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Pappelrost

Melampsora-Resistenztests

in Pappeln

Eine Infektion mit Pappelrost (Melampsora spec) fihrt zu vorzeitigem Blattverlust, einem
verspateten Austrieb und daher zu Biomasseverlust in der nachsten Wachstumsperiode. Fiir eine
schnelle und einfach handhabbare Bestimmung der Anfilligkeit oder der Resistenz der Pappel
gegeniiber Pappelrost wurde ein In-vitro-Infektionstest etabliert. Hierbei ist allerdings zu
berticksichtigen, dass die Gattung Populus in funf Sektionen unterteilt ist und dass die Arten in
den Sektionen unterschiedlich anfillig gegentiber verschiedenen Pappelrost-Stammen sind.

TEXT: KHIRA DEECKE, MATTHIAS FLADUNG

n Mitteleuropa hat der immer rasan-

ter ablaufende Klimawandel zur
Folge, dass nicht nur die Jahresmit-
teltemperaturen steigen, sondern es
lokal auch zu immer trockeneren und
heiBeren Sommern kommt. Das macht
den heimischen Baumarten aus zweier-
lei Griinden schwer zu schaffen. Zum
einen fiithren Wassermangel und lang
anhaltende Trockenheit bei vielen Bau-
men zu einer Schwéachung der individu-
ellen physischen Konstitution (,,Fit-
ness“). Zum anderen werden auf diese
Weise physisch geschwichte Baume
anschlieBend von bereits existierenden,
aber auch von neuen, wirmeliebenden
Schadlingen und Krankheitserregern -
phytopathogenen Pilzen und Insekten,
die bisher nicht in Deutschland vor-
kommen - bedroht.

Da sich jedoch der Klimawandel in-
nerhalb weniger Jahrzehnte vollziehen
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» Pappelrost (Melampsora spec) stellt
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Abb. 1: Mit Pappelrost infizierte Pappelblatter in verschiedenen Stadien des Befalls
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Abb. 2: Fotografische Darstellung der Infektionsversuche an den Boniturtagen. Die Aufnahmen erfolgten zu vier
Zeitpunkten nach der Inokulation. Tag 1 nach Infektion (1 dpi = day post inoculation), Tag 7 nach Infektion (7 dpi),
Tag 14 nach Infektion (14 dpi) und Tag 21 nach Infektion (21 dpi). Dargestellt ist der Klon Max1, der der Sektion
Aigeiros/Tacamahaca angehort; der verwendete Melampsora-Stamm ist M. larici-populina (98AG31).

wird, ist eine zlichterische Anpassung
von Forstgeholzen an die verdnderten
Klimabedingungen aufgrund der lan-
gen Generationszyklen von Baumen
mittels klassischer Resistenzziichtung
unter Umstdnden zu langsam. Daher
miissen auch andere Strategien entwi-
ckelt und alternative MaBnahmen er-
griffen werden, um die einheimischen
Waldbaumarten zu schiitzen.

Fiir Pappeln stellt der Pappelrost
(Melampsora spec.) eine der schlimms-
ten Bedrohungen dar [1]. Zur Gattung
Melampsora werden heute tiber 50 ver-
schiedene Arten gezahlt, die tiber-

wiegend verholzende Pflanzen befal-
len. Fiir Pappeln sehr bedeutsam sind
u. a. zwei miteinander nahe verwand-
te Rostpilzarten, M. larici-populina und
M. larici-tremulae. Im Jahr 2011 wur-
de die gesamte Sequenz des Genoms
des M.-larici-populina-Stamms 98AG31
publiziert [2] (https://genome.jgi.doe.
gov/Mellp1/Mellp1.home.html). M. la-
rici-populina 106st Rostinfektionen zwar
bei fast allen bekannten Pappelklonen
aus - unabhingig von der Sektionszu-
gehorigkeit -, allerdings bevorzugt die-
ser Pilz Pappelklone, die den Sektionen
Aigeiros und Tacamahaca angehoren.
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Pappelklone der Sektion Populus wer-
den hauptsachlich von M. larici-tremu-
lae befallen. Die intensiven Melampso-
ra-Infektionen gehen zumeist mit einer
Anfalligkeit gegeniiber anderen Patho-
genen einher, was in der Konsequenz
das Wachstum der Pappeln deutlich re-
duziert.

Um erste Hinweise auf das Toleranz-
spektrum von Pappelsorten gegeniiber
Melampsora spec. zu erhalten, wurde
in Anlehnung an [3] ein In-vitro-Infek-
tionstest mit Bléttern etabliert. Hier-
zu wurden Blattunterseiten in einer
semi-feuchten Kammer mit einer Spo-
rensuspension fiir 21 Tage inkubiert
und wochentlich bonitiert. Die Auswer-
tung erfolgte durch iterative Abschat-
zung der befallenen Blattflache in Pro-
zent. Wir haben mit dieser Methode 20
verschiedene in vitro-kultivierte Pap-
pelklone (Tab. 1, nach [4]) aus drei ver-
schiedenen Sektionen [5] auf ihre An-
falligkeit bzw. Resistenz gegeniiber M.
larici-populina und M. larici-tremulae
untersucht.

Gewinnung und Kultivierung
der beiden Rostpilzarten

Der sequenzierte M.-larici-populina-
98AG31-Stamm wurde von Dr. Pascal
Frey (INRAE, Universitit Lorraine, Frank-
reich) zur Verfligung gestellt. Sporen des
M.-larici-tremulae-Stamms wurden im
Oktober 2016 von Blattunterseiten von

P x canescens-Individuen (P1), die seit
2013 im Arboretum des Thiinen-Instituts
fiir Forstgenetik (GroBhansdorf, Deutsch-
land) kultiviert werden, entnommen. Die
Identitéit des M.-larici-tremulae-Stamms
wurde nach Sequenzierung der Internal
Transcribed Spacer-Region (ITS) und des
NADH dehydrogenase subunit 6-Gens
(NADO) bestitigt.

Die Kultivierung der beiden Rostpilz-
arten erfolgte nach [6] auf Blattmateri-
al von anfalligen Pappelklonen in einer
semi-feuchten Kammer. Hierfiir wurden
zunéchst zwei Filterpapiere (Rundfilter
MN640, 90 mm x 0,2 mm) in einer ste-
rilisierten Glaspetrischale (Durchmes-
ser 10 cm) mit 1.800 ul sterilem Lei-
tungswasser befeuchtet. AnschlieBend
wurden Blatter von anfalligen Pappel-
klonen mit der Blattunterseite nach
oben auf das befeuchtete Filterpapier
platziert. Die Sporensuspension, beste-
hend aus Melampsora-Sporen in Agar-
Wasser (0,1 g/1 steriles Leitungswas-

, Fiir Pappeln stellt
Pappelrost eine
der schlimmsten
Bedrohungen dar.*
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ser), wurde in mehreren 1-ul-Tropfen
pro Blatt mittels einer Pipette unter se-
mi-sterilen Bedingungen aufgetragen.
Die Sporensuspension wurde anschlie-
Bend mit einem Apothekerspatel auf
der Blattunterseite verstrichen. Die so
vorbereiteten Glaspetrischalen wurden
mit Parafilm verschlossen und in einem
RUMED-Wachstumsschrank (Rubarth
Apparate GmbH, Laatzen, Deutschland)
fiir 14 Tage bei 19 °C und einer dauer-
haften Beleuchtung von etwa 11 uE/

m’/s!) inkubiert. Trockene Sporen wur-
den tUber steriler Aluminiumfolie abge-
Klopft [6], in ein 1,5-ml-Eppendorf-Re-
aktionsgefaB tiberfiihrt und bei -20 °C
gelagert.

Vorbereitung der Sporensus-
pension und des Blattmaterials

Am Vortag eines Infektionsversuchs
wurden die bei -20 °C gelagerten Spo-
ren aufgetaut und in 100 pl Agar-Was-
ser (0,1 g/1 steriles Leitungswas-

ser = 0,01 %) resuspendiert. Um ein
Anhaften der Sporen im Eppendorf-Re-
aktionsgefa und den verwendeten
Pipettenspitzen zu minimieren, wurde
1 pl von einer Tween20-Verdiinnung
(10 ul Tween20; 1.500 ul 0,01 %
Agar-Wasser) auf 100 pl Agar-Wasser
gegeben. Die Sporendichte wurde mit
dem Fuchs-Rosenthal-Hamozytometer

Analyse der Anfilligkeit gegeniiber Melampsora spec

Tab. 1: Verwendete Pappelklone zur Analyse der Anfalligkeit gegentiber Melampsora spec. Angegeben sind
die Namen der Pappelklone, die Art/der Hybrid und die zugehtrige Sektion (nach [5]). Die Informationen
bezuglich der Art/des Hybrids wurden aus [4] und [7] entnommen.

4x Gottingen P. tremula = P, alba
(P. x canescens)
tetraploid

Androscoggin P. maximowiczii * P,
trichocarpa

Astria P. tremula x P
tremuloides triploid

Aue? P. deltoides x P. nigra

Braunall P. tremulal

D25 P. deltoides

DNI P. deltoides = P. nigra

DN5 P. deltoides x P. nigra

Esch5 P. tremula %
tremuloides

P. tremula = P. alba
(P. x canescens)

INRA717-1B4 ,(P1)"

Max1 P. nigra x P. maximowiczii

Muhle Larsen P. trichocarpa

Nisqually P. trichocarpa

p7 P. nigra

Rochester P. maximowiczii x P.
nigra var. Plantierensis

T89 P. tremula x P.
tremuloides

Villafranca P alba

Ws2 P. tremula

Weser4 P. trichocarpa

Weser6 P trichocarpa

Populus Deutschland
Tacamahaca USA
Populus Deutschland
Aigeiros Deutschland
Populus Deutschland
Aigeiros Argentinien
Aigeiros Argentinien
Aigeiros Argentinien
Populus Deutschland
Populus Frankreich
Aigeiros/Tacamahaca Japan
Tacamahaca Belgien
Tacamahaca USA
Aigeiros Deutschland
Tacamahaca/Aigeiros  USA
Populus Tschechien
Populus Italien
Populus Deutschland
Tacamahaca Deutschland
Tacamahaca Deutschland

42021 AFZ
: DerWALD
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A= Pappelrost

Sporenlager Melampsora larici-populina
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Abb. 3: Mittelwert und Standardfehler [S E.) der prozentualen, durch Sporenlager eingenommenen
Flache ausgewahlter Pappelklone am Boniturtag 21 nach Inokulation mit M. larici-populina.

(*J: 95 % signifikant unterschiedlich im Vergleich zum Klon Nisqually;

(*J: 95 % signifikant unterschiedlich im Vergleich zum Klon Astria

auf 100 Zellen/ul eingestellt. Anschlie-
Bend wurde die Sporensuspension tiber
Nacht bei 4 °C gelagert.

Die zu testenden Pappelklone wur-
den sechs Wochen vor Beginn des In-
fektionsversuchs als Kopfstecklinge in
Magentadosen (Magenta GA-7 Vessel,
Sigma-Aldrich, Miinchen) mit WPM-Me-
dium (Duchefa Farma B. V., Haarlem,
Niederlande) tiberfiihrt. Um moglichst
viele und groBe Blatter zu generieren,
wurden pro Magentadose lediglich zwei
Pflanzen angezogen. Am Tag vor dem
Infektionsversuch wurden alle Blat-
ter einer Pflanze mit der Blattuntersei-
te nach oben in die Glaspetrischalen mit
befeuchtetem Filterpapier iiberfiihrt,
mit Parafilm verschlossen und bis zur
Durchfiihrung des Infektionsversuches
im Wachstumsschrank unter den bereits
oben genannten Bedingungen gehalten.

Durchfiithrung
der Infektionsversuche

Am Inokulationstag wurden die Blattun-
terseiten der Blatter mit Agar-Wasser
(0,01 % Agar), mit und ohne Sporen
(Kontrollen), inokuliert. Hierfiir wurden
Blitter bis zu einer GroBe von 1 cm’ mit
1 ul Agar-Wasser inokuliert. Blatter mit
einer Grofe von 1,1 bis 1,9 cm® wurden
mit 1,5 pl und Blétter groBer als 2 cm®

wurden mit 2 pl Agar-Wasser bestrichen.

Das Agar-Wasser wurde mittig auf die
Blattunterseite gegeben und mit einem
Apothekerspatel verteilt. Nachdem alle
Blétter der zu untersuchenden Klone
beimpft waren, wurden sie fiir 21 Tage
im Wachstumsschrank unter den
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genannten Bedingungen inkubiert. Am
7., 14.und am 21. Tag nach Inokulation
wurden die Blatter auf sichtbare Infekti-
onsmerkmale bonitiert sowie fotogra-
fisch dokumentiert (Abb. 2). Zur Bestim-
mung der befallenen Flache wurde diese
in Prozent zur Gesamtflache eines jeden
Blattes iterativ abgeschatzt.

Infektionstests
mit M. larici-populina

Bei den Resistenztests mit M. larici-po-
pulina (98AG31) zeigte es sich, dass
Sporenlager auf Blattern aller Klone der
Sektion Tacamahaca sowie deren inter-
sektionellen Hybriden nachgewiesen
werden konnten (Abb. 3 und 4). Inte-
ressanterweise zeigten Aigeiros-Klone
ein unterschiedliches Verhalten: Wah-
rend P7 (P nigra) und Aue2 (P, deltoides
x P, nigra) Infektionsmerkmale aufwie-
sen, konnten bei D25 (P deltoides)
sowie bei DN1 und DN5 (P nigra x P
deltoides) keine Infektionsmerkmale
nachgewiesen werden. Drei Klone der
Sektion Populus mit geringen, dennoch
aber nachweisbaren Infektionsmerkma-
len waren Braunall (P tremula) sowie
Astria und T89 (P tremula x P tremuloi-
des). Keine Sporenlager wurden auf den
Klonen W52 (P, tremula), Villafranca (P
alba), Esch5 (B tremula x P tremuloi-
des) sowie P1 und 4x Gottingen (P, tre-
mula x P alba) gefunden.

Neben den Sporenlagern wurden bei
der Bonitur nach 21 Tagen auf 13 von
20 Klonen auf den Blattern schwarz
verfarbte Bereiche festgestellt (Abb. 4),
die als Folge einer nekrotischen Reak-

Grafik: M. Fladung

Abb. 4: Visuelle Erscheinung von Blattern
verschiedener Pappelklone am Boniturtag 21 nach
Inokulation mit M. larici-populina. A: Nisqually; B:
Rochester:; C: Astria; D: Braunall. Die Nummern auf
Abbildung A und C dienten lediglich der
Orientierung bei der Bonitur.

tion auf das Sporeninokulat gedeutet
wurde, da beim Kontrollinokulat (ohne
Sporen) keine Schwarzfarbung beob-
achtet werden konnte. Interessanter-
weise traten die nekrotischen Bereiche
sektionsiibergreifend auf (Abb. 5). Al-
lerdings wurden die nekrotischen Be-
reiche nicht auf allen ausgebrachten
Blattern eines Klons gefunden.

Infektionstests
mit M. larici-tremulae

Die Infektionstests mit M. larici-tremulae
zeigten, dass Sporenlager auf Blattern
aller Klone der Sektion Populus nachge-
wiesen werden konnten (Abb. 6). Die
Aigeiros-Klone zeigten ein unterschiedli-
ches Verhalten: P7 (P nigra) zeigte mitt-
lere und DN5 (P, nigra x P deltoides) sehr
geringe, die anderen Klone (DN1, D25,
Aue?2) iiberhaupt keine Infektionsmerk-
male. Auch bei den Klonen der Sektion
Tacamahaca und ihrer intersektionellen
Hybride konnten keine Sporenlager
nachgewiesen werden.

Nach Inokulation mit M.-larici-tremu-
lae-Sporen konnte nach 21 Tagen auf
den Blattern von den 20 Klonen eine
nekrotische Reaktion nur bei den Klo-
nen Villafranca, Nisqually und DN1 be-
obachtet werden, alle anderen Klone
zeigten keine Reaktion. Wieder wur-
den die nekrotischen Bereiche nicht auf
allen ausgebrachten Bladttern der drei
Klone gefunden.

Schlussfolgerungen

Die Infektionsversuche verschiedener
Pappelklone unterschiedlicher Sektio-
nen mit Sporen von zwei verschiedenen
Pappelroststimmen (M. larici-populina

Fotos: M. Fladung
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und M. larici-tremulae) zur Analyse des
Befallsspektrums zeigten sowohl sekti-
onsspezifische als auch klonspezifische
Unterschiede. M. larici-populina infi-
zierte alle Klone der Sektionen Taca-
mahaca, wobei absteigend folgende Rei-
henfolge festgestellt werden konnte:
Nisqually = Androscoggin = Rochester
> Weser6 > Max1 > Muhle Larsen >
Weser4. Dagegen wiesen nur zwei
Klone der Sektion Aigeiros Infektions-
merkmale auf, wihrend drei Klone kei-
nerlei Symptome zeigten: P7 > Aue2 >
DN1 = DN5 = D25. Es konnte interes-
sant sein, bedeutende, aber anfillige
Tacamahaca-Klone mit den resistenten
Aigeiros-Klonen zu kreuzen. Drei Klone
aus der Sektion Populus wiesen zwar
geringe, aber nachweisbare Infektions-
merkmale auf, wihrend die anderen
Klone nicht befallen waren: Astria >
Braunall > T89 = P1 = Villafranca =
W52 = Esch5. Zusatzlich wurden 21
Tage nach Ausbringung des M.-lari-
ci-populina-Sporeninokulats bei ver-
schiedenen Klonen, unabhangig der
Sektionszugehorigkeit, nekrotische
Bereiche bonitiert, wobei absteigend
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Nekrose Melampsora Iarici-populina
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Abb. 5: Mittelwert und Standardfehler (S. E.) der prozentualen, durch Nekrose eingenommenen
Flache ausgewahlter Pappelklone am Boniturtag 21 nach Inokulation mit M. larici-populina:
(*J: 95 % signifikant unterschiedlich im Vergleich zum Klon P1

Sporenlager Melampsora larici-tremulae
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Abb. 6: Mittelwert und Standardfehler (S. E.) der prozentualen, durch Sporenlager eingenommenen
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Flache ausgewahlter Pappel Klone am Boniturtag 21 nach Inokulation mit M. larici-tremulae.
(*: 95 % signifikant unterschiedlich im Vergleich zum Klon P1

folgende Reihenfolge festgestellt wer-
den konnte: Muhle Larsen > Braunall
> P7 > Rochester > Max1 > Astria >
Weser4 > Adroscoggin > 4x Gottingen
> P1 > T89 > Esch5 > DN1 > Nis-
qually = DN5 = D25 = Aue2 = Weser6
= W52 = Eschb.

Dagegen hat M. larici-tremulae bevor-
zugt die Klone der Sektion Populus ab-
steigend in folgender Reihenfolge infi-
ziert: W52 > Astria > Esch5 > T89 >
4x Gottingen > Braunall = P1 = Vil-
lafranca. Dagegen wiesen die Klone aus
der Sektion Tacamahaca sowie die in-
tersektionellen Hybride Max1 und Ro-
chester keine Infektionsmerkmale auf.
Die Aigeiros-Klone reagierten wieder
unterschiedlich: Klon P7 (P nigra) zeig-
te sich am anfalligsten gegentiiber M.
larici-tremulae, wahrend DN1 und D25
keine Infektionsmerkmale zeigten: P7
> DN5 > DN1 = D25 = Aue2.
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