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EINLEITUNG

1. Einleitung

Die Gerste (Hordeum vulgare L.) gehort weltweit zu den wichtigsten Kulturpflanzen.
Geordnet nach der Anbaubedeutung steht sie nach Weizen, Reis, Mais und Sojabohne
weltweit an fiinfter Stelle. In Deutschland ist ihre Anbaubedeutung hoher einzustufen, hier
nimmt sie nach Weizen den zweiten Platz ein. Gerste wird als Winter- oder Sommergerste
angebaut, wobei sie als Wintergerste iiberwiegend in der Tiererndhrung Verwendung findet
und in der Sommerform als Braugerste genutzt wird. Die Wintergerste zeichnet sich durch
hohere Ertrdge im Vergleich zur Sommerform aus. Ein aktuelles Thema der heutigen Zeit ist
die steigende Zahl der Weltbevolkerung und die damit verbundene Absicherung der
Versorgung mit geniigend Nahrungsmitteln. Ein stindiges Streben der modernen
Pflanzenziichtung ist daher die Steigerung des Ertragspotentials der verschiedenen
Nahrungs- und Nutzpflanzen. Der theoretisch erreichbare Ertrag wird jedoch haufig in der
Praxis nicht erzielt, da pflanzliche Pathogene weltweit 17,5% des potentiellen Ertrages
vernichten (Oerke et al. 1997). Eine Moglichkeit, pflanzliche Pathogene abzuwehren, ist der
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln. Aus 6konomischer und 6kologischer Sichtweise ist ein
weltweiter hdufiger Einsatz jedoch nicht sinnvoll. Das Einbringen von Resistenzgenen
gegen Pathogene in landwirtschaftliche Nutzpflanzen stellt eine sinnvolle Alternative zum
Einsatz von Pflanzenschutzmitteln dar, hierfiir sind jedoch eine genaue Kenntnis der
verschiedenen Pathosysteme sowie eine stindige Identifizierung und Nutzung neuer
Resistenzgene notig. Der Erreger des echten Mehltaus an Gerste (B/umeria graminis f.sp.
hordei) ist sowohl 6konomisch als auch wissenschaftlich gesehen ein sehr bedeutsames
Pathogen. Ein Befall der Gerste mit diesem Pilz kann zu hohen Ertragsverlusten fiihren; aus
wissenschaftlicher Sicht wird das Pathosystem Gerste-echter Mehltau als Modelsystem

genutzt, um die Interaktionen zwischen Wirtspflanze und Pathogen besser zu verstehen.

1.1 Bedeutung der Gerste

Die Gerste (Abt. Spermatophyta / Unterabt. Magnoliophyta / K1. Liliopsida / Ord. Poales /
Fa. Poaceae /| Hordeum vulgare L.) gehort zu den dltesten Kulturpflanzen der Menschheit.
Sie hat sich aus der Wildart Hordeum spontaneum im Vorderen Orient und der Ostlichen
Balkanregion entwickelt. Die Gerste ist ein Selbstbefruchter und stellt nur geringe
Anspriiche an Boden und Klima und benétigt in der Sommerform weniger als 100 Tage bis

zur Reife. Die Gerste ist eine der wichtigsten Kulturpflanzen Europas. Mit einer
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Anbaufldache von 13.749.000ha im Jahr 2007 ist sie in der Europdischen Union (27) nach
Weizen (Triticum aestivum L.) mit 24.280.000ha die Kulturart mit der zweitgroiten
Anbaufldche. In Deutschland nimmt die Gerste mit einer Anbaufldche von 1.934.000ha im
Jahr 2007 eine vergleichbare bedeutende Stellung ein (ZMP-Marktbilanz 2008). Auf dem
Weltmarkt ist die Bedeutung der Gerste geringer einzustufen, da neben dem Weizen auch
Reis, Mais, und Sorghum eine starke Anbaubedeutung zukommt. Die weltweite
Anbaufldche betrug fiir Gerste 57.276.000ha im Jahr 2007 (ZMP-Marktbilanz 2008). In der
Bundesrepublik Deutschland wurde im Jahr 2007 auf 492.800ha Sommergerste angebaut

und es wurde ein durchschnittlicher Ertrag von 42,7dt/ha erzielt.

1.2 Pathosystem Gerste / echter Mehltaupilz

1.2.1 Die anfallige Interaktion

Phytopathogene Erreger werden anhand ihres parasitiren Verhiltnisses zum Wirt in obligate
und nichtobligate Pathogene unterteilt. Obligate Pathogene sind hoch spezialisiert und leben
und vermehren sich nur in lebendem Medium (Schldsser, 1997). Nichtobligate Pathogene
verbringen die meiste Zeit ihres Lebenszyklus auf ihrem Wirt, sie kdnnen aber auch auf
totem Material iiberleben (Schlosser, 1997). Es existieren aullerdem verschiedene
Erndhrungsformen der Pathogene. Biotrophe Pathogene erndhren sich ausschlieBlich von
lebenden Pflanzenzellen und gehoren zu den obligaten Pathogenen. Bei hemibiotrophen
Pathogenen startet der Infektionsprozess an lebenden Pflanzenzellen, jedoch sterben diese
im Laufe der Infektion ab. Nekrotrophe Pathogene téten die Wirtszelle sofort am Anfang
des Infektionsprozesses ab (Schlosser, 1997). Der echte Mehltaupilz (R. Fungi / Abt.
Ascomycota |/ K1. Leotiomycetes | Ord. Erysiphales /| Fa. Erysiphaceae / Ga. Blumeria /
Blumeria graminis (DC Speer) f.sp. hordei (Marchal), Bgh) gilt als bedeutendes Pathogen
der Gerste. Er ist der Erreger der Mehltaukrankheit und verfolgt eine obligat biotrophe
Lebensweise und kann somit nicht auf kiinstlichem Nahrmedium kultiviert werden (Both et
al. 2005). Typische Symptome infizierter Gerstenblitter sind weille, wattedhnliche Pusteln,
die sich auf der Oberfldche von Blittern und Blattscheiden befinden. Der Befall von Bgh auf
Gerste wird durch anfdllige Gerstensorten, eine frithe Aussaat, dichte Bestinde und eine
feuchtwarme Witterung gefordert. Bei Mehltau-befallener Gerste konnen Ertragsverluste bis
zu 20% auftreten, die meist durch die Reduktion des Tausendkorngewichts verursacht

werden (Czembor 2002). Bgh kann seinen Lebenszyklus nur in lebenden Epidermiszellen
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vollenden. In Abbildung 1.1 ist das Pathosystem Gerste-echter Mehltaupilz grafisch
dargestellt.

(A) Anfillige Interaktion zwischen
Gerste und dem echten Mehltau
in einer Einzelblattuntersuchung

(B) Elektronenmikroskopische Auf-
nahme einer Konidie des echten
Gerstenmehltaus auf der
Blattoberfliche 15 h nach
Inokulation. (PGT = primére
Keimschlauch, S = Septum,
AGT = sekundiarer Keim-
schlauch, App = Appressorium
(verdndert nach Zhang et al.
2005).

(C) B-Glucuronidase (GUS)-gefarbte
Epidermiszelle mit einem
Haustorium

Abb. 1.1: Pathosystem Gerste/echter Gerstenmehltau

Der asexuelle Lebenszyklus von Bgh ist in Abbildung 1.2 dargestellt. Der Infektionsprozess
beginnt mit dem Auftreffen windverbreiteter Konidien (asexuell entstandene Sporen) auf der
Blattoberfldche, sie beginnen sofort mit der Ausbildung einer extrazelluldren Matrix. Diese
Matrix fungiert wahrscheinlich zum einen dafiir, die Konidie an die Wirtspflanze anzuheften
(Wright et al. 2005) und zum anderen wird vermutet, dass sie vom Pilz zum Einholen von
(bio)chemischer Information von der Blattoberfliche genutzt wird (Wright et al. 2005).
Innerhalb der ersten Stunde nach Inokulation beginnt die Konidie auszukeimen, indem sich
der primdre Keimschlauch (PGT, primary germ tubg) bildet, der eine Linge von 5-10pm
aufweist (Zhang et al. 2005). Der primire Keimschlauch greift die Pflanzenzelle nicht an.
Vermutlich dient er zur Wirtserkennung, als Haftorgan und zur Wasseraufnahme (Heitefuss

2001).
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Abb. 1.2: Asexueller Lebenszyklus von B/lumeria graminis f.sp. hordei.

Die Prepenetrations-Phase startet beim nichtgekeimten Konidium und dauert bis zum
funktionellen Appressorium (15hpi). In der penetrierten Zelle bildet der Pilz 24h nach
Inokulation Haustorien. In der anschlieBenden Postpenetrations-Phase entwickeln sich
Pilzhyphen auf der Blattoberfldche, die Konidien produzieren. Die Erndhrung des Pilzes
ist durch die Haustorien innerhalb der Wirtszellen gesichert (Both et al. 2005).

Vier bis acht Stunden nach der Inokulation entwickelt sich der sekundire Keimschlauch
(AGT, appressorial germ tube), der eine Lange von 30-40um erreicht und an dessen Ende
sich das hakenformige Appressorium bildet. Aus dem Appressorium bildet sich etwa 15
Stunden nach der Inokulation der Penetrationsschlauch, der in einer anfélligen Interaktion
die Epidermiszellwand der Wirtspflanze durchbrechen kann (Zhang et al. 2005). Der Pilz
produziert lytische Enzyme, zum Bespiel Cellulasen, die die Zellwand schwichen und mit
Hilfe mechanischen Drucks dringt der Penetrationsschlauch in die Zelle ein (Pryce-Jones et
al. 1999). Aus dem Penetrationsschlauch bildet sich 24 Stunden nach Inokulation ein
Erndhrungsorgan mit fingerformigen Ausldufern, das sogenannte Haustorium. Die
Plasmamembran der Wirtszelle bleibt dabei unversehrt und wird nur eingestiilpt (Zhang et
al. 2005). Der eingestiilpte Teil der Plasmamembran wird aufgrund von Anderungen in der

Zusammensetzung und im Aufbau als extrahaustoriale Membran bezeichnet (Mendgen et al.
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2002). Das Haustorium dient zur Nahrungsaufnahme des Pilzes (Zhang et al. 2005). Ca. 30
Stunden nach Inokulation bilden sich auf der Blattoberfliche sekunddre Hyphen aus, aus
denen sich erneut sekundire Appressorien und auch sekundire Haustorien entwickeln. Nach
ca. vier Tagen ist die Mehltaukolonie makroskopisch sichtbar. Fiinf Tage nach Inokulation
bilden sich Konidiophoren, von denen sich die Konidien abschniiren und einen neuen
Infektionszyklus starten konnen (Zhang et al. 2005). Blumeria graminis beféllt nur Spross-
und Epidermiszellen und dringt nicht in tiefere Zellschichten wie z.B. Mesophyllzellen vor.
Eine sexuelle Vermehrung des Pilzes findet {iber Ascosporen statt, die in sogenannten
Kleistothezien gebildet werden. Kleistothezien bilden sich auf alternden Blattern. In dieser
Form ist es dem Pilz moglich, ungilinstigen Umweltbedingungen, wie zum Beispiel
Trockenheit, hohe Temperaturen oder Fehlen der vitalen Wirtspflanze, zu {iberleben (Zhang

et al. 2005).

1.2.2 Resistenzen der Gerste gegen den echten Mehltau

Pflanzen besitzen im Gegensatz zu Séugetieren keine mobilen Abwehrzellen. Die
pflanzliche Abwehr beruht auf der FEigenabwehr jeder Zelle und auf systemischen
Signalstoffen, die von der Infektionsstelle ausgesandt werden (Jones und Dangl 2006). Die
pflanzliche Immunantwort begriindet sich auf einem dreistufigen System: 1) Praformierte
Barrieren (z.B. Kutikula), 2) PAMP-induzierte Abwehr, 3) Effektor-induzierte Abwehr. Fiir
die PAMP-induzierte (2) und die Effektor-induzierte Abwehr (3) existiert das Co-
Evolutionsmodell (Abbildung 1.3). In der ersten Phase werden pathogenassoziierte
Strukturen (PAMPs) von der Pflanze erkannt, was in einer Immunitét auf Seite der Pflanze
resultiert. Diese inkompatible Interaktion wird auch als quantitative Resistenz oder
Basalresistenz bezeichnet. Thre Ausprigung ist durch induzierte mechanische Barrieren (z.B.
Kutikula, Zellwand) und antimikrobiell wirkende Proteine und niedermolekulare Stoffe
(Phytoalexine) gekennzeichnet (Jones et al. 2006). In Phase zwei kann das Pathogen durch
die Bildung von Effektoren diese basalen Schutzmechanismen umgehen und den Wirt

besiedeln, was als Basiskompatibilitit zwischen Pathogen und Wirt bezeichnet wird.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des pflanzlichen Immunsystems

In Phase 1 werden mikrobiell/pathogen-assoziierte molekulare  Strukturen
(MAMPs/PAMPs) von der Pflanze erkannt, was in einer von PAMPs/MAMPs ausgelsten
Immunitét resultiert. In Phase 2 kénnen erfolgreiche Pathogene Effektoren (rote Kreise)
abgeben, was zu einer Effektor-ausgelosten Anfalligkeit fiihren kann. In Phase drei
werden diese Effektoren (rote Kreise) von einem NB-LRR-Protein auf Seiten der Pflanze
erkannt und eine rassenspezifische Resistenz setzt ein. In Phase vier findet eine Selektion
auf Pathogene statt, die die roten Effektoren verloren haben und neue Effektoren nutzen
(blaue Kreise), was in einer erneuten Anfilligkeit resultiert. Selektion begiinstigt neue
Pflanzen NB-LRR-Allele, die die blauen Effektoren erkennen und somit wieder eine
rassenspezifische Resistenz vorhanden ist (verdndert nach Jones et al. 2006).

Im Verlauf der Co-Evolution war es Pflanzen moglich, eine Resistenz gegeniiber den
meisten Pathogenen wieder aufzubauen. In dieser dritten Phase werden Effektoren von
einem speziellen NB-LRR-Protein erkannt. NB-LRR-Proteine weisen eine zentrale
Nukleotid Bindestelle (NB) und C-terminale Leucin-reiche Sequenzwiederholungen
(leucine-rich repeats, LRR) auf. Diese qualitative Resistenz ist rassenspezifisch und lésst
sich mit dem Gen-fiir-Gen-Model von Flor (1997) erklidren. Aufgrund des Genproduktes
(NB-LRR-Protein) eines Resistenzgens (R-Gen) ist es der Pflanze moglich, das Pathogen
anhand von Effektoren, die nun die Funktion von Avirulenzgenprodukten haben (Av/-Gen)
zu erkennen und Abwehrmechanismen zu aktivieren. Die Abwehrreaktion erfolgt oft in

einer hypersensitiven Zelltod-Reaktion (HR) an der Infektionsstelle (Jones et al. 2006).
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Diese Effektor-induzierte Resistenz wird monogen vererbt und kann unter hohem
Selektionsdruck vom Pathogen durch Effektormutation meist schnell iiberwunden werden.
Die Loci im Genom, an denen R-Gene gegen Mehltau lokalisiert sind, werden in Gerste als
M mildew resistance locus) bezeichnet (Jorgensen 1994). Ein Beispiel hierfur ist das M/a-
Gen, fiir das bisher iiber dreiflig verschiedene Allele identifiziert wurden. Alle bisher
klonierten M/a-Allele codieren fiir NB-LRR-Proteine (Wei et al. 2002, Shen et al. 2003,
Haltermann und Wise 2004), die entweder direkt oder indirekt pilzliche Effektoren erkennen
(Ridout 2006) und deren Resistenzausprigung in Form einer hypersensitiven Zelltod-
Reaktion auftritt.

In der vierten Phase findet eine Selektion auf die Pathogene statt, die mutierte Effektoren
aufweisen, welche von dem urspriinglichen NB-LRR-Protein nicht mehr erkannt werden
konnen. Diese neuen Effektoren fiihren zu einer erneuten Anfalligkeit des Wirtes. Natiirliche
Selektion auf der Seite des Wirtes resultiert in verdnderten R-Genen fiir neue NB-LRR-
Proteine, die es ermdglichen, die mutierten oder weitere Effektoren zu erkennen und erneut
eine rassenspezifische Resistenz aufbauen.

Wie bereits erwdhnt wird rassenspezifische Resistenz monogen vererbt und wirkt sehr stark
(qualitativ). Diese Resistenzart kann jedoch schnell vom Pathogen durchbrochen werden. Im
Gegensatz dazu wird die quantitative Resistenz polygen vererbt, und ist dauerhaft. Diese
Basalresistenz wirkt gegen mehrere Rassen eines Pathogens, bewirkt aber nur in seltenen
Fillen einen vollstindigen Resistenzphinotyp.

Als Bespiel fiir eine aulergewohnlich stark wirkende Basalresistenz steht die m/0-Gen
vermittelte Resistenz der Gerste gegen Bgh. Das m/o-Resistenzgen wurde in der 30er Jahren
in einer é&thiopischen Landrasse (Grannenlose Zweizeilige) entdeckt und zeigt eine
Wirksamkeit gegeniiber sdmtlichen Rassen von Bgh. Diese Resistenz wird durch eine
Mutation im M/0-Gen vermittelt (Piffanelli et al. 2002), die zu einer Unterdriickung der
Genexpression flihrt. Die m/o-vermittelte Resistenz beruht auf einer Penetrationsresistenz:
In attackierten Epidermiszellen von Gerstengenotypen, die das natiirlich vorkommende
mlol1-Allel oder kiunstliche Allele wie m/05 aufweisen, wurde eine stirkere lokale
Akkumulation von H,O, an Penetrationsstellen beobachtet als in Gerstengenotypen, die das
Mlo-Allel tragen (Hiickelhoven et al. 2000; Piffanelli et al. 2002). H,O, wird wahrscheinlich
fir das cross-linking der Zellwand bei der Papillenbildung (lokale Verdickung der
Zellwand) benotigt. Die Abwehrmechanismen in /m/0-Genotypen zeigen keinen Unterschied
zu denen in M/0-Genotypen, auBer dass die Reaktionen wesentlich heftiger stattfinden.

Dieser Sachverhalt ldsst vermuten, dass das M/o-Protein ein Suppressor der allgemeinen
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Abwehrmechanismen darstellt (Biischges et al. 1997, von Ropenack et al. 1998).
Gerstenpflanzen, die den m/o-Genotyp aufweisen, zeigen pleiotrophe Effekte wie z.B.
Chlorosen und Nekrosen (Peterhdnsel et al. 1997) und sind gegeniiber hemibiotrophen
Pathogenen wie z.B. Magnaporthe griséa anfilliger als M/0-Genotypen (Kumar et al. 2001).
Obwohl die m/o-Resistenz auf einem monogenen Vererbungsmuster beruht, ist sie nach
rund 30 Jahren Gebrauch immer noch dauerhaft und kann als Basalresistenz bezeichnet
werden. 1993 wiesen 70% der Sommergerstensorten in Deutschland und GroB-Britannien
das mlo-Resistenzgen auf (Lyngkjaer et al. 2000) und bis heute ist keine dauerhafte

Durchbrechung dieser Resistenz im Feld bekannt.

1.3 Allel-Merkmal-Assoziationsstudien und Linkage Disequilibrium

Agronomisch  wichtige Merkmale weisen hdufig ein komplexes genetisches
Vererbungsmuster auf, das ihre Analyse mit existierenden Kartierungsmethoden erschwert.
Diese Merkmale werden hiufig von mehreren quantitativ wirkenden Loci bestimmt (QTL),
weisen also eine polygene Vererbung auf. Bei der klassischen Methode der QTL-Kartierung
ist die Erzeugung spaltender Populationen aus Kreuzungen notwendig, und es werden
Markerintervalle auf einer genetischen Karte ermittelt, die einen signifikanten Effekt auf den
zu untersuchenden Phénotyp aufweisen. Jedoch konnen mit diesem Ansatz nur
merkmalsrelevante Gene identifiziert werden, die zwischen beiden Eltern der Kreuzung
polymorph sind (Jannink et al. 2001).

Die Assoziationskartierung oder auch Assoziationsanalyse genannt (Abbildung 1.4), stellt
eine Alternative zur Identifizierung von Genen und Genloci dar. Bei der
Assoziationskartierung ist es nicht ndtig, eine spaltende Population zu erstellen, sondern es
werden Individuen ausgewéhlt, die sich in dem zu untersuchenden Merkmal unterscheiden.
Fiir eine Assoziationsanalyse miissen drei Arten von Daten erhoben werden. Der erste
Schritt ist die Bestimmung des Phénotyps von Interesse innerhalb der verwendeten
Population. Die Bestimmung der Populationsstruktur in Form einer Q-Matrix, sowie die
Bestimmung der Verwandtschaftsverhéltnisse der verwendeten Genotypen in Form einer K-
Matrix stellen den zweiten Schritt in der Durchfithrung dieser Analyse dar. Der dritte Schritt
ist die Untersuchung der allelischen Diversitdt der verwendeten Marker (z.B. SNP (8/ingle
nucleotide polymorphism)). Die Ergebnisse dieser drei Schritte werden fiir die Berechnung
der Marker-Merkmal-Assoziation genutzt (Flint-Garcia et al. 2005). In Abhéngigkeit der
GroBe und Diversitit der untersuchten Population ist die Anzahl der erhaltenen Allele oft

um ein vielfaches hoher als in einer Population, die aus einer Kreuzung zweier
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Elterngenotypen besteht. Mit Hilfe der Assoziationskartierung wird der Effekt der
Rekombinationsfrequenz iiber viele Generationen in einer einzigen Analyse genutzt (Jorde
et al. 2000). Im Vergleich zur klassischen QTL-Analyse stellt die Assoziationskartierung
eine schnelle und kostengiinstige Alternative dar, da keine Kreuzungen durchgefiihrt werden
miissen, sondern lediglich die phanotypische Auspriagung der zu analysierenden Merkmale
bestimmt wird. Bei Assoziationsstudien wird zwischen zwei Ansidtzen beziiglich der
Bestimmung allelischer Diversitdt unterschieden: Zum einen kann die Auswahl der Marker
zur Bestimmung der genetischen Diversitit durch die Position der Marker im Genom
bestimmt sein; wird eine geeignete Anzahl Marker ausgewihlt, die eine gleichméBige
Verteilung tiber das Genom aufweisen, handelt es sich um einen genomweiten
Assoziationsansatz. Im Gegensatz dazu steht der Kandidatengen-basierte Ansatz, bei
welchem Marker (z.B. SNP) analysiert werden, die in der Sequenz von Kandidatengenen
mit vermuteter Funktion vorkommen. Die erfolgreiche Anwendung beider Methoden héngt
von der GroBe der verwendeten Population sowie von der Stirke des
Kopplungsungleichgewichtes (Linkage Disequilibrium) innerhalb der Population ab. Der
genomweite Ansatz ist in einer Population, die ein gemiBigtes bis starkes
Kopplungsungleichgewicht aufweist, erfolgsversprechender. Der Kandidatengen-basierte
Ansatz hingegen fiihrt in einer Population mit geringem Kopplungsungleichgewicht zu einer
effektiveren Identifizierung von Marker-Merkmal-Assoziationen (Flint-Garcia et al. 2005).
Der Einfluss der Ziichtung bei vielen Nutzpflanzen, sowie der begrenzte Gen-Fluss bei
vielen Wild-Pflanzen hat zu einer komplexen Stratifizierung des genetischen Materials
gefiihrt (Sharbel et al. 2000). Diese Populationsstratifizierung, sowie eine ungleiche
Verteilung von Allelen innerhalb einer Population, konnen zur Identifizierung von nicht-
funktionalen, falschen Assoziationen fithren. Daher ist die Einbeziehung der
Populationsstruktur, die mit gleichmédBig {liber das Genom verteilten (unabhéngigen)
Markern berechnet wird, fiir die Assoziationsstudie unentbehrlich (Pritchard and Rosenberg

1999, Pritchard et al. 2000b).
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Abb. 1.4: Funktionsschema einer Assoziationsanalyse (verdndert nach Flint-Garcia).

Zu Beginn steht die Auswahl an diversem Material, dass in der Studie analysiert werden
soll. Innerhalb des Materials wird erstens der Phénotyp von Interesse, zweitens die
Populationsstruktur und drittens die allelische Diversitdt bestimmt. Die Ergebnisse
dieser drei Abschnitte werden fiir die Berechnung der Assoziationsanalyse genutzt.

Der Ansatz der Assoziationskartierung wurde zuerst in der Humanmedizin beschrieben. Die
gezielte Kreuzung zur Erstellung spaltender Populationen ist in diesem Bereich nicht
moglich und somit auch nicht die Identifizierung von QTL mit der klassischen QTL-
Kartierung. Die Assoziationskartierung ermdglicht in der Humangenetik den genetischen
Hintergrund komplexer Krankheiten wie z.B. Asthma und Diabetes (Risch 2000) zu
erforschen.

Das Wissen iiber das Kopplungsungleichgewicht (L/inkage disequilibrium, LD) innerhalb
der Population, die fiir die Assoziationsanalyse verwendet wird, ist essentiell. LD beschreibt
die Wahrscheinlichkeit des gemeinsamen Auftretens zweier Allele an verschiedenen
genetischen Orten innerhalb einer Population. In Abbildung 1.5 sind Beispiele fiir
vollstindiges Linkage Disequilibrium und vollstindiges Linkage Equilibrium dargestellt.
Die Korrelation zwischen Polymorphismen liegt in einem gemeinsamen Mutations-,
Rekombinations- und Selektionshintergrund begriindet (Flint-Garcia et al. 2003). Die

genetische Distanz, iiber die LD in einer Population besteht, bestimmt somit die Anzahl an
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Markern, sowie das experimentelle Design fiir eine Assoziationsanalyse (Flint-Garcia et al.

2003).

Position 1 Position 2 Position 1 Position 2

Genotyp 1 - ......... Genotyp | G .
......... : . ;
C ... A b B A

- .. C
C ... A C ... G
C ... A C ... A
C ... A C ... A

Genotyp N - ......... GenotypN| C ...

Position 1 Position 1

C C

Position 2 A | 8 2 Position 2 A | g g
vollstiandiges Linkage Disequilibrium vollstiandiges Linkage Equilibrium

Abb. 1.5: Linkage Disequilibriumund Linkage Equilibriumim Vergleich

Linkage Disequilibrium beschreibt die tiberzuféllig hdufige Verbindung eines Allels mit
einem anderen Allel an verschiedenen Positionen im Genom. Bei Linkage Equilibrium
liegt eine zufillige Verteilung der Allele vor.

Die Genauigkeit der Lokalisierung von Kandidatengenen durch eine Assoziationsanalyse ist
umso hoher, je geringer das LD innerhalb der verwendeten Population ist, d.h. je mehr
Meiosen und somit auch viele Rekombinationen zwischen genetisch verschiedenen Eltern
stattgefunden haben.

In Abbildung 1.6 ist der LD-Abfall um eine Mutation nach vielen Generationen in
verschiedenen Genotypen dargestellt. Nur noch Genabschnitte in direkter Nachbarschaft
liegen im Kopplungsungleichgewicht zum mutierten Allel und koénnen als molekulare
Marker fiir das mutierte Allel verwendet werden.

Es besteht aber auch die Moglichkeit, dass Kopplungsungleichgewicht iiber gréBere
physikalische Abstinde auf einem Chromosom oder sogar zwischen verschiedenen
Chromosomen auftritt. In diesen Féllen liegt die Ursache des Kopplungsungleichgewichtes

im Selektionsdruck, der auf die gekoppelten Genbereiche gewirkt hat. Auch die

11
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rekombinationsunterdriickende Wirkung des Centromers fiihrt zZu
Kopplungsungleichgewicht iiber groBere physikalische Distanz (Mahtani und Huntington
1998).

Mutation, die in einem QTL zu
einem erwiinschten Phanotyp fiihrt

\ 4

] einstiges Chromosom

eine grofe Anzahl an Rekombinationen wihrend der . .
Meiose fiihrt zu einer reduzierten Anzahl an Markern, viele Generationen an
die sich im LD zur Mutation befinden Auskreuzungen

\ /

\ 4
| | | )
v
[ [ ] ]
[ | v ] ] gegenwirtige Chromo-
v somen verschiedener
[ [ J ] Genotypen, die den
v Phénotyp von Interesse
[ [ ] ] aufweisen
[ [ M ] ]
\ 4
| [ )

Marker im LD des mutierten Allels
bilden einen gemeinsamen Haplotypen in
den Genotypen, die den erwiinschten
Phénotyp zeigen

D = Marker, die eine Kopplung zum Phénotyp von Interesse aufweisen

Abb. 1.6: Linkage Disequilibrium um eine Mutation in einem Gen (verdndert nach
Snowdon et al. 2004)
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Da hidufig das genomweite Kopplungsungleichgewicht der verwendeten Population nicht
bekannt ist, ist eine weiterflihrende Analyse von detektierten positiven Assoziationen ein
Weg zur Verifizierung des Ergebnisses. Eine Moglichkeit, detektierte Assoziationen zu
iberpriifen, ist die Analyse des positiv assoziierten Polymorphismus in einer vollstindig
unterschiedlichen Population mit unabhingiger Populationsstruktur. Eine andere
Moglichkeit ist die funktionale Analyse positiv assoziierter Kandidatengene. Dies kann zum
Beispiel in Form von Unterdriickung der Genexpression des assoziierten Kandidatengens

erfolgen und ist im folgenden Kapitel (1.4) beschrieben.

1.4 Unterdriickung der Genexpression im transienten System

Die Unterdriickung der Genexpression im transienten System stellt eine Moglichkeit dar,
Gene funktional zu untersuchen. In diesem System wird der natiirliche Mechanismus des
RNA-vermittelten Gen-8//encings genutzt. Dieser Mechanismus findet bei der Genregulation
und der Abwehr von Viren und Transposons Anwendung (Tijsterman et al. 2002,
Baulcombe 2004).

Als Ausléser des posttranskriptionalen Gen-Si/éncings dient doppelstrangige RNA (Meister
und Tuschl 2004), die unter natiirlichen Bedingungen z.B. bei der Reproduktion von Viren
in der Zelle gebildet wird (Angell und Baulcombe 1997). Die pflanzliche Zelle erkennt diese
doppelstringige RNA und setzt Abwehrreaktionen zum Abbau in Gang. Das Enzym Dicer,
ein RNase III-dhnliches Protein, erkennt die doppelstringige RNA und schneidet sie in
Stiicke, die am 3’-Ende einen Nukleotid-Uberhang aufweisen. Die Helicaseaktivitit des
Dicers spaltet die Doppelstrangstiicke, sodass kurze RNA-Molekiile, sogenannte Small
interfering RNAs (siRNA), vorliegen (Susi et al. 2004). Diese siRNAs werden von dem
Enzym RNA-/nduced silencing complex (RISC) erkannt und jeder Einzelstrang an eine
Untereinheit des RISC-Komplexes gebunden. Der RISC-siRNA-Komplex ermittelt die
komplementidre Einzelstrang-RNA und baut sie ab. Doppelstraingige RNA kann unter
Verwendung von Haarnadel-Konstrukten kiinstlich gebildet werden. Diese Methode wird im
TIGS (transient induced gene silencing)-System genutzt, um eine funktionale Analyse von
Genen durchzufiihren, in dem die Expression der Gene auf diese Weise unterdriickt wird

(Schweizer et al. 1999, Kumagai et al. 1995; Douchkov et al. 2005).
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Abb.1.7: Unterdriickung der Genexpression unter Verwendung des posttranskriptionalen
Gen-silencings (verdndert nach www.RNAiWeb.com).

Doppelstrangige RNA wird von einem Enzym (Dicer) erkannt und in Stiicke (siRNA)
geteilt. Der RISC-Komplex bindet an diese Stiicke, teilt die doppelstringige RNA und
der RISC-Komplex mit einzelstringiger RNA kann an homologe Ziel-RNA anlagern
und diese abbauen.

Im TIGS-System wird ein Haarnadel-Konstrukt erstellt und analysiert, dass ein spezifisches
Genfragment des zu analysierenden Gens tragt. Die Expression des zu analysierenden Gens

wird in diesem System unter Verwendung des beschriebenen Mechanismus reduziert.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, mit Hilfe einer assoziationsgenetischen Analyse Gene
zu identifizieren und zu validieren, die fiir die Ausprigung einer dauerhaften quantitativen
Resistenz in Sommergerste gegen den echten Mehltau verantwortlich sind, und neue
Erkenntnisse iiber den genetischen Hintergrund der Resistenz gegen den echten Mehltaupilz
in der Gerste zu erlangen. Die Assoziationsgenetik stellt eine moderne Analysemethodik im
Bereich der Pflanzengenetik dar und verspricht hohe experimentelle Flexibilitdt und hohere

genetische Auflosung als die herkdmmliche Kreuzungsgenetik.
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2. Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

2.1.1 Verwendete Sorten und Akzessionen

Das verwendete Pflanzenmaterial entstammt der Genbank des Leibniz-Instituts fiir
Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung Gatersleben (IPK). 112 Gerstenakzessionen
(HOR-Akzessionen) (vgl. Tabelle 2.1) wurden aufgrund der Boniturergebnisse von Nover,
Lehmann und Mansfeld (Nover und Mansfeld 1955, Nover und Mansfeld 1956, Nover und
Lehmann 1968, Nover und Lehmann 1972, Nover und Lehmann 1973) fiir diese Studie
ausgewdhlt. Diese Akzessionen wurden als rassenunspezifisch resistent gegen den echten
Mehltau beschrieben. 48 Akzessionen (vgl. Tabelle 2.2) der ,,Barley Core Collection®, sowie
zwei Akzessionen des HOR-Sortiments der IPK-Genbank (vgl. Tabelle 2.2) wurden
aullerdem getestet, weil sie als sehr anfillig gegeniiber den Gerstenmehltaupilz beschrieben
wurden (Haseneyer et al. unverdffentlicht). In den Tabellen 2.1 und 2.2 sind die
verwendeten Gerstenakzessionen aufgelistet. Neben den Test-Nummern und Genbank-
Nummern finden sich in den Tabellen Informationen iiber die (sub)spezies, den Typ, den
biologischen Status und die Herkunft (Herkunftsland oder Herkunftsregion) der
Akzessionen. Beim biologischen Status wurde zwischen Wildgerste, Landrasse, verbesserte
Sorte, Zuchtmaterial und eingetragener Sorte unterschieden. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit fanden auBerdem die Gerstensorten Ingrid, Ingrid BCm/05 und Golden Promise zu

Vergleichszwecken Verwendung.

Tab. 2.1: 112 Gersten-Akzessionen (aus der [IPK-Genbank), die als Mehltau-resistent
beschrieben wurden (Nover und Mansfeld 1955, Nover und Mansfeld 1956, Nover und
Lehmann 1968, Nover und Lehmann 1972, Nover und Lehmann 1973)

Genbank- zlichterischer
Test-Nr. Nr. (Sub)Spezies Typ Status Herkunft
1 HOR305 vulgare Winter Zuchtmaterial Kroatien
2 HOR997 vulgare Winter Landrasse Balkan
3 HOR1007  vulgare Winter Landrasse Griechenland
4 HOR1013  wvulgare Winter Landrasse Balkan
5 HOR4413  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
6 HOR42 vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
7 HORI138 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Libyen
8 HOR200 vulgare Sommer  Landrasse unbekannt
9 HOR214 vulgare Sommer  Landrasse Japan
10 HOR260 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Australien
11 HOR261 vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
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Fortsetzung von Tab. 2.1: 112 Gersten-Akzessionen (aus der IPK-Genbank)

Genbank- ziichterischer
Test-Nr. Nr. (Sub)Spezies Typ Status Herkunft
12 HOR262 vulgare Sommer  Zuchtmaterial Bolivien
13 HOR263 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Ukraine
14 HOR303 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Ukraine
15 HORG683 vulgare Sommer  Landrasse Balkan
16 HOR728 vulgare Sommer  Landrasse Balkan
17 HOR736 vulgare Sommer  Landrasse Griechenland
18 HOR?795 vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
19 HORS800 vulgare Sommer  Zuchtmaterial Kroatien
20 HORS802 vulgare Sommer  Sorte Kroatien
21 HORS803 vulgare Sommer  Landrasse Kroatien
22 HORS804 vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
23 HORS05 vulgare Sommer  Zuchtmaterial unbekannt
24 HORS806 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
25 HORS11 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
26 HORS13 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Australien
27 HORS831 vulgare Sommer  Landrasse unbekannt
28 HOR&842 vulgare Sommer  Landrasse China
29 HOR®&43 vulgare Sommer  Landrasse China
30 HORS844 vulgare Sommer  Landrasse unbekannt
31 HORS847 vulgare Sommer  Landrasse Balkan
32 HORS78 vulgare Sommer  Landrasse Balkan
33 HOR1036  vulgare Sommer  Landrasse Balkan
34 HOR1135  vulgare Sommer  Landrasse Kreta
35 HOR1159  vulgare Sommer  Landrasse Balkan
36 HOR1166  vulgare Sommer  Landrasse Balkan
37 HOR1188  wvulgare Sommer  Landrasse Anatholien
38 HOR1379  wvulgare Sommer  Landrasse Kreta
39 HOR1454  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Pakistan
40 HOR1457  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
41 HOR1468  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Pakistan
42 HOR1506  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
43 HOR1581  vulgare Sommer  Landrasse Pakistan
44 HOR1646  spontaneum Sommer  Wildgerste unbekannt
45 HOR1647  spontaneum Sommer  Wildgerste Bot. Garten Leipzig
46 HOR1677  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
47 HOR1769  vulgare Sommer  Landrasse Tibet
48 HORI1873  vulgare Sommer  Landrasse Balkan
49 HOR1894  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Kolumbien
50 HOR2543  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
51 HOR2551  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
52 HOR2556  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
53 HOR2558  wvulgare Sommer  Landrasse Athiopien
54 HOR2573  wvulgare Sommer  Landrasse Athiopien
55 HOR2591  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Australien
56 HOR2596  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
57 HOR2826  spontaneum Sommer  Wildgerste Iran
58 HOR2932  wvulgare Sommer  Landrasse Athiopien
59 HOR2937  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Athiopien
60 HOR2940  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
61 HOR2941  wvulgare Sommer  Zuchtmaterial unbekannt
62 HOR3000  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Deutschland
63 HOR3025  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Athiopien
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Fortsetzung von Tab. 2.1: 112 Gersten-Akzessionen (aus der IPK-Genbank)

Genbank- ziichterischer
Test-Nr. Nr. (Sub)Spezies Typ Status Herkunft
64 HOR3028  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Athiopien
65 HOR3034  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Pakistan
66 HOR3036  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Athiopien
67 HOR3041  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Indien
68 HOR3044  vulgare Sommer  verbesserte Sorte unbekannt
69 HOR3052  wvulgare Sommer  Sorte Dénemark
70 HOR3075  wvulgare Sommer  Landrasse Athiopien
71 HOR3210  wvulgare Sommer  Landrasse Athiopien
72 HOR3270  wvulgare Sommer  Sorte Tiirkei
73 HOR3271  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Deutschland
74 HOR3272  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
75 HOR3275  vulgare Sommer  verbesserte Sorte China
76 HOR3280  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
77 HOR3537  wvulgare Sommer  Landrasse Athiopien
78 HOR3540  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
79 HOR3726  vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
80 HOR3817  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Pakistan
81 HOR3866  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Pakistan
82 HOR3941  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Israel
83 HOR3962  vulgare Sommer  Landrasse Osterreich
84 HOR3983  vulgare Sommer  Zuchtmaterial USA
85 HOR3984  vulgare Sommer  Zuchtmaterial USA
86 HOR3988  vulgare Sommer  Landrasse Indien
87 HOR3997  vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
88 HOR4020  vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
89 HOR4021  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte China
90 HOR4024  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
91 HOR4031  vulgare Sommer  Landrasse Indien
92 HOR4047  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Israel
93 HOR4060  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Israel
94 HOR4062  vulgare Sommer  verbesserte Sorte unbekannt
95 HOR4063  vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
96 HOR4064  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
97 HOR4077  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Australien
98 HOR4259  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
99 HOR4260  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Indien
100 HOR4266  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
101 HOR4281  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Argentinien
102 HOR4282  vulgare Sommer  Landrasse unbekannt
103 HOR4400  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Deutschland
104 HOR4401  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Deutschland
105 HOR4405  vulgare Sommer  verbesserte Sorte unbekannt
106 HOR4406  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Argentinien
107 HOR4407  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Indien
108 HOR4408  vulgare Sommer  Landrasse Athiopien
109 HOR4414  agriocrithon Sommer  Wildgerste Israel
110 HOR4415  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Ungarn
111 HOR4416  vulgare Sommer  Zuchtmaterial Ungarn
112 HOR4850  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Deutschland
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Tab. 2.2: 50 Gersten-Akzessionen (aus der IPK-Genbank), die als Mehltau-anfillig beschrieben
wurden (G. Haseneyer, personliche Kommunikation)

Genbank- ziichterischer
Test-Nr. Nr. (Sub)Spezies  Typ Status Herkunft
1 BCC118 vulgare Sommer  Landrasse Libyen
2 BCC126 vulgare Sommer  Landrasse Marokko
3 BCC129 vulgare Sommer  Landrasse Marokko
4 BCC131 vulgare Sommer  Landrasse Marokko
5 BCC1374  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Niederlande
6 BCC1376  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Dénemark
7 BCC1377  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Frankreich
8 BCC1378  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte GroB3-Britannien
9 BCC1382  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte GrofB3-Britannien
10 BCC1389  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Irland
11 BCC1390  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Schweden
12 BCC1391 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Deutschland
13 BCC1392  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Dénemark
14 BCC1394  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Niederlande
15 BCC1404  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte GrofB3-Britannien
16 BCC1405  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte GrofB3-Britannien
17 BCC1408  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Grof3-Britannien
18 BCC1412  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Schweden
19 BCC1420  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Niederlande
20 BCC1430  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Frankreich
21 BCC1431  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Osterreich
22 BCC1439  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Tschechien
23 BCC1450  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Finnland
24 BCC1452  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Niederlande
25 BCC1456  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Russland
26 BCC1458  wvulgare Sommer  verbesserte Sorte Russland
27 BCC1463  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Russland
28 BCC1465  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Ukraine
29 BCC1468  vulgare Sommer  verbesserte Sorte Kasachstan
30 BCC1481 vulgare Sommer  Landrasse Russland
31 BCC1487  vulgare Sommer  Landrasse Russland
32 BCC1488  wvulgare Sommer  Landrasse Russland
33 BCC1498  vulgare Sommer  Landrasse Kirgistan
34 BCC173 vulgare Sommer  Landrasse Pakistan
35 BCC190 vulgare Sommer  Landrasse Syrien
36 BCC3 vulgare Sommer  Landrasse Afghanistan
37 BCC423 vulgare Sommer  verbesserte Sorte China
38 BCC447 vulgare Sommer  verbesserte Sorte China
39 BCC502 vulgare Sommer  verbesserte Sorte China
40 BCC745 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Nepal
41 BCC806 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Mexiko
42 BCC852 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Kanada
43 BCC888 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Kanda
44 BCC893 vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
45 BCC903 vulgare Sommer  verbesserte Sorte Kanada
46 BCC907 vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
47 BCC93 vulgare Sommer  Landrasse Irak
48 BCC942 vulgare Sommer  verbesserte Sorte USA
49 HOR2800  vulgare Sommer  Landrasse Iran
50 HOR2828  vulgare Sommer  keine Angabe Iran
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2.1.2 Anzucht des Pflanzenmaterials

Die Aussaat fiir die Einzelblattanalyse und den Komplementationstest mit einem das M/o-
Gen enthaltenden BAC-Klon (BAC F15) erfolgte in Plastikpaletten (11 x 7 Vertiefungen),
die mit Pikiererde gefiillt wurden. Pro Akzession wurden elf Samen ausgelegt (ein
Samenkorn pro Vertiefung).

Die Anzucht erfolgte im Gewidchshaus bei konstanten Umweltbedingungen (16h Belichtung,
20°C; 8h Dunkelheit, 17°C).

Die Sorte Golden Promise wurde fiir Versuche im transienten System verwendet. Die
Anzucht erfolgte im Klimaschrank SANYO Biomedical MLR-350 bei konstanten
Kulturbedingungen (16h Belichtung, 20°C; 8h Dunkelheit, 20°C).

2.2 Pilzmaterial

2.2.1 Verwendete Pilzisolate

Fiir die Phénotypisierung der Gerstenakzessionen wurden zwei Isolate (78P und D12-12)
des Gerstenmehltaupilzes (B/umeria graminis (DC) Speer f. sp. hordel) verwendet, die vom
Julius-Kithn-Institut in  Klein-Machnow zur Verfiigung gestellt wurden. Das
Virulenzspektrum dieser Isolate ist in Tabelle 2.3 dargestellt. Angegeben sind die
Boniturwerte nach Inokulation der Differentialsorten mit dem jeweiligen Isolat (O=resistent;

4=anfillig).

Tab. 2.3: Virulenzspektrum der Mehltauisolate 78P und D12-12

Differenzialsorte Resistenzgen 78P D12-12
Alexis milo9 0 0
Amazone Mig, U 2 4
Apex mio11, Mlg, MI(CP) 0 0
Aura Miae, Mia14, Mlg, MICP) 3 0
Banteng MI(Ba) 4 4
Borwina MI(BW1,2) 2-3 2
Camilla U 2 4
Dura M{Dr) 4 3-4
Goldi u, Mia12, MiLa 3-4 0
Gunnar Mla3, M{(Tu2) 0 2-3
Hellas He 4 3-4
Hord. Spontaneum Mia16 0 0
Hord. Spontaneum Mia17 1-2 2
Hord. Spontaneum Mla18 0 0
Hord. Spontaneum Mia19 0 0
Hord. Spontaneum Mia20 1-2 0
Hord. Spontaneum Mia26 1-2 0
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Fortsetzung von Tab. 2.3: Virulenzspektrum der Mehltauisolate 78P und D12-12

Differenzialsorte Resistenzgen 78P D12-12
Hord. Spontaneum Mia27 0 4
Hord. Spontaneum Mia28 2-3 0
Hord. Spontaneum mif 2 1
Hord. Spontaneum Mij 2-3 2-3
Katharina U 3 4
Kredit MIKr) 4 23
Lerche Mlg, MICP), Mla7 3 2
Lotta MI(Ab) 3-4 3
Maresi Mia12, MIAB), Mlg, M(CP) — 2-3 3
Marinka Mig, MKCP), Mla7 4 2-3
Meltan U, Mia13, M{Im9), M{(Hu4) 3 0
Olga U 4 0
PO1 Mial 1-2 3
P02 Mia3 1-2 3
P03 Miae6, Mla14 4 0
P04 B Miai, U 4 4
P06 Mia7, MILG2) 4 0
PO8SB Mia9 4 0
P09 Mia10, Mi(Du2) 4 0
P10 Mia12 4 4
P11 Mia13, MRu3) 4 0
P12 Mia22 0 3
P13 Mia23 2 2
P14 Mira 4 3-4
P15 MIRu2) 23 3
P17 Mik 4 2-3
P18 Minn 4 3
P19 Mip 2-3 34
P20 Miat 2 3-4
P21 Mig, M(CP) 3 3
P22 mlos 0 0
P23 MI(La) 4 3
P24 MIH 4 3-4
Sissy Mia12, Mig, MACP) 4 3-4
Steffi MISt1,2) 1-2 3-4
Teo Miai1, Mlg, MKCP), Mlk, MLa 3 1
Thuringia MI(St1,2), U 2 3-4
Trumpf Mia7, MIAB) 4 3-4

In transienten Versuchen fand auch das Schweizer Gerstenmehltauisolat CH4.8 fur die

Inokulation Verwendung.

2.2.2 Erhaltung der Pilzisolate

Die Produktion von Gerstenmehltau-Konidiosporen ist, auf Grund der obligat biotrophen
Lebensweise des Pilzes, nur auf lebenden Pflanzen mdglich. Die stark anféllige Sorte

Golden Promise fand fiir die Erhaltung der Pilzisolate Verwendung. Die Erhaltung erfolgte
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in einer Percival Pflanzenzuchtkammer [-35 unter konstanten Kulturbedingungen (16h
Belichtung, 20°C; 8h Dunkelheit, 20°C). Um eine Durchmischung der Isolate zu verhindern,
wurden die mit den verschiedenen Isolaten inokulierten Pflanzen durch Kifige aus Gaze
(Maschenweite: 0,1mm) voneinander separiert. Die Erhaltung des Schweizer Isolates CH4.2
erfolgte im  Klimaschrank SANYO Biomedical MLR-350 bei konstanten
Umweltbedingungen (16h Belichtung, 20°C; 8h Dunkelheit, 20°C).

Die Gerstenmehltauisolate wurden wochentlich auf sieben Tage alte gesunde

Gerstenpflanzen liberimpft.

2.3 Software und Datenbanken

In dieser Arbeit wurden folgende Datenbanken, Internetdienste und Computerprogramme
verwendet:
¢ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) gegen verschiedene Datenbanken, um
Protein- und Nukleotidsequenzen mit homologen Genen, ESTs (expressed sequence tags)
und Proteinen zu vergleichen
e NCBI (National Center for Biotechnology Information)-Datenbanken
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
e Computational Biology and Functional Genomics Laboratory
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi
e HarvESTWeb
http://harvest-web.org/
e CR-EST
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/index.php
¢ European barley database enthédlt Informationen liber Akzessionen
http://barley.ipk-gatersleben.de/genres/index.php?scp=barley&thm=mat
¢ Grain Genes wurde genutzt, um Informationen {iber Lokalisierung von molekularen
Markern und QTLs zu erhalten
http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml
¢ Das Programmpaket DNASTAR Lasergene 7 (DNASTAR, Inc., Madison, USA) wurde
fiir Primerdesign (PrimerSelect), Sequenzauswertung mit anschlieBender SNP-Detektion
(SegMan), Sequenzanalyse (SeqBuilder) und Sequenzalignment (MegAlign) verwendet
http://www.dnastar.com/
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¢ Fiir die Entwicklung von CAPS-Markern fiir die Kartierung der Kandidatengene wurde
das Programm SNP2CAPS (Thiel et al. 2004) verwendet.
http://pgre-35.1ipk-
gatersleben.de/portal/page/portal/PG_BICGH/P_BICGH/P_BICGH_TOOLS/P_BICGH I
TOOLS_SNP2CAPS

¢ Die Kartierung der Kandidatengene erfolgte mit dem Programm Map Manager QTX
(Manly et al. 2001)
http://www.mapmanager.org/mmQTX.html

¢ Die Erstellung von Consensus-Karten aus verschiedener Kartierungspopulationen wurde
mit dem Programm JoinMap ® 4 (Van Ooijen 2006) durchgefiihrt.
http://www.kyazma.nl/index.php/mc.JoinMap/

¢ Die Auswertung der Polyacrylamid-Gele der Mikrosatellitenanalyse erfolgte mit den
Programmpaketen GeneScan® und Genotyer® (Applied Biosystems, Foster City, USA)
http://www.appliedbiosystems.com/support/software/

¢ Die Populationsstruktur wurde mit dem Programm structure (Pritchard et al. 2000)
berechnet
http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html

¢ Zur Berechnung der Kinship-Matrix wurde das Programm SPAGeDil.2 (Hardy et al.
2002) genutzt.
http://www.ulb.ac.be/sciences/ecoevol/spagedi.html

¢ Das Programm TASSEL2.0.1 (Bradbury et al. 2007) wurde fiir die Berechnung der
Assoziationen genutzt.
http://www?2.maizegenetics.net/index.php?page=bioinformatics/tassel/index.html

¢ Fiir die Berechnung der genetischen Diversitédtsfaktoren wurde das Programm
DnaSP4.50.1 verwendet (Rozas et al. 1995).
http://www.ub.edu/dnasp/

¢ Die statistische Auswertung der transienten Experimente wurde mit dem
Computerprogramm GraphPad InStat version 3.06, San Diego California USA, verwendet.
http://www.graphpad.com

¢ Die Online-Datenbanken des IST Web of KnowledgeSM (The Thomson Corporation) und
von NCBI PubMed (National Center for Biotechnology Information) wurden fiir die
Literatursuche genutzt.
http://isiknowledge.com
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=PubMed
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2.4 Bestimmung des Phénotyps

2.4.1 Einzelblattanalyse

Fiir die Einzelblattuntersuchung fanden biologische Testschalen (23cm x 23cm) (Schiitt,
Gottingen) Verwendung, die mit Phytoagarlosung (5g Phytoagar (Duchefa Biochemie B.V.
Haarlem, Niederlande), 500ml H,O, 250ul Benzimidazol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen) (40mg/ml)) befiillt wurden.

Die Einzelblattuntersuchung erfolgte an 14 Tage alten Pflanzen. Pro Akzession wurde das
zweite Blatt von bis zu acht Einzelpflanzen geerntet. Das geerntete Blatt wurde in zwei Teile
separiert und jeder Teil auf eine Testschale aufgelegt. Die anfdlligen Gerstensorten Golden
Promise und Ingrid dienten als Positivkontrollen in der Phénotypbestimmung. Neun
Blattstiicke dieser anfilligen Gerstensorten wurden auf einer Testschale randomisiert
aufgelegt. Somit ergaben sich zwei parallele Testschalen, die Blattsegmente identischer
Genotypen beinhalteten; jede Testschale wurde mit einem der beiden Isolate inokuliert. Die
Infektion erfolgte fiir jedes Isolat in einer jeweiligen Inokulationsbox. Die Boxen wiesen an
vier Seiten ein Loch auf, durch die Mehltausporen von acht sporentragenden Blittern
eingeblasen wurden. Die Inokulationsdichte entsprach ca. 10Sporen/mm?®.

Die inokulierten Bléitter wurden unter natiirlichem Tag-Nacht-Rhythmus sieben Tage bei
einer konstanten Temperatur von 20°C und indirekter Sonneneinstrahlung inkubiert. Nach
der Inkubationszeit erfolgte die Bonitur nach dem Schema in Abbildung 2.1 (Schweizer et
al. 1995).

Jedes Einzelblatt wurde einer Boniturklasse zugeteilt. Die Berechnung der mittleren
befallenen Blattfliche (CMIA=calculation of mean infected area) erfolgte nach folgender
Formel:

CMIA=(n0x2,5+nl x 15,5+ n2x38+n3 x 75,5)/N

n0=Anzahl Blitter mit Klasse0 bonitiert

nl=Anzahl Blitter mit Klassel bonitiert

n2=Anzahl Blitter mit Klasse2 bonitiert

n3=Anzahl Blitter mit Klasse3 bonitiert

N=Anzahl aller bonitierter Blétter

(Schweizer et al. 1995).
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Klasse 0 Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3
=0-5% =6-25% =26-50% =51-100%
befallene befallene befallene befallene
Blattflache Blattflache Blattflache Blattflache
Median = 2.5% Median = 15.5% Median = 38% Median =75.5%

Abb. 2.1: Boniturschema — Klasseneinteilung nach befallener Blattfliche

2.4.2 Feldversuch

Im Jahr 2008 fand am Standort Bergen/Wohlde bei der Saatzuchtfirma KWS/Lochow die
Durchfiihrung eines Feldversuchs statt. 36 Sommergerstenakzessionen, die in der
Finzelblattanalyse einen resistenten Phdnotyp zeigten, sowie 30 anfillige
Sommergerstenakzessionen wurden im Feld getestet. Die Aussaat erfolgte in zwei Reihen zu
je 25 Samen der ersten Filialgeneration, die im Gewichshaus im Winter 2006 produziert
wurde. Von den resistenten Akzessionen ~wurden Genotypen von = zwei
Einzelkornnachkommenschaften analysiert, sowie eine Einzelkornnachkommenschaft von
den anfilligen Akzessionen. Die Bonitur erfolgte nach einer Klasseneinteilung von 0
(=resistent) bis 9 (=anfillig) im Wachstumsstadium BBCH30.

AuBerdem wurde im Wachstumsstadium BBCHS59 die Pflanzenldnge (die Lénge des
Haupttriebes (vom Grund der Pflanze bis zum Beginn der Ahre)) von acht Einzelpflanzen
pro Doppelreihe bestimmt. Die Ergebnisse pro Genotyp wurden gemittelt.

Die Zeiligkeit der Genotypen wurde zusitzlich im Wachstumsstadium BBCHS9 ermittelt.
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2.4.3 Komplementationstest unter Verwendung eines BAC (Bacterial Artifical
Chromosome) Klons, der das M/0-Gen enthélt

2.4.3.1 Verwendeter BAC-Klon

Blattmaterial von 14 Tage alten Pflanzen diente als Testmaterial. Es wurde von sieben
Einzelkornnachkommenschaften pro Genotyp das zweite Blatt geerntet und in zwei Teile
geteilt und auf Petrischalen aufgelegt, sodass zwei Petrischalen mit identischem
Genotypinhalt vorlagen.

Fiir den Komplementationstest fand der BAC F15 (Biischges et al. 1997), der unter anderem
das M/o-Gen enthélt, Verwendung.

Blattsegmente der einen Petrischale wurden mit dem BAC F15 und dem
Reportergenkonstrukt pUbiGUS, das fiir transiente Expression des -Glucoronidase (GUS)-
Gens unter Kontrolle des Mais Ubiquitin-Promotors genutzt wird, beschossen. Die

Blattsegmente der anderen Petrischale wurden mit dem Reportergen allein beschossen.

2.4.3.2 Herstellung der Goldsuspension und Beschichtung der Goldpartikel

Fiir die Herstellung der Goldsuspension wurden 27,5mg Goldpartikel (1pm Durchmesser;
Bio-Rad, Hercules, USA) in einem 1,5ml Reaktionsgefil (Eppendorf, Hamburg)
eingewogen. AnschlieBend wurden die Goldpartikel zweimal mit 1ml H;Opjgest und einmal
in einem ml Ethanol (100%) gewaschen. Dazu wurde die Suspension stark gemischt und
20sec im Ultraschallbad behandelt und anschlieBend zentrifugiert (16100 g, 30sec). Das
Goldpellet wurde bei 50°C 10min getrocknet und anschlieBend in einem ml 50%igen
Glyzerin aufgenommen.

Die Beschichtung der Goldpartikel wird im Folgenden beschrieben. Fiir den Beschuss der
Blattsegmente mit dem BAC F15 wurden sieben pg Reportergen-Vektor (pUbiGUS)
(Schweizer et al. 1999) mit 14ug BAC F15-DNA gemischt. Fiir den Beschuss ohne BAC
F15 wurde nur der Reportergen-Vektor pUbiGUS verwendet. Zu diesen zwei Ansétzen
wurde jeweils 2,4mg Goldsuspension gegeben. Die Gemische wurden mit Ca(NOs), auf eine
Konzentration von 0,5M eingestellt. Die Suspension wurde anschlieBend 10min bei
Raumtemperatur inkubiert und danach zentrifugiert (16100g, 15sec); der Uberstand wurde
verworfen. Die beschichteten pelletierten Goldpartikel wurden zuerst mit 70%igen Ethanol
und anschliefend mit 100%igen Ethanol gewaschen. Das Gold wurde in 30ul 100%igen

Ethanol aufgenommen.
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2.4.3.3 Biolistischer Gentransfer

Fiir den biolistischen Gentransfer wurde von 14 Tage alten Pflanzen das Sekundérblatt
geerntet. Petrischalen wurden mit 0,5%igen Phytoagar (Duchefa Biochemie B.V. Haarlem,
Niederlande), der mit 0,17mM Benzimidazol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
versetzt war, befiillt. In die Petrischalen wurden sieben Sekundérblitter, mit der adaxiale
Seite nach oben, aufgelegt. Auf die Blattenden wurde je ein Magnetstab gelegt, um einen
Beschuss auf die vollstindige adaxiale Blattseite zu gewéhrleisten.

Die Partikel-Kanone Model PDS-1000/He, Biolistic Particle Delivery System (Bio-Rad,
Hercules, USA) diente zur Durchfiihrung des Gentransfers. Dazu wurden pro Schuss sieben
(in 96%igen Ethanol gereinigte) Makrocarrierscheiben verwendet. Vier pl der
plasmidbeschichteten Goldpartikel wurden auf jede Makrocarrierscheibe aufgetragen. Eine
Zerreillscheibe (900 psi, Bio-Rad, Hercules, USA), die zuvor in 96%igen Ethanol gereinigt
wurde, wurde in den Sprithkopf eingelegt. Anschlieend wurde der Hepta-Adapter mit den
beschichteten Macrocarrierscheiben in die Partikel-Kanone eingelegt; es folgten das
Stoppgitter (Bio-Rad, Hercules, USA) und die zu transformierenden Blitter. In der
Transformationskammer der Partikel-Kanone wurde mit Hilfe einer Membranpumpe ein
Vakuum von 27mm Hg angelegt und ein Uberdruck von ca. 1000kPa auf die ZerreiBscheibe
ausgeiibt. Bei einem Druck von iiber 900 psi wurde die ZerreiBBscheibe zerstort, die
Makrocarrierscheiben wurden gegen das Stoppgitter gepresst und die beschichteten

Goldpartikel wurden in die Epidermiszellen der Blitter befordert.

2.4.3.4 Inokulation mit B/lumeria graminis f.sp. hordei

Nach dem Beschuss wurden die Blétter 24 Stunden unter natiirlichem Tag-Nacht-Rhythmus
bei einer konstanten Temperatur von 20°C und indirektes Tageslicht inkubiert. Nach dieser
Zeit wurden sie auf biologische Testschalen (23cm x 23cm) (Schiitt, Géttingen) liberfiihrt,
die mit Phytoagarlosung (5g Phytoagar (Duchefa Biochemie B.V. Haarlem, Niederlande),
500ml H,O, 250ul Benzimidazol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) (40mg/ml))
befiillt waren. Im direkten Anschluss erfolgte die Inokulation mit dem Isolat D12-12 bei
einer Inokulationsdichte von ca. 60Sporen/mm®. Bis zur Farbung wurden die inokulierten
Blitter in den Testschalen bei konstanten Umweltbedingungen (natiirlicher Tag-/Nacht-

Rhythmus; 20°C; indirektes Tageslicht) inkubiert.
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2.4.3.5 GUS-Farbung und Entfarbung der Blattsegmente

Die GUS-Férbung (Tabelle 2.4) wurde ca. 48 Stunden nach der Inokulation durchgefiihrt.
Dazu wurden die Enden der Blattsegmente abgeschnitten und die Blattabschnitte in die
GUS-Farbelosung iiberfiihrt. Die Blatter wurden in einem Exikator unter Vakuum mit der

Féarbelosung infiltriert und anschlieend 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Tab. 2.4: Zusammensetzung der GUS-Farbelosung
GUS-Férbeldsung

0,1%(w/v) 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-D-glucuron-Saure
(X-Gluc)

20%(v/v) Methanol

0,1M Na2H2PO4

0,IM Na2HPO4

10mM Na-EDTA

0,0001% (v/v) Triton-X 100

1,4mM Kaliumhexacyanoferrat (II)-Trihydrat

Nach der Inkubationszeit wurden die Blattsegmente aus der GUS-Firbelosung in eine
Trichloressigsdurelosung (Tabelle 2.5) iiberfiihrt. Dieser Schritt stoppt die Farbereaktion und

erhoht den Kontrast bei der mikroskopischen Auswertung.

Tab. 2.5: Zusammensetzung der Trichloressigsdurelosung
Trichloressigsaurelosung

7,5%(w/v) Trichloressigsdure
50%(v/v) Methanol

2.4.3.6 Mikroskopische und statistische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte an dem Mikroskop Axioplan 2 (Carl Zeiss AG,
Jena, Deutschland) bei 200facher VergroBerung. Es wurden die GUS-gefdarbten
Epidermiszellen, sowie die Haustorien enthaltenden GUS-gefédrbten Epidermiszellen gezahlt
und der Anfilligkeitsindex berechnet.

Anfalligkeitsindex = ) GUS-gefarbter Epidermiszellen mit Haustorium / )aller GUS-

gefarbter Epidermiszellen
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Die sieben Blitter eines Schusses wurden ausgewertet und die Ergebnisse addiert und der
Anfalligkeitsindex pro Schuss berechnet.

Diese Versuchsanordnung ergab fiir jeden Genotyp zwei Werte, zum einen der
Anfilligkeitsindex nach Beschuss mit dem BAC F15 und zum anderen der
Anfalligkeitsindex nach Beschuss ohne den BAC F15. Diese beiden Werte wurden
verglichen, um eine Aussage iber das Vorhandensein des m/o-Resistenzgens in den
Akzessionen zu treffen.

Die DAB (3,3-diaminobenzidine)-Methode (Thordal Christensen et al. 1997) wurde
verwendet, um eine H,O, in situ Produktion in mehltauinfizierten Gerstenzellen zu
identifizieren. Eine Losung von 1% (w/v) DAB und H,O wurde auf einen pH-Wert von 4,0
eingestellt und die DAB-Losung wurde in die Blattzellen 18 Stunden nach Bgf-Inokulation

induziert.

2.5 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Aus Blattmaterial von Einzelkornnachkommenschaftslinien der ersten Filialgeneration
ausgewdhlter Gerstenakzessionen wurde genomische DNA isoliert. 50mg Blattmaterial des
zweiten Blattes wurde geerntet und in Plastikr6hrchen, die im 96er Format (8 x 12)
angeordnet waren, gesammelt. Zu jeder Blattprobe wurde eine Metallkugel gegeben und
anschliefend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Blattproben wurden in der
Schwingmiihle MM 300 (Retsch, Haan) pulverisiert. Aus dem Blattprobenpulver wurde die
genomische DNA unter Verwendung des ,,DNeasy 96 Plant Kit*“ (Qiagen GmbH, Hilden)

isoliert. Die genomische DNA-Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.6 Isolierung von RNA aus Pflanzenmaterial und cDNA-Synthese

Sieben Tage altes Blattmaterial der Gerstensorten Ingrid, Ingrid BCm/05 und Ingrid BCm/o3
wurden mit dem Bgh-Isolat CH4.8 inokuliert. Nach 12 Stunden wurde sowohl von den
inokulierten Pflanzen als auch von den nicht inokulierten Kontrollpflanzen (Ingrid, Ingrid
BCm/05 und Ingrid BCm/03) Blattmaterial geerntet und die Epidermis an der Blattunterseite
vom Rest des Blattes abgelost. Die Isolierung von gesamt-RNA erfolgte aus fein
gemorserten Material nach der Methode von Chomczynsky et al. (1987); fiir die Epidermis-
und Restblattproben der verschieden behandelten Genotypen wurde die gesamt-RNA
getrennt isoliert. Die isolierte Gesamt-RNA wurde einer DNAse-Behandlung mit dem DNA-
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free™ Kit (Ambion, Austin, USA) nach Angaben des Herstellers unterzogen. Die ¢cDNA-
Synthese erfolgte aus einem pg DNAse-behandelter RNA unter Verwendung des /iScript
cDNA synthesis Kit (Bio-Rad CO., Miinchen) nach Angaben des Herstellers.

2.7 Bestimmung der Populationsstruktur mit Mikrosatelliten (SSR)-Marker

2.7.1 Verwendete Mikrosatelliten-Marker

Die Populationsstruktur wurde mit Hilfe von 46 Mikrosatelliten- bzw. SSR (s/imp/e sequence
repeats) Markern (Stein et al. 2007) bestimmt. Die SSR-Motive und Primersequenzen sind
in Tabelle 2.7 dargestellt. Die SSR-Marker wurden in neun Mischungen (Grit Haseneyer,

personliche Kommunikation) verwendet.

2.7.2 Durchfiihrung und Bedingungen der PCR-Reaktion

Die SSR-PCR-Analyse erfolgte in einem Sul Ansatz:

Tab. 2.6: PCR-Ansatz fiir SSR-Analyse
Volumen Reagenz

0,5ul genomische DNA (30ng/pl)

0,5ul forward Primer (10ng)

0,5ul reverse Primer (10ng)

2,5ul Multiplex PCR Mix (Qiagen GmbH,
Hilden)

1,5ul H,Obidest

Die SSR-PCR-Reaktion erfolgte in einem Gene AMP® PCR-System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, USA) unter folgendem PCR-Programm:

95°C 15min

94°C 30sec

60°C 30sec 40 Zyklen
72°C 15sec

72°C 10min
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Marker- Frag-

Name Markierung ment Motiv 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer Chr.
GBM1054 FAM 176 CCG ESSR417 5-ATC TCC CTC CTA CCC CGA G-3' ESSR418 5'-ACA CCC TTG ATG GAG GTC AG-3' SH
GBMI1516  FAM 100 CT GBMI1516_f  5-CCC TCT CCT TTC CCT ATC GT-3' GBMI516_r  5-GTG GGG TTG ATG TTC CTG TT-3'  7H
GBM1047  HEX 210 AGC ESSR305 5'-GCA CGA CGG TAA CAG GTT TT-3' ESSR306 5'-CGG AGT ACC TGA GCC TTC TG-3' 2H
GBMI218  HEX 112 GA ESSRI083  5-TGA CTG GCA CTC ACA ACA CA-3' ESSR1084  5-AGC GCT TCC ATC CTT GAC TA-3'  2H
GBM1020 TAMRA 245 AC ESSR131 5'-CAG ACA AAC AGC AAC CCA GA-3' ESSR132 5'-GAT TCT TTA CGG CGA ATG GA-3' 4H
GBM1419 TAMRA 161 CTCAT ESSR1485 5'-CGT CAC GCC ACT CAC CTC-3' ESSR1486 5'-CTT GAA GTC GGA ACC CAT GT-3' 7H
GBM1021  FAM 254 AC ESSR137 5'-GGT TCT GAT CAA GGA ACC TTT T-3'  ESSR138 5'TCA AAT ATA CGC CCT CCG TC-3'  6H
GBM1026 FAM 213 AC ESSR149 5-AGG CTC TTC ACC GTC TCG TA-3' ESSR150 5'-CAT CAC CGC TTG GTT CTA CA-3' SH
GBMI1015  HEX 228 ACAT  ESSRII5 5TTG TTG GAA CAT ACA AAC ATG C-3'  ESSR116 5-GTT CCG TGT GAA TTA GCG GT-3'  4H
GBM1031 HEX 294 AG ESSR177 5-CAG TTG GCT TCT ACC CCA AA-3' ESSR178 5-GCT ACG ACC CAC AAC AAC AA-3'  3H
GBM1176  TAMRA 285 AT ESSR999 5'-TAT ACA TCA GCG GGC CTT TT-3' ESSR1000 5'-CTC CAA CCT CGC AAA GAG TC-3' S5H
GBM1029 TAMRA 228 AG ESSR165 5'-AGA ACC AAC AAG CCC TTC CT-3' ESSR166 5'-AGA AGA CGC GAT CCT CTT GA-3' 1H
GBM1043 FAM 210 AAC ESSR229 5'-ACC AGT TCG CAT CAT CAC AA-3' ESSR230 5'-TAC GGC TCC AAG AAC GAG AT-3' 3H
GBM1064 FAM 294 AGGG  ESSRS583 5-TAA AGA ATT GCT GGC TGG CT-3' ESSR584 5'-GAA GGT GTT TTT GTG CCC AT-3' SH
GBM1060  HEX 208 GGT ESSR561 5'-CGG GGG AGA CTG GAT TTT AT-3' ESSR562 5'-CTC CTC CAG AGG AAG CTC GT-3' TH
GBM1035  HEX 282 CT ESSR199 5'-ACT GAA GAG TGA AAA CGG CG-3' ESSR200 5'-GGC GTA CCA CCA GTA CAT CC-3' 2H
GBM1075 TAMRA 300 GT ESSR656 5'-AAC AAG AAG CCC ACC ATC AC-3' ESSR660 5'-ATC CAA GGT GGC AGT CAA TC-3' 6H
GBM1003 TAMRA 199 CTT ESSR25 5'-GCC GAC CAG ATC ATC AGA TT-3' ESSR26 5'-TCG AAG ATT CAG TAG CGA CG-3' 4H
GBM1007 FAM 200 AC ESSR41 5'-GTT CCG GTT TCT TTC GGT C-3' ESSR42 5'-GTT AGC TAT GGT GCG GTG TG-3' 1H
GBM1404 FAM 245 TATG ESSR1455 5'-CAA GCC AGC AAA CAA ACA AA-3 ESSR1456 5'-GGG AGT ACG TGT TGC TCC AT-3' 6H
GBM1280  HEX 259 CTT ESSR1207 5-CTT CTT CTT CTT GTT GGG CG-3' ESSR1208 5'-AAG GGA TCA GTT TGG TTC CC-3' 3H
GBM1461  TAMRA 210 CA GBM1461_f  5-AAA CCA TGC ATT CTT CAG AGA-3' GBM1461_r  5-TTT AGA CCG ACC CGA TGA AG-3'  IH
GBM1464  FAM 153 AT GBM1464_f  5-ATA GCC GTG CTC TTG CTC AT-3' GBM1464 r  5'-CAA GAC CAC CAT TTG CAT TG-3'  7H
GBM1036  HEX 153 CT ESSR201 5'-CGA ATC AAT ACA AGG ACG CC-3' ESSR202 5'-CCA GCA GCA ACA TTC AAA GA-3'  2H
GBM1002  TAMRA 194 CCT ESSR19 5-TCC AAA CAA ACA GAC TCG CA-3' ESSR20 5'-CCC AGT AGC TCT TCT GCA CC-3'  1H
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Marker- Frag-

Name Markierung ment Motiv 5'-Primer  Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer Chr.
GBM1013  FAM 171 CTG ESSRY5 5'-TCC CTG ATC CAT GTT TTT CC-3' ESSR96 5-GAT GCC AAG TTC TTC TTC GC-3'  1H
GBM1033  FAM 280 AT ESSR193 5'-AGC AAA TGT TGA GCA ACG G-3' ESSR194 5'-ACT TCA TAG GGC GGA GGT CT-3'  7H
GBM1405  HEX 220 CGCA  ESSRI457  5-TAC ACG CAC TGA AAA GAC GG-3' ESSR1458  5-CTC GCT GCT GAG TTT GTC TG-3'  3H
GBMI208  HEX 145 AG ESSR1063  5-CTA CCG AGC TCC TCC TCC TC-3' ESSR1064  5'-GGC CTC CTT CTT GTC GTA GA-3'  2H
GBM1110  TAMRA 238 AAG  ESSR867 5'-CAC CGA AGA AAA TCC ACC AT-3' ESSR868 5'-CAC GCA AGC TTA GAA CCT CC-3'  3H
GBM1061  TAMRA 330 GGT ESSR563 5'-CTG AGA TCC CGA ACA CCA CT-3' ESSR564 5'-TTG TCG TCC ACG CTC ACT AC-3'  1H
GBM1003  HEX 199 CTT ESSR25 5'-GCC GAC CAG ATC ATC AGA TT-3' ESSR26 5-TCG AAG ATT CAG TAG CGA CG-3'  4H
GBMI1256  HEX 350 GA ESSRI159  5-GCC TCG ATC TGT GGA AAG AA-3' ESSRI160  5-GTC TCG GAG AAG GTG ACG AT-3'  6H
GBM1483  TAMRA 172 GCG  GBMI483 f 5-CAG TGA TAT GGA CTA CGG CG-3' GBM1483 r  5-CTT GTT CTC CAC CTC GAA GC-3'  5H
GBM1221  TAMRA 150 AC ESSRI089  5-ACC AGC AAT CCA AGT TAC GG-3' ESSR1090  5-TGC CTT GGT CTT GGT GTG TA-3'  4H
GBM1018  FAM 265 CCG ESSRI125 5'-CTG CAC ACA CAC ACC CTA GC-3' ESSR126 5'-CCG TAC TTT GAG AAG AGG CG-3'  4H
GBMI1334  FAM 130 GGC ESSRI315  5-CCT CTT CCG AAT CCA TCA AA-3' ESSRI316  5-GAG TTG GGG ACT TTG CTG AC-3'  1H
GBM1326  HEX 150 CTT ESSRI299  5-AGA GCA CAA CCC TTG GAG G-3' ESSRI300  5-GTA GAG GCA GCC CTTCTC CT-3'  7H
GBMI212  HEX 106 AGG  ESSRI1071 5-TGT TGC AAG AAG CAA GGA TG-3' ESSR1072  5-GCG CTT ACT CTC TCG TCG TC-3'  6H
GBM1008  TAMRA 182 AAC ESSR47 5'CAG CAA TGG ACA CTG AAT CAA-3'  ESSR48 5-GTC GAA GGC TAT GTA GGC CC-3'  6H
GBMI1363  TAMRA 130 AGG  ESSRI373  5-AAG AAG GCC AAG CTG AGA CA-3' ESSRI374  5-CCT CGA TAG GCT CTG TCC TG-3'  5H
GBM1063  FAM 206 ACAT  ESSR579 5'-CGG TAC CAA TTC TTT GAT TAC CA-3'  ESSR580 5-TCC AGT CTT CGC ATC ATC TG-3'  6H
GBM1413  FAM 150 TCATA ESSRI473  5-GGG TGA TTT CCC AGG TTT TT-3' ESSR1474  5-TTG AGA AAA CCA CAC CCA CA-3' 3H
GBMI1323  HEX 268 GCC ESSRI293  5-GCT CTC CAG GGT TCG TTT C-3' ESSRI294  5-CAC CGT CTT GCA GTT GAG AC-3'  4H
GBM1459  TAMRA 161 ACAT  GBMI459 f 5-AAC ACA TCC ATA CTT CCC CG-3' GBM1459 r  5'-AGC TGA ATA AAT GCC CAT GC-3'  2H

5'AAG GAG CAC CTG AAA AGC AA-

GBM1501  TAMRA 279 TAGA  GBMI501 f 5-TGT GGA CAG TCA AAC ACG CT-3' GBM1501 r 3 4H
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2.7.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte auf einem Polyacrylamidgel im ABI PRISM®

377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City USA). Als Laufpuffer wurde 1 x
ABI TBE Puffer verwendet, der aus 10 x ABI TBE Puffer (vgl. Tabelle 2.8) verdiinnt

wurde.

Tab.

2.8: 10 x ABI TBE Puffer (pH:8,3)

Volumen Reagenz

216,0g Tris (Invitrogen, Carlsbad,

USA)
110,0g Borsédure (Merck, Darmstadt)
14,8¢ EDTA
2,01 H,Obidest

Es wurden 0,2mm dicke Polyacrylamidgele in Glasplatten mit den MaBlen 25,0cm x 25,5cm

fiir die Analyse verwendet. Die Gel-Zusammensetzung ist in Tabelle 2.9 beschrieben:

Tab. 2.9: Zusammensetzung des Polyacrylamidgels

Volumen Reagenz

4,3ml Harnstoft (50%)

1,8ml PAGE Plus (40%) (Ameresco, Solon,
USA)

1,2ml 10 x TBE

Tul TEMED

70ul APS (10%)

3,93ml H,Obidest

Zum Auftragen der PCR-Proben wurde ein Ladepuffer/Standard-Mix benétigt, der sich wie

folgt zusammensetzt:

Ladepuffer-Stammldsung:

Ladepufter / Standard-Mix:

200pul ABI-Stammldsung Ladepuffer

(25mM EDTA pHS, 100mg/ml Blue dextran (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen))

800ul Formamid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
450ul Ladepuffer-Stammlosung

30ul  Standard MegaBace ET 400-Rox (Amersham,
Buckinghamshire, UK)

Die PCR-Produkte wurden mit H,Opigess um den Faktor 100 verdiinnt. Zwei pl verdiinntes

PCR-Produkt wurden mit 2ul Ladepuffer/Standard-Mix versetzt und S5Smin bei 95°C
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denaturiert. Die Proben wurden bis zum Auftragen auf das Polyacrylamidgel auf Eis

gelagert.

2.7.4 Auswertung der Polyacrylamid-Gele

Die Auswertung der Polyacrylamid-Gele erfolgte mit den software-Paketen GeneScan® und
Genotyper® (Applied Biosystems, Foster City USA) nach Angaben des Herstellers. Aus der
Auswertung resultierende Bandengréfen der verschiedenen SSR-Marker wurden fiir die

Berechnung der Populationsstruktur verwendet.

2.7.5 Berechnung der Populationsstruktur (Q-Matrix)

Die Berechnung der Populationsstruktur wurde mit dem Computerprogramm structure2.1
(Pritchard et al. 2000) durchgefiihrt. Im Folgenden wird das verwendete Parameterset
beschrieben. Es wurde eine Lange von ,,Burnin® Periode von 100000 ausgewdhlt und die
»Anzahl an MCMC Wiederholungen nach der Burnin-Periode* auf 500000 festgesetzt. Die
Auswahl fiel auf das ,,admixture Model* und die ,,Allel-Frequenzen* wurden als ,,korreliert*
festgesetzt. Im erweiterten Parameterset wurde festgelegt, dass die Wahrscheinlichkeit der
Daten fiir die Abschitzung von K (=Anzahl an Untergruppen) berechnet und die Q-Tabelle
ausgegeben werden sollte. Die Berechnung wurde fiir eine Anzahl an Untergruppen von eins
bis zehn bei zehn Wiederholungen pro Berechnung festgesetzt.

Die BandengroBen der Mikrosatelliten pro Genotyp fanden fiir die Berechnung der
Populationsstruktur Verwendung. Fehlende Werte wurden mit ,,99999* gekennzeichnet.

Die Berechnung der Anzahl an Untergruppen innerhalb der Population wurde nach Evanno

et al. 2005 durchgefiihrt.

2.7.6 Berechnung der k/nship-Matrix (k-Matrix)

Zur Berechnung der kinship-Matrix wurde das Computerprogramm SPAGeDil.2 (Hardy et
al. 2002) verwendet. Das Programm wurde nach Angaben der Entwickler benutzt. Es wurde
der kinship-Koeffizient nach Ritland (Ritland 1996) berechnet. Zur Berechnung der k/nship-
Matrix wurden die Bandengrof8en der Mikrosatelliten pro Genotyp verwendet. Fehlwerte
wurde mit ,,0“ gekennzeichnet. Folgendes Parameterset wurde fiir die Berechnung der
kinship-Matrix verwendet. Als Statistik fiir die Einzelebene-Analyse wurde der kinship-
Koeffizient nach Ritland (Ritland 1996) ausgewihlt; die Berechnungsoptionen wurden als
Benutzung einer Matrix fiir die Bestimmung der paarweisen-rdumlichen Distanzen

festgesetzt. Die Ergebnisdatei wurde als Matrizen mit paarweisen-rdumlichen Distanzen und
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genetischen Koeffizienten ausgewdhlt; das Format der paarweisen-riumlichen und
genetischen Distanzen wurde in Matrix- und in Spaltenform ausgegeben, wobei nur die

Berechnungen aller Mikrosatellitendaten in Kombination (multilokus) verwendet wurden.

2.8 Resequenzierung von Kandidatengenen

2.8.1 Auswahl der Kandidatengene

Die in der Assoziationsstudie untersuchten Kandidatengene, wurden aufgrund von TIGS
(transient induced gene silencing)-Effekten (Douchkov et al. unverdffentlicht),
pathogeninduzierter Expression (Zierold et al. 2005, Himmelbach et al. unverdffentlicht)
und Hinweisen aus der Literatur ausgewdhlt. Die untersuchten Kandidatengene sind in
Tabelle 2.10 unter Angabe des Gennamens, der Akzessionsnummer und der
Sequenzinformation der Primer fiir die Resequenzierung aufgelistet. Die Primersequenz
besteht aus zwei Teilen. Der rot markierte Sequenzbereich der 5’- Primer bildet die
komplementire Sequenz zum T3-Sequenzierprimer; der rot markierte Bereich des 3’-Primer
formt die Bindestelle fiir den T7-Sequenzierprimer. Schwarz markierte Sequenzbereiche der

Primer sind die genspezifischen Bindestellen der Primer fiir das jeweilige Kandidatengen.
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Akzessions-  Kandidatengen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer
Nr:
. . 5_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC ) 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
CA023817 ACC-oxidase ACC oxidase fl AGA GAA GCC ATA GAG CAG CAA CC-3  ACC oxidaserl AAG GTG CTC TCC CAG TCC AG-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
ALSTHIH ACC-synthase ACC synthase f1 CGA CGG CCA CGG CGA GAA CT-3' ACC synthase rl TGG CCT TCC ACC CCC TCA CCT G-3'
ACC svnthase 2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGGy (o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
Y TGC CCA CGC CTT ACT ACC C-3' Y CAG CAG CTT CAC CCC CGA CCT C-3'
. Alanine Aminotranst Alanin 5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT  Alanin 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT
anine AMINOWANSICrase 4\ inotransferase fl -~ GTG AGT ATG CTG TGC GTG GAG AG-3'  Aminotransferase rl ~ GGC TAT GGC TGT ATG CTC CTG TTG-3'
Alanin 5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG Alanin 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
Aminotransferase 2 GAT TCC CTG CTA ATG CTG ATG AC-3' Aminotransferase r2 CAC CTC TTT TAC CAC ACT CAC CA-3'
.. VERTRAULICH (weitere Informationen: VERTRAULICH (weitere Informationen:
Anonymisiert Alpha-beta-Hydrolase Hydrolase f schweiz@ipk-gatersleben. de) Hydrolase r schweiz@ipk-gatersleben. de)
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
AJ308488 AOC AOC £2 ACC TCG TCC CCT TCA CCA ACA-3' AOC 12 AGC TAG TCA GTG AAG TTG TTG AGG CAT-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AJ250864 A0S AOS I TCC ACC GTC GTC CGC ATC AAC-3' AOS 1l AGG CCG CCG TAG CTG TTG AAG AC-3'
A0S 2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 0o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TGC
TGC TGT TCG CCA CCG TCT TC-3' CCT GCG TTG ATC CCT TTG-3'
AJ534447 Anoplastic invertase Apoplastic Invertase 5'-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC  Apoplastic Invertase 5'-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CCT
pop 2 AGG CTG ACG TGG AGG TGA G-3' 2 TGG CTA TGT CAG TGT CA-3'
X56136 Ashartate brofease sen APLE 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA | - 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT
P p & GTG ATC CTG TTT TCT CGT TCT GG-3' GGG GCC AGC AAG CAG TGA-3'
AP2F 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG, | 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
ATT GGT GCG GCT GGG GTA G-3' CAC GGA GGC CAT TTG ATT TC-3'
contie8860 ATP-dependent RNA WIR Leuf 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA o 5'AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
& helicase TGC ACC AGG AAA CGG AGA AAG-3' CGA TCA GGT GGT GGT GGA G-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
234017 BASI BASL.If GTG TTC GAC CAG GAG TTC ATC-3' BAS L.Tr AGT TGG GCA GAC GAA GGT G-3'
BAS 19 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGC  puo 15 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TTC
: AAC CTT GGT ATT GGC CGT AGT G-3' : ATC GAC TTT TCC CCA GGT T-3'
. 5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AJ290421 BAX-Inhibitorl BAXAI CTT TGC ACT GGC CTC ATC TG-3' BAXrl TCA AAG TCT ATG GCA AGC TCA ATC A-3'
BAX 2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGC gy 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT
ATC GCC TTT GGG TGC TTC TC-3' r CGG ACG AGG ACG GCA ACA-3'
197349 Calreticulin Calreticulin f1 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC (1o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
alreticu atreticu AGC AAC AAG GAC AAG ACA CTC G-3' alreticu GAA GAA TAT CCC AGT GCT CGT AGA-3'
Calreticulin £2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG (1o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CAT
atreticu GAT GTG CCT TGC GAG ACT G-3' alreticu CTT CCT CAT CAT CCC AAT CC-3'
baal2Ima) chloroplast inner envelope o1 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA o e 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC ATC
membrane polypeptide GCC CCA AGC TCA AGG TCG TC-3' CTT GAA CCC TGC CTT TGT G-3'
5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
TC140490 EDSI EDSL.1f TGC TGC TGC ACA ATG GGA GAA G-3' EDSL.1r ATC CTC GAA TGA TTT GCC GTT G-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
EDS12 f EDS1.2t

AAA GAC AGG GTG GGT AAA CTC G-3'

GAC GCG GAC CTG TGC TG-3'
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Akzessions-  Kandidatengen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer
Nr:
R e e e e
o SAMAIINGCIGIIN00 o SO O o
contigl6126 Galactosyltransferase (O. contigl6126f 5'-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG G'GG contigl6126r 5'-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAC,’ GGC
s.) CTC CTC GTG TTT GCA TAG TCA TC-3 GGC TGC GTG GAC AAC TAC TTC-3
contig23773 Glutaredoxin-C1 precursor ~ HO05A19dof i"_AAGAéGAGA(—}F ATAAégch};’CFAGg]/;AG?SXGG(-}S ¢ HOO05A19dor ggg igAA?T?g (?TA g ATCC QCC g ?,l:r(? SC(?ST
AB207242 Glutathione-S-transferase Glutathion-S- 5'-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG Glutathion-S- 5'-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
transferase f1 CTC CAA CCC GGT CCA CAA G-3' transferase rl GTA GAC CTT CTC GGG CGA GTA GAG-3'
Helix-loop-helix DNA- \ ,
HvCeb0009B15r2 E;l;?;?f domain containing ~ HOO05A19aof f\-GAAA éCACAg CT (/? éTC GC [E(—}F (C} ?,,EI{; é_ ?,G GGG HOO05A19aor /5\-CAAA (A:J g : AT é (”I;CGCA"}: G&CQTC (;l' é_;AG GGCTGT
Anonymisiert Transkriptionsfaktor Transkript f1 lﬁ&;fz{%%lfizge(rzzing;g)formationen: Transkript rl lﬁ&;;%&;iﬁge(rgzi;;e.(;él)formationen:
T N N NS
5'-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG ,
HO06D23 2 TTA CTG GTG ATG GAA CTA ATG ATG C- - HOO6D23 12 S O el Tag eoe e
povntn TAMMIACCILTIMGN o AT I e
pomisn SMIACECIL A0 sy SR TG A T
ier WG VERTRACLICH (s sty VERTRADLICH (vt nsn
powen SIIRCCIC MG oy AT G e
CD056330 HO11012 HO11012 £2 5'-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA HO11012 12 5'-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT

CCG TGG CCA AAA CAA GTC C-3'

AGG CAC CGT GAG GAT AAC AGG-3'
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Akzessions-  Kandidatengen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer
Nr:
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA S_AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
CD056444 HOI2E03 HOI2E03 £l CCC GGA CTC CCC CTA CAT CAG3' HOI2E03 r1 TAA TTG CAC TTA GGC TCA GAA AAC AG-3'
S_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
CD056469 HO12F09 HOI2F09 f1 GAG CAG AGG CAT AAA CTG G-3' HOI2F09 r1 ACG AAA GCA AAT GCA GAA G-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
CD036968 HOI3MI3 HOI3MI3 2 ACA ACA TCC TGC CTG ACT ACT GC-3'  HO13MI3 12 CAG CTG CTC ATC AAG TCC AAC C-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
CDO57147 HOI4E16 HOI4E16 £l GGA CAG CTG CCC GTT TAT CTT C-3' HOI4E16 11 AGC AAG GAA CTA ACG GAA AAA TC-3'
HOL4EL6 S_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGC oo o 5_AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
GCC TCA AGA AGA TGG ATG GTC-3' CAT GAA TGG GGT GGT GAG AAA GG-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TGA
CD057214 HOT4HI8 HOT4HIS 1 GAG CAC CAC AGG CAA CAG C-3' HOT4HI8 r1 GGG GCG AAG AGA TAG AAA G-3'
HOL4ILE £ S-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGG 0o 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TGC
ATT GGG CAG GCG CGT GGT ATT C-3' r GGA AAT AGC TGA GGA GAA CC-3'
HOL4HIS B3 S-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG oo o 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
ACC GAC CAG CCA CCA CCA ACC-3' GCT GCC TCC AAA CTA ACC AGT AAC G-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
HOT4HIS f4 CAG TGC ACG CCT TTT GAT TGG-3' HOT4HI8 r4 TAA TCA TCG ACG CCA CAC CAT C-3'
S_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
CDO57271 HO14K08 HO14K08 £2 ATT TGT TCC AGC AGC AGC AGG TAG-3  HO14K08 12 ACG GAT GTG GGG ACT TTG AA-3'
Anonvmisiert Unnamed protein unnamed f1 VERTRAULICH (weitere Informationen: unnamed r1 VERTRAULICH (weitere Informationen:
ym P schweiz@ipk-gatersleben.de) schweiz@ipk-gatersleben.de)
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
BQ465010 HU02G09 HU02G09 12 TAC CTG GAT CTC CCC TTT GTG G-3' HU02G09 r2 AAT ACC ACC AAC GCC GAT GAC-3'
. VERTRAULICH (weitere Informationen: VERTRAULICH (weitere Informationen:
Anonymisiert unknowm unknown f1 schweiz@ipk-gatersleben.de) unknown rl schweiz@ipk-gatersleben.de)
S_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
HUO4L09 £2 AAA TGA GTG CAA ACC CGT GTG G-3' HU04L09 r2 GGC AGG CTC AGC AAC AAA G-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
DQ647619 HvGERI HVGERI £2 AAC CCG CCC ATC CCC ACA C-3' HVGErl 12 TAC ATT TTA ACT CCT CGC ATT GG-3'
5_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC S_AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT
DQ647620 HVGER2 HVGER2 f2 TTC ATC AGC TCC TCC TCC AAC AC-3'  HVOER212 GAC CTC ACA AGC GCA CGA AC-3'
S_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
DQ647621 HVGERS3 HVGER3 f1 CAA CTC ACA ATG GCT TCT TCT TCC-3'  HVGER3r GGT GTA TGT GCG GCG TGT TG-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
DQ647621 HVGER3 HVGER3 £2 AAG GCC AGC AAG GTC AGG TC-3' HVGER3 12 AAA CGC CGT GGC TAG AAC ATC-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
DQ647623 HvGER4 HVGER4 £2 TCG ACA AGC CTA GGG TGA CAA AC-3  1VOEr4r2 TGA CTT AAT TGT GGT TGT TCT CC-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5'-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GTC
DQ647625 HVGERG6 HVGERG fl CGA CGG CGG ACG ACT TCT-3' HVGERG rl TAG CCT TTC ACT TCT TTG G-3'
5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AJ276227 HvPrx08 HVPrx08 f1 ATG GCC GCC GTG AGC AGT GAC-3' HVPrx08 r1 CGC CTG GCC GAT GGT GTG C-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
HvPrx08 2 HvPrx08 r2

CAG TGC GGG ACC TTC AAG-3'

TGG CCC TGC GTC CCC GTC-3'
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Akzessions-  Kandidatengen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer
Nr:
5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TTT
CK567319 HvPrx40 HvPrx40 £2 GGT GCA CAC ACA ATC GGC-3' HVPrx40 12 CCT GTC GAT CAC GTT CTG GTA GTA-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
HvSMef00011N09r2  HvSMef0001 1N09r2 HvSMef0001f GAA CAA GAA CTG GCA AAA ACA T3 HVSMef0001r TG TIT CCA TCC GOG TTT AGT Gos'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AL303936 HWO3011 HWO3011 f1 GAT CAA CAC CAA CGC ACG AAC-3' HWO3O11 rl GCG CCC ATC CCC AAC C-3'
- VERTRAULICH (weitere Informationen: VERTRAULICH (weitere Informationen:
Anonymisiert NADPH reductase Reductase f2 schweiz@ipk-gatersleben. de) Reductase 12 schweiz@ipk-gatersleben. de)
5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
AL510956 HYO06114 HYO06I14 1 CCA CCA CCA CCA GCC CAC TC-3' HYO06I14 r1 TAG CGA ACG GCA CTG ACC AAC-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
ALS08547 HYO8E03 HYOSEO3 f1 AGG GAA ACA GAG GAA AAC CAA G-3  1YO8E03rl GCG ACG CTG CTC AAG AAC-3'
010757 IQ calmodulin-binding WIR1dof 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC e 1o 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
contig motif family protein 0 TAA GCG GGA AAG AGC AAT GG-3' or GGG ATA GCC GCT TCT TGG TTG-3'
02452 Lectin orotein ki ie24522F 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGC ooy 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GCT
contig cctin protein kinase contig ACA GAG ACA TCA AGC CAA GCA AG-3'  °Me ACC GGC ATC CTC AGA G-3'
. 5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT GCC
contigl10497 L-galactose dehydrogenase =~ HOO5A19cuf AGA ATG TTG CTG CTG CTG TTG-3' HOO05A19¢cur CAC AAA TTC CAA ACA AAG-3'
5"AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA 5"AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AL506955 LOX2 LOX2 11 GAT GGA TAT GCT GTT CGG GAT GC-3'  2OX2Tl GGC ACG GCG ACC TCA AG-3'
LOX2 £2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC | vn 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
CGT CGT TGG GGT AGT AGA TGG-3' GAG CTG ACC ACC GCC AAG AG-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG
) . . 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
contig24522 LLRK2 contig24522f ggg ACA GAG ACATCA AGC CAAGCA  contig24522r GOT ACC GGC ATC CTC AGA Go3°
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5'AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GTC
TC148045 LSDI LSD L1 f TAT CCA CAT GGA GCA CCT TCT G-3' LSD L1t GAC AGT CAT AGG GTT CTC-3'
LSD 12§ 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT | (1 5 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT
: GTC GAC GAA AAG GGT AAA CTG G-3' =T CGA CGT GCA TGC TTT CCT TG-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
EUS45232 LSDI LSDI SHfl CCA TGG GTG CAG GAG CGT TC-3' LSDI SHrl TGC CTG TGC TAA GAT TCC TAT GTA AC-3'
LSD1 SHP 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG [ b1 st 5'AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
TGC CAG ACG GTG TTA ATG TAT CC-3' CCG ACT ACG ACG TTG CTC ACC TGC-3'
. 5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CAT
contig3489 MBDI10 HOO5A19eof TGA TAC CCC AAG GCG TTC TGC-3' HO05A19¢or TGC TGG AGA CGG AAC G-3'
- Lo Lo VERTRAULICH (weitere Informationen: Lo VERTRAULICH (weitere Informationen:
Anonymisiert Methionine-Synthase 2 Methionine f1 schweiz@ipk-gatersleben. de) Methionine rl schweiz@ipk-gatersleben. de)
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TGT
CDO57851 MIR3 MIR3 £ CTG CCT ACT GCT CGC CTT C-3' MIR3 r ACA TAA GCT GCA AGT CAC C-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCC
DNI81805 MIR4 MIR4.1 £ TCC TCA TGG GCA TCC TCA ACG-3' MIR4. 1 r TCC GGC GTG TCA GAA GTC-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
DNI81803 MIR4 MIR4.2 £ CTC GTT CGC GTG GGT TTT C-3' MIR4.2r ATC AGC GAA TCT TCC CAC G-3'
CDOSTIS MIRS MIRS2 £ 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGGy rios o - 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT GCC

AGG GCG ATC GGG AAG GAC C-3'

CCT TAT TCA TGA GTG TAG CC-3'
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Akzessions- Kandidatengen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer
Nr:
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT GTA
CAO18053 MIR6 MIR6 £1 GAG GTG GTG TTG GTT GCG TTA TC-3' ~ MIR6Tl CGC CTT AGC CAT TTC AGT G-3'
MIRG £2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGGy o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
GAA GGT CAT CGG CAA GAG AAA C-3' ATA GCC TTT GCC AGT AGA GC-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
AL507668 MIR7 MIR7 f1 GAA TGG GAG GTG GTG GAA TG-3' MIR7rl ACC ACT TCC CCT GCA CTC ATT G-3'
MIRT £2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGGy 1o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
ACA GCT GCT CAT CAA GTC CAA CC-3' r AAC CCT AAC ATG GAA AAC TTG AG-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TAC
CD057283 MIRS MIRS £ CAA CAC CGA AGG CGA CAT C-3' MIRS r AGC CTC TCC CAG CAG TTT C-3'
5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG
AF323683 Mia Mia f1 ACC CGC ACG CCG AGA CTG-3' Miarl GAA TTG CCG TCC ACA GTT TG-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
283834 s Ll GTG TGC GTA CCT GGT AGA G-3' Mio Ar AAG CCA AGA CGA CAA TCA-3'
Mo C £ 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT 1 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
° GTT TGG CGT ATG GAG TCA G-3' 0 GAA ACC GGA GAG GAG AAG G-3'
Mo D 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 1 o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GTC
CTC ACC CTC TTC CTT GAC A-3' AGA GCA GTT CAT CAG C-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC ACT
TC135892 NEC1 NEC1.1£ CTG CTC GAG TAC CTG CCC AAG AT-3'  NECLIT TGT ACG CCC CGA ACT GG-3'
NECL12f 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG ypo o, 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG CTC
: AAC GCC ACC ACG TCC AAG AAG-3' : GTC GCC CGT GAA GTT G-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5'AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC ATT
TC143311 NPR1 NPR1 2 TAG TGG CTT TGG CGA GGA TAA TG-3' PRI CAG CTT GCA ATT AGT CCA GA-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCC
CB879141 NUDT7 NUDT7 fl CTT CGC CGG GTC ACT GG-3' NUDT7 1 GCG TGG TGG TAC TTG AAT C-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TTC
CK567317 OPD reductase OPD reductase fl1 TGG AAA CCG ATC GTC AAT GG-3' OPD reductase rl TGG GTT TGA GTC GGA TGC-3'
OPD reductase £2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGC (oo 0 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
GGA TGG TGA ATA TTG GTG AAA AG-3' ATG GGG ATG GGA GGG ATT C-3'
‘ 5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG CTT
BU983076 Oxidoreductase HOO5A19bof CCT CCT CAC CCT GCT CTT C-3' HOO05A19bor GTT GCT CTG CTG GTG TTC-3'
TC131600 Peroxvredoxin Peroxvredoxin 1 £ 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
croxyredo croxyredo CCG GGG CTC ACC ATT G-3' eroxyredo GGC CTC GAT GTC CTT GGT C-3'
Peroxvredoxin 2 £ 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGA . 5'-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TTG
yr CAA GGA GTG GAC CAA GGA CAT C-3' yr GTG AAG CGG AGG TAG CC-3'
contiel7340 Protein kinase family WIR Lduf 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG oo 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC ATT
g protein u GTC ATT GGT GCA GTG GGT TTC-3' u TCG CTG CAC TTG ATT CTG G-3'
contig7919 Protoporphyrinogen WIR [buf 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG

oxidasel

AGC ATT ACA AAG GCG GAC AAC-3'

CTG GCC GAA ACC CTG GAG-3'
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Akzessions-  Kandidatengen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer
Nr:
5_AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5_AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AJ344223 RACB RACB 1 f TGG AGC TGA TGT CTT CCT TCT G-3' RACB It ATC AAG CTT TGT TCC CAC GAG-3'
RACB 2 f 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAGGGC oy 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
CAT CCT GGT GCT GTT CCT ATC-3' GCT GCA GTA CCA CCT TTA TTG-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AJBTII31 RBOHA RBOHA 1 f AGC TCA AGG CCG GGG TGT C-3' RBOHA It CAG CTC GTC CTT GTT GAT GTG GT-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT GCC
RBOHA 2 f AGT TGG AGA CGT TGC TAT TGC-3' RBOHA 2t CGT GCA GCT CTT GTA T-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG
EBes0l_SQ002_A2 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TTC
h SRP40 WIR laof ;"TA GCA AGA AGA GGA AAC TGG AAG-  WIRlaor ACC COT TGO AAT GCA CTT TTA3
. Thiosulfate 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
contig583 sulfotransferase HOO5A19auf GCC CGC AGA GCA AAG GAA TC-3' HOO5A19aur GCT GCA ACT TCG CTT CAA ATG-3'
. o 5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCC
contigl035 Ubiquitin HOO0SAT9duf CAT CAG GGG ACA CAA CCA AAC-3' HOO0SA19dur GCC TCA GGG GTG GTA TG-3'
. 5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
contigd923 Unknown 2 HOO05A1Scof CAA GGG TGA TGC AGT GAA GC-3' HOO5A19cor CAA AAA CAA CGC AGG GTA TTC-3'
el 1213 Unknown 3 WIR Leof 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC ooy 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
contig own co GTC CGT CCG TCC ACC ATA AC-3' co GGA TGA AGC TGG GAT TAG ATG G-3'
contial3951 Unknown 4 WIR leof 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TAA
g AAA GGA GAG CAA GAA GAG GAT G-3' GCT ACA CGA CCC ACC AAT AC-3'
. VERTRAULICH (weitere Informationen: VERTRAULICH (weitere Informationen:
Anonymisiert Unknown 1 unknown f schweiz@ipk-gatersleben.de) unknown r schweiz@ipk-gatersleben.de)
Anonvmisiert Vacuolar tareeting receptor  Vac targ rec £ VERTRAULICH (weitere Informationen: Vac tare rec r VERTRAULICH (weitere Informationen:
ym geting P & schweiz@ipk-gatersleben.de) & schweiz@ipk-gatersleben.de)
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
AB259783 VRS1 VRSLLE GTG CGG CGG AGG GGA TGG-3' VRSL1r GCA CAT CAT CAG GTC ATC GTC CC-3'
VRS12 f 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC o) 5 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
: CAG CAG CAG CCG GGT TTC AG-3' =T CAG CTC GTC TCA ACT TCA AAT CAC AG-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
AL450670 WAK3 WAK3.Tf CTC CCC AAG TAG GCA TTC CAT C-3' WAK3.1r ATG ATA TCA AGA ACG AGG AGA GCA C-3'
WAK3 £ 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG yuies 9 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CCG
: CTA GCT CCG CCG CCT CTT C-3' : GAG TAC ATG CAA ACC AAC C-3'
. ) 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT . 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
Contigl5923 WAKI28b (O.s.) contigl 5923f CCT TCA TTG TTG GCC TGT CGT C-3' contigl5923r CGG TGC TGG TAT ATG AGT TTG TC-3'
96520 WIRI1A (Triticum WIR Lauf 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT oo 5-AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
contig aestivum) au GGC GTC TAC CGG CAG TCG TC-3' a CTA GGC CGC CAT TTC CGA G-3'
5AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG 5'AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC
AJ536667 WRKYI WRKYT £l GAG GAG AAC TTC ATG CCA CTC AAG-3'  WRKYTrl CGA CCC GCC CTC CGA CG-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG
WRKY1 f2 TGG CGC AAG TAC GGG CAG A-3' WRKY1 r2 GGT CCC TCG TCA GCG TCA-3'
5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT
AJB33838 WRKY2 WRKY2 fl GAG TGG GCG AGG AGA ACA G-3' WRKY2rl CGG CGT GGA CGT AGA CCT T-3'
EF488104 WRKY3 WRKY3 £2 5-AAA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG yorvs o 5AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG

CAA GAA AAG GAG CAG GGA GAG-3'

TGG TTG TGC TCG CCT TCG T-3'
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MATERIAL UND METHODEN

2.8.2 PCR-Amplifikation der Kandidatengenfragmente
Kandidatengen-Fragmente von einer durchschnittlichen Gréf3e von 450 Basenpaaren wurden
mittels PCR (Polymerase Chain Reaction) in der genomischen DNA der verwendeteten

Gerstenakzessionen amplifiziert.

Der Standard-PCR-Reaktionsansatz setzte sich wie in Tabelle 2.11 beschrieben zusammen:

Tab. 2.11: Standard-PCR-Reaktionsansatz
Volumen Reagenz

Tul genomische DNA (30ng/ul)

2ul forward Primer (1uM)

2ul reverse Primer (1uM)

Sul Tag PCR Mastermix Kit (Qiagen GmbH,
Hilden)

Die PCR-Reaktion wurde in einem Gene AMP® PCR-System 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) unter folgendem PCR-Programm durchgefiihrt:

94°C 2min
94°C 30sec
AT °C 30sec 40 Zyklen
72°C 30sec
72°C 7min

Die Annealing-Temperatur (AT) ist abhdngig von den verwendeten Primern; sie wurde auf
5°C unter der niedrigeren Schmelztemperatur beider Primer festgesetzt. Die
Sequenzinformation der verwendeten Primer ist in Tabelle 2.10 zusammengestellt.

Ein pl der PCR-Reaktion wurde auf ein 1%iges TAE-Agarosegel aufgetragen und

elektrophoretisch aufgetrennt.

Tab. 2.12: IXTAE-Puffer
Konzentration Reagenz

400mM Tris-Puffer,
pH7.,8

100mM Na-Acetat

10mM EDTA
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Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des PCR c¢/ean-up NucleoFast®96PCR (Macherey-

Nagel, Diiren) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und zur Sequenzierung gegeben.

2.8.3 Sequenzierung von Kandidatengenfragmenten

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte auf dem 3730xl DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, USA) unter Verwendung des Big Dye®Terminator 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) nach Angaben des Herstellers. Es

wurden die Sequenzierprimer T3 und T7 verwendet:

T3 5'-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3'
T7 5'-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3'

2.8.4 Sequenzauswertung

Die Sequenzauswertung erfolgte mit dem Computerprogramm SeqMan, Lasergene?
(DNASTAR, Inc., Madison, USA). Die Sequenzierergebnisse aller Genotypen eines
Sequenzierprimers fiir ein Kandidatengenfragment wurden zusammen analysiert und
manuell editiert, um Sequenzierfehler und Fehler aufgrund schlechter Sequenzqualitét
auszuschlieen. Das manuelle Editieren erfolgte anhand der .Sc¢f fracé-Dateien, die eine
Darstellung der Sequenz in Form eines Kurvendiagramms ermdglichen.

Die korrigierten Sequenzen aller Genotypen eines Fragments wurden in SeqMan,
Lasergene7 abgeglichen und die SNPs (8ingle nucleotide polymorphisms) wurden extrahiert
und in einer Excel-Tabelle zusammengestellt. Anhand des SNP-Musters wurden die

Haplotypen bestimmit.

2.9 Assoziationsverrechnungen

Die Assoziationsverrechnungen erfolgten mit dem Programm TASSEL2.0.1 nach den
Angaben der Entwickler. Fiir jedes Gen wurden, sowohl fiir die SNP- als auch fiir die
Haplotyp-Daten, das GLM (GENERAL-LINEAR-MODEL) und das MLM (MIXED-
LINEAR-MODEL) berechnet.

Bei der Berechnung der beiden Modelle (GLM und MLM) wurden mehrere ungeplante
Vergleiche durchgefiihrt, die das multiple Risiko erhéhen. Das Signifikanzniveau wurde in
jedem einzelnen Vergleich mit dem multiplen Testverfahren nach Bonferroni-Holm

korrigiert. Das Signifikanzniveau wurde auf 1% festgesetzt.
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2.10 Berechnung des LD (/inkage disequilibrium = Kopplungsungleichgewicht)

Das LD wurde mit dem Programm TASSEL2.0.1 nach Angaben der Entwickler berechnet.
Fiir die Berechnung des LDs wurden 1000 Permutationen durchgefiihrt. Als Messwerte fiir
LD wurde zum einen der p-Wert bestimmt, der die Signifikanz des LDs zwischen zwei
Polymorphismen angibt, sowie der R*-Wert, der die Stirke des Zusammenhangs zwischen

zwei Polymorphismen beschreibt.

2.11 Genetische Kartierung

Die Kartierung erfolgte in der Kartierungspopulation Steptoe/Morex (S/M). Fragmente der
zu kartierenden Gene wurden in den Kartierungseltern resequenziert. In den resultierenden
Elternsequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogramms SNP2CAPS (Thiel et al. 2004)
CAPS-Marker fiir die Kartierung entwickelt. In Tabelle 2.13 sind die kartierten Gene mit
verwendeter Kartierungspopulation, Primern und CAPS-Marker dargestellt. Fragmente der
zu kartierenden Gene wurden in einer PCR-Reaktion amplifiziert (vgl. Tabelle 2.11) und mit
Hilfe des PCR ¢/éan-up NucleoFast®96PCR (Macherey-Nagel, Diiren) nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt. Die PCR-Produkte wurden in einem 20ul Ansatz (Tabelle 2.14)
mit den entsprechenden Enzymen (vgl. Tabelle 2.13) drei Stunden verdaut. Die verdauten
PCR-Produkte wurden auf ein 2%iges TAE-Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Jeder Elter zeigte ein spezifisches Bandenmuster, dem ein Buchstabe zugeteilt
wurde (Elterl: A; Elter2: B). Den Nachkommen in der Kartierungspopulation wurde anhand
des Gelbildes der Buchstabe des Elters1 oder des Elters2 zugewiesen. Das resultierende AB-
Muster fand in dem Computerprogramm Map Manager QTX (Manly et al. 2001) fiir die
Kartierung Verwendung.

Tab. 2.13: Kartierte Kandidatengene

5- 3’- CAPS-
Gen-1D Primer Primer Population Marker  Puffer Temperatur
Unknown 1
(anonymisiert) 504 505 S/M Pstl PufferO 37°C
LLRK
(CK566915) 243 244 S/M Xhol PufferR 37°C
Calreticulin
(L27349) 464 465 S/M EcoRV PufferR 37°C
WIRI1
(CK568328) 219 220 S/M Acll NEBuffer4 37°C
Vacuolar
targeting
receptor
(anonymisiert) 412 413 S/M Hphl NEBuffer4 37°C
WRKY1
(AJ536667) 135 136 S/M Bstl NEBuffer2 37°C
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Tab. 2.14: Ansatz fiir den Restriktionsverdau der Kartierung

Volumen Reagenz
200ng PCR-Produkt
Ll Enzym

2ul Puffer

Rest H>Obidest

Zur Erstellung einer Konsensuskarte zwischen verschiedenen Kartierungspopulationen
wurde das Computerprogramm JoinMap® 4 (Stam et al. 1993) nach Vorgaben der

Entwickler verwendet.

2.12 Test auf Vorhandensein des mlo11-Allels mittels PCR-Analyse

Akzessionen, die in der Einzelblattanalyse einen resistenten Phénotyp gegeniiber beiden
verwendeten Mehltauisolaten aufwiesen, wurden unter Verwendung spezifischer Primer auf
das Vorhandensein des m/ol 1-Reistenzgens gepriift (Piffanelli et al. 2004). Die verwendeten

Primer sind in Tabelle 2.15 dargestellt.

Tab. 2.15: Primer fiir Test auf Vorhandensein des mlo11-Reistenzgens

Primername Primersequenz

ADUP7 5’-CTC AAG CTT GCC ACC ATG TCG GAC AAA AAA
mlol1 GGG G-3°

Mlo6 mloll  5’-CAT CTA CTA CTA GCA TGT ACC-3’

Bei Verwendung der Primerkombination ,,ADUP7 m/o11“ und ,,M/lo6 mlo11*“ wird bei
Vorhandensein des /m/o11-Reistenzgens in der PCR-Reaktion ein Produkt amplifiziert.
Weist der zu analysierende Genotyp das M/o-Allel auf, wird kein PCR-Produkt amplifiziert.
Die PCR wurde unter den gleichen Bedingungen, wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben,
durchgefiihrt (Annealingtemperatur: 53°C) und gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.13 Real-Time PCR

Die real-timeé PCR Analyse wurde unter Verwendung des Power SYBR® Green PCR
Master Mix Kits (Applied Biosystems, Foster City, USA) durchgefiihrt. Die Analyse
erfolgte im ABI 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Fiir die Auswertung wurde das Computerprogramm SDS 2.2.1 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) verwendet. Die Analyse erfolgte in einer 384er-Platte unter Verwendung

von Standardkurven fiir jedes verwendete Primerpaar. Die Standardkurven bestanden aus
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vier 1:5-Verdiinnungsschritten. Jede Reaktion (vgl. Tabelle 2.16) wurde in dreifacher

Wiederholung pipettiert.
Tab. 2.16: Reaktionsansatz réa/-time PCR

Volumen Reagenz

Tul cDNA

Tul forward Primer (1uM)

Tul reverse Primer (1uM)

sul Power SYBR@ Green PCR
Master Mix

2ul H2Obidest

Die real-time PCR wurde unter folgendem Programm durchgefiihrt:

Real-time PCR-Programm:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

50°C
95°C
95°C
AT°C
72°C
95°C
60°C
95°C

2min

10min

15sec
30sec
30sec
15sec
15sec

15sec

40 Zyklen

Die analysierten Gene mit Primersequenzinformation sind in Tabelle 2.17 dargestellt.

Tab. 2.17: Analysierte Gene mittels réa/-time PCR

Gen 5'-Primer Sequenz 5'-Primer 3'-Primer Sequenz 3'-Primer

MIR1 MIR Iforw 5'GAG CAA TGG AGA ATA MIRlrev 5'-GGA GCC AGC CAG CCA
TGG GAA AAA TC-3' AAC AC-3'

MIR2  MIR2forw 5'-CAG TGC CAC TGA AGC GGA ~ MIRZrev 5'-CGA TCT AAC TGA GGA
AG-3' TGC CAC TG-3'

MIR3 MIR3forw 5-GCA ATA ACA ATA GGG TAA MIR3rev 5'-GCA CCA TGG AAG CCG
CTG GGA AC-3' AAA TC-3'

MIR4  MIR4forw 5'-CTG GTG CCA TCG TCC TGT =~ MIRdrev 5'-TGG CCT TGG ACA GCG
GC-3' AAA TG-3'

MIRS MIRSforw 5-GGT CGG GTG CCT GGA TAC ~ MIRS5rev 5"AGT AGC GCG TGT AGT
G-3' AGC CGA TG-3'

MIR6  MIR6forw 5'-GTG TTG TCC CTC GGG CTG ~ MIR6rev 5-GAT TGG TTC TTG TAG
TTC-3' GGC GAG GT-3'

MIR7 — MIR7forw 5 AGT GCG CCC AGC AGT AGT ~ MIR7rev 5-GAA GCG GCA TTT GTT
CAG-3' CAA GTA GT-3'

MIRS MIR8forw 5'-CCA GGA CAC GCT CAA GAC ~ MIR8rev 5-GAC TCT TAA CGG GAT
TAC ACG-3' AAA AGG CTA CAG-3'

MIR9 MIR9forw 5.CTC CCC ACC ACC GAC TAC ~ MIR9rev 5.GAT GGA TTC ATT CAT
TAA GC-3' TCA AAG CAA AC-3'

MIR10 MIR 10forw MIR10rev

5'-GCA TGA CCA CCC AGA ACC
TTG-3'

5'-GCA GCG TTG GTG ATT
GAG TTC-3'
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Die Datenerfassung erfolgte wihrend des PCR-Programms bei den Schritten drei und vier,
sowie zwischen dem siebten und achten Schritt. Die SDS2.2.1-software berechnete mit Hilfe
der Standardkurven die Konzentration in den einzelnen Reaktionen. Wie bereits erwéhnt,
wurde jede Reaktion in dreifacher Wiederholung pipettiert. Die drei Ergebnisse einer
Reaktion wurden auf Ausreiler mit dem Grubbs-Test (Grubbs 1969) analysiert und Werte
eliminiert, die nach Grubbs zu mindestens 95% als Ausrei3er zihlten. Anschlielend wurden
die Wiederholungen einer Reaktion gemittelt. Alle Werte der zu untersuchenden Gene
wurden auf die Ergebnisse von GAPDH und UBC normalisiert. Diese Gene dienten zur

Normalisierung, da sie eine stabile Transkriptmenge aufweisen (Altpeter et al. 2005).

2.14 TIGS-transient induced gene silencing

Das TIGS-System dient zur funktionellen Charakterisierung von Genen, indem die
Genexpression iiber RNAi auf Einzelzellebene beeinflusst wird. RNAi-Konstrukte werden
zusammen mit dem Reportergenkonstrukt pUbiGUS auf Goldpartikel gefillt und iiber ein

biolistisches System in Gersten-Epidermiseinzelzellen gebracht.

2.14.1 Erstellung der RNAi-Konstrukte

Die RNAi-Konstrukte wurden iiber ein Gateway-Klonierungssystem, wie bei Douchkov et
al. 2005 beschrieben, erstellt. Fiir die PCR wurden c¢cDNA-Klone aus der IPK-Bank
(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/index.php) verwendet.

Tab. 2.18: Genspezifische $6n1s¢ und antisense Primer fiir die Herstellung von RNAi-
Konstrukten: Dargestellt sind Harvest-contig-Identifikationen,
Sequenzinformationen der verwendeten Primer, sowie als Template
verwendeten cDNA-Klone.

ID Template 5°- Primer 3’- Primer

contig583 HC15K02 5-CCC TTC CTC TCA TCC 5-TGG CAG CAT ATG TGG CAG
TCC TAC TCC-3' ATT AG-3'

contig3489 HY08D12 5-CCG ACG GAT GGG CCA  5-GTT CTG CGG GAG CTG GAG
AGA AG-3' TG-3'

contig10220 HO08G11 5-GCC AGT GCC AGA CGG  5-TAT TAT CCA CAC CCG CAC
TGT TA-3' CCT C-3'

contig7919 HDP32M11 5-AAA TTC TAT TAT CCG 5'-CCT CCT AGG AAT AAC CCG
CCA GTT GC-3' TCG-3'

contig23773 Genomic DNA  5°-GCT TGA TCG ATG GAG  5°-GGT TTG CCT TAG TCT TCG

(GP) CAG GTG-3’ TCA TC-3’

HA28H16 HA28H16 5-CGC TCT AGA ACT AGT  5-TCG AGG TCG ACG GTA TC-
GGA TC-3' (SK-Primer) 3’ (KS-Primer)

contig24522 cDNA (Ingrid)  5°-AAA AAT TAA CCC TCA
CTA AAG GGC ACA GAG 5°-AAA TAA TAC GAC TCA CTA
ACA TCA AGC CAA GCA TAG GGC GCT ACC GGC ATC
AC-3 CTC AGA G-3

contig24190 HO05A19 5-GGC CAA GAT CAGGGA  5-CTC ACT AAA GGG AAC

TGT AGC-3’ (Zierold 2005)

AAA AGC TGG AG-3" (MVR-26)
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Die cDNA-Fragmente der zu analysierenden Kandidatengene wurden mit zwei
genspezifischen Primern (vgl. Tabelle 2.18) in einem 20ul PCR-Ansatz mit einer b/unt ena-
produzierenden Polymerase (Pfu-DNA-Polymerase, Fermentas) amplifiziert und in den
Zwischenvektor pIPKTA38 kloniert (bei Douchkov et al. 2005 beschrieben). Als Endvektor
wurde der pIPKTA30N-Vektor verwendet.

CaMV358-Promotor>| cDNA > RGA2-Intron < ‘cDNA _

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der RNAi-Kassette in pIPKTA30N

Die RNAi-Kassette befindet sich unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors. Die
beiden Wiederholungssequenzen (cDNA) entsprechen einem durch PCR
ausgewahlten Sequenzbereich des Zielgens, die Wiederholungssequenzen weisen
die gleiche Basenabfolge in umgekehrter Reihenfolge auf. Zwischen den beiden
Wiederholungssequenzen befindet sich das RGA2-Intron aus 7r/ticum aestivum.
Die RNAi-Kassette wird durch den CaMV 35S-Terminator am Ende begrenzt
(Douchkov et al. 2005).

2.14.2 Herstellung der Goldsuspension und Beschichtung der Goldpartikel

Die Herstellung der Goldsuspension erfolgte auf gleiche Weise, wie bereits in Kapitel
2.4.3.2 beschrieben. Die Beschichtung der Goldpartikel wird im Folgenden dargestellt.
Sieben pg Reportergen-Vektor (pUbiGUS) (Schweizer et al. 1999) wurden mit sieben pg
Kontroll-Vektor (pIPKTA30N) (Douchkov et al. 2005), bzw. RNAi-Konstrukt gemischt. Zu
diesem Gemisch wurden 2,4mg Goldsuspension gegeben. Das Gemisch wurde mit
Ca(NOs;), auf eine Konzentration von 0,5M eingestellt. Die Suspension wurde anschlieBend
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach zentrifugiert (16100g, 15sec); der
Uberstand wurde verworfen. Die beschichteten pelletierten Goldpartikel wurden zuerst mit
70%igen Ethanol und anschlieend mit 100%igen Ethanol gewaschen. Das Gold wurde in
30ul 100%igen Ethanol aufgenommen.

2.14.3 Biolistischer Gentransfer

Fiir den biolistischen Gentransfer wurden sieben Tage alte Primérblitter verwendet.
Petrischalen wurden mit 0,5%igen Phytoagar (Duchefa Biochemie B.V. Haarlem,

Niederlande), versetzt mit 0,17mM Benzimidazol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Miinchen), befiillt. In die Petrischalen wurden sieben Primérblitter, mit der adaxiale Seite
nach oben, aufgelegt. Auf die Blattenden wurde je ein Magnetstab gelegt, um einen
Beschuss auf die vollstindige adaxiale Blattseite zu gewéhrleisten.

Der Gentransfer wurde mit der Partikel-Kanone Model PDS-1000/He, Biolistic Particle
Delivery System (Bio-Rad, Hercules, USA) auf gleiche Weise, wie in Kapitel 2.4.3.3
beschrieben, durchgefiihrt.

2.14.4 Inokulation mit B/umeria graminis f.sp. hordei

Nach dem Beschuss wurden die Blétter drei Tage unter natiirlichem Tag-Nacht-Rhythmus
bei einer konstanten Temperatur von 20°C und indirekter Sonneneinstrahlung inkubiert.
Nach dieser Zeit wurden sie auf biologische Testschalen (23cm x 23cm) (Schiitt, Gottingen)
tiberfiihrt, die mit Phytoagarlosung (5g Phytoagar (Duchefa Biochemie B.V. Haarlem,
Niederlande), 500ml H,O, 250u] Benzimidazol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
(40mg/ml)) befiillt waren. Im direkten Anschluss erfolgte die Inokulation mit dem
Schweizer Isolat CH4.8 bei einer Inokulationsdichte von ca. 200Sporen/mm?” Bis zur
Féarbung wurden die inokulierten Blatter in den Testschalen bei konstanten

Umweltbedingungen (siehe oben) inkubiert.

2.14.5 GUS-Farbung und Entfarbung der Blattsegmente

Die GUS-Fiarbung und die Entfirbung der Testblitter unter Verwendung von
Trichloressigsdurelosung erfolgten auf gleiche Weise, wie bereits in Kapitel 2.4.3.5

beschrieben.

2.14.6 Mikroskopische und statistische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte an dem Mikroskop Axioplan 2 (Carl Zeiss AG,
Jena, Deutschland) bei 200facher VergroBerung. Es wurden die GUS-gefdarbten
Epidermiszellen, sowie die von Haustorien befallenen GUS-gefirbten Epidermiszellen
gezdhlt und der Anfilligkeitsindex berechnet.

Anfilligkeitsindex = ) GUS-gefarbter Epidermiszellen mit Haustorium / ) aller GUS-

gefarbter Epidermiszellen

Die sieben Blitter eines Schusses wurden ausgewertet, die Ergebnisse addiert und der
Anfilligkeitsindex pro Schuss berechnet. In jedem Experiment wurden drei leere Vektor
Kontrollen analysiert, und fiir die Auswertung des Versuches gemittelt. Der
Anfilligkeitsindex der zu testenden Konstrukte wurde zur leeren Vektorkontrolle in Relation

gesetzt und somit der relative Anfilligkeitsindex jedes Konstruktes in Prozent ermittelt.
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Die statistische Auswertung jedes Konstruktes erfolgte anhand der relativen Werte von fiinf
unabhingigen Experimenten. Die Ergebnisse dieser fiinf Experimente wurden mit Hilfe des
Grubbs-Tests (Grubbs 1996) auf Ausreifler getestet. Es wurden Werte eliminiert, die nach
Grubbs zu mindestens 95% als Ausreifer zéhlten. Die statistische Auswertung erfolgte unter
Anwendung des zweiseitigen t-Tests; es wurde das Computerprogramm GraphPad InStat
version 3.06, San Diego California USA verwendet. Es wurde iiberpriift, ob die Ergebnisse
des zu testenden Konstrukts im Mittel signifikant von der leeren Vektorkontrolle (=100)
abweichen. Folgende Formel fand bei der statistischen Berechnung Anwendung:

t=(x-100)/(s/\Nn), wobei x dem Mittelwert, s der Standardabweichung und n der Anzahl

Experimente entspricht.
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3. Ergebnisse

3.1 Assoziationsanalyse

Die Assoziationsanalyse diente zur Identifizierung von Genen, die an quantitativer
Mehltauresistenz beteiligt sind. Einundneunzig Kandidatengene wurden in dieser Studie auf
signifikante Assoziation zu quantitativer Mehltauresistenz in einer Sommer-Gersten-

Population getestet.

3.1.1 Auswahl der Kandidatengene

Die Assoziationsstudie wurde als Kandidatengen-basierter Ansatz durchgefiihrt. Es wurden
Gene aufgrund von Effekten in vorherigen Versuchen selektiert und fiir die Analyse
verwendet. Die Auswahl der Kandidatengene erfolgte anhand unterschiedlicher Kriterien. Es
wurden Kandidatengene ausgewdhlt, die einen Effekt im TIGS (fransient induced gene
silencing)-System zeigten, die bei Mehltaubefall eine Verdnderung in ihrem
Expressionsprofil aufwiesen, die in der Literatur im Zusammenhang mit einem
Mehltauresistenzverhalten genannt wurden und die aufgrund ihrer genetischen
Kartenposition (Kolokalisation zu Mehltauresistenz-QTL) interessant erschienen. Im TIGS-
System wurden Kandidatengene identifiziert, die einen signifikanten Effekt auf die
Mehltauresistenz in Gerste ausiiben (Douchkov unverdffentlicht). 25 dieser TIGS-
Kandidaten mit signifikantem Effekt wurden in dieser Assoziationsanalyse untersucht, diese

Kandidatengene sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Tab. 3.1: Kandidatengene mit TIGS-Effekt

Klon-ID Akzessionsnummer Funktion

Anonymisiert Anonymisiert WRKY?7

HO02M14 CDO053985 Cellulose synthase-like protein
HO02P09 CD053970 Asconitate hydratase 1
HO06D23 CD057973 P-type ATPase

HO06J21 CD057887 Unknown protein 4

HOO7H15 CD054835 4-coumarate coenzyme A ligase
Anonymisiert Anonymisiert WIR1

HO10A14 CD055715 Unknown protein 5

HO11012 CDO056330 Unknown protein 6

HO12E03 CD056444 Unknown protein 7

HO12F09 CD056469 SNAP-34

HO14E16 CDO057147 Unknown protein 8

HO14H18 CD057214 Arm repeat-containing protein
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Fortsetzung von Tab. 3.1: Kandidatengene mit TIGS-Effekt

Klon-ID Akzessionsnummer Funktion

HO14K08 CDO057271 Cellulose synthase

Anonymisiert Anonymisiert Unknown protein 1
Anonymisiert Anonymisiert Alpha/beta hydrolase
Anonymisiert Anonymisiert Unknown protein 3

HU02G09 BQ465010 Subtilisin-like protein
Anonymisiert Anonymisiert Unknown protein 2
Anonymisiert Anonymisiert Vacuolar targeting receptor
HWO03011 AL503936 Band 7 protein

Anonymisiert Anonymisiert NADPH-cytochrome P450 reductase
HYO06I114 AL510956 defensin [Triticum aestivum]|
HYO08EO3 AL508547 Caffeic acid O-methyltransferase
anonymisiert —anonymisiert Methionine synthase 2 enzyme

Aus der Verodffentlichung von Zierold et al. 2005 wurden 10 Kandidatengene aufgrund einer
signifikant stirkeren Expression in m/o-resistenten Genotypen nach Inokulation mit
Blumeria graminis f.sp. hordei ausgewéhlt. Die Expression dieser zehn Kandidatengene
wurde in einem Reéal-Time-PCR-Experiment im Rahmen dieser Doktorarbeit tiberpriift und
die Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt.

Die Transkriptmenge der zehn Kandidatengene wurde in der Epidermis und im Mesophyll
12 Stunden nach Inokulation in den Sorten Ingrid, IngridBCm/05 und IngridBCm/o3
bestimmt. Es wurden zwei unabhédngige Versuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in der
Abbildung 3.1 dargestellt. Die Streuungsbalken stellen die Standardabweichung zwischen
den Ergebnissen der zwei unabhingigen Versuche dar. Die Kandidatengene MIR1, MIR3,
MIR4, MIR5, MIR6, MIR7 und MIR8 (MIR=m/0-induzierte Resistenz) zeigten eine klare
Regulation durch Mehltaubefall in allen drei analysierten Genotypen (Ingrid, IngridBCm/o3
und IngridBCm/05). In Blattproben, die mit Blumeria graminis f.sp. hordei inokuliert
wurden, konnte fiir diese siecben MIR-Gene eine hohere Transkriptmenge nachgewiesen
werden, als in den nicht inokulierten Blattproben. Die Rga/-Timé-PCR-Ergebnisse fiir die
Kandidatengene MIR2 und MIR9 =zeigten keine Expressionsunterschiede zwischen
inokulierten und  nicht-inokulierten = Material. Es  zeigten sich  eindeutige
Expressionsunterschiede zwischen inokulierten und nicht-inokulierten Blattmaterial fiir

MIR10 in den Genotypen IngridBCm/03 und IngridBCm/05, aber nicht bei der Sorte Ingrid.
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Abb. 3.1: Ergebnisse fiir die Real-Time-PCR Analyse der Kandidatengene MIR1-MIRS5

Dargestellt ist die normalisierte Transkriptmenge von Epidermis (schwarz) und Blatt (weif) 12
Stunden nach Bg/h-Inokulation, sowie der nicht inokulierten Kontrolle, von drei verschiedenen
Genotypen.
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Bei den Genen, deren Expressionsunterschiede nicht bestdtigt werden konnte, war
moglicherweise zum Zeitpunkt der Probennahme der Induktionsunterschied noch nicht
detektierbar. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass es bei den Arrayanalysen von
Zierold et al. 2005 zu Kreuzhybridisierungen gekommen ist und falsche Kandidaten fiir die
Real-time PCR Analyse ausgewihlt wurden.

Da Epidermis- und Mesophyllmaterial getrennt voneinander analysiert wurden, konnte auch
eine Aussage getroffen werden, fiir welches Blattgewebe die Expression dieser
Kandidatengene spezifisch ist. MIR1 zeigte {iberwiegend in der Epidermis bei Mehltaubefall
eine Erhohung der Transkriptmenge; dieses Gen codiert fiir eine Peroxidase ( H/Prx40). Es
wurde gezeigt, dass diese Peroxidase wesentlich zur Mehltauresistenz bei Gerste beitragt
(Johrde et al. 2008).

Im Gegensatz zu MIR1 zeigte MIR3 eine hohere Transkriptmenge im mehltaubefallenen
Mesophyll als in mehltaubefallener Epidermis. Auch fiir MIR10 lieB sich eine
mesophyllspezifische Expression beobachten.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Kandidatengene MIR1, MIR3, MIR4, MIRS, MIR®6,
MIR7 und MIRS als Teil der Kandidatengenkollektion fiir die Assoziationsstudie
ausgewdhlt, da sie in allen drei verwendeten Genotypen eine klare Expressionsregulierung
aufgrund von Mehltaubefall zeigten.

AuBerdem zeigten die Kandidatengene AHWGERI1, HWGER3, AHWGER4 und HWGERS5
(Zimmermann et al. 2006) bei Mehltaubefall eine Anderung ihres Expressionsprofils und
wurden in die Kandidatengenkollektion fiir die Assoziationsstudie aufgenommen. In Tabelle
3.2 sind die Kandidatengene aufgelistet, die aufgrund ihres Expressionsprofils fiir diese

Studie ausgewdhlt wurden.

Tab. 3.2: Kandidatengene mit pathogen-induzierten Expressionseffekt

Gen-Name Akzessionsnummer  Funktion

MIR1 (HPrx40) CK567319 Peroxidase

MIR3 CD057851 Pectin-lyase like Protein
MIR4 DN181805 Zucker Transporter
MIRS CD057781 Chitinase

MIR6 CA018053 Chorismate Synthase
MIR7 AL507668 Dnal-like Protein

MIR8 CD057283 Rezeptor-like Kinase
HvGERI1 DQ647619 Oxalatoxidase

HvGER3 DQ647621 Germin-like Protein
HvGER4 DQ647623 Superoxiddismutase
HvGERS DQ647624 Germin-like Protein
HOO05A19 CD058363 Lectin-like Rezeptor-Kinase
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Aus Literaturrecherchen wurden 32 Kandidatengene, fiir die eine Beteiligung an

Pathogenresistenz beschrieben wurde, ausgewéhlt. Ferner wurden die Gene HvGER2 und

HvGERG6 in die Liste mit aufgenommen, um diese Genfamilie moglichst vollstindig zu

testen. Eine Auflistung dieser Kandidatengene ist in Tabelle 3.3 gegeben.

Tab. 3.3: Kandidatengenauswahl aus der Literatur

Gen-Name Akzessionsnummer Elijnnokrtéc:]r:je:]lg Literatur
BAX-Inhibitorl AJ290421 Abwehr Hiickelhoven et al. 2001
MLA AF523683 Abwehr Halterman et al. 2004
MLO 783834 Abwehr Biischges et al. 1997
NPR1 CA008881 Abwehr Zhang et al. 2004
HvPrx08 AJ276227 Abwehr Green 1991

ﬁﬁlill?(l)frans forase 726322 Metabolismus Muench et al. 1994
Apoplastic invertase AJ534447 Metabolismus Weschke et al. 2003
Aspartate protease gene ~ X56136 Metabolismus Runeberg-Roos 1991
BASI1 734917 Metabolismus Baier et al. 1991

EDSI BJ479753 Metabolismus Sato et al. 2002 (unpublished)
FMO1 CB880678 Metabolismus Zhang et al. 2004
t(r}zllitsa}teliosrée_s_ AB207242 Metabolismus Kunieda et al. 2005
HvGER2 DQ647620 unbekannt Zimmermann et al. 2006
HvGERG6 DQ647625 unbekannt Zimmermann et al. 2006
LOX2 AL506955 Metabolismus Michalek et al. 2002
LSD1 BU986406 Metabolismus Zhang et al. 2004

NEC1 AY972626 Metabolismus Rostoks et al. 2006
NUDT7 CB879141 Metabolismus Zhang et al. 2004
Peroxyredoxin BU985101 Metabolismus Zhang et al. 2004
RACB AJ344223 Metabolismus Schultheiss et al. 2002
RBOHA AJ871131 Metabolismus Trujillo et al. 2006
WAK3 AL450670 Metabolismus Michalek et al. 2002
AOC AJ308488 Signal Wasternack et al. unpublished
AOS AJ250864 Signal Maucher et al. 2000
12-OPD-reductase CK567317 Signal Zierold et al. 2005
ACC-oxidase CA023817 Signal Zhang et al. 2004
ACC-synthase ALSI1111 Signal Michalek et al. 2002
Calreticulin L27349 Signal Chen et al. 1994
S:Z‘gﬁge forming CA020732 Signal Zhang et al. 2004
WRKY1 AJ536667 Signal Eulgem et al. 1999
WRKY?2 AJ853838 Signal Eulgem et al. 1999
WRKY3 EF488104 Signal Eulgem et al. 1999
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Die ersten Kandidatengene, die in der Assoziationsstudie analysiert wurden, waren
Kandidatengene, die einen TIGS-Effekt aufwiesen und bei Mehltaubefall eine Verdnderung
des Expressionsprofils zeigten. Zwei dieser Kandidaten, die mit dem Merkmal
Mehltauresistenz signifikant assoziierten, wiesen auf einen interessanten Genombereich auf
Chromosom 5HS hin, der daraufhin intensiver analysiert wurde. 22 Gene, die in diesem
Genombereich liegen, wurden zusétzlich in dieser Assoziationsstudie analysiert. Diese 22

Kandidatengene sind in Tabelle 3.4 aufgelistet.

Tab. 3.4: Kandidatengenauswahl aufgrund ihrer genetischen Kartenposition

(5HS QTL-Lokus)

Gen-Name HarvEST-IDs (assembly25)
ATP-dependent RNA helicase ( Oryza sativa) Contig8860
chloroplast inner envelope membrane

polypeptide (Oryza sativa) rbaal22m22
Galactosyltransferase ( Oryza sativa) Contigl6126
Glutaredoxin-C1 precursor ( Oryza sativa) Contig23773
Hehx.-lc.)op-hehx‘ DNA-binding domain HvCeb0009B 1512
containing protein

Unknown protein 12 HvSMef00011NO09r2
1Q calmodulin-binding motif family protein .

(Oryza sativa) Contigl0757

Lectin protein kinase ( Oryza sativa) Contig24522
L-galactose dehydrogenase Contigl10497
MBDI10 (Arabidopsis thaliana) Contig3489
OsWAK128b (Oryza sativa) Contig15923
Oxidoreductase BU983076 (HA28H16)
Protein kinase family protein ( Oryza sativa) Contig17340
Protoporphyrinogen oxidasel ( Oryza sativa) Contig7919

SRP40 (Oryza sativa) EBes01_SQ002_A24
Thiosulfate sulfotransferase ( Oryza sativa) Contig583

Ubiquitin Contigl035
Unknown protein 9 Contig4923
Unknown proteinl0 Contigl1213
Unknown protein 11 Contigl3951

WIRIA (Triticum aestivum) Contig6520

LSD1 EU545232
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3.1.2 Evaluierung des Mehltauresistenzphinotyps der Gerstenakzessionen

Der Mehltauresistenzphianotyp des verwendeten Pflanzenmaterials wurde mit Hilfe einer
Einzelblattanalyse bestimmt. Die Population, die fiir die Assoziationsstudie genutzt wurde,
setzte sich aus zwei Gruppen zusammen, die sich beziiglich des Resistenzphidnotyps dulerst
stark voneinander unterschieden. Zum einen wurden Akzessionen ausgewéhlt, die einen
starken Resistenzphdnotyp zeigten, zum anderen Akzessionen mit sehr starker

Mehltauanfilligkeit.

3.1.2.1 Einzelblattanalyse

In dieser Studie wurden 162 Gerstenakzessionen (siche Tabelle 2.1 und 2.2), die der IPK-
Genbank entstammen, mit zwei Mehltauisolaten untersucht. Pro Akzessionen wurden
maximal acht Blatter pro Einzelkornnachkommenschaft getestet. Boniturwerte von 0
wurden als resistent gewertet; Boniturwerte von 1-2 wurden als moderat resistent gewertet
und Boniturwerte von 3 gaben den Hinweis auf einen extrem anfélligen Genotyp. Fiir jeden
Genotyp wurde fiir jedes Isolat die mittlere befallene Blattfliche berechnet. Aus beiden
Ergebnissen wurde der Mittelwert ermittelt, sodass fiir jede Akzession ein Wert vorlag, der
den Phénotyp beschreibt. Im Anhang in sind die Boniturwerte aller getesteten

Gerstenakzessionen aufgefiihrt.

?IIIIIII[

10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80
% befallene Blattfliche

Anzahl Genotypen
O

(9]
I

Abb. 3.2: Verteilung der 162 getesteten Genotypen mit unterschiedlicher phinotypischer
Auspragung
Einteilung der Genotypen in verschiedene Klassen (prozentual befallenene Blattfliche)
Angegeben ist der Mittelwert der Ergebnisse der zwei verwendeten Mehltauisolate
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In Abbildung 3.2 wurde das zu untersuchende Merkmal ,,Mehltau-befallene Blattfliche* in
acht Klassen (von null bis 80%) eingeteilt. Die Verteilung der Genotypen in den
verschiedenen Gruppen ist mit Ausnahme von 50-70% befallene Blattfliche recht
gleichméaBig.

Das Interesse in dieser Studie lag in der Identifizierung und Analyse von quantitativer,
rassenunspezifischer, dauerhafter Mehltauresistenz. Daher wurden als resistente
Gerstenakzessionen nur diejenigen ausgewdhlt, die gegen beide verwendeten Mehltauisolate
eine zumindest partielle Resistenz aufwiesen. Unter Verwendung dieser Kriterien wurden 51
Gerstenakzessionen als quantitativ resistent eingestuft. Aufgrund der Zielsetzung
Kandidatengene einer /m/0-unabhingigen quantitativen Mehltauresistenz aufzudecken,
wurden resistente Akzessionen, von denen auf Basis von Genbankinformationen bekannt
war, dass sie das /m/o-Resistenzgen enthalten, in dieser Studie nicht verwendet. AuBerdem
wurden 30 mehltauanfillige Gerstenakzessionen ausgewdhlt. Die zusammengestellte
Population von 36 resistenten und 30 anfélligen Akzessionen ist in Tabelle 3.5 dargestellt. In
der Tabelle sind fiir jede Akzession Angaben iiber die Test-Nummer, die Akzessions-
Nummer der IPK-Genbank, die mittlere befallene Blattfliche (CMIA=calculation of mean
infected area) nach Inokulation mit den zwei verschiedenen Pilzisolaten 78P und D12-12,
sowie die halbe Variationsbreite (1/2 VB) der Ergebnisse zweier unabhéngiger Experimente,
sowie der Mittelwert der CMIA beider Isolate dargestellt. Akzessionen, die einen resistenten
Phénotyp aufwiesen wurden zweimal getestet; anfillige Akzessionen wurden einmal
analysiert. AuBBerdem wurde von jeder Akzession die Zeiligkeit, sowie die Pflanzenhche
bestimmt. Zu beachten beim Merkmal Pflanzenhdhe ist jedoch, dass es sich hier um
vorldufige Ergebnisse handelt, die nur einjéhrig und an einem Ort erhoben wurden.

Tab. 3.5: Verwendete Population fiir weiterfiihrende Analysen — angegeben sind die

phénotypischen Merkmale Mehltauresistenz, Zeiligkeit und Pflanzenhohe
(1/2 Variationsbreite (VB) stellt die Streuung der Ergebnisse der zwei unabhingigen Inokulationsexperimente
zum Phinotyp Mehltauresistenz dar.)

Mittelwert
Test-  Akzession- CMIA % VB CMIA % VB (CMIA) Zeiligkeit PflanzenhGhe
Nr: Nr: (78P) (78P)  (D12/12) (D12-12) beider [cm]

Isolate
9 HOR214 28,53 12,06 11,76 1,60 20,14 6 54,83
11 HOR261 2,50 0,00 24,06 14,40 13,28 6 73,97
12 HOR262 13,43 10,87 19,71 5,96 16,57 6 64,00
14 HOR303 30,40 5,43 26,31 8,57 28,35 2 60,42
15 HORG683 13,58 1,88 13,31 8,39 13,44 6 42,75
16 HORT728 5,75 0,00 13,65 4,28 9,70 6 51,77
17 HOR736 16,68 6,27 5,75 4,59 11,21 6 44,06
18  HORT795 7,96 7,73 8,18 8,04 8,07 2 54,03
19  HORS800 18,68 6,80 22,31 10,25 20,5 6 65,78
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Fortsetzung von Tab. 3.5 Verwendete Population fiir weiterfiihrende Analysen

Mittelwert
Test-  Akzession- CMIA % VB CMIA % VB (C M_IA) Zeiligkeit Pflanzenhohe
Nr: Nr: (78P) (78P)  (D12/12) (D12-12) beider [cm]
Isolate

22 HORS804 19,18 21,30 3,31 1,14 11,25 6 57,50
27  HORS&31 38,21 3,93 29,28 0,39 33,75 2 45,00
28  HORS42 3,58 1,53 3,58 1,53 3,58 6 63,09
33 HORI1036 3,31 1,14 3,31 1,14 3,31 6 68,42
35 HORI159 20,68 12,55 12,40 7,11 16,54 6 59,13
38 HORI1379 7,96 5,43 11,87 5,12 9,92 6 38,72
40 HOR1457 2,50 0,00 3,58 1,53 3,04 2 57,06
41 HORI1468 21,33 15,60 21,23 11,78 21,28 2 46,97
42 HORI1506 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50 ? 54,67
45 HORI1647 2,50 0,00 3,31 1,14 2,90 ? 59,75
48 HORI1873 17,65 12,86 30,03 8,01 23,84 6 46,39
50 HOR2543 4,93 1,14 7,06 6,45 6,00 2 45,25
54 HOR2573 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50 6 53,94
55 HOR2591 4,12 2,29 2,50 0,00 3,31 6 47,02
58 HOR2932 4,12 2,29 4,93 3,44 4,53 6 61,19
67 HOR3041 21,60 11,25 13,21 15,15 17,41 2 48,59
70 HOR3075 5,10 3,67 2,50 0,00 3,80 6 52,50
72 HOR3270 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50 6 44,38
73 HORB3271 25,12 18,20 13,00 14,84 19,06 2 51,52
77 HOR3537 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50 2 52,83
79 HOR3726 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50 6 56,68
84 HOR3983 9,00 9,19 6,562 1,14 7,78 6 63,61
85 HOR3984 9,81 1,14 14,25 5,12 12,03 6 63,02
86 HOR3988 17,43 21,12 10,40 11,18 13,92 6 82,17
89 HOR4021 2,50 0,00 4,125 2,29 3,31 6 60,04
103  HOR4400 21,50 11,40 23,25 7,60 22,37 2 53,38
108 HOR4408 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50 2 61,47
30 HORS44 32,37 0,00 45,96 1,98 39,17 2 44,22
57 HOR2826 38,00 0,00 26,75 15,90 32,37 2 66,72
75 HOR3275 40,34 3,31 37,65 33,63 39,00 6 52,69
82 HOR3941 61,43 13,25 59,09 23,20 60,26 2 34,41
87 HOR3997 41,28 8,61 45,03 3,31 43,15 2 52,03
91 HORA4031 55,34 15,24 60,03 21,87 57,68 6 61,08
93  HOR4060 75,50 0,00 54,40 23,20 64,95 2 34,53
118 BCC1376 70,81 66,12 68,46 2 50,16
122 BCC1389 52,06 70,81 61,43 2 48,78
127 BCC1404 75,50 75,50 75,50 2 n.a.
128 BCC1405 66,37 75,50 70,93 2 60,63
129 BCC1408 61,43 75,50 68,46 2 55,06
130 BCCl1412 75,50 75,50 75,50 2 61,50
131 BCC1420 75,50 75,50 75,50 2 51,84
132 BCC1430 75,50 75,50 75,50 2 68,00
133  BCC1431 75,50 75,50 75,50 2 62,81
135 BCC1450 75,50 75,50 75,50 6 52,75
136  BCC1452 75,50 75,50 75,50 6 64,94
141 BCC1468 75,50 75,50 75,50 2 54,53
144 BCC1488 75,50 75,50 75,50 6 66,31
145 BCC1496 75,50 75,50 75,50 6 47,14
146 BCC1498 75,50 75,50 75,50 2 51,41
147  BCCI190 69,25 65,50 67,37 2 49,78
148 BCC3 52,06 70,81 61,43 6 68,09
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Fortsetzung von Tab. 3.5 Verwendete Population fiir weiterfiihrende Analysen

Mittelwert
Test-  Akzession- CMIA % VB CMIA % VB (C M_IA) Zeiligkeit Pflanzenhohe
Nr: Nr: (78P) (78P)  (D12/12) (D12-12) beider [cm]
Isolate
149  BCC423 75,50 75,50 75,50 6 77,50
152 BCC745 75,50 75,50 75,50 6 52,47
154  BCCS852 70,81 75,50 73,15 6 61,69
155 BCC888 75,50 75,50 75,50 6 49,75
156  BCC893 75,50 75,50 75,50 2 52,22
157  BCC903 75,50 75,50 75,50 6 47,69

Sechsundsechzig Genotypen wurden fiir weiterfiihrende Analysen ausgewéhlt (vgl. Tabelle

3.5). Die Verteilung dieser Genotypen in acht Unterklassen (null bis 80% befallene
Blattflache) ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
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Abb. 3.3:
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% befallene Blattflache

Verteilung von 66 Genotypen mit unterschiedlicher phanotypischer Auspragung
Die Klasseneinteilung erfolgte anhand der prozentual befallener Blattfliche (Mittelwert beider

Isolate).

Die Auswahl von Genotypen, die einen starken Unterschied in ihrer phénotypischen

Auspriagung zeigen, ist in dieser Grafik deutlich zu erkennen. Die grofte Anzahl an

Genotypen ist in den Extrem-Gruppen ,,starke Resistenz* (0-10% befallene Blattflache) und
,starke Anfilligkeit” (70-80% befallene Blattfliche) zu beobachten.
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3.1.2.2 Feldversuche

Zusdtzlich zur Phénotypbestimmung mit Hilfe der FEinzelblattanalyse wurde das
Mehltauresistenzverhalten der in Tabelle 3.5 aufgelisteten Akzessionen im Feld evaluiert.
Der Feldversuch fand im Jahr 2008 am Standort Bergen/Wohlde (Niedersachsen) statt. Der
Feldversuch diente zur Bestdtigung des Resistenzphédnotyps, der in der Einzelblattanalyse
ermittelt wurde. Die Akzessionen im Feld unterlagen dem natiirlichen Infektionsdruck durch
Mehltausporen an diesem Standort. Zwischen den Einzelblattanalyse-Boniturdaten des
Mebhltauisolats 78P und den Boniturwerten aus dem Feldversuch zeigte sich eine Korrelation
von R=0,6847, der Korrelationskoeffizient zwischen den Einzelblattanalyse-Boniturwerten
des Mehltauisolats D12-12 und den Boniturdaten aus dem Feldversuch betrug R=0,7004.
Die Ergebnisse der Rangkorrelationsanalyse zwischen den Boniturwerten der

Einzelblattanalysen und dem Feldversuch sind in Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abb. 3.4: Korrelationsanalyse zwischen phédnotypischen Daten aus Einzelblattanalyse und

Feldversuch
In der Einzelblattanalyse wurden die Isolate 78P und D12-12 verwendet; die Infektion im Feld
erfolgte unter natiirlichen Bedingungen.
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3.1.2.3 Test auf Vorhandensein des /m/o-Resistenzgens in resistenten Akzessionen

Von besonderem Interesse in dieser Studie war die Evaluierung von quantitativer
Mehltauresistenz in Sommergerste, die unabhéngig vom /m/0-Resistenzgen auftritt.
Genotypen, die das m/o-Resistenzgen tragen, sollten von dieser Studie ausgeschlossen
werden. Um diese Genotypen trotz fehlender Passportdaten beziiglich m/o-Resistenz zu
erkennen, wurden zwei Ansitze verfolgt, die eine Identifizierung des m/o-Resistenzgens
ermOglichen. Zum einen wurden die 36 als resistent bonitierten Gerstenakzessionen in
einem Komplementationstest mit einem A/0-Gen enthaltenden BAC-Klon (BAC F15) im
transienten Expressionssystem getestet. Die Sorte IngridBCm/05 diente als Positivkontrolle.
Nach Beschuss von IngridBC/m/05 mit dem Reportergen allein (ohne BAC F15) wurde ein
Anfilligkeitsindex von 0,001 ermittelt. Der Anfilligkeitsindex erhohte sich jedoch
signifikant nach Beschuss mit dem Reportergen kombiniert mit dem BAC F15 auf 0,044.
Dieser signifikante Unterschied der Anfélligkeitsindices eines Genotyps nach Beschuss ohne
den BAC F15 und nach Beschuss mit dem BAC F15 weist auf Komplementation und daher
auf Vorhandensein des /m/o-Resistenzgens in diesem Genotyp hin. Auflerdem diente die
Sorte Ingrid in diesem Versuch als Kontrollgenotyp, um einen eventuellen Einfluss des BAC
F15 auf den Anfilligkeitsindex bei Vorhandensein des M/o-Allels aufzudecken. Fiir die
Sorte Ingrid zeigte sich jedoch kein Unterschied im Anfélligkeitsindex nach Beschuss ohne
den BAC F15 und nach Beschuss mit dem BAC F15. Der BAC F15 beeinflusst folglich
nicht den Anfilligkeitsindex von Genotypen mit einem A//0-Hintergrund.

Die Ergebnisse des Komplementationstests sind in Abbildung 3.5 dargestellt. Die drei
resistenten Akzessionen HOR3537, HOR1506 und HORI1457 zeigten in diesem
Komplementationstest eine starke bis vollstindige Komplementation und scheinen das m/o-
Resistenzgen zu enthalten, das eine starke papilldre Resistenz vermittelt. Genotypen, die
dieses Resistenzgen aufweisen, werden mit Klasse 0 bonitiert. Die Boniturwerte fiir diese
drei Akzessionen unterstreichen das Ergebnis des Komplementationstests, da sie bei beiden
verwendeten Mehltau-Isolaten eine CMIA (calculation of mean infected area) von 2,5
zeigten. Finf Akzessionen (HOR842, HOR3988, HOR831, HOR2543 und HOR3271)
zeigten eine partielle Komplementation. Die CMIA-Werte schwankten bei diesen
Akzessionen zwischen 3,58 (HOR842) und 38,22 (HOR831). Die restlichen 28 Akzessionen

zeigten bei diesem Test keine Komplementation zum /m/0-Resistenzgen.
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Abb. 3.5: Transienter Komplementationstest mittels Mlo-Gen enthaltendem BAC-Klon
(BAC F15)

Fiir jede Akzession wurde der Anfilligkeitsindex nach Beschuss mit einem Reportergen-Vektor
(pUbiGUS (Schweizer et al. 1999) (schwarz)) und nach Beschuss mit dem M/0-Gen enthaltenden
BAC-Klon (BAC F15) (weil3) bestimmt — angegeben sind jeweils die Einzelwerte eines Schusses

Wie bereits erwédhnt ist das hier verwendete Pflanzenmaterial bisher kaum in
Zichtungsprozesse  unter  Verwendung artifizieller — m/o-Allele, die  aus
Mutationsexperimenten am Risoe Institut in Dinemark stammen, eingeflossen. Bei
detektierter /m/o-Resistenz kann es sich folglich ausschlieBlich um natiirlich vorkommende
mlo-Allele handeln. Das m/o11-Allel ist das einzig natiirlich vorkommende Allel, das aus
der Literatur bekannt ist (Piffanelli et al. 2004). Die 36 resistenten Akzessionen wurden
mittels eines PCR-Ansatzes auf das Vorhandensein des m/o77-Resistenzgens gepriift. Es
handelte sich bei diesem Test um einen Anwesenheits- oder Abwesenheitspolymorphismus.
Bei Vorhandensein des m/ol11-Allels im getesteten Genotyp konnte ein PCR-Produkt von
1.100 bp amplifiziert werden. Das Ergebnis dieses Tests ist in Abbildung 3.6 dargestellt. Ein
positives Resultat fiir /m/011 lieB sich fiir die Genotypen mit den Testnummern HOR1457,
HOR1506, HOR2543, HOR3537 und HOR4408 bestimmen (auf dem Gelbild rot markiert).
Dieses Ergebnis deckte sich mit dem des Komplementationstests: Die Genotypen HOR3537,
HOR1457 und HOR1506 zeigten eine vollstindige Komplementation und HOR2543 eine
partielle Komplementation. Nur bei HOR4408 war keine Ubereinstimmung der Ergebnisse

zu beobachten.
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Abb. 3.6: Test der 36 resistenten Akzessionen auf das mlo11-Resistenzgen mittels PCR

Rot- umrandete Banden weisen auf das m/011-Allel hin.
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Eine Produktamplifikation schien auch bei HOR214, HOR800 und HOR2573 erfolgt zu
sein, jedoch hatte die Bande die falsche Grofe und wies eine geringere amplifizierte
Produktmenge auf. Es handelte sich wahrscheinlich um unspezifische Produkte. Die fiinf
Genotypen HOR 1457, HOR1506, HOR2543, HOR3537 und HOR4408 wurden von der
folgenden Assoziationsstudie ausgeschlossen, da sie sowohl komplementierten als auch

positiv auf das m/ol1-Allel getestet wurden.

3.1.2.4 Test auf rassenunspezifische Resistenz

Das Interesse in dieser Studie lag in der Identifizierung von rassenunspezifischer
Mehltauresistenz. Das Resistenzverhalten der resistenten Gerstenakzessionen wurde
zusdtzlich mit vier Mehltauisolaten aus Israel, die eine Virulenz gegeniiber eine Anzahl von
Mila-Allelen aus Hordeum spontaneum aufweisen, makroskopisch analysiert und aulerdem
wurde die Resistenzauspragung (hypersensitive Zelltodreaktion oder Papillenbildung)
mikroskopisch mit der DAB-Analyse bestimmt. Das Ergebnis dieser Analysen ist in Tabelle
3.6 dargestellt.

Tab. 3.6: Makroskopischer und mikroskopischer Resistenzphinotyp der
resistenten  Akzessionen (CMIA=calculation of mean infected
area, HR= hypersensitive Reaktion, Papille=papillire Resistenz),
bei CMIA ist jeweils der Mittelwert angegeben (In Spalte zwei ist der
Mittelwert der mittleren befallenen Blattfliche der zwei europdischen Isolate

angegeben, in Spalte drei der Mittelwert der Bonitur nach Inokulation mit vier
israelischen Isolaten.)

Accession  Europa CMIA [%]  Israel CMIA[%] Resistenztyp

HOR214 20,15 45,03 HR
HOR261 13,28 42,69 HR
HOR262 16,58 41,28 HR
HOR303 28,36 38,94 HR
HORG683 13,45 42,69 HR
HOR?728 9,70 43,63 HR
HOR736 11,22 54,41 HR
HOR795 8,08 26,75 HR
HORS800 20,50 41,28 HR
HOR&804 11,25 45,97 HR
HORS&31 33,75 45,03 HR
HOR&842 3,58 14,47 HR
HOR1036 3,31 40,81 HR
HORI1159 16,55 34,72 HR
HORI1379 9,92 52,06 HR
HOR1457 3,04 2,50 Papille
HOR1468 21,28 4,13 HR
HOR1506 2,50 2,50 Papille
HOR1647 291 k.A. HR
HORI1873 23,84 48,31 HR
HOR2543 6,00 6,34 Papille
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Fortsetzung von Tab. 3.6: Makroskopischer und mikroskopischer

Resistenzphinotyp

Accession  Europa CMIA [%] Israel CMIA[%] Resistenztyp
HOR2573 2,50 32,38 HR
HOR2591 3,31 49,72 HR
HOR2932 4,53 32,38 HR
HOR3041 17,41 5,75 HR
HOR3075 3,80 29,56 HR
HOR3270 2,50 5,75 HR
HOR3271 19,06 2,50 HR
HOR3537 2,50 2,50 Papille
HOR3726 2,50 11,44 Papille
HOR3983 7,78 42,69 HR
HOR3984 12,03 42,69 HR
HOR3988 13,92 9,97 HR
HOR4021 3,31 7,38 HR
HOR4400 22,38 2,50 HR
HOR4408 2,50 2,50 Papille

Der tiberwiegende Teil der resistenten Akzessionen zeigte eine hohere Anfilligkeit
gegeniiber den israelischen Isolaten verglichen mit den europdischen. Dies konnte auf das
Vorhandensein von M/a-Allelen hindeuten, die gegen die europdischen Isolate noch
wirksam sind. Jedoch konnte in diesem Experiment keine Isolatspezifitdt beobachtet
werden; es konnte keine Resistenzspezifitit zwischen Akzessionen und bestimmten Isolaten
beobachtet werden. Die hoéheren Infektionswerte nach Inokulation mit den israelischen
Isolaten kdnnten aber auch auf eine hohere Aggressivitit der Isolate verglichen mit den
deutschen Isolaten hindeuten. Ferner sind unterschiedliche Testbedingungen als Ursache
nicht auszuschlieen, da die phinotypische Analyse mit den israelischen Isolaten in einem
Partnerlabor in England stattfand. Zusammenfassend kann vorerst keine klare Aussage
dariiber getroffen werden, ob die beobachteten Resistenzen rassenspezifisch oder quantitativ
waren.

Die mikroskopische Analyse des resistenten Materials ergab bei 83% der Akzessionen eine
HR-bedingte Resistenz, der Pilz konnte die Zelle penetrieren, die in spédterem Stadium
abstarb. Nur 17% der Akzessionen wiesen eine Penetrationsresistenz auf. Die Literatur geht
bisher davon aus, dass es sich um eine rassenspezifische Resistenz handelt, wenn der Pilz in
die Wirtszelle eindringen kann und erst im spiteren Entwicklungsstadium durch eine
hypersensitive Reaktion gestoppt wird (Boyd et al. 1995; Jones et al. 2006). Zusammen mit
der fehlenden Isolatspezifitit kann folglich keine Aussage dariiber getroffen werden, ob es

sich hier um eine quantitative oder rassenspezifische Resistenz handelt.
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3.1.3 Bestimmung der Populationsstruktur

Die Bestimmung der Populationsstruktur ist ein wichtiger Bestandteil einer
Assoziationsstudie. Die Einbeziehung der Populationsstruktur in die Assoziations-
verrechnungen verringert die Gefahr, falsch-positive Assoziationen zu berechnen.

Fiir die Bestimmung der Populationsstruktur wurden 46 SSR-Marker, die eine gleichmifige
Verteilung liber das Gerstengenom aufweisen, verwendet. Vier der 46 SSR-Marker ergaben
keine auswertbaren AllelgroBBen, sodass die Werte von 42 SSR-Markern in die endgiiltige

Berechnung der Populationsstruktur einflossen.

3.1.3.1 Analyse zur Bestimmung von Untergruppen innerhalb der Population

Die Allelgrofle jedes SSR-Markers wurde fiir jeden Genotyp bestimmt. Die Anzahl der
Allele jedes Markers innerhalb der verwendeten Gerstenpopulation ist in Tabelle 3.7
dargestellt.

Der SSR-Marker GBM1015 wies mit 14 Allelen die hochste Diversitdt innerhalb dieser
Population auf. Die Marker GBM 1020, GBM1404, GBM1029 und GBM1212 zeigten nur
zwei verschiedene AllelgroBen innerhalb der verwendeten Population.

Unter Verwendung des Programms structure 2.1 (Pritchard et al. 2001) wurde die
Populationsstruktur bestimmt. Die Berechnung erfolgte fiir eine mdgliche Anzahl an
Untergruppen von eins bis zehn (K=1 bis K=10) auf Basis des Algorithmus nach Bayes. Es
wurden zehn Wiederholungsberechnungen fiir jede mogliche Anzahl an Untergruppen (K)

durchgefiihrt, sodass die Ergebnisse von insgesamt 100 Berechnungen vorlagen.

Tab. 3.7: Anzahl verschiedener SSR-Allele der verwendeten SSR-
Marker in der Population

Markername  Anzahl Allele Markername Anzahl Allele
GBM1516 4 GBM1031 6
GBM1218 4 GBM1029 2
GBM1047 5 GBM1176 6
GBM1419 5 GBM1013 3
GBM1020 2 GBM1033 6
GBM1043 3 GBM1110 4
GBM1064 4 GBM1061 8
GBM1060 3 GBM1208 4
GBM1035 4 GBM1405 5
GBM1003 7 GBM1221 7
GBM1075 4 GBM1256 7
GBM1007 7 GBM1334 3
GBM 1404 2 GBM1018 3
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Fortsetzung von Tab. 3.7: Anzahl verschiedener SSR-Allele

Markername  Anzahl Allele Markername Anzahl Allele
GBM 1280 4 GBM1212 2
GBM1461 9 GBM1326 5
GBM 1464 8 GBM1008 3
GBM1036 3 GBM1413 4
GBM1002 5 GBM1063 4
GBM1026 3 GBM1323 5
GBM1021 8 GBM1501 5
GBM1015 14 GBM1459 6
GBM1516 4 GBM1031 6
GBM1218 4 GBM1029 2
GBM1047 5 GBM1176 6
GBM1419 5 GBM1013 3
GBM1020 2 GBM1033 6
GBM1043 3 GBMI1110 4
GBM1064 4 GBM1061 8
GBM1060 3 GBM1208 4
GBM1035 4 GBM1405 5
GBM1003 7 GBM1221 7
GBM1075 4 GBM1256 7
GBM1007 7 GBM1334 3
GBM 1404 2 GBM1018 3
GBM1280 4 GBM1212 2
GBM1461 9 GBM1326 5
GBM 1464 8 GBM1008 3
GBM1036 3 GBM1413 4
GBM1002 5 GBM1063 4
GBM1026 3 GBM1323 5
GBM1021 8 GBM1501 5
GBM1015 14 GBM 1459 6

Fiir jede Berechnung gab structure 2.1 einen Wahrscheinlichkeitswert /og probability of
data (L(K)) aus, der nach Pritchard et al. 2001 die Anzahl an vorhandenen Untergruppen
(K) angab. Diese Werte konnten fiir die Schétzung einer Wahrscheinlichkeitsfunktion
genutzt werden. Der Wendepunkt dieser Funktion (Steigung=0) gibt die Anzahl an
vorhandenen Untergruppen (K) an. Die Verteilung von L(K) zeigt die wahre Anzahl an
Untergruppen (K) jedoch nicht genau an (Evanno et al. 2005). Evanno et al. 2005
beschreiben die Berechnung von AK, eine ad hoc quantity basierend auf der ersten
Ableitung der Wahrscheinlichkeitsfunktion. Die Funktion zu AK soll ein Maximum bei der

wahren Anzahl an Untergruppen (K) anzeigen. Das Ergebnis fiir die Berechnung der Anzahl
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an Untergruppen der in dieser Studie verwendeten Gerstenpopulation ist in Abbildung 3.7

dargestellt.
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Abb. 3.7: Berechnung der Anzahl an Untergruppen innerhalb der Population nach

Evanno et al.(2005)

Das Maximum der AK-Funktion (rote Kurve) gibt die Anzahl Untergruppen der Population
an (Evanno et al. 2005)

Darin wurden sowohl die Funktion L(K) (blaue Kurve) als auch die AK-Funktion (rote
Kurve) dargestellt. Das Maximum der AK-Funktion (rote Kurve) war bei K=4 abzulesen.

Folglich wurde eine Untergliederung der Population in vier Untergruppen angenommen.

3.1.3.2 Berechnung der Q-Matrix

Wie bereits in Kapitel 3.1.3.1 beschrieben, wurde das Programm structure 2.1 fiir die
Berechnung der Populationsstruktur verwendet. Die Berechnungen nach Evanno et al. 2005
ergaben eine Strukturierung in vier Untergruppen (K=4). Structure 2.1 gab fiir jede mogliche
Anzahl an Untergruppen eine Q-Matrix aus. Die Q-Matrix beinhaltet Werte, die die
Wabhrscheinlichkeit angeben, dass der zu analysierende Genotyp zu einer der Untergruppen
gehort. In Abbildung 3.8 sind die Q-Werte der einzelnen Genotypen fiir K=4 in einem

Séulendiagramm dargestellt.
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Abb. 3.8: Klassifizierung der Gerstenakzessionen in die vier Untergruppen

Jeder Balken symbolisiert eine Akzession; das Farbmuster jedes Balkens spiegelt die
Wahrscheinlichkeit der Zugehorigkeit der Akzession zu einer Untergruppe wieder. Die hier
verwendete Population gruppiert sich aufgrund der Herkiinfte.

Abbildung 3.8 in blauer Farbe markiert, setzte sich aus Akzessionen aus dem nahen Osten
zusammen. Griin markierte Akzessionen stammen aus Europa und Afrika und bilden die
zweite Untergruppe. Die rote Untergruppe (3) beinhaltet Akzessionen aus Ostasien und
Genotypen aus Amerika und Balkan werden in der braunen Gruppe (4) zusammengefasst.

Abbildung 3.9 zeigt die Klassifizierung der vier Untergruppen sortiert nach Mehltau-
resistenten und -anfdlligen Phénotyp. Vertreter jeder Untergruppe sind sowohl bei den
resistenten als auch bei den anfilligen Genotypen vorhanden. Jedoch zeigt die blaue

Untergruppe (naher Osten) eine Uberreprisentation in den anfilligen Akzessionen.
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Abb. 3.9: Klassifizierung der Gerstenakzessionen in die vier Untergruppen, sortiert nach

Mehltau-resistent und Mehltau-anfallig
Jeder Balken symbolisiert eine Akzession; das Farbmuster jedes Balkens spiegelt die
Wahrscheinlichkeit der Zugehorigkeit der Akzession zu einer Untergruppe wieder.

Die Berechnung der Varianzanalyse der mittleren befallenen Blattflache zwischen den vier
Untergruppen soll Aufschluss iiber signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen liefern
und somit auf eine Gruppierung in Bezug auf Mehltauresistenz hinweisen.

Die Varianzanalyse der CMIA (mittlere befallene Blattfliche) zwischen den vier
Untergruppen zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3.10), somit scheint
keine Gruppierung beziiglich Mehltauresistenz vorzuliegen.

Die Populationsstruktur présentierte eine Gruppierung der Genotypen aufgrund ihrer
Herkunft, es zeigte sich keine Gruppierung in Bezug auf die Mehltauresistenz bzw.
Mehltauanfilligkeit der Akzessionen.

Es wurde die Q-Matrix fiir K=4 ausgewihlt und fiir die Assoziationsberechnungen

verwendet.
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Abb. 3.10: Varianzanalyse der mittleren CMIA (calculation of mean infected area) [%] tiber
die vier Untergruppen (Untergruppe 1 beinhaltet Akzessionen aus dem Nahen Ostern,
Untergruppe 2 sind Akzessionen aus Ostasien, Untergruppe 3 sind Akzessionen mit der
Herkunft Europa und Afrika und Untergruppe 4 beinhaltet Akzessionen aus Amerika und
dem Balkan)

3.1.3.3 Berechnung der kinship-Matrix

Die Berechnung der kinship-Matrix erfolgte anhand der SSR-Markerdaten unter
Verwendung von SPAGeDi 2.1 (Hardy et al. 2002). Der kinship-Koeffizient kann auf
Populationsebene oder zwischen zwei Individuen bestimmt werden. Dieser Koeffizient stellt
einen Wahrscheinlichkeitswert zur Abstammung dar. Der Wert ,,0° in der Matrix bedeutet,
dass die zwei verglichenen Individuen vermutlich kein verwandtschaftliches Verhéltnis
aufweisen

Die Berechnung der A/inship-Matrix erfolgte nach Ritland (1996). Die A&Matrix ist in Tabelle
3.8 dargestellt. Diese A-Matrix wurde bei der Berechnung des Mixed-Linear-Models fir die

Assoziationsverrechnungen verwendet.
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3.1.4 SNP-und Haplotypdetektion, sowie statistische Auswertung der erhobenen
Daten

Fragmente der zu analysierenden Kandidatengene wurden aus genomischer DNA der
Akzessionen mittels PCR amplifiziert und resequenziert. Die Primer fiir die
Resequenzierung wurden auf Basis von EST (expressed sequence tag)-Sequenzinformation
fiir die einzelnen Kandidatengene erstellt. Es wurden sowohl die Exon- als auch die

Intronbereiche der DNAs analysiert und SNP (8/ng/e nucleotide polymorphism) identifiziert.

3.1.4.1 Assoziation von I/rsl mit Zeiligkeit — Beweis der Eignung der Population fiir

eine Assoziationsanalyse

Die in dieser Studie verwendete Population weist eine relativ geringe Anzahl an Genotypen
auf. Die Grofle der Population wurde durch die begrenzte Anzahl von 33 Genotypen, die im
Keimlingsstadium eine starke, /m/0-unabhingige Mehltauresistenz gegeniiber beiden
verwendeten Mehltauisolaten aufwiesen, bestimmt.

Es ist bekannt, dass das I/r$7-Gen einen maBgeblichen Einfluss auf die Zeiligkeit der Gerste
hat. Liegt das I/rs7-Gen als rezessives Allel vor, wird eine sechszeilige Ahre ausgebildet.
Die dominante Allelform des V/s7-Gens bedingt eine zweizeilige Ahrenmorphologie
(Komatsuda et al. 2007). Die Zeiligkeit der hier verwendeten Gerstenakzessionen wurde im
Gewichshaus bestimmt. Es sind DNA-Polymorphismen bekannt, die fiir eine dominante
oder rezessive Auspragung des V/rs7-Gens verantwortlich sind (Komatsuda et al. 2007) und
somit mit dem Phénotyp ,Zeiligkeit’ eine Assoziation zeigen miissten. Einige dieser DNA-
Polymorphismen wurden in der Population, die in dieser Studie verwendet wurde,
identifiziert und auf eine Assoziation mit Zeiligkeit hin analysiert, um die vorhandene
Population auf ihre Tauglichkeit zu testen, wahre Assoziationen zwischen Kandidatengenen
und einen Phénotyp von Interesse zu identifizieren.

Ein Fragment des V/r$7-Gens wurde in der Gerstenpopulation resequenziert und sieben SNP
wurden identifiziert (vgl. Tabelle 3.9). Neben der Intron-Exon-Information, ist die Position
des SNP nach dem Start-ATG angegeben. Unter anderem wurde ein InDel
(Insertion/Deletion)- Polymorphismus (SNP3, DEL=Deletion, Tabelle 3.9), der fiir ein Null-

Allel des Gens verantwortlich ist, ermittelt.
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Tab.3.9: Identifizierte SNPs und Haplotypen des |/7s1-Gens
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7
Exon Intron Exon Exon Exon Exon Exon
225 456 550 693 772 905
DEL H1

Tab. 3.10: Ergebnis der Assoziationsverrechnung fiir die [/7$1-Polymorphismen mit

Zeiligkeit

Kandidatengen  Polymorphismus p p_adj Rsg_model Rsg_marker

Vrsi SNP5 1,84E-05 2,00E-03 0,5575 0,181
SNP3 3,89E-04 2,50E-03 0,5071 0,1307
SNP1 0,0623 0,00333333 00,4156 0,0392
SNP2 0,1439 0,4008 0,0244
SNP6 0,7825 0,3773 8,87E-04
H2 5,56E-06  2,00E-03 0,5759 0,1995
H1 3,89E-04 2,50E-03 0,5071 0,1307
HS 0,0623 0,00333333 0,4156 0,0392
H4 0,1229 0,4035 0,0271
H6 0,1736 0,3976 0,0212

Es wurde fiir alle sieben detektierten Polymorphismen eine Assoziationsanalyse (Mixed
linear Model, TASSEL 2.0.1) berechnet (Tabelle 3.10). Zwei der sieben Polymorphismen
zeigten eine signifikante Assoziation zur Zeiligkeit (SNP 3 und SNP 5) bei Annahme einer
Signifikanzschwelle des Bonferroni-Holm-korrigierten p-Wertes von 0,01 (orange
hinterlegt). Unter diesen zwei signifikant assoziierten Polymorphismen befand sich auch die
G-Deletion (p= 2,37E'04). In Abbildung 3.11 ist der LD-p/ot der analysierten
Polymorphismen des I/rs1-Gens dargestellt. Polymorphismus 3 und Polymorphismus 5, die
beide eine signifikante Assoziation zum Phinotyp der Zeiligkeit aufwiesen, befinden sich im

stark signifikanten Kopplungsungleichgewicht zueinander bei einem R*-Wert von 80%.
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SNP1 SNP2  SNP3 SNP5 SNP6

SNP1

SNP2

SNP3

Lower p

>0,01

SNP5

<0,01

<0,001

SNP6

<0,0001

Abb. 3.11:  LD-plot der analysierten Polymorphismen des [/rs1-Gens
Unterhalb der Diagonale ist die Signifikanz (p-Wert) angegeben; oberhalb der Diagonale
die Stirke des LD (R*-Wert)

Die Haplotypen H1 und H2 zeigten eine signifikante Assoziation zum Phénotyp der
Zeiligkeit, bei der Annahme einer Bonferroni-Holm-korrigierten Irrtumswahrscheinlichkeit
von p<0,01 (orange hinterlegt). Die Gerstenpopulation ist folglich, trotz der geringen

Genotypenanzahl, fiir eine Assoziationsanalyse geeignet.

3.1.4.2 Sequenzauswertung - SNP-und Haplotypenidentifizierung

Unter Verwendung des Programms SeqMan Lasergene 7 (DNASTAR, Inc., Madison,
USA) wurden die Sequenzen der resequenzierten Genfragmente analysiert. Die detektierten
SNP wurden in eine Excel-Tabelle extrahiert. Die Kombination der verschiedenen SNP
eines Kandidatengens bildeten die verschiedenen Haplotypen eines Gens. Fiir die
Assoziationsanalyse wurden nur SNP und Haplotypen verwendet, die in mindestens 5% der
verwendeten Genotypen vorkamen, also eine MAF (minor allele frequency) groBer als 0,05
aufwiesen. Die Sequenzanalyse von 90 untersuchten Kandidatengenen zeigten eindeutig
auswertbare Sequenzen; von dem Kandidatengen HvGERS war es nicht moglich
genspezifische Fragmente zu amplifizieren. Von den 90 analysierten Kandidatengenen

waren 9 Gene monomorph und 81 polymorph. Tabelle 3.11 gibt eine Ubersicht iiber die
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analysierten Gene, unter Angabe der analysierten Sequenzmenge, der Anzahl detektierter

SNP (MAF >5%) und Haplotypen.

Tab. 3.11: Auflistung analysierter Kandidatengene, unter Angabe der analysierten Sequenz, Anzahl
identifizierter SNP (MAF>5%) und Haplotypen, sowie 1SNP/xbp

Analysierte

Anzahl

Anzahl

Gen-Name Gen-ID l?rl:tse\,\;?t:]rln Sequenz  detektierter detektierter 1SNR/
[bp] SNP Haplotypen
WRKY?7 Anonymisiert TIGS-Effekt 339 1 2 339
Cellulose synthase-—— yo0on 14 TIGS-Effekt 555 8 5 69
like protein
Asconitate hydratase  HO02P09  TIGS-Effekt 713 8 5 89
P-type ATPase HO06D23 TIGS-Effekt 1011 19 3 53
Unknown protein 4 HO06J21 TIGS-Effekt 220 15 3 14
4-coumarate HOOTHI5  TIGS-Effekt 200 0 1
coenzyme A ligase
WIR1 Anonymisiert TIGS-Effekt 313 24 6 13
Unknown protein 5 HO10A14 TIGS-Effekt 250 0 1
Unknown protein 6 HO11012 TIGS-Effekt 494 7 4 70
Unknown protein 7 HO12E03 TIGS-Effekt 1431 37 6 38
SNAP-34 HOI12F09 TIGS-Effekt 559 5 3 111
Unknown protein 8§ HO14E16 TIGS-Effekt 730 0 1
ARM repeat- HOI4HIS  TIGS-Effekt 1120 18 3 62
containing protein
Cellulose synthase HO14KO08 TIGS-Effekt 250 7 5 35
Unknown protein 1 Anonymisiert TIGS-Effekt 622 20 5 31
Alpha/beta Anonymisiert  TIGS-Effekt 421 4 2 105
Hydrolase
Unknown protein 2 Anonymisiert TIGS-Effekt 533 2 3 266
Subtilisin-like HU02G09  TIGS-Effekt 336 23 3 14
protein
Unknown protein 3 Anonymsiert TIGS-Effekt 526 3 6 175
Vacuolar targeting .
Anonymsiert TIGS-Effekt 596 23 5 25
receptor
Band 7 protein HWO03011 TIGS-Effekt 384 2 3 192
NADPH-cytochrome /0 icert TIGS-Effekt 719 3 3 239

P450 Reductase
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Fortsetzung von Tab. 3.11: Auflistung analysierter Kandidatengene

Analysierte Anzahl Anzahl

Gen-Name Gen-1D I,(Arl:ts(\;vr?&; Sequenz  detektierter detektierter 152“3/
[bp] SNP Haplotypen p
Defensin HYO06I14 TIGS-Effekt 453 9 3 50
Caffeic acid O- HYO0SE03 TIGS-Effekt 411 4 2 102
methyltransferase
Methionine Synthase Anonymsiert TIGS-Effekt 496 4 4 124
Lectin-like receptor HOO05A19 Regulation 243 21 5 1
kinase
HvGERI DQ647619 Regulation 324 3 2 108
HvGER3 DQ647621 Regulation 847 18 3 47
HvGER4 DQ647623 Regulation 503 5 4 100
HvGERS DQ647624 Regulation 0 0 0
HvPrx40 CK567319 Regulation 250 13 4 19
MIR3 CD057851 Regulation 461 7 2 65
MIR4 DN181805 Regulation 590 0 1
MIRS CDO057781 Regulation 360 0 1
MIR6 CA018053 Regulation 1600 10 3 160
MIR7 AL507668 Regulation 1085 18 5 60
MIRS CD057283 Regulation 1123 56 5 20
WRKY1 AJ536667 Literatur 724 10 6 72
WRKY2 AJ853838 Literatur 639 8 5 79
WRKY3 EF488104 Literatur 430 24 4 17
12-OPD-reductase CK567317 Literatur 1009 7 5 144
ACC-oxidase CA023817 Literatur 525 8 2 65
ACC-synthase ALS511111 Literatur 1018 8 5 127
Alanine .
. 726322 Literatur 1751 4 4 437
Aminotransferase
AOC AJ308488 Literatur 511 1 2 511
AOS AJ250864 Literatur 1411 10 3 141
Apoplastic invertase AJ534447 Literatur 440 1 2 440
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Fortsetzung von Tab. 3.11: Auflistung analysierter Kandidatengene

Analysierte

Anzahl

Anzahl

Gen-Name Gen-1D I,(Arl:ts(\;vr?&; Sequenz  detektierter detektierter 1§E|pp/
[bp] SNP Haplotypen
Aspartate protease X56136 Literatur 970 16 5 60
gene
BAS1 734917 Literatur 707 1 2 707
BAX-Inhibitorl AJ290421 Literatur 775 6 4 129
Calreticulin 127349 Literatur 1126 9 5 125
EDS1 BJ479753 Literatur 625 0 1
Ethylene forming CA020732 Literatur 517 5 4 103
enzyme
FMO1 CB880678 Literatur 545 2 2 272
Glutathione-S- AB207242 Literatur 475 52 4 9
transferase
HvGER2 DQ647620 Literatur 379 4 3 94
HvGER6 DQ647625 Literatur 543 0 1
HvPrx08 AJ276227 Literatur 356 12 4 29
LOX2 AL506955 Literatur 898 5 2 179
LSDI BU986406 Literatur 743 5 3 148
MLA AF523683 Literatur 500 11 4 45
MLO 783834 Literatur 1472 3 5 490
NEC1 AY972626 Literatur 506 0 1
NPR1 CA008881 Literatur 483 6 2 80
NUDT7 CB879141 Literatur 362 6 6 60
Peroxyredoxin BU985101 Literatur 895 5 4 179
RACB AJ344223 Literatur 846 8 6 105
RBOHA AJ871131 Literatur 402 2 3 201
WAK3 AL450670 Literatur 512 5 5 102
Ubiquitin contig1035 QTL 5HS 586 21 5 27
L-galactose .
dehydrogenase contig10497 QTL 5HS 177 3 2 59
1Q calmodulin-
binding motif family contigl0757 QTL 5HS 660 19 13 34
protein
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Fortsetzung von Tab. 3.11: Auflistung analysierter Kandidatengene

Analysierte

Anzahl

Anzahl

Gen-Name Gen-1D I,(Arl:ts(\;vr?&; Sequenz  detektierter detektierter 152“3/
[bp] SNP Haplotypen p
Unknown protein 10 contigl 1213 QTL 5HS 345 3 3 115
Unknown protein 11 contigl3951 QTL 5HS 304 0 1
OsWAK128b contigl5923 QTL 5HS 477 2 3 238
Galactosyltransferase contigl6126 QTL 5HS 524 8 10 65
Protein kinase family 017349 QTL 5HS 324 I 2 324
protein
Glutaredoxin contig23773 QTL 5HS 344 7 5 49
Lectin protein kinase contig24522 QTL 5HS 422 57 8 7
MBDI10 Contig3489 QTL 5HS 579 9 5 64
Unknown protein 9 contig4923 QTL 5HS 446 13 14 34
Thiosulfate .
sulfotransferase contig583 QTL 5HS 1008 13 9 77
WIR1la contig6520 QTL 5HS 405 64 11 6
Protoporphyrinogen contig7919 QTL 5HS 552 10 7 55
oxidase 1
ATP-dependent .
RNA helicase contig8860 QTL 5HS 345 11 9 31
SRP40 EBes01_SQ002_ - ry sy 650 17 9 38
A24
Oxidoreductase HA28H16 QTL 5HS 311 12 4 25
Helix-loop-helix
DNA-binding HvCeb0009B15r2  QTL SHS 620 14 8 44
domain containing
protein
Unknown protein 12 HVSMG;?ZOOI N0 orL sHS 282 22 9 12
LSD1 10220 Contigl10220 QTL 5SHS 1190 9 7 132
Chloroplast inner
envelope membrane rbaal22m?22 QTL 5HS 487 14 9 34
polypeptide
Vrsl BC12348 Kontrolle 1055 7 8 150
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3.1.4.3 Statistische Berechnung von Assoziationen unter Verwendung des MIXED-

LINEAR-MODEL

Die Assoziationsverrechnungen der SNP und Haplotypen mit dem Phénotyp der
Mehltauresistenz (vgl. Tab. 3.5) wurden mit dem Programm TASSEL 2.0.1 durchgefiihrt.
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Assoziationsverrechnungen, die eine signifikante
SNP- oder Haplotyp-Assoziation zu Mehltauresistenz bzw. Mehltauanfilligkeit ergaben,
ndher vorgestellt. In der Tabelle 3.12 sind der Genname, die Polymorphismusbezeichnung,
der p-Wert, der Bonferroni-Holm-korriergierte p-Wert (p_adj), sowie der Rsq-model und
der Rsg-marker-Wert angegeben. Der Rsqg-model-Wert beschreibt den EinfluB3 des
gerechneten Models auf die phinotypische Auspragung; der Rsq-marker-Wert enthélt die
Information, wie viel Einfluss der analysierte Polymorphismus auf den Phénotyp ausiibt.
SNP und Haplotypen mit einer MAF<5% sind nicht in die Berechnung mit eingeflossen und

dementsprechend in der Tabelle nicht aufgelistet.

Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene, die eine

signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit zeigten.
Signifikant assoziierte SNPs und Haplotypen (p<0,01) sind orange gekennzeichnet. Angegeben
sind der Genname, der Polymorphismus, der p-Wert, der adjustierte Bonferroni-Holm-korrigierte
p-Wert fiir eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1%, sowie der Rsq model-Wert und der
Rsq_marker-Wert. Die SNP und Haplotypen sind gemil3 ihrer p-Werte geordnet; n.g.=nicht

gezeigt

Kandidatengen Polymorphismus  p p_adj Rsg_model Rsq_marker

ACC-oxidase SNP1 0,0062 0,00125 0,302 0,1007

(CA023817) SNP3 0,0468 n.g. 0,2562 0,0549
SNP8 0,0752 n.g. 0,2393 0,0455
SNP2 0,2041 n.g. 0,2242 0,0229
SNP4 0,2041 n.g. 0,2242 0,0229
SNP6 0,2041 n.g. 0,2242 0,0229
SNP9 0,2078 n.g. 0,217 0,0231
SNP10 0,2078 n.g. 0,217 0,0231
H1 0,0024 0,005 0,3236 0,1224
H5 0,0468 0,01 0,2561 0,0549

85



ERGEBNISSE

Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsg_marker
gesrﬁ’: rtate protease  q\p, 4,69E-04  625E-04 0,3593 0,158
(X56136) SNP1 0,0483 0,000666 0,2555 0,0542
SNP3 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP4 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP5 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP7 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP9 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP15 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP17 0,0483 n.g. 0,2555 0,0542
SNP18 0,0533 n.g. 0,2533 0,052
SNP19 0,0533 n.g. 0,2533 0,052
SNP8 0,0761 n.g. 0,2453 0,044
SNP14 0,0786 n.g. 0,2446 0,0433
SNP13 0,4125 n.g. 0,2109 0,0096
SNP12 0,5026 n.g. 0,2077 0,0064
SNP16 0,5026 n.g. 0,2077 0,0064
H2 0,0011 0,002 0,3407 0,1394
Ho6 0,0533 0,0025 0,2533 0,052
H5 0,0761 n.g. 0,2453 0,044
H1 0,4125 n.g. 0,2109 0,0096
H4 0,619 n.g. 0,2048 0,0036
BAS1 (Z34917) SNP1 6,77E-04 0,01 0,3513 0,1501
BAX-Inhibitor1 SNP1 0,001 0,001666 0,3424 0,1412
(AJ290421) SNP8 0,0587 0,002 0,251 0,0498
SNP6 0,0645 n.g. 0,249 0,0477
SNP3 0,1891 n.g. 0,2257 0,0244
SNP4 0,1891 n.g. 0,2257 0,0244
SNP5 0,7764 n.g. 0,2024 0,0012
H1 0,0052 0,0025 0,3062 0,1049
H7 0,0587 n.g. 0,2511 0,0498
H3 0,1891 n.g. 0,2257 0,0244
H5 0,5709 n.g. 0,2059 0,0046
Calreticulin SNP12 4,56E-04 0,001111 0,36 0,1586
(L27349) SNP4 0,0022 0,00125 0,3239 0,1268
SNP5 0,0022 n.g. 0,3239 0,1268
SNP9 0,0846 n.g. 0,2429 0,0417
SNP10 0,0846 n.g. 0,2429 0,0417
SNP1 0,106 n.g. 0,2347 0,0376
SNP7 0,2407 n.g. 0,2208 0,0196
SNP2 0,6978 n.g. 0,1871 0,0023
SNP14 0,9927 n.g. 0,2012 1,20E-06
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit zeigten.

Kandidatengen  Polymorphismus p p_adj Rsg_model Rsq_marker
Calreticulin Hé6 0,0019 0,002 0,3282 0,127
(L27349) H1 0,2407 0,0025 0,2208 0,0196
H3 0,4234 n.g. 0,2104 0,0092
HS8 0,5494 n.g. 0,2064 0,0051
H9 0,8034 n.g. 0,2021 8,92E-04
Glutaredoxin SNP2 0,0547 0,00142857  0,2526 0,0514
(contig23773) SNP3 0,0547 n.g. 0,2526 0,0514
SNP4 0,0547 n.g. 0,2526 0,0514
SNP5 0,3569 n.g. 0,2134 0,0121
SNP1 0,6346 n.g. 0,2045 0,0032
SNP7 0,6346 n.g. 0,2045 0,0032
SNP6 0,8213 n.g. 0,202 7,34E-04
H3 9,90E-04 0,002 0,343 0,1418
H2 0,054 0,0025 0,2529 0,0517
H4 0,3569 n.g. 0,2134 0,0121
H5 0,6346 n.g. 0,2045 0,0032
H1 0,8213 n.g. 0,202 7,34E-04
Unknown SNP2 484E06  500E-04 0,502 0,2751
protein 1 ’ ’ ’ ’
(anonymisiert) SNP26 0,0059 0,00052632  0,3407 0,1141
SNP27 0,0059 n.g. 0,3407 0,1141
SNP28 0,0059 n.g. 0,3407 0,1141
SNP29 0,0059 n.g. 0,3407 0,1141
SNP30 0,0059 n.g. 0,3407 0,1141
SNP31 0,0059 n.g. 0,3407 0,1141
SNP3 0,0071 n.g. 0,3362 0,1096
SNP6 0,0071 n.g. 0,3362 0,1096
SNP4 0,0451 n.g. 0,2893 0,0627
SNP12 0,0684 n.g. 0,2788 0,0522
SNP1 0,0767 n.g. 0,276 0,0494
SNP5 0,0767 n.g. 0,276 0,0494
SNP19 0,0767 n.g. 0,276 0,0494
SNP22 0,0816 n.g. 0,2744 0,0478
SNP32 0,282 n.g. 0,2453 0,0186
SNP7 0,3368 n.g. 0,2415 0,0149
SNP33 0,4063 n.g. 0,2294 0,0115
SNP16 0,6986 n.g. 0,2291 0,0024
SNP17 0,9603 n.g. 0,2267 4,03E-05
Ho6 3,12E-04 0,002 0,4119 0,185
H1 0,0165 0,0025 0,3147 0,0881
H11 0,0816 n.g. 0,2744 0,0478
H2 0,6986 n.g. 0,2291 0,0024
H7 0,9603 n.g. 0,2267 4,03E-05
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfalligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsg_model Rsq_marker
Alpha-beta-
Hydrolase SNP5 1,57E-04  2,50E-03 0,3825 0,1811
(anonymisiert) SNP6 1,57E-04  3,33E-03 0,3825 0,1811
SNP2 0,0028 0,005 0,3199 0,1185
SNP3 0,0028 0,01 0,3199 0,1185
H2 1,57E-04 0,005 0,3825 0,1811
H1 0,0058 0,01 0,3039 0,1025
Vacuolar targeting = SNP6 3,29E-05 4,35E-04 0,4232 0,2146
Receptor SNP16 0,002 4,45E-04 0,3361 0,1275
(anonymisiert) SNP17 0,002 n.g. 0,3361 0,1275
SNP21 0,002 n.g. 0,3361 0,1275
SNP1 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP2 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP9 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP10 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP13 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP22 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP23 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP24 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP25 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP26 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP27 0,0067 n.g. 0,3083 0,0997
SNP18 0,0074 n.g. 0,2952 0,1124
SNP7 0,0213 n.g. 0,2819 0,0733
SNP8 0,0213 n.g. 0,2819 0,0733
SNP3 0,112 n.g. 0,2444 0,0358
SNP4 0,112 n.g. 0,2444 0,0358
SNP15 0,1634 n.g. 0,2363 0,0277
SNP20 0,2113 n.g. 0,2309 0,0224
SNP5 0,3917 n.g. 0,2192 0,0106
H3 6,42E-04  2,00E-03 0,3608 0,1523
H1 0,0067 0,0025 0,3083 0,0997
H8 0,1482 n.g. 0,2384 0,0298
H5 0,1945 n.g. 0,2327 0,0241
H2 0,3917 n.g. 0,2192 0,0106
Methionine- SNP2 0,0025 0,0025 0,323 0,1217
Synthase 2 SNP3 0,859 0,00333333 00,2017 4,54E-04
(anonymisiert) SNP5 0,859 n.g. 0,2017 4,54E-04
SNP4 0,8628 n.g. 0,1936 5,42E-04
H1 0,0025 0,0025 0,323 0,1217
H5 0,0052 3,33E-03 0,3061 0,1049
H4 0,3488 n.g. 0,2138 0,0125
H2 0,8078 n.g. 0,2021 8,51E-04
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsq_marker
LSD1a SNP10 2,42E-04  2,00E-03 0,3733 0,1721
(TC148045) SNP3 0,0745 0,0025 0,2457 0,0445
SNP5 0,0745 n.g. 0,2457 0,0445
SNP8 0,1495 n.g. 0,2306 0,0293
SNP2 0,2941 n.g. 0,2169 0,0157
H4 0,0059 3,33E-03 0,3033 0,102
H6 0,0745 n.g. 0,2457 0,0445
HS 0,4601 n.g. 0,2091 0,0078
LSD1b SNP11 0,0017 1,11E-03 0,3424 0,1301
(EU545232) SNP5 0,0196 n.g. 0,2759 0,0747
SNP1 0,0426 n.g. 0,2583 0,057
SNP10 0,0856 n.g. 0,2539 0,0416
SNP3 0,0932 n.g. 0,2408 0,0395
SNP13 0,0932 n.g. 0,2408 0,0395
SNP12 0,2106 n.g. 0,2235 0,0222
SNPS8 0,4374 n.g. 0,1401 0,0112
SNP14 0,9002 n.g. 0,2015 2,26E-04
H3 1,12E-05  1,43E-03 0,4472 0,2348
H12 0,0404 1,67E-03 0,2707 0,0584
H10 0,0856 n.g. 0,2539 0,0416
H7 0,0893 n.g. 0,2529 0,0406
H2 0,2428 n.g. 0,2318 0,0195
H9 0,2774 n.g. 0,2291 0,0169
H8 0,59 n.g. 0,2165 0,0042
MBD10 SNP15 490E-04 1,11E-03 0,3308 0,1861
(contig3489) SNP7 0,0584 0,00125 0,2043 0,0597
SNP8 0,0584 n.g. 0,2043 0,0597
SNP14 0,131 n.g. 0,183 0,0385
SNP11 0,3914 n.g. 0,1571 0,0126
SNP12 0,4081 n.g. 0,1563 0,0117
SNP6 0,7006 n.g. 0,1471 0,0026
SNP5 0,7475 n.g. 0,1463 0,0018
SNP9 0,8165 n.g. 0,1325 9,84E-04
H9 8,53E-04 0,00 0,3533 0,1494
Ho6 0,2889 0,0025 0,2203 0,0166
HS 0,3975 n.g. 0,2143 0,0106
H12 0,6314 n.g. 0,2071 0,0034
H11 0,6919 n.g. 0,2061 0,0023
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfalligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsq_marker
MIR6 SNP3 1,66E-04  1,00E-03 0,3793 0,1844
(CA018053) SNP15 8,10E-04 1,11E-03 0,356 0,1471
SNP1 0,0107 0,00125 0,2855 0,0908
SNP2 0,0107 n.g. 0,2855 0,0908
SNP6 0,0127 n.g. 0,2765 0,089
SNP11 0,8868 n.g. 0,2091 2,94E-04
SNP12 0,8868 n.g. 0,2091 2,94E-04
SNP13 0,8868 n.g. 0,2091 2,94E-04
SNP14 0,8868 n.g. 0,2091 2,94E-04
SNP9 0,8876 n.g. 0,2029 2,98E-04
H8 0,0048 3,33E-03 0,3079 0,1067
H2 0,0098 n.g. 0,2917 0,0903
H1 0,8796 n.g. 0,2016 3,30E-04
12-0PD-reductase = SNP9 8,49E-04  1,43E-03 0,3631 0,1443
(CK567317) SNP6 0,0065 1,67E-03 0,3652 0,1002
SNP1 0,0173 n.g. 0,3429 0,078
SNP3 0,0403 n.g. 0,3236 0,0587
SNP7 0,0403 n.g. 0,3236 0,0587
SNP4 0,289 n.g. 0,2811 0,0162
SNP5 0,3985 n.g. 0,2752 0,0103
H5 6,38E-04 0,002 0,435 0,1535
H3 0,0115 0,0025 0,3701 0,0887
H1 0,0147 n.g. 0,3643 0,0829
H8 0,2469 n.g. 0,301 0,0196
Ho6 0,835 n.g. 0,282 6,43E-04
Oxidoreductase SNP3 4,02E-05 8,33E-04 0,4105 0,2092
(BU983076) SNP10 0,0149 9,1E-04 0,2822 0,0809
SNP15 0,0679 n.g. 0,2478 0,0465
SNP5 0,2765 n.g. 0,2182 0,0169
SNP6 0,2765 n.g. 0,2182 0,0169
SNP7 0,2765 n.g. 0,2182 0,0169
SNP11 0,2768 n.g. 0,2181 0,0168
SNP12 0,2768 n.g. 0,2181 0,0168
SNP17 0,2768 n.g. 0,2181 0,0168
SNP1 0,3623 n.g. 0,2131 0,0119
SNP8 0,3623 n.g. 0,2131 0,0119
SNP9 0,3623 n.g. 0,2131 0,0119
Ho6 1,57E-04  2,00E-03 0,4007 0,1796
HS 0,0014 0,0025 0,3541 0,1332
H4 0,0067 0,00333333 0,3192 0,0982
H3 0,2092 n.g. 0,2432 0,0222
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfalligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsg_marker
Peroxyredoxin SNP4 4,55E-04  2,00E-03 0,3599 0,1587
(TC131600) SNP2 0,0035 0,0025 0,3148 0,1136

SNP3 0,0035 n.g. 0,3148 0,1136

SNP5 0,044 n.g. 0,2576 0,0563

SNP1 0,1487 n.g. 0,2307 0,0295

H2 0,0035 0,0025 0,3148 0,1136

H4 0,044 n.g. 0,2576 0,0563

H1 0,1487 n.g. 0,2307 0,0295

H6 0,2007 n.g. 0,2245 0,0232

LLRK (Lectin-like

receptor kinase) SNP1 3,88E-04 4,76E-04 0,3634 0,162
(CD058363) SNP2 3,88E-04 5,00E-04 0,3634 0,162
SNP3 3,88E-04  5,26E-04 0,3634 0,162
SNP5 3,88E-04  5,56E-04 0,3634 0,162
SNP7 3,88E-04  5,88E-04 0,3634 0,162
SNP8 3,88E-04 6,25E-04 0,3634 0,162
SNP9 3,88E-04 6,67E-04 0,3634 0,162
SNP10 3,88E-04  7,14E-04 0,3634 0,162
SNP11 3,88E-04  7,69E-04 0,3634 0,162
SNP13 3,88E-04  &,33E-04 0,3634 0,162
SNP14 3,88E-04  9,09E-04 0,3634 0,162
SNP15 3,88E-04  1,00E-03 0,3634 0,162
SNP16 3,88E-04 1,11E-03 0,3634 0,162
SNP17 3,88E-04 1,25E-03 0,3634 0,162
SNP18 3,88E-04 1,43E-03 0,3634 0,162
SNP19 3,88E-04 1,67E-03 0,3634 0,162
SNP20 3,88E-04 2,00E-03 0,3634 0,162
SNP21 3,88E-04 2,50E-03 0,3634 0,162
SNP12 0,0469 3,33E-03 0,2562 0,0549
SNP4 0,0488 n.g. 0,2553 0,054
SNP6 0,2442 n.g. 0,2206 0,0193
H5 3,88E-04 2,00E-03 0,3635 0,162
H1 0,0085 0,0025 0,295 0,0938
H2 0,0468 n.g. 0,2561 0,0549
H3 0,0488 n.g. 0,2552 0,054
H4 0,2441 n.g. 0,2205 0,0193
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfalligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsg_model  Rsg_marker
WIR1 SNP3 0,0121 4,17E-04 0,2852 0,0893
(contigh974) SNP4 0,0348 n.g. 0,2602 0,0642
SNP10 0,0348 n.g. 0,2602 0,0642
SNP11 0,0348 n.g. 0,2602 0,0642
SNP23 0,0408 n.g. 0,2564 0,0605
SNP14 0,3123 n.g. 0,2112 0,0152
SNP5 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP6 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP7 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP12 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP13 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP15 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP17 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP18 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP19 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP20 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP24 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP25 0,3178 n.g. 0,2108 0,0149
SNP1 0,3656 n.g. 0,2082 0,0122
SNP21 0,3922 n.g. 0,3452 0,0129
SNP2 0,4011 n.g. 0,2065 0,0105
SNP9 0,4011 n.g. 0,2065 0,0105
SNP16 0,4225 n.g. 0,2056 0,0096
SNP22 0,6021 n.g. 0,1797 0,0046
Hl1 2,40E-04 1,67E-03 0,3752 0,1791
H4 0,0121 0,002 0,2852 0,0893
H8 0,0348 n.g. 0,2602 0,0642
H3 0,0408 n.g. 0,2564 0,0605
H2 0,1103 n.g. 0,2334 0,0374
H9 0,3656 n.g. 0,2082 0,0122
WRKY1 SNPS8 7,83E-04  1,00E-03 0,3642 0,1462
(AJ536667) SNP2 0,0055 1,11E-03 0,321 0,1031
SNP5 0,2602 n.g. 0,2358 0,018
SNP4 0,3607 n.g. 0,2297 0,0119
SNP10 0,502 n.g. 0,2242 0,0064
SNP11 0,502 n.g. 0,2242 0,0064
SNP1 0,5161 n.g. 0,2239 0,006
SNP6 0,5612 n.g. 0,2226 0,0048
SNP9 0,7016 n.g. 0,2199 0,0021
SNP3 0,9486 n.g. 0,2179 5,97E-05
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Fortsetzung von Tab. 3.12: Ergebnisse der Assoziationsverrechnung fiir die Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsg_model  Rsg_marker
WRKY1 H6 0,0295 1,67E-03 0,283 0,0651
(AJ536667) H2 0,2602 n.g. 0,2358 0,018
H3 0,3607 n.g. 0,2297 0,0119
HS8 0,5612 n.g. 0,2226 0,0048
H7 0,7288 n.g. 0,2195 0,0017
H4 0,787 n.g. 0,2188 0,001
WRKY?2 SNP6 1,79E-04  1,25E-03 0,3798 0,1784
(AJ853838) SNP2 0,0014 1,43E-03 0,335 0,1336
SNP1 0,333 1,67E-03 0,2146 0,0134
SNP7 0,4869 n.g. 0,2082 0,0069
SNPS8 0,4869 n.g. 0,2082 0,0069
SNP9 0,4869 n.g. 0,2082 0,0069
SNP4 0,8003 n.g. 0,2022 9,20E-04
SNP3 0,9241 n.g. 0,2014 1,30E-04
HE 1,79E-04  2,00E-03 0,3798 0,1784
H7 0,0707 0,0025 0,2469 0,0457
H3 0,7111 n.g. 0,2032 0,002
H6 0,7933 n.g. 0,2022 9,88E-04
Hl1 0,8468 n.g. 0,2018 5,37E-04

Alle Ergebnisse, die in Tabelle 3.12 dargestellt sind, resultieren aus der Berechnung des
MIXED-LINEAR-MODELS. Neben dem MIXED-LINEAR-MODEL wurde auch das
GENERAL-LINEAR-MODEL berechnet. Da aber keine Ergebnisunterschiede beobachtet
werden konnten, sind hier nur die Ergebnisse des MIXED-LINEAR-MODELs angegeben.
Es sind sowohl die Kandidatengennamen, als auch die Polymorphismusbezeichnungen
aufgelistet. In der dritten Spalte der Tabelle finden sich die von TASSEL ausgegebenen p-
Werte. Um einer alpha-Fehler-Kumulierung entgegen zu wirken, wurde der adjustierte p-
Wert nach Bonferroni-Holm (Kohler et al. 2001) berechnet (siche 4. Spalte). Fiir alle
Assoziationsberechnugen wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als einem
Prozent (p=1%) angenommen. Die von TASSEL ausgegebenen p-Werte wurden mit den
adjustierten p-Werten verglichen; war der ausgegebene p-Wert kleiner als der adjustierte p-
Wert, lag eine signifikante Assoziation vor.

Einundzwanzig Kandidatengene zeigten eine signifikante Assoziation von SNP und/oder
Haplotypen zur Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit bei einer angenommenen
Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als einem Prozent. Die getesteten Gene Aspartate
protease gene, BAS1, BAX-Inhibitor1, LSD1 (TC148045), MIR6, Peroxyredoxin und
WRKY1 wiesen ausschlieBlich signifikant assoziierte SNP aber keine signifikant
assoziierten Haplotypen auf. Haplotypen der Kandidatengene A C C-oxidase, Glutaredoxin,
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LSD1 (EU545232) und WIR1 waren signifikant mit Mehltauresistent assoziiert, wihrend
kein detektierter SNP dieser Kandidaten eine signifikante Assoziation zeigte. Sowohl SNP-
als auch Haplotypenassoziationen konnten fiir die Gene Calreticulin, protein with
unknown function, alpha-beta-Hydrolase, Vacuolar-targeting-receptor, Methionine-
Synthase 2, MBD10, 12-OPD-Reductase, Oxidoreductase, LLRK als auch WRKY?2
aufgedeckt werden.

Auch Genfragmente der Mehltauresistenzgene m/0 und M/a wurden in dieser Studie auf
Polymorphismen und deren Assoziation zu Mehltauresistenz untersucht; fiir diese Gene
konnten keine signifikanten Assoziationen detektiert werden, sodass sie in der hier
verwendeten Population wahrscheinlich nicht an der beobachteten Mehltauresistenz beteiligt
sind. Bei der Auswahl der resistenten Akzessionen wurde gegen die /m/0-Resistenz

selektiert, sodass die nicht vorhandene Assoziation zu /M/0 ein erwartetes Ergebnis darstellt.

3.1.4.4 Test auf falschpositive Assoziationen

Die Verifizierung detektierter Assoziationen als echte Assoziationen stellt ein Problem von
Assoziationsstudien dar. Die Anwendung des MLM minimiert die Gefahr falsche
Assoziationen aufzuspiiren. Um die Gefahr falsche Assoziationen entdeckt zu haben,
abzuschitzen, wurden alle detektierten Polymorphismen der Kandidatengene mit zwei
anderen Merkmalen (Zeiligkeit und Pflanzenhohe, vgl. Tabelle 3.5) verrechnet. Die
Ergebnisse der Assoziationsverrechnungen fiir die Merkmale Zeiligkeit und Pflanzenhdhe
der 21 mit dem Phénotyp Mehltauresistenz assoziierten Kandidatengene, sind in folgenden

zwei Tabellen (Tabelle 3.13 und Tabelle 3.14) dargestellt.
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Tab. 3.13: Assoziierte Kandidatengene mit Zeiligkeit; getestet wurden 21 Kandidatengene,
die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz zeigten. Signifikant assoziierte
SNPs und Haplotypen sind orange gekennzeichnet. Angegeben sind der Genname, der
Polymorphismus, der p-Wert, der adjustierte p-Wert (p=1%), sowie der Rsq _model- und der
Rsq marker-Wert; n.g.=nicht gezeigt

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsg_model Rsg_marker

Aspartate protease 4,59E-

gene (X56136) SNP14 04 6,25E-04 0,5121 0,1233
SNP1 0,0012  0,00066667 0,4954 0,1067
SNP3 n.g. 0,4954 0,1067
SNP4 n.g. 0,4954 0,1067
SNP5 n.g. 0,4954 0,1067
SNP7 n.g. 0,4954 0,1067
SNP9 n.g. 0,4954 0,1067
SNP15 n.g. 0,4954 0,1067
SNP17 n.g. 0,4954 0,1067
SNP2 n.g. 0,4941 0,1054
SNP18 n.g. 0,4401 0,0514
SNP19 n.g. 0,4401 0,0514
SNP12 n.g. 0,4227 0,0339
SNP16 n.g. 0,4227 0,0339
SNP13 n.g. 0,4044 0,0156
SNP8 n.g. 0,3893 5,96E-04

3,04E-

H2 04 0,002 0,5189 0,1301
Ho6 0,0287 0,0025 0,4401 0,0514
H4 n.g. 0,4245 0,0358
Hl1 n.g. 0,4044 0,0156
H5 n.g. 0,3893 5,96E-04

LLRK (CD058363) SNPI 0,0013 0,00047619  0,4949 0,1062
SNP2 n.g. 0,4949 0,1062
SNP3 n.g. 0,4949 0,1062
SNP5 n.g. 0,4949 0,1062
SNP7 n.g. 0,4949 0,1062
SNP8 n.g. 0,4949 0,1062
SNP9 n.g. 0,4949 0,1062
SNP10 n.g. 0,4949 0,1062
SNP11 n.g. 0,4949 0,1062
SNP13 n.g. 0,4949 0,1062
SNP14 n.g. 0,4949 0,1062
SNP15 n.g. 0,4949 0,1062
SNP16 n.g. 0,4949 0,1062
SNP17 n.g. 0,4949 0,1062
SNP18 n.g. 0,4949 0,1062
SNP19 n.g. 0,4949 0,1062
SNP20 n.g. 0,4949 0,1062
SNP21 n.g. 0,4949 0,1062
SNP6 n.g. 0,4507 0,0619
SNP4 n.g. 0,4112 0,0225
SNP12 n.g. 0,3962 0,0075
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Fortsetzung von Tab. 3.13: Assoziierte Kandidatengene mit Zeiligkeit; getestet wurden 21
Kandidatengene, die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsq_marker

LLRK (CD058363) H5 0,0013 0,002 0,4949 0,1062
H1 0,0025 0,0025 0,483 0,0943
H4 n.g. 0,4507 0,0619
H3 n.g. 0,4112 0,0225
H2 n.g. 0,3962 0,0075

Oxidoreductase

(BU983076) SNP15 0,0012 1,11E-03 0,4934 0,122
SNP14 n.g. 0,4547 0,0832
SNP11 n.g. 0,4467 0,0752
SNP12 n.g. 0,419 0,0475
SNP5 n.g. 0,4004 0,0289
SNP9 n.g. 0,3866 0,0288
SNP6 n.g. 0,3792 0,0076
SNP7 n.g. 0,3751 0,0036
SNPS8 n.g. 0,3751 0,0036

6,68E-

Ho6 05 2,00E-03 0,5711 0,1484
H8 0,0048  0,0025 0,5026 0,0797
H4 n.g. 0,4472 0,0245
H2 n.g. 0,4272 0,0045
H3 n.g. 0,4237 9,53E-04

WIR1 (contigb974) SNP22 0,0108 0,00041667 0,465 0,0784
SNP21 n.g. 04115 0,104
SNP14 n.g. 0,4692 0,0566
SNP5 n.g. 0,4594 0,0467
SNP6 n.g. 0,4594 0,0467
SNP7 n.g. 0,4594 0,0467
SNP12 n.g. 0,4594 0,0467
SNP13 n.g. 0,4594 0,0467
SNP15 n.g. 0,4594 0,0467
SNP17 n.g. 0,4594 0,0467
SNP18 n.g. 0,4594 0,0467
SNP19 n.g. 0,4594 0,0467
SNP20 n.g. 0,4594 0,0467
SNP24 n.g. 0,4594 0,0467
SNP25 n.g. 0,4594 0,0467
SNP3 n.g. 0,4454 0,0327
SNP2 n.g. 0,4434 0,0308
SNP9 n.g. 0,4434 0,0308
SNP4 n.g. 0,436 0,0233
SNP10 n.g. 0,436 0,0233
SNP11 n.g. 0,436 0,0233
SNP23 n.g. 0,4304 0,0178
SNP1 n.g. 0,4268 0,0142
SNP16 n.g. 0,4131 3,56E-04
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Fortsetzung von Tab. 3.13: Assoziierte Kandidatengene mit Zeiligkeit; getestet wurden 21
Kandidatengene, die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsq_marker

WIR1 (contigb974) ~HS5 0,0013 0,002 0,4948 0,1062
H1 0,0025  0,0025 0,483 0,0943
H4 n.g. 0,4506 0,0619
H3 n.g. 04111 0,0225
H2 n.g. 0,3961 0,0075

WRKY?2 6,48E-

(AJ853838) SNP6 04 1,25E-03 0,5061 0,1175
SNP4 0,0121 0,00142857  0,4553 0,0667
SNP1 n.g. 0,4552 0,0665
SNP2 n.g. 0,4517 0,0632
SNP7 n.g. 0,4329 0,0443
SNPS8 n.g. 0,4329 0,0443
SNP9 n.g. 0,4329 0,0443
SNP3 n.g. 0,3939 0,0052

6,48E-

H8 04 2,00E-03 0,5061 0,1175
Hl 0,0122 0,0025 0,4552 0,0665
H7 n.g. 0,4541 0,0655
H3 n.g. 0,3917 0,0031
Ho6 n.g. 0,3893 5,77E-04

Die Kandidatengene Aspartate protease gene, Oxidoreductase, LLRK, WIR1 und
WRKY2 wiesen neben einer signifikanten Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw.
Mehltauanfilligkeit auch eine signifikante Assoziation zur Zeiligkeit auf.

SNP14 des Aspartate protease genes assoziierte signifikant zur Mehltauresistenz. SNP2
und Haplotyp2 dieses Gens wiesen eine signifikante Assoziation zur Zeiligkeit auf.
Haplotyp6 der Oxidoreductase ist sowohl mit Mehltauresistenz als auch mit Zeiligkeit
assoziiert.

Das Gen LLRK zeigte eine starke Assoziation von 18 SNP und einem Haplotypen (H5)
zum Phénotyp Mehltauresistent, bzw. Mehltauanfilligkeit. Dieser Haplotyp5 assoziierte
jedoch auch signifikant zum Phéinotyp Zeiligkeit.

Auch der Haplotypl des Kandidatengens WIR1 wies eine signifikante Assoziation zur
Mehltauresistenz sowie zur Zeiligkeit auf.

SNP6 und Haplotyp8 von WRKY2 assoziierten mit der Zeiligkeit; wohingegen SNP8 von
WRKY2 mit Mehltauresistenz signifikant assoziierte.

In der folgenden Tabelle 3.14 sind die Ergebnisse der Assoziationsverrechnung mit dem
Phénotyp Pflanzenhdhe angegeben. Die Pflanzenhohe wurde 2008 an zwei Standorten

bestimmt. Der zweite Standort bestétigte die Ergebnisse des erstens Standortes
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(R*=32,97%), es zeigte sich fiir das Merkmal Pflanzenhdhe eine Heritabilitit von 94,53%
(P. Schweizer, personliche Kommunikation).

Die ACC-oxidase =zeigte sowohl zur Mehltauresistenz (Haplotypl) als auch zur
Pflanzenhohe (SNP3 und Haplotyp5) eine signifikante Assoziation.

Die LLRK assoziierte signifikant zur Mehltauresistenz, Zeiligkeit und Pflanzenhohe. 18
SNP wiesen eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz auf, aber kein SNP
assoziierte mit dem Phénotyp Zeiligkeit. SNP4 zeigte als einziger SNP eine Assoziation zur
Pflanzenhohe; dieser SNP assoziierte jedoch nicht mit Mehltauresistenz. Haplotyp5
assoziierte signifikant sowohl zur Mehltauresistenz als auch zum Phénotyp Zeiligkeit. Eine

Haplotypassoziation der L L R K mit Pflanzenh6he konnte fiir Hapotyp3 beobachtet werden.

Tab. 3.14: Assoziierte Kandidatengene mit Pflanzenhdhe; getestet wurden 21 Kandidatengene, die

eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz zeigten. Signifikant assoziierte SNPs und
Haplotypen sind orange gekennzeichnet. Angegeben sind der Genname, der Polymorphismus, der p-Wert,
der adjustierte p-Wert (p=1%), sowie der Rsq _model- und der Rsq_marker-Wert; n.g.=nicht gezeigt

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsg_model Rsg_marker

ACC-oxidase

(CA023817) SNP3 0,0011 0,00125 0,2461 0,1619
SNP9 0,018 0,00142857 0,1771 0,0907
SNP10 n.g. 0,1771 0,0907
SNP2 n.g. 0,1723 0,0881
SNP4 n.g. 0,1723 0,0881
SNP6 n.g. 0,1723 0,0881
SNP1 n.g. 0,0848 5,87E-04
SNP8 n.g. 0,0868 4,08E-04
H5 0,0011 0,005 0,2461 0,1619
H1 0,6726 0,01 0,0872 0,003
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Fortsetzung von Tab. 3.14: Assoziierte Kandidatengene mit Pflanzenhohe; getestet wurden 21
Kandidatengene, die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz zeigten.

Kandidatengen Polymorphismus p p_adj Rsq_model Rsq_marker

1,94E-

LLRK (CD058363) SNP4 04 4,76E-04 0,2902 0,206
SNP6 0,0249 0,0005 0,165 0,0808
SNP12 n.g. 0,105 0,0208
SNP1 n.g. 0,096 0,0118
SNP2 n.g. 0,096 0,0118
SNP3 n.g. 0,096 0,0118
SNP5 n.g. 0,096 0,0118
SNP7 n.g. 0,096 0,0118
SNP8 n.g. 0,096 0,0118
SNP9 n.g. 0,096 0,0118
SNP10 n.g. 0,096 0,0118
SNP11 n.g. 0,096 0,0118
SNP13 n.g. 0,096 0,0118
SNP14 n.g. 0,096 0,0118
SNP15 n.g. 0,096 0,0118
SNP16 n.g. 0,096 0,0118
SNP17 n.g. 0,096 0,0118
SNP18 n.g. 0,096 0,0118
SNP19 n.g. 0,096 0,0118
SNP20 n.g. 0,096 0,0118
SNP21 n.g. 0,096 0,0118

1,94E-
H3 04 0,002 0,2902 0,206
H4 0,0249 0,0025 0,165 0,0808
H2 n.g. 0,105 0,0208
H5 n.g. 0,096 0,0118
Hl1 n.g. 0,0921 0,0079

Die Analyse auf falsch positive Assoziationen wies darauf hin, dass einige Assoziationen
sowohl mit Mehltauresistenz als auch mit Zeiligkeit zu beobachten sind. In der analysierten
Population zeigte sich ein Trend zu hoher Mehltauresistenz der sechszeiligen Akzessionen.
Auch bei der Analyse mit dem Merkmal Pflanzenhohe zeigten zwei Kandidatengene,
LLRK und ACC-oxidase, signifikante Assoziationen. Die genetische Position im
Gerstengenom ist fir das Gen LLRK bekannt. Es kartiert auf Chromosom 5HS in eine
Region, die als Mehltauresistenz-QTL beschrieben ist (vgl. Kapitel 3.2.1). Es ist auBerdem
bekannt, dass in dieser Region ein QTL fiir Planzenhohe lokalisiert ist
(www.graingenes.org). Diese Kolokalisierung der QTLs fiir die verschiedenen Merkmale
kann eine Erkldrung dafiir sein, dass das Gen LLRK sowohl mit Mehltauresistenz als auch
mit Pflanzenhohe signifikant assoziierte.

Die meisten Assoziationen in dieser Studie wurden zum Merkmal Mehltauresistenz

identifiziert. Diese Tatsache deutet auf echte Assoziationen hin, da hier der Kandidatengen-
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basierte Ansatz gewéhlt wurde, dem eine Vorselektion der Kandidatengene auf

Mehltauresistenz vorraus ging.

3.1.4.5 Berechnung des intra- und intergenen Linkage Disequilibriums

SNP mit einer MAF (minor allele frequency) von groBer als finf Prozent wurden fiir die
Berechnung des Linkage Disequilibriums (LD) innerhalb der Kandidatengene, sowie
zwischen den Kandidatengenen verwendet. Im Folgenden sind die LD-p/ofs der
Kandidatengene aufgezeigt, die eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz, bzw.
Mehltauanfilligkeit aufwiesen (vgl. 3.1.4.3). Fiir das signifikant assoziierte Kandidatengen
BASI konnte keine LD-Berechnung durchgefiihrt werden, da nur ein analysierbarer SNP
detektiert wurde.

Die LD-plots zeigen paarweise Vergleiche der SNP je Kandidatengen. Jeder p/of wird durch
eine Diagonale in zwei Teile unterteilt. Der untere Teil zeigt die p-Werte jedes Vergleiches
an, er gibt eine Aussage iiber die Signifikanz des LDs zwischen den SNP. Der obere Teil des
plots zeigt den R%-Wert, der als MaB fiir die Stéirke des LDs interpretiert wird. Die LD-plots
der mit Mehltauresistenz signifikant assoziierten Kandidatengene sind in Abbildung 3.12
dargestellt. Im Folgenden bezieht sich der Term ,,Assoziation* immer auf die Assoziation
zur Mehltauresistenz, bzw.-anfélligkeit.

Der LD-plot des Gens AC C-oxidase zeichnete sich durch ein hdchst signifikantes LD

zwischen allen analysierten SNPs aus; und auch die R*-Werte zwischen den SNPs dieses

Gens zeigten hohe Korrelationen von 60-100%. Eine signifikante Assoziation zeigte jedoch

keiner der analysierten SNP der AC C-oxidase. SNP2 des Aspartate protease genes zeigte

eine signifikante Assoziation zum Phénotyp. Dieser SNP wies in der LD-Analyse zwar ein

signifikantes LD zu anderen SNP dieses Gens auf, jedoch nur mit einem relativ geringen

R%-Wert von maximal 60%. Bei der Analyse des BAX-Inhibitor1 wurde ein SNP (SNP1)

mit einer signifikanten Assoziation detektiert. Dieser SNP wies ein signifikantes LD zu

SNP6 auf, jedoch mit einer geringen Korrelation von 40%.

Innerhalb des Kandidatengens Calreticulin konnte nur ein geringes intragenes LD
beobachtet werden. SNP12 von Calreticulin zeigte eine signifikante Assoziation. Dieser
SNP wies ein signifikantes LD mit einer Korrelation von 90% zu SNP4 und SNP5 auf.
Diese zwei SNP zeigten keine signifikante Assoziation, aber nach SNP12 die geringsten p-
Werte in der Assoziationsanalyse.

Kein SNP des Gens Glutaredoxin offenbarte eine signifikante Assoziation. Zwischen den
SNP2, 3 und 4 zeigte sich ein starkes LD (p-Wert<0,0001, R-Wert 100%), diese drei SNP

zeigten auch bei der Assoziationsanalyse den gleichen p-Wert.
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Acc-omidase Aspartate protease gene
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Abb. 3.12:  Linkage Disequilibrium-Blocks assoziierter Kandidatengene
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Bei der Analyse des Kandidatengens protein with unknown function wurde ausschlielich
fiir SNP2 eine signifikante Assoziation festgestellt; dieser SNP zeigte nur eine geringe
Kopplung (40%) zu anderen SNPs.

Vier SNPs des Kandidatengens alpha-beta-Hydrolase  wurden in  der
Assoziationsverrechnung analysiert und alle vier SNPs zeigten eine signifikante Assoziation
zum Phénotyp von Interesse. Der LD-p/ot dieses Gens unterstiitzt das Ergebnis der
Assoziationsanalyse. Alle analysierten SNP dieses Gens befanden sich bei einer Korrelation
von 70-100% in starkem signifikantem Kopplungsungleichgewicht zueinander.

Die Analyse des Kandidatengens Vacuolar targeting receptor ergab eine signifikante
Assoziation fiir SNP6. Dieser SNP zeigte nur sehr geringes Kopplungsungleichgewicht zu
anderen SNP.

SNP2 des analysierten Gens Methionine-Synthase 2 assoziierte signifikant zur
Mehltauresistenz, bzw. Mehltauanfilligkeit und zeigte im LD-Block einen geringen R*-Wert
von 30-40%, jedoch bei starker Signifikanz zu anderen SNP.

SNP10 vom Gen LSD1 (TC148045) zeigte als einziger SNP eine starke signifikante
Assoziation. Die vier anderen analysierten SNP waren nicht assoziiert. Die Analyse des
Kopplungsungleichgewichtes ergab keine Kopplung von SNP10 zu anderen SNP dieses
Kandidatengens.

In dieser Studie wurde ein zweites LSD1-Gen analysiert (EU545232). Die extrahierten SNP
zeigten keine Assoziation zum Resistenzverhalten der Genotypen gegen den echten
Gerstenmehltau. Der LD-plot dieses LSD1-Gens =zeigte ein geringes intragenes
Kopplungsungleichgewicht.

SNP15 des analysierten Kandidatengens MBD10 wies als einziger SNP eine signifikante
Assoziation auf; dieser SNP befand sich zusitzlich in sehr geringem (maximaler R*-Wert:
30%, p-Wert: <0,001) Kopplungsungleichgewicht zu den anderen SNP dieses Gens.

MIR6 war ein weiteres Gen, das in dieser Assoziationsstudie signifikante SNP zur
Mehltauresistenz aufwies. SNP3 und SNP15 assoziierten signifikant zum Phénotyp von
Interesse und zeigten ein starkes LD zueinander (p-Wert<0,0001, R2-Wert: 90%), obwohl
nicht assoziierte Polymorphismen zwischen SNP 3 und SNP 15 lokalisiert waren.

SNP9, detektiert bei Kandidatengen 12-OPD-reductase, zeigte eine signifikante
Assoziation sowie ein geringes Kopplungsungleichgewicht zu anderen SNP dieses Gens.

12 SNP des Gens Oxidoreductase wurden in dieser Studie analysiert und fiir SNP3 konnte

eine signifikante Assoziation aufgedeckt werden. Dieser assoziierte SNP zeigte zwar
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signifikantes Kopplungsungleichgewicht in der LD-Analyse aber einen relativ geringen R*-
Wert von maximal 70%.

Die Assoziationsanalyse des Kandidatengens Peroxyredoxin ergab ein positives
signifikantes Ergebnis fiir SNP4. Dieser SNP zeigte nur sehr geringes LD zu anderen SNP.
21 SNP des Gens LLRK flossen in die Assoziationsstudie ein und 18 SNP zeigten eine
starke Assoziation zur Mehltauresistenz bei sehr niedrigen p-Werten. Die Berechnung des
Kopplungsungleichgewichts zeigte vollstindiges LD zwischen den assoziierten SNP (p-
Wert<0,0001, R*-Wert: 100%). Die drei nicht assoziierten SNP zeigten weder LD zu den
assoziierten SNP noch wiesen sie untereinander Kopplungsungleichgewicht auf.

Bei der Analyse des Kandidatengens WIR1 konnte kein signifikant assoziierter SNP
detektiert werden. Der LD-p/of zeigte ein starkes intragenes Kopplungsungleichgewicht fiir
WIRT.

SNP8 von WRKY1 assoziierte stark mit dem Phénotyp von Interesse. Die Analyse des
Kopplungsungleichgewichts zeigte ein geringes intragenes LD fiir dieses Kandidatengen
und SNP8 befand sich nicht im Kopplungsungleichgewicht zu anderen SNP.

Die Assoziationsanalyse von SNP, die in den resequenzierten Sequenzen vom
Kandidatengen WRKY2 aufgedeckt wurden, ergaben positive signifikante Ergebnisse fiir
SNP6 und SNP2. Diese beiden SNP standen im signifikanten Kopplungsungleichgewicht
(R*-Wert: 90%) zueinander.

Das intergene Linkage Disequilibrium zwischen den 21 Kandidatengenen, die eine
signifikante Assoziation zum Phénotyp Mehltauresistenz bzw. Mehltauanfilligkeit
aufwiesen, ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Innerhalb der hier verwendeten
Gerstenpopulation ist ein geringes intergenes Kopplungsungleichgewicht zu beobachten.
Lediglich das Kandidatengen LLRK zeigte signifikantes LD zu anderen Kandidatengenen,
insbesondere zu W1R1, jedoch bei einer sehr geringen Korrelation (0-10%). Die genetische
Distanz zwischen diesen Kandidatengenen betrdgt 3,7cM. Signifikantes LD zwischen
Kandidatengenen bei genetischer Distanz von mehreren centiMorgan deutet auf gleichen
Selektionsdruck hin. Es ist anzunehmen, dass beide Gene an Mehltauresistenz beteiligt sind
und daher auf ihre positiven Allele parallel selektiert wurde, was sich in einem signifkanten
LD widerspiegelt.

Innerhalb einiger assoziierter Kandidatengene ist ein starkes Kopplungsungleichgewicht zu
beobachten, jedoch ist das intergene Linkage Disequilibrium in dieser Population sehr
gering. Diese Beobachtung unterstiitzt die Aussage, dass es sich in dieser Studie um

genetisch sehr diverses Material handelt.
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Abb. 3.13:  Intergenes Linkage Disequilibrium zwischen den 21 assoziierten

Kandidatengenen
Unterhalb der Diagonale ist die Signifikanz (p-Wert) angegeben; oberhalb der Diagonale die
Stirke des LD (R*-Wert)

3.1.4.6 Bestimmung des genetischen Diversititsfaktors Tajima’s D

Der genetische Diversititsfaktor Tajima’D wurde mit dem Programm DnaSP4.50.1 (Rozas
et al. 1995) berechnet. Es wird hierbei die Hypothese getestet, ob die Mutationen der
Gensequenzen unter einem Selektionsdruck standen. Dieser Test basiert auf den
Unterschieden zwischen der Anzahl an segregierenden Loci und der durchschnittlichen
Anzahl an Nukleotid-Unterschieden. Weist der Tajima’s D-Wert einen negativen Wert flir
ein Gen auf, so ist auf ein Vorkommen von seltenen Allelen zu schlieBen; nimmt Tajima’s D
positive Werte an, so sind hdufige Allele angereichert. Das verwendete Computerprogramm
DnaSP 4.50.1 errechnet auch die Signifikanz des Tajima’s D-Wertes. Weist der Tajima’s D
einen Wert signifikant kleiner als null auf, so deutet es auf das Wirken einer
diversitdtsmindernden (purifying) Selektion hin. Ist der Tajima’s D-Wert signifikant grofer

als null, so gibt dieser Wert einen Hinweis auf das Wirken balancierender Selektion.
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Tab. 3.15: Kandidatengene mit signifikanten Tajima’s D-Werten
(positiver Tajima’s D-Wert=balancierende Selektion, negativer Tajima’s D-
Wert=diversitits-mindernde Selektion; Hd=Haplotypdiversitit)

Gene Pi Theta Tajima's D Signifikanz Hd
FMO1 (CB880678) 0,00179 0,00077 2,18799 p<0,05 0,485
Glutathione-S-transferase 00,0131 0,02814 -1,81689 p<0,05 0,603
(AB207242)

HO02M14 (CD053985) 0,00669 0,00343 2,17264 p<0,05 0,713
HO06D23 (CD057973) 0,01245 0,00537 4,0221 p<0,001 0,659
HU02G09 (BQ465010) 0,08425 0,04263 3,37139 p<0,001 0,734
HvGER2 (DQ647620) 0,00572 0,0028 2,23658 p<0,05 0,623
HvPrx08 (AJ276227) 0,01656 0,00708 3,77769 p<0,001 0,655
MIR1 (HvPrx40) 0,02585 0,01282 2,90995 p<0,01 0,682
(CK567319)

WIR1 (contig5974) 0,04061 0,02305 2,48115 p<0,05 0,805

Die Sequenzen aller analysierten Kandidatengene sind auf genetische Diversitit tiberpriift
worden. Die Kandidatengene mit einem signifikanten Tajima’s D-Wert sind in Tabelle 3.15
aufgelistet. In der Tabelle sind der Genname, der Pi-Wert, der Theta-Wert, der Tajima’s D-
Wert, die Signifikanz des Tajima’s D-Wertes und die Haplotypendiversitit angegeben. Die
Kandidatengene FM 01, HO02M14, H006D23, HU02G09, HvGER2, HPrx08, HPrx40
und WIR1 weisen positive Tajima’s D-Werte auf, was auf balancierte Selektion oder auf
einen Populationsengpass hindeutet. Das Gen Glutathione-S-transferase zeigte einen
signifikanten negativen Tajima’s D-Wert und scheint somit unter aufgereinigtem

Selektionsdruck zu stehen.

3.1.5 Identifizierung von Aminosdureaustauschen in assoziierten Genen

SNP- und oder Haplotypen von 21 analysierten Kandidatengenen zeigte eine Assoziation zu
Mehltauresistenz bzw. Mehltauanfilligkeit. Die assoziierten SNP sowie SNP, die an der
Bildung eines assoziierten Haplotyps beteiligt waren, wurden auf ihren Einfluss, einen
Aminosdureaustausch zur Folge zu haben, untersucht.

In Tabelle 3.16 sind die SNP- und Haplotypenmuster assoziierter Kandidatengene, bei denen
ein Aminosdureaustausch stattgefunden hat, angegeben. Ein Aminosdureaustausch
assoziierter SNP, bzw. SNP, die einen assoziierten Haplotyp formten, konnte bei sechs

Kandidatengenen beobachtet werden.
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Bei Calreticulin zeigte SNP12 eine signifikante Assoziation zum Phénotyp von Interesse;
dieser SNP12 ist im Intronbereich des Gens gelegen. Aulerdem assoziierte Haplotyp6
signifikant zu Mehltauresistenz. Dieser Haplotyp unterscheidet sich unter anderem durch die
Allelform von SNP4 von anderen Haplotypen dieses Gens. SNP4 per se zeigte keine
signifikante Assoziation, ist aber ein Exon-SNP, der einen Aminosdurewechsel zur Folge
hat; es findet ein Austausch der Aminosdure Glycin zu Argin statt.

Fir das Gen alpha-beta-Hydrolase konnten drei signifikant assoziierte SNP detektiert
werden, die einen Aminosdureaustausch zur Folge haben. Bei SNP2 findet ein Wechsel der
Aminosdure Glutamin zu Arginin statt; die Aminosdure Valin wird von der Aminosdure
Alanin bei SNP3 ersetzt; und SNP5 bewirkt einen Austausch der Aminoséure Tryptophan
mit Arginin.

Das Kandidatengen Oxidoreductase wies einen assoziierten SNP (SNP3) und zwei
assoziierte Haplotypen (H6 und H8) auf. SNP3 ist im Intronbereich des Gens lokalisiert und
kann somit fiir keinen Aminosiureaustausch verantwortlich sein. Die signifikant assoziierten
Haplotypen H6 und HS8 unterscheiden sich unter anderem durch die Allelform von SNP17
zu anderen Haplotypen dieses Gens. Dieser SNP17 ist ein Exon-SNP, der zwar keine
signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz zeigte, aber fiir einen Aminosdurewechsel
verantwortlich ist (Threonin zu Serin).

Drei signifikant assoziierte SNP der LLRK bewirken einen Aminosdureaustausch, SNP2
(Tyrosin zu Histidin), SNP7 (Threonin zu Alanin), SNP11 (Arginin zu Cystein) und SNP16
(Serin zu Glycin). Auch SNP6 veranlasst einen Aminosdureaustausch (Glutaminsidure zu
Glutamin), ebenso auch SNP12 (Arginin zu Leucin); aber beide SNP (SNP6 und SNP12)
zeigten keine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz.

Haplotypl des Kandidaten W IR1 zeigte eine signifikante Assoziation; dieser Haplotyp wird
von mehreren SNP bestimmt, die im Exonbereich des Gens liegen und auch
Aminosdureaustausche bedingen (vgl. Tab. 3.16). Keiner dieser SNP zeigte jedoch eine
signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz.

Fiir das Gen WR K'Y 2 konnten zwei signifikante SNP, die im Exonbereich des Gens liegen
bestimmt werden. SNP2 ist ein S//ént Polymorphismus, wihrend SNP6 zu einem

Aminosadureaustausch von Alanin zu Glutaminsaure fiihrt.

3.2 Genetische Kartierung assoziierter Gene

Einundzwanzig Kandidatengene zeigten eine signifikante Assoziation zu Mehltauresistenz,
bzw. Mehltauanfilligkeit. Zwolf assoziierte Kandidatengene konnten auf einer genetischen

Karte, die eine Consensus-Karte aus den Populationen Nurex x Tremois; L94 x Vada;
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CebadaCapa x SusPtrit; SusPtrit x Vada; Oregon Wolfe Barleys und Steptoe x Morex
darstellt, kartiert werden (Abbildung 3.14).

3.2.1 Kartierung assoziierter Gene im gesamten Gerstengenom

Die Kandidatengene Vacuolar targeting receptor, protein with unknown function und
Calreticulin kartierten auf Chromosom 2H der Gerste. Sie wiesen keine Kolokalisierung zu
bekannten Mehltauresistenz-QTLs auf. Sieben signifikant assoziierte Kandidatengene waren
auf dem Gersten-Chromosom 5H lokalisiert. Eine Gruppe von sechs assoziierten Kandidaten
auf dem kurzen Arm dieses Chromosoms ist in einem Bereich gelegen, der als
Mehltauresistenz-QTL aus dem ,,.Dom* Eltern der Orégon Wolfe Barley Population
beschrieben wurde (Aghnoum et al. 2010). Dieser Bereich auf Chromosom 5H wird in
Kapitel 3.2.2 ausfiihrlich besprochen. AuBlerdem Kartierten ein LSD1-Gen auf dem langen
Arm von Chromosom 5H in einem Bereich, der als QTL-Region fiir Mehltauresistenz
(Genotyp: Vada) beschrieben wurde. Der signifikant assoziierte Kandidat BA X-Inhibitor1
war auf Chromosom 6H lokalisiert. Auch dieses Gen kartierte in einem QTL-Intervall fiir
Mehltauresistenz (Genotyp: CebadaCapa). Der Transkriptionsfaktor WRKY1 zeigte eine
signifikante Assoziation zu Mehltauresistenz und war auf Chromosom 7H der Gerste
lokalisiert.

Fiir die signifikant assoziierten Kandidaten ACC-oxidase, Aspartate protease gene, BASI,
alpha-beta-Hydrolase, Methionine-Synthase 2, MIR6, 12-OPD-reductase, Peroxiredoxin und
WRKY?2 liegen keine Kartierungsergebnisse vor, da die verwendete Kartierungspopulation
Steptoe x Morex keinen Polymorphismus im analysierten Genfragment aufwies.

Auf Chromosom 1H der Gerste ist die komplexe allelische Serie des Mehltauresistenzgens
Mia lokalisiert; das m/o-Resistenzgen kartiert auf Chromosom 4H. Keines der signifikant
assoziierten Kandidatengene, deren genetische Kartenposition in dieser Studie bestimmt
wurde, war auf einem dieser beiden Chromosomen (1H und 4H) lokalisiert, was gegen eine

scheinbare Assoziation durch Kopplung an das M/a- oder m/o-Gen spricht.
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Abb. 3.14: Position von 12 assoziierten Kandidatengenen (rot) in einer genetischen Karte des Gerstengenoms mit Angabe zu Kolokalisierung zu Mehltauresistenz-
QTL (ausgefiillter Balken: Mehltauresistenz-QTL im Keimlingsstadium; schraffierter Balken: Mehltauresistenz-QTL im Adultpflanzenstadium)
(verdndert nach Aghnoum et al. 2010).
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3.2.2 Assoziierte Gene auf Chromosom 5H

Die ersten Kartierungsergebnisse signifikant assoziierter Kandidatengene mit
Mehltauresistenz ergaben eine enge Kolokalisierung der Kandidaten LLRK und WIR1 auf
Chromosom 5H. Diese beiden Kandidatengene kartierten in eine Genregion, die als QTL fiir
Mehltauresistenz beschrieben wurde (Aghnoum et al. 2010) (vgl. Abbildung 3.14).
Aufgrund dieses Sachverhalts wurde eine ausfiihrliche Untersuchung dieses
Genombereiches in Angriff genommen und benachbarte Gene in die Assoziationsstudie mit

einbezogen.

3.2.2.1 Assoziationsverrechnungen und LD-Analyse auf Chromosom SHS

Genfragmente von 22 Kandidatengenen, die in direkter Umgebung der Gene LLRK und
WIR1 auf Chromosom 5H positioniert waren, wurden auf ihre Assoziation zu
Mehltauresistenz hin untersucht. Die Position der benachbarten Gene wurde auf Basis
verschiedener  Kartierungspopulationen  bestimmt (QSM  (Moscou  personliche
Kommunikation) und Steptoe/Morex). Polymorphismen von sechs Kandidatengenen wiesen
eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz auf. Es handelte sich hier um die
Kandidatengene MBD10, Glutaredoxin, Oxidoreductase, WIR1, LLRK und LSD1. Die
Ergebnisse der Assoziationsverrechnungen wurden bereits in Kapitel 3.1.4.3 beschrieben;
eine Darstellung des intragenen Kopplungsungleichgewichts dieser Kandidaten erfolgte
bereits in Kapitel 3.1.4.5.

Die Assoziationsverrechnung wurde sowohl fiir SNP-Daten als auch fiir Haplotyp-Daten der
Kandidaten durchgefiihrt. In Abbildung 3.15 sind die —log (p)-Werte und die LD (/inkage
disequilibrium)-Abfille dieses Lokus dargestellt. Es wurden drei verschiedene Ansitze zur
Berechnung der genetischen Distanzen verfolgt: Die beiden verwendeten Populationen
wurden zum einen getrennt voneinander betrachtet und der dritte Ansatz beschreibt die
genetischen Distanzen auf Basis einer Konsensuskarten-Berechnung zwischen den
verschiedenen Populationen. Die Konsensus-Berechnung erfolgte mit dem Programm
JoinMap® 4 (Van Ooijen (2006)). Auf der linken Seite der Abbildung sind die
verschiedenen —log(p)-Profile dargestellt. Es wurde pro Gen der signifikanteste SNP und
Haplotyp ausgewdhlt. Signifikant assoziierte SNP, bzw. Haplotypen sind mit einer
ausgefiillten Raute (#) dargestellt, nicht assoziierte SNPs und Haplotypen sind mit einer
leeren Raute (0) dargestellt. In der grafischen Darstellung des LD-Abfalls sind die

signifikant assoziierten Gene rot, nicht signifikant assoziierte Gene sind schwarz dargestellt.
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Abb. 3.15: -log(p)-Profile und LD-Abfall des Lokus auf Chromosom S5HS in den

Kartierungspopulationen QSM und Steptoe/Morex, sowie in der Konsensus
Karte beider Populationen

Referenzgen der Berechnung des LD-Abfalls in der QSM-Population
(0cM)=Oxidoreductase; Referenzgen der Berechnung des LD-Abfalls in der SM-
Population und Konsensus-Karte (0cM)=WIR1.

Vier Kandidatengene sind in der QSM-Population kartiert worden. Drei dieser Gene

(Oxidoreductase, LLRK und Glutaredoxin) zeigten eine signifikante Assoziation zu
Mehltauresistenz. Als Referenzpunkt (OcM) des LD-Profils der QSM-Population wurde das

Gen Oxidoreductase gewihlt, ein leichter Anstieg des R-Wertes zwischen den Kandidaten

Oxidoreductase und LLRK ist zu beobachten.
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In der Steptoe/Morex Population sind zehn Kandidatengene analysiert worden. Die Gene
WIR1 und ein unknown protéin zeigten eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz,
was sich auch in den hohen —log(p)-Werten widerspiegelt. Das LD fillt in der benachbarten
Region zu WIR1 (Referenzpunkt (0cM) des LD-Profils des Steptoe/Morex-Population)
stark und schnell ab. Ein leichter Anstieg ist zum unknown protein zu beobachten.

Die Darstellung des —log(p)-Profils der Konsensus Positionen zeigt verschiedene peaks an
diesem Lokus. Der —log(p)-Wert des signifikantesten Haplotyps des Kandidaten LSD1 bot
ein herausragendes Ergebnis. Dieser Kandidat kartierte auf Position 45,06cM und wies einen
—log(p)-Wert von 5 auf. An dieser Position Kartierte auch der Peak-Marker des
Mehltauresistenz-QTLs aus Oregon Wolfe Barley.

Das LD in diesem Genombereich (WIR1 als Referenzpunkt (0cM)) ist jedoch allgemein
niedrig. Es steigt zwar zwischen den assoziierten Kandidaten schwach an, jedoch nicht {iber
einen R’>-Wert von mehr als 0,24. Die assoziierten Kandidatengene an diesem Lokus
scheinen nicht aufgrund genetischer Kopplung signifikante Assoziationen zu zeigen,

sondern aufgrund von Selektion.

3.2.2.2 Funktionelle Analyse assoziierter Gene auf Chromosom 5HS mittels TIGS
(transient induced gene silencing)

Die assoziationsgenetische Analyse wies auf einen Bereich auf Chromosom 5H hin, in dem
Gene lokalisiert sind, die an einer Resistenzausprigung der Gerste bei Mehltaubefall
beteiligt zu sein scheinen. Dieser Bereich war als QTL-Region fiir Mehltauresistenz
beschrieben und die assoziationsgenetische Analyse identifizierte mit Mehltauresistenz
signifikant assoziierte Kandidaten. Signifikante Assoziationen konnen das Gen aufdecken,
das kausal an der Phéanotypausprigung beteiligt ist, sie konnen aber auch mit dem kausal-
verantwortlichen Gen gekoppelte Bereiche darstellen. Ohne das Wissen {iber das gesamt-
genomische Linkage Disequilibrium innerhalb der verwendeten Population, kann somit die
Identifizierung eines gekoppelten Bereiches anstatt des kausalen Gens nicht ausgeschlossen

werden.
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Abb. 3.16: Anfilligkeitsindex des mehltauanfilligen Kultivars Golden Promise nach
Beschuss mit RNAi-Konstrukten ausgewihlter Kandidaten von Chromosom
SHS in Relation zur (RNAi-Konstrukt-freien) Kontrolle (100%)

Eine Moglichkeit Gene, die in der Assoziationsstudie identifiziert wurden, funktional zu
analysieren, bietet das fransient induced silencing (TIGS)-System. Acht Kandidatengene,
die auf Chromosom 5HS kartieren, wurden in diesem System funktional getestet. Fiir jedes
der acht Kandidatengene wurde ein RNAi-Konstrukt erstellt und mittels biolistischen
Gentransfers in Epidermiszellen des Kultivars Golden Promise transferiert. Die behandelten
Blatter wurden mit Mehltau inokuliert und der Anfilligkeitsindex transformierter Zellen
wurde berechnet. Die Ergebnisse jedes Konstruktes wurden zur leeren Vektorkontrolle
(=100%) in Relation gesetzt (Abbildung 3.16).

Die Kandidaten Glutaredoxin, Thiosulfate sulfurtransferase, Protoporphyrinogen oxidase,
LSD1, LLRK und WIR1 (Douchkov et al. unverdffentlicht) wiesen einen signifikanten
Effekt auf (p<0,05). Die Herabregulierung der Expression dieser Gene hatte eine Reduktion
des Anfilligkeitsindexes zur Folge.

Das Ergebnis der signifikanten Assoziation zu Mehltauresistenz konnte fiir die Kandidaten
WIR1, Glutaredoxin, LLRK und LSD1 mit der funktionalen TIGS-Analyse bestitigt

werden.
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4. Diskussion

4.1 Resistenzphénotyp des verwendeten Gerstenmaterials

Jones et al. 2006 stellten das pflanzliche Immunsystem schematisch dar (vgl. Abbildung
1.3), in dem sie zwischen quantitativer Basalresistenz und rassenspezifisch-qualitativer
Resistenz unterschieden. Die Basalresistenz wird polygen vererbt und zeichnet sich durch
eine Penetrationsimmunitit aus; Zellwandverstirkungen verhindern das Eindringen des
Pilzes in die Wirtspflanzenzelle. Die rassenspezifisch-qualitative Resistenz hingegen ist
monogen vererbt. Der Pilz kann die Wirtspflanzenzelle penetrieren und die Abwehr
resultiert in einer hypersensitiven Zelltodreaktion (Jones et al. 2006). Im Pathosystem der
Gerste mit Gerstenmehltau sind verschiedene, einzeln wirkende Haupt-Resistenzgene (R-
Gene) bekannt, die zu einer inkompatiblen Interaktion fiithren. Ein gut untersuchter
Resistenzlokus stellt M/a (mildew locus a) dar. Dieser Resistenzlokus zeichnet sich durch
eine hohe Diversitit an Resistenzphdnotypen aus. Das Genprodukt des M/al-Allels fiihrt
zum Beispiel 18-24 Stunden nach Inokulation zu einer epidermalen hypersensitiven
Zelltodreaktion, wihrend bei Vorhandensein des Resistenzgenallels M/a7 erst 36-60
Stunden nach Inokulation hypersensitive Zelltodreaktionen in der Epidermis und im
Mesophyll zu beobachten sind (Boyd et al. 1995). Es ist moglich, dass diese monogen
bedingte Abwehrart in Form von nekrotischen Flecken makroskopisch sichtbar ist.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Identifizierung eines dauerhaften, quantitativen und
mlo-unabhéngigen Resistenzphdnotyps in Akzessionen der Sommergerste gegen den
Gerstenmehltau (Bgh), und die Assoziation allelischer Diversitit in Kandidatengenen mit
dieser Art von Resistenz. Die Resistenztests erfolgten mit zwei aus Deutschland
stammenden Mehltau-Isolaten, die eine Virulenz gegeniiber 42 Resistenzgene (R-Gene)
(vgl. Tabelle 2.3) aufwiesen. Als resistente Akzessionen wurden nur diejenigen ausgewdhlt,
die einen resistenten Phénotyp gegeniiber beiden Isolaten zeigten. 74,2% der resistenten
Akzessionen offenbarten im ,,defached leaf assay* makroskopisch sichtbare nekrotische
Flecken. Die restlichen 25,8% der Genotypen zeigten nach Inokulation mit Bgh chlorosen-
und nekrosenfreies, griines Blattgewebe (Beispiele sieche Abbildung 4.1). In dieser Studie
wurden unter anderem Landrassen unterschiedlicher Herkunft verwendet, die ziichterisch
bisher kaum genutzt wurden und folglich nicht im aktuellen Sortenmaterial vorhanden sind.
Es stellte sich nun die Frage, ob die Resistenz, die durch makroskopisch sichtbare

nekrotische Flecken gekennzeichnet war, wirklich eine rassenunabhingige, quantitative
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Resistenz darstellt oder doch von R-Genen abhingt, die im aktuellen, in Deutschland
angebauten Zuchtmaterial bisher nicht verwendet wurden. Im letzteren Fall hitte bisher kein
Selektionsdruck auf die hier verwendeten deutschen Mehltau-Isolate bestanden, diese R-
Gene zu iiberwinden. Um die Moglichkeit einer R-Gen bedingten Resistenz besser
beurteilen zu kénnen, wurden die resistenten Genotypen mit vier weiteren Mehltauisolaten
aus Israel getestet (vgl. Tab. 3.6). Die Auswahl dieser vier Isolate erfolgte aufgrund ihrer
Virulenz fir M/a-Allele der Wildgerste (Hordeum vulgare ssp. Spontaneum), die in
europdischem Zuchtmaterial bisher noch nicht genutzt werden. Somit sollten diese Isolate
Resistenzen aufgrund von M/a-Allelen in dem hier verwendeten Material brechen
(Dreiseitel and Dinoor 2004). Bei diesem Test konnte allerdings lediglich fiir einen Genotyp
(HOR3988) das M/a18-Gen nachgewiesen werden.

(A) Chlorosen- und nekrosenfreier
resistenter Phénotyp

(B) Resistenter Phanotyp mit
makroskopisch sichtbaren
Nekrosen

Q0Ce0dg

Y5

Abb. 4.1: Verschiedenartige makroskopisch sichtbare Auspridgungen der Resistenz

In allen anderen Akzessionen konnte auf diese Weise kein rassenspezifisches R-Gen
identifiziert werden. Die Interaktion zwischen den resistenten Gerstenakzessionen und dem
Mehltaupilz wurde auBBerdem mikroskopisch untersucht, um den resistenten Phanotyp niher
zu beschreiben. Dabei wurde eine Klassifizierung in papillire- und Post-

Penetrationsresistenz (hypersensitive Zelltodreaktion) durchgefiihrt (siche Abbildung 4.2).
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Bei 80,6% der Akzessionen konnte B9/ penetrieren und innerhalb der ersten 48 Stunden
elongierende, sekundidre Hyphen bilden. Bei 19,4% der Akzessionen lag eine papilldre
Penetrationsresistenz vor. Diese Beobachtung weist im Gegensatz zur makroskopischen
Resistenzanalyse mit den verwendeten sechs Bgf-Isolaten auf die Wirkung von monogen-

vererbten Haupt -R-Genen hin (Boyd et al. 1995; Jones und Dangl 2006).

A (A)  Resistenzantwort in Form
von Papillenbildung

(B)  Resistenzantwort in Form
von Hypersensitiver
Zelltodreaktion

Abb. 4.2: Verschiedenartige mikroskopisch sichtbare Ausprigungen der Resistenz

Moglicherweise lag eine Kombinationswirkung von Resistenz-QTLs (rassenunabhéngig)
und moderat wirksamen R-Gen(en) (HR) vor, wie kiirzlich Hu et al. 2008 fiir Reis
beschrieben. Reis-Sorten, die durch eine Pyramidisierung von QTLs und R-Gen
gekennzeichnet waren, zeigten einen starker ausgepriagten Resistenzphédnotyp als Sorten, die
lediglich das R-Gen aufwiesen. Auch die Kombination von QTLs allein (ohne R-Gen) zeigte
einen verstirkten Resistenzphénotyp. Die Akkumulation von QTLs und R-Genen, die fiir
sich allein einen geringen Resistenzphinotyp zeigen, in Kombination jedoch stark wirken,
bieten eine wertvolle Quelle fiir die Entwicklung von dauerhaften Resistenzen in der

Pflanzenziichtung.
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Um weitere Hinweise auf das Vererbungsmuster der beobachteten Resistenzen zu erhalten,
wurden im Winter 2008/2009 Kreuzungen zwischen ausgewéhlten resistenten Akzessionen
(HOR2573, HOR2932, HOR3271, HOR3726) und der mehltauanfilligen Sorte Morex
durchgefiihrt (V. Korzun, KWS-Lochow AG, unpubliziert). Entsprechende F2-Populationen
sollen im Anschluss an diese Arbeit hinsichtlich des Segregationsverhaltens der Resistenzen
getestet werden. Im Falle eines normalverteilten (transgressiven) Phanotyps kann auf eine

mafgebliche Beteiligung von Resistenz-QTLs geschlossen werden.

4.2 Assoziationsverrechnung

Gerste ist ein Selbstbefruchter und weist daher einen hohen Grad an Homozygotie auf.
Diese Homozygotie ermdglicht und vereinfacht viele genetische Untersuchungen und
erlaubt einen effizienten Einsatz neuer Analysemethoden in der Gerstengenetik. Die vielen
Ergebnisse zu Kartierungspopulationen und QTLs in der Gerste, die in den letzten Jahren
erzielt wurden, bieten gute Rahmenbedingungen fiir die Interpretation von Ergebnissen aus
genetischen Assoziationsberechnungen.

Das hohe, aktuelle Interesse an Assoziationsgenetik liegt in der Moglichkeit begriindet, eine
grole Menge an unterschiedlichen Genotypen gleichzeitig zu analysieren, was das
Auffinden multipler Allele an einem Lokus ermoglicht. Im Gegensatz dazu steht die
klassische QTL-Kartierungsanalyse, bei der lediglich Allele von zwei Kreuzungseltern
analysiert werden. Die genetischen Intervalle sind in einer Population fiir
Assoziationsanalyse wesentlich geringer als bei einer biparentalen Population, da in dem
Material viel mehr Meiosen stattfanden. Die Assoziationskartierung zeichnet sich folglich
durch eine hohere Prdzision aus, da die genetischen Kopplungsintervalle geringer sind
(Hayes et al. 2006).

In der hier durchgefiihrten Assoziationsanalyse wurde der Kandidatengen-gestiitze Ansatz
zur Identifizierung von Sequenzpolymorphismen gewihlt. Die Auswahl der Kandidatengene
fiir die Assoziationsanalyse erfolgte aufgrund ihrer vermuteten Beteiligung an der
Basalresistenz der Gerste gegen Pilzpathogene, insbesondere gegen Bgh. Die Auswahl
basierte auf den Ergebnissen folgender experimenteller Analysen: Expressions-Analysen
und TIGS-Experimente.

Weitere Kandidaten wurden auf der Basis von Literaturangaben zu Modellpflanzen wie
Arabidopsis thaliana ausgewihlt, insbesondere Gene, die im Zusammenhang mit
Signalwegen wie zum Beispiel dem Jasmonat- oder Ethylenweg beschrieben wurden. Trotz

der noch fehlenden phénotypischen Ergebnisse im Zielsystem Gerste-Bg/h wurden in dieser
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Arbeit auch fiir letztere Kandidatengen-Kategorie signifikante Assoziationen mit Resistenz

gefunden.

4.2.1 Signifikant assoziierte Kandidatengene

Das signifikant assoziierte Kandidatengen ACC-oxidase ist in den Syntheseweg der
Signalsubstanz Ethylen involviert. Eine Mutation dieses Gens kann zu einer verdnderten
Menge des Pflanzenhormons Ethylen fithren. Dieses Hormon besitzt regulatorische Wirkung
beim Reifeprozess und bei der Seneszenz (Giovanonni 2001). Haplotyp 2 der Aspartate
Protease zeigte eine signifikante Assoziation. Der iberwiegende Teil der Genotypen, die
diesen Haplotypen aufwiesen, prisentierten eine hypersensitive Zelltodreaktion als
Resistenzantwort. Proteasen sind in Protolysevorgidnge involviert. Die Protolyse spielt eine
wichtige Rolle in biologischen Prozessen, wie zum Beispiel Proteinabbau und
Pathogenabwehr. In Tomate und Tabak wurde eine Aspartate Protease beschrieben, die in
der Hydrolyse von extrazelluliren Proteinen beteiligt ist, die der Pathogenabwehr dienen
(Runeberg-Roos et al. 1994). Es ist anzunehmen, dass die Hydrolyse dieser Proteine an der
beobachteten Zelltodreaktion beteiligt ist. BAS1 gehort zur Gruppe der Peroxiredoxine.
Sowohl BASI1 als auch ein weiteres Peroxiredoxin zeigten signifikante Assoziationen.
Peroxiredoxine agieren als antioxidative Enzyme und zersetzen H,O,. Wasserstoffperoxyd
kann sowohl eine giftige Wirkung auf die lebende Pflanzenzelle ausiiben, es kann aber auch
die Funktion eines Signalstoffes innerhalb des pflanzlichen Organismus innehaben. Die
Mengenregulation von H,O, spielt im pflanzlichen Organismus folglich eine wichtige Rolle.
Die Proteinfamilie der Peroxiredoxine zeigen sowohl antioxidative Wirkung als auch
regulatorische Funktionen in Signalwegen (Dietz et al. 2006). Das signifikant assoziierte
Gen BAX-Inhibitor1 dient in der pflanzlichen Zelle als Suppressor von Zelltodreaktion und
ist am Endoplasmatischen Reticulum lokalisiert. In Gerste und Arabidopsis wurde dieses
Gen in Zusammenhang mit Pathogenabwehr diskutiert. (Hiickelhoven et al. 2003; Thara-
Ohori et al. 2007).

Ca®" dient als Signalstoff in der pflanzlichen Zelle. Calreticulin ist ein Protein, das Ca*"
speichert. Calreticulin zeigte eine signifikante Assoziation zur Mehltauanfilligkeit. Es ist
anzunchmen, dass eine Verdnderung der Ca’’-Konzentration in den Wirtszellen als
Signalstoff in der Gersten-Mehltau-Interaktion dient. Ein analysierter Haplotyp des
Kandidatengens Glutaredoxin zeigte eine signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz.
Glutaredoxine sind Glutathione-abhingige Oxidoreduktasen, die Proteine vor Schidigung
durch einen oxidative burst schiitzen (Sundaram et al. 2008). Glutaredoxin scheint in die

Resistenzantwort einer hypersensitiven Zelltodreaktion involviert zu sein, da diese Art von
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Resistenz von einem oxidative burst gepragt ist. Alle identifizierten SNP und Haplotypen
der alpha-beta-Hydrolase wiesen eine signifikante Assoziation auf. Diese groBe
Proteinfamilie katalysiert hydrolytische Reaktionen unter Verwendung einer Vielzahl von
Substraten. In Reis wurde das Gen Pir/7B beschrieben, das fiir eine alpha-beta-Hydrolase
codiert und in der Resistenzreaktion von Reis gegen den Erreger des Reisbrandes
Pyricularia oryzaé involviert ist (Wispi et al. 1998). Das Kandidatengen Vacuolar
targeting receptor wies einen signifikant assoziierten SNP auf; dieses Gen scheint eine
Rezeptorfunktion fiir den Transport zwischen Golgi-Apparat und Vacuole auszuiiben
(Kirsch et al. 1994). Fiir das Kandidatengen Methionine-Synthase 2 konnten ein SNP und
ein Haplotyp identifiziert werden, die eine signifikante Assoziation aufwiesen. Dieser Klon
codiert flir eine Methionin-Synthase. Methionin ist eine Aminosdure, die neben ihrer
Funktion als Baustein fiir Proteine, auch eine Bedeutung in der Synthese von
Pflanzenhormonen wie z.B. Cytokinin und Ethylen aufweist und der somit auch eine
Bedeutung in der Pathogenabwehr zugesprochen wird (Ravanel et al. 1998). MBD10 wies
sowohl einen signifikant assoziierten SNP als auch Haplotyp auf. Dieses Gen codiert fiir ein
methyl-binding protein, diese Proteinfamilie ist an der epigenetischen Regulation von
Genexpression involviert; diese Proteine erkennen methylierte DNA-Stellen und binden an
diese. Sie spielen eine Rolle im Entwicklungsprozess der Pflanze (Yano et al. 2006).

Das Enzym Chorismat-Synthase befindet sich an siebter Stelle des Shikimat-Synthese-
Wegs. Das Kandidatengen MIR6 codiert fiir dieses Enzym und zwei SNP wiesen eine
signifikante Assoziation auf. Der Shikimat-Synthese-Weg dient zur Bildung von
aromatischen Aminosduren und ist fiir den Proteinaufbau wichtig. Ein SNP und ein
Haplotyp des Gens 12-0PD-Reduktase zeigten eine Assoziation zur Mehltauresistenz.
Dieses Gen ist bei der Bildung von Jasmonat, einem pflanzlichen Enzym, das auch bei der
Pathogenabwehr eine Rolle spielt, von Bedeutung (Zierold 2005). Das Enzym
Oxidoreduktase spielt bei der Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, die bei der
Pathogenabwehr genutzt werden, eine wichtige Rolle. Zwei Haplotypen und ein SNP dieses
Gens wurden in dieser Studie als signifikant assoziiert nachgewiesen. 86% der detektierten
SNP, sowie ein Haplotyp des Kandidatengens LLRK zeigten signifikante Assoziation.
Rezeptorkinasen stellen eine groe Genfamilie in Pflanzen dar, sie sind in Signalwege, die
durch Hormone gesteuert werden, Meristementwicklung, Differenzierung von Zellen und
Pathogenabwehr involviert. WIR1 stellt ein Gen dar, welches die pflanzliche
Pathogenabwehr beeinflusst und in der pflanzlichen Zellwand lokalisiert ist (Schweizer et al.

1999). In dieser Studie wurde ein Haplotyp dieses Gens als signifikant assoziiert
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identifiziert. Zwei Kandidaten aus der WRKY-Transkriptionsfaktor-Familie WRKY1 und
WRKY2 wurden in dieser Studie als ,signifikant assoziiert“ analysiert. Diese Faktoren
dienen als negative Regulatoren der Pathogenabwehr (Eulgem et al. 1999, Shen et al. 2007).

LSD1 (/esion simulating diseasel) wurde in der Literatur als Regulator von hypersensitiver
Zelltodreaktion (HR) beschrieben (Keisa et al. 2008). In Gerste sind drei homologe LSD1
Gene bekannt, die alle eine Zink-Finger-Doméne aufweisen. Zwei homologe LSD1 Gene
wurden in der hier durchgefiihrten Assoziationsanalyse getestet, und beide zeigten eine
signifikante Assoziation zur Mehltauresistenz. Diese Gene weisen hoch konservierte Exon-
Lingen, sowie identische Anordnung der Zink-Finger-Dominen auf. Die hohe Ahnlichkeit
dieser zwei homologen Gene deutet auf eine Genduplikation hin.

Abbildung 4.3 zeigt die genetische Lokalisierung von 12 assoziierten Kandidatengenen im
Gerstengenom (Aghnoum et al. 2010). AuBlerdem beinhaltet diese Karte die genetischen
Positionen von Mehltauresistenz-QTLs und R-Genen. QTL-Regionen sind durch Balken an
der rechten Seite des Chromosoms gekennzeichnet. Schraffierte Balken bezeichnen Adult-
Pflanzen QTLs, ausgefiillte Balken kennzeichnen QTLs, die im Keimlingsstadium entdeckt
wurden. Die Position von R-Genen ist durch eine griine Firbung dargestellt. Die Position
der assoziierten Kandidatengene ist in roter Farbe hervorgehoben. Die Kandidaten Vacuolar-
targeting-receptor, Calreticulin und BAX-Inhibitor 1 kolokalisieren zu Resistenz-QTLs bei
adulten Pflanzen. Glutaredoxin, Oxidoreductase, WIR1, LLRK und LSDI1 kartieren in einen
QTL-Intervall fiir Keimlingsresistenz auf Chromosom 5H. Auch das zweite analysierte
LSD1 Gen kartieret auf dem langen Arm von Chromosom 5H in einen Keimlingsresistenz-
QTL. Kein assoziiertes Kandidatengen, fiir das eine genetische Position bekannt ist, kartiert
in die Nidhe von bekannten R-Genen. Comadran et al. (2009) fanden hingegen in ihrer
Studie mit Mehltauresistenz assoziierte DArT-Marker, die in Regionen kartierten, wo auch
R-Gene (z.B. M/a auf Chromosom 1H) lokalisiert sind. Die in dieser Studie beobachtet
Kolokalisierung zu Resistenz-QTLs deutet darauf hin, dass bei den hier beobachteten
Resistenzphidnotypen quantitative Basalresistenz eine Rolle spielt.

Die Ergebnisse der Assoziationsanalyse wiesen auf einen interessanten Bereich auf
Chromosom 5H hin. Zwei Kandidatengene, die eine signifikante Assoziation zur

Mehltauresistenz aufwiesen, kartierten in die gleiche Region auf diesem Chromosom.
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WIR1 Kkartierte bei 37,78cM und LLRK bei 41,48cM. Interessanterweise wurde dieser
Chromosombereich im ,,Dom* Eltern der Orégon Wolfe Barlgy Population als Mehltau-QTL
identifiziert (Aghnoum et al. 2010) und auch benachbarte Gene zeigten eine signifikante
Assoziation zur Mehltauresistenz (Glutaredoxin, Oxidoreductase und LSD1). Eine
detaillierte Analyse des Einflusses der assoziierter SNP und Haplotypen auf die Funktion
des Gens gibt auBerdem einen Hinweis auf einen kausalen Zusammenhang der
identifizierten Assoziationen zum Phénotyp. Die signifikant assoziierten Polymorphismen
wurden dahingehend untersucht, ob sie einen Aminosédureaustausch zur Folge haben, was zu
einer Verinderung der Proteinstruktur und letztendlich zu einer Anderung der Funktion des

Proteins fithren kann.

4.2.2 Gefahr der Identifizierung falsch-positiver Assoziationen

Das Problem der Identifizierung von falsch positiven Assoziationen darf nicht unterschitzt
werden. Es existieren verschiedene Methoden, diese Gefahr zu minimieren (Oraguzie et al.
2007). Eine Verringerung des Risikos falsch-positive Assoziationen zu detektieren, wird
durch die  Einbeziechung der  Populationsstruktur ~ (Q-Matrix) und  der
Verwandschaftskoeffizienten (K-Matrix) in die statistische Berechnung erreicht. Eine
weitere, einfache aber effiziente Methode stellt die Hauptkomponentenanalyse (PCA) dar.
Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine Kombination aus Populationsstruktur (Q-Matrix) und
Verwandtschaftsanalyse (K-Matrix) in einem ,,mixed linear model* berechnet und in die
Assoziationsanalyse einbezogen. Die Populationsstruktur des hier verwendeten Materials
zeichnete sich durch vier Untergruppen aus. Die Gerstenakzessionen zeigten eine
Gruppierung aufgrund ihrer Herkiinfte. Kraakman et al. (2004) beobachteten in ihrer
Analyse eine Gruppierung der zwei- sowie der sechszeiligen Genotypen; Rostoks et al.
(2006b) beschrieben auch zwei Untergruppen in ihrer Population, hier zeigte sich eine
Gruppierung der Sommergersten und eine Gruppierung der Wintergersten. In der
Assoziationsstudie von Comadran et al. (2009) wurde eine Populationsstruktur in flinf
Untergruppen beschrieben, die sich auch in den Herkiinften des Materials begriindete. In der
Studie von Comadran et al. (2009) wurden DArT (Diversity Array Technology)-Marker auf
eine signifikante Assoziation zu Mehltauresistenz untersucht. Comadran et al. (2009)
verfolgten mehrere Ansédtze in ihrer Studie. Im ersten Ansatz berechneten sie die
Assoziationsanalyse ohne FEinbeziehung der Populationsstruktur. In anderen Ansétzen
korrigierten sie die Analyse unter Einbeziehung der Q-Matrix und der K-Matrix. In der
Assoziationsanalyse ohne Korrektur auf Populationsstruktur assoziierten 45,5% der DArT-

Marker mit Mehltauresistenz. Die korrigierte Berechnung unter Verwendung der K-Matrix
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lieferte das stringenteste Ergebnis (0,9% assoziierte DArT-Marker; 6,5% assoziierte Marker
bei FEinbeziechung der Q-Matrix) (Comadran et al. 2009). Die Einbeziehung der
Populationsstruktur in Assoziationsverrechnungen ist essentiell, um die Anzahl falsch-
positiver Assoziationen zu minimieren.

Die hohe genetische und physiologische Diversitdt des hier verwendeten Materials spiegelt
sich in der klaren Gruppierung in vier Untergruppen wider. Die Populationsstruktur basiert
auf den geografischen Herkiinften, was auf die unterschiedlichen Umwelten und
Selektionsdriicke hindeutet und zusammen mit relativ unabhéngigen Zuchtprozessen wohl
die hohe genetische Diversitit gepréagt hat. Eine Gruppierung aufgrund von Herkiinften kann
allerdings auch erfolgen, wenn das Material einer Herkunft einen ,,Schliisselvorfahr*
aufweist. So  zeigt tiirkisches  Gerstenmaterial zum  Beispiel ein  enges
Verwandtschaftsverhiltnis, da die Verwandschaftsbeziehungen stark von der Sorte 70kak
geprigt sind (Kilian et al. 2006).

In der hier vorgestellten Analyse wurden zusitzliche Assoziationsverrechnungen zu zwei
weiteren phénotypischen Eigenschaften (Zeiligkeit und Pflanzenhdhe) durchgefiihrt.
Polymorphismen von fiinf Kandidatengenen zeigten neben einer signifikanten Assoziation
zu Mehltauresistenz auch signifikante Assoziationen zur Zeiligkeit. Aufgrund dieser
Ergebnisse stellt sich die Frage, ob die Populationsstruktur (Q-Matrix) richtig gewahlt
wurde oder ob eine Strukturabhidngigkeit zur Zeiligkeit iibersehen wurde. Wie bereits
erwédhnt, spiegelte die hier analysierte Populationsstruktur die Herkiinfte der Akzessionen
wider. Jedoch zeigt sich auch innerhalb der Untergruppen eine ungleiche Verteilung der
zwei- und sechszeiligen Akzessionen (Untergruppe 1: 73% zweizeilig, 27% mehrzeilig; in
Untergruppe 2: 18% zweizeilig, 82% mehrzeilig; Untergruppe 3: 9% zweizeilig, 91%
mehrzeilig; Untergruppe 4: 85% zweizeilig, 15% mehrzeilig). Die Populationsstruktur der
vier Untergruppen spiegelt somit neben den Herkiinften auch die ungleiche Verteilung der
Zeiligkeit der Population wider und sollte demnach auch dem Einfluss der Zeiligkeit bei den
Assoziationsverrechnungen entgegenwirken.

Zwei Kandidatengene assoziierten sowohl mit Mehltauresistenz als auch mit Pflanzenhohe.
Die Assoziation der LLRK sowohl zu Mehltauresistenz als auch zu Pflanzenhéhe 1ésst sich
mit der Lokalisierung dieses Gens im Gerstengenom erkldaren. LLRK kartiert in eine Region,
in der sowohl ein QTL fiir Mehltauresistenz als auch fiir Pflanzenh6he beschrieben ist.

Eine zusidtzliche Analysemethode zum Auffinden richtig- oder falsch positiver
Assoziationen stellt die funktionelle Analyse der Kandidatengene in Form einer TIGS-

Analyse (fransient induced gene silencing) dar. Die Expression signifikant assoziierter Gene
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in der interessanten Genregion auf Chromosom 5H wurde mittels RNA1 unterdriickt und der
Einfluss auf Mehltaubefall untersucht. Die Expressionsreduzierung von WIR1 zeigte den
stiarksten Effekt und fiihrte zu einer signifikant hoheren Anfélligkeit. Auch fiir LSD1 konnte
ein signifikanter Effekt in der funktionellen Analyse nachgewiesen werden, hier wurde die
Anfalligkeit signifikant reduziert. Das positive Ergebnis aus der Assoziationsanalyse konnte
fir WIR1 und LSD1 mittels TIGS bestitigt werden, diese zwei Gene sind am

Resistenzverhalten der Gerste gegen Mehltau beteiligt.

4.2.3 LSD1 — Identifizierung des kausalen Gens des Resistenz QTLs auf Chromosom
5H?

LSD1 (/esion simulating diseasel) wird in der Literatur als Regulator von hypersensitiver
Zelltodreaktion (HR) beschrieben (Keisa et al 2008) (vergleiche Kapitel 4.2.1). Zwei LSDI1
Gene wurden in dieser Studie analysiert, die beide eine signifikante Assoziation zur
Mehltauresistenz aufwiesen. Ein LSD1-Gen kartierte in das QTL-Intervall (ca. 15-45¢cM)
auf Chromosom 5H. Von allen analysierten Kandidatengenen zeigte LSDI1 das
signifikanteste Assoziationsniveau zu Mehltauresistenz. AuBBerdem haben der peak-Marker
dieses Resistenz-QTLs und LSD1 die gleiche genetische Position. Auch die funktionale
Analyse von LSDI1mittels TIGS fiihrte zu einem signifikanten Ergebnis. Die Summe der
positiven Ergebnisse von LSDI1 in den verschiedenen Bereichen Assoziationsanalyse,
genetische Kartierung, sowie funktionale Analyse, machen dieses Gen zum interessantesten
Kandidaten dieser Studie und fordern somit eine intensivere Diskussion.

LSD1 scheint ein negativer Regulator von Zelltodreaktion zu sein und ist vermutlich in die
Regulation der Expression von Supeéroxide dismutase involviert (Epple et al. 2003).
AuBerdem wurde bestitigt, dass LSD1 an der Regulation von ROS (reactive oxygene
species) beteiligt ist (Mateo et al. 2004). Obwohl die genaue Funktion, wie LSDI
programmierte Zelltodreaktion beeinflusst, nicht bekannt ist, haben Versuche in Arabidopsis
thaliana zu der These gefiihrt, dass LSDI als ein zelluldrer Drehpunkt wirkt (Kaminaka et
al. 2006). Abbildung 4.4 zeigt ein Model, wie LSD1 programmierter Zelltodreaktion
beeinflussen konnte. Wihrend der Photosynthesereaktion finden Redoxreaktionen statt, die
zu einer Bildung von reactive oxygen species (ROS) fiihren. Diese ROS konnen der Pflanze
bei der Pathogenabwehr von Nutzen sein. Eine Kontrolle der Redoxreaktionen ist jedoch
notig, um einer Uberproduktion von ROS entgegenzuwirken. LSD1 scheint hier eine

Kontrollfunktion auszuiiben. Es wird durch die Redoxreaktionen in den Plastoquinonen
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reguliert und unterdriickt die ROS-Produktion aus der Photorespiration. Ethylen dient als
Signal fiir programmierte Zelltodreaktion. Die Produktion dieses Hormons wird indirekt von
LSD1 beeinflusst, da LSD1 auf die Bildung von EDS1 und PAD4 einwirkt. Auflerdem
reguliert LSD1 direkt oder indirekt die Expression von SOD (Superoxide dismutase) und
CAT (catalase) (Miihlenbock et al. 2008). Auch in Brassica oleracéa wurde ein Einfluss
von ALSD1 homologen Genen auf programmierte Zelltodreaktionen beschrieben (Coupe et
al. 2004).

Elektronentransportkette

Plastoquinon ———= Plastoquinon H,

» <’ Photorespiration/ROS
LSDI1

EDS1 CAT
PAD4 '| SOD

~. 1

ET/ROS
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Licht-Akklimatisierung/
Systemisch aktivierte Resistenz

A

Abb. 4.4: Model der Kaskade zu programmierten Zelltodreaktion unter Einfluss von LSD1
LSD1 weist Kontrollfunktion auf; es wird iiber Redoxreaktionen reguliert; LSD1 reguliert
indirekt die Ethylen (ET) Produktion.

(verdndert nach Miihlenbock et al. 2008).

4.2.4 Linkage Disequilibrium der analysierten Population im Vergleich zu anderen

Populationen und Pflanzenarten

Hohe Homozygotie resultiert in einer reduzierten Effektivitit an Rekombination, was
wiederum zu einer Erhohung des Kopplungsungleichgewichts (Linkage Disequilibrium)
fiihrt. Kenntnisse iiber das Ausmall von LD in einer Population sind von essentiellen
Nutzen, um eine Korrelation zwischen genotypischen und phédnotypischen Daten zu

identifizieren (Hayes et al. 2006). Dem Assoziationsgenetiker muss bekannt sein, iiber

131



DISKUSSION

welche Distanz LD in einer Population auftritt, um eine Aussage iiber die Niitzlichkeit von
molekularen Markern treffen zu konnen. Erstreckt sich LD {iiber geringe genetische
Distanzen, so ist eine hohe Anzahl an molekularen Markern nétig, um das gesamte Genom
flir eine genetische Analyse abzudecken. Jedoch bietet ein schneller LD-Abfall die
Moglichkeit, Merkmale sehr genau zu kartieren. Erstreckt sich das LD iiber groflere
genetische Distanzen, ist zum einen eine geringe Anzahl an molekularen Markern fiir eine
genomweite Analyse notig, die Moglichkeit der Feinkartierung eines Merkmals besteht
jedoch nicht (Barker et al. 2009). In dieser Studie wurde das LD anhand der identifizierten
SNP berechnet. Das Kopplungsungleichgewicht dieser Population kann als gering eingestuft
werden. Die SNP-Frequenz innerhalb einer Population und ihre Verteilung werden vom
Selektionsdruck beeinflusst. Auch Populations-bott/enecks, die auf die Kulturart eingewirkt
haben, beeinflussen das LD. Die Anzahl an Mutationen variiert zwischen Kulturarten und
auch zwischen verschiedenen Populationen (Barker et al. 2009). Barker et al. (2009)
analysierten in ihrer Studie SNP-Daten von Gerste, Weizen, Mais und Reis. Sie beschreiben
SNP-Frequenzen von 6,3 SNP/kb fiir Gerste, 16,5 SNP/kb fiir Weizen, 8, 9SNP/kb fiir Mais
und 4,2 SNP/kb fiir Reis. In der hier vorliegenden Gersten-Studie wurden 56.265
Basenpaare in 61 Genotypen analysiert und es wurden 977 SNP identifiziert. Diese Werte
entsprechen einer SNP-Frequenz von 17,36 SNP/kb, die deutlich hoher ist, als die von
Barker et al. (2009) beschriebene Frequenz (6,3 SNP/kb). In dieser Studie wurde folglich
hoch diverses Material eingesetzt (Landrassen), was sich auch in einem geringen LD der
Population widerspiegelt. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen von Caldwell
et al. (2006) und Morell et al. (2005), die auch ein geringeres LD in Landrassen als im

Sortenmaterial von Gerste beschrieben.

4.2.5 Assoziationsgenetik fiir quantitative Mehltauresistenz

Das Ziel dieser assoziationsgenetischen Analyse war die Identifizierung von
Kandidatengenen, die an quantitativer Mehltauresistenz beteiligt sind.

Die Phénotypisierung des verwendeten Pflanzenmaterials hinsichtlich rassenspezifischer,
bzw. rassenunspezifischer Resistenz stellte sich als schwierig dar.

Folgende Ergebnisse sprechen fiir eine rassenunspezifische Resistenz des Materials: Die
Gerstenakzessionen wurden mit sechs verschiedenen Mehltauisolaten getestet, die
unterschiedliche Virulenzspektren aufweisen. Die Boniturwerte ergaben, bis auf eine
Ausnahme (M/al18), keine klaren Unterschiede der Reaktion auf die verschiedenen

Pilzisolate mit unterschiedlichem Virulenzspektrum. Im Feldversuch, der unter natiirlichem

132



DISKUSSION

Infektionsdruck stattfand, konnte das Resistenzverhalten der Akzessionen auch bestitigt
werden.

Obwohl nicht sehr wahrscheinlich, konnte allerdings die beobachtete allgemein hdhere
Anfilligkeit der Akzessionen gegeniiber den israelischen Isolaten auf neue
rassenspezifische Resistenzgene hindeuten, die gegen die europdischen Isolate noch
wirksam sind, gegen die israelischen Isolate aber nicht differenzieren. Der liberwiegende
Teil der Akzessionen wies in der makroskopischen Untersuchung nekrotische Flecken auf.
In der mikroskopischen Untersuchung zeigten viele Akzessionen eine hypersensitive
Zelltodreaktion als Resistenzantwort. Die Literatur geht davon aus, dass es sich um eine
rassenspezifische Resistenz handelt, wenn der Pilz durch eine hypersensitive Zelltodreaktion
gestoppt wird (Boyd et al. 1995; Jones und Dangl 2006), was wiederum fiir das
Vorhandensein von rassenspezifischen Resistenzen spricht.

Die Analyse des Segregationsverhaltens in F2-Populationen, die aus einer Kreuzung
zwischen Mehltau-resistenter und -anfalliger Sorte hervorgeht, stellt eine Moglichkeit dar,
die Art der Resistenz genau zu bestimmen. Im Falle eines normalverteilten Phénotyps kann
auf eine maflgebliche Beteiligung von Resistenz-QTLs geschlossen werden. Zum Abschluss
der Arbeit wurden durch KWS-Lochow GmbH vier F2 Populationen resistenter
Akzessionen mit der anfilligen Sorte Morex erzeugt, die aber aus Zeitgriinden nicht mehr
phénotypisiert werden konnten.

Die PopulationsgroBe und Populationszusammensetzung hat einen EinfluB auf die
Durchfiihrung einer Assoziationsanalyse. Die geringe Populationsgrofle in dieser Studie 146t
eine geringe statistische Leistung bei der Berechnung der Assoziationen vermuten. Die
Unterteilung der Population in vier Untergruppen, gemill der ermittelteten Struktur,
verringert die statistische Leitung zusdtzlich. Jedoch konnten signifikante Assoziationen
erfolgreich identifiziert werden, da es sich hier um vorselektiertes Material handelt. Die
Population wurde gezielt ausgewdhlt, sie besteht aus zwei Extremgruppen beziiglich
Mehltauresistenz und —Anfalligkeit und ermoglichte somit eine erfolgreiche Durchfithrung
der Studie.

Bei der Interpretation von positiven Ergebnissen einer Assoziationsanalyse muss beachtet
werden, dass es sich auch um einen genetisch-gekoppelten Bereich handeln kann, der an der
Ausprigung des gewiinschten Merkmals nicht beteiligt ist. Eine funktionale Analyse der
Kandidatengene liefert weitere Hinweise fiir eine kausale Beteiligung an der
Merkmalsauspriagung. In der folgenden Tabelle 4.1 sind die 21 signifikant assoziierten

Kandidatengene dieser Studie aufgelistet. Diese Tabelle enthélt auBerdem die Information
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iiber einen moglichen TIGS- oder Regulationseffekt des Gens (funktionale Analyse), sowie

iiber mogliche Kolokalisierung zu Resistenz-QTLs.

Tab. 4.1: Signifikant assoziierte Kandidatengene mit zusétzlicher Information tiber TIGS-Effekt,
Regulationseffekt und Kolokalisierung mit Mehltau-Resistenz QTLs (n.a.=nicht analysiert)

Assoziation mit

. . Kolokalisierung
Gen-Name Gen-ID Mehltagr;mstgnz/ - TIGS-  Regulations- mit Mehltau-
anfilligkeit Effekt effekt Resistenz QTL
(p<0.01)
Glutaredoxin contig23773 9,90E-04 JA n.a. 5H
MBD 10 contig3489 4,90E-04 n.a. n.a SH
Oxidoreductase HA28H16 4,02E-05 NEIN n.a SH
Fectinclike receptor o519 3,88E-04 IA IA SH
inase
WIR1 anonymisiert 2,40E-04 JA n.a 5H
LSDI1 a contig10220 2,42E-04 JA n.a SH
12-OPD-reductase CK567317 6,38E-04 n.a n.a unbekannt
ACC-oxidase CA023817 2,40E-03 n.a. n.a unbekannt
Aspartate protease X56136 4,69E-04 n.a. n.a unbekannt
gene
BASI1 734917 6,77E-04 n.a. n.a unbekannt
BAX-Inhibitor1 AJ290421 1,00E-03 JA n.a 6H
Calreticulin 127349 4,56E-04 n.a n.a 2H
Unknown protein 1  anonymisiert 4,84E-06 JA n.a unbekannt
lgﬁ(lilrifaestj anonymisiert 1,57E-04 JA n.a unbekannt
Vacuolar targeting anonymisiert 3,29E-05 JA n.a 2H
receptor
Methionine anonymisiert 2,50E-03 JA n.a unbekannt
Synthase
LSDI b EU545234 1,21E-05 n.a. n.a unbekannt
MIR6 CA018053 1,66E-04 n.a JA unbekannt
Peroxyredoxin BU985101 4,55E-04 n.a n.a unbekannt
WRKY1 AJ536667 7,83E-04 JA n.a unbekannt

Die Kandidaten aus Tabelle 4.1 konnten in einer kleinen Population, die eine relativ geringe
statistische Leistung aufweist, identifiziert werden. Sie zeigten eine positive Assoziation
auch bei der Berechnung des mixed /inear models, das nach Comadran et al. (2009) die

stringenteste Berechnungsmethode darstellt.
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Eine ndhere Betrachtung der funktionalen Einordnung der Kandidaten (vgl. Kapitel 4.2.1)
zeigt eine iiberwiegende Einteilung in zwei Gruppen. Die erste Gruppe (z.B. Glutaredoxin,
Oxidoreduktase, BAX-Inhibitorl) ist direkt oder indirekt an hypersensitiven
Zelltodreaktionen und oxidative burst beteiligt. Die zweite Gruppe (z.B. ACC-oxidase,
Chorismate Synthase, LLRK) fungiert im Bereich der Signalwege der Pflanze; diese
Kandidaten sind zum Beispiel an der Bildung von Pflanzenhormonen, wie Ethylen oder
Jasmonat involviert. Die unterschiedliche funktionale Einteilung der Kandidaten spiegelt
auch die verschiedenartige phinotypische Ausprigung der Resistenz in der Population
wider.

Es konnten Kandidaten identifiziert werden, die neben einer signifikanten Assoziation, auch
einen funktionalen Effekt oder einen regulatorischen Effekt zeigten. Diese sind die
vielversprechensten Kandidaten filir weiterfithrende Analysen, wie zum Beispiel genetische
Transformationsversuche und die Herstellung von Mutanten.

In dieser Kandidatengen-gestiitzten assoziationsgenetischen Studie ist es gelungen,

agronomisch wichtige Kandidaten-Gene fiir Mehltauresistenz in Gerste zu identifizieren.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Identifizierung von Genen, die eine dauerhafte
quantitative, /Mm/o-unabhingige Mehltauresistenz in Gerste bedingen. Mehltau (B/umeria
graminis f.sp.hordei) stellt eine der wichtigsten Krankheiten bei Gerste dar.

Im Zuge dieser Arbeit wurden Gersten-Akzessionen identifiziert, die eine starke
Resistenzantwort gegen polyvirulente Mehltauisolate aufweisen.

Die Analysemethodik der Assoziationsstudie konnte erfolgreich angewendet werden, um
Gene zu identifizieren, die im Pathosystem Gerste-Mehltau involviert sind. Trotz der
geringen Populationsgrofle war es moglich signifikante Assoziationen zu identifizieren. In
dieser Studie wurden 21 signifikant assoziierte Gene identifiziert. Es wurden SNP- und
Haplotypmarker identifiziert, die fiir Selektionsvorgénge in der Ziichtung nutzbar sind. Die
Beteiligung an einer Mehltauresistenzantwort war bei einem Teil der identifizierten Genen
bereits bekannt wie zum Beispiel beim BAX-Inhibitor 1 (Hiickelhoven et al. 2003). Es
zeigten aber auch Gene, wie zum Beispiel LSD1 eine signifikante Assoziation, deren
Beteiligung an Resistenz in Gerste gegen Mehltau bisher noch nicht beschrieben wurde.

Die genetische Kartierung assoziierter Gene und die Kolokalisierung dieser Gene zu
Mehltauresistenz-QTLs ermdglichte die gezielte Analyse eines QTL-Intervalls. In diesem
Intervall wurde LSD1 detektiert. Dieses Gen zeigte signifikante Assoziation zu
Mehltauresistenz, es wies eine Kolokalisierung mit dem peak Marker dieses QTLs auf und
zeigte in der funktionellen TIGS-Analyse einen signifikanten Effekt. Somit konnte mit
LSD1 moglicherweise das kausale Gen des Mehltauresistenz-QTLs auf Chromosom 5H
identifiziert werden. Der schnelle LD-Abfall an diesem Lokus unterstiitzt auBerdem die
Annahme, dass LSD1 das ursdchliche Gen dieses QTLs ist. LSD1 koénnte also von
entscheidender Bedeutung fiir das Resistenzverhalten der Gerste gegeniiber dem echten
Gerstenmehltaupilz sein.

Die Ergebnisse der Assoziationsstudie wurden mit Ergebnissen aus vorangegangenen
Expressionsstudien sowie nachfolgenden funktionalen Analysen (TIGS = fransient induced
gene silencing) im Sinne einer Validierung zusammengefiihrt (vgl. Tab. 4.1).

Diese Gene stehen fiir zukiinftige Studien und weiterfiihrende Analysen zur Verfligung.
AulBlerdem wurde in dieser Studie eine Gerstenpopulation beschrieben, die fiir Grundlagen-
und angewandte Forschung hinsichtlich der Mehltauresistenz eine wertvolle Ressource

darstellt.
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6. Summary

The aim of this thesis was the identification of genes which are responsible for a
quantitative, durable and /m/0-independent powdery mildew resistance. Powdery mildew is a
very important disease in barley.

Barley accessions with novel genetic sources for powdery mildew resistance were identified.
The method of association genetics were successfully used for the identification of genes
which may be involved in the pathosysteme of barley with powdery mildew. It was possible
to identify significant associations although the population size was very low. In this study
21 significant associated genes could be identified. SNP and haplotype markers were
identified which can be used for selection in the barley breeding process. For some genes
such as BAX-inhibitor 1 (Hiickelhoven et al. 2003) the influence in powdery mildew
resistance in barley was already known. In addition, we could also detect genes for which an
effect on resistance mechanisms in barley was not yet shown (for example LSDI1). The
genetic mapping of associated candidate genes and the colocalisation to powdery mildew
resistance QTLs made it possible to analyse specific candidate genes in a QTL interval on
chromosome SHS. The most significant association was found with LSD1. In addition this
gene was colocalised with the peak-marker of a powdery mildew QTL on chromosome SH
and exhibited a significant effect upon silencing in the TIGS (transient induced gene
silencing) system.

Thus, it was possible to identify LSD1 as an excellent candidate gene of the powdery
mildew resistance QTL on chromosome 5SHS.

In general, the results of this association study were validated with results from QTL
analyses, from expression profiling and from gene silencing (TIGS). The most significant
genes are now available for further analyses. Also the population I described here represents

a valuable resource, which can be used in basic and applied research in barley.
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ANHANG

Boniturwerte aller analysierter Akzessionen

. Mittelwert
Test-Np AKESIONSoyia ey wve e SHA BT (CMIA)

) ( ) ( )) beider Isolate

1 HOR 305 11,81 10,63 11,22
> HOR997 26,75 2981 2878
3 HOR 1007 5,75 15,06 10,41
4 HOR 1013 26,31 29,56 27,94
5 HOR 4413 18,31 20,69 19,50
6 HOR 42 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
7 HOR 138 43,16 6,09 38,94 15,00 41,05
8 HOR 200 35,19 2,81 37,53 0,47 36,36
9 HOR 214 28,53 8,53 11,76 1,14 20,15
10 HOR 260 43.63 0.94 39.19 26,94 41,41
11 HOR 261 2,50 0,00 24,06 10,19 13,28
12 HOR 262 13.44 7.69 19.72 422 16,58
13 HOR 263 39.41 516 31,91 10,78 35,66
14 HOR 303 30,41 384 2631 6,06 28,36
15 HOR 683 13.58 133 1331 594 13,45
16 HOR728 575 0,00 13,66 303 9,70
17 HOR 736 16,69 444 575 325 1122
18 HOR 795 7,97 5,47 8,19 5,69 8,08
19 HOR 800 18,69 4,81 22,31 7,25 20,50
20 HOR 802 55,34 6,09 19,66 15,53 37,50
21 HOR 803 59,09 7,03 36,38 11,25 47,73
22 HOR 804 19,19 15,06 3,31 0,81 11,25
23 HOR 805 58,31 10,94 24,94 22,44 41,63
24 HOR 806 2375 8.25 2025 17.75 22,00
25 HORSII 38.03 14,03 36,13 375 37,08
26 HORSI3 49,88 0.63 3331 14,06 41,59
27 HORS31 38.22 278 208 0.28 33.75
28 HOR 842 358 1,08 358 1,08 358
29 HOR 843 14,63 12,13 26,75 11,25 20,69
30 HOR 844 32,38 0,00 45,97 1,41 39,17
31 HOR 847 29,56 5,63 30,97 1,41 30,27
32 HOR 878 24,31 3,63 33,78 4,22 29,05
33 HOR 1036 3,31 0,81 3,31 0,81 3,31
34 HOR 1135 17,66 5,84 24,31 8,06 20,98
35 HOR 1159 20,69 3.88 1241 503 16,55
36 HOR 1166 28,16 7,03 16.25 8.88 2220
37 HOR 1188 15.43 12,93 2391 7.6 19.67
38 HOR 1379 7,97 3,84 1188 363 9.92
39 HOR 1454 2431 10,88 9.59 7,09 16,95
40 HOR 1457 2,50 0,00 3,58 1,08 3,04
41 HOR 1468 21,34 11,04 21,23 8,33 21,28
42 HOR 1506 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
43 HOR 1581 22,44 2,69 39,41 5,16 30,92
44 HOR 1646 32,38 5,63 36,59 1,41 34,48
45 HOR 1647 2,50 0,00 3,31 0,81 291
46 HOR 1677 4,72 2,22 4,72 2,22 4,72
47 HOR 1769 36,72 597 34,97 12,66 35.84
43 HOR 1873 17.66 9,09 30,03 6,09 23.84
49 HOR 1894 13.84 8,00 17.85 1372 15.84
S0 HOR 2543 494 0.81 7,06 456 6,00
S| HOR 2551 250 0,00 250 0,00 250
52 HOR 2556 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
53 HOR 2558 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
54 HOR 2573 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
55 HOR 2591 4,13 1,63 2,50 0,00 3,31
56 HOR 2596 49,72 11,72 20,25 17,75 34,98
57 HOR 2826 38,00 0,00 26,75 11,25 32,38
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ANHANG

Fortsetzung: Boniturwerte aller analysierter Akzessionen

. Mittelwert
Test-Np AKESIONSoyia ey wve e SUA BT (CMIA)

) ( ) ( )) beider Isolate

58 HOR 2932 4,13 1,63 4,94 2,44 4,53
59 HOR 2937 553 3,03 7.88 538 670
60 HOR 2940 32,38 5,63 15,44 11,31 23,91
61  HOR 2941 250 0,00 250 0,00 250
62 HOR 3000 36,59 141 42,69 469 39,64
63 HOR 3025 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
64 HOR 3028 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
65 HOR 3034 39,88 1,88 19,78 17,28 29,83
66 HOR 3036 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
67 HOR 3041 21,60 7,96 13,22 10,72 17,41
68 HOR 3044 31,57 6,43 20,25 17,75 25,91
69  HOR 3052 4305 225 21,90 11,60 32,58
70 HOR 3075 510 2,60 250 0,00 3,80
71 HOR 3210 250 0,00 250 0,00 250
72 HOR 3270 250 0,00 250 0,00 250
73 HOR 3271 25.13 12,88 13,00 10,50 19,06
74 HOR 3272 3472 516 31,97 29,47 33,34
75 HOR 3275 40,34 2,34 37,66 23,78 39,00
76 HOR 3280 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
77 HOR 3537 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
78 HOR 3540 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
79 HOR 3726 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
80  HOR 3817 5113 2438 57.69 17.81 5441
81 HOR 3866 4925 1125 30,50 7.50 30.88
82 HOR 3941 61.44 933 59.09 1641 60.27
83 HOR 3962 28,16 7,03 37.06 469 32,61
84 HOR 3983 9,00 6.50 6.56 0.81 778
85 HOR 3984 9.81 0.81 1425 363 12,03
86 HOR 3988 17,44 14,94 10,41 7,91 13,92
87 HOR 3997 41,28 6,09 45,03 2,34 43,16
88 HOR 4020 15,08 8,86 20,25 17,75 17,66
89 HOR 4021 2,50 0,00 4,13 1,63 3,31
90 HOR 4024 19,50 4,44 38,59 4,09 29,05
91 HOR 4031 55,34 10,78 60,03 15,47 57,69
92 HOR 4047 50.66 141 4128 328 45.97
93 HOR 4060 75.50 0,00 54.41 16.41 64.95
94  HOR 4062 48,71 1071 46,04 8,04 4738
95 HOR 4063 4738 1.88 62.38 563 54.88
9  HOR 4064 41,62 1,74 50.72 335 46,17
97 HOR 4077 35,19 2,81 38,00 0,00 36,59
98 HOR 4259 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
99 HOR 4260 23,94 0,00 25,13 7,25 24,53
100 HOR 4266 61,44 0,00 63,78 2,34 62,61
101 HOR 4281 2,50 0,00 2,50 0,00 2,50
102 HOR 4282 61,44 14,06 46,91 5,16 54,17
103 HOR 4400 21,50 8.06 2305 538 2238
104 HOR 4401 60,97 7,03 52,53 7,97 56,75
105 HOR 4405 75.50 0,00 75.50 0,00 75.50
106 HOR 4406 66.13 469 4972 7.03 57.92
107 HOR 4407 75,50 0,00 55.19 7.81 65.34
108 HOR 4408 250 0,00 250 0,00 250
109 HOR 4414 51,13 24,38 37,67 2,48 44,40
110 HOR 4415 43,16 13,59 50,19 15,94 46,67
111 HOR 4416 42,22 9,84 57,69 17,81 49,95
112 HOR 4850 42 .84 7,66 41,13 0,63 41,98
K Ingrid 57,70 3,11 53,10 4,30 55,40
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IS1

ACC-Oxidase (CA023817)

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10
Intron Exon Exon Exon Exon Intron 5’UTR 5’UTR 5’UTR 5°UTR

125-
283 173 155 150 147 126

TA
TA
TA
TA
DEL
DEL
TA
TA

G
G
G
G
A
A

Qa

Alpha-beta-Hydrolase

Keine Angaben iiber Positionen, da es sich hier um ein anonymisiertes Gen handelt

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5  SNP6

A HI
A H2
A H3

HI
H2
H3
H4
H5
H6
H7
HS8

(uopInm JYoeWAT USqe3UuY UOPUIYIIOME JUIOY UUIM) ZUINbag UsUdpuBYIOA IOp
SOSSIUQASIH X-)SB[q SOP UIUOIYIOJA 91SId Sep Jne YoIs UdydIzoq JNS Iop uoqe3uesuonisoq

DONVHNY



Aspartate protease gene (X56136)

SNP1  SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNPI1 SNPI2 SNP13 SNP14 SNP15 SNP16 SNP17 SNP18 SNP19 SNP20
Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Exon Exon Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron

827-

828 840 983 1007 993 1035 1097 1119 1216 1228 1243 1249 1272 1313 1378

AT H1
AT H2
AT H3
AT H4
DEL H5
DEL H6
DEL H7
DEL H8
DEL H9
DEL H10
DEL HI1
DEL HI2

BAS1 (234917)

[4Y!

Intron

-41 - -81 (gezdhlt vom ersten ATG in vorhandener Sequenz)
TCCTTGCGCGAGCAAAACTGTGCTCGGCCCGGATGATAATT
DEL

ONVHNY



€Sl

BAX-Inhibitor 1 (AJ290421)

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5
598-
253 439 599 661 711

Intron Exon Intron Intron Intron

SNP6 SNP7 SNPS

712
Intron

736 754
Intron Intron

CG A H1

CG H2

DEL H3

DEL H4

CG H5

CG H6

CG H7

CG H8

CG H9

Calreticulin (L27349)
Exon Intron Intron Exon Exon Exon Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron
397 317 312 250 177 473 516 618 648 675 773 819 849 861 889

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNP11 SNP12 SNP13 SNP14 SNP15

aRaNalalaNa) > > > >
o) > > > > > > > > >

G
G
G
G
G
G
G
G
G

QQQQ QQEA s

> > > > >

> [ollalaRsEsEaNaNa)

HI
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10

DONVHNY



Glutaredoxin (contig23773)

Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron

181- Gezahlt vom ersten ATG

182 212 221 226 235 240 266 in vorhandener Sequenz
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7

DEL G G H1
DEL G H2
DEL H3
DEL H4

TT HS5

Oxidoreductase (BU983076)

Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron
562 572 612 618 641 653 657 671 702
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9

QQQ Q Q Qs
aRaNalaNa) > InliaiaRaNs]
> > > > > el > > >
> > > > > > > [olal > >
aEoNaNaNaNaY > > > > >

(€]
G
G
G
G
G
G
G
(€]
(€]

123!

Intron
709
SNP10

Intron
714
SNP11

Intron
715
SNP12

> [oloNaNaNay > > > > >

Intron
721
SNP13

Intron
729
SNP14

Intron
732
SNP15

Exon
794
SNP16

Q

> [2loNaRaRa s R o R

Exon
825
SNP17

H1
H2
H3
H4
H5
Ho6
H7
H8
H9
H10
H11

DONVHNY



SSl

LLRK (CD058363)

Exon Exon Exon  Exon
615 616 621 624

SNPI SNP2 SNP3 SNP4

A

A
G
A
A

LSD1 (T C148045)

Exon Exon

636 637

SNP5  SNP6

Exon

649

SNP7

Exon

651

SNP8

Exon

669

SNP9

Exon

672

SNP10

Exon

688

SNP11

Exon

689

SNP12

Exon Exon
717 720

SNP13  SNP14

Exon Exon

729 730

SNPI5  SNP16

Exon

733

SNP17

Exon

744

SNP18

Exon

756

SNP19

Exon
759
SNP20

A

A
A
A

Exon Intron
128 158
SNP1 SNP2

A

Exon
186
SNP3

Intron
214
SNP4

Intron
253
SNP5
A

A
A
A
A

Intron
369
SNP7
A

A
A
A

Intron
390
SNP8

Intron
409
SNP9

Intron
-13
SNP10

Exon

771

SNP21

H1
H2
H3
H4
H5
Hé6
H7
H8
H9

DONVHNY



oSl

LSD1 (EU545232)

Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron

146 180 246 337 464 467 472 528-554 575 583 590 229 377 384

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNPS8 SNP9 SNP10 SNP11 SNP12 SNP13 SNP14

A A A G G AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G Hl1
A A A G G €l AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G H2
A A A G A G CE AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G H3
A A A G G €l AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G H4
A A A G G G A | AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G H5
A A A G G G N AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G H6
A A A G G G CE AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G H7
A A A G G G N AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G HS
A A A G G G N AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAAG A G G H9
A A € € G G € DEL G G H10
A A G G G CE AATTATGGAGGATTTGAATCCGTAGG A G G H11
G A A G G G (€l AATTATGGAGAATTTGAATCCGTAGG A G G H12

MBD10 (contig3489)

Exon Exon Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron  Intron

191 226 365 372 374 375 411 425 436 496 501 511 522 531 570 574
SNPI SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNPI0 SNPI1 SNPI2 SNPI3 SNPI4 SNP15 SNP16

G G G A G H1
G G G G H2
G G A G G H3
G G H4
G € G G H5
G G G G H6
G G G G H7
G G G HS
G G G G HY
G G G G H10
G ¢ G G HIl
G G G G H12

DONVHNY



LS

Methionin-Synthase 2
Keine Angaben iiber Positionen, da es sich hier um ein anonymisiertes Gen handelt

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5

A H1
H2
H3
H4
HS
H6
MIR6
(CA018053)
Intro Intro Intro Intro Intro Intro Intro Intro Intro Intro Intro Intro
n n n Exon Exon n n n n Intron n n n n n
472 432 423 3890 329 279 246 255 257 261-332 675 708 730 881 1159
SNP1 SNP1 SNP1 SNP1 SNPI1
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 1 2 3 4 5
A DEL G Hl1
A DEL H2
A DEL H4
G DEL H5
AAATAAGCAGTGGTTTTCCTG
TTGGATGGCTCCTCTTTATTTT
TCTTTTATTTCAGTTCTTGCTT
GACCTA H6
DEL H7
DEL H8
DEL H11
H3, H9 und
H10
geloscht

DONVHNY



8S1

12-0PD-reductase (C K567317)

Intron Intron Intron Intron Intron Intron Exon Exon Exon Exon
109 143 155 159 193 200 484 522 455 478

SNP1 SNP2 SNP3 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNPI11

A

A

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

> > > Z

Peroxyredoxin (T C131600)

Exon Exon Exon Exon Exon Intron
157 175 179 216 499 529
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6

HI
H2
H4
H5
H7
HS8
H9
HI0
HI1
HI2
HI13

H3 und H6
geloscht

DONVHNY



6S1

unknown
Keine Angaben iiber Positionen, da es sich hier um ein anonymisiertes Gen handelt

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNPI11  SNP12 SNP13 SNP14 SNP15 SNP16 SNP17 SNPI8 SNP19 SNP20 SNP21

A DEL
A DEL
A DEL
A DEL
A DEL
A A A DEL
A A A DEL
A A A DEL
A A A DEL
A A A DEL
A A A | TACG
A A A | TACG
A A B oL

Fortsetzung von Tabelle unknown
Keine Angaben iiber Positionen, da es sich hier um ein anonymisiertes Gen handelt

SNP25  SNP26 ~ SNP27  SNP28  SNP29 SNP30 SNP31 SNP32 SNP33
DEL DEL A DEL DEL DEL CTTCTT GGCGTCGTC

DEL DEL A DEL DEL DEL CTTCTT GGCGTCGTC

DEL DEL DEL DEL DEL CTTCTT GGCGTCGTC
ACC CTTCTT GTCG CTTCTT GGCGTCGTC
ACC CTTCTT GTCG CTTCTT GGCGTCGTC
ACC CTTCTT GTCG CTTCTT GGCGTCGTC
ACC CTTCTT GTCG CTTCTT GGCGTCGTC
ACC CTTCTT GTCG DEL DEL
ACC CTTCTT GTCG CTTCTT DEL
ACC CTTCTT GTCG DEL DEL
ACC CTTCTT GTCG DEL DEL
ACC CTTCTT GTCG DEL DEL
ACC CTTCTT GTCG CTTCTT GACGTCGTC

»>

> > > > >

SNP34
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT

DEL
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT
TTTCTT

HI
H2
H3
H4
H5
H6
H7
HS
HY
HI0
HIl
HI2
HI3

G

SNP22 SNP23 SNP24

>

> > > > > >

G

DONVHNY



091

Vacuolar targeting receptor
Keine Angaben iiber Positionen, da es sich hier um ein anonymisiertes Gen handelt
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNP11 SNPI12 SNP13 SNP14 SNP15 SNP16 SNP17 SNPIS8

A A AAA
A C A A DEL
A C A A DEL
A C A A AA
A C A A DEL
A C A A AAA
DEL DEL C A A AA
DEL DEL C A A AA

Fortsetzung von Tabelle Vacuolar targeting receptor
Keine Angaben iiber Positionen, da es sich hier um ein anonymisiertes Gen handelt

SNP19 SNP20 SNP21 SNP22 SNP23 SNP24 SNP25 SNP26 SNP27
A A CCAAATCATCACC A A C C G C
A A DEL DEL G A G
A A DEL DEL G A G
C SH CCAAATCATCACC DEL G A G
A A DEL DEL G A G
A S CCAAATCATCACC DEL G A G
A A CCAAATCATCACC DEL G A G
A G A G

Sl CCAAATCATCACC DEL

DONVHNY



191

WIR1 (contigh974)

Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon 3’UTR 3°UTR 3°UTR 3’UTR 3’UTR 3°UTR
282 285 297 319 326 S5 357 358 385 405 420 432 457 461 472 481 485 487 00 32 g0 559 sy Ol 56

335 505 548 564
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNPI1 SNP12 SNP13 SNP14 SNP15 SNP16 SNP17 SNP18 SNP19 SNP20 SNP21 SNP22 SNP23 SNP24 SNP25
Del G G G Del Del Del Del H1
TCC 3 Del Del TTCC H2
TCC 3 3 TTCC H3
Del Del H4
TCC TTCC H5
TCC TTCC Ho6
TCC TTCC H7
TCC TTCC H8
TCC TTCC H9

SNP19: G=GTAAAG

SNP20: A=ACCCTATTAACGGCGCGCCCCCCC

WRKY1 (AJ536667)
Exon Exon Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron Intron
624 631 653 839 840 842-844 851 870 895 898 900
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNPI0 SNPI1

DEL DEL G H1
DEL G 3 H2
DEL DEL G 3 H3
DEL DEL 3 3 H4
DEL DEL H5
DEL DEL Hé
DEL DEL H7
DEL GTG H8
DEL DEL H9
DEL DEL H10
DEL DEL H11
DEL DEL H12

ONVHNY



91

WRKY2 (AJ853838)

Exon
600
SNP1

G
G
€
G
G
G
G
G

Exon
607
SNP2

Exon
629
SNP3

Exon
815
SNP4

Exon
817-819
SNP5
Del
Del
Del
GTG
Del
Del
Del
Del
Del
Del

Exon
842
SNP6

Exon
868
SNP7

G

G

Exon
871
SNP8
G

G

G

Exon
872
SNP9

HI
H2
H3
H4
H5
H6
H7
HS8
H9
HI0

DONVHNY
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