Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs (Ed), 72. Jahrestagung 2021, 22-24 November, Raumberg-Gumpenstein, pp 67-71. Universi-
ty of Natural Resources and Life Sciences, Vienna, Austria. ISBN-13: 978-3-900932-96-1



Observations

At ripening (i.e., soft to hard dough stage; BBCH85 - BBCH87), the
percentage of bunted spikes was determined by cutting the spikes
of the inoculated rows with secateurs (Fig. 1). Additionally, in Tulln
50 spikes per plot were harvested at maturity which were further
analysed in the lab for the percentage of infected grains (bunt
sori). In this process, also the percentage of partially infected
spikes was evaluated.

Results and discussion

Genotype by isolate interaction

As resistance to common bunt is race specific (gene-for-gene in-
teraction), the wheat-bunt interaction is characterized by genetic
specificity (Hoffman, 1982). In the present study, the Austrian
isolate was more aggressive, followed by the Czech and Romanian
isolate, as demonstrated by the varieties which were grown on
two and three locations and inoculated with local isolates of com-
mon bunt. For example, ‘Ursita’ showed 36.7% infected spikes in
Tulln, however, only 10.4% and 2% in Prague and Fundulea, re-
spectively (Fig. 2). ‘Tilliko’, source of the Austrian isolate, had 24%
infected spikes in Tulln, but was resistant in Prague (Fig. 3a). A
similar interaction was observed for ‘Graziaro’, ‘Ursita’ and breed-
ing line BTX561-7K. ‘IS Laudis’, ‘PS Dobromila’ and ‘Unitar’ were
grouped comparatively in Austria and Romania, whereas ‘Glosa’,
‘Mv Karej’, and ‘Mv Kolompos’ were more susceptible in the Aus-
trian experiment. Noteworthy is also the reaction of varieties car-
rying the Bt10 resistance gene (i.e., ‘Tillexus’ and ‘Tillstop’). This
resistance gene was still effective against the RUKR-isolate (Fig.
3a), but not against the Austrian Tilliko-isolate which confirms
earlier observations (Oberforster & Plank, 2021).

Figure 1 Double-row test plots and cut infected spike in Tulln 2021.
In total 75 spikes per row were evaluated (i.e., 50 on the field, 25 in
the lab) resulting in 150 spikes per entry.

Partially infected spikes

Generally, a high correlation (r=0.93) was observed between the
percentage of infected spikes and the percentage of bunt sori (Fig.
3b). However, a few genotypes (e.g., ‘Unitar’, ‘Spontan’, ‘Genius’
and breeding lines including the latter two varieties) showed a
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Figure 2 Susceptibility to common bunt of selected winter wheat varieties from the ECOBREED diversity panel: a Percentage of infected spikes
in the experiments in Tulln and Prague; and b in Tulln and Fundulea. ‘Ursita’ was included in all three test sites.
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Table 1 Susceptibility of winter wheat to common bunt in Tulln 2021 (CB%, percentage of infected spikes of 150 evaluated spikes; CBS%, per-
centage of bunt sori of the total number of grains of 50 evaluated spikes) and their resistance QTL

Genotype art CB% CBS% Genotype QTL CB% CBS%
BTX516-6K 1B, 7D 0.0 0.0 Heerup 21.3 20.0
BTX521-1G 1B, 7D 0.0 0.0 Creator 22.0 19.2
BTX559-4 1A?, 1B 0.0 0.0 Tilliko 24.0 324
Aristaro 0.0 0.0 BTX522-N0543K 24.7 20.0
Ul SRG 0.0 0.0 Butaro 25.0 12.2
BTX522-4G 1A,7D 0.7 0.0 BTX527-N0539bK 26.7 194
BTX559-14G 1A?, 1B?, 7D 0.7 0.0 BTX517-N0532aG 28.7 131
Deloris 1.0 0.0 BTX516-N0547K 30.7 14.7
BTX518-8G 1B, 7D 13 0.1 BTX528-4G 1B? 30.7 27.8
702-1102C 2.0 0.0 Glosa 31.2 15.6
BTX534-5K 7A,7D 2.0 0.9 PS Dobromila 32.7 29.9
BTX516-10G 1A, 1B 2.7 3.2 BTX561-7K 1B? 33.2 8.4
BTX517-N0532aK 33 2.3 BTX522-N0543G 36.2 20.2
BTX516-11G 1A, 1B 5.3 25 Ursita 36.7 13.2
BTX521-N0533aG 5.6 5.1 Pizza 38.7 32.8
BTX517-11K 1A, 1B 6.0 14 Viki 39.0 47.2
BTX559-9G 1B?, 7A, 7D 6.0 4.3 BTX561-N0540aK 40.7 36.6
Unitar 6.0 0.1 Wendelin 413 56.7
BTX521-11K 1A?, 1B 7.3 4.6 Mv Karej 42.7 26.9
BTX521-14K 1A,7D 7.3 2.9 Ribezahl 45.0 31.8
BTX516-5K 1A,7D 7.4 2.8 Skagit 1209 46.2 29.2
BTX516-N0547G 8.0 7.7 Red Russian 49.3 57.0
BTX517-10 1A 8.7 9.1 Royal 50.7 55.2
BTX518-N0533bK 9.3 5.2 Tillstop 52.0 70.1
BTX527-5 1A?, 1B 10.0 11.9 BTX534-N0548bK 55.3 34.9
SEC261-05 10.0 31 Tillexus 55.3 76.8
BTX522-6GUF 1A, 1B 11.3 2.6 Alessio 57.3 72.0
BTX527-N0539aG 12.0 4.8 Brandex 58.0 42.8
BTX534-3 1A, 1B? 12.0 8.4 Sheriff 58.0 83.0
BTX528-11GK 1A, 1B? 13.2 2.3 Skagit 1109 60.0 60.8
BTX561-N0540aG 133 6.4 Graziaro 61.3 74.8
BTX561-8G 1B? 15.3 7.4 Wital 62.0 51.9
BTX521-3K 1A?, 1B?, 7D 15.9 15.8 Tengri 63.3 59.0
BTX518-11G 1A, 7D 16.0 5.1 Tobias 64.0 36.3
BTX534-7K 1B?, 7D 16.0 7.6 BTX518-3K 1A, 7D 66.0 52.8
Genius 16.0 5.3 Ehogold 68.7 67.7
BTX528-N0544G 17.3 6.2 Mv Kolompos 69.3 66.2
Spontan 17.5 4.4 Purino 71.3 60.5
BTX521-N0533bK 18.7 10.0 Blickfang 74.1 76.8
IS Laudis 20.0 17.1 Wiwa 77.9 88.6
BTX527-12 1A?, 1B 20.7 14.8 Annie 81.3 81.6

! present QTL according to two cycles of MAS; donor of resistance QTL was in all BTX lines cv. ‘Blizzard’ with the exception of BTX534-3 and
BTX534-7K where the resistance QTL on chromosomes 1A and 1B could have also been derived from cv. ‘Bonneville’.

high percentage of partially infected spikes, and therefore a lower
percentage of bunt sori compared to the percentage of infected
spikes (Table 1). Partially infected wheat grains were reported by
Gassner (1938). Hansen (1958) explained partially infected grains
by the fact that the ovule is fertilized before the fungus’ invasion.
The transformation of the integuments to the testa forms an
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effective barrier against the further spread of the pathogen. In the
present study, healthy-looking grains of partially infected spikes
were not checked in detail, however, it was observed that the
bunt sori were located more or less randomly within the spike
which would disagree with a resistance mechanism against the
systematic invasion of the apex.
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Figure 3 Common bunt in ECOBREED winter wheat germplasm: a Percentage of common bunt infected spikes (CB%) in Tulln 2021 vs. Prague
(Praha) 2021 (GRA, Graziaro; TIL, Tilliko; TSP, Tillstop; TXS, Tillexus; URS, Ursita); b Percentage of infected spikes (CB%) vs. percentage of bunt

sori (CBS%) in Tulln 2021.

Resistance QTL

From Table 1 it is obvious that breeding lines with one or more
resistance QTL were more resistant to common bunt than breed-
ing lines without any of the QTL followed by MAS. With respect to
the individual QTL it has to be considered that QBt-ifa.7DS from
‘Blizzard’ was associated only with dwarf bunt and not common
bunt in the study of Muellner et al. (2021). Hence, it is assumed
that the presence of this QTL had no effect on the performance of
the breeding lines against common bunt. Some lines without any
resistance QTL (e.g., BTX517-N0532aK and BTX521-N0533aG)
showed a low susceptibility to common bunt. The resistance of
these lines is probably the result of additive effects of involved
parents such as ‘Genius’ and ‘Spontan’. ‘Genius’ is also a parent of
‘Tillsano’ which showed a low to medium susceptibility against
various common bunt races in Austria (AGES, 2021; Ritzer et al.,
2022). On the other hand, also Muellner et al. (2021) observed
some lines of both the mapping and validation populations with
low bunt incidence despite having none of the three resistance
QTL from the donors ‘Blizzard’ or ‘Bonneville’ (i.e., QBt.ifa-1AL,
QBt.ifa-1BS, QBt.ifa-7AL). It is noteworthy that QBt.ifa-1AL and
QBt.ifa-1BS, as well as QBt-ifa.7DS were detected in many breed-
ing lines, whereas QBt.ifa-7AL is present in only two lines.
Pl 119333, donor of Bt12, was involved in 4 BTX-lines, however,
the respective QTL Qbt.ifa-7D/Bt12 (Muellner et al., 2020) was not
detected in any of these lines. As discussed by Muellner et al.
(2021) it remains unclear whether Qbt.ifa-7D/Bt12, QBt-ifa.7DS
and/or Q.DB.ui-7DS (Chen et al., 2016) represent the same re-
sistance allele.

Like in the study of Muellner et al. (2021), lines with only one
common bunt QTL were as resistant as lines with two. Hence,
epistatic interactions seem to be substantial for common bunt
resistance and were confirmed by various other studies (Knox et
al., 2013; Chen et al., 2016; Singh et al., 2016). As also outlined by
Muellner et al. (2021), none of the applied markers is diagnostic
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for a bunt resistance QTL, but only linked to the QTL. Their value
might vanish by ongoing recombination. This might explain the
high susceptibility of BTX518-3K despite that QBt.ifa-1AL was de-
tected in this line.

Conclusions

The first screening for common bunt resistance revealed that the
applied KASP markers allowed a targeted introgression of re-
sistance QTL from US varieties ‘Blizzard’ and ‘Bonneville’, known
for their high and durable resistance, into European winter wheat
germplasm. Due to the complex pedigree of the tested lines, addi-
tional resistance alleles might be present which could not be fol-
lowed due to the unavailability of molecular markers. Some geno-
types showed only partially infected spikes resulting in a trade-off
between bunt incidence (i.e., percentage of infected spikes) and
percentage of bunt sori in the grain yield. This resistance response
needs further confirmation and investigation.
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