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I. Kurze Darstellung 

 

1 Aufgabenstellung 

 

Ziel des Plant-KBBE II Projektes „ExpResBar“ war es, neue und potentiell dauerhafte Resistenzen 

gegen wichtige Pathogene der Gerste wie Blumeria graminis, Rhynchosporium secalis, Puccinia 

hordei, Pyrenophora teres, Ramularia collo cygni und Barley yellow dwarf virus (BYDV), die bereits in 

früheren Screening-Programmen beispielsweise innerhalb der Spanish barley core collection (SBCC) 

und unterschiedlichen serbischen Landrassen identifiziert werden konnten, für die praktische 
Züchtung nutzbar zu machen. Wesentliche Ziele der Arbeiten am JKI waren (i) eng gekoppelte Marker 

für Mehltauresistenz-QTL auf den Chromosomen 7HS, 7HL und 6H zu entwickeln, (ii) Gene zu 

identifizieren, die in eine aus H. bulbosum stammende BYDV-Toleranz involviert sind, (iii) eine 

Phänotypisierung für Resistenz gegenüber Pyrenophora teres durchzuführen sowie (iv) eine 

hochauflösende Kartierungspopulation für ein auf Chromosom 1HS lokalisiertes 

Zwergrostresistenzgen aufzubauen. Darüber hinaus galt es im Rahmen der Identifikation neuer Allele 

mit der HaploChIP Technik ausgewählte Genotypen mit Mehltau und Zwergrost zu infizieren sowie 

weiterhin im Rahmen der Entwicklung einer integrativen Karte der Gerste für Pathogenresistenz 

Daten über Resistenzgene und molekulare Marker zur Verfügung zu stellen. 

 
2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgeführt wurde 

 

Arbeitspaket 1. Identifikation neuer Resistenzressourcen und Entwicklung diagnostischer 

molekularer Marker 

 

Zu Beginn der Arbeiten lagen bereits umfangreiche Kenntnisse über die Mehltauresistenz der SBCC 

vor (Silvar et al. 2010a, 2010b, 2011a) und es waren durch Analyse der DH-Population SBCC97 x 

Plaisant bereits zwei QTL für Mehltauresistenz auf Chromosom 7HS und 7HL bekannt (Silvar et al. 

2011b). Ferner war bekannt, dass die Akzession SBCC145, welche ursprünglich für eine Kartierung 

einer R. secalis Resistenz genutzt werden sollte, auch ein hohes Resistenzniveau gegenüber B. 

graminis besitzt. Effektive Screeningverfahren auf Mehltauresistenz unter Nutzung verschiedener 

Isolate waren am JKI etabliert. 

Toleranz gegenüber BYDV konnte in Zusammenarbeit mit Dr. Richard Pickering, Neuseeland und der 

KWS-LOCHOW in einer Linie identifiziert werden, die eine H. bulbosum Introgression auf Chromosom 

2HL trägt. Eine 212 DH-Linien umfassende Population der Kreuzung (Emir x Introgressionslinie) x Emir 

stand zu Projektbeginn zur Verfügung. Ferner lagen wenige Marker zum Nachweis der Introgression 

vor und effektive Screeningverfahren auf BYDV-Toleranz waren etabliert. 

Zur Erfassung der Resistenz gegenüber Pyrenophora teres, dem Erreger der Netzfleckenkrankheit war 

zu Projektbeginn eine effektive Screeningmethode, d.h. eine Horst-Aussaat im August etabliert, die 

eine verlässliche Erfassung des Befalls mit Netzflecken ermöglicht (König et al 2013). 
In Bezug auf Zwergrost (Puccinia hordei) war die Position eines neuen Resistenzgens aus der 

serbischen Landrasse MBR1012 auf Chromosom 1HS bereits bekannt (Perovic et al 2003, König et al 

2012) und es lagen aus anderen Projekten umfangreiche Erfahrungen in der Erstellung 

hochauflösender Kartierungspopulationen und der Markerabsättigung (Pellio et al. 2005, Lüpken et 

al. 2013) vor, ebenso wie effektive Screeningverfahren zur Erfassung der Resistenz. 

 

Arbeitspaket 2 Identifikation von weiteren Allelen, die mit Resistenzreaktionen von Gerstegenotypen 

in Verbindung stehen 

 

Ziel des Arbeitspaketes 2 war die Identifizierung der allelischen Variation ausgewählter Resistenzen 
gegenüber B. graminis, R. secalis und P. hordei. Innerhalb dieses Arbeitspaketes wurde vom Partner 
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MPIPZ die HaploChip-Technologie (Knight et al., 2003) genutzt. Diese ermöglicht die Erfassung des 

Zusammenhanges zwischen allelischer Ausprägung und der Genexpression, so dass auch nicht 

kodierende Regionen in die Analysen einbezogen werden konnten. Das JKI war an der 

Probenvorbereitung von mit B. graminis und P. hordei inokuliertem Pflanzenmaterial für die 

HaploChip-Analysen beteiligt. Effektive Inokulationstechniken standen für beide Pathogene zur 

Verfügung (s.o.). 

 

Arbeitspaket 3. Entwicklung einer integrativen Karte für Pathogenresistenz in Gerste 

 
Eine Zusammenstellung über Markerinformationen zu Resistenzgenen in Gerste lag zu Projektbeginn 

bis zum Jahr 2009 beim JKI vor. 

 

3 Planung und Ablauf des Vorhabens 

 

Das Institut für Resistenzforschung und Stresstoleranz des JKI war an den Arbeitspaketen 1, 2 und 3 

beteiligt. 

Im Rahmen der Markerabsättigung der zwei in der spanischen Landrasse SBCC097 auf Chromosom 

7H identifizierten Mehltauresistenz-QTLs sollte zunächst auf die in der Gerste vorhandenen 

genomischen und genbasierten Markerressourcen zurückgegriffen werden. In einem ersten Schritt 
sollte dabei in einer 262 RILs umfassenden Population der Kreuzung SBCC097×Plaisant, unter 

Verwendung von vier SSR Markern für beide QTLs, rekombinante Linien identifiziert werden, und 

basierend auf diesen segmental rekombinanten RILs und den entsprechenden Markern, die als Anker 

dienten, aus den verschiedenen zur Verfügung stehenden Ressourcen Marker zur Eingrenzung der 

beiden Intervalle entwickelt werden. Im Rahmen der Kartierung der Mehltauresistenz der spanischen 

Landrasse SBCC145 sollten die Resistenzeigenschaften von 190 DH Linien der Kreuzung SBCC145 x 

Beatrix gegenüber Blumeria graminis erfasst werden. Diese Daten sollten dann weiterhin für die 

komparative Feinkartierung mit Hilfe der Sequenzinformationen von Reis, Brachypodium und 

Sorghum unter Verwendung des GenomeZippers (Mayer et al. 2011) genutzt werden. 

Zur Identifikation von Genen, die an einer Toleranz gegen BYDV beteiligt sind und der Entwicklung 
diagnostischer Marker, sollten in fertilen DH-Linien der Rückkreuzung [(203S11 x Emir) x Emir] solche 

Linien identifiziert werden, welche die Introgression auf Chromosom 2HL tragen und anschließend 

diese Introgression unter Nutzung eines 384 Illumina Beadexpress Assays und des Infinium 9K iSelect 

Chips weiter eingegrenzt und entsprechende rekombinante Linien phänotypisiert werden. Für eine 

weitere Eingrenzung des Intervalls sollten weiterhin exome capture Analysen durchgeführt werden. 

Im Rahmen der Identifikation von Kandidatengenen sollte eine BAC-Bibliothek erstellt sowie von den 

Eltern zusätzlich Transkriptionsanalysen mittels RNAseq nach einer Virusinfektion durchgeführt 

werden. 

Zur Identifikation von Pyrenophora teres Resistenz sollte die SBCC Kollektion sowie segregierende 

DH-Linien Populationen mit der neu entwickelten Prüfmethode für dieses Pathogen analysiert 
werden. 

Für die Kartierung und Isolierung des Zwergrostresistenzgens der Landsorte MBR1012 sollte zunächst 

eine hochauflösende Kartierungspopulation entwickelt und eine Markerabsättigung entsprechend 

der Arbeiten zur Mehltauresistenz (s.o.) durchgeführt werden. Weiterhin sollte eine BAC-Bibliothek 

der Linie MBR1012 erstellt werden. 

Im Rahmen der Identifikation von weiteren Allelen, die mit Resistenzreaktionen von 

Gerstengenotypen in Verbindung stehen, sollten F1-Pflanzen inokuliert werden, um solche Allele zu 

identifizieren, welche zu quantitativer Resistenz gegenüber B. graminis, P. hordei und R. secalis 

führen (siehe Abschlussbericht des MPIPZ). 
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Weiterhin sollten Markerdaten zu Resistenzgenen in Gerste gegenüber verschiedensten Pathogen in 

der Literatur gesammelt und dem Partner (MPIMP) als Basis für die Erstellung einer integrativen 

Karte der Resistenz der Gerste zur Verfügung gestellt werden (siehe Abschlussbericht des MPIMP).  

 

4 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknüpft wurde 

In der SBCC und in einer Kollektion serbischer Landrassen wurden bereits umfangreiche Screening-

Programme für die hier untersuchten Pathogene (Blumeria graminis, Rhynchosporium secalis, 

Puccinia hordei, Pyrenophora teres) durchgeführt und so neue Resistenzressourcen identifiziert 

(Silvar et al. 2010a, Perovic et al. 2003). In der spanischen Landsorte SBCC97 waren bereits zwei QTL 
auf den Chromosomen 7HL und 7HS identifiziert (Silvar et al. 2010b) und die Lokalisation der 

Rostresistenz aus der serbischen Landrasse MBR1012 auf Chromosom 1HS war bekannt (König et al. 

2009). Neben den in Gerste bereits bekannten QTL für BYDV-Toleranz (Ordon et al. 2009), war 

bekannt, dass die H. bulbosum Introgressionslinie 203S11 eine Toleranz gegenüber BYDV auf 

Chromosom 2HL trägt (R. Pickering, pers. Mitt.). Für alle genannten Pathosysteme lagen effektive 

Inokulationsmethoden und Verfahren zur Erfassung der Resistenz am JKI vor (z.B. Niks et al. 2004, 

Silvar et al. 2010). Weiterhin lagen umfangreiche Erfahrungen in der Erstellung hochauflösender 

Kartierungspopulationen sowie der Markerabsättigung von Zielintervallen (Pellio et al. 2005, Lüpken 

et al. 2013) vor. Für die Markerentwicklung und -absättigung standen hochdichte genetische Karten 

(z.B. Varshney et al. 2007, Stein et al. 2007, Sato et al. 2009) zur Verfügung und die Illumina iSelect 
9K Plattform zur Hochdurchsatzgenotypisierung war in der Entwicklung (Comadran et al. 2012). 

Weiterhin standen zu Projektbeginn zur Verfügung bzw. wurden im Verlauf des Projektes verfügbar: 

(i) der “Genome Zipper“ des Gerstegenoms (Mayer et al., 2011), (ii) physikalische und 

sequenzbasierte Karten des Gerstegenoms (IBGS 2012, Ariyadasa et al. 2014), (iii) eine auf den 9K 

iSelect Daten beruhende genetische Karte (Comadran et al., 2012), (iv) Exome capture für das 

Gerstengenom (Mascher et al., 2013), (v) RNAseq zur Identifikation von Expressionsunterschieden 

und SNPs (Kugler et al. 2013), (vi) Verfahren zur kostengünstigen Erstellung von spezifischen BAC-

Bibliotheken (Alfares et al. 2009; Gonthier et al. 2010) sowie (vii) hochdichte Sequenzkarten 

(Mascher, et al. 2013a, 2013b). 

 

5  Zusammenarbeit mit anderen Stellen 

 
In diesem Projekt kooperierten das Julius Kühn-Institut (Institut für Resistenzforschung und 

Stresstoleranz, Quedlinburg), das Max-Planck Institut für Pflanzenzüchtungsforschung (MPIPZ), das 

Max-Planck Institut für Pflanzenphysiologie (MPIMP), die Bayerische Landesanstalt für Pflanzenzucht 

(Lfl) und Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Die Arbeiten wurden in Kooperation 

mit der KWS LOCHOW (KWS-L), der Saaten-Union BioTec (SU BIO), Sejet Plantbreeding (SEJ), 

Eurosemillas SA (EUSEM), Centre Udl-IRTA (Udl-IRTA), und der Saatzucht Josef Breun (BREUN) 

durchgeführt. Innerhalb des Arbeitspakets 1 wurde Aufgabe 2 durch das JKI und das CSIC bearbeitet, 

während Aufgabe 3 durch das JKI in Kooperation mit der KWS-LOCHOW bearbeitet wurde. Die aus 

der Bearbeitung der Aufgabe 5 resultierenden Ergebnisse wurden durch das JKI und die Saatenunion-
BioTec erarbeitet. Die exome Capture Analysen und die RNAseq-Analysen wurden in 

Zusammenarbeit mit dem IPK Gatersleben, und die BAC-Bibliotheken in Zusammenarbeit der INRA 

CNRG Toulouse durchgeführt. 
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II. Eingehende Darstellung 
1 Verwendung der Zuwendung und der erzielten Ergebnisse 
 

Entwicklung eng gekoppelter Marker für Mehltauresistenz-QTL auf den Chromosomen 7HS, 7HL und 

6HS. 

 

Im Rahmen der Kartierung der zwei in der spanischen Landrasse SBCC097 auf Chromosom 7H 

identifizierten QTLs (Silvar et al. 2010b), wurden in der 262 RILs umfassenden Population der 

Kreuzung SBCC097×Plaisant unter Verwendung von GBM1126 und GBM1060 für den QTL auf 
Chromosom 7HS sowie GBM1122 und EBmac0755 für den QTL auf Chromosom 7HL, 94 

rekombinante Linien identifiziert. In einem ersten Markerabsättigungsschritt wurde zunächst auf die 

in der Gerste vorhanden Markerressourcen (Stein et al. 2007) zurückgegriffen sowie auf EST-basierte 

genetische Karten (Marcel et al. 2007, Sato et al. 2009, Close et al. 2009). Basierend auf den 

genannten Markern, die als Anker dienten, wurden aus den verschiedenen zur Verfügung stehenden 

Ressourcen 52 Marker für beide Intervalle ausgewählt. Von diesen waren 32 polymorph und wurden 

kartiert (Abb. 1B) (Silvar et al., 2012). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

Abbildung 1: Genetische Karte der auf Chromosom 7H detektierten QTLs für die Mehltauresistenz in der 

Kreuzung SBCC097xPlaisant. (A) vor der Markerabsättigung, (B) nach der Markersättigung Phase 1 (32 neue 

Marker), (C) nach der Markerabsättigung Phase 2 (23 neue Marker). (D) die schwarzen vertikalen Säulen stellen 

die neuen QTL-Intervalle dar (Silvar et al. 2012). 

 

In weiteren Arbeiten wurde eine komparative Feinkartierung mit Hilfe der für Reis, Brachypodium 

und Sorghum zur Verfügung stehenden Datenbanken und unter Verwendung des GenomeZippers 
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(Mayer et al. 2011) durchgeführt. Es wurden ca. 40 Gerstenunigene aus den Sequenzinformationen 

der wahrscheinlichsten, orthologen Kandidatengene identifiziert. Mit diesem Vorgehen wurde eine 

höhere Markerabsättigung der Karte erreicht und 23 Marker, die im Bereich der vermuteten 

Mehltauresistenz lokalisiert sind, identifiziert (Abb. 1C) (Silvar et al., 2012). In einem nächsten Schritt 

wurden die zunehmenden Sequenzinformationen der Gerste und die lineare Anordnung der 

entsprechenden Gene (GenomeZipper) genutzt, um ortholge Sequenzen in den Sorten Morex und 

Betzes mittels BLASTn zu identifizieren. Die flankierenden Marker der beiden QTLs wurden wieder als 

Startpunkt für eine komparative Kartierung mit Hilfe des GenomeZippers verwendet. Dies 

ermöglichte die Identifikation einer Region mit der Länge von 0,64 cM, die 30 Gerstenloci umfasst 
und auf dem Chromosom 7HS lokalisiert ist. Im Weiteren konnte auf dem Chromosom 7HL eine 4,30 

cM große Region identifiziert werden, die 34 Gerstenloci umfasst. Insgesamt wurden schließlich 64 

Unigene der Gerste aus den verfügbaren Sequenzinformationen identifiziert, die im Rahmen der 

Markerabsättigung für die Kartierung geeignet waren. 

Parallel zu diesen Arbeiten im Rahmen der Kartierung der Mehltauresistenz der spanischen 

Landrasse SBCC145 wurden am Julius Kühn-Institut die 190 DH Linien der Kreuzung SBCC145 x 

Beatrix mit den Blumeria graminis Isolaten, I211 und I224 inokuliert und deren Resistenzreaktion 

erfasst. In Zusammenarbeit mit dem CSIC und der LfL konnte basierend auf diesen Daten und den 

genotypischen Daten, die mittels 1536 SNPs des Illumina GoldenGate Oligonucleotide Pool Assay 

(BOPA1) generiert wurden, ein Haupt QTL für die Resistenz gegen diese beiden Isolate auf dem 
langen Arm von Chromosom 6H identifiziert werden, der 60% der phänotypischen Varianz erklärt 

(Abb. 3) (Silvar et al., 2011c). 

 

 
Abbildung 2. Kartierung von QTL für die Resistenz gegenüber den Blumeria graminis Isolaten I211 und I224 in 

der Kreuzung SBCC145 auf Chromosom 6H (Silvar et al. 2011c). 

 

Im Rahmen der weiteren Arbeiten zu dem auf Chromosom 6HL lokalisierten QTL der Landsorte 

SBCC145 wurden unter Nutzung des Genome Zippers (Mayer et al. 2011) ca. 40 Gerstenunigene im 

interessierenden Bereich identifiziert. 

Zusammenfassend konnten mit Hilfe der komparativen Kartierung für die Zielregion auf Chromosom 

7HS 12 neue Marker, für 7HL 9 neue Marker und für 6HL 12 neue Marker kartiert werden (Abb. 1D). 

Die äußeren flankierenden Marker der QTLs auf den Chromosomen 7HS, 7HL und 6HL umspannen 

eine physikalische Länge von 4,0 Mb,  3,7 Mb und 3,2 Mb (Abb. 3). Insgesamt konnten mit Hilfe des 

dargestellten Vorgehens 21, 10, und 16 potentielle Kandidatengene, die mit der Pathogenabwehr in 
Zusammenhang stehen, für die Mehltauresistenz in diesen Regionen identifiziert werden (Silvar et al. 

2013b). 
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Abbildung 3. Genetische Karte der Chromosomen 7HS (a), 7HL (b) und 6HL (c) nach Absättigung mit den aus 

contigs von Morex entwickelten neuen Markern (fett). Die schraffierten Balken zeigen die chromosomalen 

Regionen, die QTLs für Resistenz gegen B. graminis auf den Chromosomen 7HS und 7HL aufweisen. Das 

Diagramm der DH Linien aus der Kreuzung SBCC145xBeatrix stellt die Rekombinationen aus der Region dar, die 

den QTL auf Chromosom 6HL beinhaltet (Silvar et al. 2013b). 

 
Tabelle 1: Alleldetektion für Marker mit sehr enger Kopplung zu den auf Chromosom 7H lokalisierten Mehltau 

Resistenz-QTL. Die unterschiedlichen Buchstaben stehen für unterschiedliche Allele und NA für keine 

Amplifikation (Silvar et al. 2013a). 

 
 

Die zwei Haupt-QTL für die Mehltauresistenz wurden in der spanischen Linie SBCC097 auf dem 

Chromosom 7H lokalisiert an vergleichbaren Positionen wie die Gene mlt und Mlf, die in Hordeum 

vulgare spp spontaneum abgeleiteten Gerste-Linien beschrieben wurden. Um weitergehende 

Informationen zu gewinnen, wurden diese Linien mit einem Set von 27 Blumeria graminis Isolaten 

inokuliert. Dieser Test zeigte, dass die spanische Linie ein einzigartiges Resistenzmuster aufweist. Die 

mikroskopische Beurteilung der zytologischen Entwicklung der Resistenzreaktion zeigte weiterhin, 

dass der Anteil der etablierten Kolonien und die Anzahl sekundärer Hyphen in der spanischen 

Landrasse im Vergleich zu den H. spontaneum Linien deutlich reduziert sind. Diese Ergebnisse 
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stimmen mit denen der visuellen Beobachtung des Infektionstyps überein (Silvar et al. 2013a). Die 

genetischen Analysen aller Linien basierend auf den flankierenden Markern der QTL von SBCC097 

(Tab. 1), gestützt von makroskopischen und mikroskopischen Daten, deuten auf eine neuartige 

Resistenz in der Linie SBCC97 hin (Silvar et al 2013a). 

Saatgut von acht rekombinanten Inzuchtlinien (RILs) mit dem QTL von Chromosom 7HS wurden von 

den spanischen Projektpartnern (Ernesto Igartua, Ana Cassas) zur Verfügung gestellt und werden 

mittels Inokulation mit dem Blumeria graminis f. sp. hordei Isolat 225 auf Resistenz getestet, um im 

Hinblick auf eine Isolation des betreffenden Gens das Zielinterval weiter einzugrenzen. 

 
Identifikation von Genen mit Beteiligung an der BYDV-Toleranz und Entwicklung spezifischer Marker 

 

Die Introgressionslinie 203S11 enthält ein H. bulbosum Fragment auf Chromosom 2HL, welches 

Toleranz gegen BYDV verleiht. Diese Linie wurde mit Emir zweimal zurückgekreuzt und 520 DH-Linien 

von der KWS-LOCHOW entwickelt. Für die Arbeiten standen nach Diplodisierierung 212 DHLinien zur 

Verfügung. Diese Linien wurden mit 5 für die Hordeum bulbosum Introgression spezifischen CAPS 

Markern sowie vier SSR-Markern analysiert. Dabei wiesen 118 DH-Linien das H. bulbosum Fragment 

in seiner ursprünglichen Länge auf, 22 zeigten Rekombinationen im Hordeum bulbosum Fragment 

und 72 trugen kein H. bulbosum Fragment. Abbildung 4 zeigt die graphischen Genotypen von Linien 

mit Rekombinationen im Introgressionsfragment. 
 

 
Abbildung 4. Graphische Genotypen von Linien mit Rekombinationen im Hordeum bulbosum 

Introgessionsfragment ermittelt mittels CAPS- und SSR-Markern 

 

Die rekombinanten Linien wurden zur weiteren Markerabsättigung mit einem Illumina BeadExpress 
Arrays (384 SNPs) von der KWS LOCHOW GMBH analysiert. Unter Nutzung dieser 384 SNPs konnte 

die Größe der Introgression auf ca. 12 cM eingegrenzt werden. Desweiteren wurden diese DH-Linien 

im Gewächshaus künstlich mit BYDV-tragenden Blattläusen infiziert (20 Pflanzen) und anschließend 

gemeinsam mit gesunden Kontrollen der entsprechenden DH-Linien ins Freiland (Gazehäuser) 

gepflanzt, um deren Reaktion gegenüber einer BYDV-Infektion zu ermitteln. Nach Analyse der 

rekombinanten Introgressionslinien mit dem 9k iSelect Chip und den phänotypischen Daten nach 

künstlicher Inokulation, konnte die toleranzbedingende Introgression auf einen Bereich von ca. 3cM 

Marker SSR1 SSR2 CAPS1 CAPS2 SSR3 CAPS3 CAPS4 SSR4 CAPS5

DH line Bin12 Bin12 Bin12 Bin13 Bin13 Bin14 Bin14 Bin14 Bin15

DH-Pick14 HV HV HV HV HB HB HB HB HB

DH-Pick15 HV HV HV HV HB HB HB HB HB

DH-Pick22 HB - HV HV HV HV HB - HB

DH-Pick167 HB HB HB HB HB HB HB HV HB

DH-Pick168 HB HB HB HB HB HB HB HV HV

DH-Pick200 HV HV HV HB HB HB HB HB HB

DH-Pick204 HV HV HV - HV HV HV HV HB

DH-Pick214 HV HV HV - HV HV HV HV HB

DH-Pick245 HV HV HV HV HV HV HV HB HB

DH-Pick267 HV HV HV HV HV HV HB HB HB

DH-Pick272 HB HB HB HB HB HB HB HV HV

DH-Pick275 HV HB HB HB HB HB HB HB HB

DH-Pick276 HB* HV HV HV HV HV HV HV HV

DH-Pick279 HB HB HB HB HB HB HB HV HV

DH-Pick287 HB HB HV HV HV HV HV HB HB

DH-Pick307 HB HB HB HB HV HV HV HV HV

DH-Pick311 HB HB HB HB HB HB HB HB HV

DH-Pick313 HB HV - HV HB HB HB HB HB

DH-Pick323 HB HB HB HB HB HB HV HV HV

DH-Pick364 HV HV HV HV HV HV HV HB HB

DH-Pick383 HV HV HV HV HB HB HB HB HB

DH-Pick391 HB HB HB HB HB HB HB HV HV

DH-Pick403 HV HV HV HV HB HB HB HB HB
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in der Telomerregion eingegrenzt werden. 

16 Marker entwickelt und im Zielintervall kartiert 

 

Abbildung 5: Ergebnis der Markerabsättigung der 

=Emir-Allele,Blau=H. bulbosum Introgessionen.

 

Der Vergleich der genetischen Position zu anderen 

lieferte den Nachweis, dass es sich bei der bearbeiteten Toleranz um

dieser Locus aus H. bulbosum stammt, kann angenommen
ist, und daher sehr wahrscheinlich

vorhanden ist. Daher ist in der physik

Fragmentes direkt aus H. bulbosum

zu identifizieren, die in die BYDV

tolerante H. bulbosum Introgessionslinie 203S11 eine

Genomabdeckung bei INRA-CNRGV

drei der zuvor entwickelten PCR

noch zur Ausprägung der Toleranz führt, lokalisiert sind.

Weiterhin wurde im Rahmen der Identifikation von Kandidatengenen für die BYDV

RNASeq Experiment durchgeführt. Pflanzen der Sorte Emir und der
wurden künstlich mit BYDV/PAV unter kontrollierten Bedingungen

infizierten und nicht-infizierenden Aphiden inokuliert.

Blattmaterial von Einzelpflanzen entnommen

infizierenden Aphiden inokuliert wurden, wurden mit DAS ELISA auf das Vorhandensein von 

Viruspartikeln untersucht und nur Pflanzen mit positivem Ergebnis wurden für die RNASeq Analyse

verwendet. Die RNA wurde von den folgend

 

 

 

 
 

 

 

in der Telomerregion eingegrenzt werden. Unter Verwendung des GenomeZippers konnten

Marker entwickelt und im Zielintervall kartiert wurden. (Abb. 5). 

Ergebnis der Markerabsättigung der H. bulbosum Introgression auf Chromosom 2HL 

Introgessionen. 

Der Vergleich der genetischen Position zu anderen bereits bekannten BYDV Toleranzgenen 

lieferte den Nachweis, dass es sich bei der bearbeiteten Toleranz um einen neuen Locus handelt. Da 

stammt, kann angenommen werden, dass er spezifisch für 
ist, und daher sehr wahrscheinlich in den für H. vulgare vorhandenen BAC

ist in der physikalischen Isolierung und Sequenzierung des entsprechenden 

H. bulbosum der kürzeste und effektivste Weg zu sehen, um Kandidatengene

zu identifizieren, die in die BYDV-Toleranz involviert sind. Aus diesem Grund wurde für die BYDV

Introgessionslinie 203S11 eine „Non-gridded BAC-Bibliothek“ mit dreifacher 

CNRGV erstellt. Gegenwärtig wird diese Bibliothek bei INRA

entwickelten PCR-Marker untersucht, welche auf dem kürzesten Fragment, welches

noch zur Ausprägung der Toleranz führt, lokalisiert sind. 

Weiterhin wurde im Rahmen der Identifikation von Kandidatengenen für die BYDV

RNASeq Experiment durchgeführt. Pflanzen der Sorte Emir und der Introgressionsl
wurden künstlich mit BYDV/PAV unter kontrollierten Bedingungen unter Nutzung von BYDV

infizierenden Aphiden inokuliert. 12 Stunden nach der In

Blattmaterial von Einzelpflanzen entnommen und bei -80 °C gelagert. Einzelpflanzen, die mit den 

inokuliert wurden, wurden mit DAS ELISA auf das Vorhandensein von 

untersucht und nur Pflanzen mit positivem Ergebnis wurden für die RNASeq Analyse

verwendet. Die RNA wurde von den folgenden sechs Proben extrahiert (Tabelle 2).

Unter Verwendung des GenomeZippers konnten weitere 

 
Introgression auf Chromosom 2HL Orange 

Toleranzgenen und QTL 

einen neuen Locus handelt. Da 

werden, dass er spezifisch für H. bulbosum 
vorhandenen BAC-Bibliotheken nicht 

alischen Isolierung und Sequenzierung des entsprechenden 

der kürzeste und effektivste Weg zu sehen, um Kandidatengene 

Grund wurde für die BYDV-

Bibliothek“ mit dreifacher 

erstellt. Gegenwärtig wird diese Bibliothek bei INRA-CNRGV mit 

kürzesten Fragment, welches 

Weiterhin wurde im Rahmen der Identifikation von Kandidatengenen für die BYDV Toleranz ein 

Introgressionslinie 203S11 
unter Nutzung von BYDV-

12 Stunden nach der Inokulation wurde 

rt. Einzelpflanzen, die mit den 

inokuliert wurden, wurden mit DAS ELISA auf das Vorhandensein von 

untersucht und nur Pflanzen mit positivem Ergebnis wurden für die RNASeq Analyse 

en sechs Proben extrahiert (Tabelle 2). 
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Tabelle 2. Überblick über das Pflanzenmaterial für RNASeq 

 
 

Die Konstruktion der Bibliothek, Qualitätskontrolle und Sequenzierung wurde in Zusammenarbeit mit 

dem IPK Gatersleben durchgeführt. Die Analyse zeigt, dass in der toleranten Linie nach 

Virusinokulation 12 Gene, welche alle SNPs tragen und auf Chromosom 2HL lokalisiert sind, herunter 

reguliert werden und 30 weitere auf anderen Chromosomen lokalisierte Gene herauf reguliert 

werden (Abb. 6). 

 

 

 
Abbildung 6: Ergebnisse der RNASeq-Analyse. 
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Zusätzlich zu den RNAseq Analysen wurden Exome capture Analysen mit den Elternlinien sowie zwei 

rekombinanten DH-Linien in Zusammenarbeit mit dem IPK durchgeführt (Abb. 7). Die auf diese Weise 

identifizierten SNPs dienen der weiteren Markerabsättigung. 

 
 

Abbildung 7: A. Graphische Genotypen der Eltern und zweier DH-Linien mit Rekombinationen in der 
Hordeum bulbosum Introgression. Das Introgressionsfragment wurde mit Hilfe von CAPS, SNP und 

SSR Markern ermittelt und für “Exome capture” Analysen genutzt. B. Anzahl von Polymorphismen, 

die sowohl in Eltern als auch in den untersuchten DH-Linien mit Hilfe der “Exome capture” Analyse 

auf Basis der verankerten WGS contigs aus Gerste (Kultivar Morex) bestimmt wurden. Die Zahlen 

repräsentieren die Anzahl an Polymorphismen zwischen den analysierten Linien.  

 

Identifikation von Pyrenophora teres Resistenz 

 

Der Anbau der Prüfglieder [Spanische Core Collection (175 Linien), DH-Population 

HightlightxHHOR9484 (155Linien) und FridericusxHHOR9484 (164 Linien)] erfolgte in Horsten mit 
50cm Abstand. Vor der Aussaat (Anfang August) der zu prüfenden Genotypen wurde infiziertes Stroh 

in die Versuchsfläche eingearbeitet, um das Ausgangsinokulum mit Pyrenophora teres f. teres zu 

erhöhen. Die erste Bonitur wurde mit dem Erscheinen deutlicher Symptome an den anfälligen 

Standards durchgeführt. Die Bewertung der Genotypen erfolgte anhand der Bonitur des 

prozentualen Befalls der Blattfläche und des Reaktionstyps nach Tekauz (1985). Der Standort 

Quedlinburg hatte im Jahr 2012 einen ausreichenden Befall, um die Daten auswerten zu können. 
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Abbildung 8: Mittlerer Befall mit Pyrenophora teres f. teres in der Spanischen Gersten Core Collection (SBCC) 

im `Sommerversuch´ am Standort Quedlinburg 2012 

 

Von den 175 getesteten Linien der spanischen Gersten zeigen 78% eine resistente Reaktion (Abb. 8). 

Die DH-Population `Highlight x HHOR9484´ wies im Vergleich zur DH-Population `Fridericus x 

HHOR9484´ eine höhere Anzahl anfälliger Linien auf. Bei der Population `Highlight x HHOR9484´ 

zeigen nur 15% der Linien einen mittleren Befall unter 10%, bei der Population `Fridericus x 
HHOR9484´ waren es 70%. 

 

Entwicklung einer hochauflösenden Kartierungspopulation für ein Zwergrostresistenzgen auf 

Chromosom 1H 

 

Die Position des Rost-Resistenzgens aus MBR1012, das ursprünglich auf nur 65 DH-Linien zurückging, 

konnte in einer nun 91 DH-Linien umfassenden Population bestätigt werden (Abbildung 9). Diese 91 

aus einer Kreuzung der resistenten Landrasse MBR1012 und der anfälligen Sorte “Scarlett” erzeugten 

DH Linien segregierten in 48 resistente und 43 anfällige Pflanzen (χ² = 0,29; König et al. 2012). 
Um den diagnostischen Wert der vier am engsten zur Zwergrostresistenz in MBR1012 gekoppelten 

Marker zu analysieren, wurden zunächst 51 Gerste Akzessionen untersucht. Mit Hilfe des Markers 

GBMS187 konnte dabei ein Nullallel im resistenten Elter MBR1012 identifiziert werden, während in 

anderen Genotypen acht unterschiedliche Allele beobachtet werden konnten. Der untersuchte 

Marker zeigte in MBR1012 ein einheitliches Signal, ist aber aufgrund seines dominanten Charakters 

nur von begrenztem Nutzen für die praktische Züchtung (Abb. 9). 

Im Zuge der Entwicklung der hochauflösenden Kartierungspopulation wurden 4775 F2 Pflanzen 

ausgesät, DNA-extrahiert und mit den flankierenden Markern (BOPA8670 und BOPA7372) analysiert, 

welche nach der Genotypisierung der DH-Population MBR1012 x Scarlett mittels 9k iSelect chip 
abgeleitet wurden (s.u.). Von diesen 4775 Pflanzen wurde ein Set von etwa 2600 Pflanzen  vom 

Projektpartner SU-Biotec analysiert und ein Set von 450 heterozygot rekombinanten Pflanzen an das 

JKI übergeben. Von den 4775 untersuchten F2 Pflanzen erwiesen sich 750 Pflanzen als heterozygot 

rekombinant während 50 Pflanzen homozygot rekombinant zwischen den oben genannten 

flankierenden Markern waren. Daraus ergibt sich für die flankierenden Marker in dieser Population 

ein Intervall von 8.2 cM. Die teilheterozygot rekombinanten F2-Pflanzen wurden in segmental 

homozygote RILs umgewandelt und vermehrt (vgl. Pellio et al. 2005, Lüpken et al. 2013). Von den 

heterozygot rekombinanten Pflanzen wurden in der F3 Generation 12 Einzelpflanzen untersucht, um 

homozygot rekombinante Inzuchtlinien zu identifizieren. Bislang wurden aus dem Set von 305 F3 
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Familien, die auf  2175 F2 Pflanzen zurückgehen 3660 F3 Pflanzen analysiert und in F4 RILs umwandelt. 

Da der Arbeitsaufwand, der aufgrund des Abstandes zwischen den eingesetzten flankierenden 

Markern (8.2 cM), sehr hoch war, wurden parallel Untersuchungen zur Entwicklung enger 

gekoppelter co-dominanter Marker durchgeführt. 

 

 

 
Abbildung 9. A. Genetische Karte des Chromosomes 1H mit dem Zwergrost Resistenzgen aus 

MBR1012. B. Agarosegel des mit dem Lokus RphMBR1012 eng gekoppelten CAPS Markers GBS546 

nach der Restriktion mit dem Enzym HhaIRe; C. Chromatogramm des mit Lokus RphMBR1012 eng 

gekoppelten SSR Markers GBMS187 der Genotypen MBR1012 (resistenter Elter, 1) und Scarlett 

(anfälliger Elter, 2), einer F1-Pflanze (3), eine DH Linie (anfällig, 4) und einer weiteren DH Linie 

(resistent, 5). Dargestellte Daten sind teilweise aus König et al. (2012) übernommen. 

 
Um eine Markerabsättigung zu erreichen, wurde die DH-Population der Kreuzung MBR1012 x Scarlett 

mit dem Illumina iSelect 9K Chip genotypisiert. Es konnte eine Vielzahl weiterer Marker im Bereich 

des Zielintervalls kartiert werden (Abb. 10), die anschließend im Hinblick auf ihre Eignung für den 

Aufbau einer hochauflösenden Kartierungspopulation analysiert wurden. Insgesamt konnten in der 

Population MBR1012 x Scarlett 311 Marker auf Chromosom 1H kartiert werden. Der interessierende 

Bereich dieser Karte ist Abbildung 10 zu entnehmen. 

Um den Locus mit weiteren Markern abzusättigen wurde weiterhin der GenomeZipper (s.o.) 

verwendet. Mit Hilfe des GenomeZippers konnten 15 weitere Marker innerhalb des Zielintervalls 

kartiert werden.  Im Berichtszeitraum wurde weiterhin ein Set von 259 F4 rekombinanten 

Inzuchtlinien (RIL) aus 2175 F2 Pflanzen, die homozygote Rekombination in dem Zielintervall 
aufweisen, mit Hilfe dieser Marker untersucht. Die Auflösung der gegenwärtigen 

Kartierungspopulation aus 259 RILs beträgt 0.023 cM. Mit den Zwergrostisolaten I80 und I90-2 

wurden bisher 159 RILs künstlich inokuliert. 
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Abbildung 10. Genetische Karte des Chromosomes 1H mit dem Resistenzgen RphMBR1012 nach 

Markerabsättigung mit dem Illumina iSelect 9K Chip. 

 

Die Bonitur der Krankheitsausprägung unter kontrollierten Bedingungen ergab einheitliche und 

identische Daten für beide Isolate und es konnte ein Spaltungsverhältnis von 85 resistenten Linien zu 

74 anfälligen Linien, welches der erwarteten 1r:1s (Chi2=0,761) entsprach, nachgewiesen werden. 

Die hochauflösende Kartierungspopulation wurde bisher mit einem Set von 25 Markern analysiert. 

Das Zwergrost- Resistenzgen RphMBR1012 ist zwischen GBMS187 und einem Cluster aus den 
Markern GBS626, GBS546 und GBR534 mit einem Abstand von jeweils 0,023 cM lokalisiert (Abb. 11). 

 

 
Abbildung 11. Ausschnitt aus der hochauflösenden genetischen Karte für das Zwergrostresistenzgen 

RphMBR1012. 
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SCRI_RS_xx49xx SCRI_RS_xxx49x
SCRI_RS_x397x4 BOPAx_xxxx-xxx
BOPAx_xx_3xx7x BOPAx_x9xx-xx37
BOPAx_x79x-x94x

25.7

SCRI_RS_xxxxxx SCRI_RS_xx7xxx
SCRI_RS_x7xxxx

25.9

GBMxx4x SCRI_RS_xxx7xx31.7

contig1xxx0,0000

contig1xxx5 contig1xxxx
contig2xxx

0,1380

GBMS1870,2300

RphMBR10120,2530

GBS626 GBxxx
GBSxxx GBSxxx

0,2760

contig10xxxx0,2990

BOPA2_xxx120,3910
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Analog dem Vorgehen bei BYDV (s.o.) wurde für die Landrasse MBR1012 zur Isolation des Gens eine 

„Non-gridded BAC Bibliothek“ erstellt und die drei am engsten gekoppelten Marker für Analysen 

verwendet. 

 

Identifikation von weiteren Allelen, die mit Resistenzreaktionen von Gerstengenotypen in 

Verbindung stehen 

 

Um genügend Saatgut für die am MPIPZ durchzuführende HaploChip Analyse zur Verfügung zu 

haben, wurden weitere 500 F1-Körner der reziproken Kreuzungen MBR1012 x Scarlett erstellt. Für die 
Haplo-ChIP Analyse wurden die F1-Pflanzen der Kreuzung MBR1012 x Scarlett und die Eltern 

ausgesät, im Primärblattstadium künstlich mit Puccinia hordei inokuliert und vom Projektpartner 

MPIPZ die Fixierung in Formaldehyd zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Inokulation 

vorgenommen. Analog wurde für die Untersuchungen zur Mehltauresistenz mit den F1-Pflanzen der 

Kreuzung SBCC097 x Plaisant und den entsprechenden Eltern verfahren (Für Einzelheiten siehe 

Bericht des MPIPZ). 

 

Entwicklung einer integrativen Karte für Pathogenresistenz in Gerste 

 

Basierend auf umfangreichen Literaturrecherchen wurden dem Projektpartner MPIMP Marker für 69 
Resistenzgene der Gerste zur Verfügung gestellt.  

 

 2. der wichtigsten Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

 

Siehe gesonderte Darstellung. 

 

3. der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit 

 

Die durchgeführten Arbeiten waren notwendig und angemessen, um die Projektziele, d.h. die 

Erstellung einer hochauflösenden Kartierungspopulationen für RphMBR1012 sowie die 
entsprechende Markerabsättigung für die Mehltauresistenz-QTLs und BYDV Toleranz zu erreichen. 

 

4. des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des 

fortgeschriebenen Verwertungsplans 

 

Für alle kartierten Resistenzgene konnten molekulare Marker entwickelt werden, die einen 

beschleunigten Transfer dieser Gene in Elitezüchtungsmaterial und Hochleistungssorten 

ermöglichen. Durch die erfolgreiche Markerabsättigung konnten Marker entwickelt werden, die 

einen effizienten Transfer von Resistenzen aus Wildformen bzw. Landrassen in 

Elitezüchtungsmaterial ermöglichen und mit deren Hilfe die Übertragung nicht gewünschter 
Eigenschaften (Linkage drag) minimiert werden kann. Im Weiteren erlaubt die Entwicklung der „non 

gridded BAC-Bibliotheken“ zukünftig die Identifikation von Kandidatengenen für die BYDV und P. 

hordei Resistenz, die zuvor im Rahmen dieses Projektes hochauflösend kartiert wurden. Nach 

Identifikation entsprechender Gene kann basierend auf deren Sequenz ein Allele-Mining 

durchgeführt werden und somit die genetische Basis der Resistenz verbreitert werden.  

 

5. Bekannt gewordene Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens in anderen Projekten 

 

Zu Beginn des Projektes 2010 befanden sich für die Hochdurchsatzgenotypisierung notwendige 

Plattformen wie die Illumina iSelect 9K Plattform in der Entwicklung (Comadran et al. 2012). Andere 
Methoden, die im Verlauf des Projektes genutzt werden konnten, waren der “Genome zipper“ des 
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Gerstegenoms (Mayer et al., 2011), physikalische und sequenzbasierte Karten des Gerstegenoms 

(IBGS, 2012, Ariyadasa et al. 2013), eine auf den 9K iSelect Daten beruhende genetische Karte 

(Comadran et al., 2012), Exome capture für das Gerstegenoms (Mascher et al., 2013), RNAseq zur 

Identifikation von Expressionsunterschieden und SNPs (Kugler et al. 2013) und Verfahren zur 

kostengünstigen Erstellung von spezifischen BAC-Bibliotheken (Alfares et al. 2009; Gonthier et al. 

2010, ) sowie hochdichte Sequenzkarten (Mascher, et al. 2013a, 2013b). Im Rahmen des Projektes 

wurde versucht, die Ziele immer unter Berücksichtigung dieser neuesten Entwicklungen zu erreichen. 
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