Weidenrost

Unterscheidung von Rostpilzen
an Biomasseweiden
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Weidenrostpilze sind die wichtigsten pilzlichen Schaderreger in Kurzum-
triebsplantagen mit Weiden. Mithilfe molekularer Methoden wird die
Diversitat der wichtigsten Arten und Unterarten verschiedener Rostpilz-
populationen in Klonsammlungen, Versuchsanlagen und aus der freien
Landschaft in Nordost- und Mitteldeutschland analysiert?. Aus den Er-
gebnissen lassen sich Erkenntnisse zur Wirtsspezifitdt und Konsequen-
zen fur die Zlchtung rostpilzresistenter Biomasseweiden ableiten.

Der Erfolg beim Anbau von Weiden (Salix)
in Kurzumtriebsplantagen zur Biomas-
seerzeugung wird in starkem MaBe von
der Standorteignung und Resistenz der
angebauten Weidenklone bestimmt. In-
fektionen mit Blattrostpilzarten (Melamp-
sora spp.) sind wichtige Risikofaktoren fur
die Bewirtschaftung von Plantagen dieser
Geholzart [9]. Um langfristig Stabilitat und
Ertragssicherheit mit den schnellwichsi-
gen Weiden zu sichern, sind durch Zuch-
tung eine ausreichend groBe Zahl von Kul-
tivaren bereitzustellen, die tGber Resistenz
gegeniber einzelnen oder mehreren Rost-
pilzarten bzw. Unterarten verflgen.

Weidenrostpilze sind obligat biotro-
phe Pathogene, die fur ihre Entwicklung
und Vermehrung lebende Pflanzenzellen
bendtigen. Der Befall mit diesen Pathoge-
nen kann das Wachstum von Weidenklo-
nen stark beeinflussen. Es kann zu vorzei-
tigem Blattfall und damit verbundenen
Zuwachsverlusten kommen. Durch einen
verspateten Neuaustrieb steigt die Frost-
empfindlichkeit der Sprosse und es be-
steht eine hohere Disposition flr sekunda-
re Schaderreger.
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Wirtsspektrum

Das Wirtsspektrum der verschiedenen Ar-
ten der Melampsora-Weidenrostpilze und
Unterarten ist spezifisch, jedoch nicht nur
auf eine Weidenart begrenzt [4]. Es wird
durch die an die Wirtspflanze angepassten
Pathogenitatsgene bestimmt. Ein Weiden-
genotyp wird befallen, wenn in der vor-
herrschenden Erregerpopulation ein oder
mehrere passende rassenspezifische Pa-
thogenitatsgene vorhanden sind, die die
kultivarspezifischen ~ Abwehrreaktionen
Uberwinden.

Die Melampsora-Arten, die strauchfor-
mige Weiden im Kurzumtrieb parasitieren,
gehodren mehreren Arten und Unterarten
an. Eine groB3e Gruppe ist M. larici-epitea,
die in mehrere Unterarten (forma specia-
lis, f. sp.), z. B. f. sp. larici-epitea typica, f.
sp. larici-daphnoides, f. sp. larici-retusae
oder f. sp. larici-reticulata eingeteilt wird.
Als Wirte zahlen Salix viminalis, S. daphno-
ides, S. aurita, S. purpurea, S. cinerea und
andere Strauchweiden [7]. Der Zwischen-
wirt far die M. larici-epitea-Gruppe ist
die Larche. Daruber hinaus gibt es mit M.
larici-pentandrae eine weitere wichtige
Rostpilzart mit Bedeutung fur Weidenkul-
turen, die vor allem S. pentandra befallt,
und fur die die Larche ebenfalls als Hap-
lontenwirt dient.

Artbestimmung
durch Sequenzierung

Morphologische  Unterscheidungskrite-
rien anhand von Sporen versagen, wenn
es sich um eng verwandte Melampsora-
Arten oder Unterarten handelt. Eine wei-
tere Moglichkeit der Artdifferenzierung
besteht Gber die Bestimmung des Dikary-
ontenwirtes durch gezielte Infektion von
Weidengenotypen mit Aeciosporen, die

Glossar

Dikaryotisch: Zustand von Pilzzellen, die
zwei haploide Zellkerne enthalten
Genetischer Abstand: MaB fur die Ver-
wandtschaft von zwei Arten

ITS: Internal Transcribed Spacer, DNA-Ab-
schnitt dessen Sequenz am haufigsten fur
die Bestimmung von Pilzarten benutzt wird
Kultivarspezifische Resistenz: nur gegen
eine einzelne Rasse einer forma specialis ei-
ner Pathogenart gerichteten Resistenz eines
Wirtsgenotyps

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polymera-
se-Kettenreaktion);  molekularbiologische
Basistechnik, mit der ein bestimmter DNA-
Abschnitt vervielfaltigt wird und dann als
PCR-Produkt fur weitere Analysen (z. B. Se-
quenzierung) zur Verfligung steht

Primer: kurzes, kiinstlich hergestelltes DNA-
Molekdl; es bestimmt, welcher DNA-Ab-
schnitt durch eine PCR amplifiziert wird
Shannon-Index: MaBzahl fur die Biodiversi-
tat aufgetretener Arten in einem Areal

vom Zwischenwirt gesammelt wurden. Ei-
ne Infektion sollte dann nur auf den fir
die jeweilige Rostpilzart typischen Wirten
stattfinden. Diese Methode ist allerdings
sehr zeitaufwandig. AuBerdem verlangt
sie Kenntnisse Uber die in Frage kom-
menden Zwischen- und Hauptwirte. Eine
Alternative, die einzelnen Melampsora-
Formen voneinander abzutrennen, stellt
die molekulargenetische Methode der
DNA-Sequenzierung dar. Bei der Artbe-
stimmung durch Sequenzierung wird die
Basenabfolge (Sequenz) der ITS-Region
des fur ribosomale RNA kodierenden
DNA-Abschnittes bestimmt. Alle Pilze mit
identischer Sequenz bzw. nur kleinsten
Abweichungen (mind. 99 % Ubereinstim-
mung) zahlen zur gleichen Art (Abb. 2).
Die ITS-Sequenzierung hat sich bei Pilzen
als sichere Methode zur Artbestimmung
etabliert [10].

Untersuchungsorte

und Probenahme

Im Herbst 2012 wurden 132 Pilzproben in
vier Weidenmutterquartieren gesammelt.
Die Weidenmutterquartiere in Berlin, Ze-
pernick und Waldsieversdorf beherbergen



Entwicklungszyklus

Die Gattung Salix wird durch eine Reihe
von heterézischen Melampsora-Rostpilzarten
befallen, d. h. fur ihren vollstandigen Ge-
nerationszyklus bendétigen die Arten einen
Zwischenwirt. Die Generationen des Weiden-
rostes werden danach unterschieden, ob der
Chromosomensatz in der Zelle einfach (haplo-
id) oder doppelt (diploid) vorliegt. Demnach
unterscheidet man bei den Rostpilzen Hap-
lonten- und Dikaryonten-Generationen. Die
Weide ist innerhalb des Generationszyklusses
der Dikaryontenwirt (Hauptwirt), wahrend
Larix-, Ribes- und Allium-Arten als Haplonten-
wirte (Zwischenwirt) dienen.

Der Entwicklungskreislauf der Melampsora-
Weidenrostpilze ist kompliziert und vollstén-
dig an den Jahreszyklus angepasst [1]. Im Som-
mer werden bei den Weiden auf den blattun-
ter- bzw. blattoberseits gebildeten sichtbaren
Sporenlagern (Uredien) zweikernige haploide
Sporen, sogenannte Uredosporen, produziert.
Sie sorgen bei glnstigen Voraussetzungen fur
die epidemische Verbreitung des Pathogens.
Im Herbst, induziert durch niedrige Tempe-
raturen, verschmelzen die beiden haploiden
Kerne in den Sporenlagern und wandeln sich
zu den sogenannten Telien oder Teleuto-
Lagern um. Es entstehen die dickwandigen
diploiden Teliosporen, mit denen der Pilz auf
abgefallenem Laub Gberwintert. Im Frihjahr
keimen die Teliosporen nach Reduktionstei-
lung zu haploiden Basidiosporen aus (Abb. 1).

Bei den wirtswechselnden Melampsora-Ar-
ten infizieren die Basidiosporen den Zwischen-
wirt, in die der Pilz mit Hilfe spezieller Infekti-
onsstrukturen in die grinen Nadeln der Larche
bzw. in die Blatter anderer Zwischenwirte ein-

dringt. Die entstehenden Fruchtkérper sind die
sogenannten Spermagonien (auch als Pycnidi-
en bezeichnet), die aus verkndulten Hyphen
entstehen, und in denen klebrige Spermatien
(Pycnosporen) gebildet werden. Diese Sporen
gehoren unterschiedlichen Kreuzungstypen (+
oder -) an, je nachdem von welchem Basidio-
sporentyp sie stammen. Mit Hilfe von Insekten
werden die Spermatien auf den entgegenge-
setzten Kreuzungstyp Ubertragen, wo sie an
den sogenannten Empfangnishyphen kleben
bleiben. Wenn der Kern der Spermatie in die
Hyphenzelle einwachst, erfolgt die Dikaryoti-
sierung. Als Sonderfall verschmelzen die bei-
den haploiden Zellkerne nicht zu einem diplo-
iden Zellkern, sondern es liegen in jeder Zelle
zwei haploide Zellkerne vor (dikaryotischer
Zustand) [3]. Aus den dikaryotischen Zellen
entwickeln sich Aecien. In diesen Sporenlagern
entstehen zweikernige Aeciosporen, die den
Hauptwirt Weide infizieren und die eigentliche
parasitische Phase des Pilzes einleiten (Abb. 1).
Bevor sich allerdings die sichtbaren Uredien
(Uredosporenlager) mit ihrer typischen Far-
bung auf den Weidenblattern auspragen, bil-
den keimende Sporen verschiedene Infektions-
strukturen aus, um Uber die Spaltéffnungen in
das Blattgewebe einzudringen und Haustorien
auszubilden. Mit den Haustorien werden der
Pflanze die Nahrstoffe entzogen, die der Pilz
fur die Ausbildung des massenhaften Befalls
bendtigt. Die Hyphen wachsen in die Interzel-
lularen ein und weitere Haustorien entstehen.
Wenn die Pilzhyphen aggregieren, durch-
brechen sie die Epidermis als Uredien. Dieser
Infektionsprozess ist sehr stoff- und energie-
aufwendig. Dafur muss das Pathogen den
Stoffwechsel seines
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Uberwiegend Strauchweiden, wahrend in
Hann. Minden auch Baumweidenklone
zu finden sind. Weitere 24 Proben stam-
men aus zwei Anbauversuchen (Minche-
berg und Wriezen) sowie von zwei natur-
lichen Standorten (Batzlow und Cottbus).

Fur die Untersuchung der Rostpilzdi-
versitat wurden Salix-Blattproben gesam-

melt. Sie stammen von Wildklonen, Zucht-
klonen und Kreuzungsnachkommen, die
sichtbar mit Weidenrost befallen waren.
Die Pilz-DNA wurde nach Standardmetho-
den aus Uredien extrahiert und die ITS-Re-
gion mittels PCR und den rostspezifischen
Primern ITS1F und ITS4rust amplifiziert.
Nach Reinigungsschritten wurden die PCR-

Weidenrost

Produkte bei der Firma GATC (Konstanz)
sequenziert. Die Rohsequenzen wurden
mit Hilfe der LaserGene® Software, Ver-
sion 10 (DNASTAR, Madison/USA), zusam-
mengefugt und editiert.

Die phylogenetischen Verwandschafts-
verhaltnisse wurden mittels drei Verfah-
ren fur die Rekonstruktion von Stamm-
bdumen bestimmt: Neighbour-Joining
(NJ), Maximume-Likelihood (ML) und Baye-
sian Analysis.

Nachgewiesene Arten

Es wurden 156 Proben von allen Standor-
ten untersucht, von denen 149 erfolgreich
sequenziert werden konnten. Die phy-
logenentische Analyse ergab insgesamt
sieben Sequenztypen. Bei Anwendung
des Artkonzeptes von Pei [8] konnen sechs
Arten und innerhalb der Art Melampsora
epitea zwei formae specialis unterschie-
den werden (Abb. 3). Sequenzvergleiche
mit Rostpilzen, die auf subarktischen Wei-
den im Hochland von Schottland gefun-
den wurden [6], legen nahe, dass es in
Europa weitere Rostpilzarten gibt. Abge-
sehen von dem Typ 6b (M. larici-epitea f.
sp. larici-epitea typica) gibt es keine Uber-
einstimmungen zwischen den Rostpilzen
aus Deutschland und den schottischen
Formen. Das liegt vor allem daran, dass
sich die Verbreitung der Wirtsarten der
beiden Regionen stark unterscheiden. Die
im schottischen Hochland vorkommenden
Zwergweiden spielen fur die Zlchtung
von Biomasseweiden keine Rolle und wer-
den deshalb in Mutterquartieren norma-
lerweise nicht kultiviert.

Von Interesse ist, dass drei Melampsora-
Arten nachgewiesen wurden, die Baum-
weiden parasitieren: M. allii-fragilis, M.
allii-salicis albae und Melampsora pentan-
drae. Die beiden ersten Formen nutzen
verschiedene Laucharten als Zwischenwirt,
M. pentandrae die Larche.

Mithilfe des Stammbaums lassen sich
die genetischen Abstande zwischen den
nachgewiesenen Arten und Unterarten
gut darstellen (Abb. 3). So repréasentieren
die horizontalen Linien die genetischen
Abstande vom letzten gemeinsamen Vor-
fahren (Knotenpunkt). Diese Abstande
sind zwischen M. allii-salicis albae (Typ
3) und M. allii-fragilis (Typ 4) sehr klein.
Dasselbe trifft auch auf die genetischen
Unterschiede zwischen den formae spe-
ciales von Melampsora larici-epitea zu. Es
ist fraglich, ob die beiden Rostpilztypen 3
und 4 der Baumweiden als unterschiedli-
che Arten angesehen werden kénnen, da
ihr genetischer Unterschied nicht groéBer
als der zwischen den Unterarten von M.
larici-epitea ist. Eventuell kénnte eine zu-
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Sequenzvergleich auf Unterschiede

Abb. 2: Rostbestimmung mittels Sequezierung der ITS-Region

Tab. 1: Anzahl der Funde und Diversitat (Shannon-Index) von

nachgewiesenen Weidenrostpilz-Arten sowie ihren Wirten in vier
Weidenmutterquartieren

5 =

Y-
M. larici-pentandrae 2
M. ribesii-purpureae 2 1
M. allii-salicis albae 4
M. sp. aff. allii-fragilis 2
M. larici-caprearum 7 4
M. larici-epitea f. sp. larici-epitea typica 2 6 34 5
M. larici-epitea . sp. larici-daphnoides 28 1 5 22
Summe aller Proben 32 20 43 30
Biodiversitat H fiir nachgewiesene Rostpilze 046° | 1,43 | 0,66° | 0,822
Biodiversitat H fiir Weidenarten auf der Flache 0,8 | 2,76° | 1,84> | 1,04
H = Shannon-Index, signifikante Unterschiede auf Basis des Solow-Ran-
domisierungstestes sind durch hochgestellte Buchstaben gekennzeichnet.

kinftige Uberpriifung ergeben, dass die Typen 3 und 4 als formae
speciales zu einer neu abzugrenzenden Baumweiden-Rostpilzart
gehoren. Diese Frage kann nur mit weiterfihrenden Laborunter-
suchungen (Biotests) geklart werden.
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M. ribesii-purpureae Typ 2 | Wirtswechsel mit Ribes spp.

M. allii-fragilis Typ 4

Wirtswechsel mit Allium spp.
M. alli-salcis albae Typ 3 I PP

M. larici-caprearum Typ 5

M. larici-epitea f. sp. larici-epitea typica Typ 6a
M. larici-epitea f. sp. larici-daphnoides Typ 6b
M. larici-pentandrae Typ 1

Melampsora larici-populina (Aussengruppe

Wirtswechsel mit Larix spp.

Abb. 3: Schematische Darstellung der Verwandtschaftsverhéltnisse fiir
sechs nachgewiesene Melampsora-Arten, basierend auf ihren ITS-Se-
quenzen. Die Typen 6a und 6b haben keinen Artstatus, sondern sind for-
mae speciales von M. larici-epitea.

Rostpilz-Biodiversitat
der Weidenmutterquartiere

Die Rostpilz-Biodiversitat wird als Shannon-Index H angegeben
(Tab. 1) und wurde mit dem Programm Species Diversity & Rich-
ness IV (PISCES Conservation LTD, Pennington/UK) berechnet.
Dieser Index basiert nicht allein auf der gefundenen Artenzahl,
sondern bezieht auch die Arthaufigkeit ein. Biodiversitatsunter-
schiede, die zwischen zwei Flachen gefunden werden, kénnen mit
Hilfe des Solow-Randomisierungstestes [11] auf Signifikanz getes-
tet werden.

Die Rostpilz-Biodiversitat in den drei Weidenmutterquartieren
um Berlin (Berlin-Dahlem, Waldsieversdorf, Zepernick) unterschei-
det sich nicht, wahrend sie in Hann. Minden signifikant am héchs-
ten ist (Tab 1). Dies lasst sich vor allem dadurch erklaren, dass in
Hann. Mlnden eine gréBere Anzahl alterer Baumweidenklone
kultiviert wird. Das spiegelt sich auch im Shannon-Wiener Index
fur die Biodiversitat der Wirtsarten wider, der fiir Hann. Minden
signifikant am groBten ist (Tab. 1, letzte Zeile). Es gibt somit eine
positive Beziehung zwischen der Biodiversitat der Rostpilze und
der Biodiversitat der Weiden (Pearson’s R = 0,86; p = 0,07). Diese
positive Beziehung ist ein Indiz daflr, dass bei der Koexistenz von
Rostpilzen und Weiden die Wirtsspezifitdt der Pilze eine groBe
Rolle spielt. Auch in anderen Gemeinschaften von Baumarten und
Pilzen, wie der Ektomykorrhiza-Symbiose, konnte gezeigt wer-
den, dass eine positive Korrelation der Wirts- und der Pilzarten-
zahl ein Indikator fur die Wirtsspezifitat der Interaktion ist [2].

Wirtsspezifitat innerhalb von
Melamspora larici-epitea

Der relativ groBe Stichprobenumfang, der zum Nachweis der zwei
formae speciales von M. larici-epitea fuhrte, erlaubt weiterhin
Untersuchungen Uber deren Wirtsspektrum. Die Form M. larici-
epitea f. sp. larici-daphnoides wurde nur auf Salix daphnoides
nachgewiesen (65 Proben), wogegen die Form M. larici-epitea f.
sp. larici-epitea typica mit einem breiten Wirtsspektrum auf 13
Weidenarten und Hybriden vertreten war (59 Proben) (Abb. 4).
Unter den Wirten fir f. sp. larici-epitea typica finden sich die
aus der Literatur zu erwartenden Salix-Arten S. viminalis, S. x da-
syclados, aber auch S. purpurea und S. daphnoides. Im Kontrast
dazu steht die hohe Wirtstreue von f. sp. larici-daphnoides auf
S. daphnoides. Zusammen mit dem kleinen genetischen Abstand
beider formae speciales (99,8 % Ubereinstimmung der ITS -Se-
quenz) und der Beobachtung, dass f. sp. larici-epitea typica, wenn
auch selten, auf S. daphnoides vorkommt, |asst sich die Hypothese
aufstellen, dass sich die spezialisierte Form . sp. larici-daphnoides
vom dem Generalisten f. sp. larici-epitea typica abgespalten hat.

www.forstpraxis.de


izaspel
Hervorheben


Wahrend diese Schlussfolgerung Evo-
lutionsbiologen interessiert, weil sie quasi
die Beobachtung von Evolution in Aktion
demonstriert, ergeben sich fur den Prak-
tiker aus dem breiten Wirtsspektum von
f. sp. larici-epitea typica Konsequenzen.
Fir die Purpurweide als Wirtsart liegen
sowohl Rostpilzsequenzen von f. sp. lari-
ci-epitea typica als auch dem namenstra-
genden spezialisierten Rostpilz M. ribesii-
purpureae vor (Tab. 1). Zumindestens in
Mutterquartieren flr Biomasseweiden
wird die Purpurweide also von zwei ver-
schiedenen Rostpilzarten befallen. Fir die
Artansprache der Pathogene ist demzu-
folge die alleinige Kenntnis der Wirtsart
nicht ausreichend. Mit der vorliegenden
Arbeit kann nun gezeigt werden, dass mit-
tels molekulargenetischer Methoden eine
eindeutige Artbestimmung fur Rostpilze
auf Biomasseweiden maglich ist.

Ausblick fur Selektion
und Ziichtung

In einem aktuellen Zuchtungsprogramm
mit den Salix-Arten S. viminalis, S. pentan-
dra, S. purpurea und S. daphnoides wer-
den interspezifische und intraspezifische
Kreuzungen durchgefihrt, um aus den
Nachkommen kinftige Biomasseklone zu
selektieren. Ein besonderer Schwerpunkt
dieser Arbeiten ist die Resistenz der Neu-
zichtungen gegen Weidenrostpilze, da
die Anfalligkeit mit erheblichen Ertrags-
einbuBen gekoppelt sein kann. Das Grund-
problem der rassenspezifischen Resistenz
eines Weidengenotyps ist der begrenzte
Zeitraum der Widerstandsfahigkeit, weil
aus der Population angreifender Rostpilz-
rassen spezifische Virulenzmutanten im-
mer wieder neu selektiert werden kénnen,
fur die keine Resistenzgene vorliegen. Im
Rahmen der Resistenzpriifung im Biotest
ist es erforderlich, als Testerstamme alle

Weidenrost

Melampsora epitea
f. sp. daphnoides

f. sp. typica

m S. daphnoides m S. viminalis ] B S. daphnoides 2
mS. helvetica @ S. viminalis - Hybriden m S. daphnoides - Hybriden
@ S. humboldtiana x purpurea B S. x aquatica

B S. nigra @ S. x dasyclados

mS. purpurea @ S. x smithiana

B S. purpurea x aquatica O S. x stipularis

@ Salix sp.

1 interspezifische Kreuzungen mit S. viminalis Mutterklon
2 interspezifische Kreuzungen mit S. daphnoides Mutterklon

Abb. 4: Unterschiedliches Wirtsartenspektrum fiir die beiden nachgewiesenen formae speciales
Melampsora epitea f. sp. typica und M. epitea f. sp. daphnoides, basierend auf der Anzahl der

Funde untersuchter Flachen

in Frage kommenden Melampsora-Arten
und Unterarten in parallelen Inokulatio-
nen einzusetzen, fur die die neugezlch-
teten Klone in das Wirtsspektrum fallen.
Die eindeutige Unterscheidung und der
gezielte Einsatz ist nun nach den vorlie-
genden molekulargenetischen Ergebnisse
maoglich. Zusatzlich sollten mehrere Tes-
terstdmme einer Form geprift werden,
da diese Uber verschiedene Virulenz- bzw.
Avirulenzgene verflgen. In Feldprufun-
gen auf nur einem oder wenigen Stand-
orten kann diese Forderung selten erfullt
werden.

Fur die Praxis besteht die Mdglichkeit,
Klone mit spezifischer Resistenz gegen
unterschiedliche Weidenrostpilzrassen
zu Mehrklonsorten fir den Kurzumtrieb
zu kombinieren, um eine breit gelagerte
Resistenz (horizontale Resistenz) zu errei-

chen und die kurzfristige Entwicklung von
resistenzbrechenden Pathogenpopulatio-
nen zu vermeiden [5].

Noch erfolgversprechender ist die Se-
lektion von Wirtsgenotypen, die Resistenz
gegen viele Rassen einer forma specia-
lis besitzen, die von Pathogen nur durch
mehrere  wirksame  Mutationsschritte
Uberwunden werden kann. Es handelt sich
dabei um bereits vorhandene Abwehrme-
chanismen (z. B. Auspragung der Kutiku-
la), zum anderen um induzierte Prozesse
(z. B. Synthese von Phenolen und Folge-
produkten). Dieser Resistenztyp ist nicht
vollstdndig ausgepragt, jedoch dauerhaf-
ter und kann experimentell nur mit meh-
reren Rostpilzrassen einer forma specialis
nachgewiesen werden. Allerdings sind
diese Phanotypen seltener und bedrfen
aufwandiger Selektionsarbeiten.
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