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Abstract

Late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans (Mont de Bary) poses
one of the most important risks in production of organic potatoes. Favourable late
blight conditions result in substantial losses in yield and quality in susceptible
genotypes. In a series of field experiments between 2012 and 2015 at three organic
sites in northern and southern Germany 148 cultivars assessed the outcome of
decades of german late blight resistance breeding. The phenotyping of this diversity
panel under natural conditions showed significant differences in the level of resistance
within and across all maturity classes. These results were then used for a Single
Nucleotide Polymorpism (SNP) assay on a 12k Infinion chip to locate QTLs for late
blight resistance. Significant SNPs could be found for the traits late blight infection,
maturity and maturity corrected late blight infection. These SNPs will be used for
development of PCR markers for marker assisted selection in ongoing resistance
breeding.

Einleitung und Zielsetzung

Die Produktion von 6kologisch erzeugten Speisekartoffeln gewinnt immer mehr an
Bedeutung. Damit geht auch eine Professionalisierung des Anbausystems einher.
Insbesondere in Jahren mit starkem Krautfaule-Infektionsdruck zeigt sich die
Wichtigkeit der Kombination aller zur Auswahl stehenden Methoden zur Sicherung
von Ertrag und Qualitat. Der Anbau Phytophthora infestans (Pi)-resistenter Sorten als
Kernpunkt bietet neben dem Aspekt der Vermeidung von Ertragsverlusten auch ein
Potential zur Vermeidung von kritisch gesehenen Kupferapplikationen. In einem
deutschlandweiten durch das Bundesprogramm Okologischer Landbau und andere
Formen nachhaltiger Landwirtschaft (BOLN) finanzierten mit den Beteiligten
Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL), Julius-Kiuhn-Institut (JKI) und
Leibnitz-Institut fir Kulturpflanzenforschung (IPK) werden in Kooperation mit Bio-
Landwirten fir den O&kologischen Anbau Pi-resistentem Kartoffeln geziichtet.
Grundlage hierfur bilden vom JKI auf Pi-Resistenz gezichtete Pre-Breeding
Kartoffelgenotypen. Die genetische Basis der Resistenz gegeniber Pi soll durch eine
Assoziationskartierung unter Verwendung dieser und weiterer Klone aufgedeckt
werden. Daraus entwickelte genetische Marker sollen in der Zichtung helfen, aus
Rickreuzungsgenerationen die am besten geeigneten Kreuzungseltern zu
identifizieren und Nachkommen mit reduzierten Aufwand auf Resistenz- und
Qualitatsparameter zu selektieren.

" 1Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft; Am Gereuth 2; 85354 Freising; Deutschland;
GeorgMichael.Forster@Ifl.bayern.de; www.Ifl.bayern.de
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Methoden

Zur Durchfihrung einer Assoziationsstudie wurde eine Population von 148
Kartoffelgenotypen bezuglich ihrer Anfalligkeit gegenuber Krautfaule phanotypisiert.
Diese setzte sich aus Sorten, Zuchtstdmmen und Fusionshybriden aus dem Speise-
und Wirtschaftssegment europaischer Zuchterhduser und der bayerischen
Landesanstalt fir Ladwirtschaft, historischen Sorten der Genbank des Leibnitz
Instituts fur Kulturpflanzenforschung und Pre-Breeding Material des Julis-Kihn-
Instituts in GroR Lisewitz zusammen. Dazu wurden in den Jahren 2012 bis 2015 an
drei Standorten in den Landkreisen Landsberg am Lech, Neuburg-Schrobenhausen
und Uelzen Feldversuche auf Okologisch bewirtschafteten Flachen angelegt. Die
Prifglieder wurden in zweifach wiederholten Parzellen bestehend aus einer
Doppelreihe von funf Pflanzen angebaut und keine Behandlung gegen Krautfaule
vorgenommen. Die Befallserhebungen in Form von Noten zwischen eins und neun
starteten mit dem Einsetzen erster Infektionssymptome und endeten meist zwei bis
drei Wochen spater nach dem vollstandigen Absterben der meisten Priifglieder. Die
aufeinanderfolgenden Boniturnoten wurden zu einem Wert der relativen Flache
zwischen unter dem Befallsnotenverlauf (rAUDPC) zusammengefasst. In den Jahren
2013 bis 2015 wurden die Prufglieder zusatzlich an einem konventionellen
Versuchsstandort mit chemischen Pflanzenschutz und mineralischer Dingung
angebaut und deren von Krautfaule unbeeinflusster Abreifezeitpunkt bonitiert. Die
Varianzanalyse der erhobenen Daten erfolgte in einem gemischten Model mit Hilfe
des Statistikprogram SAS 9.3 (SAS Institute GmbH, Heidelberg, Deutschland) in Proc
mixed.

Die Genotypisierung erfolgte durch die Prozessierung der DNA der Prufglieder mit
dem GeneSeek GGP Potato Array (llumina GmbH; Muinchen, Deutschland) durch die
Firma TraitGenetics (TraitGenetics GmbH, Gatersleben, Deutschland). Nach einer
Analyse der Arraydaten mit der Software GenomeStudio (llumina GmbH; Minchen,
Deutschland) durch TraitGenetics wurde die Dosis der 12808 gepriiften SNPs
zuruckgegeben.

Die phanotypischen und genotypischen Daten mit dem Programm TASSEL 5.2.29
(Bradbury et al. 2007) verrechnet. Es wurden solche SNP Marker verwendet, deren
Frequenz >0,05 war und deren Allelzusammensetzung angegeben. Zur Berechnung
der Merkmal-Marker-Assoziationen in einem Generalisierten Linearen Model wurde
zusatzlich die Populationsstruktur in Form des Ergebnisses fir die ersten drei Achsen
einer Hauptkomponentenanalyse verwendet. Die Berechnung der Marker-Merkmal-
Assoziationen erfolgte mit 1000-facher Permutation.

Ergebnisse und Diskussion

Erhebungen zur Anfalligkeit der Prifglieder gegenlUber Krautfaule waren
witterungsbedingt in zehn von zwodlf Experimenten mdglich. Die Befallswerte fur
Krautfaule korrelierten Uber alle Einzelumwelten zwischen 0,27 < R?<0,86. Die
Umwelt-, die Genotypeffekte sowie deren Interaktion waren signifikant (a <0,5;
p <0.0001). In drei Versuchen zur Erhebung der natirlichen Vegetationsdauer
zeigten sich signifikante Effekte fir die Faktoren Genotyp, Jahr und deren Interaktion
(a<0,5; p<0.0001). Abbildung 7 zeigt die Spannweite der Reifedauer der gepruften
Klone. Sie reiften im Mittel innerhalb von 101 Tagen ab. Das friiheste Versuchsglied
bendtigte mit 72 Tagen 46 weniger als das spateste Prufglied mit 128 Tagen. Der
durchschnittliche Krautfaulebefallswert lag bei 45 % (Minimum: 13 %; Maximum:
66 %). Eine hochstsignifikante Korrelation zeigt sich zwischen den beiden Merkmalen

159



Pflanzenbau — Kartoffel

indem eine spatere Abreife von 20 Tagen durchschnittlich einen geringeren Befall von
9,8 % zur Folge hatte. Der GrofRteil der gepriften Sorten erhielt in der
Anfalligkeitseinstufung eine unterdurchschnittliche Resistenzleistung. Die vom JKI
gelieferten Pre-Breeding Klone zeigten durchweg Uberdurchschnittliche Noten und
befanden sich innerhalb des frihen bis mittelspaten Reifesegments. Einen
reifekorrigierten Wert fur den Krautfaulebfall stellt das Residuum zur
Regressionsgerade dar und wird als delta_ RAUDPC bezeichnet. Es ermdglicht eine
Betrachtung der Resistenzauspragung lber verschiedene Reifegruppen hinweg ohne
spatreife Genotypen, welche per se eine geringere Befallsauspragung besitzen, in
ihrer relativen Leistung zu Uberschatzen. Daher muss generell bei der Untersuchung
der Krautfauleresistenz von Kartoffelklonen eine geschitzte Reifekontrolle stattfinden.
Nach der Korrektur lagen die reifeunabhangigen Krautfaulebefallswerte zwischen
-0,32 und 0,18 mit Mittelwert 0,00.

Regression des Krautfiulebefalls auf die Reifezeit
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Abbildung 7: Regression des Krautfaulebefalls auf die Reifezeit von 5
Standartsorten und 143 Kartoffelklonen welche in Sorten und Stimme,
resistente Sorten und Pree Breeding Klone des JKI eingeteilt sind.

Fur 148 Genotypen wurden 8555 SNP-Datenpunkte mit Frequenz f > 0,05 den 12
Chromosomen zugeordnet. Fur das Merkmal reifekorrigierter Krautfaulebefall
ergaben sich fir alle Chromosomen mit p <0,05 249 SNPs mit einem Effekt
> 1 % delta_rAUDPC. Abbildung 8 =zeigt den Manhattan Plot zur Verteilung
signifikanter SNPs uber die 12 Kartoffelchromosomen. In 23 Fallen erklarten zwei bis
vier aufeinanderfolgend annotierte SNPs mit gleichem Verteilungsverhaltnis einen
Effekt in gleicher Hohe. Die Allel-Konstitutionen an den Loci erklarten je Chromosom
maximal 0,06 bis 0,11 delta_rAUDPC.
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Abbildung 8: Manhattan Plot welcher die p-Werte der SNP uber die 12
Chromosomen abbildet, welche signifikante Unterschiede in der
reifeunabhdngigen Krautfauleanfilligkeit zeigen.

Fir das Merkmal Vegetationsdauer erklarten 281 SNPs auf 12 Chromosomen mit
p < 0,05 einen Reifeunterschied von mehr als einen Tag. Uitdewilligen (2013) zeigte in
einer Assoziationsstudie die Lokalisierung des hauptsachlich fur die Reifeauspragung
verantwortlichen QTLs auf Chromosom fiinf. Auch in dieser Studie zeigten sich fir
Chromosom finf mit 63 SNPs die meisten signifikanten Loci. Jedoch verteilten sich
die Effekte einzelner SNPs mit maximal 6,4 bis 10,6 Tagen auf alle Chromosomen.

Schlussfolgerungen

Im bisherigen Projektzeitraum wurden die Krautfaulereaktion vieler Sorten und
Zuchtstdmme dokumentiert und deren Unterschiede in der Resistenz sichtbar. Zudem
konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von SNPs mdgliche Resistenz- und
Reifeunterschiede erklaren. Diese sollten als PCR-Marker umgewandelt validiert
werden, um  zukilnftig in einer  Marker-gestitzen Elternwahl  und
Nachkommenselektion den Zuchtfortschritt zu beschleunigen. Multiplexe Verfahren
sind hier dem Array-Verfahren kosten- wie aufwandsmafig tberlegen und machen die
markergestutzte Selektion von Nachkommen wirtschaftlich interessant.

Forderhinweis

Das Projekt wird vom Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft im
,Bundesprogramm  Okologischer Landbau und andere Formen nachhaltiger
Landwirtschaft* (BOLN) unter der Nummer 28100E071 gefordert.
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