Erstes Feuerbrandresistenzgen isoliert

Wissenschaftler kommen der Ziichtung neuer Sorten mit dauerhafter
Feuerbrandresistenz einen wesentlichen Schritt naher

Die meisten Apfelsorten, die heute im Erwerbsobstbau angebaut
werden, sind anfillig gegeniiber der vom Bakterium Erwinia amy-
lovora hervorgerufenen Feuerbrandkrankheit. Da eine effektive
Bekdmpfung dieser Krankheit schwierig ist, suchen Experten welt-
weit nach Moglichkeiten, neue Sorten zu ziichten, die gegeniiber
der Feuerbrandkrankheit dauerhaft resistent und gleichzeitig
schmackhaft sind. Wissenschaftler aus verschiedenen Landern
untersuchen deshalb seit Jahren die genetischen Grundlagen der

Feuerbrandresistenz.

Kiirzlich ist es Forschern des Julius Kiihn-
Institutes (JKI) gemeinsam mit Kollegen
von der ETH in Ziirich und Agroscope Waé-
denswil (beide Schweiz) gelungen, ein ers-
tes Feuerbrandresistenzgen aus dem Wild-
apfel Malus xrobusta 5 zu isolieren. Darl-
ber hinaus gibt es bereits erste Erkenntnis-
se tiber dessen Funktion und seinen mégli-
chen Nutzen flir die Zichtung. Die Wissen-
schaftler konnten zeigen, dass das Resis-
tenzgen in einer noch unbekannten Art
und Weise ein Protein des Feuerbranderre-
gers erkennt. Infolge dieser Erkennungsre-
aktion wird in der Pflanze ein Abwehrme-
chanismus in Gang gesetzt.

MONO- ODER POLYGENE
RESISTENZ?

Wihrend die meisten Apfelsorten anfdllig
gegeniiber der von Erwinia amylovora her-
vorgerufenen Feuerbrandkrankheit sind, ist
die Wildapfelakzession Malus xrobusta 5
seit langem bekannt fiir ihr hohes Mal an
Widerstandsféhigkeit. Das und andere Ei-
genschaften haben dazu gefiihrt, dass diese
Wildapfelakzession in der Vergangenheit in
der Sorten- und Apfelunterlagenziichtung
mehrfach als Kreuzungselter verwendet
wurde. Dabei war es bislang nicht bekannt,
wie diese Resistenz an die Nachkommen
vererbt wird. Wéhrend die Ergebnisse eini-
ger Experimente die Existenz eines einzel-
nen Resistenzgens vermuten lieen (mono-
gene Resistenz), deuteten die Ergebnisse
anderer Studien auf die Beteiligung mehre-
rer Gene hin (polygene Resistenz). Das
Wissen {iber die Vererbung einer Resistenz
ist jedoch von grundlegender Bedeutung
fiir die Ausrichtung und den mdglichen Er-
folg eines Zuchtprozesses. Beide Formen
der Resistenz haben dabei Vor- und Nach-
teile:

Bei der Vererbung monogener Resistenzen
wird in der Regel ein hohes MaR an Wider-
standsfahigkeit an 50 % aller Nachkommen
weitergegeben. Dafiir wirken sie meist nur
gegen ausgewzhlte Rassen des Erregers, das
heilt, sie sind rassenspezifisch und kénnen
folglich schneller iberwunden werden.
Polygene Resistenzen haben ein wesent-
lich breiteres Wirkungsspektrum. Sie sind
oft gegen eine Vielzahl von Rassen des Er-
regers wirkungsvoll und sind somit rassen-
unspezifisch. Das Mal an Resistenz, was
von solchen Resistenzen vermittelt wird,
ist jedoch meist deutlich geringer als bei
monogenen Resistenzen und wird dabei oft
nur an einen geringen Teil der Nachkom-
men in vollem Umfang weitergegeben. Bei
polygenen Resistenzen besteht zusdtzlich
die Gefahr, dass bei jedem Ziichtungsschritt
einzelne Gene, die einen Beitrag zur Resis-
tenz leisten, verloren gehen konnen. Das
Mab der Resistenz nimmt folglich ab.

Aus diesem Grund versuchen Ziichter heute
mehrere monogene Resistenzen in einer
Sorte zu vereinen (pyramidisieren). Dadurch
besitzen die Nachkommen ein hohes MaB
an Resistenz gegeniiber einem breiten Ras-
senspektrum, welches nur sehr schwer
vom Schaderreger {iberwunden werden
kann.

IDENTIFIZIERUNG EINER REGION
FUR FEUERBRANDRESISTENZ IM
WILDAPFELGENOM

Um die Vererbung der Feuerbrandresistenz
von Malus xrobusta 5 zu kldren, wurde im
Jahr 2003 am JKI (damals noch Bundesan-
stalt fiir Zlichtungsforschung an Kulturpflan-
zen) in Dresden-Pillnitz eine Kreuzung
zwischen der feuerbrandanfilligen Sorte
‘Idared” und Malus xrobusta 5 durchge-
fihrt. Die Nachkommen dieser Kreuzung

wurden Uber mehrere Jahre im Gewdchs-
haus mit Feuerbrand inokuliert, um deren
Resistenzverhalten zu priifen. Anschlie-
Bend erfolgte eine genetische Kartierung
der Resistenz. Mithilfe einer solchen Kartie-
rungsstudie ist es moglich, Orte im Genom

Abb. 1: Genetische Karte von Chromo-
som 3 des Wildapfels Malus xrobusta 5.
Auf der rechten Seite der Karte sind gene-
tische Marker (z. B. CHO3E03) dargestellt,
die genau einen Abschnitt auf der DNA
des Chromosoms markieren. Auf der lin-
ken Seite sind die genetischen Abstinde
zwischen den einzelnen DNA-Markern
dargestellt. Diese werden mit der Einheit
Centimorgan (cM) angegeben. 1 cM Ab-
stand zwischen zwei Markern bedeutet,
dass diese Marker in 99 von 100 Nachkom-
men gemeinsam vorkommen. Nur in
einem Fall kommen sie separat vor. In dem
rot markierten Bereich befinden sich ein
oder wenige Gene, die 80 % des Merkmals
Feuerbrandresistenz ausmachen. Die gene-
tischen Abstande in diesem Bereich sind so
klein, dass in der Regel alle Pflanzen, wel-
che die Marker CHO3E03 und FEM18 be-
sitzen, feuerbrandresistent sind.
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einer Pflanze zu finden, in der es Gene gibt,
die einen Beitrag zur Resistenz leisten. Im
Rahmen dieser ersten Kartierungsstudie
wurde im Jahr 2007 eine Region auf Chro-
mosom 3 des Wildapfels gefunden, die ei-
nen Beitrag von bis zu 80 % zur Feuer-
brandresistenz leistet (s. Abb. 1). Regionen,
welche einen solch hohen Beitrag zur Aus-
pragung eines Merkmals leisten, sind meist
ein Hinweis darauf, dass es an diesem Ort
im Genom ein oder einige wenige Gene
gibt, die dieses Merkmal bedingen.

NACHWEIS EINER
GEN-FUR-GEN-BEZIEHUNG

Um zu priifen, ob es sich bei der Feuer-
brandresistenz von Malus xrobusta 5 um
eine rassenspezifische Resistenz handelt,
wurde die Wildapfelakzession mit zahlrei-
chen Stdimmen des Erregers inokuliert, die
sich in ihrer Virulenz gegeniiber einem
Standardset von Apfelgenotypen deutlich
unterscheiden. Dabei konnte gezeigt wer-
den, dass diese Wildapfelakzession gegen-
iiber allen derzeit in Europa getesteten
Stammen des Feuerbranderregers resistent
ist. Lediglich einige wenige Stimme aus
den USA und Kanada sowie ein Labor-
stamm der Michigan State Universitit
(USA) fithrten bei Malus xrobusta 5 zu
Krankheitssymptomen. Bei dem Labor-
stamm der Michigan State Universitdt han-
delt es sich um eine Variante des Feuer-
branderregers, bei der ein Gen zerstort ist,
welches filir ein Effektorprotein kodiert.
Gramnegative Bakterien, wie das Feuer-
brandbakterium, bilden eine nadelartige
Struktur aus, die als Pilus bezeichnet wird.
Mithilfe dieser Struktur dringen sie in die
Zellen der Apfelpflanze ein und injizieren
derartige Effektorproteine (s. Abb. 2). Das

Foto 1: Triebe von Malus xrobusta 5 — inoku-
liert mit dem Laborstamm der Michigan State
Universitit (links) und einem europdischen
Stamm des Feuerbranderregers (rechts). Der
Laborstamm fiihrt zu deutlichen Symptomen
an Malus xrobusta 5, wihrend der europdische
Stamm nicht erfolgreich infizieren kann

Ziel dabei ist es, mithilfe der Effektorproteine
einzelne Stoffwechselwege der pflanzlichen
Pathogenabwehr zu blockieren. Damit er-
leichtert sich das Bakterium die Besiedlung
der Pflanze und erhéht seine Chance auf
eine erfolgreiche Infektion.

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen Re-
sistenzgene entwickel, die solche Effektor-
proteine erkennen kénnen. Wird ein Effek-
torprotein erkannt, leitet das Resistenzgen
einen gezielten Abwehrmechanismus ein.
Bleibt die Erkennung aus, kommt es zur In-
fektion.

Mit der Zerstorung des Gens, welches fiir
die Bildung des Effektorproteins im Labor-

Abb. 2: Reaktion der Pflanzenzelle von Malus xrobusta 5 nach Inokulation mit zwei verschie-

denen Stimmen des Feuerbranderregers.

Links: Inokulation mit einem europaischen Stamm (orange). Dieser Stamm injiziert ein Effek-
torprotein (E, braun), welches von einem Resistenzprotein (R, rot) erkannt wird. Sofort leitet
das Resistenzprotein eine Abwehrreaktion ein. Es kommt nicht zu einer Infektion.

Rechts: Inokulation mit dem Laborstamm der Michigan State Universitat (blau). Dieser
Stamm ist nicht in der Lage, das Effektorprotein (E, braun) zu bilden. Das Resistenzprotein (R,
rot) kann den Erreger nicht erkennen und die Abwehrreaktion bleibt aus. Der Feuerbrander-

reger kann die Pflanze erfolgreich infizieren.
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stamm der Michigan State Universitdt ver-
antwortlich ist, wurde offensichtlich auch
die Erkennung des Erregers gestort. Maius
xrobusta 5 scheint diese Form des Erregers
nicht zu erkennen und wird folglich infi-
ziert (s. Abb. 2 und Foto 1). Weiterhin wurde
festgestellt, dass die kanadischen und ame-
rikanischen Stimme, welche Malus xro-
busta 5 infizieren konnen, eine Form des
Effektorproteins bilden, die sich von der in
den europdischen Stimmen vorkommen-
den Form unterscheidet. Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass es in Malus xrobusta 5
ein Resistenzgen geben muss, das eine be-
stimmte Form dieses Effektorproteins des
Feuerbranderregers erkennt. Damit konnte
erstmals gezeigt werden, dass die Feuer-
brandresistenz von Malus xrobusta 5 auf
einer Gen-flir-Gen-Beziehung beruht und
mit hoher Wahrscheinlichkeit nur von ei-
nem Resistenzgen bedingt wird.

ISOLIERUNG DES RESISTENZGENS

Ausgehend von dieser Situation wurde an
der ETH Ziirich die Region von Chromaosom
3 des Malus xrobusta 5 Genoms, die fiir die
Resistenz gegeniiber Feuerbrand verant-
wortlich ist, isoliert. Dazu wurde eine er-
neute genetische Kartierung an mehr als
2.100 Nachkommen von Kreuzungen von
Agroscope (Schweiz) zwischen Nachkom-
men von ‘Idared’ und Malus xrobusta 5
und der Sorte ‘La Flamboyante’ sowie der
Zuchtnummer ‘ACW 11303 durchgefiihrt.
Diese hatte das Ziel, die Region, in der sich
das vermutete Resistenzgen befindet, mdg-
lichst sehr stark einzugrenzen. Anschlie-
Bend wurde die Sequenzabfolge der DNA
in diesem Bereich von Chromosom 3 ermit-
telt und mithilfe verschiedener bioinforma-
tischer Analysen auf das Vorkommen von
Genen analysiert. Je nach verwendetem
Analysealgorithmus konnten dabei 25 bis
47 mogliche Gensequenzen identifiziert
werden, Diese mdglichen Gensequenzen
wurden gepriift, ob sie sich aufgrund des
Vorkommens und der Anordnung ver-
schiedener Sequenzmotive sowie ihres
strukturellen Aufbaus der Klasse der Resis-
tenzgene zuordnen lassen. Dabei konnte in
der Region auf Chromosom 3 lediglich ein
Gen gefunden werden, das in seiner Struk-
tur und seinem Aufbau einem Bakterienre-
sistenzgen #hnlich ist. Aufgrund durchge-
fithrter Sequenzvergleiche zu bereits be-
kannten Bakterienresistenzgenen konnte
dieses Gen als mogliches Feuerbrandresis-
tenzgen bestimmt werden. Dieses Gen
wurde in der Folge isoliert und seine Aktivi-
tdt in Form von mRINA (Boten-RNA) in den



Bléttern von Malus xrobusta 5 nachgewie-
sen. In der anfilligen Apfelsorte ‘Cala’ war
weder die DNA-Sequenz dieses Gens noch
dessen Aktivitdt in Form von mRNA nach-
weisbar. Diese und andere Informationen
stiitzen die Vermutung, dass es sich bei
dem Gen von Chromosom 3 von Malus
xrobusta um das gesuchte Resistenzgen
handelt. Aus diesem Grund wurde das iso-
lierte Gen in der Folge mit dem Namen
FB_Mr5 (Feuerbrandresistenzgen von Ma-
lus xrobusta 5) bezeichnet.

NACHWEIS DER FUNKTION

DES RESISTENZGENS

Um zu priifen, ob es sich bei diesem Gen
aus Malus xrobusta 5 tatsdchlich um das
Feuerbrandresistenzgen handelt, wurde
das FB_Mr5-Gen in die anfillige Apfelsorte
‘Gala’ iibertragen. Anschliefend wurden
Pflanzen der Sorte ‘Gala’ mit und ohne
FB_Mr5-Gen mit verschiedenen Stimmen
des Feuerbranderregers im Gewdchshaus
inokuliert. Es zeigte sich, dass Stdmme, die
in Malus xrobusta 5 eine Resistenz hervor-
rufen, auch bei ‘Gala’-Pflanzen mit dem

Foto 2a und b: Inokulation von ‘Gala’-
Pflanzen mit einem europdischen Stamm
des Feuerbranderregers. A: ‘Gala’-Pflanze
ohne FB_Mr5 Gen (anfillig). B: ‘Gala’-Pflanze
mit FB_Mr5 Gen (resistent)

FB Mr5-Gen keine Symptome auslisen
konnen (s. Foto 2 a und b). Stdimme, die je-
doch in der Lage sind, die Resistenz von
Malus xrobusta 5 zu iiberwinden, konnten

jedoch die ‘Gala’-Pflanzen mit als auch oh-
ne dem FB Mr5-Gen infizieren. Mithilfe
dieser Experimente konnten die Wissen-
schaftler aus Deutschland und der Schweiz
im Jahr 2014 gemeinsam zeigen, dass es
sich bei FB_Mr5 um das gesuchte Feuer-
brandresistenzgen handelt. Weiterhin las-
sen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die
Feuerbrandresistenz von Malus xrobusta 5
tatsdchlich auf einer Gen-fiir-Gen-Bezie-
hung beruht.

ENTDECKUNG ANDERER
MECHANISMEN DER
FEUERBRANDRESISTENZ

Um andere Mechanismen fiir die Feuer-
brandresistenz zu finden, wurden feuer-
brandresistente Akzessionen verschiede-
ner Apfelwildarten der Obstgenbank in
Dresden-Pillnitz mit einem europdischen
Stamm des Feuerbranderregers und dem
Laborstamm der Michigan State Universi-
tét inokuliert. Dabei zeigte sich, dass ver-
schiedene Akzessionen von Malus fusca
und Malus baccata sowie die in der Schorf-
resistenzzlichtung vielfach verwendete Ak-
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Abb. 3: Inokulation von feuerbrandresistenten Akzessionen verschiedener Apfelwildarten
mit einem europaischen Stamm und dem Laborstamm der Michigan State Universitat. Wah-
rend Malus xrobusta 5 vom Laborstamm infiziert werden kann, sind die Akzessionen von M.
fusca und M. baccata resistent gegeniiber beiden Stammen. Die y-Achse zeigt den prozentu-

alen Anteil der Triebnekrose am Gesamittrieb.
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zession Malus floribunda 821 resistent ge-
geniiber beiden Stimmen sind (s. Abb. 3).
Damit ist gezeigt, dass diese Akzessionen
iiber einen anderen Resistenzmechanis-
mus als Malus x robusta 5 verfiigen, da Ma-
lus x robusta 5 von dem Laborstamm er-
folgreich infiziert werden kann. Die Feuer-
brandresistenzen von Malus fusca, Malus
baccata und Malus floribunda 821 sind
folglich flir den Aufbau einer pyramidisier-
ten Resistenz geeignet. Erste Arbeiten zur
Vererbung dieser Resistenzen wurden be-
reits begonnen. Dafiir wurden Kreuzungen
zwischen der anfilligen Sorte ‘Idared’ und
Malus fusca sowie zwischen ‘Idared’ und
Malus baccata hergestellt. Die Nachkom-
men dieser Kreuzungen werden nun fiir
genetische Kartierungsstudien genutzt, um
die Orte in den Genomen von M. fusca und
M. baccata zu identifizieren, an denen die
Gene fiir die Feuerbrandresistenz lokalisiert
sind. Erste Ergebnisse zeigen, dass es auf
Chromosom 10 von Malus fusca eine Regi-
on gibt, die einen Beitrag von mehr als 65 %
zur Feuerbrandresistenz leistet. Im néchsten
Schritt scll diese Region von M. fusca isoliert
werden, um zu kldren, ob es auch in Malus
fusca ein einzelnes Gen gibt, welches einen
Grolteil der Resistenz hervorruft.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Ziichtung feuerbrandresistenter Apfel-
sorten ist eines der wichtigsten Ziele der Ap-
felsortenziichtung in vielen internationalen
Zuchtprogrammen. Dabel versuchen die
Ziichtungsforscher die Vererbung bekannter
Resistenzen zu verstehen und neue Formen
der Resistenz zu finden. lm Rahmen solcher
Arbeiten ist es kiirzlich gelungen, ein erstes
Feuerbrandresistenzgen aus dem Wildapfel-
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genotyp Malus xrobusta 5 zu isolieren. Da-
bei konnte gezeigt werden, dass die Feuer-
brandresistenz von Malus xrobusta 5 auf ei-
ner Gen-fiir-Gen-Beziehung beruht und es
in anderen Wildapfelarten Feuerbrandresis-
tenzen gibt, die auf anderen Mechanismen
basieren. Diese Mechanismen sollen nun
ebenfalls aufgeklart werden, um damit den
Grundstein fiir den Aufbau einer dauerhaf-
ten Feuerbrandresistenz zu legen.
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