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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Maisanbaus in Europa und Deutschland

Mais (Zea mays L.) wurde in Europa (EU-28) im Jahr 2014 auf einer Flache von etwa
15,7 Mio. ha angebaut und stellt damit nach Weizen flachenmaRig die zweitwichtigste
Fruchtart dar. Die Maisflache in Europa wurde 2014 zu 60% fir die KGrnermaiserzeugung
und zu 40% zur Produktion von Silomais genutzt. Der Kérnermaisanbau ist auf die sudli-
chen Maisanbauregionen in Stidwestfrankreich, Ungarn und Italien konzentriert, wohinge-
gen knapp 60% der europaischen Silomaisflache auf Deutschland und die nérdlichen Re-
gionen in Frankreich entfallen (EUROSTAT, 2016). Aufgrund des hohen Temperaturbe-
darfs der ersten wenig kéltetoleranten Sorten etablierte sich in den 1950er Jahren zunéchst
nur in den warmen sudlichen Regionen ein nennenswerter Maisanbau. Sortenbezeichnung
wie ,Inntaler Mais*, ,Badener Mais“ oder ,Rheintaler Mais“ belegen die historische Bedeu-
tung der Maisnutzung in den heute durch intensiven Maisanbau gekennzeichneten Regio-
nen. Insbesondere die Regionen Sudwestfrankreich, Italien, die Oststeiermark und die
Oberrheinregion, aber auch noérdliche Kistenregionen, wie z. B. in den Niederlanden sind
durch sehr enge Fruchtfolgen von zum Teil GUber 50% Mais gekennzeichnet. Darlber hinaus
findet der Maisanbau in den warm-trockenen stdlichen Regionen vermehrt unter dem Ein-
satz von Beregnung statt (Meissle et al., 2010; WIFO, 2015; AGPM, 2016)

Als wichtige Einflussfaktoren auf die regional verschiedenen Nutzungsrichtungen sind vor
allem die vorherrschenden Temperaturen und die Niederschlagsmengen zu nennen. Ge-
nerell werden die kiihl-nassen Bedingungen in den nordwestlichen Regionen Europas vor-
wiegend fir die Silomaiserzeugung und die warm-trockenen sidlichen Regionen verstarkt
zur Kérnermaiserzeugung genutzt (Meissle et al., 2010). Dartber hinaus ist die Mdglichkeit
zur innerbetrieblichen Verwendung fur die Wahl der Nutzungsrichtung von ebenso grol3er
Bedeutung. Insbesondere in der Wiederkauerfitterung in den nordlichen Kistenregionen
spielt Silomais zur direkten Verwertung als energiereiches Futtermittel eine wichtige Rolle.
Kdrnermais wird zum Uberwiegenden Teil als Futtermittel in der Schweine- und Gefliigel-
haltung verwendet, wobei Kdérnermais nicht an eine innerbetriebliche Verwertung gebunden

ist, sondern oft wie Getreide als Marktfrucht vermarktet wird (Weiss, 2002).

Neben der Nutzung als Futtermittel wird Mais aufgrund der hohen Biomasseertrage bevor-
zugt auch als Energiepflanze in der Biogaserzeugung verwendet. Durch Vorgaben der Eu-
ropaischen Union zur Forderung der Stromerzeugung aus erneuerbaren Energiequellen
(Anonymus 1, 2001) kam es daraufhin in der EU zu einer Ausweitung der Silomaisflache
um etwa 25% (EUROSTAT, 2016). Die Umsetzung dieser Vorgaben in nationales Recht
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erfolgte in Deutschland durch das Gesetz fir den Vorrang Erneuerbarer Energien (Erneu-
erbare-Energien-Gesetz, EEG). Jedoch erst mit der Novellierung des EEGs im Jahr 2004
wurde die Attraktivitdt der Nutzung von Biomasse zur Strom- bzw. Gaserzeugung deutlich
erhoht. Im Rahmen dieser Novellierung wurde in Deutschland ein Bonus eingefuhrt, der
speziell den Einsatz nachwachsender Rohstoffe (NawaRo-Bonus) finanziell fordert (Ano-
nymus 2, 2004). Den Erzeugern von Energie aus Biomasse wurden mit dieser Novellierung
feste Vergutungssatze fir 20 Jahre garantiert. Nach Einfuhrung des EEGs hat die Anbau-
flache von Mais in Deutschland zwischen 2000 und 2014 um etwa 1 Mio. ha bzw. 70%
zugenommen (DESTATIS, 2016). Der in Europa verzeichnete Anstieg der Maisflache ist
demnach zum Uberwiegenden Teil auf die Anbauausweitung in Deutschland zuriickzufih-

ren.

Der beschriebene Anstieg des Maisanbaus in Verbindung mit hohen Anbauintensitaten
kann als Ursache fir ein hoheres Aufkommen von Blattkrankheiten im Mais in den vergan-
genen Jahren angesehen werden (Imgraben, 2002). Die ertragsrelevanteste Blattkrankheit
im Mais ist die Turcicum-Blattdtirre, die durch den Pilz Exserohilum turcicum hervorgerufen
wird. Im Folgenden werden der Erreger, dessen Bedeutung und die Bekampfungsmoglich-

keiten nadher erlautert.

1.2 Turcicum-Blattdirre: Das Pathosystem Mais und E. turcicum

Der Ascomycet Setosphaeria turcica (Luttrel) Leonard & Suggs, anamorph Exserohilum
turcicum (Pass.) Leonard & Suggs ist der Erreger der Turcicum-Blattdirre an Mais (engl.
Northern corn leaf blight). Die Turcicum-Blattdirre ist in Maisanbaugebieten weltweit so-
wohl in tropischen als auch in geméaRigten Regionen als bedeutende Blattkrankheit bekannt
(Welz, 1998). Die Symptome beginnen meist an den unteren Bereichen der Pflanze auf den
Blattspreiten mit grau-griinen, langlich-ovalen Lasionen mit einer Gréf3e von 2 bis 3 cm. Im
weiteren Krankheitsverlauf dehnen sich die Lasionen auf 15 bis 20 cm aus, um schlief3lich
zu grof3flachigen braunen Nekrosen zu verschmelzen. Dies fuhrt zum Absterben groRRer
Teile der Blattflache. Dunkle, grau-schwarze Zonen in den Lasionen sind ein Indikator fur
Sporulation. Die Sporen sind oliv-grau, spindelférmig und drei- bis achtfach septiert. Das
eindeutige Charakteristikum der Sporen von E. turcicum ist das herausragende Hilum der
bis zu 120 um langen Konidien (Abbildung 2). Die Sporen werden durch Wind und Regen-
spritzer innerhalb des Bestandes, aber auch Uber groRere Distanzen in andere Bestande
verbreitet und kénnen so zur epidemischen Ausbreitung beitragen. Temperaturen zwischen
18° und 25°C in Verbindung mit Nebel- oder Tauphasen von mehreren Stunden sind Vo-

raussetzung sowohl fiir eine optimale Infektion als auch fiir die Sporenbildung (Carson,



EINLEITUNG 3

1999). Die Uberwinterung des Erregers erfolgt als Spore oder Myzel an bzw. in Pflanzen-
resten, die im folgenden Jahr als Inokulum dienen. Bei kiihlen Temperaturen zum Ende der
Vegetationsperiode kommt es dariiber hinaus zur Bildung von Chlamydosporen als Uber-
dauerungsform (Levy, 1984). Die Beseitigung von Pflanzenresten durch entsprechende Bo-
denbearbeitung kann somit als wirksame vorbeugende MalRnahme zur Reduktion des In-
okulums im Folgejahr dienen. Der Lebenszyklus von E. turcicum ist in Abbildung 1 darge-
stellt.
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Abb. 1: Lebenszyklus von E. turcicum dem Erreger der Turcicum-Blattdirre an Mais

Abb. 2: (A) Konidiosporen von E. turcicum, mehrfach septiert mit herausragendem Hi-
lum (h); (B) Konidientrager (k) mit Konidiosporen (s) auf Maisblatt
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Ertragsausfalle bzw. Ertragsreduktionen sind vor allem eine Folge der verringerten photo-
synthetisch aktiven Blattflache. Darliber hinaus kann starker Befall zu hohen Trockensub-
stanzgehalten in der Maispflanze fuhren und somit die Futterqualitat der Maissilage herab-
setzen (Weiss, 2002). Wenn es zu frihem Befall auf anfalligen Sorten unter giinstigen Be-
dingungen fur den Pilz kommt, sind Ertragsverluste von tiber 60% bis hin zu Totalausfallen
dokumentiert (Raymundo et al., 1981; Bowen & Pedersen, 1988). Tritt der Befall hingegen
erst spater in der Vegetationsperiode auf, d. h. nach der Bliite, sind die Auswirkungen auf
den Ertrag deutlich reduziert. Levy & Leonard (1990) konnten in Versuchen in den USA
zeigen, dass je 10% Befallsstarke etwa 4% Kornertragsverluste zur Folge haben

In den Maisanbauregionen der USA tritt die Turcicum-Blattdirre bereits seit den 1950er
Jahren immer wieder in Form von Epidemien auf. In dokumentierten Féllen werden vor
allem feuchte und milde Bedingungen in den frihen Sommermonaten in Verbindung mit
grof3flachigem Anbau anfalliger Sorten als Ursache fir die Entstehung von Turcicum-Epi-
demien genannt. Epidemien sind fir die Turcicum-Blattdurre in den 1950er und 1960er
Jahren im nérdlichen Wisconsin und in den 1980er Jahren in North Carolina an der Ost-
kuste dokumentiert. In den 1990er Jahren trat E. turcicum auch im sidlichen Texas epide-
misch auf und verursachte in anfalligen Sorten Ertragsverluste von bis zu 50%, wohingegen
resistente Sorten kaum Ertragsverluste aufwiesen (Meredith, 1966; Leonard & Leath, 1986;
Krausz et al., 1993).

In Europa nimmt seit Anfang der 1990er Jahre die Bedeutung der Turcicum-Blattdirre zu.
So trat E. turcicum zu Beginn der 1990er Jahre in der Schweiz und 1995 vor allem in Os-
terreich in epidemischer Form auf. Im Jahr 1995 ist E. turcicum erstmalig auch in Deutsch-
land im Rheintal in einem Maisbestand zur Saatgutvermehrung nachgewiesen worden. In
der Region Sudwestfrankreich trat die Turcicum-Blattdirre bereits vor 1990 gelegentlich auf
(Welz et al., 1996; Welz, 1998). Im Jahr 2002 ist erstmals ein epidemisches Auftreten der
Turcicum-Blattdurre in der Oberrheinregion beschrieben, wobei auch in diesem Fall neben
den Wetterbedingungen anfallige Sorten als Hauptursache fiir das starke Auftreten genannt
wurden (Imgraben, 2002). In mehreren Versuchen konnte gezeigt werden, dass resistente
bzw. weniger anféllige Sorten in den meisten Fallen in der Lage sind, Ertragsverluste voll-
standig zu verhindern oder zumindest deutlich zu reduzieren (Raymundo et al., 1981,
Pataky, 1992; Pataky & Ledencan, 2006). Die beschriebenen Félle belegen, dass der Ein-
satz resistenter Sorten sowohl unter 6kologischen als auch unter 6konomischen Gesichts-

punkten die effektivste Methode zur Bekampfung der Turcicum-Blattdirre im Mais darstellt.

Seit 2014 sind in Deutschland zwei Fungizide fiir die Anwendung im Mais gegen die Turi-
cucm-Blattdirre zugelassen (BVL, 2016). In einer Meta-Analyse, die einen Zeitraum von

acht Jahren im Corn-Belt der USA beriicksichtigt, konnte gezeigt werden, dass durch den
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Anbau resistenter bzw. toleranter Maissorten der Einsatz von Fungiziden unter 6konomi-
schen Gesichtspunkten in den meisten Fallen nicht gerechtfertigt ist (Paul et al., 2011).
Dennoch unterstreicht die erstmalige Zulassung von Fungiziden gegen die Turcicum-Blatt-
diurre dessen gestiegene Bedeutung in Deutschland.

Grundsatzlich gibt es zwei Formen der Resistenz gegen E. turcicum im Mais. Die quantita-
tive, rassenunspezifische Resistenz wird durch viele Gene (polygen) vererbt und wird als
dauerhaft wirksam beschrieben. Im Pathosystem Mais — E. turcicum sind in vielen Genoty-
pen quantitative Resistenzen nachgewiesen (Freymark, 1993; Dingerdissen et al., 1996;
Welz et al., 1999; Chung et al., 2010). Die Eigenschaft der polygenen Vererbung ist einer-
seits ein Vorteil fur die Dauer der Wirksamkeit, andererseits stellt diese Eigenschaft eine
Herausforderung fuir eine gezielte Nutzung in der Pflanzenziichtung dar (Becker, 1993). Die
qualitative, rassenspezifische Resistenz wird durch ein (monogen) oder sehr wenige Gene
vererbt. Dadurch ist sie einerseits relativ einfach zlchterisch zu nutzen, andererseits be-
steht die Gefahr der Entstehung virulenter Rassen, die in der Lage sind, diese Resistenz
zu Uberwinden. Die Wirkungsdauer der qualitativen Resistenz wird deshalb im Vergleich
zur quantitativen Resistenz als kurzweilig beschrieben. Das Konzept der qualitativen Re-
sistenz wurde erstmals von Flor (1955) mit monogenen Resistenzen in Flachs gegen Rost
beschrieben. Basierend auf der Beschreibung nach Flor (1955) steht bei monogen vererb-
ter Resistenz jedem Resistenzgen im Wirt ein korrespondierendes Avirulenzgen im Patho-
gen gegeniber. Die vom Avirulenzgen codierten Elicitoren werden durch die vom korres-
pondierenden Resistenzgen codierten Rezeptoren erkannt, woraufhin Abwehrmechanis-
men im Wirt eingeleitet werden. In diesem Fall ist das Pathogen avirulent. Bei einer De-
fektmutation im Avirulenzgen wird daraufhin kein Elicitor synthetisiert und eine Erkennung
durch den Rezeptor im Wirt ist nicht mehr mdéglich. In diesem Fall ist das Pathogen virulent
und das Resistenzgen unwirksam. Aufgrund der einzelnen korrespondierenden Gene wird
dieses Modell als Gen-fiir-Gen-Konzept beschrieben und ist in vielen Pathosystemen be-
kannt (Agrios, 2008).

Gegen die Turcicum-Blattdiirre im Mais sind acht monogene Resistenzen als Ht-Gene be-
schrieben (Ht fur die ehemalige Bezeichnung: Helminthosporium turcicum). Vier dieser Ht-
Gene (Ht1, Ht2, Ht3 und HtN) wurden bereits intensiv vor allem in den USA in der Maisziich-
tung verwendet. Informationen zur Nutzung der Ht-Gene in europaischen Maiszuchtpro-
grammen stehen bisher nicht 6ffentlich zur Verfligung. Fir die vier weiteren Resistenzgene
ht4, Htm1, Htp und rt (Carson, 1995; Robbins & Warren, 1993; Ogliari et al., 2007) ist bisher
eine zichterische Nutzung nicht dokumentiert. Das Gen Ht1 wurde von Hooker (1963) zeit-
gleich in der amerikanischen Linie GE440 und der peruanischen Popcornsorte ,Ladyfinger*

in den USA beschrieben. Hooker beschrieb die Resistenzreaktion durch Ht1 als ,chlorotic-
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lesion-resistance”, also als chlorotische Nekrosen mit deutlich verminderter Sporulation.
Das Gen Ht2 wurde ebenfalls durch Hooker (1977) in der australischen Linie NN14B be-
schrieben. Dieses Gen ist auch durch chlorotische Reaktionen charakterisiert, allerdings
mit deutlich gréReren Anteilen an Nekrosen, verglichen mit Htl. Die Resistenzreaktionen
des Gens Ht3 sind ebenfalls durch chlorotische Nekrosen gekennzeichnet und unterschei-
den sich nicht wesentlich von Ht2. Das Gen Ht3 wurde von Hooker (1981) beschrieben und
ist das einzige Ht-Gen, das aus der verwandten Art Tripsacum floridanum in Mais tbertra-
gen wurde (Welz & Geiger, 2000). Grundséatzlich verschieden zu den Genen Htl, Ht2 und
Ht3 ist das von Gevers (1975) beschriebene Gen HtN. Es reagiert nicht durch Chlorosen
als Resistenzreaktion, sondern ist durch eine Verlangerung der Inkubationszeit und der Re-
duktion der Anzahl an Lasionen beschrieben (Raymundo et al., 1981).

Fir einige Ht-Gene konnten ein Einfluss der Temperatur auf die Wirksamkeit und somit
veranderte Resistenzreaktionen nachgewiesen werden (Leonard et al., 1989). Die vier Ht-
Gene (Ht1, Ht2, Ht3 und HtN) wurden insbesondere in den USA, aber auch in anderen
Maisanbauregionen der Welt in Maiszuchtprogrammen genutzt, um die Resistenz der Sor-
ten zu erhéhen. Die Ht-Gene wurden in mehrere Linien tber Rickkreuzungsschritte einge-
bracht, um mit Hilfe von isogenen Differentialsortiments Virulenzuntersuchungen durchfih-
ren zu kénnen (Welz & Geiger, 2000). Die Kenntnis Gber das Auftreten von virulenten Ras-
sen in einer Pathogenpopulation ist eine Voraussetzung fir die effektive Nutzung von ent-
sprechenden Resistenzgenen in der Resistenzziichtung. Umfangreiche Untersuchungen
zu Virulenzspektren von E. turcicum in den Maisanbauregionen konnten zeigen, dass heute
fur jedes der Resistenzgene virulente Rassen in vielen Anbaugebieten bekannt sind und
die Resistenzgene damit regional deutlich an Wirkung verloren haben (Bigirwa et al., 1993;
Welz & Geiger, 1995; Ferguson & Carson, 2007). Eine flaichendeckende Untersuchung zum
Virulenzspektrum von E. turcicum in den wichtigen Maisanbauregionen in Zentral- und
Westeuropa wurde bisher nicht durchgefiihrt. Es liegen also bisher in Bezug auf das Auf-
treten von Virulenzen gegenlber den genannten Ht-Genen in Europa keine Erkenntnisse

vor.

1.3 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, die Wissensliicke in Bezug auf
das Auftreten von virulenten Rassen von E. turcicum in den wichtigen europaischen
Maisanbaugebieten zu schlieRen. Durch die Zusammenarbeit mit der Abteilung Mais der
Gemeinschaft zur Férderung von Pflanzeninnovation e. V. (GFPi) sollte zunachst die Er-
stellung einer umfangreichen, reprasentativen Isolatsammlung realisiert werden. Das

Hauptziel bestand darin, durch Virulenzanalysen auf der Erregerseite konkrete Aussagen
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Uber die Wirksamkeit der Ht-Gene an den verschiedenen Standorten zu treffen und dadurch
Impulse fir eine gezielte und effektive Resistenzziichtung im Mais gegen die Turcicum-
Blattdirre zu geben. Dartiber hinaus sollten die Ergebnisse dazu dienen, standortange-
passte Anbauempfehlungen fir Sorten mit entsprechenden Ht-Genen aussprechen zu kon-
nen. Die Virulenzanalysen sollten mit Hilfe eines Differentialsortiments aus nah-isogenen
Inzuchtlinien unter kontrollierten Bedingungen stattfinden. Durch den Anbau von Differenti-
alsortimenten im Feld an verschiedenen Standorten der untersuchten Regionen sollten

schlie3lich die Ergebnisse der Virulenzanalysen aus dem Gewdachshaus validiert werden.

In einem weiteren Schwerpunkt sollte in Klimakammerversuchen Uberpruft werden, wie die
untersuchten Ht-Gene in isogenen Maislinien durch verschiedene Temperaturen in ihrer
Wirksamkeit beeinflusst werden. Aufgrund des bekannten Temperatureinflusses auf die
Wirksamkeit sollte insbesondere das Resistenzgen Ht2 Gegenstand vertiefender Untersu-
chungen sein. Vor dem Hintergrund der sehr unterschiedlichen Temperaturbedingungen in
den europaischen Maisanbaugebieten kénnen diese Ergebnisse zu einer effektiveren
standortangepassten Nutzung der entsprechenden Ht-Gene beitragen.

Zudem sollte anhand mikroskopischer Studien die Pathogenese von E. turcicum in Mais-
blattern verfolgt und die Wirkung der untersuchten Resistenzgene zytologisch analysiert
werden. Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen sollen zu einem besseren Ver-
standnis der genetischen Interaktion zwischen E. turcicum und Mais im Kontext von kom-

patiblen und inkompatiblen Interaktionen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Medien und Lésungen

Chemikalien

Agar-Agar

Calciumcarbonat (CaCO3)
Chlorazol Black E (CBE)
Czapek Dox

Essigsaure >99%

Ethanol >96%
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd-L6sung 36%
Gemiusesaft

Glucose

Glycerin 97%

Kaliumhydroxid (KOH)
Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
Kaliumnitrat (KNO3)
Magnesiumsulfat (MgSQO.)

Midori Green

Milchsaure 80%

Natriumhypochlorit (NaOCI)

Polyethermodifiziertes Trisiloxan (Silwet Gold®)

Rifampicin
Saccharose
SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit,

Streptomycinsulfat

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Lois, USA
Duchefa Biochemie, Haarlem NL
Sigma-Aldrich, St. Lois, USA
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Granini Deutschland, Nieder-Olm
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Nippon Genetics, Diren
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Spiess Urania, Hamburg
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Bioline Reagents, UK

Duchefa Biochemie, Haarlem NL
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TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE) AppliChem, Darmstadt
Trishydroxyaminomethan (TRIS) Merck, Darmstadt
Nahrmedien

Die verwendeten Nahrmedien wurden 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Antibiotika wur-
den ggf. nach Abkiihlung auf 55°C zugesetzt und die Festmedien in Polystyrol Petrischalen
(Fa. Sarstedt) mit 9 cm Durchmesser ausplattiert.

Festmedien:

Synthetischer ndhrstoffarmer Agar SNA

KH2PO,4 1g

KNOs lg

MgSO. 059

KCL 059
Glucose 0,29
Saccharose 0,29
Agar-Agar 15¢g
Streptomycinsulfat 0,29

Aqua bidest. Ad 1000 ml

V8 Gemusesaftagar

CaCO; 29
Agar-Agar 15¢g
Gemusesaft V8 100 ml
Aqua bidest. 900 ml
Streptomycinsulfat 0,29

Rifampicin 0,04 g
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Flussigmedium:
Czapek Dox
Czapek Dox

Aqua bidest

Puffer und Losungen

TBE-Puffer (10x)

TBE-Puffer (10x)

Aqua bidest

TE-Puffer, pH: 8

TRIS

EDTA

AFE-Fixierungslésung (100 ml)

Ethanol (70%)
Formaldehyd-L6sung (36%)

Essigsaure (99%)

2M Kaliumhydroxid Lauge

Kaliumhydroxid KOH

Aqua bidest.

33449

Ad 1000 ml

100 ml

Ad 1900 ml

0,1 M

10 mM

90 ml
5ml

5ml

56,2 g

Ad 500 ml

Chlorazol Black E (CBE) — Farbelésung (100 ml)

Chlorazol Black E
Aqua bidest.

Milchsaure (80%)

0,03 g (0,03% [wi/V])
33,3 ml

33,3 ml
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Glycerin (97%) 33,3 ml

Beim Ansetzen der Farbeldsung ist es vorteilhaft, das Chlorazol Black E (CBE) Pulver zu-
nachst in Wasser aufzulésen und dann die beiden weiteren Komponenten hinzuzufiigen.
Beim Umgang mit CBE sollten aufgrund der Toxizitat unbedingt Schutzmafnahmen, wie
Laborhandschuhe, Kittel und Schutzbrille beachtet werden.

Trenngel

Agarosegel (1%)

Agarose 1g
TBE Puffer (0,5x) 100 ml
Midori Green 5ul

2.2 Exserohilum turcicum Isolate

2.2.1 Herkunft der Pilzisolate

In den Jahren 2011 und 2012 wurden mit Exserohilum turcicum befallene Mais-Blattproben
gesammelt. Die Blattproben wurden durch Mitarbeiter der kooperierenden Zuchtfirmen auf
dem Postweg versandt. An den Zuchtstandorten der beteiligten Firmen wurden Fangpflan-
zen angebaut. Diese Fangpflanzen verfugten tber keine bekannten monogenen Resisten-
zen und waren daruber hinaus durch die Zuchtfirmen als anfallige Genotypen gegeniber
E. turcicum eingestuft. Von diesen Pflanzen erfolgte die Probenahme. Die befallenen Blat-
ter wurden getrocknet und in Papierumschlagen versandt. Nach Abstimmung unter den
Zuchtfirmen wurde die Standortauswahl entsprechend des Befallsauftretens in den ver-
schiedenen Regionen der beiden Jahre vorgenommen. Durch die Verteilung der Zucht-
standorte in den bedeutenden europaischen Maisanbaugebieten sollte eine moglichst re-
prasentative Sammlung an E. turcicum-Isolaten als Grundlage fiir die Untersuchungen in
dieser Arbeit erstellt werden. Insgesamt wurden in den Jahren 2011 und 2012 Blattproben
von 168 Standorten aus zwolf verschiedenen europaischen Landern eingesandt. Das Pro-
benahmegebiet wurde tber Landergrenzen hinweg in zehn geographische Regionen auf-
geteilt. In Tabelle 1 sind die Regionen und die Standorte mit den zugehdrigen Landern fiir

beide Jahre dargestellt.
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Tab. 1: Regionen und Lander mit der Anzahl und dem Anteil aufgenommener Standorte
in den Jahren 2011 und 2012. Die Standorte in der Turkei bzw. Spanien wurden gesondert
betrachtet. Die Regionen sind absteigend sortiert nach der Gesamtanzahl der Standorte.

Anzahl/Anteil Standorte

Nr. Region Land 2011 2012 Gesamt %
1 Niederlande/Belgien D/NL/B 12 18 30 17,9
2 Siiddeutschland/Osterreich (Inntal) D/A 19 10 29 17,3
3 Sitidwest Frankreich F 18 6 23 13,7
4 Oberrheinregion D/F/ICH 11 12 23 13,7
5 Norddeutschland D 5 9 14 8,3
6 Zentralfrankreich F 7 6 14 8,3
7 Bretagne/Normandie F 9 2 11 6,5
8 Norditalien | 6 1 7 4,2
9 Osterreich (Steiermark)/Ungarn A/HU 4 2 6 3,6
10 Tschechien/Polen PL/CZ 1 5 6 3,6

Tirkei (Adana) TR 3 3 1,8

Spanien (Galicien) ES 2 2 1,2

Summe 94 74 168 100

Fir die Gesamtheit an Isolaten aus beiden Jahren, die aus einer der geographisch definier-
ten Regionen stammt, wird im Folgenden der Begriff ,Population”verwendet. Die Einteilung
des gesamten Herkunftsgebietes in zehn Regionen erfolgte auf Basis der Standorte der
eingesandten Isolate, wie in Abbildung 3 dargestellt. Die Standorte der Lander Turkei und
Spanien wurden gesondert betrachtet. Aufgrund der geringen Anzahl der Standorte in die-
sen beiden Landern wére es wenig sinnvoll gewesen, fir die Isolate dieser beiden Lander
eigene Regionen zu bilden. Fir eine Zuordnung zu bestehenden Regionen war die Distanz

Zu grof3.
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Abb. 3: Standorte der Probenahme von E. turcicum befallenem Blattmaterial in den Jahren
2011 (®) und 2012 (O) eingeteilt in zehn Regionen auf Basis der Isolatherkiinfte: 1 Nord-
deutschland, 2 Niederlande/Belgien, 3 Bretagne/Normandie, 4 Sidwestfrankreich,
5 Zentralfrankreich, 6 Oberrheinregion, 7 Niederbayern/Osterreich (Inntal), 8 Norditalien,
9 Osterreich (Steiermark)/Ungarn, 10 Tschechien/Polen; Kartendaten: Google 2015, INEGI,
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2.2.2 Gewinnung und Lagerung der Einsporisolate

Zunachst wurden die Blattproben unter trockenen Bedingungen dunkel bei 4°C bis zur Wei-
terverarbeitung gelagert. Aus jeder Blattprobe wurden kleine Blattsegmente mit einzelnen,
abgegrenzten E. turcicum Lasionen herausgeschnitten. Nach einer Oberflachensterilisation
fur 30 s. in 2% NaOCI und zwei Waschschritten in autoklaviertem Leitungswasser fir je
30 s. wurden die Blattsegmente in einer Petrischale auf feuchtem Filterpapier bei Raum-
temperatur und Tageslicht flr 48 Stunden zur Sporenbildung inkubiert. Sobald Sporenbil-
dung auf den Blattsegmenten (grau-schwarze Bereiche) zu erkennen war, wurden mit Hilfe
einer Impfnadel unter dem Stereomikroskop wenige Sporen abgenommen und auf synthe-
tischem nahrstoffarmem Agar (SNA) ausgestrichen. Im nachsten Schritt wurden von den
ausgestrichenen Sporen drei einzelne Sporen auf markierte Bereiche derselben SNA-Pet-
rischale vereinzelt. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur (= 20 - 22°C) und Tageslicht

fur ca. sieben Tage, bis an den markierten Stellen graue Pilzkolonien gewachsen waren.
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Abb. 4: (A) Schritte der Erstellung der Einsporisolate, 1. Blattsegmente auf feuchtem Filter-
papier, 2. Kolonien von einzelnen Sporen auf SNA, 3. und 4. Subkultivierung auf V8-Agar.
(B) Gewinnung von Sporensuspensionen durch Abschwémmen der Sporen und Filtern mit
Hilfe einer Nylon Gaze.

Aus einer einzelnen Kolonie wurden kleine Bereiche mit einer Lanzettnadel ausgeschnitten
und auf V8-Nahrmedium Ubertragen. Um eine Bakterienkontamination zu vermeiden, wur-
den den Medien Antibiotika (Rifampicin & Streptomycin) beigemischt. Die Inkubation er-
folgte bei Raumtemperatur und Tageslicht fir ca. zehn Tage, bis die Petrischalen vollstan-
dig bis an den Rand mit typischen grau-schwarz erscheinenden Konidiophoren bewachsen
waren. Im nachsten Schritt wurden die Sporen unter sterilen Bedingungen durch Zugabe
von 15 ml autoklaviertem 25% Glycerin mit Hilfe eines Objekttragers abgewaschen, durch
Nylon-Gaze gefiltert und in einem 50 ml Reaktionsgefal3 gesammelt (siehe Abbildung 4).
Nachdem die Isolation und Herstellung der Sporensuspension abgeschlossen waren, er-
folgte die abschlieRende Identifizierung von E. turcicum anhand der Sporenmorphologie.
Die Konidiosporen von E. turcicum sind unter dem Mikroskop anhand ihrer langlich ovalen
Form mit einer GréRe von ca. 20 x 120 um, der oliv-grauen Farbe und den drei bis acht
Septen leicht zu erkennen. Die eindeutige Bestimmung als E. turcicum erfolgte letztlich an-
hand des charakteristisch herausragenden Hilums (Abb. 2). Dadurch lasst sich E. turcicum
eindeutig von den anderen Arten des Helminthosporium-Blattflecken-Erreger-Komplexes

unterscheiden.

Fur die mittelfristige Lagerung wurden von jedem Einsporisolat zehn ReaktionsgefalRe
(2,5 ml) mit je einem Milliliter der Suspension beflillt und anschlieRend bei -23°C bis zur
weiteren Verwendung tiefgefroren gelagert. Zum Zweck der Lagerung wurde keine Bestim-

mung der Sporenkonzentration vorgenommen.
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2.3 Untersuchungen zu Kultureigenschaften von E. turcicum
Optimaltemperatur

Zunachst wurde untersucht, welche Temperatur fur ein optimales Wachstum von E. turci-
cum bendtigt wird. Dazu wurden folgende flnf Isolate aus verschiedenen Regionen Euro-
pas ausgewahlt: M11.11 (Sudwest Frankreich), M11.13 (Niederbayern/Osterreich), M11.91
(Norddeutschland), M11.99 (Oberrheinregion) und M11.113 (Bretagne/Normandie). Im ers-
ten Schritt wurden je 150 pl der Sporensuspension von jedem der Isolate auf V8 Nahrme-
dium mit Hilfe eines Drigalskispatel in Petrischalen ausplattiert. Nach ca. zehn Tagen wur-
den kreisrunde bewachsene Agarsticke aus dem bewachsenen Nahrmedium mit Hilfe ei-
nes Korkbohrers (Durchmesser: 5 mm) ausgeschnitten. Diese wurden anschlieRend mittig
auf V8 Nahrmedium in Kunststoff-Petrischalen platziert. Insgesamt wurden vier Platten je
Isolat, bei zweifacher Durchfiihrung des gesamten Versuchs, beimpft. Die Platten wurden
bei funf verschiedenen Temperaturstufen (16°, 20°, 24°, 28° und 32°C) ohne Licht inkubiert.
Die Durchmesser der Kolonien wurden jeden zweiten Tag mit Hilfe eines Lineals in mm
erfasst, bis in einer Variante die Petrischalen vollstdndig bis an den Rand bewachsen wa-
ren. FUr jedes Isolat und jede Temperatur wurde der Koloniezuwachs in mm pro Tag be-

rechnet.
Lagerfahigkeit

Zunachst wurden Sporensuspensionen, wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben, hergestellt. Die
Konzentration der Suspension wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer be-
stimmt und auf 1.000 Sporen/ml eingestellt. Es wurden sechs Isolate unterschiedlicher geo-
grafischer Herkunft verwendet: M11.24 (ltalien, Po-Ebene), M11.28 (Sudwestfrankreich),
M11.38 (Suddeutschland), M11.91 (Norddeutschland), M11.96 (Niederlande/Belgien). Die
Basis fur die Sporensuspension bildete autoklaviertes 25%iges Glycerin mit 125 ppm Silwet
Gold®. Die Suspensionen wurden bei -23°C gelagert. Fur die Bestimmung der Lagerfahig-
keit diente das Merkmal Keimféahigkeit der Sporen auf Nahrmedium. Um dieses Merkmals
zu bestimmen, wurden 100 pl der Sporensuspension mit einer Konzentration von 1.000
Sporen/ml auf V8 Nahrmedium ausplattiert (=100 Sporen je Petrischale). Dieser Vorgang
wurde in vierfacher Wiederholung fir jedes Isolat durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte in
einem Klimaschrank (WB 750 KFL, Fa. Mytron, Heiligenstadt) bei 24°C, 80% rel. Luftfeuch-
tigkeit und einem Tag/Nachtrhythmus von 12 Stunden. Nach finf Tagen wurde die Anzahl
entstandener Kolonien je Petrischale gezahlt. Die Bestimmung der Keimfahigkeit erfolgte
an finf Zeitpunkten. Zunachst wurde die Keimfahigkeit direkt nach der Herstellung der Sus-
pensionen ohne Einfluss von Frost bestimmt. Im Anschluss daran erfolgte die Bestimmung

der Keimfahigkeit nach einer, zehn, 50 und 100 Wochen.
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2.4 Rassenbestimmung

2.4.1 Pflanzenmaterial und Anzuchtbedingungen

Im Rahmen der Rassenbestimmung wurden vier dominant vererbte Resistenzgene unter-
sucht. Dabei handelt es sich um die Resistenzgene Htl (Hooker, 1963), Ht2 (Hooker, 1977),
Ht3 (Hooker, 1981) und Htn1/HtN (Gevers, 1975). Die Resistenzgene wurden in den gene-
tischen Hintergrund der Inzuchtlinie B37 eingebracht, die aus der sogenannten ,lowa Stiff
Stalk Synthetic” (ISSS) Population der 1930er Jahre in den USA hervorgegangen ist (Hal-
lauer, 2008). Uber klassische Ruickkreuzungsschritte wurden die einzelnen Resistenzgene
eingekreuzt, sodass ein Differentialsortiment aus nah-isogenen Inzuchtlinien zur Verfiigung
stand. Das Differentialsortiment bestand mit der Linie B37 als Ausganglinie (HtO) und B37-
Htl, B37-Ht2, B37-Ht3 und B37-HtN aus funf Linien. Die Vermehrung und Bereitstellung
des Saatguts wurde wéahrend der gesamten Projektphase durch die kooperierenden Zucht-
firmen der GFPi-Abteilung Mais gewahrleistet. Weitere Informationen zu den untersuchten

Resistenzgenen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2: Untersuchte Resistenzgene, ihre Quellen und die Art der Vererbung.

Resistenzgen Quelle Resistenzreaktion Referenz Vererbung
Htl "Ladyfinger" GE440 Chlorose Hooker 1963 dominant
Ht2 NN14B Chlorose Hooker 1977 dominant
Ht3 Tripsacum floridanum  Chlorose Hooker 1981 dominant
Htn1/HtN "Pepitilla” Verlangerte Latenzzeit Gevers 1975 dominant

Die Aussaat erfolgte in Multitopfplatten in einer Mischung von Einheitserde (T25) und Sand
(1:1). Bei der Einheitserde handelt es sich um handelsibliche Blumenerde auf Torfbasis
mit einem Anteil von 25% Ton. Nachdem das zweite Laubblatt sichtbar war, wurden je zwei
Pflanzen in einen Plastikpflanztopf (11 cm x11 cm) pikiert. Das verwendete Substrat be-
stand aus gedampfter Komposterde, Einheitserde (T25) und Sand im Verhaltnis 3:3:1. Nach
dem Pikieren wurde auf die Oberflache des Substrats eine diinne Sandschicht aufgebracht,
was sich zuvor als effektiver Schutz gegen Trauermiickenbefall herausgestellt hatte. Die
Bewasserung erfolgte zurlickhaltend, da Maispflanzen besonders empfindlich auf
Staunéasse reagieren. Die Dingung wurde woéchentlich entsprechend des Bedarfs der
Pflanzen mit dem Ammonium betonten Universaldiinger Hakaphos® Blau (Fa. Compo,
Deutschland) mit allen notwendigen Makro- und Mikronahrstoffen durchgefiihrt. Die Tem-
peraturbedingungen wahrend der Anzuchtphase lagen zwischen 19° und 28°C. Da die An-

zucht in einem Glasgewachshaus durchgefuhrt wurde, entsprachen die Lichtbedingungen
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in den Sommermonaten dem Tagesrhythmus. In den Wintermonaten wurden zusétzliche
Lichtquellen mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14h/10h zugeschaltet (Natriumdampflam-
pen, Typ: HPS400 SON-T Agro, Fa. Philips, Niederlande). Zum Zeitpunkt der vollen Aus-
bildung des fiinften Blattes wurde die Inokulation durchgefiihrt. Dieses Pflanzenstadium war
in der Regel nach funf bis sechs Wochen erreicht. Fir jedes zu testende Isolat wurden pro
Durchgang vier Pflanzen von jeder der funf Linien des Differentialsortiments verwendet. Bei
einem wochentlichen Durchsatz von 13 bis 15 Isolaten wurden 260 bis 300 Pflanzen pro
Woche fur die Inokulation bendtigt. Um geniigend Pflanzen zum Zeitpunkt der Inokulation
bereit zu haben, war es sehr wichtig, bereits bei der Aussaat die zum Teil unterschiedlichen
Keimfahigkeiten der Linien des Differentialsortiments zu bertcksichtigen.

2.4.2 Inokulation

Zur Herstellung der Sporensuspensionen fir die Inokulation wurde ein Teil der tiefgefrore-
nen Suspensionen der Einsporisolate zun&chst zur Vermehrung auf V8-Nahrmedien aus-
plattiert. Dazu wurde von drei Reaktionsgefalien eines Isolates der Wasseriiberstand ver-
worfen und die verbleibenden Reste gemischt. Dadurch wurde eine hohere Sporenkonzent-
ration erreicht, wodurch die Wahrscheinlichkeit reduziert wurde, dass keine oder nur wenige
keimfahige Sporen in der Suspension vorhanden waren. Je Isolat wurden drei Petrischalen
mit je ca. 150 pl aufkonzentrierter Sporensuspension mit Hilfe eines Drigalskispatels aus-
plattiert. Nach zehn Tagen Inkubation waren die Petrischalen vollstandig mit grau-schwar-
zen Strukturen, bestehend aus Hyphen, Sporentragern und Sporen bewachsen. Die Tem-
peratur- und Lichtbedingungen wahrend der Inkubation entsprachen Raumtemperatur
(22°C £ 2°C) und Tageslichtrhythmus im Labor. Im néchsten Schritt wurden die Sporen je
Petrischale zweimal mit jeweils 10 ml Leitungswasser mit Hilfe eines Objekttragers abge-
waschen und durch Nylon Gaze gefiltert. Durch das Filtern sollten Agar- und Myzelreste
von der Sporensuspension getrennt werden. Das Wasser war mit 125 ppm des Benet-
zungsmittels Silwet Gold® versetzt. Die Bestimmung der Sporenkonzentration erfolgte unter
dem Mikroskop mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. Die Sporenkonzentration
wurde durch Zugabe von Wasser mit 125 ppm Silwet Gold® auf 3.000 Sporen/ml eingestellt.
Von jedem lIsolat wurden 150 ml Sporensuspension hergestellt. Bei 20 Pflanzen je Isolat
entspricht das einer Suspensionsmenge von ca. 7,5 ml je Isolat und Pflanze. Es wurde eine
Ganzpflanzeninokulation durchgefiihrt, bei der mindestens die oberen beiden voll ausgebil-
deten Blatter (4. und 5. Blatt) gleichmafig mit Sporensuspension bis kurz vor der Tropfen-
bildung benetzt wurden. Die Inokulation erfolgte mit Hilfe eines Druckluftzerstaubers aus
Glas (Handanfertigung, Fa. Ochs, Bovenden). Fir jedes Isolat wurden die benétigten 20

Pflanzen (5 Genotypen x 4 Pflanzen) vor der Inokulation in Gruppen bereitgestellt. Jede
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Gruppe wurde abgeschirmt von den anderen Pflanzen mit einem neuen Zerstauber und
unter Verwendung neuer Einweghandschuhe inokuliert. Um eine Mischinfektion zwischen
den Isolaten zu verhindern, wurden die einzelnen Gruppen separat mit Abstand zueinander

unter einem Folienzelt zur Inkubation aufgestellt.

2.4.3 Klimabedingungen ab Inokulation

Durch Befeuchtung der im Folienzelt befindlichen Vliesunterlage und Beleuchtung des ge-
schlossenen Zeltes mittels dartiber angebrachten Lichtquellen wurde bereits vor dem Zeit-
punkt der Inokulation eine Erhéhung der Luftfeuchtigkeit auf tber 90% sowie eine gleich-
zeitige Erwarmung der Luft im Folienzelt realisiert. Ab dem Zeitpunkt der Inokulation wurden
die Pflanzen in das Folienzelt gestellt. Die Beleuchtung wurde abgeschaltet und zudem
durch Sonnenschutztiicher fur eine Beschattung des Zeltes gesorgt. Die inokulierten Pflan-
zen wurden im Folienzelt fir 24 Stunden bei 17 bis 25°C und einer rel. Luftfeuchtigkeit von
mind. 90% inkubiert. Die Pflanzen wurden ca. zwei Stunden nach der Inokulation mit Hilfe
eines Handzerstaubers zusatzlich mit einem feinen Wassernebel befeuchtet. Nach 24 Stun-
den im Folienzelt wurden die Pflanzen, in den separierten Gruppen verbleibend, in einen
vollklimatisierten Raum gebracht. In diesem Raum betrugen die Tag/Nacht-Temperaturen
24°C/19°C und die rel. Luftfeuchtigkeit 75%. Der Tag/Nacht-Rhythmus lag bei 14h/10h mit
einer Beleuchtungsintensitat von 150 umol m2s? (Natriumdampflampen, Typ: HPS400
SON-T Agro, Fa. Philips, Niederlande). Bis zum Zeitpunkt der Bonitur wurden die Pflanzen

unter diesen Bedingungen fiir 14 Tage inkubiert.

2.4.4 Bonitur

Die Bonitur erfolgte 14 Tage nach Inokulation. Zunéchst wurden die Befallsreaktionen auf
den Blattern der Maispflanzen nach einer definierten Boniturskala eingestuft. In Tabelle 3
ist die veranderte Boniturskala nach Bigirwa et al. (1993) dargestellt. Die Note 0 wurde
vergeben, wenn keine Reaktionen auf der Pflanze sichtbar waren. In diesem Fall wurde fur
das betreffende Isolat der gesamte Inokulationsprozess wiederholt. Die Noten 1 bis 3 wur-
den vergeben, wenn chlorotische Reaktionen mit zunehmendem Anteil nekrotisierter Blatt-
flache sichtbar waren. Chlorotische Reaktionen in Verbindung mit nekrotischen Bereichen
sind als klassische Resistenzreaktionen in diesem Pathosystem bekannt. Die Noten 4 bis
6 wurden mit zunehmender Befallsstarke vergeben, wenn grau-griinliche, welkeahnliche

Symptome ohne chlorotische Bereiche auftraten. Diese Art von Lasionen ist flir die unter-
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Tab. 3: Boniturskala zur phanotypischen Einstufung von Befallsreaktionen auf Mais gegen
E. turcicum, verandert nach Bigirwa et al. (1993).

Befallsreaktion Note Phanotyp
resistent 0 keine Symptome

resistent 1 Chlorosen ohne nekrotische Lasionen, chlorotische Punkte
resistent 2 Chlorosen mit wenigen, begrenzten Nekrosen

resistent 3 betrachtliche Nekrosen mit Chlorosen

anfallig 4 grau/griinliche Welkesymptome ohne Chlorosen

anfallig 5 Nekrosen mit deutlichen Welkesymptomen ohne Chlorosen
anfallig 6 alle inokulierten Blattbereiche abgestorben, Welkesymptome

suchten Resistenzgene als Anfalligkeitsreaktion im Mais gegen E. turcicum definiert. In Ab-
bildung 5 sind ausgewéhlte Symptombilder nach Gewachshausinokulation dargestellt. Bei
unklarem Befund zur Einstufung der Befallsreaktionen zum Zeitpunkt 14 dpi bei mindestens
einer der vier Pflanzen auf einer Linie des Differentialsortiments wurde die Bonitur dieses
Isolates nach einer Woche (21 dpi) wiederholt. Wenn der Befund auch zu diesem Zeitpunkt

unklar blieb, wurde der gesamte Inokulationsprozess fiir das betreffende Isolat wiederholt.

Die finale Rassencharakterisierung erfolgte nach der beschriebenen Nomenklatur auf Basis
der phanotypischen Einstufung der Befallsreaktionen (Leonard et al., 1989). Die verwen-

dete Rassennomenklatur ist in Tabelle 4 dargestelit.

Abb. 5: Befallsreaktionen an Mais nach E. turcicum Inokulation im Gewachshaus. (A) Pe-
netrationsstellen als chlorotische Punkte sichtbar, Note 1 (12 hpi); (B) Chlorosen mit be-
grenzten Nekrosen, Note 2 (14 dpi); (C) graugriinliche Welkesymptome ohne Chlorosen,
Note 4 (14 dpi); (D) Nekrosen ohne Chlorosen, Note 5 (14 dpi).
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Tab. 4: Rassennomenklatur flir E. turcicum an Mais auf Basis der Befallsreaktion auf den
getesteten Differentiallinien B37, B37-Htl, B37-Ht2, B37-Ht3 und B37-HtN, nach
Leonard et al. (1989) (* R = resistent, A = anfallig).

Befallsreaktion*

Rasse B37 B37-Htl B37-Ht2 B37-Ht3 B37-HtN
0 A R R R R
1 A A R R R
2 A R A R R
13 A A R A R
23 A R A A R
23N A R A A A

2.4.5 Regionale Diversitat und Komplexitat der E. turcicum Sammlungen

Um die Diversitat der Rassenspektren zu beschreiben, wurden die Verteilung, der Anteil,
die Diversitat und die Komplexitat der vorkommenden Rassen in den einzelnen Regionen
berechnet. In diesen Berechnungen wurden die Jahre 2011 und 2012 zusammen betrach-
tet. Zunachst wurden die Rassenverteilung bzw. die unterschiedlichen Rassenanteile be-
schrieben. Das Merkmal ,Anzahl Rassen“ (N;) beschreibt die Anzahl verschiedener Rassen
in der jeweiligen Region. Die Merkmale R; bzw. R, beschreiben den Anteil der haufigsten
Rasse (R1) bzw. den kumulierten Anteil der zwei haufigsten Rassen (R2) in der jeweiligen
Region. Mit Hilfe der Indizes Vi und V, wurde die Anzahl an Virulenzen je Isolat (Virulenz-
komplexitat) beschrieben. Der Index Vi beschreibt die Anzahl an Virulenzen als Mittelwert
aller in der Region untersuchten Isolate. Der Index V, beschreibt die Virulenzkomplexitat
als Mittel aller als virulent eingestuften Isolate, das heil3t ohne die Isolate der Rasse 0. Die

Indizes zur Virulenzkomplexitat wurden wie folgt berechnet:

_ @D B0

Vi
Ni Nvi

wobei p; der Anteil der j-ten Rasse in der jeweiligen Region und v; die Virulenzkomplexitat
der j-ten Rasse beschreibt. N; ist die Gesamtzahl an Isolaten in der i-ten Region und Ny

beschreibt die Anzahl virulenter Isolate in der i-ten Region.

Zur Erfassung der Rassendiversitat innerhalb der Regionen wurden zwei weitere Indizes
verwendet: Der Gleason Index Hg und der Shannon Index Hs wurden wie folgt berechnet:
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Nr—-1
HG=( - .)
InNi

und Hs = Yj [pj * In(pj)]

wobei N und N; bzw. p; wie bereits oben beschrieben verwendet wurden. Der Gleason Index
ist fir seine Anfalligkeit gegenuber einer hohen Anzahl an verschiedenen Rassen bekannt,
wohingegen der Shannon Index sowohl die Anzahl als auch die Verteilung, also den Anteil
der jeweiligen Rassen bertcksichtigt (Andrivon & Vallavieille-Pope, 1995). Um eine Verzer-
rung aufgrund unterschiedlicher Anzahlen an Isolaten zwischen den Regionen zu vermei-
den, wurden ebenfalls der relative Gleason Index (Hgr) und der relative Shannon Index

(Hsr) berechnet. Die Berechnungen erfolgten nach den untenstehenden Formeln:

_ (Nr-1) _ 2jlpj*In(pj)]
Her = N D) und Hsr = InNi

2.4.6 Regionale Virulenzhaufigkeiten von E. turcicum in Europa

Zur Beurteilung der regionalen Wirksamkeit der einzelnen Resistenzgene wurden die Viru-
lenzfrequenzen flr jedes der Resistenzgene in den untersuchten Regionen bestimmt. Die
Virulenzfrequenz beschreibt den Anteil virulenter Isolate fur ein bestimmtes Resistenzgen
in einer definierten Region oder Population. Mit Hilfe dieses Merkmals lasst sich die Wirk-
samkeit der Resistenzgene in den untersuchten Regionen beschreiben. Die Berechnung

der Virulenzfrequenzen erfolgte nach der Formel:

MNinHt1i

Virulenzfrequenz fur Htl in der i-ten Region (Vi) = Ni

wobei nyui die Summe der Isolate mit einer Virulenz fur Htl in der i-ten Region beschreibt.

N; ist die Gesamtanzahl an Isolaten in der i-ten Region.

2.4.7 Anbau und Bonitur verschiedener Ht-Differentialsortimente im Feld

Um die Ergebnisse der Rassenbestimmung an Ganzpflanzen im Gewachshaus mit den
bonitierten Virulenzeigenschaften von E. turcicum im Feld zu vergleichen, wurden an sechs

Standorten in Europa Differentialsortimente angebaut.
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Tab. 5: Standorte, Jahre und Genotypen der im Feld angebauten Differentialsortimente mit
den verwendeten Resistenzgenen.

Region Genotyp Differentialsortimente

(Standort) Anbaujahr  (rekurrenter Elter) mit verwendeten Ht-Resistenzgenen
Osterreich/Ungarn B37-Ht1, B37-Ht2, B37-Ht3, B37-HtN
(Graz) 2012 B37, Pad1, W22 Pa9l1-Htl, W22-HtN
Oberrheinregion B37-Ht1, B37-Ht2, B37-Ht3, B37-HtN
(Rheinfelderhof) 2011 B37, AB19 A619-Ht1, A619-Ht2, A619-Ht3
sudwestfrankreich 2012 B37 B37-Ht1, B37-Ht2, B37-Ht3, B37-H(N
(Meilhan)

Stiddeutschl./Osterreich B37-Ht1, B37-Ht2, B37-Ht3, B37-HtN
(Pocking) 2011 & 2012 B37, H4460 H4460-Ht1, H4460-Ht2, H4460-Ht3
Norddeutschland B37-Ht1, B37-Ht2, B37-Ht3, B37-HtN
(Borken) 2011 B37, AB19 A619-Ht1, A619-Ht2, A619-Ht3
Niederlande/Belgien A619-Ht1, A619-Ht2, A619-Ht3
(Wilbertoord) 2011 & 2012 AB19, H4460 H4460-Ht1, H4460-Ht2, H4460-Ht3

Der Anbau, die Versuchsbetreuung und die Bonitur erfolgten vollstandig durch die beteilig-
ten Zuchterfirmen der Abteilung Mais der GFPi. Nach Abschluss der Bonitur wurden die
Rohdaten zur Auswertung bereitgestellt. Die Auswahl der Standorte erfolgte nach Abspra-
che unter den Zuchtern. Durch die weitrdumige Ausdehnung des untersuchten Gebietes in
Nord-Sud-Richtung war es erforderlich, Genotypen fir die Differentialsortimente zu verwen-
den, deren Reifezeit an den jeweiligen Standort angepasst war. Eine vollstandige Auflistung
der bericksichtigten Regionen mit den genauen Standorten, dem Anbaujahr und den ver-
wendeten Genotypen fir das jeweilige Differentialsortiment ist in Tabelle 5 dargestellt. Je-
der Genotyp des Differentialsortiments wurde an den jeweiligen Standorten in zweifacher
Wiederholung angebaut. Eine Reihe mit ca. 20 Pflanzen und drei Metern Lénge stellte eine
Wiederholung dar. Im Rahmen der Bonitur wurde fiir jede dieser Reihen eine Note verge-
ben. Die Boniturskala ist in Tabelle 6 dargestellt. Zur Auswertung wurde das arithmetische
Mittel der Boniturnoten fur einzelnen Resistenzgene bzw. der rekurrenten Eltern ohne Ht-
Resistenzgen gebildet. Es wurden jeweils die Daten des Boniturzeitpunktes verwendet, an
dem eine maximale Differenzierung zwischen den einzelnen Linien des Differentialsorti-
ments erreicht wurde. Aufgrund der variierenden Anzahl an Genotypen je Resistenzgen
und Standort und den unterschiedlichen Boniturzeitpunkten erfolgte die Ergebnisdarstel-

lung ausschlieRlich als Mittelwertvergleich in Tabellenform.



MATERIAL UND METHODEN 23

Tab. 6: Boniturskala fiir die phanotypische Beurteilung der Turcicum-Blattdirre an Mais
im Feldversuch nach Infektion durch E. turcicum.

Note Phénotyp

1 Pflanzen zeigen keine Symptome, Befallsstarke: 0%
2 Wenige Pflanzen in einer Reihe zeigen kleine Lasionen (< 2 cm), Befallsstérke: < 5%
3 Einige Lasionen auf unteren Blattetagen auf mehreren Pflanzen je Reihe sichtbar,

Befallsstarke: 5-10%

Eindeutige l&nglich ovale Turcicum-L&asionen auf mehreren Blattetagen
Befallsstarke: 10-20%

5 Lasionen schmelzen zusammen, Befallsstarke: 20-40%

6 Ausgedehnter Befall auf den Blattern sichtbar, Befallsstéarke: 40-60%

Halfte der Blattflache ist abgestorben bzw. ausgetrocknet durch Turcicum-Befall,

7 Befallsstérke: 60-80%

8 Mehr als die Halfte der Blattflache ist abgestorben bzw. ausgetrocknet durch Turci-
cum-Befall, Befallsstéarke: 80-90%

9 Nahezu die gesamte Blattflache ist abgestorben bzw. ausgetrocknet durch Turcicum-

Befall, Befallsstarke: 90-100%

2.5 Temperatureinfluss auf die Wirksamkeit der untersuchten Resistenzgene

2.5.1 Einfluss der Temperatur auf die Wirksamkeit von Ht-Genen

2.5.1.1 Versuchsaufbau

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte bis zum Zeitpunkt der Inokulation, wie bereits unter Punkt
2.4.1 beschrieben. Jedoch wurde in diesem Versuch nur eine Pflanze je Topf pikiert. Die
verwendeten Genotypen waren die nah-isogenen Inzuchtlinien des Differentialsortiments,
die bereits unter Punkt 2.4.1 beschrieben wurden. Die Herstellung der Sporensuspension
und die Inokulation erfolgten wie unter Punkt 2.4.2 beschrieben. Anstatt mit 3.000
Sporen/ml wurden die Pflanzen in diesem Versuch mit 1.500 Sporen/ml inokuliert. Aufgrund
der gréBeren Pflanzenzahl je Isolat wurden 900 ml Sporensuspension von jedem Isolat her-
gestellt. In Tabelle 7 sind die verwendeten Isolate mit ihrer Herkunft und ihren Virulenz-

eigenschaften aufgelistet.
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Tab. 7: Bezeichnung, Herkunft und Virulenzgenausstattung der verwendeten Isolate im
Temperaturversuch ohne Temperaturvorbehandlung (* V = virulent; A = avirulent).

Resistenzgene/Virulenzeigenschaften*

Bezeichnung Rasse Herkunft Htl Ht2 Ht3 HtN
76-4 0 Frankreich, Normandie A A A A
48-1 123 Osterreich, Steiermark \Y \Y \Y A
25-3 3N Frankreich, Sudwest A A \% \%

Die Virulenzeigenschaften der ausgewahlten Isolate ermoglichten die Untersuchung von
kompatiblen und inkompatiblen Interaktionen fir jedes der Resistenzgene. Die Pflanzen
wurden im Alter von 36 Tagen bei vollstandiger Entwicklung des funften Blattes inokuliert.
Direkt nach der Inokulation wurden die Pflanzen fur 24 Stunden im Folienzelt bei einer Tem-
peratur von 19° bis 24°C und einer rel. Luftfeuchtigkeit von tber 90% inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Pflanzen in RUMED® Klimakammern (Fa. Rubarth Apparate GmbH,
Deutschland) mit vier verschiedenen Temperaturregimen gebracht. Der Tag/Nacht-Rhyth-
mus lag bei 12 Stunden mit einer Beleuchtungsintensitat von 155 umol m2s™. Die vier
Temperaturregime mit folgenden Tag/Nacht-Temperaturen betrugen: 15/10°C; 20/15°C;
25/20°C und 30/25°C. Die Temperaturvariante 25/20°C entsprach den Bedingungen des
Rassenscreenings und diente deshalb als Kontrollvariante. Die rel. Luftfeuchtigkeit in den
Klimakammern lag konstant bei 75%. Je Klimakammer wurden 90 Pflanzen (5 Genotypen
x 3 Isolate x 6 Wiederholungen) vollrandomisiert angeordnet. Das Experiment wurde zwei-
mal unabhéngig voneinander durchgefiihrt. Fir den gesamten Versuch wurden 720 Pflan-
zen bendtigt. Die Pflanzen wurden 21 Tage unter den beschriebenen Temperaturregimen

bis zur Endbonitur beobachtet. Eine Ubersicht des Versuchs ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tab. 8: Genotypen, Isolate und Temperaturen im Versuch zur Allgemeinen Temperatursta-
bilitat der Resistenzgene Htl, Ht2, Ht3 und HtN gegen die E. turcicum in Mais.

Faktor Anzahl  Beschreibung

Genotyp 5 B37, B37-Ht1, B37-Ht2, B37-Ht3, B37-HtN

Isolat 3 76-4 (Rasse 0), 48-1 (Rasse 123), 25-3 (Rasse 3N)
Temperatur (Tag/Nacht) 4 15/10°C, 20/15°C, 25/20°C, 30/25°C
Wiederholungen 6 Pflanze = Wiederholung

Wiederholung des gesamten Versuchs 2
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2.5.1.2 Bonitur

Die Bonitur wurde zu sieben Zeitpunkten im Zweitagesrhythmus durchgefihrt: 8, 10, 12,
14, 16, 18 und 20 Tage nach Inokulation (dpi). Die erfassten Merkmale waren Befallsstarke
in Prozent der befallenen Blattflache, die Lasionsqualitat und die Inkubationszeit. Die Grafik
in Abbildung 6 diente als Hilfsmittel zur Bestimmung des Merkmals Befallsstarke auf ein-
zelnen Blattern. Als Lasionsflache wurden grau-grinliche Welkesymptome und nekrotische
Bereiche ohne Chlorosen gewertet. Die Befallsstarke wurde lediglich fur den Genotyp B37
(ohne Ht Resistenzgen) erfasst. An jedem Boniturzeitpunkt wurde die Befallsstérke fir das
vierte und flnfte Blatt einzeln erfasst. Aus diesen beiden Werten wurde ein Mittelwert ge-
bildet, sodass flr weitere Berechnungen ein Mittelwert je Pflanze bzw. Wiederholung aus
zwei Einzelwerten genutzt werden konnte. Auf Basis der Werte fir das Merkmal Befalls-
starke wurde der AUDPC Wert berechnet. Fur die Berechnung des AUDPC-Wertes wurde

folgende Formel verwendet (Leath & Pedersen, 1986):

AUDPC = 2% (ti) —

wobei yi die Befallsstarke zum Zeitpunkt i und t; die Anzahl der Tage nach der Inokulation

bezeichnet.
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Abb. 6: Boniturskala zur Beurteilung der Befallsstarke fir die Turcicum-Blattdlrre an Mais
auf einzelnen Blattern nach Gewéachshausinokulation (Pataky, 1992).
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An allen Pflanzen wurde zu jedem Boniturzeitpunkt die Qualitat der Lasionen durch die
Vergabe von Boniturnoten mit Hilfe der unter Punkt 2.4.4 beschriebenen Boniturskala er-
fasst. Fur dieses Merkmal wurde eine Note je Pflanze bzw. Wiederholung vergeben. Ent-
sprechend der Boniturskala (Punkt 2.4.4, Tab. 3) wurden die Isolate bei Befallsreaktionen
der Noten O bis 3 als avirulent und bei den Noten 4 bis 6 als virulent bezeichnet. Anhand
des Zeitpunktes des Erstauftretens von Symptomen im Verlauf der Bonitur wurde die Inku-
bationszeit in Tagen als Mittelwert Giber die Wiederholungen berechnet. Sobald eine Pflanze
eine Boniturnote von grofer/gleich zwei erhalten hat, wurde dieser Tag als Inkubationszeit
gewertet.

2.5.2 Spezifischer Einfluss der Temperatur auf die Wirksamkeit von Ht2

2.5.2.1 Versuchsaufbau

In diesem Versuch wurden die nah-isogenen Inzuchtlinien B37 und B37-Ht2 verwendet. Die
Anzucht erfolgte wie bereits unter Punkt 2.5.1.1 beschrieben. Die Pflanzen wurden zehn
Tage vor dem Inokulationstermin aus dem Gewachshaus in RUMED® Klimakammern (Fa.
Rubarth Apparate GmbH, Deutschland) mit zwei unterschiedlichen Temperaturregimen ge-
bracht. Jeweils die Hélfte der Pflanzen eines jeden Genotyps wurde flr die Dauer von zehn
Tagen mit Tag/Nacht-Temperaturen von 30/25°C bzw. 20/15°C inkubiert. Alle anderen Um-
weltbedingungen waren mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 Stunden, einer Lichtin-
tensitat von 155 pumol/m2/s und einer rel. Luftfeuchtigkeit von 75% fir alle Pflanzen iden-
tisch. Zum Zeitpunkt der Inokulation wurden die Temperaturen fir alle Pflanzen auf
Tag/Nacht-Temperaturen von 25/20°C eingestellt. Dadurch war gewahrleistet, dass ledig-
lich die Maispflanzen und nicht der Pilz E. turcicum dem Einfluss der unterschiedlichen
Temperaturen ausgesetzt war. Die Inokulation erfolgte bei einem Pflanzenalter von 31 Ta-
gen, nachdem das finfte Blatt in beiden Temperaturvarianten vollstandig entwickelt war.
Die Inokulation wurde, wie bereits unter Punkt 2.5.1.2 erlautert, mit einer Sporenkonzent-
ration von 1.500 Sporen/ml, durchgefiihrt. Es wurde das avirulente Isolat 76-4 (Rasse 0)
und das fur das Resistenzgen Ht2 virulente Isolat 48-1 (Rasse 123) verwendet. Weitere
Informationen zu den beiden Isolaten sind in Tabelle 7 beschrieben. Ab dem Zeitpunkt der
Inokulation wurden die Pflanzen zunachst fur 24 Stunden bei einer rel. Luftfeuchtigkeit von
Uber 95%, einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 Stunden und einer Tag/Nacht-Tempera-
tur von 25/20°C in den Klimakammern inkubiert, wobei hier die Inkubation nach der Inoku-
lation mit der Nachtphase begonnen wurde. Im Anschluss an die 24 Stunden andauernde
Inkubationsphase wurde fur den weiteren Versuchsverlauf die rel. Luftfeuchtigkeit auf 75%

eingestellt.
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Tab. 9: Genotypen, Isolate und Temperaturen im Versuch zur Temperaturstabilitat des Re-
sistenzgens Ht2 gegen E. turcicum in Mais mit vorkonditionierten Pflanzen.

Faktor Anzahl Beschreibung

Genotypen (nah-isogone Inzuchtlinien) 2 B37, B37-Ht2

Isolate 2 76-4 (Rasse 0, avr), 48-1 (Rasse 123, vir)
Temperaturen zur Vorkonditionierung (Tag/Nacht) 2 30/25°C und 20/15°C

Kontrolle 1 Mock-Variante

Wiederholungen 8 Pflanze = Wiederholung

Wiederholungen des gesamten Versuchs 2

In jedem der zwei unabhangigen Durchgange des Versuchs wurden insgesamt 96 Pflanzen
untersucht. Die Pflanzen wurden ab Inokulation 21 Tage unter den beschriebenen Bedin-

gungen beobachtet. Eine Ubersicht des Versuchs ist in Tabelle 9 dargestellt.

2.5.2.2 Bonitur und Probenahme zur DNA Quantifizierung

Die Bonitur wurde an vier Zeitpunkten im Vier-Tage-Rhythmus an folgenden Tagen nach
der Inokulation vorgenommen: 9, 13, 17, 21 dpi. Es wurden die gleichen Merkmale erhoben,
wie bereits unter Punkt 2.5.1.2 beschrieben, jedoch wurde in diesem Versuch ebenfalls die
Befallsstarke flr die Genotypen mit Resistenzgen erfasst. Als Lasionsflache wurden sowohl
grau-grunliche Welkesymptome und nekrotische Bereiche ohne Chlorosen als auch nekro-

tische Bereiche mit Chlorosen gewertet.

Um die erfassten phanotypischen Boniturdaten zu den Merkmalen Befallsstarke und Be-
fallsqualitat durch ein weiteres Merkmal zu erganzen bzw. zu bestatigen, wurden die Men-
gen an DNA des Pilzes E. turcicum in den bonitierten Blattbereichen bestimmt. Dazu wur-
den im Anschluss an die letzte Bonitur zum Termin 21 dpi das vierte und fiinfte Blatt je
Pflanze unmittelbar am Stéangel mit einer Schere abgetrennt und zunachst gemeinsam in
Papiertlten tiefgefroren. Nach dem Gefriertrocknen wurden die Proben mit Hilfe einer Ku-
gel-Schwingmihle (Model MM 400, Fa. Retsch) feinst vermahlen und homogenisiert. Bis
zur folgenden DNA-Extraktion und abschlieRenden quantitativen Real Time PCR (qPCR)

wurden die Proben trocken, bei 4°C und dunkel gelagert.

2.5.2.3 DNA - Quantifizierung durch Real-Time-PCR

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten DNA-Extraktionen basieren auf der CTAB-Methode
nach (Brandfass & Karlovsky, 2008). Fir die Erstellung der Standardreihen wurde zunachst
reine Pilz-DNA von E. turcicum gewonnen. Fir die Myzelgewinnung wurden 2 ml der tief-

gefrorenen Suspensionen eines Einsporisolats in Czapek Dox Medium (200 ml) gegeben
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Tab. 10: Real-Time PCR-Programm zur Quantifizierung von E. turcicum in Maisblattgewebe

PCR-Schritt Bezeichnung Zeit Temperatur [°C]
1 Initiale Denaturierung 3 min 94
2 Denaturierung 5s 94
3 Primer-Hybridisierung (Annealing) 15s 63,5
4 Amplifikation (Elongation) 15s 72
(Wiederholung der Schritte 2-4 40x)
5 AbschlieRende Elongation 5 min 72

und 14 Tage bei 22°C als Schittelkultur (100 RPM) ohne Licht inkubiert. Nachdem ausrei-
chend Myzel in der Flissigkultur gewachsen war, wurde diese mittels Saudfiltration in einer
Nutsche auf Filterpapier vom Pilzmyzel getrennt. Das Myzel wurde tiefgefroren, um es im
Anschluss einer Gefriertrocknung zu unterziehen. Die Extraktion der Pilz-DNA von E.
turcicum erfolgte aus 50 mg in flissigem Stickstoff fein vermahlenem Myzelpulver. Um die
Konzentration der Pilz-DNA zu bestimmen, wurden Standardreihen erstellt. Dafur wurde
die gewonnene Pilz-DNA mittels Agarosegel (1%) aufgetrennt und auf Basis der Densito-
metrie mit bekannter DNA-Konzentration des Bakteriophagen Lambda verglichen (MBI, Fa.
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). Auf diesem Weg wurden Uber Verdinnungs-
schritte Standardreihen reiner E. turcicum DNA mit den Konzentrationen 0,01 pg/ul,
0,1 pg/ul, 1 pg/ul, 10 pg/ul, 100 pg/ul und 1.000 pg/ul erstellt. Die densitometrische Bestim-
mung der DNA Konzentrationen erfolgte mit der Software Multi-Analyst (Bio-Rad, Her-
cules, USA). Fir die Extraktion von Gesamt-DNA aus den Blattproben wurden 50 mg des
gefriergetrockneten und fein vermahlenen Blattpulvers verwendet. Die gewonnenen DNA-
Proben wurden nach der Extraktion auf einem Agarosegel (1%) mittels Elektrophorese auf-
getrennt, um ihre Qualitat zu beurteilen. Bis zur weiteren Verwendung wurden sie bei -20°C
gelagert.

Die PCR-Analyse basierte auf E. turcicum spezifischen Primern, die von ITS-Sequenzen
ribosomaler DNA abgeleitet sind. Das Primerpaar JB 586 (5 -TGGCAATCA-
GTGCTCTGCTG-3") und JB 595 (5-TCCGAGGTCAAAATGTGAGAG-3") amplifiziert ein
E. turcicum spezifisches DNA-Fragment mit einer Gro3e von 485 Basenpaaren (Beck,
1998). Fir die PCR-Reaktion wurde der Premix SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit (Fa. Bio-
line Reagents Ltd, UK) mit allen fur die Reaktion notwendigen Bestandteilen verwendet.
Die beiden spezifischen Primer wurden mit einer Konzentration von 0,4 uM zugegeben. Der
Ansatz wurde mit Wasser auf ein Volumen von 9 ul aufgefillt. Von der DNA-Probe wurde
1 pl je Reaktion dazugegeben, sodass das Endvolumen des Reaktionsansatzes 10 pl be-

trug. Der Ablauf des PCR-Programms ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Die Filtereinstellungen fur die Anregung und Emission des Fluoreszenzfarbstoffes
SybrGreen wurden auf 490+10 nm und 530+15 nm eingestellt. Der Farbstoff SybrGreen
lagert sich in doppelstrangige DNA ein und entfaltet dadurch die Absorptions- und Emsis-
sionseigenschaften fir die genannten Wellenlangenbereiche. Mit jedem Schritt der PCR
steigt der Anteil doppelstrangiger DNA und dadurch auch das emittierte Fluoreszenzsignal.
Als BezugsgroRe diente die erstellte Standardreihe. Fir die Amplifikation und die ersten
Auswertungsschritte wurde das Real-Time PCR System CFX 384 Touch™ C1000 Detec-
tion System (Fa. Bio-Rad, USA) verwendet. Weiterfilhrende Auswertungen und grafische
Darstellungen erfolgten mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel 2013.

2.6 Symptomauspragung an Genotypen mit dem Resistenzgen Ht2

Linien mit dem Resistenzgen Ht2 zeigten heterogene Befallsreaktionen gegentiber gleichen
Isolaten. Zudem war auf der Linie B37-Ht2 in einigen Féllen eine klare Abgrenzung der
Befallsreaktion in resistent bzw. anfallig nicht moglich. Durch Untersuchungen des Resis-
tenzgens Ht2 mit verschiedenen Isolaten und mit verschiedenen genetischen Hintergrin-

den sollte dieses Phanomen naher untersucht werden.

2.6.1 Exserohilum turcicum Isolate

Die Auswahl der Isolate erfolgte auf Grundlage der Virulenzeigenschaften gegeniiber dem
Resistenzgen Ht2 anhand der Ergebnisse des Rassenscreenings. Es wurden insgesamt
sechs Isolate verwendet. Dabei handelte es sich um drei avirulente (avr) und drei virulente
(vir) Isolate. Neben den Virulenzeigenschaften wurde bei der Auswahl darauf geachtet,
mdglichst heterogene Boniturergebnisse innerhalb der beiden Virulenzgruppen zu bertck-
sichtigen. Dadurch sollte ein mdglichst breites Spektrum in Bezug auf die Symptomauspra-
gung und deren Beurteilung abgedeckt werden. Neben den sechs eigenen Isolaten aus
dem Rassenscreening wurden zwei weitere als virulent auf Ht2 charakterisierte Isolate als
Referenzisolate verwendet. Die Referenzisolate stammen aus den USA und wurden von
Prof. Balint-Kurti von der North Carolina State University bereitgestellt. In Tabelle 11 sind
die verwendeten Isolate mit Herkunft, Rasse und Informationen zu den Virulenzeigenschaf-

ten bzw. Boniturergebnissen aufgelistet.
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Tab. 11: Bezeichnung, Herkunft und Virulenzeigenschaften ausgewahlter Isolate fir Untersu-
chungen zur Befallssymptomatik auf Genotypen mit dem Resistenzgen Ht2.

Herkunft Virulenzeigenschaft @ Boniturnote
Isolat Land Region Rasse gegenuber Ht2 Rassenscreening
130-2 Frankreich Sldwest-Frankreich 0 avr 1
186-1 Frankreich Zentralfrankreich 1 avr 1,8
161-1 Niederlande  Niederlande/Belgien 0 avr
122-2  Turkei Turkei (Adana) 23N vir
127-2  Frankreich Sldwest-Frankreich 23N vir 4,3
159-4 Belgien Niederlande/Belgien 23N vir 4
28A USA Kentucky (KY) 23N vir
257TA USA lllinois (IL) 23 vir /

2.6.2 Pflanzenmaterial

Der Versuch wurde mit den zwei nah-isogenen Inzuchtlinien B37 und B37-Ht2 des Diffe-
rentialsortiments durchgefuhrt. Dartber hinaus wurden im zweiten Durchgang zuséatzlich
zum eigentlichen Experiment die Inzuchtlinien Pa91 und Pa91-Ht2 und die Linien 9V-90112
und 9V-90112-Ht2 als weitere Genotypen in den Versuch aufgenommen. Dabei handelt es
sich jeweils um nah-isogene Inzuchtlinien, die sich lediglich in dem Resistenzgen Ht2 un-
terscheiden. Sowohl die Linie Pa91 (Ogliari et al., 2005) als auch die Linie 9V-90112
(B. Kessel, KWS, pers. Mitteilung 18.01.2012) sind als hochanféllige Linien gegentber E.
turcicum bekannt. Das Saatgut der Linien 9V-90112 und 9V-90112-Ht2 wurde von der KWS
Saat SE aus Einbeck durch Dr. Bettina Kessel zur Verfigung gestellt. Diese beiden Linien
werden im weiteren Verlauf der Arbeit zur Vereinfachung als KWS und KWS-Ht2 bezeich-
net. Das Saatgut der Linien Pa91 und Pa91-Ht2 war als Lagerbestand der Abteilung Allge-
meine Phytopathologie und Pflanzenschutz der Universitat Goéttingen aus abgeschlossenen
Projekten vorhanden und wurde urspringlich ebenfalls durch die Firma KWS Saat SE ver-
mehrt und bereitgestellt. Die Anzucht und Behandlung der Pflanzen bis zum Zeitpunkt der
Inokulation erfolgte wie bereits unter Punkt 2.2.1 beschrieben, mit dem Unterschied, dass
in diesem Versuch je Topf eine Pflanze pikiert wurde und die Pflanzen zum Zeitpunkt der
Inokulation das 5. und 6. Blatt voll ausgebildet hatten. Der Hauptversuch wurde in zwei
voneinander unabhangigen Durchgangen wiederholt. Jeder Versuch wurde mit neun biolo-
gischen Wiederholungen durchgefiihrt, wobei jede Pflanze eine Wiederholung darstellte.
Bei zwei Genotypen, mit sechs Isolaten und einer Kontrollvariante in neunfacher Wieder-

holung wurden je Durchgang 252 Pflanzen benétigt.
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2.6.3 Inokulation und Bonitur

Die Inokulation erfolgte mit wenigen Anderungen, wie bereits unter Punkt 2.2.2 beschrie-
ben. Die Vermehrung der Sporen wurde mit befallenem Blattmaterial durchgefiihrt. Um be-
fallenes Blattmaterial mit den entsprechenden E. turcicum Isolaten zu erhalten, wurden zu-
nachst Pflanzen der Linie B37 inokuliert, um von ihnen infiziertes Blattmaterial zu gewinnen.
Das trockene Blattmaterial wurde dunkel und bei 4°C gelagert. Eine Woche vor der Inoku-
lation wurden Segmente des befallenen Blattmaterials ausgeschnitten, fir 30 s. in 2%
NaOCI oberflachensterilisiert und anschliel3end in zwei Waschschritten fir je 30 s. in steri-
lem Leitungswasser gewaschen. Danach wurden die Blattsegmente in Petrischalen mit
feuchtem Filterpapier bei Raumtemperatur und Tageslicht fir sieben Tage inkubiert. Das
Abwaschen der Sporen von der Blattoberflache und alle weiteren Schritte erfolgten wie un-
ter Punkt 2.4.2 beschrieben. Die Sporenkonzentration wurde in diesem Versuch auf 3.000
Sporen/ml eingestellt. Bei der Inokulation wurde darauf geachtet, dass das 5. und 6. Blatt
ganzflachig und gleichm&Rig mit der Sporensuspension bis kurz vor der Tropfenbildung
benetzt wurden. Als Kontrolle wurde eine Mockvariante bestehend aus Wasser mit 125 ppm
Silwet Gold® im Versuch verwendet. Nach erfolgter Inokulation und 24 h Inkubation im Fo-
lienzelt bei 90% rel. Luftfeuchtigkeit wurden die Pflanzen in einen Klimaraum mit einem
Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 Stunden mit einer Temperatur von 24/20°C und einer rela-
tiven Luftfeuchtigkeit 75% gebracht.

Die Bonitur erfolgte an funf Zeitpunkten jeweils im Abstand von zwei Tagen (8, 10, 12, 14,
und 16 dpi). Es wurden die Merkmale Befallsstéarke in Prozent befallene bzw. nekrotisierter
Blattflache und die Lasionsqualitat in Form von Noten aufgenommen. Die Merkmale wurden
entsprechend der Methoden, wie sie unter Punkt 2.5.2.2 beschrieben sind, aufgenommen.

Bei der Bonitur wurden das 5. und 6. Blatt von jeder Pflanze bertcksichtigt.

2.6.4 Erfassung der Sporulation

Zur Erfassung der Sporulation wurde aus jeder Variante von mehreren Pflanzen das vierte
Blatt genutzt. Die Blatter wurden zunachst am 17. Tag nach der Inokulation in Papiertiiten
gesammelt und bei 4°C in einem Kihlraum dunkel und trocken gelagert. Fur die weitere
Verarbeitung wurden 20 Blattsegmente von ca. 1 x 3 cm Gr63e aus den nekrotisierten Be-
reichen der Blatter ausgeschnitten. Die Segmente wurden 1 min in 2% NaOCI oberflachen-
sterilisiert und in zwei Waschschritten je 1 min lang in sterilem Leitungswasser gewaschen.
Wie in Abbildung 7 dargestellt, wurden die Blattsegmente in eine mit feuchtem Filterpapier
ausgelegte Knopfschale mit der Blattoberseite nach oben platziert. Es wurden insgesamt

20 Blattsegmente ausgelegt, wobei immer zwei Segmente zusammen eine Wiederholung
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darstellten. Die Inkubation erfolgte fur 72 Stunden bei Raumtemperatur und Tageslicht.
Wahrend der Inkubation wurde darauf geachtet, dass keines der Facher austrocknete.

Abb. 7: Maisblattsegmente in einer Knopfschale zur Bestimmung der Sporulation von E.
turcicum mit zehn Wiederholungen. Je zwei Blattsegmente wurden zu einer Wiederholung
zusammengefasst. Dunkle Bereiche sind ein Indikator fur Sporenbildung.

Gegebenenfalls wurde das entsprechende Fach mit sterilem Leitungswasser erneut be-
feuchtet. Im Anschluss an die 72 Stunden Inkubation wurden die Knopfschalen zunéchst
bei - 23°C tiefgefroren, um durch die niedrigen Temperaturen die Sporenbildung direkt nach
Inkubationsende zu unterbinden. Fir die Berechnung der Lasionsflache wurde vor der wei-
teren Verarbeitung ein Digitalfoto von den Knopfschalen mit den Blattsegmenten aufge-
nommen. Dies erfolgte flir alle Varianten mit der gleichen Kamera mit gleichen Kameraein-
stellungen. Zudem wurde ein Foto unter gleichen Einstellungen von einer definierten Refe-
renzflache (Millimeterpapier) aufgenommen. Durch das Bild-Analyseprogramm fir Pflan-
zenkrankheiten Assess 2.0 (Lakhdar Lamari, 2008, APS, USA) wurde anhand der unter-
schiedlichen Farbgebung von nekrotisierten und gesunden Blattbereichen die Lasionsfla-
che in Pixel bestimmt. Auf Basis der Pixelzahl der Referenzflache wurde die Lasionsflache

je Blattsegment in die Einheit cm2 umgerechnet.

Zunachst wurde jede Kammer der Knopfschale mit 10 ml Wasser (Leitungswasser + 125
ppm Silwet Gold®) gefullt. Mit Hilfe eines Gummiwischers wurden die Sporen vorsichtig
durch Aufwirbeln des Wassers von der Blattoberflache geltst. Aus jeder Kammer wurden
dann mit Hilfe einer Pipette 0,5 ml Sporensuspension enthnommen und je zwei Ubereinander
liegende Kammern zu einer Probe von einem ml zusammengefiihrt. Auf diese Weise wur-
den pro Variante zehn Suspensionen erstellt, wobei jede Suspension eine Wiederholung

darstellte. Die Sporensuspensionen wurden bis zur Bestimmung der Konzentration einge-
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froren. Die Bestimmung der Sporenzahl erfolgte mit Hilfe einer Fuchs Rosenthal Zahlkam-
mer unter dem Mikroskop. Nachdem die Sporenkonzentrationen fur alle Varianten bestimmt
und die Flachen der dazugehdrigen Lasionen berechnet waren, wurden diese ins Verhaltnis
gesetzt, um die Werte fur das Merkmal Sporulation mit der Einheit Sporen je cm? zu erhal-
ten. Fur die Darstellung wurden die Werte der Sporulation der einzelnen Isolate als relative
Sporulation auf dem Genotypen B37-Ht2 zur Sporulation des Genotypen B37 ins Verhaltnis
gesetzt, wobei die Sporulation des anfalligen Genotypen B37 mit 100 gleichgesetzt wurde.

2.6.5 DNA Quantifizierung durch Real-Time-PCR

Die Probenahme fiir die DNA-Mengenbestimmung erfolgte am 17. Tag nach der Inokula-
tion. Fur jede Variante wurden drei Mischproben gewonnen. Eine Mischprobe bestand aus
dem Material von sechs Blattern, jeweils das fiinfte und sechste Blatt von drei Pflanzen
(=Wiederholung). Das Blattmaterial wurde direkt nach der Probenahme bei -20°C tiefgefro-
ren. Die weiteren Schritte der Probenaufbereitung, der DNA-Extraktion und der Durchfih-

rung der Real-Time-PCR erfolgten wie bereits unter Punkt 2.5.2.3 beschrieben.

2.7 Histologische Untersuchungen zur Pathogenese von E. turcicum

2.7.1 E. turcicum Isolate und Pflanzenmaterial

In diesem Versuch wurde die Pathogenese von E. turcicum in Mais vor dem Hintergrund
verschiedener monogener Resistenzen untersucht. Dazu wurden drei Isolate ausgewahlt,
deren Virulenzeigenschaften gegenltber den Resistenzgenen Htl, Ht2, Ht3 und HtN so be-
schaffen sind, dass sich flr jedes der Resistenzgene je eine kompatible und eine inkompa-
tible Interaktion ergibt. Die verwendeten Isolate und ihre Virulenzeigenschaften sowie die
Herkunftsangabe sind in Tabelle 12 gelistet. Es wurden dieselben Genotypen des Differen-
tialsortiments verwendet, wie bereits unter Punkt 2.4.1 in den Versuchen zum Rassenscree-
ning beschrieben. Die Anzucht der Pflanzen bis zum Zeitpunkt der Inokulation erfolgte
ebenfalls entsprechend den Ausflhrungen unter Punkt 2.4.1. Die Sporengewinnung und
die Inokulation wurden in diesem Versuch nach den gleichen Vorgaben durchgefihrt, wie
unter Punkt 2.6.3 dargelegt. Fur die Inokulation wurde eine Sporenkonzentration von 5.000
Sporen/ml verwendet. Die Wachstumsbedingungen nach der Inkubation (24 h) im Folien-
zelt waren 14/10 Stunden und 24/20°C Tag/Nacht mit einer rel. Luftfeuchtigkeit von 80%.
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Tab.12: Bezeichnung, Herkunft und Virulenzeigenschaften der verwendeten Isolate im Rah-
men der histologischen Untersuchung zur Interaktion von E. turcicum und Mais. (* V =
virulent; A = avirulent)

Herkunft Resistenzgene/Virulenzeigenschaften*
Bezeichnung Rasse Land Region Ht1l Ht2 Ht3 HtN
172-4 0 Niederlande Niederlande/Belgien A A A A
138-1 1 Frankreich Oberrheinregion \% A A A
123-3 23N Tarkei Turkei (Adana) A \% \% \%

2.7.2 Versuchsaufbau und Probenahme

Eine Einstufung der Befallsreaktionen erfolgte zu den Zeitpunkten 12 und 18 dpi an jeweils
drei gleichen Genotypen jeder Variante nach der in Tabelle 3 beschriebenen Notenskala.
Die Einstufung der Virulenzeigenschaften wurde auf Basis der Rassennomenklatur aus Ta-
belle 4 vorgenommen. Anhand dieser Sichtbonitur sollten die Virulenzeigenschaften der

ausgewabhlten Isolate im Rahmen dieses Versuchs Uberprift werden.

Die Pflanzen wurden in Gruppen entsprechend ihrer Variante (Genotyp x Isolat) im Klima-
raum angeordnet, um die Probenahme im Verlauf des Versuchs mdglichst unkompliziert zu
gestalten. Die Hauptschritte der Probenahme sind in Abbildung 8 dargestellt. Die Probe-
nahme erfolgte zu sechs Zeitpunkten: 1, 3, 6, 12 und 18 dpi. An jedem Probenahmezeit-
punkt wurden von je zwei Pflanzen jeder Variante das vierte und flinfte Blatt verwendet. Die
Blatter wurden zunachst nah am Sténgel abgeschnitten. Im weiteren Schritt wurde mittels
Skalpell die Mittelrippe des Blattes entfernt. Die verbleibenden Blattspreiten wurden mit
Hilfe einer Schere in kleine Segmente einer Gréf3e von ca. 2 bis 3 cm2 geschnitten. Je Va-
riante wurden 20 Blattsegmente zur Fixierung direkt in ein mit AFE Fixierungslésung gefull-
tes 50ml Reaktionsgefal3 gegeben. In dieser Fixierungslésung konnten die Blattsegmente
fur einen langen Zeitraum bei Raumtemperatur bis zum Zeitpunkt weiterer Schritte fur die

Mikroskopie aufbewahrt werden.
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Abb. 8: A: Von der Mittelrippe abgetrennte Blattspreiten, B: 2 bis 3 cm2 grol3e Blattseg-
mente, C: Blattsegmente in AFE Fixierungslésung.

2.7.3 Farbung mit Chlorazol Black E (CBE)

Fur die mikroskopischen Untersuchungen wurden die Pilzstrukturen von E. turicucm im
Blattgewebe mit Hilfe des Farbstoffs CBE nach vorheriger Behandlung mit Kaliumhydroxid
(KOH) gefarbt. Durch die schwarze Farbung der Pilzstrukturen kontrastieren diese vor dem
helleren Hintergrund des Pflanzengewebes. Fir die Verarbeitung im Farbeprozess wurden
die Blattsegmente einzeln behandelt. Die Farbung erfolgte nach einem Farbeprotokoll ver-
andert nach (Wilcox & Marsh, 2009). Die Veranderung bestand in der deutlich verringerten

Inkubationsdauer der Blattsegmente in KOH.

Alle im Folgenden beschriebenen Schritte erfolgten in ReaktionsgefalRen (5 ml, Fa. Eppen-
dorf, Deutschland) mit je einem Blattsegment. Zunachst wurden die in AFE fixierten Blatt-
segmente flr zwei Stunden in Ethanol eingelegt. Danach folgte ein Waschschritt in Lei-
tungswasser. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefal? mit dem Blattsegment mit 2 M KOH
geflllt und in geschlossenem Zustand fir zweieinhalb Stunden bei 90°C im Wasserbad
erhitzt. Mit diesem Schritt wurde eine vollstandige Entfarbung des Blattsegments erreicht.
Nach der Entfarbung war es unbedingt erforderlich, &uf3erst vorsichtig mit dem Blattseg-
ment im Reaktionsgefal? umzugehen, damit die Blattstrukturen fur die abschlieRende Mik-
roskopie erhalten blieben. Nach zweieinhalb Stunden Inkubation wurde die Kalilauge de-

kantiert und die Probe zwecks Waschens mit Leitungswasser versetzt. Beim Entleeren des
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ReaktionsgefalRes war es sinnvoll, darauf zu achten, dass das Blattsegment an der Innen-
wand des Gefal3es anliegt, sodass ein Entleeren des GeféalRes mdglich wurde, ohne das
Blattsegment zu beschadigen. Danach wurde das Reaktionsgefal? mit der CBE-Farbelo-
sung gefullt und Gber Nacht bei 60°C im Wasserbad inkubiert. In diesem Schritt wurden
sowohl die Blatt- als auch die Pilzstrukturen schwarz gefarbt. Am nachsten Tag wurde die
gebrauchte CBE-Farbeldsung mit einer Pipette enthommen und zur Wiederverwendung
aufbewahrt. Die nun schwarz erscheinenden Blattsegmente wurden mindestens 48 Stun-
den in 50% Glycerin entfarbt und darin bis zur Mikroskopie aufbewahrt. Durch einen lange-
ren Entfarbungsprozess wurden die Blattstrukturen deutlich stéarker entfarbt als die Pilz-

strukturen. Dadurch wurde der Kontrast zwischen Blattzellen und Pilz verstérkt.

2.7.4 Mikroskopische Untersuchungen

Fir die Mikroskopie wurden die Blattsegmente zunéchst auf Objekttréager Ubertragen. Dazu
wurde das Glycerin abgegossen und mégliche abgesetzte CBE Riickstdnde am Boden des
ReaktionsgefalRes durch Zugabe von Wasser mit Hilfe einer Pipette entnommen. Durch
Zugabe von Wasser und leichten Bewegungen des Reaktionsgefalles wurde das Blattseg-
ment vorsichtig von der Innenwand des Gefal3es geldst, um es dann mit dem Wasser vor-
sichtig auf den Objekttrager zu Uberfuihren. Das Uberflussige Wasser wurde mit Hilfe einer
Pipette oder durch Aufsaugen mit Papiertiichern vom Objekttrager entfernt. Die mikrosko-
pischen Untersuchungen erfolgten mit einem Durchlichtmikroskop (Leitz DMRBE, Fa.

Leica).

Bei den mikroskopischen Untersuchungen zur Pathogenese wurden ausschlief3lich die
Postpenetrationsablaufe im Pflanzengewebe beriicksichtigt. Es wurden systematisch drei
Parameter erfasst. Die ,Xylem-Penetrations-Effizienz“ beschreibt den Anteil der Penetrati-
onsstellen der Epidermis, denen ein Eindringen in das Xylem folgte. Es ist ein qualitativer
Parameter, da nicht bewertet wurde, wie stark das jeweilige Xylemgefaf besiedelt war. Als
Penetrationsstellen wurden die Bereiche definiert, an denen eine erfolgreiche Penetration
der Epidermiszellen unter dem gebildeten Appressorium erfolgt ist. In Abbildung 9 ist eine
Penetrationsstelle als Draufsicht in zwei Fokusebenen dargestellt: Zunéchst links die Fo-
kusebene (A) der Blattoberflache mit einer gekeimten Konidiospore und rechts die darunter
liegende Fokusebene (B) der Epidermiszellen, in denen nach erfolgreicher Penetration Pilz-

hyphen zu sehen sind.
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Abb. 9: Lichtmikroskopische Aufnahme einer E. turcicum Penetrationsstelle an Mais (3 dpi)
auf zwei Fokusebenen nach CBE-Farbung. A: Konidiospore (s) mit Keimschlauch (k) und
Appressorium (a) auf der Blattoberflache mit Spaltéffnungen (sp) und Trichomen (t) (40x);
B: Penetrationsstelle (p) mit septierten Hyphenstrukturen (hy) in den Epidermiszellen zwi-

schen zwei XylemgefaRen (xy), (s) = durscheinende Konidiospore auf der Blattoberflache,
Mafstab = 50 um.

Parameter 1: Xylem-Penetrations-Effizienz (Abbildung 10)
0 = keine Hyphen im Xylem sichtbar
1 = ein Xylemgefal3 besiedelt

In diesem Fall bedeutet besiedelt, dass Hyphen im Xylem sichtbar sind.

Abb. 10: Lichtmikroskopische Aufnahmen eines Maisblattes auf der Fokusebene der Xylem
Leitgefalle nach CBE Farbung (6 dpi), A: Parallel verlaufende XylemgefaRe (xy) mit einer
Querverbindung (g) ohne Hyphenbesiedlung umgeben von Bindelscheidenzellen (b) und
Mesophyllzellen (m) (100x); B: Parallel verlaufende Xylemgefafl3e (xy) mit Besiedlung durch
E. turcicum mit einer oder mehreren Hyphen (hy)mit einer Querverbindung (q) (100x); Zell-
wande der Xylemgefale sind durch spiralférmige Wandverstarkungen (w) charakterisiert.
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Mit einem weiteren Parameter wurde die Besiedlung der Xylemgefal3e quantitativ bewertet.
Dabei wurde die jeweilige Note vergeben sobald ein Xylemgefald je Penetrationstelle die
Anforderungen erfillte.

Parameter 2: Xylem-Besiedlungs-Effizienz
1 = maximal eine Hyphe im Xylem sichtbar

2 = zwei oder mehr Hyphen im Xylem sichtbar

Als dritter Parameter wurde die Besiedlung des Mesophylls durch Pilzhyphen qualitativ be-
wertet.

Parameter 3: Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz
0 = keine Hyphen auf3erhalb des Xylems sichtbar
1 = Hyphen im Mesophyll sichtbar
Fur die Veranschaulichung der erhobenen Parameter zur Xylem-Besiedlungs-Effizienz

bzw. der Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz sind in Abbildung 11 jeweils eine starke Xylem

Besiedlung und eine starke Kolonisation des Mesophylls dargestellit.

Abb. 11: Lichtmikroskopische Aufnahmen eines Maisblattes auf der Fokusebene der Xylem
Leitgefalle nach CBE-Farbung (12 dpi), A: Xylemgefaf3 (xy) mit mehreren Pilzhyphen inner-
halb des Xylems (hyi) und auRerhalb (hya) in den Biindelscheidenzellen (b) mit einer Quer-
verbindung (q) (40x); B: Xylemgefal? mit starker Hyphenkolonisation innerhalb (hyi) und
deutlichem Hyphenwachstum aufRerhalb (hya) im Mesophyll (m) und den Biindelscheiden-
zellen (b).
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Auf Basis dieser Parameter wurden 40 Penetrationsstellen je Variante untersucht und aus-
gewertet. Eine Variante entspricht die Bewertung der Parameter an einem Genotyp mit ent-
sprechender Resistenzgenausstattung mit einer bestimmten Interaktion zu einem bestimm-
ten Zeitpunkt. Es wurden 48 verschiedene Varianten fir die Genotypen untersucht: Vier
Genotypen mit unterschiedlicher Resistenzgenaustattung an funf Zeitpunkten mit zwei
moglichen Interaktionen (kompatibel und inkompatibel). Zudem wurden fir die anfallige Li-
nie B37 zehn Varianten untersucht, d. h. zwei Isolate zu finf Zeitpunkten. Insgesamt wur-

den 58 Varianten mit je 40 Penetrationsstellen ausgewertet.

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung aller Versuche wurde mit der Software Statistica (Version 9,
Fa. StatSoft, Tulsa, USA) durchgefiihrt. Die varianzanalytischen Verrechnungen der inter-
vallskalierten Daten wurden auf Basis multipler Mittelwertvergleiche unter der Annahme ei-
ner Normalverteilung vorgenommen. Signifikante Mittelwert-Unterschiede zwischen den
Varianten wurden mit Hilfe des Post-hoc Tukey-Tests mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% (p < 0,05) dberprift. Ordinalskalierte Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test
(Median-Test) auf signifikante Unterschiede Uberprift. Signifikante Unterschiede sind in

den grafischen Darstellungen durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

Korrelationsanalysen erfolgen nach dem Pearson-Korrelationskoeffizienten. In der tabella-
rischen Darstellung der Korrelationskoeffizienten wurden signifikante Unterschiede mit un-
terschiedlicher Anzahl an Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * = p <0,05; ** = p < 0,01;
*** = p < 0,001. Nicht gekennzeichnete Koeffizienten wiesen keine signifikanten Korrelatio-
nen auf.

Die statistische Auswertung der mikroskopischen Untersuchungen erfolgte mit Hilfe des
Chi-Quadrat-Homogenitatstests mit dem Programm Microsoft Excel 2013. Es wurden die
Haufigkeitsverteilungen fur jedes Merkmal und Resistenzgen auf Basis von n = 40 Penet-
rationsstellen jeweils mit der anfalligen Linie B37 verglichen. Signifikante Unterschiede sind
mit unterschiedlicher Anzahl an Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * = p <0,05;
** =p<0,01;*=p<0,001
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3 Ergebnisse

3.1 Kultur-und Lagereigenschaften von E. turcicum

Die optimale Temperatur fur das in vitro Wachstum von E. turcicum auf V8-N&hrmedium
liegt bei 24°C (Abb. 12). Mit 8,3 mm Zuwachs des Koloniedurchmessers je Tag unterschei-
det sich die 24°C Variante signifikant sowohl von der héheren (28°C) als auch von der
niedrigeren (20°C) Temperaturvariante mit Werten von 6,4 bzw. 7,0 mm Zuwachs. Dartber
hinaus weist E. turcicum ein signifikant schnelleres Wachstum bei 16°C mit 4,4 mm im Ver-
gleich zur 32°C Variante mit 2,7 mm auf. Ausgehend von 24°C reagiert E. turcicum starker
mit reduzierten Wachstumsraten auf héhere als auf niedrigere Temperaturen. Der optimale
Temperaturbereich fir die Anzucht und Kultur von E. turcicum unter in vitro Bedingungen

im Labor wurde fir den Bereich 20 bis 24°C definiert.
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Abb. 12: Einfluss verschiedener Temperaturen auf den Zuwachs des Koloniedurchmessers
von E. turcicum auf V8 Nahrmedium in mm je Tag, unterschiedliche Buchstaben kennzeich-
nen signifikante Unterschiede (Tukey Test p < 0,05), n=40

Die Lagerfahigkeit der Konidiosporen von E. turcicum wurde anhand des Anteils keimfahi-
ger Sporen nach Lagerung bei -23°C in 25% Glycerin bestimmt. In Abbildung 13 sind die
Anteile gekeimter Sporen der sechs untersuchten Isolate in Abhéngigkeit von der Lager-
dauer dargestellt. Die Keimfahigkeit betrug im Mittel der sechs untersuchten Isolate unmit-
telbar nach dem Erstellen der Sporensuspension ohne Einfluss von Frost 63,9%. Bereits
vor dem Einfrieren der Sporensuspensionen waren demnach 36,1% der Sporen nicht in der
Lage, unter den in vitro Versuchsbedingungen zu keimen. Die héchste Keimfahigkeit weist

das Isolat Niederlande/Belgien mit 78,3% auf.
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Abb. 13: Keimfahigkeit von E. turcicum Sporen verschiedener Isolatherkiinfte vor und nach
der Lagerung in 25% Glycerin bei -23°C, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signi-
fikante Unterschiede innerhalb der drei dargestellten Varianten, (Tukey Test p < 0,05, nach
Log Transformation), n=4.

Den niedrigsten Wert mit 44,0% zeigte das Isolat aus Zentralfrankreich. Diese beiden Werte
verdeutlichen die enorme Variation innerhalb der untersuchten Isolate ohne Frosteinfluss.
Nach einer Woche Lagerung bei - 23°C lag die Keimfahigkeit mit 42,1% signifikant unter
dem Ausgangswert. Die Werte vor der Lagerung zeigen signifikante Unterschiede zwischen
den Isolaten unmittelbar nach der Erstellung der Sporensuspensionen. Diese Unterschiede
verringern sich nach zehn Wochen Lagerung bei -23°C. Zu diesem Zeitpunkt unterscheidet
sich lediglich das Isolat aus Studdeutschland durch eine hohe Keimfahigkeit signifikant von
den anderen Isolaten. Nach 100 Wochen Lagerdauer grenzt sich wiederum das Isolat aus
Suddeutschland mit der héchsten Keimfahigkeit (19,8%) von den anderen Isolaten ab. Zu-
dem weist das Isolat aus der Region Niederlande/Belgien im Vergleich eine signifikant ho-
here Keimfahigkeit auf. Das Isolat aus Stdwestfrankreich ist als einziges durch eine sehr
geringe Keimfahigkeit (3,5%) signifikant von den anderen Isolaten verschieden. Diese
Werte verdeutlichen, dass eine Lagerung von E. turcicum Sporen in 25% Glycerin bei -23°C
Uber einen Zeitraum von 100 Wochen mdglich ist, aber mit einem deutlichen Verlust an

keimfahigen Sporen verbunden ist.
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3.2 Rassencharakterisierung européaischer E. turcicum Isolate

3.2.1 Isolatsammlung von E. turcicum der Jahre 2011 und 2012

Von den eingesandten Blattproben aus den Jahren 2011 und 2012 wurde eine Isolatsamm-
lung mit insgesamt 559 E. turcicum Isolaten von 168 verschiedenen Standorten erstellt.
Tabelle 13 gibt einen Uberblick tiber die gewonnenen Isolate hinsichtlich Herkunftsregion
und Jahr. Aus dem Jahr 2011 stammen 54% der Isolate (N = 302) und aus 2012 46% (N =
257). Die vier Regionen Niederlande/Belgien, Stddeutschland/Osterreich, Oberrheinregion
und Sudwestfrankreich mit der hochsten Anzahl an Isolaten decken zusammen 63% (N =
352) aller Isolate ab. Die Regionen Osterreich/Ungarn, Norditalien und Tschechien/Polen
sind mit einem geringen Anteil von jeweils unter 5% gekennzeichnet. Der kumulierte Anteil
dieser drei Regionen liegt bei 11,3%. Inshesondere in den Regionen mit geringem Gesamt-
anteil an Isolaten sind die Anteile der beiden Jahre zum Teil sehr unterschiedlich. Fir die
Region Tschechien/Polen (N = 19) stammen 84% der Isolate aus 2012. Die Isolate der
Regionen Norditalien (N = 20) bzw. Bretagne/Normandie (N = 34) stammen zu 80 bzw.
85% aus dem Jahr 2011. Die Anzahl der gewonnenen Isolate je Standort (N/S) variiert von
2,9 bis 4,0 und liegt im Durchschnitt bei 3,3 Isolaten je Standort. Fir die Regionen Tirkei
(Adana) und Spanien (Galicien) konnten jeweils nur aus einem Jahr Isolate gewonnen wer-
den. Daruber hinaus ist die Anzahl der Isolate fur diese Regionen aufgrund der geringen
Anzahl eingegangener Proben mit N = 11 fur die Turkei bzw. N = 6 flir Spanien sehr gering.

Tab. 13: Anzahl (N) und Anteil (%) der untersuchten E. turcicum Isolate aus den Jahren 2011
und 2012 nach Regionen; Anzahl Standorte (S) je Region und Anzahl untersuchter Isolate je
Standort (N/S), absteigend sortiert nach Gesamtanzahl untersuchter Isolate.

2011 2012 Gesamt
Region N % N % N % S N/S
Niederlande/Belgien 45 14,9 62 24,1 107 19,1 30 3,6
Siiddeutschland/Osterreich (Inntal) 56 18,5 36 14,0 92 16,5 29 3,2
Oberrheinregion 33 10,9 44 17,1 77 13,8 23 3,3
Siudwestfrankreich 53 17,5 23 8,9 76 13,6 23 3,3
Norddeutschland 16 5,3 31 121 47 8,4 14 3,4
Zentralfrankreich 29 9,6 17 6,6 46 8,2 14 3,2
Bretagne/Normandie 29 9,6 5 19 34 6,1 11 3,1
Osterreich (Steiermark)/Ungarn 16 5,3 8 31 24 4.3 6 4.0
Norditalien 16 5,3 4 1,6 20 3,6 7 2,9
Tschechien/Polen 3 1,0 16 6,2 19 3,4 6 3,2
Turkei (Adana) - - 11 4,3 11 2,0 3 3,7
Spanien (Galicien) 6 2,0 - - 6 1,1 2 3,0

Summe 302 100 257 100 559 100 168 @33
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3.2.2 Regionale Rassenspektren der Jahre 2011 und 2012

Es wurden insgesamt 559 Isolate aus den Jahren 2011 und 2012 auf ihre Virulenzeigen-
schaften untersucht. In Abbildung 14 ist das zusammengefasste Rassenspektrum der bei-
den Untersuchungsjahre dargestellt. Mit einem kumulierten Anteil der Rassen 0, 1, 3 und
3N decken diese vier Rassen in den Jahren 2011 und 2012 mit 95% und 98% nahezu das
gesamte Rassenspektrum von E. turcicum in Europa ab. Die Anteile der dominierenden
Rassen haben sich zwischen den Jahren leicht verandert. Am deutlichsten sichtbar wird
dies am Beispiel der Rassen 3N und 3. Beide Rassen haben ihren Anteil in 2012 im Ver-
gleich zu 2011 in etwa verdoppelt. Gleichzeitig ist der Anteil der Rasse 1 von gut einem
Viertel (26%) auf 17% gesunken. Der Anteil der Rasse 0 ist ebenfalls um neun Prozent-
punkte auf 40% im Jahr 2011 zuriickgegangen.

Rasse

Rasse
1
17%

26%

2011 N=296 2012 N=246

Abb. 14: Anteile der haufigsten Rassen innerhalb der gesamten untersuchten europai-
schen E. turcicum lIsolate der Jahre 2011 und 2012; unter ,,Rest“ sind die weniger bedeu-
tenden Rassen zusammengefasst, 2011: 13, 23,123,2und 12; 2012: 2, 13, 13N und 1N (ohne
Tlrkei und Spanien).

Aus der Region Spanien (Galicien) sind lediglich sechs Isolate aus dem Jahr 2011 in die
Untersuchungen eingeflossen. Alle Isolate dieser Region waren avirulent gegentiber den
getesteten Resistenzgenen und wurden demnach als Rasse 0 beschrieben. Aus der Re-
gion Turkei (Adana) wurden insgesamt 11 Isolate aus dem Jahr 2012 untersucht. In dieser
Region dominierten die Rasse 3N mit 73% und die Rasse 23N mit 18% das Rassenspekt-
rum. Ein Isolat (9%) wurde als Rasse 0 eingestuft. Diese beiden Regionen werden aufgrund
der geringen Anzahl an Isolaten und der geographischen Abgrenzung zu den anderen Re-
gionen in der folgenden Ergebnisbesprechung nicht weiter beriicksichtigt.
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Tab.14: Gesamtes Rassenspektrum der Jahre 2011 und 2012 nach Regionen, absteigend
sortiert nach Anzahl Isolaten.

Rassenspektrum Anzahl
Region 0 1 3 3N 13 23 123 2 12 13N 1IN Isolate
Niederlande/Belgien 81 9 13 1 3 107
Siiddeutschland/Osterreich 38 14 25 10 2 2 1 92
Oberrheinregion 21 36 9 10 1 77
Siudwestfrankreich 24 18 5 29 76
Norddeutschland 17 6 16 6 2 47
Zentralfrankreich 12 23 6 3 1 1 46
Bretagne/Normandie 30 2 2 34
Osterreich/Ungarn 3 15 1 2 2 1 24
Norditalien 8 9 1 1 1 20
Tschechien/Polen 9 7 3 19
Summe 243 119 82 77 7 4 3 4 1 1 1 542

Das gesamte Rassenspektrum in den untersuchten Regionen uber beide Jahre ist in Ta-
belle 14 in absoluten Zahlen zusammengefasst und in Tabelle 15 als relative Anteile der
verschiedenen Rassen dargestellt. Die beiden Regionen Niederlande/Belgien und
Bretagne/Normandie grenzen sich durch ihre sehr hohen Anteile avirulenter Isolate der
Rasse 0 von allen anderen Regionen ab. Der Anteil der Rasse O liegt in der Region Nieder-
lande/Belgien bei 75,7% (N=81) und in der Region Bretagne/Normandie bei 88,2% (N=30).
Die Rasse 3N hat mit 12,1% (N=13) in der Region Niederlande/Belgien die zweithdchste
Bedeutung. Die verbleibenden Rassen sind in diesen beiden Regionen von untergeordne-
ter Bedeutung. In der Region Siiddeutschland/Osterreich dominieren die vier Rassen 0
(41,3%), 3 (27,2%), 1 (15,2%) und 3N (10,9%) mit zusammen 94,6%. Die Rassen 13, 23
und 123 haben mit maximal 2,2% in dieser Region eine sehr geringe Bedeutung. Ein Merk-
mal der Oberrheinregion ist der hohe Anteil der Rasse 1 (46,8%), gefolgt von der Rasse 0
mit 27,3%. Zwei weitere Rassen von Bedeutung in dieser Region sind die Rassen 3N (13%)
und die Rasse 3 mit 11,7%. Die Rasse 13N wurde ausschlie3lich in dieser Region beschrie-
ben, hat allerdings mit einem lIsolat (1,3%) kaum Bedeutung. Das Alleinstellungsmerkmal
der Region Sudwestfrankreich ist der hdchste Anteil der Rasse 3N (38,2%). Zwei weitere
bedeutende Rassen dieser Region sind die Rassen 0 (31,6%) und 1 (23,7%). Das Gebiet
Norddeutschland wird vor allem durch die zwei Rassen 0 (36,2%) und 3 (34,0%) dominiert.
Die zwei weiteren Rassen 1 und 3N haben jeweils einen Anteil von 12,8%. Die flinfte vor-
kommende Rasse in Norddeutschland (Rasse 13) ist mit einem Anteil von 4,3% weniger
bedeutend. In der Region Zentralfrankeich dominiert die Rasse 1 mit einem Anteil von 50%
deutlich das Rassenspektrum. Daneben sind die Rassen 0 (26,1%) und 3 (13%) von Be-
deutung. Zudem konnten fiir diese Region die Rassen 3N mit 6,5% und die Rassen 2 und

12 mit jeweils 2,2% nachgewiesen werden.
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Tab.15: Anteile der Rassen von E. turcicum in Prozent in den untersuchten Regionen der
Jahre 2011 und 2012.

Rassenanteile in %

. Anzahl
Region 0 1 3 3N 13 23 123 2 12 13N 1IN |solate
Niederlande/Belgien 75,7 - 84 121 - 0,9 - 2,8 - - - 107
Siiddeutschland/Osterreich 41,3 15,2 27,2 109 22 22 1,1 - - - - 92
Oberrheinregion 27,3 46,8 11,7 13,0 - - - - - 1,3 - 77
Sudwestfrankreich 31,6 23,7 6,6 382 - - - - - - - 76
Norddeutschland 36,2 12,8 34,0 12,8 43 - - - - - - 47
Zentralfrankreich 26,1 50,0 13,0 6,5 - - - 22 2.2 - - 46
Bretagne/Normandie 88,2 - 59 59 - - - - - - - 34
Osterreich/Ungarn 12,5 62,5 4,2 - 8,3 - 8,3 - - - 4,2 24
Norditalien 40,0 - 450 50 50 50 - - - - - 20
Tschechien/Polen 47,4 368 00 158 - - - - - - - 19
Alle Regionen 448 22,0 151 142 13 0,7 06 O,7 0,2 0,2 0,2 542

Die Region mit dem hochsten Anteil der Rasse 1 mit 62,5% ist Osterreich/Ungarn. Neben
der Rasse 1 hat noch die Rasse 0 mit 12,5% eine nennenswerte Bedeutung. Weitere Ras-
sen der Region sind die Rassen 13 und 123 mit je 8,3% und 3 bzw. 1N mit je 4,2%. Ahnlich
wie in Norddeutschland dominieren auch in Norditalien die Rassen 3 (45%) und 0 (40%)
das Rassenspektrum deutlich. Weitere Rassen mit je 5% Anteil sind die Rassen 3N, 13 und
23. In Tschechien/Polen dominiert die Rasse 0 mit 47,4% das Rassenspektrum, gefolgt von
Rasse 1 mit 36,8% und Rasse 3N mit einem Anteil von 15,8%. Die Summe der untersuch-
ten Isolate ist fur die Regionen Norditalien (N=20) und Tschechien/Polen (N=19) am ge-

ringsten.

3.2.3 Regionale Diversitat und Komplexitat der Rassen
Rassendiversitat

In Tabelle 16 sind Parameter zur Beschreibung der Diversitat der Rassenzusammenset-
zung zwischen den Regionen und innerhalb der Regionen dargestellt. Der erste Parameter
beschreibt den Umfang der Isolatsammlung fir jede Region. Anhand dieses Parameters
wird deutlich, dass die Grél3en der Isolat-Sammlungen zwischen den Regionen stark vari-
ieren. Die Region mit der groRten Anzahl an Isolaten ist die Region Niederlande/Belgien
(N=107) und die mit der geringsten Anzahl ist Tschechien/Polen (N=19).
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Tab.16: Anzahl Isolate und Rassen von E. turcicum nach Regionen mit Parametern* zur
Beschreibung der Rassenverteilung und Diversitat in den untersuchten Regionen, Daten-
grundlage der Jahre 2011 und 2012

Region Isolate Rassen Vi Vy R1 R Hg Her Hs Hsr
Niederlande/Belgien 107 5 0,37 1,54 0,77 0,88 0,86 0,04 0,82 0,18
Siiddeutschland/Osterreich 92 7 076 1,30 041 0,68 1,33 0,07 1,46 0,32
Oberrheinregion 77 4 088 1,21 047 0,74 0,69 0,04 1,28 0,30
Sudwestfrankreich 76 4 1,07 156 0,37 068 0,69 0,04 1,25 0,29
Norddeutschland 47 5 081 1,27 036 0,70 1,04 0,09 1,39 0,36
Zentralfrankreich 46 6 083 1,12 0,50 0,76 1,31 0,11 1,31 0,34
Bretagne/Normandie 34 3 0,18 150 0,88 0,94 057 0,06 044 0,13
Osterreich/Ungarn 24 6 1,17 1,33 0,63 0,75 1,57 0,22 1,23 0,39
Norditalien 20 5 075 1,25 045 0,85 1,34 0,21 1,18 0,39
Tschechien/Polen 19 3 068 130 0,47 0,84 068 0,11 1,01 0,34
Alle Regionen 542 11 0,73 1,33 045 0,67 159 0,02 1,44 0,23

* Vi = Mittel der Virulenzkomplexitat aller Isolate; V, = Mittel der Virulenzkomplexitat bezogen auf virulente
Isolate (ohne Rasse 0); R1 = Anteil der haufigsten Rasse; R, = Kumulierter Anteil der zwei haufigsten Ras-
sen; He = Gleason Index; Hgr = relativer Gleason Index; Hs = Shannon Index; Hsg = relativer Shannon In-
dex

Der Parameter ,Rassen® beschreibt die Anzahl verschiedener Rassen innerhalb der Regi-
onen. Die hichste Anzahl unterschiedlicher Rassen ist fiir die Region Siiddeutschland/Os-
terreich mit sieben beschrieben. Jeweils sechs verschiedene Rassen treten in den Regio-
nen Zentralfrankreich und Osterreich/Ungarn auf. Fur die Regionen Tschechien/Polen und
Bretagne/Normandie sind die geringsten Anzahlen verschiedener Rassen beschrieben
worden. Die Virulenzkomplexitat aller Isolate (Vi) ist am geringsten in der Region
Bretagne/Normandie (0,18) und Niederlande/Belgien (0,37) und am hochsten in Oster-
reich/Ungarn (1,17) bzw. in Stdwestfrankreich (1,07). Dieses Ergebnis verschiebt sich bei
der Berechnung der Virulenzkomplexitat bezogen auf virulente Isolate (V,). Hier weisen die
Regionen Sudwestfrankreich (1,56) und Niederlande/Belgien (1,54) die héchsten Werte
auf. Die Regionen Zentralfrankreich (1,12) und die Oberrheinregion (1,21) weisen in diesem
Merkmal die geringsten Werte auf. Die Werte der Anteile der haufigsten Rasse (R1) reichen
von 88% in der Region Bretagne/Normandie bis zu 36% in Norddeutschland. Der kumulierte
Anteil der zwei haufigsten Rassen (R2) liegt im Durchschnitt aller untersuchten Regionen
bei 67%. Die héchsten Werte liegen bei 94% bzw. 88% flr die Regionen Bretagne/Norman-
die bzw. Niederlande/Belgien. Die Regionen mit den geringsten kumulierten Anteilen sind

Sudwestfrankreich und Siiddeutschland/Osterreich mit je 68%.

Der Gleason-Index (Hg) ist relativ anfallig gegeniliber der Anzahl verschiedener Rassen,

ohne deren Anteile zu berticksichtigen. Dementsprechend entfallen die niedrigsten Index-
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Werte auf die Regionen Bretagne/Normandie (0,57) bzw. Tschechien/Polen (0,68), die je-
weils lediglich drei verschiedene Rassen aufweisen. Die hdchsten Werte des Gleason-In-
dex entfallen auf die Regionen Osterreich/Ungarn (1,57) und Norditalien (1,34) mit hohen
Anzahlen an verschiedenen Rassen. Die zwei hdchsten Werte fir den relativen Gleason-
Index (Her) entfallen ebenfalls auf die Regionen Osterreich/Ungarn (0,22) und Norditalien
(0,21). Die niedrigsten Werte entfallen auf die Oberrheinregion, Niederlande/Belgien und
Sudwestfrankreich mit je 0,04. Gegeniiber dem Gleason-Index berticksichtigt der Shannon-
Index neben der Anzahl der verschiedenen Rassen auch deren Anteil in der untersuchten
Population. Die geringsten Werte des Shannon-Index entfallen auf die Regionen
Bretagne/Normandie (0,44) und Niederlande/Belgien (0,82). Die Regionen Siuddeutsch-
land/Osterreich (1,46) und Norddeutschland (1,39) erreichen die hochsten Werte. Fiir den
relativen Shannon-Index entfallen die niedrigsten Werte ebenfalls auf die beiden Regionen
Bretagne/Normandie (0,13) und Niederlande/Belgien (0,18). Die hochsten Werte entfallen,
anders als beim Shannon-Index, auf die Regionen Norditalien (0,39) und Osterreich/Ungarn
(0,39).

Lineare Korrelationskoeffizienten zu den beschriebenen Diversitatsparametern sind in Ta-
belle 17 aufgelistet. Der Parameter ,lIsolate” zeigte eine signifikante negative Korrelation
mit den relativen Gleason Index (Hgr). Das Merkmal ,Rassen® korrelierte signifikant mit
beiden Diversitatsindizes. Aufgrund der Berechnung des Gleason-Index war die deutlich
hohere Korrelation in diesem Fall zu erwarten. Die Virulenzkomplexitat aller Isolate korre-

lierte signifikant mit den Anteilen der haufigsten Rassen. Dartber hinaus wies das Merkmal

Tab.17: Korrelationskoeffizienten der Parameter? zur Beschreibung der Rassenverteilung
und Diversitat von E. turcicum, N = 542 Isolate aus 10 Regionen

Isolate  Rassen Vi Vv R1 R2 He Hs Her

Rassen 0,275
Vi -0,110 0,386
Vv 0,346  -0,375 -0,351
R: -0,014 -0,260 -0,698* 0,474
R2 -0,299 -0,515 -0,801** 0,298 0,796*

He -0,202 0,869** 0,481 -0,492  -0,226 -0,336

Hs 0,140 0,632* 0,807 -0,586  -0,879***  -0,905** 0,551

Her -0,743* 0,295 0,379 -0,400 -0,072 0,087 0,627 0,179

Hsr -0,423 0,439 0,786 -0,682* -0,759* -0,572 0,663* 0,804** 0,668*

aBeschreibung der Parameter: Isolate = Anzahl Isolate je Region, Rassen = Anzahl verschiedener
Rassen je Region, Vi = Mittel der Virulenzkomplexitét aller Isolate, Vv = Mittel der Virulenzkomplexitéat
bezogen auf virulente Isolate (ohne Rasse 0), R1 = Anteil der haufigsten Rasse, Rz = Kumulierter Anteil
der zwei haufigsten Rassen, He = Gleason Index; HS = Shannon Index, Her = relativer Gleason Index,
Hsr =relativer Shannon Index; Signifikante Koeffizienten sind gekennzeichnet mit * = p<0,05, **=p<0,01,
***=p<0,001.
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Virulenzkomplexitat einen starken Zusammenhang (p < 0,01) zum Shannon-Diversitatsin-
dex auf. Die Virulenzkomplexitat der virulenten Isolate korrelierte mit dem relativen
Shannon-Index (Hsg). Das Merkmal R; weist sehr starke negative Korrelationen zu den
Parametern Rz, und Hs auf. Dartiber hinaus weist R: einen negativen Zusammenhang zum
Merkmal Hsg auf. Der Zusammenhang zwischen dem kumulierten Anteil der zwei haufigs-
ten Rassen (R2) und dem Shannon-Diversitats-Index ist mit -0,905 der hdchste Korrelati-
onskoeffizient unter den untersuchten Merkmalen. Er ist signifikant bei p < 0,001. Der line-
are Zusammenhang dieser beiden Merkmale ist grafisch in Abbildung 15 dargestellt. So-
wohl der Gleason (Hg) als auch der Shannon-Diversitat-Index (Hs) weisen erwartungsge-
maf hohe und signifikante Korrelationen mit ihren jeweils auf relativer Basis umgerechne-
ten Indizes Her und Hsg auf. Zwischen den beiden relativen Indizes besteht ebenfalls ein
signifikanter (p < 0,05) Zusammenhang. Es besteht hingegen kein Zusammenhang zwi-

schen den beiden normalen Gleason (Hg) und Shannon Diversitats-Indizes (Hs).

1,6 Siiddeutschland/Osterreich
r == 0,905***
® Norddeutschland

14 ° ' R2=0,818
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Osterreich/Ungarn
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Abb. 15: Korrelation des Shannon-Diversitats-Index [Hs] mit dem kumulierten Anteil der
zwei haufigsten Rassen [R2], N =542 Isolate aus den Jahren 2011 und 2012, *** = Korrelati-
onskoeffizient signifikant bei p < 0,001.

Virulenzkomplexitét

Die Virulenzkomplexitat (Vk) beschreibt die Anzahl an Virulenzen je Isolat. In Abbildung 16
sind die Anteile der unterschiedlichen Vk in den untersuchten Regionen dargestellt. In den

beiden Regionen Bretagne/Normandie und Niederlande/Belgien dominieren avirulente Iso-
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Bretagne/Normandie (N=34) | -
Niederlande/Belgien (N=107) | _
Tschechien/Polen (N=19) | _
Suddeutschl./Osterreich (N=92) | 1
Norditalien (N=20) | 1
Norddeutschland (N=47) | |
Stidwestfrankreich (N=76) | |
Oberrheinregion (N=77) | 1
Zentralfrankreich (N=46) | 1
Osterreich/Ungarn (N=24) | |

Alle Regionen (N=542) 44.8 | 37.8 Eee] o.7

0% 20% 40% 60% 80% 100%

OVk =0 (avirulent) OVvk=1 BVk =2 mVk =3

Abb. 16: Anteil verschiedener Virulenzkomlexitaten (Vk) von E. turcicum Isolaten nach Re-
gionen, Daten aus den Jahren 2011 und 2012, absteigend sortiert nach dem Anteil an Iso-
laten mit der Virulenzkomplexitat Vk = 0.

late mit einer Vk = 0. Die folgenden vier Regionen (Tschechien/Polen, Siiddeutschland/Os-
terreich, Norditalien, Norddeutschland) weisen alle sehr &hnliche Anteile der Vk auf. In die-
ser Gruppe reichen die Anteile der Isolate mit einer Vk=1 von 37 bis 47% und die Anteile
der Isolate mit einer Vk = 2 von 15 bis 17%. Einzig die Region Siiddeutschland/Osterreich
weist zudem etwa 1% Isolate auf mit einer Vk = 3. Die Region Sudwestfrankreich hat mit
38,2% den hdchsten Anteil an Isolaten, die zwei Virulenzen in sich tragen. Die Gruppe der
letzten drei Regionen (Oberrheinregion, Zentralfrankreich, Osterreich/Ungarn) haben die
Gemeinsamkeit, dass dort sehr hohe Anteile von Isolaten mit einer einzigen Virulenz (Vk =
1) zu finden sind. Den héchsten Anteil dieser Kategorie weist die Region Osterreich/Ungarn
mit einem Anteil von 66,7% auf. Zudem tragen in dieser Region 8,3% der Isolate 3 Virulen-
zen. Auch dieser Wert ist der hochste unter allen untersuchten Regionen. Lediglich 12,5%
der Isolate in der Region Osterreich/Ungarn sind nicht in der Lage, eines der getesteten

Resistenzgene zu Uberwinden.

3.2.4 Regionale Wirksamkeit der Resistenzgene

Die Virulenzfrequenz beschreibt die Haufigkeit, mit der ein Resistenzgen in einer geogra-
phisch definierten Region von einem Isolat Gberwunden wird. Mit Hilfe dieses Merkmals
kénnen konkrete Aussagen Uber die regionale Wirksamkeit eines Resistenzgens getatigt
werden. Die Virulenzfrequenzen fir die Resistenzgene Htl, Ht2, Ht3 und HtN in den unter-

suchten Regionen sind in Tabelle 18 dargestellt.



ERGEBNISSE 50

Tab. 18: Virulenzfrequenzen (%) von E. turcicum Isolaten nach Regionen fir die Resistenz-
gene Htl, Ht2, Ht3 und HtN, Mittelwerte der Jahre 2011 und 2012, absteigend sortiert nach
Ht1.

Resistenzgene

Anzahl
Region Isolate Ht1l Ht2 Ht3 HtN
Osterreich/Ungarn 24 8,3 20,8 4,2
Zentralfrankreich 46 - 4,3 19,6 6,5
Oberrheinregion 7 48,1 0,0 26,0 14,3
Tschechien/Polen 19 36,8 0,0 15,8 15,8
Sudwestfrankreich 76 23,7 0,0 44,7 38,2
Siiddeutschland/Osterreich 92 18,5 3,3 43,5 10,9
Norddeutschland a7 17,0 0,0 12,8
Norditalien 20 5,0 5,0 - 50
Bretagne/Normandie 34 0,0 0,0 11,8 59
Niederlande/Belgien 107 0,0 3,7 21,5 12,1
Alle Regionen 542 24,4 2,2 32,1 14,6

- 51-100% 25 -50%

Alle Werte Uber 50% sind dunkelgrau und alle Werte zwischen 25% und 50% sind hellgrau
hervorgehoben. Fir das Resistenzgen Htl konnten die héchsten Wirksamkeitsverluste in
den Regionen Osterreich/Ungarn (83,3%) und Zentralfrankreich mit 52,2% nachgewiesen
werden. Darliber hinaus zeigen die Oberrheinregion mit 48,1% und Tschechien/Polen mit
36,8% hohe Virulenzfrequenzen fiur das Resistenzgen Htl. In allen anderen Regionen
zeigte das Resistenzgen Htl in den Jahren 2011 und 2012 eine Wirksamkeit gegenuber
wenigstens 75% der untersuchten Isolate. In den ndrdlichen Kiistenregionen Bretagne/Nor-
mandie und Niederlande/Belgien erwies sich das Resistenzgen Ht1 als wirksam gegenlber
100% der untersuchten Isolate. Das Resistenzgen Ht2 zeigt mit einer Virulenzfrequenz von
2,2% als Mittelwert Uber alle Regionen und beide Jahre die hochste Wirksamkeit unter den
getesteten Resistenzgenen. Die hochste Virulenzfrequenz fur Ht2 wurde fir die Region Os-
terreich/Ungarn mit 8,3% beschrieben. In allen anderen Regionen war Ht2 gegenlber min-
destens 95% der Isolate wirksam. Das Resistenzgen Ht3 weist im Durchschnitt mit 32,1%
die hdchste Virulenzfrequenz auf. Insbesondere fir die Regionen Norditalien (60%) und
Norddeutschland (51,1%) wird fur Ht3 ein deutlicher Wirksamkeitsverlust festgestellt. Die
Regionen Siidwestfrankreich (44,7%), Siiddeutschland/Osterreich (43,5%) und die Ober-
rheinregion (26%) sind ebenfalls durch erhdhte Virulenzfrequenzen gegeniber Ht3 gekenn-
zeichnet. Die hochste Wirksamkeit von Ht3 wurde fiir die Region Bretagne/Normandie mit
lediglich 11,8% virulenten Isolaten festgestellt. Flr das Resistenzgen HtN wurden genau

wie fur Ht3 in allen Regionen virulente Isolate nachgewiesen. Die hdchste Virulenzfrequenz



ERGEBNISSE 51

fur HtN erreicht mit Abstand die Region Studwestfrankreich mit 38,2%. Alle anderen Regio-
nen weisen Werte von unter 16% fir HtN auf. Die hdchste Wirksamkeit zeigt HtN in der
Region Osterreich/Ungarn mit einer Virulenzfrequenz von 4,2%.

3.2.5 Feldbonitur verschiedener Ht-Differentialsortimente

Durch Anbau und Bonitur von Differentialsortimenten im Feld ist es moglich, die gewonne-
nen Ergebnisse aus dem Gewachshausscreening auf ihre Ubertragbarkeit fiir das Feld zu
beurteilen. In Tabelle 19 sind die Ergebnisse von Feldbonituren verschiedener Differential-
sortimente aus sechs verschiedenen Regionen dargestellt. Je dunkler die Zellen schattiert
sind, desto hoher lag die Befallsstéarke in der Region fir die jeweilige Differentiallinie. Die
Werte uber alle Regionen weisen fur die Linien mit den Resistenzgenen Htl und Ht3 mit
Noten von 4,0 und 3,8 den hdchsten Befall auf. Diese Werte variieren zwischen den Regi-
onen deutlich. So weisen die Regionen Osterreich/Ungarn und die Oberrheinregion jeweils
den hdchsten Befall auf Linien mit den Resistenzgenen Htl und Ht3 auf. Den hochsten
Befallswert auf einer Linie mit Ht-Gen fiir alle Regionen erreicht die Region Osterreich/Un-
garn mit der Note 6,0 fur das Resistenzgen Htl. In dieser Region wurde ebenfalls auf den
Linien ohne Resistenzgen der hdchste Befall bonitiert. Einen ebenfalls hohen Befall fir Htl
wies die Oberrheinregion mit 4,9 auf. In Stidwestfrankreich zeigten alle Linien sowohl mit
als auch ohne Resistenzgen einen wenig differenzierenden Befall zwischen 3,5 und 5,0.
Der hochste Befall wurde in dieser Region fiir die Linien mit dem Resistenzgen Ht3 festge-
stellt. Die stdwestfranzdsische Region ist durch die hdchsten Werte fir die Resistenzgene

Ht3 und HtN mit 5,0 und 4,0 gekennzeichnet. Fur die Grenzregion zwischen Deutschland

Tab. 19: Boniturergebnisse des regionalen Anbaus der Differentiallinien mit den Ht-Re-
sistenzgenen Ht1, Ht2, Ht3 und HtN und der rekurrenten Eltern ohne Ht-Gen, nach Regio-
nen, £ Standardabweichung, Boniturskala 1 -9, dunklere Schattierungen kennzeichnen
hoheren Befall.

Resistenzgene der Differentiallinien

Region ohne Ht-Gen Htl Ht2 Ht3 HtN
Osterreich/Ungarn _ 2,0 0,0 3,8 +0,4 1,5 +0,8
Oberrheinregion 4,7 0,8 4,9 0,7 3,3 #1,1 4,3 +0,6 1,0 +0,0
Sidwestfrankreich 4,0 +0,0 3,5 0,5 3,5 0,5 5,0 +0,0 4,0 +0,0
Suddeutschl./Osterreich _ 4,0 1,0 2,3 0,9 3,6 +1,0 2,3 0,7
Norddeutschland 3,3 2,3 25 #1,1 4,0 £2,3 2,8 #1,1 2,5 #1,5
Niederlande/Belgien 2,7 +0,9 3,2 +1,3 3,2 1,1 3,7 0,9 -
Alle Regionen 4,6 +2,1 4,0 £14 3,0 £1,4 3,8 +1,0 2,3 #1,1

Kategorien Befallsstarke: 1-34 3,5-4,4 45-54 _
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und Osterreich im Inntal wurde erhéhter Befall fir die Linien mit den Resistenzgenen Htl
und Ht3 festgestellt. Die beiden noérdlichen Regionen Norddeutschland und Nieder-
lande/Belgien fallen durch vergleichsweise geringen Befall auf den Linien ohne Resistenz-
gen auf. Dennoch wurde in der Region Norddeutschland der hochste Befall auf den Linien
mit dem Resistenzgen Ht2 festgestellt. Die Region Niederlande/Belgien weist einen leicht
erhohten Befall fir das Resistenzgen Ht3 auf.
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3.3 Temperatureinfluss auf die Wirksamkeit der Resistenzgene gegen E. turcicum

3.3.1 Temperatureinfluss auf die Wirksamkeit der Gene Ht1, Ht2, Ht3 und HtN

In Klimakammerversuchen wurde der Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Wirk-
samkeit der Resistenzgene Htl, Ht2, Ht3 und HtN im genetischen Hintergrund der Maislinie
B37 an Ganzpflanzen untersucht. Der untersuchte Temperaturbereich reichte in 5°C-Schrit-
ten von 15°C bis 30°C. Die Ergebnisse der qualitativen Virulenzeinstufungen der untersuch-
ten Isolate sind in Tabelle 20 zusammengefasst. In der rechten Spalte sind die Ergebnisse
des Rassenscreenings der Isolate dargestellt. In den Spalten links davon sind die Virulenz-
einstufungen fur jede Temperatur dargestellt. Grau hinterlegte Felder signalisieren Abwei-
chungen zwischen der Einstufung im Rassenscreening und den untersuchten Temperatur-
varianten. Fir die Resistenzgene Htl und HtN wurde eine sehr stabile Wirkung ohne Ab-
weichungen tber den gesamten Temperaturbereich fur alle Isolate festgestellt. Fir das Re-
sistenzgen Ht3 wurde im niedrigen Temperaturbereich von 15/10°C ein heterogener Wirk-
samkeitsverlust festgestellt. In diesem Fall wurde das eigentlich avirulente Isolat 76-4 auf
sieben der 12 Wiederholungen als virulent eingestuft. Demgegeniber wurde das virulente
Isolat 48-1 in der hohen Temperaturvariante 30/25°C in allen 12 Wiederholungen als aviru-

lent eingestuft. Bei Ht3 flhrten in diesem Versuch sehr niedrige Temperaturen zu einem

Tab. 20: Einstufung der Virulenzeigenschaften verschiedener Isolate auf dem Differenti-
alsortiment bei unterschiedlichen Temperaturen; A = avirulent, V = virulent, A/V = hete-
rogene Symptomauspragung zwischen den Wiederholungen (n=12).

Temperatur in °C (Tag/Nacht) 12h Ergebnis
Rassenscreening

Isolat Linie 30/25 25/20 20/15 15/10 24/20°C
B37 Htl A A A A A
76-4 B37 Ht2 A A Vv v A

Rasse 0

avirulent B37 Ht3 A A A AV A
B37 HtN A A A A A
B37 Htl \% \% \% \% \%
48-1 B37 Ht2 A AV \Y \Y \Y
Rasse 123 B37 Ht3 A % % % v
B37 HtN A A A A A
B37 Htl A A A A A
25.3 B37 Ht2 A A AV \Y; A
Rasse 3N B37 Ht3 Y v v Y v
B37 HtN \% \% \% \% \%
= Abweichung von Virulenzeigenschaften unter Standardbedingungen 24/20°C
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geringfugigen Wirksamkeitsverlust und hohe Temperaturen zu einer Steigerung der Wirk-
samkeit. Ein Verlust der Virulenz wurde auch fiir das virulente Isolat 48-1 gegeniber dem
Resistenzgen Ht2 bei hohen (25/20°C) und sehr hohen (30/25°C) Temperaturen festge-
stellt. In der 25/20°C Variante wurde das Isolat 48-1 in sieben der zwolf Wiederholungen
auf Ht2 als avirulent eingestuft. In der hchsten Temperaturvariante wurden einheitlich alle
zwolf Wiederholungen als avirulent bewertet. Diese Ergebnisse belegen einen Verlust der
Virulenz gegeniiber Ht2 bei Temperaturen tber 25°C. Die Ergebnisse zeigen, dass Ht2
insbesondere in den niedrigen Temperaturvarianten durch Wirksamkeitsverluste gekenn-
zeichnet ist. Das avirulente Isolat 76-4 wurde in den beiden niedrigen Temperaturvarianten
20/15°C und 15/10°C auf Ht2 einheitlich als virulent beurteilt. Ahnliche Ergebnisse zeigt
auch das avirulente Isolat 25-3 fur Ht2, das in der niedrigsten Temperaturvariante einheitlich
als virulent und in der Variante 20/15°C in acht von zwolf Wiederholungen als virulent be-
wertet wurde. Diese Ergebnisse weisen auf einen deutlichen Wirksamkeitsverlust des Re-

sistenzgens Ht2 bei Temperaturen unter 20°C hin.

Durch die Bewertung der Befallsstarke von E. turcicum auf der anfélligen Maislinie B37
wurde in diesem Klimakammerversuch ebenfalls die Wirkung der Temperatur auf den quan-
titativen Befall bestimmt. Die Boniturergebnisse dazu sind in Abbildung 17 als Befallsstarke
und als Befallsverlauf Giber den Versuchszeitraum mit Hilfe von AUDPC Werten dargestellt.
Die Befallsstarke lag 16 Tage nach Inokulation in der 15/10°C Variante bei 12,5% und in
allen warmeren Varianten ohne signifikante Unterschiede zwischen 57% und 47%. Bereits
vier Tage spater zum Zeitpunkt 20dpi lag die Befallsstéarke in der niedrigsten Temperatur-

variante bereits bei 42%. Die Werte fir die zwei Temperaturvarianten 20/15 und 25/20°C
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Abb. 17: Temperatureinfluss auf die Aggressivitat von E. turcicum am Genotyp B37, Mittel-
wert aus drei Isolaten, links: Befallsstarke in Prozent an den Zeitpunkten 16 und 20 dpi;
rechts: AUDPC Werte nach 20 dpi; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Temperaturen (Tukey-Test, p < 0,05), n=36.
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lagen bei 77% und 72% und unterschieden sich nicht signifikant voneinander. In der Vari-
ante mit der héchsten Temperatur (30/25°C) reagierte E. turcicum zum Zeitpunkt 20 dpi mit
signifikant hoheren Befallswerten (88%) verglichen mit den geringeren Temperaturen. Der
gesamte Befallsverlauf bis zum Zeitpunkt 20 dpi als AUDPC Werte zeigt ein ahnliches Bild.
Die Werte der 15/10°C Variante unterscheiden sich signifikant von allen anderen Tempe-
raturen. Die hdchste Temperaturvariante zeigt auch den hochsten AUDPC-Wert, aber
grenzt sich lediglich von der Variante 25/20°C signifikant ab. Die AUDPC-Werte in den Va-
rianten 30/25°C und 20/15°C unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. In Abbildung
12 wurde die optimale in vitro Wachstumstemperatur von E. turcicum fir den Bereich 20°
bis 24°C definiert. Die optimale in planta Besiedlungstemperatur von E. turcicum l&asst sich
auf Basis dieses Versuchs lediglich fur den Bereich tber 20°C festlegen, wobei tendenziell
hohere Temperaturen tber 25°C forderlich fur den Befallsverlauf sind. Eine Eingrenzung
auf einen schmalen optimalen Temperaturbereich ist auf Basis dieser Ergebnisse nicht ein-

deutig moglich.

3.3.2 Spezifischer Temperatureinfluss auf das Resistenzgen Ht2

In einem weiteren Klimakammerversuch wurden nur die Pflanzen vor der Inokulation fr
eine Dauer von zehn Tagen den unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt. Ab dem Zeit-
punkt der Inokulation herrschten einheitlich fir den gesamten Versuch und die gesamte
Versuchsdauer 25/20°C Tag/Nacht in einem 12 h Rhythmus. Die Ergebnisse der qualitati-
ven Virulenzeinstufung und der nekrotisierten Blattflache (Befallsstarke) auf dem Genotyp
B37-Ht2 sind in Tabelle 21 dargestellt. Das avirulente Isolat 76-4 wurde an beiden Bonitur-
terminen 17 und 21 dpi in der hohen Temperaturvariante 30/25°C als avirulent eingestuft.
In der niedrigen Variante 20/15°C zum Zeitpunkt 17dpi wurde das Isolat ebenfalls einheitlich
als avirulent eingestuft. Nach weiteren vier Tagen zum Zeitpunkt 21 dpi wurde das Isolat

aufgrund der Befallsreaktion in elf von 16 Wiederholungen als virulent eingestuft.

Tab. 21: Virulenzeigenschaften von zwei E. turcicum Isolaten auf der Maislinie B37-Ht2,
Behandlung der Maispflanzen fir 10 Tage vor der Inokulation mit hohen (30/25°C) und
niedrigen (20/15°C) Temperaturen (Tag/Nacht, 12h), n=16.

Virulenzeinstufung* Befallsstarke %
Isolat Temperatur 17 dpi 21 dpi 17 dpi 21 dpi
Isolat 76-4 20/15°C avr avrivir 1,3 3,3
(avr) 30/25°C avr avr 0,0 0,0
20/15°C vir vir 7,9 16,0
Isolat 48-1
(vir) 30/25°C avr avrivir 0,4 4,4

* avr=avirulent, vir=virulent, avr/vir=heterogene Virulenzeinstufung zwischen den Wiederholungen
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Die qualitative Bewertung der Befallsreaktionen fur das Isolat 76-4 bei niedrigen Tempera-
turen war demnach in diesem Versuch weniger eindeutig als im vorherigen Klimakam-
merversuch (siehe Tabelle 20), in dem sowohl die Pflanze als auch der Pilz den unter-
schiedlichen Temperaturen ausgesetzt waren. Die Werte der Befallsstarke mit 3,3% zum
Zeitpunkt 21dpi verdeutlichen den sehr geringen Befall durch das Isolat 76-4 selbst in der
niedrigen Temperaturvariante, in der das Resistenzgen Ht2 an Wirksamkeit verloren hat.
Die Virulenzeinstufungen fur das virulente Isolat 48-1 wurden in der niedrigen Temperatur-
variante an beiden Zeitpunkten als virulent bestatigt. In der warmeren 30/25°C Variante
hingegen wurde das Isolat zum Zeitpunkt 17 dpi einheitlich als avirulent eingestuft. Zum
Zeitpunkt 21 dpi hingegen fiel diese Einstufung nicht einheitlich aus. In diesem Fall wurde
das Isolat 48-1 in zehn der 16 Wiederholungen als avirulent eingestuft. Die Befallsstarke
wurde fir das virulente Isolat 48-1 zum Zeitpunkt 21 dpi durch die erh6hte Temperatur von
16% auf 4,4% reduziert. Der Wirksamkeitsverlust bei niedrigen Temperaturen bzw. die Stei-
gerung der Wirksamkeit bei héheren Temperaturen konnte in diesem Versuch bestatigt
werden, wenngleich der Wirksamkeitsverlust bei niedrigen Temperaturen in diesem Fall
weniger deutlich ausfallt, verglichen mit den Versuchsergebnissen des vorherigen Ver-
suchs (siehe Tabelle 20).

In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der quantitativen Befallserfassung als Befallsstarke in

Prozent nekrotisierter Blattflache zum Zeitpunkt 21 dpi dargestellt. Sowohl flir das virulente
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Abb. 18: Befallsstarke von E. turcicum an Mais nach Behandlung von nah-isogenenen
Maislinien fir 10 Tage vor der Inokulation mit hohen (30°C) und niedrigen (20°C) Tagestem-
peraturen, Bonitur 21 dpi, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unter-
schiede (Tukey-Test p < 0,05), n=16.
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Isolat 48-1 als auch fur das avirulente Isolat 76-4 hat das Resistenzgen Ht2 in beiden Tem-
peraturvarianten zu einer signifikanten (p < 0,05) Reduktion der Befallsstarke gegentber
der anfélligen nah-isogenen Maislinie B37 gefiihrt. In der 20°C Variante ist der Befall durch
das virulente Isolat um 75% gegentber der Linie B37 auf 16% auf der Linie B37-Ht2 verrin-
gert worden. In der warmeren 30°C Variante ist der Befall durch Ht2 verhaltnismaiig starker
um 91% auf 4,4% reduziert worden. Fir das avirulente Isolat wurde lediglich in der 20°C-
Variante ein Befall von 3,3% auf der Linie B37-Ht2 festgestellt, was einer Reduktion von
95% entspricht. In diesem Versuch ist der quantitative Befall nach Vorbehandlung der Pflan-
zen mit hohen und niedrigen Temperaturen in der héheren (30°C) Temperaturvariante fur
das Isolat 48-1 signifikant geringer, verglichen mit der niedrigeren (20°C) Variante. Dieser
Trend trifft auch fur das Isolat 76-4 zu, ist aber fur keines der beiden Isolate statistisch
signifikant.

Um die Ausbreitung des Pilzes im Blattgewebe genauer beurteilen zu kdnnen, wurde mit
Hilfe der quantitativen PCR die DNA-Menge von E. turcicum im Blattmaterial bestimmt. Die
Ergebnisse in Abbildung 19 zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen dem virulen-
ten und avirulenten Isolat auf dem Genotyp B37-Ht2. Ebenso ist der Abbildung zu entneh-
men, dass das Resistenzgen Ht2 fur beide Isolate in beiden Temperaturvarianten eine sig-
nifikante Reduktion der Besiedlung des Pilzes bewirkte. Im Gegensatz zu den Boniturer-
gebnissen der Befallsstéarke in Abbildung 18 zeigt sich im Pilz-DNA-Gehalt ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Isolaten auf der anfalligen Linie B37, wobei es zwischen

den Temperaturvarianten innerhalb der Isolate keine signifikanten Unterschiede gibt.
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Abb. 19: DNA-Menge von E. turcicum in Maisblattmaterial (ng/100mg) nach Behandlung
von nah-isogenenen Maislinien fiir 10 Tage vor der Inokulation mit hohen (30°C) und nied-
rigen (20°C) Tagestemperaturen, Bonitur 21 dpi, unterschiedliche Buchstaben kennzeich-
nen signifikante Unterschiede, Tukey-Test, p £0,05 nach Log Transformation, n=8.
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In Abbildung 20 sind die Merkmale Befallsstarke und Pilz-DNA-Gehalt gesondert fur den
Genotyp B37 (links) und B37-Ht2 (rechts) miteinander korreliert. Die Ergebnisse zeigen,
dass in diesem Experiment fur die anfallige Linie B37 kein Zusammenhang (r = 0,199) zwi-
schen dem bonitierten Befall an der Ganzpflanze (Befallsstarke) und dem gemessenen
DNA-Gehalt von E. turcicum im Blattmaterial besteht. Fir den Genotyp B37-Ht2 konnte ein
signifikanter (p < 0,001) Zusammenhang zwischen dem DNA-Gehalt im Blatt und der erho-
benen Befallsstarke an der Ganzpflanze mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,82
nachgewiesen werden. Sowohl auf der anfélligen Linie B37 als auch auf der Linie B37-Ht2
erreicht das als virulent fiir Ht2 eingestufte Isolat 48-1 hdhere Pilz-DNA-Konzentrationen im
Blatt, verglichen mit dem avirulenten Isolat 76-4 (siehe Abbildung 19).

Um den Effekt des Resistenzgens Ht2 vor dem Hintergrund der beiden Temperaturvarian-
ten zu verdeutlichen, sind in Abbildung 21 die relativen Befallswerte und die relativen
E. turcicum DNA-Mengen der Linie B37-Ht2 im Verhaltnis zur anfalligen Linie B37 (=100)
dargestellt. In der 20°C Variante zeigt B37-Ht2 die sichtbaren Krankheitssymptome von E.
turcicum auf 25% fur das Isolat 48-1, auf 5% fir das Isolat 76-4 reduziert. Die erhohte Tem-
peratur hat fur das Isolat 48-1 zu einer weiteren signifikanten Reduktion der Befallssymp-
tome um 64% auf letztlich 9% gefuhrt. Ausgehend von einem sehr geringen Befallsniveau
in der 20°C Variante, trat in der héheren Temperaturvariante fir das Isolat 76-4 kein Befall
auf. Mit Hilfe der bestimmten E. turcicum DNA Mengen ist es méglich, die Ausbreitung des

Pilzes im Pflanzengewebe zu bewerten.
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Abb. 20: Korrelation der Befallsstarke [%] und DNA-Gehalt [ng/100 mg] von E. turcicum an
Mais nach Behandlung der Maislinien B37 & B37-Ht2 mit hohen (30/25°C) und niedrigen
(20/15°C) Temperaturen fiir 10 Tage (Tag/Nacht, 12h) vor der Inokulation mit zwei Isolaten:
76-4 avirulent und 48-1 virulent fir Ht2, Bonitur und Probenahmezeitpunkt: 21 dpi, Korrela-
tionskoeffizienten: ns = nicht signifikant; *** = signifikant bei p £ 0,001 (t-Test), N=32.
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Die relativen Pilz-DNA-Gehalte zeigen in der 20°C Variante eine Reduktion der Besiedlung
auf der Linie B37-Ht2 auf 11% fir das Isolat 48-1, auf 4% flr das Isolat 76-4, verglichen mit
den Werten auf der Linie B37. Durch die erhohte Temperatur wurde die DNA-Menge fur
das Isolat 48-1 um weitere 44% auf 6% reduziert. Fur das Isolat 76-4 fuhrte die erhohte
Temperatur zu einer Reduktion der DNA-Menge um 63% auf 1,5% im Vergleich zur Linie
B37.

Die Ergebnisse in den Abbildungen 20 und 21 zeigen eine tendenziell hohere Besiedlung
(DNA-Gehalt) der Maispflanzen in der 20°C Variante im Vergleich zur 30°C Variante. Diese
Tendenz ist unabhangig vom Isolat zu beobachten, aber in keinem der Falle statistisch sig-
nifikant.
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Abb. 21: Relativwerte der Befallsstarke (links) und der DNA-Menge im Blattmaterial (rechts)
von E. turcicum im Blatt der Maislinie B37-Ht2 gegeniiber B37 (B37 = 100) nach Behandlung
der Maispflanzen fir 10 Tage bis zur Inokulation mit hohen (30/25°C) und niedrigen
(20/15°C) Temperaturen (Tag/Nacht, 12h), Zeitpunkt: 21 dpi, unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede (Tukey-Test, p < 0,05), Befallsstarke n=16, DNA-
Menge n=8.
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3.4 Symptomauspragung von E. turcicum an Genotypen mit dem Resistenzgen Ht2

3.4.1 Symptomauspréagungen verschiedener E. turcicum Isolate auf den nah-isoge-
nen Inzuchtlinien B37 und B37-Ht2

In Gewéchshausversuchen wurden unter kontrollierten klimatischen Bedingungen sechs
verschiedene E. turcicum-Isolate gegenuber dem Resistenzgen Ht2 an den nah-isogenen
Maisinzuchtlinien B37 und B37-Ht2 untersucht. Auf Basis der Virulenzeinstufungen des
Rassenscreenings wurden drei virulente (vir) und drei avirulente (avr) Isolate untersucht.
Wie in Abbildung 22 dargestellt, traten auf der anfélligen Linie B37 bereits nach 8,1 Tagen
erste Symptome durch das Isolat 122-2 auf. Die langste Inkubationszeit auf der Linie B37
wurde fur das Isolat 159-4 mit 9,4 Tagen beobachtet. Die Inkubationszeiten wiesen auf B37
keine signifikanten Unterschiede auf. Die ersten Symptome traten auf B37 im Durchschnitt
bereits nach 8,9 Tagen auf. Die Inkubationszeit war mit 13 Tagen fur die Linie B37-Ht2 um
4,1 Tage langer. Fur jedes der Isolate flihrte das Resistenzgen Ht2 zu einer signifikanten
Verzdgerung des Erstauftretens von Symptomen. Die langste Verzdgerung wurde fir das
Isolat 130-2 mit 5,6 Tagen beobachtet. In diesem Fall traten die ersten Symptome auf B37-
Ht2 nach 14,7 Tagen auf. Die geringste Verzogerung des ersten Symptomauftretens wurde
fur das Isolat 122-2 mit 3,4 Tagen beschrieben. Fir die sechs untersuchten Isolate besteht
kein Zusammenhang zwischen den Virulenzeigenschaften und der Inkubationszeit. So wie-

sen die beiden avirulenten Isolate 186-1 und 161-1 signifikant niedrigere Werte im Vergleich
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Abb. 22: Inkubationszeit von E. turcicum Isolaten mit unterschiedlichen Virulenzeigen-
schaften gegentber Ht2 auf nah-isogenen Mais-Inzuchtlinien (B37 und B37-Ht2), unter-
schiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Tukey Test, p < 0,05),
n=18.
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zum virulenten Isolat 127-2 auf. Im umgekehrten Fall wurden fur das avirulente Isolat 130-
2 signifikant héhere Werte im Vergleich zum virulenten Isolat 122-2 beobachtet.

Neben der quantitativen Befallserhebung erfolgte auch eine qualitative Beurteilung der
Symptomauspragungen auf Basis der Boniturskala in Tabelle 3 unter Punkt 2.2.4. Die als
anfallig bzw. resistent eingestuften Befallsreaktionen der Pflanzen entsprechen den jewei-
ligen Isolaten zugeordneten Virulenzeinstufungen virulent bzw. avirulent. Die Virulenzein-
stufung ,intermediar‘ beschreibt eine Befallsreaktion der Pflanze, die nicht eindeutig als
anfallig bzw. resistent angesprochen werden konnte und somit keine eindeutige Virulenz-
einstufung fir das jeweilige Isolat zuliel3. Wie in Tabelle 22 dargestellt, wurden die Isolate
130-2 und 186-1 entsprechend der Einstufung aus dem Rassenscreening eindeutig als avi-
rulent beurteilt. Das Isolat 161-1 wurde lediglich in 61% der Wiederholungen eindeutig als
avirulent eingestuft. In 17% der Falle fand eine Einstufung als virulent statt, und bei 22%
war eine eindeutige Zuordnung nicht mdoglich. Das als virulent eingestufte Isolat 122-2
wurde in 50% der Falle auch als solches eingestuft. Allerdings fand in 39% der Wiederho-
lungen eine Beurteilung als avirulent statt und 11% konnten nicht eindeutig zugeordnet wer-
den. Das Isolat 122-2 weist mit 38,2% die hochste Befallsstérke vor dem Isolat 161-1 mit
19,6% auf. Die beiden als virulent eingestuften Isolate 127-2 und 159-4 wurden im Rahmen
dieses Versuchs nicht eindeutig als solche identifiziert. In 61% (127-2) bzw. 50% (159-4)
der Félle wurden die Isolate als avirulent eingestuft. Eine Einstufung als virulent erfolgte in
28% bzw. 22% der Félle. Die hochste Einstufung als intermediar erreichte das Isolat 159-4

mit 28%. Fir das als virulent bekannte Isolat 28A aus den USA erfolgte eine Einstufung in

Tab. 22: Virulenzeinstufungen von E. turcicum Isolaten gegeniiber dem Resistenzgen Ht2 auf
der Linie B37-Ht2, Befallsstarke als nekrotisierte Blattflache in % zum Zeitpunkt 16 dpi, Anzahl
berticksichtigter Pflanzen (N), *Virulenzeinstufung aus dem Rassenscreening, Isolat 28A
(Rasse 23N) diente als Referenzisolat aus den USA (Condon et al., 2013).

Virulenz- Virulenzeinstufung (Anteile in %) l )

. Befallsstarke
ot Rasse ew;tfu::tgg* virulent avirulent intermediar 16 dpi [%] N
130-2 O avirulent - 100 - 4.0 18
186-1 1 avirulent - 100 - 12,2 18
161-1 O avirulent 17 61 22 19,6 18
122-2 23N virulent 50 39 11 38,2 18
127-2 23N virulent 28 61 11 11,3 18
159-4 23N virulent 22 50 28 10,8 18
28A 23N virulent 33 11 56 11,2 9

=40 - 60% =61 - 100%
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Abb. 23: Entwicklung der Befallsstarke von E. turcicum auf zwei Maisinzuchtlinien (B37 &
B37-Ht2) zu den Boniturzeitpunkten 8, 10, 12, 14 und 16 Tagen nach Inokulation (dpi), Mit-
telwerte von sechs Isolaten, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Un-
terschiede (Turkey-Test p < 0,05), n = 108

die entsprechende Kategorie virulent bei lediglich einem Drittel der Falle. Der Giberwiegende
Teil (56%) konnte nicht eindeutig zugeordnet werden und erhielt demnach die Einstufung

intermediér.

Die quantitative Befallserhebung im Zeitverlauf ist in Abbildung 23 von 8 bis 16 dpi als Be-
fallsstarke dargestellt. Bereits zum Zeitpunkt 10 dpi besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen der Linie B37 und B37-Ht2. Mit einem durchschnittlichen taglichen Zuwachs in
der Befallsstarke von tber 10 Prozentpunkten ab dem achten Tag nach Inokulation erreicht
der Wert zum Zeitpunkt 16 dpi 82,8%. Der Wert der Linie B37-Ht2 liegt zum Zeitpunkt 16
dpi mit 16,0% signifikant niedriger. Der durchschnittliche tagliche Zuwachs fiir die Linie B37-
Ht2 liegt bei zwei Prozentpunkten ab dem achten Tag nach Inokulation. In Abbildung 24
sind die Befallsstarken fur alle untersuchten Isolate zum Zeitpunkt 16 dpi fur die Linien B37
und B37-Ht2 dargestellt. Auf dem Genotyp B37 setzt sich lediglich das Isolat 122-2 mit
einem Wert von 96,4% signifikant von den beiden Isolaten 130-2 (75,9%) und 159-4
(71,6%) ab. Zwischen allen anderen Isolaten waren keine signifikanten Unterschiede zu
beobachten. Auf der Linie B37-Ht2 setzt sich das Isolat 122-2 als einziges Isolat mit einer
Befallsstarke von 38,2% signifikant von allen anderen Isolaten ab. Zudem ist das Isolat 161-
1 mit einem Wert von 19,6% signifikant von dem Isolat 130-2 mit dem geringsten Wert von
4% verschieden. Die Befallsstarken der anderen Isolate liegen im Bereich zwischen 4 und

12,2% und unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Abb. 24: Befallsstérke von sechs E. turcicum Isolaten auf den Maisinzuchtlinien B37 & B37-
Ht2 zum Boniturzeitpunkt 16 Tage nach Inokulation (dpi), Virulenzeinstufungen gegentiber
Ht2 vorléaufig aus eigenen Versuchen; als Referenz diente das virulente Isolat 28A (Condon
et al., 2013); Mittelwerte aus 9 Wiederholungen und zwei Durchgéngen, unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Turkey-Test p < 0,05), n=18.

Das virulente Referenzisolat 28A weist mit 11,2% einen vergleichsweise geringen Wert auf.
Da das Isolat 28A lediglich mit neun Wiederholungen im Versuch berticksichtigt wurde, war
keine statistische Verrechnung fur dieses Isolat fir das Merkmal Befallsstarke mdglich. Die

Mock inokulierte Kontrollvariante war in beiden Durchgéngen frei von Symptomen.

Neben der Befallsstarke wurde der DNA-Gehalt von E. turcicum in den Maisblattern der
verschiedenen Varianten bestimmt. In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass deutliche Unter-
schiede zwischen den Isolaten auf der anfalligen Linie B37 gemessen wurden. Das Isolat
186-1 hebt sich durch einen sehr geringen DNA-Gehalt signifikant von den drei Isolaten mit
den hochsten Gehalten ab. Zwischen allen anderen Isolaten sind die Unterschiede im DNA-
Gehalt in der Abbildung 25 deutlich sichtbar, aber aufgrund der hohen Variation in keinem
Fall statistisch signifikant. Die Mittelwerte der Gehalte fur die Maisgenotypen B37 und B37-
Ht2 unterscheiden sich mit 7,56 ng/mg TM und 0,31 ng/mg TM deutlich. Ubereinstimmend
mit den Werten der Befallsstarke heben sich die beiden Isolate 122-2 und 161-1 durch ver-
gleichsweise hohe DNA-Gehalte auf der Linie B37-Ht2 von den Isolaten 186-1, 130-2 und
159-4 signifikant ab. Das virulente Referenzisolat 28A ist ebenfalls durch einen deutlichen
Unterschied im DNA-Gehalt zwischen den beiden Maisgenotypen gekennzeichnet. Die
Werte liegen flir den Genotyp B37 bei 13,08 ng/mg TM und fir den Genotyp B37-Ht2 bei
0,54 ng/mg TM.
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Abb. 25: DNA Menge [ng/mg TM] von sechs européaischen E. turcicum Isolaten in befalle-
nem Blattmaterial der nah-isogenen Maisinzuchtlinien B37 und B37-Ht2, Virulenzeinstufun-
gen gegenuber Ht2 vorlaufig aus eigenen Versuchen; als Referenz diente das virulente Iso-
lat 28A (Condon et al., 2013); Probenahme 16 Tage nach Inokulation, unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede, (Tukey Test, p £ 0,05) nach Log-
Transformation, n=6.

Der DNA-Gehalt des Isolates 28A liegt damit zwischen den beiden Werten der Isolate 122-
2 und 161-1 mit 0,83 und 0,46 ng/mg TM. In den Kontrollvarianten wurden sehr geringe
Mengen an DNA von E. turcicum nachgewiesen. Die GréRenordnung der DNA-Mengen in
den Kontrollvarianten lag um den Faktor 13 unterhalb der Menge, die fir das Isolat 186-1
auf der Linie B37-Ht2 ermittelt wurde. Neben den Merkmalen zur Charakterisierung der
Infektion und Besiedlung des Blattgewebes durch E. turcicum wurde das Potential der Ver-
mehrung durch Sporulation der sechs Isolate auf den beiden Maislinien untersucht. Abbil-
dung 26 zeigt die Sporulation in [Sporen/cm?] auf befallenem Blattmaterial der Linien B37
und B37-Ht2. Die durchschnittliche Sporulation war auf der Linie B37 mit 16.300
Sporen/cm2 um den Faktor 7 héher als auf der Linie B37-Ht2 mit 2.300 Sporen/cm2. Auf der
Linie B37 war die Sporulation des Isolates 130-2 mit 10.300 Sporen/cmz? signifikant geringer
im Vergleich zu den Isolaten 186-1, 159-4 und 122-2 mit einer Sporulation von 18.900 bis
20.500 Sporen/cmz2. Abgesehen vom Isolat 130-2 zeigten alle anderen Isolate keine signi-
fikanten Unterschiede auf der Linie B37. Die drei Isolate 159-4, 122-2 und 161-1 setzen
sich auf der Linie B37-Ht2 durch eine relativ hohe Anzahl gebildeter Sporen von 3.200 bis
4.500 Sporen/cm? signifikant von dem Isolat 130-2 mit der geringsten Sporenmenge von
300 Sporen/cm? ab. Das Isolat 161-1 ist durch die héchste Sporulation gekennzeichnet, die
sich signifikant von den beiden Isolaten 130-2 und 127-2 absetzt. Das virulente Referen-
zisolat verzeichnet die hochste Sporenmenge mit 5.100 Sporen je cm? auf der Linie B37-
Ht2.
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Abb. 26: Anzahl gebildeter Sporen je cm2 Lasionsflache von E. turcicum an Mais bezogen
auf sechs europaische Isolate auf zwei nah-isogenen Maisinzuchtlinien (B37 und B37-Ht2).
Virulenzeinstufungen gegenuber Ht2 vorldufig aus eigenen Versuchen; als Referenz diente
das virulente Isolat 28A (Condon et al., 2013), unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05), n=20.

3.4.2 Epidemiepotential als Grundlage der Symptombeurteilung von E. turcicum
am Genotyp B37-Ht2

Um die Isolate anhand der Merkmale Befallsstarke [%] und Sporulation [Sporen/cm?] ver-
gleichen zu kdnnen, wurden die relativen Werte dieser beiden Merkmale berechnet. Dazu
wurde der jeweilige Wert auf der Linie B37 gleich 100 gesetzt und der Wert der Linie B37-
Ht2 relativ dazu berechnet. Die Relativwerte zu den Merkmalen Befallsstarke und Sporula-
tion sind in Abbildung 27 dargestellt. Die Mittelwerte fiir die Befallsstarke bzw. Sporulation
liegen bei 18,7% bzw. 11,7%. Demnach hat das Resistenzgen Ht2 fir die sechs untersuch-
ten Isolate den Befall im Durchschnitt um 81,3% und die Sporulation um 88,3% reduziert.
Das virulente Referenzisolat 28A weist fur die Sporulation mit 29,2% den hdchsten ermit-
telten Wert auf. Der Relativwert fur die Befallsstarke liegt mit 16,2% fir das Isolat 28A im
Bereich der sechs untersuchten Isolate. Von den sechs europdaischen Isolaten hebt sich
das Isolat 122-2 mit 39,1% relativer Befallsstarke am deutlichsten von den anderen Isolaten
ab. Es weist einen signifikant héheren Wert auf im Vergleich zu den Isolaten 130-2, 127-2,
186-2 und 159-4. Den zweithdchsten Wert fir die relative Befallsstarke verzeichnet mit
23,5% das Isolat 161-1, das sich statistisch signifikant lediglich vom Isolat 130-2 mit dem
geringsten Wert von 5,8% unterscheidet. Die hdchste relative Sporulation, unter den euro-
paischen lIsolaten, weist das Isolat 161-1 mit 27,4% auf. Mit diesem Wert grenzt es sich

signifikant zu den drei Isolaten 130-2, 127-2 und 186-1 mit den geringsten Werten ab.
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Abb. 27: Relative Befallsstarke und Sporulationsintensitat sechs europdaischer E. turcicum
Isolate auf Maisblattern der Inzuchtlinie B37-Ht2 in Relation zu B37 = 100. Virulenzeinstu-
fungen gegeniber Ht2 vorlaufig aus eigenen Versuchen; als Referenz diente das virulente
Isolate 28A (Condon et al., 2013), unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05), Befallsstarke n = 18, Sporulation n = 20.

Nach dem Isolat 161-1 stehen die Isolate 122-2 und 159-4 mit Werten von 15,3 und 14,9%
an zweiter und dritter Stelle der relativen Sporulationsintensitat. Ein signifikanter Unter-

schied besteht lediglich zum Isolat 130-2.

In Abbildung 28 ist das Merkmal Epidemiepotential zu den sechs européischen Isolaten
und dem virulenten Referenzisolat aus den USA dargestellt. Dieses Merkmal beschreibt
das relative Potential des jeweiligen Isolates, sich auf der Linie B37-Ht2 im Vergleich zur
Linie B37 auszubreiten und zu vermehren. Im Mittel liegt dieser Wert flir alle europaischen
Isolate bei 2,9%. Das bedeutet, dass das Resistenzgen Ht2 fiir die sechs untersuchten
Isolate im genetischen Hintergrund der Linie B37 eine Reduktion des Epidemiepotentials
um 97,1% bewirkt hat. Das Epidemiepotential fir das virulente Referenzisolat liegt mit 4,7%
an dritter Stelle im Vergleich zu den europdischen Isolaten. Eine statistische Verrechnung
war aufgrund unterschiedlicher Wiederholungszahlen fiir dieses Isolat nicht méglich. Am
deutlichsten heben sich die beiden Isolate 122-2 und 161-1 mit 7,8% und 6,4% von den
anderen Isolaten ab. Sie zeigen signifikante Unterschiede zu den Isolaten 130-2, 127-2 und
186-1, die durch sehr geringe Epidemiepotentiale zwischen 0,2 und 0,5% gekennzeichnet
sind. Das Isolat 159-4 liegt mit 2,5% im Mittelfeld der sechs Isolate und weist einen signifi-

kanten Unterschied lediglich zum Isolat 130-2 mit 0,2% auf.
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Abb. 28: Epidemiepotential von E. turcicum Isolaten auf der Maisinzuchtlinie B37-Ht2 rela-
tiv zur nah-isogenen Linie B37, Virulenzeinstufungen gegentiber Ht2 auf Basis des Epide-
miepotentials; als Referenz diente das virulente Isolat 28A (Condon et al., 2013), unter-
schiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, p <
0,05), n = 18.

3.4.3 Kaorrelation der Merkmale zur Ht2-Symptomatik am Genotyp B37

Fur ein besseres Verstandnis der Zusammenhange zwischen den erhobenen und berech-
neten Parametern wurden Korrelationsanalysen zwischen allen Parametern vorgenommen.
Eine Ubersicht tiber die Korrelationskoeffizienten zwischen allen Parametern ist in Tabelle
23 dargestellt. Das Merkmal Befallsstarke der Linie B37 (% B37) wies lediglich mit dem
Merkmal E. turcicum-DNA-Gehalt (DNA in B37) eine positiv signifikante (p < 0,05) Korrela-
tion (r = 0,689) auf. Mit keinem der anderen Parameter konnte ein signifikanter Zusammen-
hang zum Merkmal Befallsstarke der Linie B37 nachgewiesen werden. Fir das Merkmal
Befallsstarke der Linie B37-Ht2 konnten hoch signifikante Zusammenhange zu drei ande-
ren Merkmalen nachgewiesen werden. Die engen positiven Zusammenhéange zu den bei-
den Merkmalen relative Befallsstarke der Linie B37-Ht2 (rel. % B37-Ht2) und Epidemiepo-
tential ist durch die gemeinsame Berechnungsgrundlage zu erklaren. Der enge positive Zu-
sammenhang des Merkmals Befallsstarke auf B37-Ht2 (% B37-Ht2) zum E. turcicum-DNA-
Gehaltin der Linie B37-Ht2 (DNA in B37-Ht2) von r = 0,853 ist signifikant bei p < 0,001. Das
Sporulationsvermdgen der Isolate auf der Linie B37 (Sporen B37) wies einen engen positi-
ven Zusammenhang (0,783) zur Sporulationsintensitat auf der Linie B37-Ht2 (Sporen B37-
Ht2) auf (p <0,01). Die ebenfalls positive signifikante (p < 0,05) Korrelation zum Merkmal
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relative Sporulation auf B37-Ht2 ist durch den bereits beschriebenen engen Zusammen-
hang zur Sporulationsintensitat auf der Linie B37-Ht2 zu erklaren. Die sehr engen Zusam-
menhange des Merkmals Sporulation auf B37-Ht2 mit den beiden Merkmalen relative
Sporulation auf B37-Ht2 und dem Epidemiepotential ist durch die gemeinsame Berech-
nungsgrundlage zu erklaren. Der DNA-Gehalt von E. turcicum in der Linie B37-Ht2 korreliert
sehr eng (r = 0,833; p =0,001) mit dem Merkmal relative Befallsstarke auf der Linie B37-
Ht2. Eine ebenfalls signifikante (p < 0,05), aber weniger enge Korrelation (r = 0,684) be-
steht ebenfalls zum Merkmal Epidemiepotential. Der Zusammenhang der beiden Merkmale
relative Befallsstarke auf B37-Ht2 (rel. % B37-Ht2) und der relativen Sporulation auf B37-
Ht2 (Sporen % B37-Ht2) mit dem Epidemiepotential ist durch die gemeinsame Berech-

nungsgrundlage zu erklaren.

Tab. 23: Korrelationskoeffizienten der Parameter? zur Untersuchung der Symptomauspra-
gung von E. turcicum auf den nah-isogenen Maisinzuchtlinien B37 und B37-Ht2, Daten von
Inokulationsversuchen mit sechs Isolaten.

Sporen  Sporen  DNA DNA in rel. % Sporen %

% B37 % B37-Ht2 B37 B37-Ht2 inB37 B37-Ht2 B37-Ht2 B37-Ht2
% B37-Ht2 0,282
Sporen B37 0,337 0,313
Sporen B37-Ht2 0,277 0,356 0,783**
DNA in B37 0,689* 0,423 0,259 0,458

DNA in B37-Ht2 0,435 0,853*** 0,136 0,342 0,707
rel. % B37-Ht2 0,346 0,930*** 0,393 0,403 0,532 0,833***

Sporen % B37-Ht2 0,177 0,347 0,591 0,962*** 0,481 0,395 0,386
Epidemiepotential 0,178 0,738** 0,556 0,850** 0,502 0,684* 0,726** 0,883***

a Parameter: % B37 = Befallsstarke in Prozent auf der Linie B37; % B37-Ht2 = Befallsstarke in % auf der Linie
B37-Ht2; rel. % B37-Ht2 =relative Befallsstérke in % auf der Linie B37-Ht2 im Verhaltnis zur Linie B37; Sporen
B37 = Sporen/cm? Lasionsflache auf der Linie B37; Sporen B37-Ht2 = Sporen/cm? Lasionsflache auf der Linie
B37-Ht2; Sporen % B37-Ht2 = relative Sporenbildung auf der Linie B37-Ht2 im Verhaltnis zur Linie B37; DNA
in B37 = DNA Menge von E. turcicum im Blattmaterial der Linie B37; DNA in B37-Ht2 = DNA Menge von E.
turcicum im Blattmaterial der Linie B37-Ht2; Epidemiepotential = relatives Epidemiepotential von E. turcicum
auf dem Genotyp B37-Ht2 gegenliber dem Genotyp B37, Signifikante Koeffizienten sind gekennzeichnet mit
*=p<0,05, *=p < 0,01, ***=p < 0,001
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In Abbildung 29 sind die Daten des Merkmals Befallsstarke auf B37 (Abszisse) gegentiber
den Merkmalen E. turcicum DNA-Menge in B37 (linke Ordinate) und der Sporulationsinten-
sitat auf B37 (rechte Ordinate) zum Zeitpunkt 16 dpi in Form eines Streudiagramms darge-
stellt. Fur das Merkmal DNA-Menge im Blattmaterial ist fur den Genotyp B37 in der Grafik
zu erkennen, dass bis zu einer Befallsstarke von 80% der DNA-Gehalt den Wert von
7 ng/mg TM nicht wesentlich Uberschreitet. Ab einer Befallsstarke von 90% nimmt der DNA-
Gehalt von E. turcicum deutlich zu und erreicht Werte von bis zu 16 ng/mg TM. Die Korre-
lation der beiden Merkmale (r = 0,689) ist signifikant bei p < 0,05. Das Bestimmtheitsmalf3
(R2 = 0,664) bestatigt auf Basis einer polynomischen Regression einen engen Zusammen-
hang zwischen der Befallsstarke und dem DNA-Gehalt von E. turcicum auf der Linie B37.
Im Gegensatz zum Merkmal DNA-Gehalt besteht zwischen dem Merkmal Befallsstarke und
Sporulation auf dem Genotyp B37 kein signifikanter Zusammenhang.
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Abb. 29: Korrelation der DNA-Menge von E. turcicum im Blattmaterial (DNA in B37) und der
Sporulation auf der Maislinie B37 (Sporen B37) mit der Befallsstarke auf B37 (% B37); Kor-
relationskoeffizienten nach Pearson (r): * = signifikant, " = nicht signifikant (p £ 0,05), n=12.
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Ein Streudiagramm derselben Art zur Darstellung der Daten fur das Merkmal Befallsstarke
auf B37-Ht2 gegenuber den Merkmalen E. turcicum DNA-Menge in B37-Ht2 und der Sporu-
lation auf B37-Ht2 ist in Abbildung 30 gezeigt. In diesem Fall besteht ein enger, statistisch
signifikanter (p < 0,001) Zusammenhang (r = 0,853) zwischen der Befallsstarke und dem
DNA-Gehalt. Das Bestimmtheitsmal} der linearen Regression liegt bei Rz = 0,728. Insge-
samt liegen die Werte der Befallsstérke und des DNA-Gehaltes mit Hochstwerten von 55%
und 1,0 ng/mg TM deutlich unter den Hochstwerten fiir die Maislinie B37. Der Zusammen-
hang zwischen der Befallsstarke und der Sporulation ist mit r = 0,356 als positiv beschrie-
ben, aber nicht statistisch abgesichert. Dies wird deutlich durch die gleichzeitig sehr hohen
(6.700 Sporen/cm?) und sehr niedrigen (100 Sporen/cm?) Sporulationsintensitaten fir ver-
schiedene Isolate, fir Befallsstarken im Bereich um 20%.
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Abb. 30: Korrelation der DNA-Menge von E. turcicum im Blattmaterial (DNA in B37-Ht2) und
der Sporulation auf der Maislinie B37-Ht2 (Sporen B37-Ht2) mit der Befallsstarke auf B37-
Ht2 (% B37-Ht2), Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r): * = signifikant, " = nicht sig-
nifikant (p < 0,05), n=12.
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3.4.4 Symptome von E. turcicum auf den nah-isogenen Inzuchtlinien Pa91 und
Pa91-Ht2 bzw. KWS und KWS-Ht2

Neben den sechs européischen Isolaten und den zwei nah-isogenen Linien B37 und B37-
Ht2 wurden zwei als virulent fir Ht2 beschriebene Referenzisolate und zwei der européi-
schen Isolate auf weiteren Paaren nah-isogener Maislinien untersucht. Bei den nah-isoge-
nen Linien handelt es sich um die Paare Pa91 mit Pa91-Ht2 und KWS mit KWS-Ht2. Die
Symptome auf den jeweils nah-isogenen Linien ohne Resistenzgen konnten alle als klassi-
sche grau-grine bis braune Welkesymptome ohne chlorotische Resistenzreaktionen der
Pflanze angesprochen werden. Zum Zeitpunkt 16 dpi lagen die Befallsstarken auf den Li-
nien ohne Ht2 Resistenzgen fir alle untersuchten Isolate im sehr hohen Bereich zwischen
70% und 100%. In Tabelle 24 sind die Ergebnisse der qualitativen Virulenzeinstufung und
der guantitativen Befallserhebung der vier Isolate auf den Maislinien B37-Ht2, Pa91-Ht2
und KWS-Ht2 dargestellt. Auf dem Genotyp B37-Ht2 wurde das Isolat 130-2 einheitlich als
avirulent bestatigt. Auch die geringe Befallsstarke von 5,2% unterstiitzt diese Einstufung.
Das virulente Isolat 122-2 wurde auf B37-Ht2 in 77% der Félle als avirulent bewertet und in
23% der Falle intermediar eingestuft. Dennoch war die Befallsstarke mit 23% fur dieses
Isolat relativ hoch. Das Isolat 28A wurde von Prof. Balint-Kurti von der North Carolina State
University (USA) als Rasse 23N bereitgestellt. Dartiber hinaus ist dieses Isolat auch von
anderen Autoren als virulent auf Ht2 beschrieben (Condon et al., 2013). Das Isolat 28A
zeigte im Rahmen der eigenen Virulenzeinstufungen auf B37-Ht2 allerdings heterogene
Ergebnisse. Ein Drittel wurde als virulent eingestuft, 11% als avirulent und mit 56% der
grof3te Teil als intermediar. Die Befallsstarke lag mit 11,2% fir das Isolat 28A zwischen den
Werten der anderen Isolate auf dem Genotyp B37-Ht2. Auf dem Genotyp KWS-Ht2 wurde
das avirulente Isolat 130-2 mit 78% als avirulent beschrieben. Ein Unterschied zum Geno-
typ B37-Ht2 liegt in der deutlich hdher ausfallenden Befallsstarke mit 32,9%. Fir das Isolat
122-2 war in zwei Drittel der Féalle keine eindeutige Virulenzeinstufung moéglich, der Rest
wurde als avirulent bewertet. Die Befallsstarke fallt fir das Isolat 122-2 mit 50,6% auf dem
Genotyp KWS-Ht2 doppelt so hoch aus verglichen mit dem Genotyp B37-Ht2. Die Virulenz-
einstufungen des Isolates 28A sind wie auf dem Genotyp B37-Ht2 auch auf dem Genotyp
KWS-Ht2 mit 56% virulent und 44% intermediar sehr heterogen. Im Vergleich zum Genotyp
B37-Ht2 hat sich die Befallsstarke auf dem Genotyp KWS-Ht2 mit 51,7% signifikant (p <
0,05) erhoht. Das als virulent beschriebene Isolat 257A wurde auf dem Genotyp KW S-Ht2
in allen Féllen als avirulent eingestuft. Dennoch erreicht es mit 50,6% Befallsstarke zusam-
men mit dem Isolat 122-2 den zweithdchsten Wert. Das avirulente Isolat 130-2 wurde auch

auf dem Genotyp Pa91-Ht2 trotz einer Befallsstarke von 42,5% in allen Féllen als avirulent
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Tab. 24: Virulenzeinstufungen von E. turcicum Isolaten gegentber dem Resistenzgen Ht2 in
verschiedenen genetischen Hintergrinden, Befallsstarke als nekrotisierte Blattflache in %
zum Zeitpunkt 16 dpi, Anzahl berticksichtigter Pflanzen (N), *Virulenzeinstufungen aus dem
Rassenscreening bzw. nach, Isolat 28A, Rasse 23N (Condon et al., 2013) und 257A, Rasse
23 (Balint-Kurti P, pers. Mitteilung 04.04.2014) dienten als Referenzisolate aus den USA, un-
terschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, p
<0,05).

Virulenz-

Virulenzeinstufung (Anteile in %) Befallsstarke

einstufung* 16 dpi [%] N

Isolat auf Ht2 Genotyp virulent avirulent  intermediar
130-2 avirulent  B37-Ht2 - 100 - 52 a 9
122-2 virulent B37-Ht2 - 77 23 23,0 ab 9
28A virulent B37-Ht2 33 11 56 11,2 a 9
130-2 avirulent ~ KWS-Ht2 - 78 22 32,9 ab 9
122-2 virulent KWS-Ht2 - 33 67 50,6 b 9
28A virulent KWS-Ht2 56 - 44 51,7 b 9
257A virulent KWS-Ht2 100 - 50,6 b 9
130-2 avirulent  Pa91-Ht2 - 100 - 42,5 2
122-2 virulent Pa91-Ht2 - 100 - 64,0 2
28A virulent Pa91-Ht2 100 - - 90,5 2
257A virulent Pa91-Ht2 - 100 - 60,0 2

Anteile der Virulenzeinstufungen: =40 - 60% =61 - 100%

eingestuft. Eine einheitliche Einstufung als avirulent erhielten auch die als virulent beschrie-
benen Isolate 122-2 und 257A. Dennoch lag fir diese beiden Isolate die Befallsstarke mit
64% und 60% sehr hoch. Das virulente Isolat 28A wurde auf der Linie Pa91-Ht2 einheitlich
als virulent beschrieben und verzeichnete auf diesem Genotyp mit 90,5% den héchsten
Befallswert auf einem Genotyp mit dem Ht2 Resistenzgen.

In Abbildung 31 sind die Ergebnisse zur Bestimmung der Sporulation der verschiedenen
Isolate auf den unterschiedlichen nah-isogenen Maisinzuchtlinien jeweils mit und ohne Re-
sistenzgen Ht2 dargestellt. Fur die Linie KWS ohne Ht2 war nicht ausreichend Saatgut vor-
handen. Grundsatzlich zeigen die Daten, dass die Sporulation auf den Linien ohne Resis-
tenzgen Ht2 zumindest fur die Genotypen B37 und KWS deutlich hdher ausfallen im Ver-
gleich zu den Linien mit Ht2. Fir den Genotyp Pa91 ist dieser Unterschied nicht eindeutig
zu erkennen. Auf den Linien mit Ht2 Resistenzgen hebt sich vor allem das virulente Isolat
28A mit zum Teil sehr hohen Sporulationsraten von den anderen Isolaten ab. Auf dem Ge-
notyp B37-Ht2 ist die Sporulation signifikant (p < 0,05) héher im Vergleich zu den Isolaten
130-2 und 122-2.



ERGEBNISSE 73

35 B
30
25

B
d
20 AB
B 1 AB

15
) AB { AB
cd
A abcd
5 T 1 A abcd
a
0

I bed bed
abc
a [/ e T

abcd I 7

ab '[
:|: I =

130-2 122-2 28A 130-2 122-2 28A 257A  130-2 122-2 28A 257A

avr vir vir avr vir vir vir avr vir vir vir

B37 Padl KWS

o

Sporulation
[1.000 Sporen/cm?] +/- Stbw

Isolate und Genotypen [# ohne Ht2 [ mit Ht2

Abb. 31: Sporulation von E. turcicum Isolaten mit unterschiedlichen Virulenzeigenschaften
fur Ht2 auf verschiedenen nah-isogenen Maisinzuchtlinien jeweils mit und ohne Resistenz-
gen Ht2. Isolate 28A und 257A dienten als virulente Referenzisolate, unterschiedliche Buch-
staben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05), n = 10.

Fur die beiden Genotypen Pa91-Ht2 und KWS-Ht2 weist das Isolat 28A ebenfalls die h6chs-
ten Sporulationsraten auf, allerdings ohne signifikanten Unterschied zu den anderen Isola-
ten auf der jeweiligen Linie. Auf dem Genotyp Pa9l liegt die Sprorulationsintensitat des
Isolates 28A auf der Linie mit Resistenzgen héher als auf der nah-isogenen Linie ohne Ht2.
Die beiden européischen Isolate weisen auf allen drei Maislinien mit Ht2 Resistenzgen die

geringsten Sporualtionsraten im Vergleich zu den virulenten Isolaten aus den USA auf.

Fur eine bessere Vergleichbarkeit der Isolate untereinander wurden die absoluten Werte
der Merkmale Befallsstarke und Sporulation auf den Maislinien mit Ht2 Resistenzgen je-
weils in Relation zu den Werten auf der entsprechenden nah-isogenen Linie ohne Resis-
tenzgen gesetzt, wobei die Werte auf den Linien ohne Resistenzgen gleich 100 gesetzt
wurden. In Abbildung 32 sind die Relativwerte fur die Befallsstarke und die Sporulation ab-
gebildet. Die Relativwerte beschreiben die Wirksamkeit des Resistenzgens Ht2 in Bezug
auf die beiden Merkmale flr jedes der Isolate. Je héher der Wert liegt, desto geringer ist
die Wirkung von Ht2 fur das entsprechende Isolat. Bei einem Wert von 100 zeigte das Re-
sistenzgen keine Wirkung. Fir Befallsstarke war auf der Linie B37-Ht2 am niedrigsten. Den
hochsten Wert auf B37-Ht2 verzeichnete das Isolat 122-2 mit 24,7%, dieser lag auf der
Linie Pa91-Ht2 bei 73,7%. Den insgesamt geringsten Relativwert fir das Merkmal Befalls-
starke verzeichnete das Isolat 130-2 mit 5,6% auf B37-Ht2. Auf der Linie Pa-91-Ht2 lag der
Wert hingegen mit 55,6%. zehnfach hoher.
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Abb. 32: Relative Befallsstarke und relative Sporulation von E. turcicum Isolaten auf Mais-
inzuchtlinien mit dem Resistenzgen Ht2, Werte berechnet relativ zum Befall bzw. zur Sporu-
lation auf der nah-isogenen Inzuchtlinie ohne Ht Resistenzgen (Ht0 = 100), Isolate 28A und
257A dienten als virulente Referenzisolate, Boniturzeitpunkt: 16 dpi; unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05), Be-
fallsstarke: n =9, Sporulation: n = 10.

Fur das Isolat 28A lag der Wert auf der Linie B37-Ht2 mit 16,2% ebenfalls deutlich unter
dem Wert auf der Linie Pa91-Ht2 mit 102,8% und unterschied sich zudem signifikant (p <
0,05) von dem Wert auf der Linie KWS-Ht2 mit 52,3%. Die Tendenz zu héheren Befallswer-
ten auf der Linie Pa91-Ht2 wird auch durch das virulente Isolat 257A bestétigt. Fir dieses
Isolat lag der Wert auf der Linie Pa91-Ht2 mit 65,5% um ca. 15 Prozentpunkte héher im
Vergleich zur Linie KWS-Ht2.

Insgesamt beschreiben die Relativwerte der Befallsstarke in Abbildung 32 fir das Resis-
tenzgen Ht2 eine abnehmende Wirkung in den genetischen Hintergriinden in folgender Rei-
genfolge: B37 < KWS < Pa91. Fir das Merkmal Sporulation konnten sehr ahnliche Effekte
beobachtet werden. Fir dieses Merkmal wies der Genotyp B37-Ht2 ebenfalls die gerings-
ten Werte im Vergleich zu den Genotypen Pa91-Ht2 und KWS-Ht2 auf. Bei Werten von 2,5
und 2,9% fiir die Isolate 130-2 und 122-2 bewirkte das Resistenzgen Ht2 im genetischen
Hintergrund der Linie B37 eine fast vollstdndige Reduktion der Sporulation. Die Werte flr
die entsprechenden Isolate lagen auf der Linie Pa91-Ht2 signifikant héher bei 94 und
134,5%. Auf dieser Linie zeigte das Resistenzgen Ht2 gegeniiber diesen beiden Isolaten
fur das Merkmal Sporulation keine Wirkung. Gegenliber dem Isolat 28A zeigte Ht2 in der

Linie B37 mit 29,2% eine vergleichsweise deutliche Wirkung. Diese verringerte sich in der
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Abb. 33: DNA Menge von E. turcicum Isolaten mit unterschiedlichen Virulenzeigenschaften
gegenuber Ht2 in befallenem Blattmaterial nah-isogener Maisinzuchtlinien. Isolate 122-2
(virulent) und 130-2 (avirulent) stammen aus Europa und die Isolate 28A und 257A (beide
virulent auf Ht2) aus den USA, Probenahmezeitpunkt 16 dpi.

Linie KWS-Ht2 mit einem Wert von 54,2 noch einmal deutlich. Im Genotyp Pa91 war in
Bezug auf die Sporulation mit einem relativen Wert von 148,9% fur das Isolat 28A keine
Wirkung des Resistenzgens Ht2 zu beobachten. Fir das Isolat 257A ist fur die Linie Pa91
ebenfalls eine deutlich geringere Wirkung durch das Resistenzgen Ht2 in Bezug auf die
Sporulation zu beobachten. Auf Basis der Versuchsergebnisse zu den Merkmalen Befalls-
starke und Sporulation wurden signifikante Unterschiede in der Wirksamkeit des Resistenz-
gens Ht2 in den verwendeten Maisinzuchtlinien festgestellt. Die hochste Wirksamkeit wurde
fur die Linie B37 beschrieben. In der Linie Pa91 wies Ht2 fir alle getesteten Isolate und

beide erhobenen Merkmale die geringste Wirksamkeit auf.

Das Blattmaterial aller Versuchsvarianten wurde auf den Gehalt an pilzlicher DNA von
E. turcicum untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt. Alle Maislinien
ohne Ht2 Resistenzgen wiesen fir die jeweiligen Isolate einen meist deutlich héheren Pilz-
DNA-Gehalt auf im Vergleich zu ihren nah-isogenen Inzuchtlinien mit dem Resistenzgen
Ht2. Fir die Linie KWS ohne Ht2 war nicht ausreichend Saatgut vorhanden. Der Gehalt an
E. turcicum-DNA lag fiir den Genotyp Pa91 ohne Ht2 im Vergleich zu den Genotypen B37
und KWS jeweils ohne Ht2 auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau. Allen Maislinien
mit Ht2-Resistenzgen waren durch die geringsten DNA-Gehalte des Isolates 130-2 gekenn-

zeichnet. Den insgesamt geringsten Gehalt fiir das Isolat 130-2 verzeichnete die Linie B37-
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Ht2 mit 0,1 ng/mg TM. Die Gehalte an E. turcicum-DNA der anderen Isolate Uber alle Ge-
notypen mit Ht2 lagen im Bereich zwischen 0,5 und 1,4 ng/mg TM. Tendenziell lagen die
Werte der Linien Pa91-Ht2 und KWS-Ht2 héher als die Werte auf der Linie B37-Ht2. Diese
Unterschiede waren aber zu gering, um einen statistisch signifikanten Unterschied belegen

zu kdnnen.
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3.5 Histologische Untersuchungen zur Pathogenese von E. turcicum an Mais

Fur den Versuch zu den histologischen Untersuchungen wurden getrennt vom Versuch zum
Rassenscreening Pflanzen neu angezogen und inokuliert. Um die Virulenzeigenschaften
der verwendeten Isolate fiir diesen Versuch zu bestatigen, wurde eine Bonitur der Befalls-
symptome zu den Zeitpunkten 12 und 18 Tage nach Inokulation vorgenommen. In Tabelle
25 sind die Ergebnisse dieser beiden Boniturtermine neben den Ergebnissen aus dem Ras-
senscreening dargestellt. Die bonitierten Virulenzeigenschaften stimmten zum Zeitpunkt 18
dpi vollkommen mit den Ergebnissen aus dem Rassenscreening tberein. Dadurch konnte
fur jedes der Resistenzgene mindestens eine kompatible und eine inkompatible Interaktion
in den histologischen Untersuchungen abgebildet werden. Zum Zeitpunkt 12 dpi gab es fir
das Isolat 123-3 eine Abweichung fiir das Resistenzgen Ht2. In diesem Fall wurde das Isolat
im Rassenscreening als virulent eingestuft und im aktuellen Versuch als avirulent. Nach
weiteren vier Tagen (18 dpi) wurde das gleiche Isolat auf der Linie Ht2 als virulent einge-
stuft.

Tab. 25: Boniturergebnisse der Virulenzeigenschaften der fir die histologischen Unter-
suchungen verwendeten Isolate auf dem Differentialsortiment der Linie B37 mit den
Resistenz-genen Htl, Ht2, Ht3 und HtN, Ergebnisse aus dem Rassenscreening und Ergeb-
nisse der Isolate im Versuch zu den histologischen Untersuchungen (12 & 18 dpi), *: A=
avirulent, V = virulent (grau hervorgehoben).

Virulenzeigenschaften*

Rassenscreening 12 dpi 18 dpi
Isolat Rasse Htl Ht2 Ht3 HiN Htl Ht2 Ht3 HiN Htl Ht2 Ht3 HiN
172-4 0 A A A A A A A A A A A A
138-1 1 Y, A A A Y, A A A Y, A A A
123-3 23N A Y, Y, Y, A A Y, Y, A Y, Vv Vv

3.5.1 Infektionsprozess von E. turcicum an Mais

Fur die histologischen Studien zur Interaktion von E. turcicum und Mais in tieferen Blatt-
schichten wurde als Farbesubstanz Chlorazol Black E (CBE) verwendet. Lediglich fir die
initialen Schritte des Infektionsprozesses, wie die Sporenkeimung und Appressorienbildung
auf der Blattoberflache wurden weitere Farbesubstanzen verwendet. In Abbildung 34 sind
die initialen Schritte des Infektionsprozesses in Form von lichtmikroskopischen Aufnahmen
dargestellt. In Bild A ist eine bipolar gekeimte dunkel-braun erscheinende Konidiospore auf
der Blattoberflache zu erkennen.
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Abb. 34: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Anfangsstadien der Pathogenese von
E. turcicum an Mais einen Tag nach Inokulation; (A) Bipolar gekeimte Konidiospore mit
Keimschlauchen und Appressorien nach Trypan-Blau Farbung in der Blattaufsicht; (B) Ko-
nidiospore mit Keimschlauch und Appressorium 3 dpi (a) mit braunlich erscheinenden Be-
reichen entlang der LeitblindelgeféalRe nahe der Penetrationsstelle nach Entfarbung durch
Ethanol in der Blattaufsicht; (C) dunkel erscheinender Bereich unter der Penetrationsstelle
mit Konidiospore, Keimschlauch und Appressorium (a) nach Chlorazol Black E Farbung in
der Blattaufsicht; (D und E) Intrazellulares Hyphenwachstum (h) in den Epidermiszellen
ausgehend vom Appressorium (a); verwendete Genotypen: A bis D: B37, E: B37-Ht2 inkom-
patibel; Mal3stab: 50 um.

An beiden Polen der Spore entspringt ein blaulich eingefarbter Keimschlauch, an dessen
Enden jeweils ein Appressorium in Form einer dunkelblauen kreisformigen Struktur zu er-
kennen ist. Die Farbung erfolgte in diesem Fall mit Trypan-Blau. Im Bild B ist eine gekeimte
Konidiospore mit transparentem mehrfach septiertem Keimschlauch zu erkennen. Am Ende
des Keimschlauches ist ein rundliches Appressorium (a) unmittelbar neben einer Spaltoff-
nung platziert. Entlang der Leitbindelgefal3e erscheint eine braunliche Verfarbung unter
der Penetrationsstelle. Die Farbung der in den Bildern C bis E dargestellten Strukturen er-
folgte mit CBE. Dieser Farbstoff lasst die Zellwande von Pilzen unter dem Lichtmikroskop
schwarz erscheinen. Bild C zeigt eine gekeimte Spore mit Keimschlauch und Appressorium
(a) auf der Blattoberflache. Der Bereich der dunkel gefarbten Zellstrukturen mit den sich
abgrenzenden schwarz/grau geféarbten Leitbahnen unterhalb des Appressoriums wird im
Folgenden als Penetrationsstelle bezeichnet. Bild D ist fokussiert auf die in der epidermalen
Zellschicht intrazellular wachsenden Hyphen, ausgehend vom Appressorium (a) auf der

anfalligen Linie B37 einen Tag nach der Inokulation. Zu erkennen ist ein verzweigtes
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Wachstum septierter Hyphen mit rundlichen aufgetriebenen Hyphen an den Stellen, an de-
nen eine Zellwandpenetration stattfindet. Im Bild E sind ebenfalls die ersten Schritte der
Besiedlung der Epidermiszellen durch E. turcicum zu sehen. In diesem Fall handelt es sich
um ein avirulentes Isolat auf dem Genotyp B37-Ht2 einen Tag nach Inokulation. Hier ist
ahnlich wie auf dem anfalligen Genotyp B37 (Bild D) zu erkennen, wie die septierten Hy-
phen (h) intrazelluldr die Epidermiszellen des Maisblattes vom Appressorium (a) ausgehend
besiedeln. Auch in diesem Fall sind rundlich aufgetriebene Hyphen an den Stellen der Zell-
wandpenetrationen zu beobachten, die sich zum Penetrationsort hin verjingen, um nach
der Passage durch die Zellwand wieder aufzutreiben. Grundsatzlich bleibt festzuhalten,
dass in den ersten Stunden des Infektionsprozesses in Bezug auf die Faktoren Sporenkei-
mung, Appressorienbildung, Penetration und Besiedlung der Epidermiszellen keine Unter-
schiede zwischen den Maislinien mit den verschiedenen Resistenzgenen und den Isolaten

mit unterschiedlichen Virulenzeigenschaften festgestellt werden konnten.

In Abbildung 35 sind die Stadien des Infektionsprozesses nach der Epidermispenetration
dargestellt. Diese Stadien sind durch die Xylem-Besiedlung bis hin zu einer intensiven Ko-
lonisation des Mesophylls charakterisiert. Bild A zeigt eine Penetrationsstelle (ps) mit einem
darunter verlaufenden Xylemgefal3. In diesem Xylemgefal® verlauft eine septierte Hyphe
(hy) in beide Richtungen. Ausgehend von der Penetrationsstelle hat eine erfolgreiche Pe-
netration der Xylemwand und folgendem Hyphenwachstum im Xylem stattgefunden. Bild B
zeigtintrazellulares Hyphenwachstum (hy), ausgehend vom Appressorium (a) in einer kom-
patiblen Interaktion auf der Linie B37-Ht3 einen Tag nach der Inokulation. Darlber hinaus
ist die Stelle der Penetration der Xylemwand (xp) mit den typischen rundlichen Strukturen
an beiden Seiten der Penetrationsstelle zu erkennen. Im Xylemgefaf3 ist ein Wachstum

septierter Hyphen in beide Richtungen sichtbar.
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Abb. 35: Lichmikroskopische Aufnahmen verschiedener Stadien der Pathogenese von E.
turcicum an Mais; (A) Erfolgreich penetriertes und durch Hyphen (hy) besiedeltes Xylem-
gefal3 unterhalb einer Penetrationsstelle (ps), (B) Hyphenwachstum (hy) im Mesophyll aus-
gehend vom Appressorium (a) in Richtung Xylem, Xylempenetrationsstelle (xp) als rundli-
che Pilzstrukturen auRen und innen an der Xylemwand; (C) Hyphenwachstum (hy) im Xylem
gestoppt durch Abwehrreaktion (ar) im Xylem; (D) Starkes Hyphenwachstum mehrerer Ein-
zelhyphen (hy) im quervernetzem Xylem; (E) Vollstandig durch Hyphen (hy) gefiilltes Xylem
mit rundlicher Pilzstruktur als Austrittsstelle an der duReren Xylemwand, Xylempenetrati-
onsstelle (xp); (F) Austritt von Pilzhyphen in das Mesophyll an der Xylempenetrationsstelle
(xp) mit rundlicher Pilzstruktur an der auferen Xylemwand; (G) Intensive Kolonisation der
Bundelscheidenzellen und des Mesophylls durch Pilzhyphen ausgehend vom stark besie-
delten Xylem; Genotyp, Zeitpunkt, Interaktion: A: B37 6dpi, B: B37-Ht3 1dpi kompatibel, C:
B37-Ht1 6dpi inkompatibel, D: B37 6dpi, E bis G: B37 12dpi, La&ngenmalistab: 50 pm.

In Bild C ist ein horizontal verlaufendes Xylemgefafld mit einer von links nach rechts gewach-
senen Hyphe (hy) zu sehen. Es handelt sich in diesem Fall um eine inkompatible Interaktion
auf der Maislinie B37-Htl sechs Tage nach Inokulation. Im rechten Teil des Xylems ist

deutlich ein dunkel erscheinender Bereich zu sehen. Das Hyphenwachstum ist innerhalb
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dieses dunklen Bereiches stark reduziert bzw. unterbunden. Der dunkel erscheinende Tell
des Xylems konnte auf Substanzen zurtickgehen, die als Abwehrreaktion (ar) der Pflanze
auf die Xylem-Besiedlung gebildet wurden. In Bild D ist ein horizontal verlaufendes Xylem-
gefalR mit Querverbindungen der Linie B37 sechs Tage nach Inokulation zu sehen. Im
Xylemgefal3 sind mehrere septierte Hyphen (hy) nebeneinander und Gbereinander verlau-
fend sichtbar. Zudem ist deutlich zu erkennen, wie sich die Hyphen Uber die Querverbin-
dungen in alle Richtungen in den XylemgefaRen ausbreiten. Die Aufnahmen E bis G stam-
men von der Linie B37 12 Tage nach Inokulation. Zu diesem Zeitpunkt traten bereits sicht-
bare welkedhnliche Symptome an der Pflanze auf. Eine vollstandig mit Pilzhyphen (hy) be-
siedelte Xylem Querverbindung ist in Bild E zu sehen. Im Xylem sind einzelne Hyphen an-
hand ihrer Septierungen zu erkennen. Im oberen Bereich der Querverbindung ist eine rund-
liche abgeschnurte pilzliche Struktur an der AulRenwand des Xylems sichtbar. An dieser
Stelle (xp) hat der Pilz die Xylemwand penetriert und ist in die anliegenden Blindelschei-
denzellen eingedrungen. Im Bild F ist ebenfalls ein sehr stark durch Pilzhyphen kolonisier-
tes Xylemgefald mit einer Querverbindung zu sehen. Wie in Bild E ist es dem Pilz an einer
Stelle gelungen, die Xylemwand zu penetrieren (xp). Nach der Xylempenetration (xp) ist
ausgehend von der rundlichen abgeschnirten Struktur deutliches Hyphenwachstum (hy)
innerhalb der penetrierten Blindelscheidenzelle sichtbar. In der Aufnahme G ist ein stark
mit Hyphen besiedeltes horizontal verlaufendes Xylemgefafld zu sehen. Dartiber hinaus ist
die Besiedlung durch die Pilzhyphen bis weit in die Mesophylizellen fortgeschritten. Deutlich
zu erkennen sind die septierten Hyphen, die sich zunachst in der nachsten penetrierten
Zelle ausbreiten, um dann direkt eine weitere benachbarte Zelle zu penetrieren und zu be-
siedeln. Zu diesem Zeitpunkt ist das pflanzliche Gewebe bereits vollstandig kollabiert und
abgestorben. Die Symptome auf den Blattern erscheinen zunachst wie grau-grinliche Wel-
kesymptome nach Wassermangel. Das Unterbinden des Wassertransports durch die mit
Pilzhyphen verstopften Xylemgefalie fiihrt zum Austrocknen der befallenen Blattbereiche

und letztlich zum Absterben des besiedelten Gewebes.

3.5.2 Vergleichende Auswertung der mikroskopischen Untersuchungen

In Gewachshausversuchen wurden die nah-isogenen Maislinien B37, B37-Htl, B37-Ht2,
B37-Ht3 und B37-HtN jeweils mit virulenten bzw. avirulenten Isolaten inokuliert. Dadurch
war es maoglich, die Pathogenese von E. turcicum in einer inkompatiblen und kompatiblen
Interaktion fir jedes der Resistenzgene zu untersuchen. Nach der Probenahme zu den
Zeitpunkten 1, 3, 6, 12 und 18 dpi wurden fir jede Variante 40 Penetrationsstellen mikro-

skopisch nach Chlorazol Black E Farbung ausgewertet. Mit Hilfe des Merkmals ,Xylem-
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Penetrations-Effizienz® ist es maoglich, eine qualitative Aussage Uber die Effizienz der
Xylempenetration zu treffen. Ein Wert von 20% bedeutet fir dieses Merkmal, dass ausge-
hend von 40 Sporen, die erfolgreich die Epidermis penetriert haben (= Penetrationsstelle),
20% erfolgreich das Xylem penetriert haben. Dies ist eine rein qualitative Bewertung, da
dieser Wert noch keine Aussage dartber trifft, wie intensiv die Xylem-Besiedlung stattge-
funden hat.

In Abbildung 36 sind die Ergebnisse zum Merkmal Xylem-Penetrations-Effizienz fir alle
untersuchten Resistenzgene zu allen erhobenen Zeitpunkten jeweils in der inkompatiblen
(A) und kompatiblen (B) Interaktion dargestellt. Die gekennzeichneten signifikanten Unter-
schiede beziehen sich immer auf einen Zeitpunkt und auf die Linie B37 ohne Ht Resistenz-
gen. Einen Tag nach Inokulation zeigten alle Linien in der inkompatiblen Interaktion sehr
geringe Werte zwischen 2,5 und 5% ohne signifikante Unterschiede zu B37. Bereits zwei
Tage spater (3 dpi) erreichten die Linien B37 und B37-Ht2 den Wert 20%.

Den geringsten und signifikant reduzierten Wert verzeichnete die Linie B37-HtN mit 5%.
Alle anderen Linien zeigten zu diesem Zeitpunkt keinen signifikanten Unterschied zur Linie
B37. Bereits sechs Tage nach Inokulation war E. turcicum an 50% der Penetrationsstellen
der Linie B37 erfolgreich in das Xylem eingedrungen. Den hdchsten Wert unter den Linien
mit Resistenzgen erreichte B37-Ht2 mit 35% und unterschied sich als einzige Linie zu die-
sem Zeitpunkt nicht signifikant von B37. Alle anderen Resistenzgene zeigten mit Werten
zwischen 25 und 17,5% zu diesem Zeitpunkt eine signifikante Reduktion in der Penetrati-
onsrate des Xylems. Weitere sechs Tage spater (12 dpi) ging mit einem Wert von 98,8%
auf der Linie B37 von fast jeder Penetrationsstelle eine erfolgreiche Besiedlung des Xylems
aus. Alle Resistenzgene bewirkten zu diesem Zeitpunkt eine deutliche und signifikante (p <
0,001) Reduktion der Xylem Penetration. Die starkste Reduktion erreichte HtN mit einem
Wert von 7,5%. Die geringste Reduktion verzeichnete Ht3 mit 35%. Zum Zeitpunkt 18 dpi
erreichten alle Resistenzgene mit Werten zwischen 37,5 und 20% ebenfalls eine signifi-
kante (p < 0,001) Reduktion der Xylem-Besiedlung gegeniiber der Linie B37 mit einem Wert
von 97,5%. Trotz der inkompatiblen Interaktion lagen die Werte sechs Tage nach Inokula-
tion fur die Resistenzgene Htl, Ht2 und Ht3 bereits bei 20% oder hdher. Spatestens zum
Zeitpunkt 18 dpi verzeichneten alle avirulenten Isolate Werte von tber 20%. Der Wert flr
Htl lag am letzten Zeitpunkt bei 37,5%.

Im unteren Teil der Abbildung 36 sind die Ergebnisse der Xylem-Penetrations-Effizienz der
kompatiblen Interaktionen dargestellt. Im Vergleich zu den inkompatiblen Interaktionen tra-
ten hier bereits am ersten Tag nach der Inokulation signifikante Unterschiede zur Linie B37
auf. Die Linien B37-Ht1l und B37-HtN wiesen zum Zeitpunkt 1dpi mit 22,5% und 20% als

einzige Linien signifikant (p < 0,01) héhere Werte im Vergleich zur Linie B37 mit 5% auf.
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Abb. 36: Effekte der Resistenzgene Htl, Ht2, Ht3, und HtN in der Maislinie B37 auf die
Xylem-Penetrations-Effizienz von E. turcicum an sechs verschiedenen Zeitpunkten des
Krankheitsverlaufs jeweils in inkompatiblen und kompatiblen Interaktionen, d. h. je einem
avirulenten und virulenten Isolat. Ausgehend von 40 Penetrationsstellen der Epidermis be-
schreibt jeder Wert den Anteil der Stellen, denen eine erfolgreiche Penetration des Xylems
(= Hyphen im Xylem sichtbar) folgte, signifikante Unterschiede gegeniber der nah-isoge-
nen Linie B37 sind wie folgt gekennzeichnet: *p £0,05; ** p £0,01; ***p £0,001; Chi-Quadrat
Test, Standardfehler ist aus dem Mittelwert von vier Wiederholungen berechnet: 4 Blatt-
segmente x 10 Penetrationsstellen, n = 40.

Zwei Tage spater (3dpi) erreichte die Linie B37-Ht1 den héchsten Wert von 45% und zeigte
damit als einzige Linie einen signifikant verschiedenen Wert von der Linie B37 mit 20%. Die
Werte der anderen drei Linien B37-Ht2, B37-Ht3 und B37-HtN lagen im Bereich zwischen
17,5 und 27,5% ohne signifikante Abweichung vom Wert der Linie B37. Sechs Tage nach
Inokulation wiesen 60% der untersuchten Penetrationsstellen auf der Linie B37-Htl eine
erfolgreiche Besiedlung des Xylems auf. Dieser Wert stellte gefolgt von der Linie B37 mit
50% den hoéchsten Wert zu dem Zeitpunkt dar. Die Werte der Linien B37-Ht3 und B37-HtN
lagen mit 45% und 36,7% unter 50%, aber nicht statistisch signifikant niedriger zur Linie
B37. Als einzige Linie wies B37-Ht2 mit einem Wert von 25% einen statistisch signifikant (p
< 0,01) geringeren Wert auf. Bei den inkompatiblen Interaktionen wiesen alle Linien bis auf

B37-Ht2 zum Zeitpunkt 6 dpi eine signifikante Reduktion der Xylem-Penetrations-Effizienz
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auf. In der kompatiblen Interaktion ist dies genau umgekehrt lediglich fir die Linie B37-Ht2
zu beobachten. Alle anderen Linien mit Resistenzgen weisen Werte auf, die sich nicht sig-
nifikant von der Linie B37 unterscheiden. Sechs Tage spéater (12dpi) erreichen die Linien
B37, B37-Ht1 und B37-Ht3 sehr hohe Werte von 90% oder hdher. Einzig die Linie B37-Htl
unterscheidet sich trotz des sehr hohen Wertes von 90% signifikant (p < 0,05) von der Linie
B37. Die Linie B37-HtN weist mit 55% einen relativ hohen, aber dennoch genau wie die
Linie B37-Ht2 mit 30% einen signifikant geringeren Wert im Vergleich zur Linie B37 auf. Am
letzten Boniturtermin 18 dpi lagen die Werte fur die Linien B37, B37-Ht1 und B37-Ht3 ohne
signifikante Unterschiede bei nahezu 100%. Der Wert der Linie B37-HtN lag mit 87,5% sehr
hoch, dennoch unterschied er sich signifikant (p < 0,05) von der Linie B37 (97,5%). Mit
62,5% wies die Linie B37-Ht2 den geringsten Wert fiir eine kompatible Interaktion zum Zeit-
punkt 18 dpi auf.

Zusammenfassend konnte fur die inkompatiblen Interaktionen fur alle Resistenzgene eine
deutliche und signifikante, wenn auch nicht vollstandige, Reduktion der Xylem Penetration
ab dem Zeitpunkt 12 dpi nachgewiesen werden. Fir die kompatiblen Interaktionen konnte
fur die Resistenzgene Htl und Ht3 ein nahezu vollstandiger Wirksamkeitsverlust tiber den
gesamten Boniturzeitraum nachgewiesen werden. Fir die Resistenzgene Ht2 und HtN la-
gen die Werte fur die Xylem-Penetration in der kompatiblen Interaktion zwar deutlich héher
als in der inkompatiblen Interaktion, aber dennoch spatestens ab dem Zeitpunkt 12 dpi sig-

nifikant unter dem der nah-isogenen Linie B37.

Anhand des Merkmals Xylem-Penetration-Effizienz wurde eine Einstufung vorgenommen,
um die Xylem-Penetration in der inkompatiblen und kompatiblen Interaktion zwischen den
resistenzgentragenden isogenen Linien auf eine qualitative Weise zu vergleichen. Um dar-
Uber hinaus die Wirksamkeit der Resistenzgene auf die quantitative Besiedlung des Pflan-
zengewebes durch E. turcicum beschreiben zu kdénnen, wurden die Merkmale Xylem-Be-
siedlungs-Effizienz und Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz verwendet. Das Merkmal Xylem-
Besiedlungs-Effizienz beschreibt den Anteil der Penetrationstellen, von denen eine Besied-
lung des Xylems mit zwei oder mehr Hyphen je Xylem Gefal3 ausging. Durch das Merkmal
Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz wurde der Anteil der Penetrationstellen beschrieben, von
denen eine erfolgreiche Besiedlung des Mesophylls ausging. Die erfolgreiche Besiedlung
des Mesophylls setzte in diesem Fall einen Austritt der Pilzhyphen aus dem Xylem durch
Penetration der Xylemwand von innen nach auf3en voraus. In Abbildung 37 sind die Ergeb-
nisse der Merkmale Xylem- und Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz zu verschiedenen Zeit-

punkten jeweils fur inkompatible (A) und kompatible (B) Interaktionen dargestellt.
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Abb. 37 Effekte der Resistenzgene Ht1, Ht2, Ht3, und HtN im genetischen Hintergrund der
Maislinie auf die Effizienz der Xylem- und Mesophyll-Besiedlung durch E. turcicum an drei
bzw. zwei verschiedenen Zeitpunkten des Krankheitsverlaufs in inkompatiblen und kompa-
tiblen Interaktionen, d. h. je einem avirulenten und virulenten Isolat. Ausgehend von 40 Pe-
netrationsstellen der Epidermis beschreibt jeder Wert den Anteil der Stellen, denen eine
erfolgreiche Besiedlung des Xylems (= mehr als 2 Hyphen im Xylem sichtbar) bzw. des
Mesophylls folgte, signifikante Unterschiede gegenliber der nah-isogenen Linie B37 sind
wie folgt gekennzeichnet: * p £ 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; Chi-Quadrat Test, Standard-
fehler ist aus dem Mittelwert von vier Wiederholungen berechnet: 4 Blattsegmente x 10
Penetrationsstellen, n = 40.

Zunachst soll nun nédher auf das Merkmal Xylem-Besiedlungs-Effizienz eingegangen wer-
den. Bei diesem Merkmal zeigten sich bis einschlie3lich sechs Tage nach Inokulation so-
wohl in der inkompatiblen als auch in der kompatiblen Interaktion kaum signifikante Unter-
schiede zu B37. Den hdchsten Wert verzeichnete zu diesem Zeitpunkt die Linie B37 mit
10%. Alle anderen Linien mit Resistenzgen lagen unterhalb von 5%. Bereits sechs Tage
spater (12 dpi) lag der Wert fiir B37 bei 91,3%. In den inkompatiblen Interaktionen waren
alle resistenzgentragenden Linien in der Lage, die Xylem-Besiedlung deutlich und signifi-
kant (p < 0,001) zu reduzieren. Den hdchsten Wert verzeichnete B37-Htl mit 10%. Alle

anderen Werte lagen bei 2,5% oder niedriger. Im Gegensatz dazu wiesen die Linien mit
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Resistenzgen in der kompatiblen Interaktion sehr heterogene und zudem deutlich héhere
Werte auf. Den héchsten Wert verzeichnete B37-Ht1 mit 60% gefolgt von B37-Ht3 und B37-
HtN mit 52,5% und 25%. Auf der Linie B37-Ht2 wurde zum Zeitpunkt 12 dpi kein Xylemge-
fal beobachtet, das durch mehr als eine Pilzhyphe besiedelt worden war.

Alle Werte der Linien mit Resistenzgen lagen signifikant (p < 0,001) unter dem Wert der
Linie B37 mit 91,3%. Weitere sechs Tage spater zum Boniturzeitpunkt 18 dpi betrug der
Wert fur B37 96,3%. In den inkompatiblen Interaktionen zeigten auch an diesem Zeitpunkt
die Linien mit Resistenzgen signifikant (p < 0,001) reduzierte Werte. Den hochsten, aber
dennoch relativ niedrigen, Wert verzeichnete B37-Ht2 mit 10%. In den kompatiblen Inter-
aktionen lagen die Werte der Linien B37-Ht1 und B37-Ht3 zum Zeitpunkt 18 dpi mit 100%
und 95% auf sehr hohem Niveau ohne signifikanten Unterschied zu B37 mit 96,3%. Die
Linie B37-HtN wies mit 77,5% einen ebenfalls hohen Wert auf. Dieser lag aber signifikant
unter dem der Linie B37. Den geringsten Wert verzeichnete die Linie B37-Ht2 mit einem

signifikant niedrigeren Wert von 42,5%.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass fiir die Besiedlung des Xylems erstab 12 Tage
nach der Inokulation ein deutlicher Anstieg in der Xylem-Besiedlung beobachtet werden
konnte. In den inkompatiblen Interaktionen waren alle Resistenzgene in der Lage, die
Xylem-Besiedlung durch zwei oder mehr Hyphen je Xylem-Gefal auf maximal 10% zu be-
grenzen. In den kompatiblen Interaktionen konnte fir die Resistenzgene Ht2 und HtN zum
Zeitpunkt 18 dpi noch eine Wirkung nachgewiesen werden. Diese Reduktion lag fur Ht2 mit
knapp 60% relativ hoch. Die Resistenzgene Htl und Ht3 waren zu diesem Zeitpunkt wir-

kungslos.

In Abbildung 37 ist auf der rechten Seite das Merkmal Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz ab-
gebildet. Fur dieses Merkmal waren generell erst ab dem zwdlften Tag nach Inokulation
Effekte zu beobachten. Die Werte fir die Linie B37 lagen zwdlf Tage nach Inokulation bei
66,3% und weitere sechs Tage spater bei 81,3%. In den inkompatiblen Interaktionen waren
alle Resistenzgene sehr effektiv in der Lage, die Besiedlung des Mesophylls durch E. tur-
cicum zu verhindern. Den hdchsten Wert an den Zeitpunkten 12 und 18 dpi verzeichnete
B37-H1 mit einem sehr geringen Wert von 5%. Die Resistenzgene Ht3 und HtN konnten
eine Mesophyll-Besiedlung in den inkompatiblen Interaktionen vollstandig verhindern. Bei
den kompatiblen Interaktionen zeigten die unterschiedlichen Resistenzgene sehr hetero-
gene Ergebnisse in Bezug auf die Mesophyll-Besiedlung. Das Resistenzgen Ht2 verhin-
derte zum Zeitpunkt 12 dpi die Mesophyll-Besiedlung noch vollstandig. Fur die Linien mit
den Resistenzgene Htl und HtN wurden Werte in Hohe von 25% und 7,5% festgestellt.
Diese Werte stellen nach wie vor eine signifikante Reduktion gegentiber der Linie B37 dar.

Die geringste Wirksamkeit zeigte das Resistenzgen Ht3 mit einem Wert von 47,5%. Dieser
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Wert lag dennoch signifikant (p < 0,05) unter dem der Linie B37. Am letzten Boniturtermin
18 Tage nach der Inokulation zeigten die beiden Resistenzgene Htl und Ht3 in der kompa-
tiblen Interaktion keine Wirkung gegen die Besiedlung des Mesophylls durch E. turcicum.
Ihre Werte lagen mit 85% und 92,5% sogar leicht iber dem Wert der Linie B37 mit 81,3%.
Die beiden Linien mit den Resistenzgenen Ht2 und HtN waren in der Lage, die Besiedlung
des Mesophylls gegentiber der Linie B37 signifikant (p < 0,001) zu reduzieren. Mit 22,5%
war die Wirksamkeit des Resistenzgens Ht2 gegen die Mesophyll-Besiedlung am héchsten.
Der Wert fur HtN lag zum Zeitpunkt 18 dpi in der kompatiblen Interaktion bei 50%.
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4 Diskussion

In der folgenden Diskussion sollen zunachst die verwendeten Methoden zur Handhabung
umfangreicher Isolatmengen von E. turcicum im Labor behandelt werden (4.1). Im Kapitel
4.2 folgt die ausfuhrliche Ergebnisbesprechung zum Rassenaufkommen und der Verteilung
regionaler Virulenzfrequenzen von E. turcicum. Im Rahmen der Besprechung der Ergeb-
nisse zum Einfluss der Temperatur auf die Wirksamkeit der Resistenzgene in Kapitel 4.3
wird die besondere Stellung des Resistenzgens Ht2 herausgearbeitet. Eine tiefergehende
Diskussion zur Wirksamkeit und Symptomatik des Resistenzgens Ht2 folgt in Kapitel 4.4.
Zum Abschluss der Diskussion werden in Kapitel 4.5 die Erkenntnisse der mikroskopischen
Untersuchungen zur Interaktion von E. turcicum mit Mais beleuchtet. Anhand der gewon-
nenen Erkenntnisse soll méglichst fir jedes Resistenzgen der Ort beschrieben werden, an
dem durch Abwehrmechanismen in der inkompatiblen Interaktion die Ausbreitung des Pil-

zes im Blattgewebe effektiv unterbunden wird.

4.1 Kultur- und Lagereigenschaften von E. turcicum

Die Grundlage der in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen zum européischen Ras-
senspektrum von E. turcicum bildeten 559 Einsporisolate (Tab. 13). Um einen reibungslo-
sen und vor allem ziigigen Ablauf des gesamten Prozesses von der Isolatgewinnung Uber
die Einlagerung bis hin zur Inokulumherstellung zu gewahrleisten, waren Kenntnisse tber
grundlegende Kultur- und Lageranforderungen von E. turcicum erforderlich. Dazu zahlten
insbesondere die Anspriche an ein optimales Wachstum bzw. eine hohe in vitro Sporulati-
onsrate. Aufgrund der groRen Anzahl zu bearbeitender Isolate war es erforderlich, die Ein-
sporisolate fiir den Zeitraum zwischen der Isolatgewinnung und Inokulumherstellung fur
mehrere Wochen einzulagern. Um diesen Schritt mdglichst einfach zu gestalten, wurde die
Einlagerung der Isolate als Sporensuspension in 25% Glycerin bei -23°C gewahlt. Das Gly-
cerin diente dazu, die fur die Sporen schadigende Kristallbildung wahrend des Gefrierens

zu reduzieren.

Durch in vitro Versuche auf V8-Nahrmedium wurde eine optimale Wachstumstemperatur
von 22° bis 24°C ermittelt (Abb.12). Alle notwendigen Inkubations- und Subkultivierungs-
schritte im Rahmen der Isolatgewinnung und Inokulumherstellung wurden bei einer im Op-
timalbereich liegenden Raumtemperatur von 22°C + 2°C durchgefihrt. Die Sporenbildung
durch Inkubation von E. turcicum auf V8 Nahrmedium bei Tageslicht im Labor hat sich im
Rahmen dieser Arbeit als schnelle und zuverlassige Methode der Sporengewinnung erwie-
sen. Die Dauer vom Ausplattieren der eingelagerten Sporensuspension auf V8-Nahrme-
dium bis zur Herstellung des Inokulums mit bis zu 5.000 Sporen/ml betrug mit dieser Me-

thode ca. zehn Tage.
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Um die Vitalitat der gewonnenen Einsporisolate nach Lagerung bei -23°C zu gewéahrleisten,
wurde die Keimfahigkeit der Konidiosporen nach unterschiedlicher Lagerdauer untersucht.
In diesem Versuch ging es nicht darum, die optimalen Lagerbedingungen fur Konidiosporen
von E. turcicum zu bestimmen. Es sollte vielmehr geklart werden, ob mit der genannten
Lagermethode eine mittelfristige Lagerung Uber mehrere Wochen mdglich ist. Unter den
getesteten in vitro Bedingungen lag die Keimfahigkeit vor der Lagerung direkt im Anschluss
an die Sporengewinnung bei 63,9%. Dieser Wert erscheint zunachst relativ gering, denn
Levy & Cohen (1983) haben gezeigt, dass bei optimalen Bedingungen und einer Tempera-
tur von 20° bis 25°C nahezu 100% der Sporen nach Inokulation auf der Blattoberflache
keimen. Zwei grundsétzliche Unterschiede in der Versuchsdurchfiihrung konnten fur diese
Differenz verantwortlich sein. Levy und Cohen haben in ihren Versuchen die Sporen direkt
vom Blattmaterial gewonnen. Die in dieser Arbeit vorangegangenen Subkultivierungs-
schritte und die fehlende Pflanzenpassage konnen zu einem Fitnessverlust gefiihrt haben
und somit ein Grund fir die geringere Keimfahigkeit sein. Dartber hinaus wurde die Keim-
fahigkeit in dieser Arbeit in vitro auf V8-Nahrmedium bestimmt. Levy und Cohen haben die
Werte hingegen unter nattrlicheren Bedingungen auf der Oberflache von Maisblattsegmen-
ten untersucht. Diese artifiziellen Keimbedingungen kdnnten ein weiterer Grund fur die ge-
ringere Keimfahigkeit der Konidiosporen in den durchgefiihrten Versuchen sein. Nach einer
Lagerdauer von zehn Wochen bei -23°C in 25% Glycerin lag die Keimféahigkeit bei 32,3%
und nach 100 Wochen noch bei 9,8% (Abb.13). Stichprobenartige Bestimmungen der ge-
wonnenen und zur Einlagerung vorbereiteten Einsporisolate ergaben Sporenkonzentratio-
nen im Bereich von 7 bis 10 x 10* Sporen/ml. Obwohl eines der untersuchten Isolate nach
100 Wochen Lagerung lediglich 3,5% keimfahige Sporen aufwies, waren aufgrund der ho-
hen Sporenkonzentration gentigend keimfahige Sporen flr weitere Schritte in der Suspen-
sion vorhanden. Im normalen Ablauf des Rassenscreening war eine Lagerung fir maximal
50 Wochen notwendig. Somit war die gewahlte Methode eine einfache und praktikable L6-
sung, um eine groRere Anzahl an Isolaten mittelfristig bis zur weiteren Verarbeitung zu la-

gern.

4.2 Rassencharakterisierung europaischer E. turcicum Isolate

Untersuchungen zum Auftreten von Virulenzen in rassenbildenden Erregerpopulationen
stellen die Grundlage fir eine effiziente und erfolgreiche Nutzung monogener Resistenzen
dar. Mit der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmals eine umfangreiche Virulenzanalyse fir
die europaische E. turcicum Population in den intensiven Maisanbaugebieten. Diese Er-
gebnisse schaffen zwei konkrete Voraussetzungen fiir die Nutzung monogener Resisten-

zen gegen die Turcicum-Blattdiirre. Einerseits ermdglichen sie direkte Schlussfolgerungen
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Uber die Wirksamkeit der getesteten Resistenzgene, wodurch die Zichtung in der Lage ist,
gezielt auf Veranderungen im Virulenzspektrum reagieren zu kdnnen. Andererseits ist es
moglich, auf Basis dieser Erkenntnisse regionale Sortenempfehlungen fur den praktischen
Anbau in Bezug auf die Resistenzeigenschaften gegeniiber E. turcicum geben zu kénnen.

Die Voraussetzung fir die Durchfiihrung von Virulenzanalysen ist die Probenahme im Feld.
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Probenahme durch Mitarbeiter der kooperierenden
Zichtungsfirmen. Als Schwerpunktregionen der Beprobung kristallisierten sich schnell die
intensiven Maisanbaugebiete in Europa heraus (Abb.3). Mit einem Anteil von 62,6% entfallt
der Uberwiegende Teil der beprobten Standorte auf die vier Regionen Niederlande/Belgien,
Suddeutschland/Osterreich, Stidwestfrankreich und die Oberrheinregion. Insbesondere die
Regionen Sudwestfrankreich und die Oberrheinregion sind durch traditionellen langjahrigen
Maisanbau gekennzeichnet (Borchardt et al., 1998b; Eder et al., 2015). Dariiber hinaus sind
die Regionen Osterreich (Steiermark)/Ungarn und Norditalien ebenfalls nach jahrzehnte-
langem Maisanbau als intensive Maisanbauregionen bekannt (Eder et al., 2015). Dennoch
entfallen insgesamt lediglich 7,8% der Standorte auf diese Regionen. Die Ursache fur diese
Verschiebung der Standortanteile ist durch die unterschiedlich intensiven Aktivitaten der

beteiligten Zuchter in den jeweiligen Regionen zu erklaren.

Neben der Anzahl der Standorte in den Regionen stellen die Genotypen der Fangpflanzen
eine ebenso wichtige Voraussetzung fir die Erstellung einer reprasentativen Isolat-Samm-
lung dar. Um eine Vorselektion auf bestimmte Virulenzen auszuschlie3en, sollte es vermie-
den werden, Isolate von Maisgenotypen mit Ht-Resistenzgenen zu sammeln. Dieser Zu-
sammenhang wurde im Vorfeld der Probenahme mit den Projektbeteiligten diskutiert. Auf
Basis von Informationen zum Genotyp der Fangpflanze im Rahmen des Probenversands
kann fur den Uberwiegenden Teil der Fangpflanzen eine selektive Eigenschaft ausge-
schlossen werden. Dennoch wurden in der vorliegenden Arbeit Proben berlcksichtigt, die
von Blattmaterial kommerzieller Sorten gewonnen wurden. Uber die Ausstattung dieser
Maissorten mit Ht-Resistenzgenen stehen allerdings keine Informationen zur Verfligung.
Deshalb kann es nicht endgliltig ausgeschlossen werden, dass es in wenigen Einzelfallen
zu einer Vorselektion von Virulenzen gekommen ist. Um fir zukinftige Virulenzanalysen
eine gleichmafigere Anzahl der Probenahmestandorte zwischen und eine mdglichst ein-
heitliche Verteilung innerhalb der Regionen zu erreichen, ware ein systematisch raumlich
geplanter Anbau anfalliger Genotypen sinnvoll. Durch den Anbau nicht selektiv wirkender
anfélliger Fang-Genotypen koénnte eine unerwinschte Vorselektion vollstandig ausge-

schlossen werden.

Von den insgesamt 559 untersuchten E. turcicum Isolaten stammte jeweils rund die Halfte

aus den Jahren 2011 bzw. 2012. Fir Regionen mit einer insgesamt geringeren Zahl an
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Isolaten war dieses Verhaltnis deutlich verschoben. Die untersuchten Isolate aus der Re-
gion Bretagne/Normandie stammten zu 85% aus 2011 und zu 15% aus 2012. Fur die Re-
gion Tschechien/Polen hingegen ist das Verhaltnis mit 16% aus 2011 und 84% aus 2012
nahezu umgekehrt. Eine naheliegende Erklarung dieser Verhaltnisverschiebung zwischen
den Jahren kann in dem deutlich ausgeprégteren Turcicum-Befall in 2011 gegentiber 2012
gesehen werden (B. Kessel, KWS, pers. Mitteilung, 25.10.2013). Demnach war das Auffin-
den von befallenen Maispflanzen 2012 in einigen Regionen deutlich erschwert. Eine weitere
Erklarung fir die Unterschiede kdnnen neu aufgenommene Zuchtstandorte der Kooperati-
onspartner in den entsprechenden Regionen sein. Dadurch kénnte die rAumliche Verande-

rung des Einzugsgebiets der Probenahme zwischen den Jahren erklart werden.

Grundsatzlich ist E. turcicum in der Lage, sich unter tropischen Bedingungen durch sexuelle
Rekombination und hohe asexuelle Vermehrungsraten schnell anzupassen und bei ent-
sprechend hohem Selektionsdruck innerhalb weniger Jahre Virulenzen gegeniiber mono-
genen Resistenzen auszubilden (Bergquist & Masias, 1974; Borchardt et al., 1998a). Mo-
lekulargenetische Diversitatsuntersuchungen haben allerdings gezeigt, dass E. turcicum
unter dem gemaRigten Klima in Mitteleuropa bisher vermutlich keinen sexuellen Vermeh-
rungszyklus vollzieht und im Vergleich zu tropischen Bedingungen geringere Vermehrungs-
raten und damit auch geringere Mutationsraten aufweist (Borchardt et al., 1998b). Diese
Faktoren sprechen prinzipiell fir ein geringeres Anpassungspotential von E. turcicum in
Mitteleuropa verglichen mit tropischen Regionen. Somit ist das Anpassungspotential von
E. turcicum unter europaischen Bedingungen im Vergleich zu anderen rassenbildenden Er-
regern als deutlich geringer einzuschéatzen. Die in Europa verbreiteten Getreidepathogene
Gelbrost im Weizen (Puccinia striiformis f. sp. tritici) und Mehltau in der Gerste (Erysiphe
graminis f. sp. hordei) sind beispielsweise in der Lage, bei entsprechendem Selektionsdruck
bereits nach zwei bis drei Jahren monogene Resistenzen vollstandig zu Gberwinden (Va-
llavieille-Pope et al., 2012; Wolfe & McDermott, 1994; Hovmgller et al., 2015). Anpassungs-
potentiale in diesen kurzen Zeitrdumen in klimatisch gemafgigten Breiten sind fir das Pa-
thosystem Mais - E. turcicum bisher nicht belegt.

Vor diesem Hintergrund und den genannten Unterschieden in der Anzahl der Isolate zwi-
schen den Jahren einzelner Regionen erscheint es wenig sinnvoll, im Verlauf der Diskus-
sion Jahreseffekte innerhalb des Erhebungszeitraums von zwei Jahren zu diskutieren. Des-
halb wurde in der vorliegenden Arbeit darauf verzichtet, die Ergebnisse zum Rassenauf-
kommen und zu den Virulenzfrequenzen fiir die beiden Jahre einzeln darzustellen. Fir die
Darstellung dynamischer Prozesse in der Entstehung virulenter Rassen von E. turcicum in

Europa waére ein langerer Erhebungszeitraum notwendig.
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Die Bezeichnung der Rassen von E. turcicum erfolgt seit 1989 als Auflistung der Resistenz-
gene, gegenuber denen das jeweilige Isolat virulent ist. Die Rasse 3N ist beispielsweise
virulent gegen Ht3 und HtN. Isolate mit der Rassenbezeichnung 0 sind avirulent gegentiber
den getesteten Resistenzgenen. Mit dieser systematischen Rassenbenennung haben Le-
onard et al. (1989) eine einfache und international einheitliche Nomenklatur etabliert. In der
vorliegenden Arbeit wurden vier Resistenzgene untersucht, demnach besteht theoretisch
die Moglichkeit, 2* = 16 verschiedene Rassen bzw. Pathotypen zu beschreiben.

Far die Jahre 2011 und 2012 wurden insgesamt zwolf verschiedene Rassen in der europa-
ischen E. turcicum Population beschrieben. Diese Zahl deutet zun&chst auf eine hohe
Diversitat in der Population hin. Auffallig ist allerdings, dass im Mittel der beiden Jahre 96%
der Isolate in lediglich vier Rassen eingeteilt werden kdnnen, wobei der Gesamtanteil der

avirulenten Isolate (Rasse 0) bei 45% lag.

Die mit Abstand hochsten Anteile der Rasse 0 wurden in den nordwestlichen Kistenregio-
nen Bretagne/Normandie und Niederlande/Belgien mit 88% und 76% nachgewiesen. Diese
beiden Kistenregionen haben sich seit Anfang der 1970er Jahre zu aktuell sehr intensiven
Maisanbauregionen entwickelt (AGPM, 2016; Baufeld, 2004). Eine plausible Erklarung fur
die hohen Anteile avirulenter Isolate in diesen Regionen kdnnte ein fehlender Selektions-
druck durch den Anbau von Sorten ohne die untersuchten Ht-Resistenzgene sein. Rasse 1
wurde in diesen Regionen bisher nicht nachgewiesen. Das Vorkommen der Rassen 3 und
3N in den beiden Regionen, wenn auch in geringen Anteilen, spricht hingegen grundsatzlich
daflir, dass Sorten mit den Resistenzgenen Ht3 und HtN eine gewisse Bedeutung im Anbau
haben. Ein Grund fur den geringen Anteil der Rassen 3 und 3N kdnnte auch darin begrindet
sein, dass der Anbau von Sorten mit den entsprechenden Resistenzgenen erst seit einem
kurzen Zeitraum oder in sehr geringem Umfang in diesen Regionen stattfindet. Darlber
hinaus sind diese Regionen durch maritimes Seeklima gekennzeichnet, das sich durch
milde bis kilhle Frihsommermonate auszeichnet (Schuhmann, 1986). Diese klimatischen
Bedingungen tragen vermutlich, im Vergleich zu den warmeren sudlicheren Regionen des
Untersuchungsgebietes, bei vorhandenem Selektionsdruck zu einem verringerten Anpas-

sungspotential von E. turcicum bei.

Untersuchungen mit Isolaten aus den Jahren 1991 und 1992 aus den Regionen Siidwest-
frankreich, Osterreich (Steiermark) und der Schweiz ergaben einen Anteil der Rasse 0 von
95% (Welz & Geiger, 1995). Legt man den Untersuchungen von Welz & Geiger (1995)
vergleichend die entsprechenden Regionen Siidwestfrankreich, Osterreich (Steier-
mark)/Ungarn und die Oberrheinregion der vorliegenden Arbeit zu Grunde, so ist der Anteil
der Rasse 0 in diesem 20-jahrigen Zeitraum von 95% auf 24% zuriickgegangen. In den

USA wurde ein ahnlicher Riickgang des Anteils der Rasse 0 von 83% auf 49% Uber einen
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20-jahrigen Zeitraum von 1974 bis 1994 beobachtet. Im gleichen Zeitraum stieg dort der
Anteil der Rasse 1 von 2% auf 36% an (Ferguson & Carson, 2007). Im Norden Chinas
dominierten in den Jahren 2000 bis 2002 ebenfalls die Rasse 0 und Rasse 1 mit Anteilen
von 41% und 18% (Dong et al., 2008). In Israel (Abadi et al., 1989) und Uganda (Bigirwa et
al., 1993) wurde ausschlief3lich Rasse 0 beschrieben. In Kenia stellte die Rasse 0 ebenfalls
den groldten Anteil mit 29%, gefolgt von Rasse 2 mit 20% (Muiru et al., 2010).

Sowohl in den USA als auch in China wird der Riickgang der Rasse 0 mit einem einherge-
henden Anstieg der Rasse 1 durch die Nutzung des Resistenzgens Htl in kommerziellen
Sorten und dem dadurch gestiegenen Selektionsdruck erklart (Ferguson & Carson, 2007,
Dong et al., 2008). Nachdem Welz & Geiger (1995) fur die oben genannten europdaischen
Regionen fast ausschlief3lich Rasse 0 beschrieben hatten, gaben sie Mitte der 1990er Jahre
zu Recht die Empfehlung, dass die Verwendung von Htl in europaischen Maissorten zu-
mindest kurzfristigen Schutz vor der Turcicum-Blattdirre bieten wirde. Die seit Anfang der
1990er Jahre deutlich angestiegenen Anteile der Rasse 1, von 0% auf aktuell 44%, deuten
stark darauf hin, dass europaische Maisziichter dieser Empfehlung gefolgt sind. Uber die
tatsachliche Ausstattung aktueller europaischer Maissorten mit Ht-Resistenzgenen sind al-

lerdings keine Informationen o6ffentlich verfugbar.

Hohe Anteile der Rasse 1 wurden vor allem in den warmeren, stdlicher gelegenen Regio-
nen beschrieben. Hier sind insbesondere die Regionen Osterreich (Steiermark)/Ungarn mit
63%, Zentralfrankreich mit 50% und die Oberrheinregion mit einem Anteil von 47% der
Rasse 1 zu nennen. Von diesen Regionen sind die Steiermark und die Oberrheinregion
durch traditionell intensiven Maisanbau mit aktuell regionalen Maisanteilen von tber 50%
der Ackerflache gepragt (Eder et al., 2015; WIFO, 2015). Die hohen Anteile der Rasse 1
sprechen sehr fir eine bereits langjahrige Nutzung von Sorten mit dem Resistenzgen Htl.
Da die jahrlichen Warmesummen aufgrund der klimatischen Gegebenheiten in den drei
Regionen zum Teil den Ansprichen der in den USA angebauten Sorten entsprechen
(Schmidt, 2003), liegt die Vermutung nahe, dass nordamerikanisches Sortenmaterial fir die
Einkreuzung von Htl in européische Sorten genutzt wurde. Diese Vorgehensweise ist
ebenfalls fur klimatisch @hnliche Regionen, wie Nordchina (Welz & Geiger, 2000) und Ser-
bien (Levic et al., 2007) beschrieben. Erwartungsgemal ist in diesen Regionen daraufhin

der Anteil der Rasse 1 durch den erzeugten Selektionsdruck deutlich angestiegen.

In der vorliegenden Arbeit wurde in Europa erstmals die Rasse 3 nachgewiesen. Die héchs-
ten Anteile dieses Pathotyps verzeichnen die Regionen Norditalien mit 45% und Nord-
deutschland mit 34%. Diese Anteile liegen im weltweiten Vergleich auffallend hoch. In Kenia

wurde ein Anteil von 10% beschrieben (Muiru et al., 2010), wohingegen die Anteile in Nord-
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China mit 3,9% (Dong et al., 2008) deutlich geringer ausfielen. Im Rahmen von Virulenzun-
tersuchungen an Isolaten, die Mitte der 1990er Jahre gesammelt wurden, konnte die
Rasse 3 weder in Kenia, China noch Europa nachgewiesen werden (Welz, 1998). Ferguson
& Carson (2007) konnten in ihren Untersuchungen fir die USA in einer Sammlung von 242
Isolaten lediglich ein Isolat der Rasse 3 zuordnen. Unter den virulenten Isolaten in Nordita-
lien wiesen alle mindestens eine Virulenz fur Ht3 auf. Die Rasse 1 wurde in dieser Region
nicht nachgewiesen. Die Situation in Norditalien deutet also stark darauf hin, dass dort seit
mehreren Jahren flachendeckend Sorten angebaut wurden, die neben Ht3 keine der wei-
teren der untersuchten Ht-Resistenzgene trugen oder nur in sehr geringem Umfang. Fur
diese Schlussfolgerung sprechen der geringe Anteil weiterer virulenter Rassen und dartiber
hinaus der sehr geringe Anteil komplexer Rassen. Komplexe Rassen erreichen vor allem
dann hohe Anteile in einer Pathogenpopulation, wenn lber einen langeren Zeitraum gleich-
zeitig ein Selektionsdruck durch mehrere Resistenzgene besteht, insbesondere dann, wenn
diese Resistenzgene in flachenmaliig stark angebauten Genotypen pyramidisiert genutzt
wurden. Aufgrund der Dominanz von Isolaten mit der alleinigen Virulenz fir Ht3 scheint dies
fur die Region Norditalien nicht der Fall zu sein. Ahnliche Schlussfolgerungen kénnen auch
fir das Resistenzgen Htl in der Region Osterreich (Steiermark)/Ungarn getroffen werden.
Dort wurden neben der Rasse 1 mit einem Anteil von 63% auch weitere komplexere Rassen
beschrieben. Der Anteil der komplexeren Rassen fiel allerdings vergleichsweise gering aus
und lasst dadurch ebenfalls den Schluss zu, dass in dieser Region kein langjahriger fla-
chendeckender Selektionsdruck auf die E. turcicum Population durch die parallele Verwen-

dung mehrerer Ht-Resistenzgene bestand.

Die Rasse 3N wurde in dieser Arbeit ebenfalls erstmals und zugleich flachendeckend mit
Ausnahme der Region Osterreich/Ungarn in Europa nachgewiesen. Den hochsten Anteil
erreicht die Rasse 3N in Sudwestfrankreich mit 38% und stellt damit in der Region vor der
Rasse 0 die dominierende Rasse dar. Sudwestfrankreich ist durch hohe Temperaturen und
langjahrigen, intensiven mit zum Teil unter Beregnung stattfindendem Maisanbau gekenn-
zeichnet (Meissle et al., 2010). Der hohe Anteil der Rasse 3N legt die Vermutung nahe,
dass in dieser Region seit mehreren Jahren ein relativ hoher Selektionsdruck durch die
Verwendung der Resistenzgene Ht3 und HtN in den dort angebauten Sorten besteht. Auf-
grund des relativ geringen Anteils der Rasse 3 von 7% liegt es dartber hinaus nahe, dass
die angebauten Maisgenotypen haufig beide Resistenzgene gleichzeitig tragen. Nur in die-
sem Fall bewirkt eine kombinierte Virulenz gegentber Ht3 und HtN einen Fitnessvorteil fur
Isolate der Rasse 3N und lasst dessen Frequenz in der Population signifikant ansteigen.

Aufgrund der gleichméaRigen Verteilung der Rasse 3N in den Regionen Norddeutschland,
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Niederlande/Belgien, Stuiddeutschland/Osterreich, Tschechien/Polen und der Oberrheinre-
gion mit Anteilen zwischen 10% und 16% ist es wahrscheinlich, dass auch in diesen Regi-
onen zumindest zu einem gewissen Anteil die angebauten Sorten mit den Resistenzgenen
HtN und/oder Ht3 ausgestattet sind.

Die Kombination der Virulenzen fur Ht3 und HtN, als Rasse 3N, stellt in der vorliegenden
Arbeit keine Besonderheit dar. Insgesamt treten 95% der Virulenzen fir HtN in Kombination
mit Ht3 auf. Lediglich in der Region Osterreich/Ungarn konnte eine Virulenz gegeniiber HtN
unabh&ngig von Ht3 in einem Isolat der Rasse 1N nachgewiesen werden. Diese Beobach-
tungen lassen zunachst eine enge Kopplung der Virulenzen fir HtN und Ht3 vermuten. In
Kreuzungsversuchen zwischen E. turcicum Isolaten der Rassen 0 und 23N mit anschlie-
Render Bestimmung der Aufspaltungsverhaltnisse der Virulenzen konnten Welz & Geiger
(1995) zeigen, dass die Virulenzen fir HtN und Ht3 unabhéngig voneinander vererbt wer-
den. Fir eine unabhangige Vererbung sprechen ebenfalls Ergebnisse zu Untersuchungen
des Rassenspektrums aus China und Kenia, in denen lediglich 28% und 38% der HtN Vi-
rulenzen in Kombination mit einer Virulenz fur Ht3 auftraten (Dong et al., 2008; Welz &
Geiger, 1995). Im Rahmen von Untersuchungen zum Rassenauftreten aus den USA wur-
den Virulenzen gegen HtN hingegen ausschlieRlich in Kombination mit Ht3 nachgewiesen
(Ferguson & Carson, 2007).

Der insgesamt hohe und in den nordwestlichen Kistenregionen sehr hohe Anteil der
Rasse 0 deutet darauf hin, dass nach wie vor ein gro3er Anteil der im Anbau befindlichen
Sorten keines der untersuchten Ht-Resistenzgene tragt. Uber die Hintergriinde der Entste-
hung der komplexeren Rassen 123 und 13N bzw. der Rassen mit sehr geringen Anteilen,
wie 2, 23, 12 und 1N kann aufgrund der fehlenden Informationen zur Resistenzgenausstat-
tung der angebauten Sorten nur spekuliert werden. Grundsatzlich sind nennenswerte An-
teile von virulenten Isolaten in Pathogenpopulation erst nach entsprechendem Selektions-
druck und darauf folgenden koevolutionaren Anpassungen in der Pathogenpopulation zu
erwarten (Wolfe & McDermott, 1994). Dennoch ist es mdglich, dass bereits vor dem Aufbau
eines Selektionsdrucks durch die Verwendung von Resistenzgenen, virulente Pathotypen
gegen eben diese Resistenzgene in sehr geringer Frequenz in der Population vorhanden
sind. So wurden zum Beispiel die Rassen 23 und 23N in den USA erstmals fiir Isolate be-
schrieben, die 1957 gesammelt wurden. Dartber hinaus erreichte die Rasse 23N in den
Jahren 1974 bis 1977 in den USA einen Anteil von 14% (Ferguson & Carson, 2007). Dies
ist bemerkenswert, denn die Resistenzgene Ht2 (Hooker, 1977), Ht3 (Hooker, 1981) und
HtN (Gevers, 1975) wurden alle erst Ende der 1970er Jahre entdeckt und systematisch

beschrieben. Bis Ende der 1980er Jahre beschrankte sich die Nutzung der drei Resistenz-
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gene in den USA auf Experimentalhybriden auf sehr begrenzter Flache in Zuchtgérten (Le-
onard et al., 1989). Diese Beispiele verdeutlichen, dass es nicht nur méglich ist, sondern
dass man grundséatzlich davon ausgehen muss, Virulenzen fur die untersuchten Ht-Resis-
tenzgene auch ohne vorhandenen Selektionsdruck in der E. turcicum Population zu finden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass vor allem Virulenzen fir Ht2 und HtN
in Rassen vorkommen, die vielfach einen sehr geringen Anteil in der Population abbilden.
Dazu zahlen sowohl hochkomplexe Rassen, wie 123 und 13N, aber auch weniger komplexe
Rassen, wie 2, 23, 12 oder 1N. Aufgrund der bereits vorhandenen Virulenzen in der E. tur-
cicum Population wirde die flaichendeckende Nutzung der Resistenzgene Ht2 und HtN in
den untersuchten Regionen wahrscheinlich zu einem schnellen Anstieg der entsprechen-

den Virulenzen fuhren.

Ein weiterer Grund fir die geringen Anteile von Pathotypen mit kombinierten Virulenzen
kann in dem bekannten Phanomen des Fitnessverlustes durch das Tragen mehrerer kom-
binierter Virulenzen begriindet liegen (Agrios, 2008). Die Anteile der genannten Rassen
fallen trotz offensichtlich vorhandenem Selektionsdruck fir wenigstens eine der Virulenzen
in den jeweiligen Pathotypen sehr gering aus. In der vorliegenden Arbeit trifft dies auf die
Rassen 123 und 1N in der Region Osterreich/Ungarn und auf die Rasse 13N in der Ober-
rheinregion zu. Anhand von Aggressivitatsbestimmungen an hochanfalligen Maisinzuchtli-
nien gegenuber E. turcicum konnte Brandt (2014) eine negative Korrelation zwischen Viru-
lenz und Aggressivitat aufzeigen. Als Teil der Fitness eines Isolates lag die Fahigkeit, Blatt-
gewebe zu besiedeln, bei avirulenten Isolaten hoher als bei virulenten. Diese Ergebnisse
koénnten eine Erklarung fur den sehr geringen Anteil der Rasse 13N in der Oberrheinregion
sein. Aufgrund der hohen Anteile der Rassen 1, 3 und 3N ist ein vorhandener Selektions-
druck vor allem durch die Resistenzgene Htl und Ht3 sehr wahrscheinlich. Dennoch liegt
der Anteil der Isolate, die alle Virulenzen kombiniert tragen, bei gerade einmal 1,3%. Die
kombinierte Virulenz gegen drei Ht-Gene in der Rasse 13N bewirkt in diesem Fall mdglich-
erweise einen Fitnessverlust, wodurch der Anteil der Rasse in der Region auf einem gerin-
gen Niveau verbleibt. Ein weiterer Erklarungsansatz fur die geringen Anteile der komplexen
Rassen kann darin gesehen werden, dass die Virulenzen bzw. Virulenzkombinationen erst
seit einem kurzen Zeitraum in den jeweiligen Regionen auftreten und sich aufgrund des
Zeitfaktors noch keine héheren Anteile etablieren konnten. Als grundsatzliche Vorausset-
zung fur das Auftreten hochkomplexer Rassen mit hohen Anteilen ist der flichendeckende
Anbau von Maissorten mit einer mdglichst breiten Ausstattung an Resistenzgenen in einem
Genotyp zu sehen. Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist diese Bedingung

in den untersuchten Regionen mit sehr grof3er Wahrscheinlichkeit nicht erflillt.
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Im Folgenden sollen weniger einzelne Rassen als vielmehr die Rassendiversitat innerhalb
und zwischen den untersuchten Regionen im Mittelpunkt stehen. Die Vorgehensweise der
Probensammlung und die daraus resultierende Sammlung an E. turcicum Isolaten als
Grundlage der vorliegenden Arbeit wurden bereits diskutiert. Insbesondere die stark variie-
rende Anzahl an Isolaten zwischen den Regionen stellt einen Nachteil fir die vergleichende
Bewertung der regionalen Diversitaten dar. Aufgrund der hohen Anzahl an Isolaten ermdg-
lichen die vorliegenden Daten dennoch eine solide vergleichende Aussage zu den regiona-
len Rassendiversitaten von E. turcicum. Die Entwicklung der genetischen Diversitat von
Pathogenpopulationen wird durch mehrere Faktoren beeinflusst und stellt in jedem Fall ei-
nen Blick in die Vergangenheit der jeweiligen Population dar. Der bedeutendste Faktor, der
zur Veranderung der Diversitat beitragt, ist die Selektion. Der Anteil einer in der Pathogen-
population vorkommenden Virulenz wird sich nur dann erhéhen, wenn das korrespondie-
rende Resistenzgen in den angebauten Sorten verwendet wird. Der Selektionsdruck wirkt
umso stéarker, je groer die Flache und je langer der Zeitraum ist, in dem das Resistenzgen
verwendet wird. In Folge dessen kommt es zu einem Anstieg der Virulenz in der Population
und das Resistenzgen wird unwirksam (McDonald & Linde, 2002). Die drei wichtigsten Fak-
toren, die auf der Pathogenseite fur ein Auftreten von Virulenzen sorgen, sind Mutation,
Rekombination und Migration. Es wurde bereits erlautert, dass Rekombination bei E. turci-
cum unter mitteleuropéischen Bedingungen als sehr unwahrscheinlich zu erachten ist
(Borchardt et al., 1998b). Dariiber hinaus sprechen die sehr geringen Anteile von hochkom-
plexen Rassen grundsatzlich ebenfalls gegen das Vorkommen von sexueller Rekombina-
tion von E. turcicum in Europa. Durch Rekombination wird die Wahrscheinlichkeit, dass Vi-
rulenzen in einem Pathotyp kombiniert bzw. pyramidisiert vorkommen, deutlich erhéht.
(Andrivon & Vallavieille-Pope, 1995; Miedaner, 2011). In vorwiegend klonalen Erregerpo-
pulationen, wie die in der vorliegenden Arbeit untersuchte E. turcicum Population, dominie-
ren hingegen wenige Pathotypen mit einer geringen Virulenzkomplexitat. Vergleicht man
die Rassespektren aller zehn Regionen miteinander, so fallt auf, dass mit Ausnahme der
Regionen Osterreich/Ungarn und Norditalien die Unterschiede fast ausschlieBlich auf der
unterschiedlichen Verteilung der vier dominierenden Rassen 0, 1, 3 und 3N beruhen. Dieser
Sachverhalt spricht wiederum fiir eine klonale Vermehrung innerhalb der regionalen Popu-
lationen und dartber hinaus fir eine stattfindende Migration von Pathotypen zwischen den
Regionen. Eine Migration von E. turcicum Pathotypen in Form von Sporenflug tber gré3ere
Distanzen wurde bereits in den USA nachgewiesen (Ferguson & Carson, 2004)). Fur Eu-
ropa konnten Borchardt et al. (1998b) die Alpen als natiirliche Barriere fur die Migration von
E. turcicum in Nord-Siid Richtung beschreiben. Fiir die zwei Regionen Norditalien und Os-
terreich/Ungarn, die durch die Alpen nach Norden von allen anderen Regionen abgegrenzt

sind, zeigen sich im Vergleich zu den Regionen nérdlich der Alpen deutliche Unterschiede
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im Rassenspektrum. Die Region Osterreich/Ungarn grenzt sich vor allem durch den héch-
sten Anteil der Rasse 1 und gleichzeitig einen sehr geringen Anteil der Rasse 3 bzw. der
nicht vorhandenen Rasse 3N von den Regionen nordlich der Alpen ab. In Norditalien konnte
zum Beispiel die Rasse 1 gar nicht, dafiir aber die Rasse 3 mit dem hdchsten Anteil aller
Regionen nachgewiesen werden. Die durch Borchardt et al. (1998b) aufgestellte Hypothese
der Trennung der europaischen E. turcicum Populationen durch die Alpen wird demnach
durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzt. Offensichtlich stellen nicht nur die
Alpen eine Migrationsbarriere fur E. turcicum dar, denn auch die nordwestlichen Kistenre-
gionen Bretagne/Normandie und Niederlande/Belgien grenzen sich durch ihr Rassenmus-
ter relativ klar von den sudlicheren Regionen ab. Beide Regionen weisen die mit Abstand
hochsten Anteile fiir die Rasse 0 auf und dartber hinaus wurde in keiner der Regionen die
Rasse 1 identifiziert. Dieses Rassenmuster stellt ein Alleinstellungsmerkmal dieser beiden
Regionen dar. Als Barriere fur die Migration ist in diesem Fall die grof3e rAumliche Distanz
zu den sudlicheren Regionen zu sehen. Eine weitere Erklarung dafir, dass Isolate der
Rasse 1 in den beiden Regionen nicht gefunden wurden, kann ebenfalls ein fehlender Se-
lektionsdruck durch Htl in den dort angebauten frihreifen Sortentypen sein. Vor dem Hin-
tergrund des fehlenden Auftretens der Rasse 1 bei einem Umfang von 141 untersuchten
Isolaten in den beiden Regionen erscheint eine Migration Uber Sporenflug beispielsweise

aus der Oberrheinregion in diese Regionen als sehr unwahrscheinlich.

Eine bedeutende Quelle flr Variation innerhalb einer Pathogenpopulation stellt die Mutation
dar. Kommt es in einem Avirulenzgen zu einer Defektmutation, so ist die Synthese des mit
dem Resistenzgen korrespondierenden Effektors unterbunden und das betreffende Isolat
wird virulent. Die Wirtspflanze ist dann nicht mehr in der Lage, den Erreger zu erkennen
und abzuwehren. Mutationen in Pathogenpopulationen treten allerdings sehr selten auf. Je
grolRer eine Population ist, desto héher ist die Wahrscheinlicht des Auftretens einer Muta-
tion (Wolfe & McDermott, 1994). Bezogen auf die E. turcicum Populationen sind hohe Ver-
mehrungsraten mit folglich extrem hohen Anzahlen vitaler Sporen mit steigenden absoluten
Anzahlen an Mutationen verbunden. Hohe Vermehrungsraten bei E. turcicum treten vor al-
lem bei starkem Befall in den warmeren sudlicheren Maisanbaugebieten auf, da diese Re-
gionen durch optimale Bedingungen fiir E. turcicum gekennzeichnet sind. In Europa treffen
diese Bedingungen insbesondere fur die Regionen Sidwestfrankreich, Oberrheinregion,
Suddeutschland/Osterreich, Osterreich/Ungarn und Norditalien zu (Meissle et al., 2010) Im
Folgenden werden die genannten Regionen deshalb als Regionen mit hohem Turcicum-
Risiko bezeichnet. Optimale klimatische Bedingungen in Kombination mit anfalligen Wirts-

pflanzen flihren generell zu einer erhéhten Diversitat in der jeweiligen Pathogenpopulation.
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Ein Selektionsdruck, hervorgerufen durch Resistenzgene hingegen, hat generell eine Re-
duktion der Rassendiversitat zur Folge (Miedaner, 2011). Vor diesem Hintergrund wird in
den Regionen mit hohem Turcicum-Risiko tendenziell eine hdhere Diversitat an virulenten
Rassen erwartet. Unter Betrachtung des rel. Gleason Index (Hgr) und des rel. Shannon
Index (Hsr) als MaR fur die Rassendiversitat weisen die Regionen Norditalien und Oster-
reich/Ungarn fir beide Indizes die héchsten Werte (Her > 0,21; Hsg > 0,39) auf, wahrend
die beiden nordlichen Kistenregionen Bretagne/Normandie und Niederlande/Belgien fir
beide Indizes sehr geringe Werte zeigen. Dieser Sachverhalt kann lediglich ein Hinweis
darauf sein, dass in den Regionen Norditalien und Osterreich/Ungarn haufiger Mutationen
auftreten als in den anderen Regionen. Die geringe Rassendiversitat in den nérdlichen Re-
gionen ist vermutlich nicht das Ergebnis einer angepassten Population an einen vorhande-
nen Selektionsdruck. Dies zeigt sich anhand der kumulierten Anteile der zwei haufigsten
Rassen. Die Regionen Tschechien/Polen, Bretagne/Normandie und Niederlande/Belgien
weisen fir diesen Parameter Werte von 84% bis 94% auf. Der weitaus gréf3te Teil dieses
kumulierten Wertes wird durch die Rasse 0, also durch avirulente Isolate, abgedeckt. Der
hohe Anteil der Rasse 0 kann kein Ergebnis einer Anpassung an einen Selektionsdruck
sein. Ganz im Gegenteil missen diese hohen Anteile der Rasse 0 als Hinweis auf einen
fehlenden Selektionsdruck und dartber hinaus fur eine klonale Vermehrung innerhalb der

Population gedeutet werden.

Unter den fUnf Regionen mit den geringsten Anteilen der zwei haufigsten Rassen befinden
sich vier Regionen mit hohem Turcicum-Risiko. Dartiber hinaus weist der Shannon-Diver-
sitats-Index fir diese Regionen die hdchsten Werte auf (Abb. 15). Es konnte generell eine
signifikant (p < 0,001) negative Korrelation fir den Shannon-Index und dem kumulierten
Anteil der zwei haufigsten Rassen festgestellt werden. Der gemeinsame Anteil der zwei
haufigsten Rassen in einer Region kann demnach als einfacher Indikator zur Einschatzung
der regionalen Rassendiversitat herangezogen werden. Die hoheren Werte der Rassen-
diversitat in den Turcicum-Risikoregionen waren zu erwarten. Denn in diesen Regionen ist
E. turcicum schon seit Mitte der 1990er Jahre etabliert (Borchardt et al., 1998b) und war in
den folgenden Jahren bei einer ausgedehnt vorhandenen Wirtspopulation in Form von in-
tensivem Maisanbau unter optimalen Wachstumsbedingungen keinem Selektionsdruck
ausgesetzt. Ein nennenswerter Selektionsdruck durch die Verwendung von Ht-Resistenz-
genen in europaischen Maiszuchtprogrammen setzte vermutlich friihestens in den 2000er
Jahren ein, nachdem Welz & Geiger (1995) die Verwendung von Ht-Resistenzgenen fir die
Bekadmpfung der Turcicum-Blattdiirre empfahlen. Bis zum Einsetzen des Selektionsdrucks

als reduzierender Faktor fur die Rassendiversitat konnten sich die Populationen also durch
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unbeeinflusste Mutationen und Migration vorwiegend durch klonale Vermehrung frei entwi-
ckeln. Wenn sich eine E. turcicum Population Gber mehrere Jahre auf anfélligen Genotypen
unter gunstigen klimatischen Bedingungen entwickeln kann, besteht auch bei tiberwiegend
klonaler Vermehrung die Mdglichkeit die Diversitat innerhalb der Population signifikant zu
erhdéhen (Borchardt et al., 1998b); (Ferguson & Carson, 2004; Borchardt et al., 1998b).
Diese Gegebenheiten sind fir die sideuropaischen Maisanbauregionen zutreffend. Die Be-
deutung des genetischen Austausches zwischen den Regionen durch Migration als Beitrag
zur Steigerung der Diversitat ist zwischen den Regionen ndrdlich der Alpen sehr wahr-
scheinlich. Dies legen Untersuchungen zur genetischen Verwandtschaft europaischer
E. turcicum Isolate durch Borchardt et al. (1998b) nahe. Darliber hinaus wird diese Aussage
durch die sehr ahnlichen Rassenspektren zwischen den Regionen nordlich der Alpen un-

termauert.

Die Virulenzkomplexitat beschreibt die Anzahl der Virulenzen, die in einem Isolat vereint
sind. Um Isolate mit mehreren Virulenzen hervorzubringen, ist entweder der eher unwahr-
scheinliche Fall einer Defektmutation mehrerer Avirulenzgene in ein und demselben Isolat
notwendig oder die Virulenzgene mussen tber Rekombination zwischen den Isolaten aus-
getauscht und so kombiniert werden (Andrivon & Vallavieille-Pope, 1993). In der vorliegen-
den Arbeit konnten Isolate mit bis zu drei kombinierten Virulenzen beschrieben werden.
Allerdings liegt der Anteil der Isolate mit drei Virulenzen insgesamt bei lediglich 0,7%. Im
weltweiten Vergleich fallen die Anteile hochkomplexer Rassen in der europaischen
E. turcicum Population vergleichsweise gering aus. Fur die Regionen China und Mexiko
lagen die Anteile von Isolaten mit drei kombinierten Virulenzen in den 1990er Jahren bei
22% und 36%. In Kenia hingegen lediglich bei 4% (Welz, 1998). Umfangreiche Untersu-
chungen an lIsolaten, die Uber zwei Jahrzehnte insbesondere im Osten der USA ab 1975
gesammelt wurden, weisen im Mittel einen Anteil von 12% hochkomplexer Rassen auf. Fir
einzelne Regionen erreichen die Werte bis zu 31% (Ferguson & Carson, 2004). Aktuellere
Untersuchungen aus China mit Isolaten aus den Jahren 2000 bis 2002 ergaben Werte von
8% hochkomplexer Rassen, wobei hier ebenfalls die Rasse 123N mit vier Virulenzen ent-
halten ist (Dong et al., 2008). In Europa weist die Region Osterreich/Ungarn mit 8,3% den
hochsten Anteil einer hochkomplexen Rasse mit drei Virulenzen auf. In den Regionen Sid-
deutschland/Osterreich und der Oberrheinregion konnten ebenfalls Isolate mit Kombinatio-
nen von drei Virulenzen nachgewiesen werden, wobei es sich bei den Funden jeweils um
ein einziges Isolat handelt. Die Rasse 123 wurde lediglich in Stiddeutschland und in der
Region Osterreich/Ungarn nachgewiesen. Eine Mdglichkeit fir die Kombination von Viru-
lenzen in einem Isolat kann der Austausch durch sexuelle Rekombination sein. Diese ist fur

E. turcicum bisher lediglich unter giinstigen tropischen Bedingungen nachgewiesen
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(Borchardt et al., 1998a; Bunkoed et al., 2014). Da die klimatischen Bedingungen in der
Region Osterreich/Ungarn fir E. turcicum als sehr gut beschrieben werden kénnen, kann
die Entstehung der Rasse 123 durchaus in dieser Region vermutet werden. Da in beiden
Regionen Zuchtstandorte von Maiszuchtfirmen angesiedelt sind, liegt die Vermutung nahe,
dass Mitarbeiter insbesondere in der Befallsphase von E. turcicum zwischen diesen Regi-
onen pendeln. Dies kdnnte als ein moglicher Migrationsweg der Rasse 123 aus der Region
Osterreich/Ungarn Uber die Alpen-Barriere in die Suiddeutsche Region in Betracht gezogen

werden.

In der vorliegenden Arbeit wiesen 16,6% der untersuchten Isolate eine Kombination von
zwei Virulenzen auf. Dieser Anteil wird fast ausschlief3lich durch die Rasse 3N abgedeckt.
Das flachendeckende Auftreten dieser Rasse in allen Regionen, abgesehen von der Region
Osterreich/Ungarn, lasst die Kombination der Resistenzgene Ht3 und HtN als wenig aus-

sichtsreich zur Bekampfung der Turcicum-Blattdiirre erscheinen.

Es bestand ein signifikanter (p < 0,01) Zusammenhang zwischen den Merkmalen Virulenz-
komplexitéat und dem Shannon-Diversitatsindex (r = 0,807). Da die Werte fur diese beiden
Indizes zwischen den Regionen sehr stark schwanken, missen die Ursachen fir diese
Schwankungen in den unterschiedlichen regionalen Bedingungen fir E. turcicum vermutet
werden. Den héchsten Shannon-Indexwert weist die Region Osterreich/Ungarn auf. Dar-
Uber hinaus wies die Region mit 8,3% den hdchsten Anteil hochkomplexer Rassen auf.
Neben der Region Osterreich/Ungarn wurden lediglich in Siiddeutschland/Osterreich und
der Oberrheinregion hochkomplexe Rassen mit drei Virulenzen gefunden. Diese drei Regi-
onen sind anders als die nérdlicheren Regionen durch ein hohes Turcicum-Risiko gekenn-
zeichnet (Meissle et al., 2010). Die beiden nordlichen Kistenregionen sind durch die ge-
ringsten Werte der Virulenzkomplexitat und der Rassendiversitat charakterisiert. Eine Er-
klarung fur diesen Zusammenhang kann in der méglicherweise stattfindenden Rekombina-
tion von E. turcicum in den klimatisch ginstigen Regionen vermutet werden. Die vorliegen-
den Daten zeigen mit wenigen Aushahmen den Trend, dass je sudlicher die untersuchte
Region in Europa liegt, desto hoher die Rassendiversitat und Komplexitat ist. Die sexuelle
Rekombination stellt grundsatzlich einen wichtigen Faktor im Austausch von Virulenzen
zwischen Pathotypen dar. Fur E. turcicum sind bisher lediglich fiir China anhand zwei von-
einander unabhangigen Funden Isolate bekannt, die gleichzeitig vier Virulenzen in einem
Pathotyp als Rasse 123N vereinen (Welz, 1998; Dong et al., 2008). Genetische Populati-
onsanalysen fir die Region im Stiden Chinas haben ergeben, dass sexuelle Rekombination
in der E. turcicum Population dort sehr wahrscheinlich ist (Borchardt et al., 1998a; Fan et
al., 2007). Im Jahr 2014 wurden zudem in einer nahe gelegenen und klimatisch &hnlichen

Region in Thailand erstmalig Pseudothezien von Setosphaeria turcica, der teleomorphen
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Form von E. turcicum, unter natirlichen Feldbedingungen nachgewiesen (Bunkoed et al.,
2014).

Der hier aufgezeigte Zusammenhang zwischen der Rassendiversitat und Komplexitat kann
anhand anderer Pathosysteme mit rassenbildenden Erregern insbesondere im Getreide
nicht bestatigt werden (Andrivon & Vallavieille-Pope, 1995). Eine Erklarung dafir kann in
der verschiedenen Biologie der Erreger vermutet werden. Beispielsweise sind im Vergleich
zum Pathosystem Mehltau in der Gerste (Erysiphe graminis f. sp. hordei) die Vermehrungs-
raten bei E. turcicum deutlich geringer. Die Sporen legen uber Windverbreitung geringere
Distanzen zurtick und es findet fast ausschlieB3lich asexuelle Vermehrung im Feld statt
(McDonald & Linde, 2002; Borchardt et al., 1998b). Dartiber hinaus ist eine deutlich gerin-
gere Anzahl an monogenen Resistenzen im Mais gegen E. turcicum bekannt. All diese Fak-
toren fuhren dazu, dass das Potential, hochkomplexe Rassen auszubilden und diese
schnell Gber groRe Distanzen zu verbreiten, im Vergleich zu den dominierenden rassenbil-
denden Erregern im Getreide, wie beispielsweise Roste und Mehltau, geringer einzuschat-
zen ist. Die Kenntnis Uber das Vorhandensein hochkomplexer Rassen ist vor allem fir die
Frage wichtig, ob ein Pyramidisieren von Resistenzgenen in Maissorten sinnvoll ist. Auf-
grund der Biologie von E. turcicum in den untersuchten europdischen Regionen und dem
damit einhergehenden geringen Risiko zur Ausbildung hochkomplexer Rassen erscheint

ein Pyramidisieren der Resistenzgene in den Sorten empfehlenswert.

Bisher waren die regionalen Rassenspektren und die moéglichen Hintergriinde zur Entste-
hung und Verbreitung bestimmter Rassen innerhalb und zwischen den Regionen Gegen-
stand der Diskussion. Diese Zusammenhange sind vor allem fir das Verstandnis der Po-
pulations- und Virulenzentwicklung von Bedeutung. Um hingegen eine konkrete Aussage
Uber die Wirksamkeit eines Resistenzgens in einer definierten Region machen zu kénnen,
ist weniger die Rassenzusammensetzung oder Komplexitat von Bedeutung, sondern viel
mehr die Information dariber, welche Virulenz in welcher Haufigkeit in der jeweiligen Re-
gion vorkommt. Die Virulenzfrequenz gibt also Auskunft Uber die Wirksamkeit des jeweili-

gen Resistenzgens in einer bestimmten Region.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Virulenzfrequenzen deutliche Unter-
schiede sowohl zwischen den Regionen als auch zwischen den Resistenzgenen festge-
stellt. Insgesamt stellte sich Ht2 als das wirksamste der vier untersuchten Resistenzgene
heraus. Uber alle Regionen gesehen waren lediglich 2,2% der Isolate virulent gegen Ht2.
Die hochsten Anteile von Ht2-Virulenzen verzeichneten die beiden Regionen sidlich der
Alpen mit maximal 8,3% in der Region Osterreich/Ungarn. Untersuchungen Mitte der
1990er Jahre ergaben Werte von 12% fir Ht2 in den stdlichen Maisanbauregionen Euro-

pas (Welz, 1998). Aufgrund der aktuell geringen Werte ist es sehr unwahrscheinlich, dass
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Ht2 bis zum Jahr 2012 in européischen Maissorten enthalten war. Wie bereits durch Welz
et al. (1997) und Ferguson & Carson (2007) fir die USA beschrieben, ist es mdglich, dass
die in sehr geringem Umfang in einzelnen Regionen vorkommenden Virulenzfrequenzen
fur Ht2 auch ohne vorhandenen Selektionsdruck als naturlich auftretende Anteile in den
Populationen zu erklaren sind. In anderen Maisanbauregionen der Welt wurden hingegen
deutlich héhere Virulenzfrequenzen fur Ht2 beschrieben. So lagen die Werte nach Welz
(1998) Mitte der 1990er Jahre in Kenia bei 18%, im nérdlichen China bei 35% und in Mexiko
bei 55%. Fur Anfang der 2000er Jahre lagen die Werte in China bei 19% (Dong et al., 2008).
Die hier genannten Regionen sind im Gegensatz zu Europa durch tropisches Klima ge-
kennzeichnet und bieten somit optimale Entwicklungsvoraussetzungen fur Virulenzen
(Borchardt et al., 1998a; Fan et al., 2007). Vor dem Hintergrund der sehr geringen Virulenz-
frequenzen stellt das Resistenzgen Ht2 unter den vier Ht-Resistenzgenen das gréfite Po-

tential zur Bek&mpfung der Turcicum-Blattdiirre in europaischen Sorten dar.

Die im Mittel Uber alle Regionen hdchste Virulenzfrequenz wurde fir das Resistenzgen Ht3
mit 32% gefolgt von Htl mit 24% nachgewiesen. Die regionalen Werte dieser beiden Re-
sistenzgene zeigen im Vergleich zu Ht2 deutliche Unterschiede. In der Region Oster-
reich/Ungarn ist das Resistenzgen Htl beispielsweise gegen 83% der Isolate unwirksam.
In diesem Fall ist Htl in der Region zur Bekampfung der Turcicum-Blattdirre wertlos. In
den Regionen Zentralfrankreich und der Oberrheinregion ist jedes zweite Isolat virulent ge-
genuber Htl. Die hohen Werte fir diese drei Regionen sind ein deutlicher Hinweis darauf,
dass dort Uber einen langeren Zeitraum relativ stark Sorten mit dem Resistenzgen Htl an-
gebaut wurden. Mitte der 1990er Jahre konnten fur Htl noch keine Virulenzen in Europa
nachgewiesen werden (Welz, 1998). Seitdem ist die Virulenzfrequenz fir Htl innerhalb von
ca. 20 Jahren in der Region Osterreich/Ungarn von 0% auf tiber 80% und in den Regionen
Zentralfrankreich und der Oberrheinregion von 0% auf rund 50% angestiegen. Mitte der
1990er Jahre wurden fur Htl in Europa, Kenia und Mexiko keine Virulenzen gefunden. Im
Norden Chinas und in Teilen der USA hingegen lagen die Virulenzfrequenzen fir Htl zu
der Zeit bereits bei 80% bis 85% (Moghaddam & Pataky, 1994; Welz, 1998). In den USA
wurden seit Ende der 1960er Jahre vermehrt Sorten mit dem Resistenzgen Htl angebaut.
Erste Virulenzen traten in den USA 1972 auf und hatten sich bereits 1980 in allen Maisan-
baugebieten der USA ausgebreitet (Jordan et al., 1983; Pedersen et al., 1986). Aufgrund
der &hnlichen klimatischen Bedingungen wurden Sorten mit dem Resistenzgen Htl aus den
USA ebenfalls flachendeckend in China angebaut (Dong et al., 2008). Diese beiden Bei-
spiele zeigen, dass eine intensive flachendeckende Nutzung von Htl den Anstieg von Vi-

rulenzfrequenzen fir Htl innerhalb eines Zeitraums von zehn Jahren auf Uber 80% zur
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Folge haben kann. Offensichtlich wurde Htl bisher weniger intensiv in frihreifen Sortenty-
pen eingesetzt, die vor allem in den ndrdlichen Maisanbaugebieten von Bedeutung sind.
Denn die Regionen Bretagne/Normandie und Niederlande/Belgien weisen keine Virulenzen
fur Ht1 auf. Die Region Norddeutschland weist mit 17% einen ebenfalls vergleichsweise
geringen Wert auf. In diesem Fall besteht bei flachendeckender Nutzung von Htl das Ri-
siko, dass durch den Selektionsdruck die Virulenzfrequenzen schnell ansteigen und Htl
somit auch hier deutlich an Wirkung verliert. Neben den ndrdlichen Regionen ist interes-
santerweise auch die siudlich der Alpen gelegene Region Norditalien durch eine sehr ge-
ringe Virulenzfrequenz fir Htl gekennzeichnet. Norditalien grenzt sich in diesem Punkt
stark von der ebenfalls siidlich der Alpen gelegenen Region Osterreich/Ungarn ab. Auf-
grund der Uberschneidung der klimatischen Bedingungen in Norditalien mit Teilen der USA
(Schmidt, 2003) ware gerade in dieser Region eine intensive zlichterische Nutzung des
amerikanischen Sortenmaterials mit Ht1 zu erwarten gewesen. Vor dem Hintergrund der
vorliegenden Ergebnisse war dies offensichtlich nicht der Fall und somit kann die Verwen-
dung von Htl in dieser Region aktuell als effektive MaRnahme gegen die Turcicum-Blatt-
durre empfohlen werden. Jedoch besteht insbesondere fur Norditalien aufgrund der klima-
tischen Bedingungen eine grolRere Gefahr des schnellen Anstiegs der Virulenzfrequenzen

als in der kuihleren Region Norddeutschland.

Im Gegensatz zu Htl ist die Virulenzfrequenz fur Ht3 in Norditalien mit 60% am hochsten,
gefolgt von Norddeutschland mit 51%. Die Regionen Bretagne/Normandie (12%) und
Tschechien/Polen (16%) weisen die geringsten Werte fur Ht3 auf. Abgesehen von diesen
beiden Regionen liegt die Virulenzfrequenz fir Ht3 in allen anderen Regionen bei 20% oder
hoher. Diese Werte unterstiitzen die Hypothese, dass in Europa der Anbau von Sorten mit
dem Resistenzgen Ht3 stattfindet, wenn auch nicht flachendeckend. Ein flachendeckender
Anbau von Sorten mit Ht3 ist vor allem fir die Regionen Norditalien sehr wahrscheinlich. In
dieser Region zeigt Ht3 deutliche Wirksamkeitsverluste. Mitte der 1990er Jahre lag die Vi-
rulenzfrequenz fir Ht3 in den sidlich gelegenen Anbaugebieten Europas bereits bei 11%
(Welz, 1998). Da es nicht dokumentiert ist, ob Ht3 zu dieser Zeit bereits flachendeckend im
europaischen Sortenmaterial vorhanden war, kann der Wert von 11% als nattrlich vorkom-
mender Anteil der Virulenz in der Population zu bewerten sein. Uber die Frage, ob diese
durch Mutation oder Migration entstanden ist, kann aktuell lediglich spekuliert werden. An-
teile von 11% einer Virulenz in einer Population ohne korrespondieren Selektionsdruck set-
zen voraus, dass die Virulenz nicht mit einem Fitnessverlust des jeweiligen Isolates verbun-
den ist, denn in dem Fall wiirden die Anteile der Isolate mit geringerer Fitness schnell und
deutlich sinken (Agrios, 2008). In den USA wurde erstmals 1979 eine Virulenz fur Ht3 nach-
gewiesen (Smith & Kinsey, 1980), obgleich in den USA zu diesem Zeitpunkt laut Welz et
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al. (1997) noch keine Sorten mit Ht3 angebaut wurden. Anfang der 1990er Jahre betrug der
Anteil virulenter Isolate fiir Ht3 15% (Ferguson & Carson, 2007). Es wird fur die USA ver-
mutet, dass die Virulenz fur Ht3 aus Mexiko in die USA migriert ist (Welz et al., 1997). Die
Virulenzfrequenz fir Ht3 lag Mitte der 1990er Jahre in Mexiko bei 47% (Welz, 1998). Auf-
grund des in den europdischen Maisanbauregionen flachendeckenden Auftretens von Vi-
rulenzen fur Ht3 erscheint die zlichterische Nutzung dieses Resistenzgens fir die unter-
suchten Regionen als wenig erfolgversprechend.

Fur HtN wurden wie fur Ht3 in jeder der untersuchten Regionen Virulenzen gefunden, wobei
die Werte auch zwischen den Regionen deutliche Unterschiede aufweisen. Insgesamt lag
die Virulenzfrequenz im Mittel Gber alle Regionen fiir HtN bei 14,6%. Wirde man die Region
Sudwestfrankreich mit dem hochsten Wert von 38,2% aus der Betrachtung herausnehmen,
lage der Mittelwert der restlichen Regionen bei 9,7% und damit auf einem relativ geringen
Niveau. Der hohe Wert fir Sidwestfrankreich ist ein Alleinstellungsmerkmal unter den eu-
ropaischen Regionen und kann als Beleg fiur eine langjahrige und flachendeckende Nut-
zung von HtN in den dort angebauten Sorten gesehen werden. Untersuchungen Anfang
der 1990er Jahre konnten keine Virulenz fir HtN in Europa feststellen (Welz, 1998). Ebenso
wie fur das Resistenzgen Htl beschrieben, muss es im Zeitraum zwischen 1990 und 2010
zu einer verbreiteten Nutzung von HtN in europaischen Sorten gekommen sein. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit deuten auf einen Schwerpunkt dieser Nutzung in Stidwest-
frankreich hin. In anderen Maisanbauregionen der Welt lagen die Virulenzfrequenzen fir
HtN bereits in den 1990er Jahren ahnlich hoch oder zum Teil noch deutlich héher als in
Sudwestfrankreich. Dazu zéhlen zum Beispiel Regionen wie Nord-China mit 41,7%, Mexiko
mit 55,5% und Kenia mit 28,2%. In den USA hingegen wurden Anfang der 1990er Jahre
Virulenzfrequenzen flr HtN von 12% festgestellt (Welz, 1998; Ferguson & Carson, 2007).
Abgesehen von den sehr hohen Werten aus den eher tropischen Regionen liegt der Wert
in den USA aus den 1990er Jahren auf demselben Niveau wie der aktuell festgestellte Wert
fur die europdaischen Regionen. Der alteste Nachweis einer Virulenz fir HtN in den USA
erfolgte an einem Isolat aus dem Jahr 1957. Im Rahmen von Virulenzuntersuchungen
wurde an Isolaten Anfang der 1970er Jahre bereits eine Virulenzfrequenz von 14% fir HtN
beschrieben (Ferguson & Carson, 2007). Da zu der Zeit das Resistenzgen HtN noch nicht
beschrieben war (Gevers, 1975), missen andere Faktoren als ein vorhandener Selektions-
druck zu diesen relativ hohen Anteilen geftihrt haben. Ebenso wie fir Ht3 liegt hier die Ver-
mutung nahe, dass Virulenzen fiir HtN aus Mexiko in die USA migriert sind und ohne Fit-
nessverlust tiber einen langen Zeitraum in der Population bestehen konnten. Vor dem Hin-
tergrund des Anstiegs der Virulenzfrequenz fur HtN in Europa von 0% auf aktuell 14,6%

innerhalb eines Zeitraums von 20 Jahren bleibt die Herkunft bzw. Entstehung der Virulenz
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ungeklart. Dieser Frage konnte mit Hilfe von molekulargenetischen Verwandtschaftsanaly-
sen der europdaischen E. turcicum Population nachgegangen werden. Abgesehen von der
Region Sudwestfrankreich kann HtN in Regionen mit geringen Virulenzfrequenzen unter
10% mittelfristig durchaus einen Schutz vor der Turcicum-Blattdirre bieten. Dennoch muss
auch hier aufgrund der flachendeckend vorhandenen Virulenzen mit einem schnellen An-
stieg der Virulenzfrequenzen bei entsprechendem Selektionsdruck gerechnet werden.

Die in dieser Arbeit in Gewéachshausversuchen gewonnenen Ergebnisse zur Virulenzver-
teilung gegeniiber Ht-Resistenzgenen innerhalb Europas wurden durch den regionalen An-
bau von Differentialsortimenten im Feld Uberprift. Fir Ht1 werden die Ergebnisse anhand
der im Feld angebauten Linien durch hohe Befallswerte in den Regionen Osterreich/Ungarn
und der Oberrheinregion bestatigt. Dartiber hinaus zeigten die Htl-Linien in den nordlichen
Regionen die geringsten Befallswerte. Fur HtN wurden die Ergebnisse der Gewéachshaus-
versuche ebenfalls durch die hdchsten Befallswerte in der Region Sudwestfrankreich auf
den HtN-Linien bestatigt. Die Ergebnisse fir die Ht2- und Ht3-Linien fielen hingegen unein-
heitlicher aus. Die Ht2-Linien wiesen generell einen relativ geringen Befall auf, allerdings
wurden insbesondere in der Region Norddeutschland und in Stidwestfrankreich héhere Be-
fallswerte bonitiert. Es wurde berichtet, dass fur Ht2-Linien vor allem in den nérdlichen Kis-
tenregionen haufig hdhere Befallswerte festgestellt wurden, als es die Ergebnisse aus den
Gewachshausversuchen vermuten lieRen (Kessel B, pers. Mitteilung). Ahnliche Beobach-
tungen zu unterschiedlichen Virulenzeigenschaften von Isolaten gegeniber Ht2 und Ht3
zwischen Gewachshausversuchen und Feldversuchen sind dokumentiert (Leath et al.,
1990; Moghaddam & Pataky, 1994). Um diesen Sachverhalt genauer zu betrachten, wur-
den im Rahmen der vorliegenden Arbeit spezielle Versuche beziiglich des Temperaturein-
flusses auf die Wirksamkeit der Resistenzgene durchgefihrt. Diese Versuche ergaben ins-
besondere fir das Resistenzgen Ht2 einen Einfluss der Temperatur auf die Wirksamkeit.
Vor diesem Hintergrund haben Leonard et al. (1989) darauf hingewiesen, dass Virulenzein-
stufungen im Pathosystem Mais — E. turcicum generell unter kontrollierten und konstanten
Temperaturbedingungen stattfinden sollten. Dieser Sachverhalt ist Gegenstand der Diskus-
sion im néchsten Kapitel. Grundsatzlich bleibt festzuhalten, dass Virulenzeinstufungen fir
E. turcicum immer mit einer gewissen Unsicherheit behaftet sind. Dies sollte auch fur die

Ergebnisse dieser Arbeit beachtet werden.

Zusammenfassend kénnen auf Basis der gewonnenen Ergebnisse folgende regionale

Empfehlungen fir die Nutzung der untersuchten Ht-Resistenzgene gegeben werden:
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In den Regionen Osterreich/Ungarn, Zentralfrankreich, der Oberrheinregion und Tsche-
chien/Polen zeigte Ht1 zum Teil hohe Wirkungsverluste, wohingegen fiir die Regionen Nie-
derlande/Belgien, Bretagne/Normandie und Norditalien die Nutzung von Htl empfohlen

werden kann.

Aufgrund der flachendeckend sehr geringen Virulenzfrequenzen stellt Ht2 fur alle Regio-
nen eine gute Moglichkeit zur Bekdmpfung der Turcicum-Blattdirre dar. Allerdings sollte
die Nutzung von Ht2 vor dem Hintergrund der in den Kapiteln 4.3 und 4.4 diskutieren Sach-
verhalte abgewogen werden.

Fur Ht3 wurden in den Regionen Norditalien, Norddeutschland, Suddeutschland/Osterreich
und Sudwestfrankreich die starksten Wirkungsverluste aufgezeigt. Eine Empfehlung fur die
Nutzung von Ht3 kann aufgrund der flachendeckend nachgewiesenen Virulenzen fiir keine

der Regionen gegeben werden.

Fur HtN wurde insbesondere in Stidwestfrankreich ein deutlicher Wirkungsverlust nachge-
wiesen. In den Regionen Osterreich/Ungarn, Norditalien, Bretagne/Normandie und Zentral-
frankreich lagen die Virulenzfrequenzen auf einem so geringen Niveau, sodass dort eine
Nutzung von HtN zumindest mittelfristig Schutz vor der Turcicum-Blattdiirre bieten kann.

Um die Wirksamkeit monogener Resistenzen gegen die Turcicum-Blattdirre fir einen méog-
lichst langen Zeitraum zu erhalten, sollte die Basis der Resistenzziichtung immer eine Kom-
bination von spezifischer qualitativer und breiter quantitativer Resistenz sein. Mehrere Au-
toren konnten bereits aufzeigen, dass sich die kombinierte Nutzung einzelner Ht-Gene in
Genotypen mit breiter qualitativer Resistenz in der Wirkung erganzt und somit einen bes-
seren und langerfristigen Schutz gegen die Turicucm Blattdirre bietet (Lipps et al., 1997;
Pataky & Ledencan, 2006).

In der praktischen Maisziichtung werden unter dem Zuchtziel Resistenz neben der Turci-
cum-Blattdirre noch weitere Blattkrankheiten, wie u. a. die Augenfleckenkrankheit (Kabati-
ella zeae) oder Maisrost (Puccinia sorghi), aber auch andere Erregergruppen, wie Insekten
oder Viren berlcksichtigt. Dartiber hinaus ergeben sich aus den vielfaltigen Nutzungsrich-
tungen des Maises verschiedene komplexe Zuchtziele, die einerseits auf einen hohen Korn-
ertrag fir Kdérnermaissorten und andererseits auf hohe Biomasseertrage fiir Energiemais-
sorten abzielen. Ein weiterer Aspekt, der die Vielfalt der Zuchtziele nochmals erweitert, ist
die notwendige Anpassung der Maissorten an klimatisch unterschiedliche Bedingungen.
Aufgrund der geringeren Warmesummen werden in den nordlichen Anbaugebieten frih-
reife Sorten bendtigt, wohingegen in den warmen Regionen im Siiden spatreife Sorten be-
vorzugt werden. Diese vielfaltigen Zuchtziele spiegeln sich in der hohen Zahl von aktuell

Uber 430 in Deutschland zugelassenen Maissorten mit jahrlich etwa 25 Neuzulassungen
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wider (DMK, 2016). Vor diesem Hintergrund wird deutlich, wie vielfaltig die Zuchtziele in der
Maiszlichtung sind und die Resistenzziichtung lediglich einen Aspekt unter vielen darstellt.
Deshalb sind die mit der vorliegenden Arbeit bereitgestellten Informationen tber die regio-
nale Wirksamkeit der Resistenzgene gegen die Turcicum-Blattdiirre umso wichtiger, um
eine gezielte und effiziente Resistenzziichtung gegen E. turcicum im Mais zu ermoglichen.

4.3 Temperatureinfluss auf die Wirksamkeit der Resistenzgene

In Klimakammerversuchen konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Resistenzgene
im genetischen Hintergrund der Linie B37 bei einer Tag/Nacht-Temperatur von 25/20°C
eine konstante Wirksamkeit zeigten. Die Ergebnisse bestatigen, dass die fir die Virulenz-
analyse gewdahlte Temperatur von 24/20°C ideal ist. Einzig die Linie B37-Ht2 zeigte im ge-
wahlten Temperaturbereich, abhangig vom Isolat, vereinzelt eine widersprichliche Resis-
tenzreaktion. Die aufgetretenen Variationen unterstreichen die Notwendigkeit von kontrol-
lierten, konstanten Temperaturen im Bereich von 20° bis 22°C fur die Virulenzeinstufung

von E. turcicum an Mais.

Insbesondere die Linie B37-Ht2 zeigte bei Temperaturen unter 20°C unabhangig vom Isolat
eine Verschiebung der Reaktion von resistent zu anfallig, wohingegen bei héheren Tempe-
raturen flir B37-Ht2 eine Verschiebung von anfallig zu resistent festgestellt wurde. Im Tem-
peraturbereich unter 15°C zeigte die Linie B37-Ht3 ebenfalls eine anféllige Reaktion bei
einem avirulenten Isolat. Die Linien B37-Ht1 und B37-HtN wiesen Uber den gesamten Tem-

peraturbereich keine Schwankungen bei den Resistenzreaktionen auf.

Von anderen Autoren wurde in Versuchen mit der Linie H4460-Ht1 eine Verschiebung von
anfalliger hin zu resistenter Reaktion bei Temperaturen tUber 26°C nachgewiesen. Im gene-
tischen Hintergrund der Linie B37 zeigte Htl dagegen Uber den gesamten Temperaturbe-
reich eine konstante Wirkung (Thakur et al., 1989b). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
bestétigen diese Aussage fur B37. Dennoch zeigten die Ergebnisse von Thakur et al.
(1989b), dass die Wirksamkeit von Ht1 durch eine Interaktion zwischen dem Resistenzgen,
dem genetischen Hintergrund und den Umweltbedingungen beeinflusst werden kann. In
weiteren Temperaturversuchen konnten Leath et al. (1990) zeigen, dass vorhandene Viru-
lenzen gegenlber Ht2 und Ht3 in Gewachshausversuchen bei Temperaturen Uber 26°C
nicht mehr nachgewiesen werden konnten. Sie sprechen speziell die im Sommer stark
schwankenden Temperaturen in Gewachshausern von zum Teil deutlich Uber 26°C als Ur-
sache an. Die Verschiebung von anfalligen hin zu resistenten Reaktionen auf den Linien
B37-Ht2 und B37-Ht3 bei Temperaturen tber 25°C in eigenen Versuchen bestétigen diese

Ergebnisse. Dartiber hinaus beschrieben Leath etal. (1990) und Thakur et al. (1989a) einen
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Wirkungsverlust fir Ht2 bei geringen Lichtintensitaten in den Linien B37 und H4460. Der
Einfluss der Lichtintensitat wurde in der vorliegenden Arbeit nicht ndher behandelt.

Fir das Resistenzgen HtN beschrieben Thakur et al. (1989a) ebenfalls einen Einfluss der
Temperatur. Sie stellten fest, dass die Linie B37-HtN bei Temperaturen von 26°C in Kom-
bination mit hohen Lichtintensitéten resistente Befallsreaktionen mit Chlorosen zeigte, wo-
hingegen die Linie bei geringeren Temperaturen von 22°C unter Verwendung des gleichen
Isolates anfallige Reaktionen ohne Chlorosen aufwies. Allerdings waren diese Befunde in-
konsistent zwischen einzelnen Pflanzen bzw. Wiederholungen. Die Wirkung des Resistenz-
gen HtN zeigte sich in den eigenen Versuchen in der Linie B37 fir alle Isolate im gesamten
Temperaturbereich als konstant stabil. Die Ergebnisse zu HtN von Thakur et al. (1989a)
konnen also nicht bestatigt werden. Allerdings wurden in den Versuchen der vorliegenden
Arbeit fir das Resistenzgen Ht2 in einigen Féllen inkonsistente Resistenzreaktionen zwi-
schen einzelnen Pflanzen im Temperaturbereich 20/15°C und 25/20°C beobachtet. Auf-
grund dieser heterogenen Reaktionen zwischen einzelnen Pflanzen ist ein genetischer Ef-
fekt wahrscheinlich. In anderen Arbeiten konnte in Rickkreuzungsversuchen gezeigt wer-
den, dass insbhesondere der genetische Hintergrund zu Komplikationen beim Transfer von
Ht2 fihren kann (Ceballos & Gracen, 1989). Fir das Resistenzgen Ht2 wurde ein dominan-
tes Inhibitor Gen (Shtl) beschrieben, das bei gemeinsamem Auftreten die phanotypische
Auspragung der durch Ht2 bedingten Resistenz unterdriickt (Simcox & Bennetzen, 1993).
Darlber hinaus sind Unstimmigkeiten bei Kartierungsexperimenten von Ht2 in verschiede-
nen Kreuzungspopulationen von Mais beschrieben worden, die die Autoren zur Vermutung
veranlassten, dass moglicherweise mehrere Gene fur die dem Resistenzgen Ht2 zugeord-

nete Wirkung verantwortlich ist (Wang et al., 2010).

Neben den klassischen Temperaturversuchen, in denen sowohl die Pflanzen als auch der
Pilz wahrend des gesamten Versuchszeitraums den verschiedenen Temperaturen ausge-
setzt waren, wurden weitere spezifische Temperaturversuche mit den Linien B37 und B37-
Ht2 durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Versuche waren ausschlie3lich die Pflanzen, nicht
aber der Pilz, den verschiedenen Temperaturen ausgesetzt. Auf diese Weise sollten Er-
kenntnisse dariiber gewonnen werden, ob die Verschiebung in der Wirkung des Resistenz-
gens Ht2 durch die Beeinflussung der Ablaufe in der Pflanze oder im Pilz zu erklaren ist.
Das Virulenzverhalten des virulenten Isolates 48-1 (Rasse 123) unterschied sich nicht zwi-
schen den beiden Versuchen. In beiden Féllen &nderte sich die Befallsreaktion in der hohen
Temperaturvariante (30/25°C) von anfallig zu resistent. Da der Pilz im zweiten Versuch zu
keinem Zeitpunkt hohen Temperaturen ausgesetzt war, liegt es nahe, dass die Ursache

des Virulenzverlustes in der Pflanze und nicht im Pilz zu suchen ist. Der Einfluss niedriger
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Temperaturen ausschlief3lich auf die Pflanze fiihrte hingegen bei dem avirulenten Isolat 76-
4 (Rasse 0) nicht zu einer Veréanderung der Reaktion von resistent zu anfallig.

Da ein vollstandiger Virulenzverlust gegentiber Ht2 ausschliel3lich in den Fallen nachge-
wiesen wurde, in denen sowohl der Pilz als auch die Pflanze den niedrigen Temperaturen
ausgesetzt waren, konnte die Ursache dafir in der beeintrachtigten Exprimierung des mit
Ht2 korrespondierenden Avirulenzgens vermutet werden. E. turcicum hat genau wie die
Maispflanze ihren Ursprung in tropisch warmen Regionen und ist deshalb mdglicherweise
nicht optimal an kihlere klimatische Bedingungen angepasst.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die Virulenz gegeniber Ht2 zunahm, wenn
Temperaturen unter 20°C sowohl auf die Pflanze als auch auf den Pilz wirken. Wenn aller-
dings ausschlie3lich die Pflanzen den geringen Temperaturen ausgesetzt waren, konnte

keine Virulenzzunahme beobachtet werden.

Bei Temperaturen tber 25°C war Ht2 voll wirksam gegeniber Isolaten, die unter Standard-
bedingungen (24/20°C, Tag/Nacht) als virulent eingestuft sind und dies unabhangig davon,
ob ausschlieBlich die Pflanze oder die Pflanze und der Pilz den hohen Temperaturen aus-
gesetzt waren. Die konstant stabile Wirksamkeit des Resistenzgens Ht2 bei hohen Tempe-
raturen in beiden Versuchsvarianten kénnte dadurch erklart werden, dass der optimale
Temperaturbereich der aus den Tropen stammenden Maispflanze im Bereich von 25 bis
30°C liegt (Bennetzen & Hake, 2009). Aus diesem Grund koénnten die physiologischen Pro-
zesse in der Pflanze in jenem Temperaturbereich ohne Stress ablaufen und damit eine
optimale Exprimierung des Ht2 Gens erméglichen. Dieselben Griinde kdnnen fir die in die-
ser Arbeit und von anderen Autoren nachgewiesenen Wirkungsverluste fir Ht2 und Ht3 bei
Temperaturen unter 20°C gesehen werden. Unter Annahme der Hypothese von Wang et
al. (2010), wonach mehrere Gene fiir die als Ht2 bezeichnete Resistenz verantwortlich sind,
ware es vor dem Hintergrund der in dieser Arbeit aufgezeigten heterogenen Reaktionen auf
B37-Ht2 bei niedrigen Temperaturen denkbar, dass die beteiligten ,Ht2-Gene* unterschied-
lich stark durch niedrige Temperaturen beeinflusst werden. Dadurch kdnnten letztlich die

isolatabhangigen Unterschiede bei niedrigen Temperaturen erklart werden.

Die hier diskutierten Herausforderungen bei der korrekten Einstufung der Befallsreaktionen
auf Genotypen mit Ht2 sind insbesondere fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Feld-
bedingungen von Bedeutung. Im Vergleich zwischen Feld- und Gewachshausversuchen
konnten Moghaddam & Pataky (1994) deutliche Unterschiede in der Wirkung von Ht2 fest-
stellen. In diesem Fall wurden die unterschiedlichen Temperaturbedingungen als Hauptur-

sache vermutet. Welz & Geiger (2000) sehen im Temperatureinfluss auf die Wirksamkeit
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monogener Resistenzen gegen die Turcicum-Blattdirre eine Ursache dafir, dass Mais-

zuchter die Suche nach neuen qualitativen Resistenzen weniger intensiv betreiben.

Neben der qualitativen Beurteilung der Befallsreaktionen im Rahmen der Temperaturver-
suche wurden ebenfalls quantitative Merkmale als Befallsstarke und durch die Quantifizie-
rung der Pilz-DNA aufgenommen. Diese Daten zeigen wie erwartet fir die als virulent ein-
gestuften Isolate im Vergleich zu avirulenten Isolaten die hochsten Befallsstarken auf der
Linie B37-Ht2. Uberraschend erscheint jedoch, dass sogar in den kompatiblen Interaktio-
nen eine signifikante Reduktion der Befallsstéarke durch das vermeintlich unwirksame Re-
sistenzgen Ht2 erreicht worden ist. Diese Aussagen werden durch die DNA-Gehalte von
E. turcicum im Blattgewebe bestatigt. Dieser Zusammenhang der deutlichen Reduktion der
Befallsstarke in kompatiblen Interaktionen untermauert die Notwendigkeit einer klaren Ein-
teilung der Resistenzreaktionen auf Ht2 in anfallig bzw. resistent, um aussagekréftige Er-

gebnisse fur eine Rassencharakterisierung zu generieren.

Vor dem Hintergrund der bisher diskutierten Schwierigkeiten bei der Virulenzeinstufung von
Isolaten gegentber Ht2 ist es fur die Rassenbestimmung eine Voraussetzung, die Abgren-
zung zwischen anfalligen und resistenten Reaktionen auf der Linie B37-Ht2 unter den ge-
wahlten Bedingungen zu definieren. Aus diesem Grund wurden fir das Resistenzgen Ht2
in verschiedenen genetischen Hintergriinden weiterflhrende Versuche zur Symptomaus-

pragung durchgefiihrt. Diese sind Gegenstand der Diskussion im folgenden Kapitel.

4.4 Ht2 Symptomatik und Epidemiepotential

Das Resistenzgen Ht2 wurde erstmals durch Hooker (1977) als ,Chlorotic-Lesion Re-
sistance” benannt und die phanotypische Resistenzreaktion als Chlorosen mit betrachtli-
chen Nekrosen beschrieben. Die phanotypische Abgrenzung zu den Resistenzreaktionen
der Gene Htl und Ht3 besteht demnach im Ausmalf3 der Nekrosen. Im Verlauf des Viru-
lenzscreenings stellte sich heraus, dass die Einstufung der Symptomauspragung auf dem
Genotyp B37-Ht2 nicht immer eindeutig einer resistenten oder anfalligen Reaktion zuzuord-
nen war. Aus diesem Grund wurde das Merkmal Epidemiepotential entwickelt, um eine
klare Abgrenzung zwischen den beiden Reaktionstypen auf B37-Ht2 vornehmen zu kon-
nen. Das Epidemiepotential ergibt sich aus dem relativen Befall multipliziert mit der relativen
Sporulation auf der Linie B37-Ht2 im Vergleich zur nah-isogenen Linie B37 (=100). Dieses
Merkmal ist aufgrund der aufwandigen Bestimmung nicht dazu geeignet, eine hohe Anzahl
an Maisgenotypen, beispielsweise im Rahmen von umfangreichen Resistenztestungen zu
untersuchen. Es wurde ausschlie3lich dafiir entwickelt, eine Entscheidungsgrundlage fir

die in dieser Arbeit genutzten Versuchsbedingungen zu erhalten.
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Die zwei avirulenten Isolate (130-2 & 186-1) wurden im Ht2-Symptomversuch eindeutig an-
hand der Befallsreaktionen als avirulent eingestuft. Obwohl das Isolat 186-1 eine Befalls-
starke von 12% aufwies, lag das Epidemiepotential fiir beide Isolate bei 0,5% oder geringer.
Demnach tragt das Ht2-Gen trotz des hohen Anteils an Nekrosen fiir diese beiden Isolate
zu einer Reduktion des Epidemiepotentials von Uber 99,5% bei. Diese Ergebnisse bestati-
gen die durch Hooker (1977) beschriebene Resistenzreaktion fur Ht2. Eine so eindeutige
Trennung zwischen anfalligen und resistenten Reaktionen ausschliel3lich anhand der Qua-
litat der Blattlasionen traf auf weit tber 90% der 559 untersuchten Isolate zu. Vor diesem
Hintergrund wird deutlich, dass die Unstimmigkeiten bei der Symptombeurteilung auf Ht2
zwar regelmafig auftraten, aber beim Grof3teil der untersuchten Isolate nicht zu Problemen

fuhrten.

Vier der sechs im Rahmen des Ht2-Versuchs untersuchten Isolate riefen allerdings hetero-
gene Befallsreaktionen hervor (Tab. 22). Das virulente Referenzisolat 28A konnte anhand
der Befallsreaktionen nicht eindeutig als virulent eingestuft werden. Daran werden die Her-
ausforderungen fur die Virulenzeinstufung der Isolate auf der Linie B37-Ht2 deutlich. Die
hochsten Befallswerte zeigten die Isolate 161-1 und 122-2 mit bis zu 39% nekrotisierter
Blattflache. Trotz dieser betrachtlichen Befallswerte war es nicht mdglich, die Qualitat der
Lasionen eindeutig einer resistenten oder anfalligen Reaktion zuzuordnen. In Kombination
mit dem Vermehrungspotential wiesen die beiden Isolate mit 6,4 und 7,8% ebenfalls die
hochsten Werte fur das Merkmal Epidemiepotential auf. Im Vergleich dazu zeigte das viru-
lente Isolat 28A ebenfalls ein relativ hohes Epidemiepotential von 4,7%. Dennoch wirde
man grundséatzlich fur ein virulentes Isolat ein deutlich héheres Epidemiepotential erwarten.
Denn im klassischen Sinne der qualitativen Resistenz wird in einer kompatiblen Interaktion
ein vollstéandiger oder zumindest nahezu vollstandiger Wirkungsverlust des betreffenden
Resistenzgens erwartet (Agrios, 2008). Gegeniber dem virulenten Isolat 28A bewirkt das
Resistenzgen Ht2 hingegen eine sehr hohe Reduktion des Epidemiepotentials um 95,3%.

Vor dem Hintergrund der in Kapitel 4.3 diskutierten Interaktionen des Resistenzgens Ht2
mit dem jeweiligen genetischen Hintergrund wurden die Versuche zur Ht2-Symptomatik ne-
ben dem Genotyp B37 ebenfalls mit den Genotypen Pa91 und KWS durchgefihrt. Die Er-
gebnisse zeigten einen deutlichen Einfluss des genetischen Hintergrundes auf die Wirkung
von Ht2. Nur das als avirulent bekannte Isolat 130-2 rief auf allen Genotypen einheitlich
resistente Befallsreaktionen hervor. Alle anderen Isolate verursachten je nach genetischem
Hintergrund sehr heterogene Befallsreaktionen auf Linien mit Ht2 (Tab. 24). Darliber hinaus
wurde die unterschiedlich ausgepragte Wirkung von Ht2 in verschiedenen genetischen Hin-
tergriinden anhand der Merkmale Befallsstarke und Sporulation sehr deutlich. Das Isolat

28A erreichte auf der Linie Pa91-Ht2 fir beide Merkmale ebenso hohe Werte wie auf der
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nah-isogenen Linie Pa91 ohne das Resistenzgen. Diese Werte bestatigen einen vollstan-
digen Wirkungsverlust von Ht2 im Hintergrund der Linie Pa91 gegentuber dem Isolat 28A.
Ausgedriickt im Merkmal Epidemiepotential liegt der Wert fur das Isolat 28A auf der Linie
Pa91-Ht2 bei 152%. Die Linie Pa91 weist generell fir alle Isolate den hochsten Befall und
die hdchste Sporulation auf. Der Vergleich zwischen den getesteten Linien belegt eine ver-
gleichsweise hohe Wirkung fiir das Resistenzgen Ht2 im genetischen Hintergrund von B37.

Nach der Bestatigung der Virulenz von Isolat 28A auf der Linie Pa91-Ht2 dienten die erho-
benen Werte auf B37-Ht2 als Richtwerte zur Abgrenzung zwischen anfalliger und resisten-
ter Reaktion. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Befallsstérke einzelner Isolate
und deren Sporulation, weder auf B37 noch auf B37-Ht2, nachgewiesen werden. Aufgrund
der leicht zu erfassenden Befallsstarke und der signifikanten Korrelation dieses Merkmals
mit den Werten des Epidemiepotentials wurde die Befallsstarke als Abgrenzungsmerkmal
der Virulenzeigenschaften genutzt. Da ausschlie3lich die beiden Isolate 161-1 und 122-2
relative Befallsstarken von deutlich Uber 20% aufwiesen und sie sich dadurch von den an-
deren Isolaten absetzen, wurde 20% Befallsstarke als Abgrenzung zwischen einer anfalli-
gen und resistenten Reaktion herangezogen. Auf dieser Grundlage wurden im Rahmen des
Ht2 Symptomversuchs die Isolate 161-1 und 122-2 als virulent gegentber Ht2 eingestuft.
Das zunachst in den Virulenzuntersuchungen als avirulent eingestufte Isolat 161-1 konnte
durch diese tiefergehenden Untersuchungen nun als virulent beschrieben werden. Alle an-
deren Isolate (130-2, 127-2, 186-1, 159-4) sind auf Basis dieser Ergebnisse als avirulent
auf Ht2 eingestuft worden. Die Befallsstarke wurde nur in den Féllen herangezogen, in de-
nen eine eindeutige Abgrenzung zwischen anféllig und resistent anhand der qualitativen

Beurteilung auf Basis der Befallsreaktionen nicht méglich war.

Im klassischen Sinne wird angenommen, dass Resistenzen, die eine Sporulation zulassen,
nicht rassenspezifisch wirksam sind. Dennoch wurden mit den rassenbildenden Erregern
des Schwarzrostes im Weizen (Puccinia graminis var. tritici) oder der Kraut- und Knollen-
faule an Kartoffeln (Phytophthora infestans) Pathosysteme beschrieben, in denen in
inkompatiblen Interaktionen eine Sporulation in geringem Umfang moglich ist (Johnson &
Taylor, 1976). Diese Beispiele und die hier diskutierten Ergebnisse zeigen, dass eine Ver-
mehrung durch Sporulation auf resistenten Genotypen kein Widerspruch zur rassenspezi-
fischen Resistenz sein muss. Die hier aufgezeigte Wirkung von Ht2 auf die Reduktion, nicht
aber vollstandige Unterbindung der Sporulation in inkompatiblen Interaktionen ist ebenfalls
fur Ht1, Ht3 und HtN bekannt (Raymundo & Hooker, 1982), (Thakur et al., 1989a; Welz &
Geiger, 2000). Der hohe Grad an nekrotisierter Blattflache in Verbindung mit einer nicht

vollstdndig unterbundenen Sporulation wirft die Frage auf, wie sich dies auf die Verhinde-
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rung von Epidemien im Feld auswirken konnte. Insbesondere durch den diskutierten Ein-
fluss des genetischen Hintergrundes auf Ht2 kann dies von grofR3er Bedeutung sein. So
berichten Pataky et al. (1986), dass Genotypen mit Ht2 nicht in der Lage waren, die Aus-
breitung der Turcicum-Blattdirre in einem Feldbestand zu verhindern, obwohl es sich um
eine flr Ht2 als avirulent beschriebene E. turcicum Population handelte. Die Autoren ver-
muteten die Ursache fur die drastisch reduzierte Wirkung von Ht2 im genetischen Hinter-

grund der verwendeten Linie.

Es stellt sich grundsatzlich die Frage, wie wertvoll monogene Resistenzen fir den prakii-
schen Anbau sind, wenn sie zwar die Vermehrung des Pathogens auf der Pflanze stark
reduzieren, aber dennoch betréachtliche Nekrosen in Verbindung mit Chlorosen auf dem
Blattgewebe zulassen. In Versuchen anderer Autoren wurde dieser Frage nachgegangen.
Der parallele Anbau von Genotypen mit Ht1 und Genotypen mit breiter quantitativer Resis-
tenz, jedoch ohne Htl an Orten mit avirulenten E turcicum Populationen zeigten diesbeziig-
lich interessante Ergebnisse. In mehreren Féllen konnte nachgewiesen werden, dass Re-
sistenzreaktionen in Form von Nekrosen mit Chlorosen auf Htl-Genotypen bei entspre-
chend vorhandenem Inokulum zum Absterben gro3er Teile der Blattflache fUhrten. Das
wurde insbesondere beobachtet, wenn Htl in ansonsten anfélligen Genotypen genutzt
wurde. Die Blattverluste auf den mit ausschlief3lich quantitativer Resistenz ausgestatteten
Genotypen fielen hingegen deutlich geringer aus. Diese deutlichen Effekte im Blattbefall
wirkten sich in Einzelfallen auch negativ auf den Kornertrag aus. (Ullstrup, 1970; Pataky,
1994; Welz & Geiger, 2000; Pataky et al., 2011). Vor dem Hintergrund der diskutieren Ht2-

Symptomatik ist dieses Szenario ebenso fir das Resistenzgen Ht2 denkbar.

Zusammenfassend stellt die Nutzung einer breiten, quantitativen Resistenz in Kombination
mit der gezielten Auswahl monogener Resistenzen die wirkungsvollste und langfristig ef-
fektivste Methode fir die Resistenzzichtung gegen die Turcicum-Blattdirre im Mais dar.
Diese Aussage ist fur keinen Pflanzenziichter neu. Dennoch wurde in dieser Arbeit neben
dem klassischen Argument des Schutzes der monogenen Resistenzen vor dem Hinter-
grund der betrachtlichen Resistenzreaktion in Form von Nekrosen durch das Resistenzgen
Ht2 ein weiteres Argument aufgezeigt.

4.5 Histologische Untersuchungen

Vergleichende histologische Untersuchungen von kompatiblen mit inkompatiblen Interakti-
onen bilden die Grundlage fir eine Interpretation der genetischen Interaktion zwischen Pa-

thogen und Wirt. Im Rahmen der histologischen Untersuchungen zur Pathogenese von
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E. turcicum in Mais wurden drei Parameter im Zeitverlauf des Infektions- und Besiedlungs-
prozesses fir jedes der vier Ht-Resistenzgene erfasst, namlich 1. Xylem-Penetrations-Effi-
zienz, 2. Xylem-Besiedlungs-Effizienz und 3. Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz. Die Para-
meter beschrankten sich auf die Ablaufe der Besiedlung des Blattgewebes nach Penetra-
tion der Epidermis, da die initialen Schritte des Infektionsverlaufs, wie Sporenkeimung, Ap-
pressorienbildung und Penetration der Epidermis bereits von (Hilu & Hooker, 1964; Knox-
Davies, 1974) untersucht wurden. Andere Autoren konnten ebenfalls aufzeigen, dass diese
Pra-Penetrationsschritte im Verlauf des Infektionsprozesses nicht durch qualitative Resis-
tenz beeinflusst werden (Hilu & Hooker, 1964; Muiru et al., 2008). Stichprobenartige Tes-
tungen im Rahmen der eigenen histologischen Untersuchungen bestéatigen diese Aussa-

gen.

Sowohl in den kompatiblen als auch in den inkompatiblen Interaktionen fand nach dem
Eindringen in die Epidermiszellen ein verzweigtes, intrazellulares Hyphenwachstum in
Richtung der Leitbindelgefal3e statt (Abb. 34). In der ndheren Umgebung dieser epiderma-
len Penetrationsstellen konnten braungefarbte Bereiche sowohl in der Linie B37 als auch
in den Linien mit Ht-Gen beobachtet werden. Diese Verfarbungen kénnten als Reaktion der
Pflanze auf die Zellwandpenetrationen der die Leitblindel umgebenden Mesophylizellen ge-
deutet werden, z. B. durch Akkumulation von Phenolen. Eine hypersensitive Reaktion er-
scheint unwahrscheinlich, da die Braunfarbung auch in Linien ohne Ht-Gene beobachtet
werden konnte. Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen zeigen, dass die fur die
Braunfarbung verantwortlichen Substanzen das Wachstum der Pilzhyphen nicht negativ
beeinflussen und nicht auf die Ht-Gene zurtickzufihren sind. Die hier beschriebene Reak-
tion koénnte als Ursache flr die wenige Stunden nach der Inokulation auftretenden chloroti-
schen Punkte verantwortlich sein. Welz (1998) hat diese Punkte als 80-100 kollabierte Zel-
len in der unmittelbaren Umgebung der Penetrationsstelle beschrieben. Im Rahmen der
Virulenztestungen diente das Auftreten der chlorotischen Punkte bereits zwolf Stunden
nach Inokulation als Indikator fur eine erfolgreiche Infektion (Abb. 5). Eine weitere Ursache
fur die erscheinenden chlorotischen Punkte kdénnte ein von E. turcicum gebildetes Phytoto-
xin namens Monocerin sein. Es ist bekannt, dass Monocerin die Chlorophyllsynthese redu-
ziert und auf diesem Weg Chlorosen hervorrufen kann (Cuq et al., 1993). Monocerin wurde
urspringlich nicht in E. turcicum, sondern in E. monoceras beschrieben (Cuq et al., 1993).
Demnach handelt es sich um ein unspezifisches Phytotoxin und kann nicht als Virulenzfak-
tor fUr eines der Ht-Gene vermutet werden. Da die chlorotischen Punkte sowohl in der hoch-
anfalligen Linie B37 ohne Ht-Gen als auch in inkompatiblen Interaktionen beobachtet wer-
den konnten, erscheinen Phytotoxine als durchaus wahrscheinliche Ursache flr die chloro-

tischen Punkte.
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Ziel der histologischen Untersuchungen war es festzustellen, wo genau und zu welchem
Zeitpunkt die Resistenzfaktoren fir die einzelnen Ht-Resistenzgene im Blattgewebe vermu-

tet werden mussen.

Das erhobene Merkmal Xylem-Penetrations-Effizienz beschreibt den Anteil an epidermalen
Penetrationsstellen, denen ein Eindringen durch Pilzhyphen in das Xylem folgte. Bis drei
Tage nach Inokulation konnte in der inkompatiblen Interaktion mit Ausnahme von HtN kein
Effekt der Resistenzgene nachgewiesen werden. Erst zwischen dem dritten und sechsten
Tag nach Inokulation wurde kein weiteres Eindringen in das Xylem beobachtet. Alle Ht-
Gene zeigten also zwischen dem dritten und sechsten Tag in der inkompatiblen Interaktion
eine signifikante Reduktion der Xylem-Penetration. Dennoch konnte fiir alle Ht-Linien in den
inkompatiblen Interaktionen ein Eindringen in das Xylem nachgewiesen werden. Diese Be-
obachtungen zeigen, dass die Ht-Gene in der Linie B37, anders als fir eine qualitative Re-

sistenz erwartet, nicht zu einer vollstdndigen Abwehr der Xylem-Penetration fihren.

In der kompatiblen Interaktion zeigten die beiden Linien B37-Ht1l und B37-Ht3 Uber den
gesamten Versuchszeitraum wie erwartet einen vollstandigen Wirkungsverlust. Die Linie
B37-HtN war nicht durch einen vollstandigen Wirkungsverlust gekennzeichnet, sondern
verzogerte die Xylem-Penetration lediglich. Dieser Effekt zeigt sich durch einen kontinuier-
lichen Anstieg der Xylem-Penetrationen im Zeitverlauf. Der Effekt des HtN-Gens gegen die
Turcicum-Blattdirre ist in der Literatur als grundlegend verschieden gegeniiber denen von
Ht1, Ht2 und Ht3 beschrieben. Bisher ist bekannt, dass HtN nicht die typischen Resistenz-
reaktionen in Form von chlorotischen Nekrosen hervorruft, sondern eine Verlangerung der
Inkubationszeit bewirkt und die Anzahl der auftretenden Lasionen reduziert (Raymundo et
al., 1981). Die beschriebenen Eigenschaften von HtN zur verzdgerten Befallsentwicklung
durch Raymundo et al. (1981) werden anhand der Ergebnisse der histologischen Untersu-
chungen durch eine verzogerte Xylem-Penetration erganzt und somit bestatigt. Fir die Linie
B37-Ht2 konnte erst 18 Tage nach Inokulation ein deutlicher Anstieg der Xylem-Penetrati-
onen in der kompatiblen Interaktion festgestellt werden. Trotz des Anstiegs war zu dem
Zeitpunkt aber noch eine deutliche Wirkung von Ht2 vorhanden, die in diesem Ausmalf in
einer kompatiblen Interaktion ungewdhnlich hoch erscheint. Wie bereits in Kapitel 4.4 dis-
kutiert, kann die Wirkung von Ht2 durch eine Interaktion mit dem jeweiligen genetischen
Hintergrund beeinflusst werden. Durch die histologischen Untersuchungen kann die in Ka-
pitel 4.4 beschriebene férdernde Wirkung des genetischen Hintergrundes auf die Wirkung
des Resistenzgens Ht2 bestétigt werden.

Anhand der in dieser Arbeit verwendeten Farbemethode (Chlorazol Black E) konnten im
Infektionsverlauf vom Penetrieren der Epidermis bis zum Eindringen in das Xylem in keiner

der untersuchten Interaktionen morphologische Veranderungen festgestellt werden, die als
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physische Barriere hatten dienen kdnnen. Die entscheidenden Resistenzmechanismen zur
Verhinderung des Eindringens in die XylemgefaRe missen zwischen dem dritten und
sechsten Tag nach Inokulation vermutet werden. Da das Gewebe der Xylemwand als phy-
siologisch inaktives Gewebe betrachtet werden kann, mussen die moglichen Abwehrreak-
tionen in den umliegenden Zellen, beispielsweise den Leitblindelscheidenzellen vermutet

werden.

Es ist vor allem ein Sekundarmetabolit allgemein flr Gréaser und speziell im Mais bekannt,
der eine Resistenz gegentber Schadlingen und Pathogenen bewirkt. Dabei handelt es sich
um den Sekundarmetabolit Benzoxazinoid 2,4-Dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-
one, kurz DIMBOA (Frey, 1997). Bei Versuchen im Mais konnten Courture et al. (1971)
bereits eine Wirkung von DIMBOA gegeniiber E. turcicum in Linien mit Htl nachweisen.
DIMBOA wird als nicht toxisches Glykosid in den Vakuolen der Pflanzenzellen gespeichert
und entwickelt erst nach hydrolytischer Abspaltung durch B-Glukosidase seine toxische
Wirkung (Frey, 1997). In histochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in
den Epidermis- und Mesophylizellen in Maisblattern keine bzw. nur sehr geringe Gehalte
an B-Glukosidasen vorhanden sind. Mace (1973) beobachtete zudem, dass zwei bis drei
Tage nach Besiedlung mit E. turcicum vor allem in unmittelbarer Néhe der Leitblindelge-
falRe eine hohere DIMBOA-Konzentration als in anderen Zellbereichen zu finden war. Er
stellte die Hypothese auf, dass die von E. turcicum synthetisierte f-Glukosidase die Hydro-
lyse des im Bereich der Leitblindelgefal3e vorhandenen DIMBOA-GIlykosids in die toxische
Form maf3geblich férdert. Er bekraftigt diese Hypothese damit, dass DIMBOA erst zwei bis
drei Tage nach der Epidermis-Penetration und dann lediglich in den LeitbliindelgefaRen

nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestéatigen diese Hypothese, denn im Mesophyll
wurde das Hyphenwachstum weder in der anfélligen noch in der resistenten Variante redu-
ziert und zudem lag der Zeitpunkt des vermehrten Eindringens in die Xylemgefal3e ebenfalls
um den dritten Tag nach Inokulation. Long et al. (1978) konnten ebenfalls nachweisen, dass
die DIMBOA-Konzentration in Maisblattern negativ mit dem Auftreten von E. turcicum Lasi-
onen korreliert. Weitere Autoren konnten fur Linien mit Htl zeigen, dass ab 48 Stunden
nach Inokulation vermehrt antimikrobielle Substanzen im Blattgewebe gebildet werden und
dadurch eine deutliche Reduktion des Befalls bewirkten. Dartiber hinaus konnten sie zei-
gen, dass die Synthese dieser als antimikrobiell beschriebenen Verbindungen stark vom
genetischen Hintergrund der jeweiligen Linie beeinflusst wird (Calub et al., 1974; Obi et al.,
1980). Demnach wiirde das Hyphenwachstum erst ab dem dritten Tag durch die beschrie-
benen antimikrobiellen Substanzen verhindert bzw. reduziert werden. Diese Hypothese

wird durch die histologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bestétigt. Da erst
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am sechsten Tag nach Inokulation eine Wirkung der Ht-Gene in der inkompatiblen Interak-
tion fur das Merkmal Xylem-Penetration nachgewiesen werden konnte, muss vermutet wer-
den, dass das Eindringen in das Xylem zwischen dem dritten und sechsten Tag nach In-
okulation gestoppt wurde. Da DIMBOA als Sekundarmetabolit auch in Maisgenotypen ohne
Ht-Gene auftritt (Frey, 1997), kann dieser Metabolit allerdings nicht als einziger Resistenz-
faktor fur die hier untersuchten Interaktionen der Ht-Gene gesehen werden.

Die bisher diskutierten Reaktionen betreffen die moglichen Resistenzmechanismen bis zum
Zeitpunkt des Eindringens in das Xylem. Der nachste Schritt der Pathogenese betrifft die
Besiedlung des Xylems. Ab diesem Schritt haben Metabolite, die auRerhalb des Xylems
gebildet werden, einen sehr begrenzten Einfluss auf das Hyphenwachstum. Nachdem das
Xylem erfolgreich penetriert war, konnte in den kompatiblen Interaktionen ab dem zwdlften
Tag nach Inokulation eine starke Ausbreitung in den Leitbahnen nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse fur das Merkmal Xylem-Besiedlungs-Effizienz waren denen der Xylem-Pe-
netration sehr ahnlich. Alle Linien mit Ht-Gen zeigten fur Xylem-Besiedlung in der inkompa-
tiblen Interaktion wie erwartet eine fast vollstdndige Reduktion. In der kompatiblen Interak-
tion konnte fir die Linien B37-Htl und B37-Ht3 lediglich bis zum zwdlften Tag nach Inoku-
lation eine Wirkung der Ht-Gene nachgewiesen werden. Die Linie B37-HtN fallt auch in
diesem Merkmal eher durch eine Verzdogerung der Befallsentwicklung als durch eine voll-
standige Verhinderung auf. Am letzten Boniturtermin zeigte HtN zwar noch signifikante Wir-
kung, aber es ist anzunehmen, dass im weiteren Zeitverlauf ein kontinuierlicher Anstieg der
Xylem-Besiedlung stattgefunden hétte. Die Linie B37-Ht2 zeigte bis 12 dpi eine vollstandige
Verhinderung der Xylem-Besiedlung, folglich das genaue Gegenteil von dem einer kompa-
tiblen Interaktion. Sogar nach 18 Tagen zeigte Ht2 noch eine hoch signifikante Wirkung.

In Einzelfallen konnten in den besiedelten Xylemgefalen dunkel gefarbte Bereiche beob-
achtet werden, in denen das Hyphenwachstum unterbunden wurde (Abb. 35). Hierbei han-
delte es sich nicht um regelmaRig und systematisch auftretende Reaktionen. Diese konnten
also weder den inkompatiblen Interaktionen noch einem speziellen Ht-Gen zugeordnet wer-

den.

Die Voraussetzung fr eine Vermehrung durch Sporulation stellt fiir E. turcicum die Besied-
lung des Mesophylls dar. Nachdem es in den Xylemgefaf3en durch intensives Hyphen-
wachstum zu einer mechanischen Barriere des Wassertransports in den Maisblattern ge-
kommen ist, beginnen die davon betroffenen Zellbereiche aufgrund von Wassermangel zu-
nachst auszutrocknen und treten als grau-griinliche, diirredhnliche Lasionen in Erschei-
nung. Die Lasionen breiten sich sehr schnell aus und fihren letztlich zum Absterben gr6-
RBerer lokal begrenzter Blattbereiche. Diese Symptome waren auf der anfalligen Linie B37

bereits nach acht bis neun Tagen sichtbar (Abb. 5). Nachdem das Zellgewebe nekrotisiert
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ist, beginnen Pilzhyphen, ausgehend vom Xylem, die Mesophyllzellen zu besiedeln. Da-
raufhin wachsen einzelne Hyphen in Richtung Stomata. Durch die Stomata wachsen die
Hyphen nach auf3en und bilden dort unter feuchten Bedingungen Sporentrager mit Konidi-
osporen aus. Die Beschreibung der Pathogenese im Blattgewebe verdeutlicht, dass das
Ausmal’ der Mesophyll-Besiedlung starken Einfluss auf die Sporenbildung hat.

Im Rahmen der histologischen Untersuchungen konnte in den inkompatiblen Interaktionen
eine nahezu vollstandige Unterbindung der Mesophyll-Besiedlung in den Ht-Linien nachge-
wiesen werden. In den kompatiblen Interaktionen war die Linie B37-HtN wiederum durch
eine verzogernde Wirkung auf die Mesophyll-Besiedlung gekennzeichnet, wohingegen
B37-Ht2 wie schon bei den anderen Merkmalen durch eine ungewdhnlich hohe Wirkung in
der kompatiblen Interaktion gekennzeichnet war. Spatestens hier stellt sich die Frage, ob
es sich bei dem gewahlten Isolat und der Linie B37-Ht2 um eine inkompatible Interaktion
handelt. Denn bereits bei der Bonitur der Befallsreaktionen traten diesbeztglich Unstimmig-
keiten auf. Zum Zeitpunkt 12 dpi waren die Befallsreaktionen auf den Pflanzen als Nekrosen
mit Chlorosen zu erkennen und somit als resistent einzustufen. Sechs Tage spater waren
die Reaktionen hingegen als eindeutig anféllig ohne Chlorosen zu erkennen. In den Versu-
chen zur Virulenzeinstufung im Rahmen des Rassenscreenings wurde das betreffende Iso-
lat ebenfalls eindeutig als virulent eingestuft. Dieser Sachverhalt unterstitzt die Hypothese,
dass die Wirkung von Ht2 von mehreren Faktoren beeinflusst werden kann. Hier spielen
sowohl die Licht- bzw. Temperaturbedingungen (Kapitel 4.3) als auch der genetische Hin-
tergrund, in den Ht2 eingebracht wurde, eine Rolle (Kapitel 4.4). Der genetische Hinter-
grund B37 hat sich in eigenen Versuchen als sehr forderlich fur die Auspragung der durch
Ht2 verliehenen Resistenz herausgestellt. Dies kdnnte eine mdgliche Erklarung fir die hier
beschriebene hohe Wirksamkeit von Ht2 in einer als inkompatibel definierten Interaktion

sein.

Fur keines der Resistenzgene konnte im Rahmen der mikroskopischen Untersuchungen in
Bezug auf die drei Merkmale Hinweise auf morphologische Veranderungen in der inkom-
patiblen Interaktion gefunden werden. Diese Erkenntnisse bestatigen friihere Untersuchun-
gen anderer Autoren, die fur Htl gegen E. turcicum ebenfalls keine morphologischen Bar-
rieren zur Verhinderung bzw. Verminderung des Eindringens von Pilzhyphen in die Xylem-

gefaRe nachweisen konnten (Hilu & Hooker, 1964).

Die Untersuchungen zur Pathogenese verdeutlichen, dass E. turcicum drei entscheidende
Phasen fir eine erfolgreiche Besiedlung und Vermehrung im Maisblattgewebe durchlaufen
muss: 1. Eindringen in das Xylem (biotrophe Phase), 2. Ausbreitung innerhalb der Xylem-
gefaRe und 3. nekrotrophe Phase beginnend mit dem Austritt aus dem Xylem in das nek-

rotisierte Mesophyll bis zur Ausbildung von Sporentragern durch die Stomata.
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An zwei Punkten wird deutlich, dass virulente Isolate von E. turcicum die Fahigkeit besitzen
mussen, die Xylemwand aktiv zu durchdringen: zunachst beim Eintritt zwischen dem zwei-
ten und vierten Tag nach Inokulation und danach beim Austritt in das Mesophyll, nachdem
das umliegende Gewebe abgestorben ist. Es sind fur E. turicucm verschiedene Enzyme
und Phytotoxine bekannt, die aber bisher nicht als Virulenzfaktoren in Zusammenhang mit
den Ht-Genen gebracht werden konnten. Zum Beispiel sind fir E. turcicum Genomsequen-
zen bekannt, die fur zwei zellwandabbauende Enzyme codieren, sogenannte Xylanasen
(Degefu, 2003). Da die Synthese der Xylanase weder fir eines der Ht-Gene noch fir E. tur-
cicum spezifisch ist (Mendgen et al., 1996), ist es wenig wahrscheinlich, dass diese Xyla-
nasen als Faktoren fir das Penetrieren der Xylemwand eine Rolle spielen. Es kann jedoch
angenommen werden, dass diese Xylanasen eine wichtige Rolle in der Besiedlung des
Mesophylls sowohl in der biotrophen als auch in der nekrotrophen Phase der Pathogenese

spielen und somit als Pathogenitatsfaktoren von Bedeutung sind.

Fur das Resistenzgen HtN haben Hurni et al. (2015) nachgewiesen, dass es sich um drei
eng gekoppelte Gene am HtN Locus handelt. Diese Ergebnisse konnen eine Erklarung da-
fur sein, dass in den histologischen Untersuchungen fur HtN in der kompatiblen Interaktion
die Wirkung zu keinem Zeitpunkt vollstdndig verloren war. Vielmehr wirkte HtN verzdgernd
auf die Xylem-Penetration und die folgende Besiedlung des Blattgewebes. Diese Eigen-
schaft ist ein klassisches Merkmal einer quantitativen Resistenz. Als solche haben Hurni et
al. (2015) die HtN-Resistenz auf Basis ihrer Ergebnisse zur Kartierung des HtN Locus auch
definiert. Die Beobachtungen zur verzdgerten Xylem-Penetration und Mesophyll-Besied-
lung im Gegensatz zu einem vollstandigen Wirkungsverlust fir das Resistenzgen HtN be-

statigen den quantitativen Charakter der HtN Resistenz.

Zusammenfassend konnte anhand der histologischen Untersuchungen gezeigt werden,
dass das Passieren der Xylemwand fir alle untersuchten Ht-Gene den entscheidenden
Resistenzfaktor darstellt. Dieser Faktor konnte als effektive Barriere gegen die weitere Aus-
breitung der Pilzhyphen in den inkompatiblen Interaktionen fir jedes Resistenzgen identifi-
ziert werden. Dennoch war keines der Ht-Gene in der Lage, das Passieren der Xylemwand
vollstandig zu verhindern. Weiterfilhrende Untersuchungen zu den biochemischen Ablau-
fen vor allem in den LeitblindelgefalRen kénnten Aufschluss darliber geben, welche Sub-
stanzen letztlich daftir verantwortlich sind, das Eindringen der Pilzhyphen in das Xylem zu

verhindern.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund der vorliegenden Arbeit war die seit einigen Jahren zunehmende Bedeutung
des pilzlichen Blattdirreerregers Exserohilum turcicum in intensiven Maisanbauregionen.
Der Blattbefall durch die Turcicum-Blattdiirre reduziert die photosynthetisch aktive Blattfla-
che und fuhrt somit zu Ertragsverlusten. Als effektivste Mal3nahme zur Ertragssicherung
werden resistente Sorten mit Hilfe monogen wirkender Resistenzen (Ht1, Ht2, Ht3 und HtN)
geziichtet und im praktischen Anbau verwendet. Die Wirksamkeit monogener Resistenzen
ist durch die Entstehung virulenter Rassen limitiert. Ein Ziel der Arbeit war es, durch ein
Rassen-Monitoring die regionale Wirksamkeit der Resistenzgene zu beurteilen. Auf Basis
der gewonnenen Informationen kénnten die Nutzung der Resistenzgene in der Sortenziich-
tung angepasst und konkrete regionale Sortenempfehlungen ausgesprochen werden. Als
Grundlage der Untersuchungen wurden in den Jahren 2011 und 2012 aus zehn europdi-
schen Landern von 168 Orten befallene Blattproben gesammelt. Insgesamt konnten von
diesen Blattproben 559 Einsporisolate gewonnen und deren Virulenz-Eigenschaften cha-
rakterisiert werden. Die Rassenbestimmung wurde anhand der Befallsreaktionen nach
Ganzpflanzeninokulation an einem Differentialsortiment bestehend aus nah-isogenen In-
zuchtlinien durchgefuhrt. Es wurden die Linien B37 (ohne Resistenzgen), B37-Htl, B37-
Ht2, B37-Ht3 und B37-HtN verwendet.

Fur jedes der untersuchten Resistenzgene konnten virulente Isolate nachgewiesen werden.
Insgesamt wurden zwolf verschiedene Rassen charakterisiert. Die vier haufigsten Rassen
in beiden Probenahmejahren waren Rasse 0 mit 45%, die sich avirulent auf den untersuch-
ten Resistenzgenen verhalt, Rasse 1 (22%), Rasse 3 (15%) und Rasse 3N mit einem Anteil
von 14%. Die Rassen 13, 23, 123, 2, 23N, 12, 1N und 13N hatten im Durchschnitt beider
Jahre einen kumulierten Anteil von 4%. Der kumulierte Anteil der drei dominierenden Ras-
sen 1, 3 und 3N lag im Mittel der beiden Jahre 2011 und 2012 bei 52%. In den nérdlichen
Kustenregionen Frankreichs, Belgiens und den Niederlanden dominierten avirulente Isolate
der Rasse 0 mit einem Anteil von Uber 75%. In der Oberrheinregion waren 48% der cha-
rakterisierten Isolate virulent auf Ht1l und 26% virulent auf Ht3. Sowohl in norddeutschen
als auch in stiddeutschen Maisanbaugebieten dominierte die Rasse 0. In der Region Nie-
derbayern waren 44% der untersuchten Isolate virulent auf Ht3. In den Maisanbaugebieten
von Tschechien und Polen lag der Anteil virulenter Isolate fiir Ht1 bei 37%. Die Virulenzfre-
guenzen der intensiven Maisanbauregion im sidwestlichen Frankreich lagen bei 45% fiir
Ht3 und 38% flir HtN. Der hohe Anteil virulenter Isolate fiir das Resistenzgen HtN und die
Dominanz der Rasse 3N mit einem Anteil von 38% stellte ein Alleinstellungsmerkmal fiir
die Region Siidwestfrankreich dar. Die Region Steiermark im stidlichen Osterreich ist durch

langjahrigen intensiven Maisanbau gekennzeichnet. Der Anteil virulenter Isolate fur Htl lag



ZUSAMMENFASSUNG 122

hier bei 83%, was einen Wirkungsverlust dieses Resistenzgens in der Region bedeutet.
Daruber hinaus wurde in dieser Region der hochste Anteil der hochkomplexen Rasse 123
nachgewiesen. Die Maisanbauregion in der Po-Ebene Norditaliens war durch eine hohe
Virulenzfrequenz von 60% fir Ht3 gekennzeichnet.

Die E. turcicum Populationen insbesondere in den sudlichen Regionen mit intensivem
Maisanbau sind durch zum Teil sehr hohe Virulenzfrequenzen fir Htl und Ht3 gekenn-
zeichnet. Eine Verwendung dieser monogenen Resistenzen erscheint daher in den ent-
sprechenden Regionen als wenig sinnvoll. In den ndrdlichen Kistenregionen kann vor al-
lem Ht1 mittelfristig einen Schutz vor der Turcicum-Blattdirre bieten. Fiur die Verhinderung
grof3flachiger E. turcicum-Epidemien bietet eine Kombination aus dauerhafter quantitativer

mit qualitativer Resistenz die einzige Moglichkeit, eine hohe Sortenresistenz zu erreichen.

Vor dem Hintergrund des ausgedehnten Maisanbaus sowohl in warmeren Regionen in Std-
europa als auch in kiihlen kiistennahen Regionen in Nordeuropa war der Einfluss der Tem-
peratur auf die Wirksamkeit der Resistenzgene ein weiterer Untersuchungsschwerpunkt
dieses Projektes. Dazu wurden Klimakammerversuche mit dem Differentialsortiment aus
nah-isogenen Linien des Genotyps B37 durchgefiihrt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass
das Resistenzgen Ht2 durch einen Wirksamkeitsverlust bei Temperaturen unter 20°C ge-
kennzeichnet ist. Darlber hinaus zeigte das Resistenzgen Ht3 bei Temperaturen unter
15°C ebenfalls Wirksamkeitsverluste. Bei Temperaturen Gber 25°C war ein Virulenzverlust
der untersuchten Rasse 123 gegenuber den Resistenzgenen Ht2 und Ht3 zu beobachten.
Neben dem Einfluss der Temperatur konnte fiir das Resistenzgen Ht2 eine deutliche Inter-
aktion mit dem jeweiligen genetischen Hintergrund aufgezeigt werden. Die Nutzung von Ht2
in frihreifen Sorten fur die kiihlen-nérdlichen Anbauregionen erscheint aufgrund der Tem-

peratursensitivitat wenig sinnvoll.

Im Rahmen vergleichender histologischer Untersuchungen von kompatiblen mit inkompa-
tiblen Interaktionen zur Pathogenese von E. turcicum in Mais wurden im Zeitverlauf des
Infektions- und Besiedlungsprozesses fiur jedes der vier Ht-Resistenzgene drei Parameter
erfasst, namlich 1. Xylem-Penetrations-Effizienz, 2. Xylem-Besiedlungs-Effizienz und 3.
Mesophyll-Besiedlungs-Effizienz. Es konnte gezeigt werden, dass die Passage der Xylem-
wand in den inkompatiblen Interaktionen fir jedes der untersuchten Ht-Gene die entschei-
dende Resistenz-Barriere im Rahmen der Pathogenese von E. turcicum darstellt. Eine voll-
standige Verhinderung der Xylem-Penetration wurde durch keines der untersuchten Ht-
Gene bewirkt. In den kompatiblen Interaktionen war das Resistenzgen HtN im Vergleich zu
den anderen Ht-Genen weniger durch einen vollstandigen Wirkungsverlust als durch eine
zeitliche Verzodgerung der Xylem-Penetration und der Mesophyll-Besiedlung gekennzeich-
net.
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6 Summary

In the last few years, the importance of Exserohilum turcicum, the causal agent of Northern
Corn Leaf Blight (NCLB), has increased in European maize growing regions. The infestation
of maize leafs by NCLB reduces the photosynthetically active leaf surface area and thereby
leads to considerable yield losses. To ensure high and stable yields therefore, the use of
resistant cultivars is the most effective method. The efficiency of monogenic resistances
however is restricted, as virulent races of the pathogen which overcome the resistance keep
emerging. One of the aims of this work was to determine the regional efficacy of NCLB
resistance genes (R-genes) through race monitoring so as to recommend resistant cultivars
to specific regions and provide relevant information that can be used in resistance breeding.
Infested maize leaf samples were collected from 168 different locations of 10 European
countries over the years 2011 and 2012. From these samples, 559 single spore isolates
were successfully obtained and their virulence characteristics were thoroughly described.
For the race classification, the disease reaction was assessed on a differential set of 5 near
isogenic inbred lines: B37-Ht0O (with no Ht gene), B37- Htl, B37- Ht2, B37- Ht3 and B37-
HtN.

For each tested R-gene, at least one corresponding virulent isolate was found. In total 12
different races were characterized. Of which, the four dominant races were race 0 (which
made up 45% and is avirulent to all the tested R-genes), race 1 (22%), race 3 (15%) and
race 3N (14%). The remaining 8 races (13, 123, 23, 2, 23N, 12, 1N and 13N) represented
a cumulated two years percentage of 4%. The cumulative two years average proportion of
the 3 most dominant races (1, 3 and 3N) was 52%. Interestingly, in the northern and coastal
regions of France, Belgium and the Netherlands which are known for their intense maize
cultivation, race 0 was predominant making up over 75%. In the Upper Rhine Valley, char-
acterized by higher temperatures and long tradition of maize cultivation, 48 and 26% of the
isolates were found to be virulent on Htl and Ht3, respectively. In the northern and southern
regions of Germany, again with a history of intensive maize cultivation, the dominant race
was race 0 directly followed by race 3. In the Inn valley in southeast Germany, 44% of the
tested isolates were virulent on Ht3. In maize cultivation regions of Czech Republic and
Poland, 37% of the isolates were virulent on Htl. Isolates collected in south west France
showed virulence frequencies of 45% for Ht3 and 38% for HtN. The unique characteristic
of this region, in contrast to the other regions considered in this study, was the high virulence
frequency on HtN mainly due to race 3N which had a virulence percentage of 38%. In south-
east France, especially in the Rhdne-Alpes region, the virulence frequency for Htl is higher
than 50%. The region Steiermark in southern Austria is characterized by an intensive and

long tradition of maize cultivation. The percentage of virulent isolates for Htl in this region
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was higher than 83%, indicating that the Ht1 gene is no longer effective in the region. More
importantly, the highest proportion of the highly complex race 123 was identified in this
region. The maize cultivation region in north Italy was characterized by a high virulence
frequency (60%) for Ht3.

The present study revealed that the European E. turcicum population is characterized by
regional very high virulence frequencies particularly against Ht1 and Ht3 in the southern
regions where intensive maize cultivation have been practiced for long period of time. It is
thus not worthwhile to use these R-genes in these areas. In the northern coastal regions
however, Htl can probably deliver a medium-term protection against NCLB. Nevertheless,
in order to prevent widespread E. turcicum epidemics and further slowdown the emergence
of new virulent races, it is advisable to continuously use resistant cultivars that possess a

combination of quantitative and qualitative resistance traits.

Like in the colder coastal regions of northern Europe, an extended cultivation of maize is
being take place in the warmer regions of southern Europe. Accordingly, the effect of tem-
perature on the efficiency of the R-genes was also a point of interest of this work. Hence,
climate chamber experiments were conducted using a differential set of near isogenic lines
derived from B37. The results showed that the efficiency of two R-genes, namely Ht2 and
Ht3, was reduced at temperatures below 20°C and 15°C, respectively. Furthermore, it was
found that the race 123 appeared to be less virulent against the R-genes Ht2 and Ht3 at
temperatures above 25°C. In addition to the temperature effect, the potential role of genetic
background was evident. Due to their temperature sensitivity for example, the utilization of
Ht2 in early ripening cultivars in the cooler northern regions seems to be not helpful.

This study further addressed histological aspects of the compatible and incompatible inter-
actions between E. turcicum and Maize. Efficient parameters (1. Xylem penetration effi-
ciency, 2. Xylem colonization efficiency, 3. Mesophyll colonization efficiency ) that help to
compare fungal colonization processes at different stages of infection were established.
Using this method, it was found that the xylem wall was the crucial resistance batrrier in the
incompatible interactions of all the tested Ht genes. The complete prevention of xylem pen-
etrations was not observed in any of the tested genotypes with Ht genes. In contrast to the
other tested Ht genes, the HtN gene, in the compatible interactions, was characterized by
a delayed xylem penetration and mesophyll colonization instead of a total loss of function

of the R-gene.
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Anhang

Tab. 1A: Alle im Rahmen des Rassen-Monitorings untersuchte Isolate mit Rassencharakterisie-
rung, Herkunftsinformationen und Jahr, sortiert nach Regionen.

Nr. Isolat Rasse Standort Region Land Jahr

1 15 1 0 Ploudalmézeau Bretagne/Normandie Frankreich 2011
2 15 4 0 Ploudalmézeau Bretagne/Normandie Frankreich 2011
3 391 0 Bulat-Pestivien Bretagne/Normandie Frankreich 2011
4 39 2 0 Bulat-Pestivien Bretagne/Normandie Frankreich 2011
5 39 3 0 Bulat-Pestivien Bretagne/Normandie Frankreich 2011
6 39 4 0 Bulat-Pestivien Bretagne/Normandie Frankreich 2011
7 40 1 0 Chékeaulin Bretagne/Normandie Frankreich 2011
8 402 0 Chékeaulin Bretagne/Normandie Frankreich 2011
9 461 3 Saint-Renan Bretagne/Normandie Frankreich 2011
10 46 2 3 Saint-Renan Bretagne/Normandie Frankreich 2011
11 46_3 3N Saint-Renan Bretagne/Normandie Frankreich 2011
12 46 4 3N Saint-Renan Bretagne/Normandie Frankreich 2011
13 64 1 0 Fleurigné Bretagne/Normandie Frankreich 2011
14 64 2 0 Fleurigné Bretagne/Normandie Frankreich 2011
15 64 3 0 Fleurigné Bretagne/Normandie Frankreich 2011
16 64 4 0 Fleurigné Bretagne/Normandie Frankreich 2011
17 762 0 Les Cresnays Bretagne/Normandie Frankreich 2011
18 76_3 0 Les Cresnays Bretagne/Normandie Frankreich 2011
19 76 4 0 Les Cresnays Bretagne/Normandie Frankreich 2011
20 77 1 0 Breuville Bretagne/Normandie Frankreich 2011
21 77 2 0 Breuville Bretagne/Normandie Frankreich 2011
22 77 3 0 Breuville Bretagne/Normandie Frankreich 2011
23 77 4 0 Breuville Bretagne/Normandie Frankreich 2011
24 97 1 0 Guirliliau Bretagne/Normandie Frankreich 2011
25 97 2 0 Guirliliau Bretagne/Normandie Frankreich 2011
26 97 3 0 Guirliliau Bretagne/Normandie Frankreich 2011
27 97 4 0 Guirliliau Bretagne/Normandie Frankreich 2011
28 113 3 0 La Meziere Bretagne/Normandie Frankreich 2011
29 113 4 0 La Meziere Bretagne/Normandie Frankreich 2011
30 145 1 0 Ploudalmézeau Bretagne/Normandie Frankreich 2012
31 145 2 0 Ploudalmézeau Bretagne/Normandie Frankreich 2012
32 145 3 0 Ploudalmézeau Bretagne/Normandie Frankreich 2012
33 145 4 0 Ploudalmézeau Bretagne/Normandie Frankreich 2012
34 148 3 0 Quimperle Bretagne/Normandie Frankreich 2012
35 11 0 Hinx Siudwestfrankreich Frankreich 2011
36 12 0 Hinx Siudwestfrankreich Frankreich 2011
37 14 0 Hinx Siudwestfrankreich Frankreich 2011
38 21 1 Coublucq Pyrenées Siudwestfrankreich Frankreich 2011
39 22 1 Coublucq Pyrenées Stdwestfrankreich Frankreich 2011
40 2 4 1 Coublucq Pyrenées Stdwestfrankreich Frankreich 2011
41 11 2 3N Alzonne Siudwestfrankreich Frankreich 2011
42 11 3 3N Alzonne Siudwestfrankreich Frankreich 2011
43 11 4 3 Alzonne Siudwestfrankreich Frankreich 2011
44 16 1 0 Sabres Siudwestfrankreich Frankreich 2011
45 16 2 0 Sabres Siudwestfrankreich Frankreich 2011
46 25 1 3N Saint Etienne Siudwestfrankreich Frankreich 2011
47 25 2 3N Saint Etienne Siudwestfrankreich Frankreich 2011
48 25 3 3N Saint Etienne Sudwestfrankreich Frankreich 2011



ANHANG 135

49 25 4 3N Saint Etienne Sudwestfrankreich Frankreich 2011
50 26 2 3N Saint Etienne Sudwestfrankreich Frankreich 2011
51 26 3 3N Saint Etienne Sudwestfrankreich Frankreich 2011
52 26 4 3N Saint Etienne Sudwestfrankreich Frankreich 2011
53 271 3 Saint Etienne Sudwestfrankreich Frankreich 2011
54 28 1 3N Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
55 28 2 0 Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
56 28 3 0 Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
57 28 4 0 Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
58 291 0 Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
59 29 2 0 Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
60 29 3 3N Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
61 29 4 3 Orthevielle Sudwestfrankreich Frankreich 2011
62 34 2 1 Monheurt Sudwestfrankreich Frankreich 2011
63 343 1 Monheurt Sudwestfrankreich Frankreich 2011
64 34 4 1 Monheurt Sudwestfrankreich Frankreich 2011
65 351 0 Saint Léger Sudwestfrankreich Frankreich 2011
66 35 2 0 Saint Léger Sudwestfrankreich Frankreich 2011
67 353 3 Saint Léger Sudwestfrankreich Frankreich 2011
68 36 1 0 Saint Léger Sudwestfrankreich Frankreich 2011
69 36 2 1 Saint Léger Sudwestfrankreich Frankreich 2011
70 36_3 1 Saint Léger Sudwestfrankreich Frankreich 2011
71 44 1 1 Bernac Sudwestfrankreich Frankreich 2011
72 44 2 1 Bernac Sudwestfrankreich Frankreich 2011
73 44 3 1 Bernac Sudwestfrankreich Frankreich 2011
74 44 4 1 Bernac Sudwestfrankreich Frankreich 2011
75 101 2 3N Souprosse Sudwestfrankreich Frankreich 2011
76 101 3 0 Souprosse Sudwestfrankreich Frankreich 2011
77 101 4 3N Souprosse Sudwestfrankreich Frankreich 2011
78 102 1 1 Mau Bourguet Sudwestfrankreich Frankreich 2011
79 102 2 1 Mau Bourguet Sudwestfrankreich Frankreich 2011
80 103 1 3N Tartas Sudwestfrankreich Frankreich 2011
81 103 2 3N Tartas Sudwestfrankreich Frankreich 2011
82 103 3 3N Tartas Sudwestfrankreich Frankreich 2011
83 103 4 3N Tartas Sudwestfrankreich Frankreich 2011
84 104 1 1 sudwest Frankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2011
85 104 2 1 sudwest Frankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2011
86 104 3 3N sitdwest Frankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2011
87 104 4 0 sudwest Frankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2011
88 127 1 3N Peyrehorade Siudwestfrankreich Frankreich 2012
89 127 2 3N Peyrehorade Stdwestfrankreich Frankreich 2012
90 127 3 3N Peyrehorade Stdwestfrankreich Frankreich 2012
91 127 4 3N Peyrehorade Stdwestfrankreich Frankreich 2012
92 130 1 0 Sabres Stdwestfrankreich Frankreich 2012
93 130 2 0 Sabres Stdwestfrankreich Frankreich 2012
94 130 3 0 Sabres Stdwestfrankreich Frankreich 2012
95 130 4 0 Sabres Siudwestfrankreich Frankreich 2012
96 131 2 1 Auch Siudwestfrankreich Frankreich 2012
97 131 3 1 Auch Siudwestfrankreich Frankreich 2012
98 131 4 0 Auch Siudwestfrankreich Frankreich 2012
99 140 1 3 westl. v. Toulouse Siudwestfrankreich Frankreich 2012
100 140 2 3N westl. v. Toulouse Siudwestfrankreich Frankreich 2012
101 140 3 3N westl. v. Toulouse Siudwestfrankreich Frankreich 2012

102 140 4 3N westl. v. Toulouse Siudwestfrankreich Frankreich 2012
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103 144 1 0 Meilhan Sudwestfrankreich Frankreich 2012
104 144 2 0 Meilhan Sudwestfrankreich Frankreich 2012
105 144 3 0 Meilhan Sudwestfrankreich Frankreich 2012
106 144 4 0 Meilhan Sudwestfrankreich Frankreich 2012
107 164 1 3N Suddwestfrankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2012
108 164 2 3N Siudwestfrankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2012
109 164 3 3N Siudwestfrankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2012
110 164 4 3N Siudwestfrankreich Sudwestfrankreich Frankreich 2012
111 4 4 23 Codroipo Italien PO Ebene Italien 2011
112 5 1 0 Ferrera Italien PO Ebene Italien 2011
113 5 2 0 Ferrera Italien PO Ebene Italien 2011
114 21 2 0 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
115 21 3 3 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
116 21 4 3 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
117 22 1 0 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
118 22_3 3 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
119 22 4 3 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
120 23 1 0 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
121 23 2 3 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
122 23 3 3 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
123 24 1 13 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
124 24 2 0 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
125 24 3 0 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
126 24 4 0 Monselice Italien PO Ebene Italien 2011
127 125 1 3 Udine Italien PO Ebene Italien 2012
128 125 2 3N Udine Italien PO Ebene Italien 2012
129 125 3 3 Udine Italien PO Ebene Italien 2012
130 125 4 3 Udine Italien PO Ebene Italien 2012
131 65 1 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
132 65 2 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
133 65 3 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
134 65 4 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
135 78 1 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
136 78 3 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
137 78 4 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
138 79 1 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
139 79 2 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
140 79 3 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
141 79 4 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
142 80 1 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2011
143 80 2 2 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2011
144 80 3 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2011
145 80 4 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2011
146 81 1 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
147 81 2 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
148 81 3 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
149 81 4 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2011
150 82 1 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
151 82 2 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
152 82 3 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
153 82 4 0 Postel Niederlande/Belgien Belgien 2011
154 86 1 0 Lochem Niederlande/Belgien Niederlande 2011
155 86 2 0 Lochem Niederlande/Belgien Niederlande 2011
156 86_3 0 Lochem Niederlande/Belgien Niederlande 2011
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157 86_4 0 Lochem Niederlande/Belgien Niederlande 2011
158 96_1 0 Dronten Niederlande/Belgien Niederlande 2011
159 96_2 0 Dronten Niederlande/Belgien Niederlande 2011
160 96_3 0 Dronten Niederlande/Belgien Niederlande 2011
161 96_4 0 Dronten Niederlande/Belgien Niederlande 2011
162 100 1 0 Kamp-Lintfort Niederlande/Belgien Deutschland 2011
163 100 2 0 Kamp-Lintfort Niederlande/Belgien Deutschland 2011
164 100 3 2 Kamp-Lintfort Niederlande/Belgien Deutschland 2011
165 100 4 0 Kamp-Lintfort Niederlande/Belgien Deutschland 2011
166 105 2 0 Geldern Niederlande/Belgien Deutschland 2011
167 105_3 0 Geldern Niederlande/Belgien Deutschland 2011
168 105 4 0 Geldern Niederlande/Belgien Deutschland 2011
169 110 1 23 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2011
170 110 2 0 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2011
171 110 3 0 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2011
172 110 4 3 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2011
173 116 1 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
174 116 2 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
175 116 4 0 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2011
176 151 1 0 Sinaai Niederlande/Belgien Belgien 2012
177 151 2 0 Sinaai Niederlande/Belgien Belgien 2012
178 151_3 0 Sinaai Niederlande/Belgien Belgien 2012
179 151 4 0 Sinaai Niederlande/Belgien Belgien 2012
180 159 1 3 Lochem Niederlande/Belgien Niederlande 2012
181 159 4 3N Lochem Niederlande/Belgien Niederlande 2012
182 160_1 3N Barchem Niederlande/Belgien Niederlande 2012
183 160 2 3N Barchem Niederlande/Belgien Niederlande 2012
184 160 3 3N Barchem Niederlande/Belgien Niederlande 2012
185 160 4 3 Barchem Niederlande/Belgien Niederlande 2012
186 161 1 2 Dronten Niederlande/Belgien Niederlande 2012
187 161 3 0 Dronten Niederlande/Belgien Niederlande 2012
188 162 1 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2012
189 162 2 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2012
190 162 3 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2012
191 162 4 0 Beervelde Niederlande/Belgien Belgien 2012
192 163 1 3N Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2012
193 163 3 3 Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2012
194 163 4 3N Sint-Maria-Lierde Niederlande/Belgien Belgien 2012
195 166 1 3N Rekken/Enschede Niederlande/Belgien Niederlande 2012
196 166 2 3N Rekken/Enschede Niederlande/Belgien Niederlande 2012
197 166 3 3N Rekken/Enschede Niederlande/Belgien Niederlande 2012
198 166 4 3N Rekken/Enschede Niederlande/Belgien Niederlande 2012
199 167 1 0 Breda Niederlande/Belgien Niederlande 2012
200 167 _3 0 Breda Niederlande/Belgien Niederlande 2012
201 167 4 0 Breda Niederlande/Belgien Niederlande 2012
202 168 1 0 Overloon Niederlande/Belgien Niederlande 2012
203 168 2 3 Overloon Niederlande/Belgien Niederlande 2012
204 168 3 0 Overloon Niederlande/Belgien Niederlande 2012
205 168 4 0 Overloon Niederlande/Belgien Niederlande 2012
206 169 1 0 Helmond Niederlande/Belgien Niederlande 2012
207 169 2 0 Helmond Niederlande/Belgien Niederlande 2012
208 169 3 0 Helmond Niederlande/Belgien Niederlande 2012
209 169 4 0 Helmond Niederlande/Belgien Niederlande 2012
210 1701 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2012
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211 170 2 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2012
212 170_3 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2012
213 170 _4 0 Wilbertoord Niederlande/Belgien Niederlande 2012
214 171 1 0 Hengelo Niederlande/Belgien Niederlande 2012
215 171 2 0 Hengelo Niederlande/Belgien Niederlande 2012
216 171_3 0 Hengelo Niederlande/Belgien Niederlande 2012
217 171 4 0 Hengelo Niederlande/Belgien Niederlande 2012
218 172 2 0 Zwolle Niederlande/Belgien Niederlande 2012
219 172_3 0 Zwolle Niederlande/Belgien Niederlande 2012
220 172 4 0 Zwolle Niederlande/Belgien Niederlande 2012
221 173 1 3 Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
222 173 2 3 Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
223 173 3 3 Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
224 173 4 0 Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
225 174 1 0 Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
226 174 2 0 Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
227 174 3 3N Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
228 174 4 3N Weert Niederlande/Belgien Niederlande 2012
229 175 1 3N Dessel/Postel Niederlande/Belgien Belgien 2012
230 175 2 0 Dessel/Postel Niederlande/Belgien Belgien 2012
231 1761 0 Bocholt Niederlande/Belgien Belgien 2012
232 176 2 0 Bocholt Niederlande/Belgien Belgien 2012
233 176_3 0 Bocholt Niederlande/Belgien Belgien 2012
234 176 4 0 Bocholt Niederlande/Belgien Belgien 2012
235 200 2 0 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2012
236 200 3 3 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2012
237 200 4 0 Alpen Niederlande/Belgien Deutschland 2012
238 31 3N Bad Lauchstadt Norddeutschland Deutschland 2011
239 17 1 0 Ostbevern Norddeutschland Deutschland 2011
240 17 2 0 Ostbevern Norddeutschland Deutschland 2011
241 17 3 0 Ostbevern Norddeutschland Deutschland 2011
242 17 4 0 Ostbevern Norddeutschland Deutschland 2011
243 83 1 1 Einbeck Norddeutschland Deutschland 2011
244 83 2 1 Einbeck Norddeutschland Deutschland 2011
245 83 3 1 Einbeck Norddeutschland Deutschland 2011
246 83 4 1 Einbeck Norddeutschland Deutschland 2011
247 91 1 1 Goritz Norddeutschland Deutschland 2011
248 91 2 1 Goritz Norddeutschland Deutschland 2011
249 91 3 13 Goritz Norddeutschland Deutschland 2011
250 91 4 13 Goritz Norddeutschland Deutschland 2011
251 109 1 0 Bergen Norddeutschland Deutschland 2011
252 109 2 0 Bergen Norddeutschland Deutschland 2011
253 109 3 0 Bergen Norddeutschland Deutschland 2011
254 133 1 3 Goritz Norddeutschland Deutschland 2012
255 133 2 3 Goritz Norddeutschland Deutschland 2012
256 133 3 3 Goritz Norddeutschland Deutschland 2012
257 133 4 3 Goritz Norddeutschland Deutschland 2012
258 137 1 3 Edesheim/Einbeck Norddeutschland Deutschland 2012
259 137 2 3 Edesheim/Einbeck Norddeutschland Deutschland 2012
260 137 3 3 Edesheim/Einbeck Norddeutschland Deutschland 2012
261 137 4 3N Edesheim/Einbeck Norddeutschland Deutschland 2012
262 142 1 3 Einbeck Norddeutschland Deutschland 2012
263 143 1 0 Lorup Norddeutschland Deutschland 2012
264 143 2 0 Lorup Norddeutschland Deutschland 2012
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319 136 _2 0 Ottmarsheim/Elsass Oberrheinregion Frankreich 2012
320 136_3 3 Ottmarsheim/Elsass Oberrheinregion Frankreich 2012
321 136 _4 0 Ottmarsheim/Elsass Oberrheinregion Frankreich 2012
322 138 1 1 Fessenheim Oberrheinregion Frankreich 2012
323 138 2 1 Fessenheim Oberrheinregion Frankreich 2012
324 138 3 1 Fessenheim Oberrheinregion Frankreich 2012
325 138 4 1 Fessenheim Oberrheinregion Frankreich 2012
326 139 1 0 Hombourg Oberrheinregion Frankreich 2012
327 139 2 3 Hombourg Oberrheinregion Frankreich 2012
328 139 3 0 Hombourg Oberrheinregion Frankreich 2012
329 139 4 0 Hombourg Oberrheinregion Frankreich 2012
330 152 1 3N Hombrechtikon Oberrheinregion Schweiz 2012
331 152 2 3 Hombrechtikon Oberrheinregion Schweiz 2012
332 152_3 3N Hombrechtikon Oberrheinregion Schweiz 2012
333 152 4 3N Hombrechtikon Oberrheinregion Schweiz 2012
334 154 1 1 Seebach Oberrheinregion Frankreich 2012
335 154 2 1 Seebach Oberrheinregion Frankreich 2012
336 154 3 1 Seebach Oberrheinregion Frankreich 2012
337 154 4 13N Seebach Oberrheinregion Frankreich 2012
338 155 1 1 Breushwickersheim Oberrheinregion Frankreich 2012
339 155 2 1 Breushwickersheim Oberrheinregion Frankreich 2012
340 155 3 1 Breushwickersheim Oberrheinregion Frankreich 2012
341 155 4 1 Breushwickersheim Oberrheinregion Frankreich 2012
342 189 1 3 Dachsen/8447 Oberrheinregion Schweiz 2012
343 189 2 3 Dachsen/8447 Oberrheinregion Schweiz 2012
344 189 3 3N Dachsen/8447 Oberrheinregion Schweiz 2012
345 189 4 3N Dachsen/8447 Oberrheinregion Schweiz 2012
346 191 1 0 Rheinau/8462 Oberrheinregion Schweiz 2012
347 191 2 0 Rheinau/8462 Oberrheinregion Schweiz 2012
348 191 3 0 Rheinau/8462 Oberrheinregion Schweiz 2012
349 191 4 0 Rheinau/8462 Oberrheinregion Schweiz 2012
350 192 1 3N Watt/8105 Oberrheinregion Schweiz 2012
351 192 3 3 Watt/8105 Oberrheinregion Schweiz 2012
352 192 4 3N Watt/8105 Oberrheinregion Schweiz 2012
353 193 1 1 Ins/3212 Oberrheinregion Schweiz 2012
354 193 3 3N Ins/3212 Oberrheinregion Schweiz 2012
355 194 1 3N Birrhard/5244 Oberrheinregion Schweiz 2012
356 194 2 3N Birrhard/5244 Oberrheinregion Schweiz 2012
357 194 3 3 Birrhard/5244 Oberrheinregion Schweiz 2012
358 194 4 3 Birrhard/5244 Oberrheinregion Schweiz 2012
359 196 1 1 Colmar Oberrheinregion Frankreich 2012
360 196 3 1 Colmar Oberrheinregion Frankreich 2012
361 196 4 1 Colmar Oberrheinregion Frankreich 2012
362 30 1 1 St.Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
363 30 2 1 St.Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
364 30 3 1 St.Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
365 30 4 1 St.Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
366 47_1 1 GroR St. Florian Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
367 47 2 1 GroR St. Florian Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
368 47_3 3 GroR St. Florian Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
369 47 4 1 GroR St. Florian Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
370 48 1 123 Fehring Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
371 48 2 1 Fehring Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
372 48 3 123 Fehring Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
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373 48_4 1 Fehring Osterreich/Ungarn Osterreich 2011
374 61_1 0 Nak Osterreich/Ungarn Ungarn 2011
375 61_2 1 Nak Osterreich/Ungarn Ungarn 2011
376 61_3 13 Nak Osterreich/Ungarn Ungarn 2011
377 61_4 0 Nak Osterreich/Ungarn Ungarn 2011
378 149 1 1 Sankt Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
379 149 2 13 Sankt Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
380 149 3 1 Sankt Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
381 149 4 1IN Sankt Kind Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
382 150 1 1 Gleisdorf Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
383 150 _2 0 Gleisdorf Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
384 150 3 1 Gleisdorf Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
385 150 4 1 Gleisdorf Osterreich/Ungarn Osterreich 2012
386 114 1 0 Ribadeo Spanien (Galicien) Spanien 2011
387 114 2 0 Ribadeo Spanien (Galicien) Spanien 2011
388 114 3 0 Ribadeo Spanien (Galicien) Spanien 2011
389 115 1 0 Ribadeo Spanien (Galicien) Spanien 2011
390 115 3 0 Ribadeo Spanien (Galicien) Spanien 2011
391 115 4 0 Ribadeo Spanien (Galicien) Spanien 2011
392 6.1 1 Thenn Stiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
393 6 2 1 Thenn Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
394 7 1 13 Thenn Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
395 81 23 Arnstorf-Lindach Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
396 8 2 0 Arnstorf-Lindach Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
397 8 3 23 Arnstorf-Lindach Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
398 8 4 0 Arnstorf-Lindach Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
399 91 0 Pocking/Schonburg Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
400 9 2 0 Pocking/Schoénburg Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
401 9 3 0 Pocking/Schoénburg Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
402 9 4 0 Pocking/Schonburg Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
403 10 1 0 Pocking/Bérnau Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
404 10 2 0 Pocking/Bérnau Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
405 10 3 1 Pocking/Bérnau Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
406 10 4 0 Pocking/Bérnau Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
407 12 1 3 Elgersdorf (SN) Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
408 13 1 0 Welbhausen Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
409 14 1 1 Poching/Eggershaum Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
410 14 2 0 Poching/Eggershaum Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
411 14 3 0 Poching/Eggershaum Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
412 14 4 0 Poching/Eggershaum Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
413 311 123 Hartkirchen Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
414 312 3 Hartkirchen Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
415 31 4 0 Hartkirchen Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
416 32 1 1 Gleisdorf Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
417 32 4 1 Gleisdorf Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
418 37 1 3 Kiinzing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
419 37 2 3 Kiinzing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
420 37_3 3 Kiinzing Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
421 37 4 3 Kiinzing Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
422 38 2 3 Grucking Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
423 38_3 3 Grucking Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
424 69 1 3 Pocking/Maierhof Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
425 69 2 1 Pocking/Maierhof Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
426 69 3 0 Pocking/Maierhof Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
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427 69_4 0 Pocking/Maierhof Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
428 70 1 3 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
429 70 2 3 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
430 70_3 3 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
431 70 4 3 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
432 71 3 0 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
433 71 4 0 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
434 72 1 0 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
435 72 2 0 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
436 73 1 0 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
437 73 2 0 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
438 73 3 1 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
439 73 4 13 Pocking/Maierhof Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
440 87_1 3N Wilhering Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
441 87 2 3 Wilhering Suiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
442 87 3 3N Wilhering Suiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
443 87 4 3N Wilhering Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2011
444 92 1 0 Ulm Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
445 92 2 0 Ulm Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
446 92 3 0 Ulm Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
447 92 4 0 Ulm Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2011
448 128 1 3 Tabertshausen Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
449 128 2 3 Tabertshausen Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
450 128 3 3 Tabertshausen Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
451 128 4 0 Tabertshausen Stiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
452 132 1 0 Wenig im Innkreis Stiddeutschland/Osterreich Osterreich 2012
453 132 2 3 Wenig im Innkreis Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2012
454 132 3 3 Wenig im Innkreis Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2012
455 132 4 0 Wenig im Innkreis Siiddeutschland/Osterreich Osterreich 2012
456 134 1 3 Pocking Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
457 134 2 1 Pocking Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
458 134 3 0 Pocking Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
459 134 4 0 Pocking Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
460 135 3 0 Pocking Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
461 135 4 0 Pocking Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
462 141 1 1 Gschaid Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
463 141 2 0 Gschaid Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
464 141 3 3 Gschaid Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
465 141 4 3N Gschaid Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
466 180 1 3N Kinzing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
467 180 2 3 Kiinzing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
468 180 3 3 Kiinzing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
469 180 4 3 Kiinzing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
470 181 1 1 Bad Fissing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
471 181 2 0 Bad Fissing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
472 181 3 3N Bad Fissing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
473 181 4 1 Bad Fissing Siiddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
474 182 1 3 Wartenberg Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
475 182 2 0 Wartenberg Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
476 182_3 0 Wartenberg Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
477 182 _4 1 Wartenberg Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
478 198 1 3N Rieden a.d. Kotz Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
479 198 2 3N Rieden a.d. Kotz Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
480 198 3 3N Rieden a.d. Kotz Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
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481 199 2 3N Strasskirchen Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
482 199 3 0 Strasskirchen Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
483 199 4 1 Strasskirchen Suddeutschland/Osterreich Deutschland 2012
484 112 1 0 Gluchow Tschechien/Polen Polen 2011
485 112 2 0 Gluchow Tschechien/Polen Polen 2011
486 112 3 0 Gluchow Tschechien/Polen Polen 2011
487 178 1 0 Hrubcice Tschechien/Polen Tschechien 2012
488 178 2 0 Hrubcice Tschechien/Polen Tschechien 2012
489 178 3 1 Hrubdice Tschechien/Polen Tschechien 2012
490 178 4 0 Hrubcice Tschechien/Polen Tschechien 2012
491 179 1 1 Garzyn Tschechien/Polen Polen 2012
492 179 2 1 Garzyn Tschechien/Polen Polen 2012
493 179 3 1 Garzyn Tschechien/Polen Polen 2012
494 179 4 0 Garzyn Tschechien/Polen Polen 2012
495 183 1 1 Kojecin Tschechien/Polen Polen 2012
496 183 2 0 Kojecin Tschechien/Polen Polen 2012
497 183 3 0 Kojecin Tschechien/Polen Polen 2012
498 183 4 1 Kojecin Tschechien/Polen Polen 2012
499 184 2 3N Velim Tschechien/Polen Tschechien 2012
500 184 3 3N Velim Tschechien/Polen Tschechien 2012
501 184 4 3N Velim Tschechien/Polen Tschechien 2012
502 185 1 1 Olomouc Tschechien/Polen Tschechien 2012
503 122 1 3N Adana Turkei (Adana) Tarkei 2012
504 122 2 23N Adana Turkei (Adana) Tarkei 2012
505 122 3 3N Adana Turkei (Adana) Tarkei 2012
506 122 4 3N Adana Turkei (Adana) Tarkei 2012
507 123 1 0 Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
508 123 2 3N Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
509 123 3 23N Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
510 123 4 3N Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
511 124 1 3N Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
512 124 2 3N Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
513 124 3 3N Adana Turkei (Adana) Turkei 2012
514 41 1 1 Grenoble Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
515 41 2 1 Grenoble Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
516 41 3 1 Grenoble Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
517 42 1 0 José/Avergne Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
518 42 2 3N José/Avergne Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
519 42 3 3 José/Avergne Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
520 43 1 1 Lezay Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
521 43 2 12 Lezay Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
522 43 3 1 Lezay Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
523 43 4 1 Lezay Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
524 45 1 0 03240 Saint-Sornin Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
525 45 2 1 3241 Saint-Sornin Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
526 45 3 3 3242 Saint-Sornin Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
527 45 4 3N 3243 Saint-Sornin Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
528 66_1 1 Villy le Montier Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
529 66 2 1 Villy le Montier Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
530 66_3 1 Villy le Montier Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
531 66_4 1 Villy le Montier Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
532 67_1 0 StVincentde Mercoze  Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
533 67 2 0 StVincentde Mercoze  Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
534 67_3 0 St Vincent de Mercoze  Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
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535 67 4 0 StVincent de Mercoze  Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
536 85 1 1 Freniéres-sur-Bex Zentralfrankreich/Westschweiz Schweiz 2011
537 85 3 3 Freniéres-sur-Bex Zentralfrankreich/Westschweiz Schweiz 2011
538 85 4 3 Freniéres-sur-Bex Zentralfrankreich/Westschweiz Schweiz 2011
539 98 1 1 Certines Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
540 98 2 1 Certines Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
541 98_3 1 Certines Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
542 98 4 1 Certines Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2011
543 146 1 0 La Ferté-Hauterive Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
544 146 2 0 La Ferté-Hauterive Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
545 146 _3 0 La Ferté-Hauterive Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
546 146 4 2 La Ferté-Hauterive Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
547 157 _1 0 Viabon Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
548 158 1 0 Tignieu Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
549 158 3 3 Tignieu Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
550 158 4 3 Tignieu Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
551 186 1 1 Saint Andre de Corcy Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
552 186 3 1 Saint Andre de Corcy Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
553 186 4 0 Saint Andre de Corcy Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
554 187 2 1 Aubigny-sur-Neére Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
555 187 4 1 Aubigny-sur-Neére Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
556 188 1 3N La Céte-Saint-André Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
557 188 2 1 La Cobte-Saint-André Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
558 188 3 1 La Cobte-Saint-André Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
559 188 4 1 La Cobte-Saint-André Zentralfrankreich/Westschweiz Frankreich 2012
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Abb. 1A: Befallsreaktionen im Anfangsstadium an Mais nach E. turcicum Infektion im
Freiland mit Gegenlicht, links: kompatible Interaktion grau/griine Lasionen (2 -3 cm

lang) ohne Cholorsen (anféllig); rechts: inkompatible Interaktion Chlorosen (3—-4 cm
lang) mit begrenzten Nekrosen (resistent)

Abb. 1A: Befallsreaktionen an Mais nach E. turcicum Infektion im Freiland, links: kompa-
tible Interaktion braune langlich ovale Lasionen (10 — 15 cm lang) ohne Cholorsen (anfal-

lig); rechts: inkompatible Interaktion Chlorosen (5 - 10 cm lang) mit betrachtlichen Nek-
rosen (resistent)
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