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Nutzung von genomischen Ressourcen aus Reis
und Gerste zur gezielten Markierung von Genen
der Befruchtungskontrolle bei Roggen
B. HACKAUF, H. WORTMANN und P. WEHLING

Einleitung

Genetisch determinierte Mechanismen
der Befruchtungskontrolle sind in der
Evolution der Blitenpflanzen wie in der
modernen Pflanzenziichtung von zentra-
ler Bedeutung. Im Roggen (Secale cere-
ale L.) sind zwei genetische Mechanis-
men bekannt, die eine Befruchtungskon-
trolle durch Befruchtungslenkung bzw.
Disfunktionalitat von Pollenkdrnern be-
dingen: Selbstinkompatibilitat (SI) und
cytoplasmatische mannliche Sterilitét
(cms).

Sl im Roggen wird durch zwei komple-
mentér wirkende Genorte, S and Z, kon-
trolliert (LUNDQVIST 1956), die auf
Chromosom 1R (WRICKE and WEH-
LING 1985) und 2R (GERTZ and WRI-
CKE 1989) lokalisiert sind. Im Gegen-
satz zu sporophytischen und gametophy-
tischen Selbstinkompatibilitatssystemen
einiger Familien dikotyler Pflanzen, flr
welche sowohl die mannliche als auch
die weibliche Komponente des S-Gens
isoliert werden konnte (vgl. NASRAL-
LAH 2005 zum Uberblick), sind die mo-
lekularen Grundlagen der bifaktoriellen
Sl in der Familie der Graser bislang un-
geklart. Fortschritte konnten indessen
hinsichtlich der Feinkartierung des S-
und Z-Locus in Phalaris (BIAN et al.
2004) sowie des Z-Locus bei Roggen
(HACKAUF und WEHLING 2005)
durch vergleichende Anséatze der Gen-
kartierung erzielt werden.

Die Hybridzuchtung bei Roggen wird
auf der Grundlage der cytoplasmatischen
ménnlichen Sterilitdt (GEIGER und
SCHNELL 1970) durchgefiihrt, wobei
die Nutzung des Pampa- (P-)-Cytoplas-
mas dominiert. Die Restauration der
mannlichen Fertilitat im P-Cytoplasma
ist abhangig von der Wirkung zweier do-
minanter Restorergene, Rfpl und Rfp2,

auf Chromosom 4RL (MIEDANER et
al. 2000). Sowohl fiir Rfp1 als auch fur
Rfp2 sind flankierende, dominante
SCAR-Marker entwickelt worden
(STRACKE et al. 2003). Eine zlchte-
risch ausreichend prézise Ansprache von
Rfp1 und Rfp2 ist allerdings mangels eng
gekoppelter, beidseitig flankierender, ko-
dominanter Marker bislang nicht még-
lich. Die Notwendigkeit solcher Werk-
zeuge ergibt sich zum ersten aus dem
Bedarf, Pollenelter-Genpools markerge-
stitzt mit Rfpl bzw. Rfp2 auszustatten,
um das Pollenschittungsvermdgen von
Hybriden zu verbessern. Zum zweiten ist
es wiinschenswert, mit Hilfe eng gekop-
pelter molekularer Marker rekombinativ
reduzierte Donorchromosomensegmen-
te identifizieren zu kbnnen mit dem Ziel,
die Korrelation von Restauration und
unerwiinschter Wuchshohe aufzubre-
chen.

Wir berichten tiber die laufende Entwick-
lung neuer, PCR-gestutzter Marker fir
den Selbstinkompatibilitatslocus S auf
Chromosom 1RS und fir das Restorer-
gen Rfpl auf Chromosom 4RL. Grund-
lage dieser Arbeiten ist die vergleichen-
de Genkartierung, welche fur eine geziel-
te Markerentwicklung ausgewéhlter Ge-
nombereiche im Roggen auf die Reis-
genomdaten zuriickgreift.

Markierung des Selbst-
inkompatibilitatslocus S

LI et al. (1994) identifizierten einen
cDNA-Klon (Bm2) als mutmaRlichen
Kandidaten fur das S-Gen im Gras Pha-
laris coerulescens, der mit dem S-Locus
in P. coerulescens kosegregierte, die zu
erwartende gewebespezifische Expressi-
on aufwies, Sequenzvariation unter ver-
schiedenen S-Haplotypen zeigte und fur
ein Thioredoxin-h kodierte. Ausgehend
von diesen Ergebnissen wurden von uns

im Roggen durch 5’-RACE-PCR Tran-
skripte mit Ahnlichkeit zu Thioredoxin-
h aus Pollen-cDNA verschiedener S-
Haplotypen des Roggens isoliert. Aus
diesen Untersuchungen resultierte der
Marker Xiac1(THL) (THL = thioredoxin-
h-like) (HACKAUF et al. 2003).

Die Kartierung von Xiacl(THL) relativ
zu S wurde zunéchst anhand einer S1-
Selbstungsfamilie (BAZ-1001) vorge-
nommen. Diese Familie segregierte am
S-Locus mit einem funktionellen (S) und
einem mutierten, Selbstkompatibilitat
bedingenden S-Allel (S ) und lief somit
eine 1:1:0-Aufspaltungvon S S :S S;:SS,
erwarten. Mit S kosegregierende Marker
sollten diesem Aufspaltungsmuster fol-
gen. Unter 93 Individuen traten drei Re-
kombinationsereignisse zwischen dem
mit Xiac1(THL) bezeichneten Thioredo-
xin-h-Genort und dem S-Locus auf (Ta-
belle 1). Ein anderer Marker, Xiac55,
kosegregierte im untersuchten Material
mit S.

Diese Befunde stehen in guter Uberein-
stimmung mit den Spaltungsdaten aus
einer S-Testerpopulation (BAZ-531), die
auf Kreuzungseltern mit zwei funktionel-
len S-Allelen zuriickgeht (Tabelle 2). In
dieser Nachkommenschaft aus der Kreu-
zungvom Typ S .S, Z,Z XS S,Z Z istnur
S,-Pollen auf dem mdutterlichen Elter
befruchtungsfahig. Legitime Nachkom-
men dieser Kreuzung missen somit am
S-Locus sowie an Markern, die mit S
ohne Rekombination gekoppelt sind, den
paternalen Genotyp zeigen. Maternale
Markergenotypen zeigen Rekombinati-
on mit S an.

Die unter 87 S-Genotypen der Familie
BAZ-531 zu beobachtenden Spaltungs-
daten erlauben es, den S-Locus innerhalb
eines 9,4 cM-Markerintervalls auf Chro-
mosom 1R zu kartieren. Unter 12 neuen
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Tabelle 1: Spaltungsdaten der Selbstungsfamilie BAZ-1001 fiir STS-Marker. M,, reprasentiert die Markergenotypen des
selbstinkompatiblen Elters. Engere Kopplung von Markerlocus M mit S bedingt groRere Abweichung von 1:2:1 am

Markerlocus.

Locus Position (cM) M., M., M,, n Chi? DF r(s,)

Xiag95 0.0 26 56 23 105 0.6 2 0.469 (0.069)
Xiac42 10.2 33 54 18 105 3.7 2 0.353 (0.066)
Xiac35 30.0 40 53 11 104 16.2* 2 0.216 (0.057)
Xiac40 44.0 49 54 2 105 43.8* 2 0.039 (0.027)
Prx7 46.1 49 56 1 106 42.2* 2 0.020 (0.019)
Xiac55 47.8 47 58 0 105 43.2* 2 0(0)

Xiac1(THL) 49.6 42 48 3 93 32.8* 2 0.067 (0.037)

* signifikant fur alpha = 0.05

Tabelle 2: Spaltungsdaten der S-Testerfamilie BAZ-531 fir STS-Marker. M, re-
prasentiert die maternalen Genotypen (und die Rekombinanten mit S), M, , die
paternalen Genotypen; Rek. und cM: Anzahl der Rekombinanten bzw. geneti-
sche Distanz zwischen benachbarten Loci. Die genetische Konstitution am S-
Locus wurde nicht direkt erfasst; stattdessen wurde die gemaf SI-Genetik zu
erwartende Zusammensetzung der Testkreuzungsnachkommenschaft (alle

S,S,) zugrundegelegt.

Marker M, M., Rek. N cM s 95%-Konf.-Intervall LOD
Xiac77 47 40

5 87 5.8 25 2.6 13.2 17.9
Xiag95 42 45

22 78 31.9 7.5 20.9 50.0 3.3
Xiac35 18 60

11 77 14.7 4.3 8.4 26.4 9.5
Xiac37 7 79

2 85 2.4 1.6 0.7 8.3 21.5
Xiac41l 5 81

0 86 0.0 0.0 0.0 4.2 25.9
Xiac78 5 82

5 86 5.8 2.6 2.6 13.4 17.6
Xiacs5 0 86

0 86 0.0 0.0 0.0 4.2 25.9
S 0 87

0 84 0.0 0.0 0.0 4.3 25.3
Xiac79 0 84

3 83 3.6 2.1 1.3 10.4 19.4
Xiac49 3 82

2 83 2.4 1.7 0.8 8.5 10.9
Xiac50 5 80

0 61 0.0 0.0 0.0 5.9 18.4
Xiacl(THL) 3 60

1 61 1.6 1.6 0.4 8.9 16.1
Xiac6 4 81

3 81 3.7 2.1 1.4 10.6 18.8
Xiac80 5 78

4 80 5.0 25 2.1 12.6 17.2
Xiac60 7 77

STS-Markern zeigen Xiac55 und Xiac79
Kosegregation mit dem S-Locus, wah-
rend die Rekombination zwischen S und
dem Thioredoxin-Marker Xiacl1(THL)
bestatigt wurde. In-situ-Testbestaubun-
gen bestatigten, dass alle drei fir
Xiacl(THL) homozygoten Individuen
selbst-inkompatibel sowie am S-Locus
heterozygot sind. Durch Genotypisie-
rung weiterer, ungekoppelter Marker
konnten desweiteren Selbstung und
Fremdeinstdubung als Ursachen der drei
maternalen Xiacl/THL)-Markergenoty-
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pen ausgeschlossen werden. Aufgrund
der somit bestéatigten Rekombination mit
S kommt das Thioredoxin-Gen im Rog-
gen nicht als Kandidat fur das S-Gen in
Betracht. Dies steht in Ubereinklang mit
den Schlussfolgerungen  von
LANGRIDGE et al. (1999) im Hinblick
auf die Rolle von Bm2 in P. coerulescens.
Sequenzanalyse und chromosomale Lo-
kalisation relativ zu Ankermarkern las-
sen den Schluss zu, dass es sich bei Bm2
und Xiacl(THL) um orthologe Genorte
in Phalaris und Roggen handelt. BIAN

et al. (2004) beschreiben Kosegregation
von Bm2 und S unter 844 Individuen. Die
von uns beobachtete Rekombination
zwischen Xiac1(THL) und S deutet dar-
auf hin, dass im Roggen die Rekombi-
nationshé&ufigkeit am S-Locus deutlich
hoéher ist als in Phalaris.

Durch Sequenzahnlichkeitsstudien
konnten die neuen 1RS-STS-Marker
Uber die zugrundeliegenden EST-Se-
quenzen mit dem Reisgenom verankert
werden. Fur die beiden mit dem S-Lo-
cus kosegregierenden Marker Xiac55
und Xiac79 konnten Gensequenzen mit
hochsignifikanter Sequenzahnlichkeit
auf Reischromosom R2 bzw. R10 iden-
tifiziert werden. Dies bedeutet, dass in
dem 9,4cM-Intervall, welches den S-
Locus im Roggen umschliefl3t, Rearran-
gements subgenomischer Bereiche vor-
liegen, welche die Kolinearitat zwischen
Roggen und Reis in dieser Region un-
terbrechen.

Markierung des Restorerlocus Rfp1

Die genomische Region auf Chromosom
4RL, in welcher die dominanten Restor-
ergene Rfpl und Rfp2 lokalisiert sind,
wurde mit dem Ansatz der vergleichen-
den Genkartierung (HACKAUF und
WEHLING 2005) mit zusétzlichen mo-
lekularen Markern angereichert. Die fir
Gerste und Weizen entwickelten EST-
Ressourcen sowie die Reisgenomdaten
ermdglichten es, 14 neue STS-Marker zu
entwickeln, die innerhalb eines 23,8cM-
Intervalls auf Chromosom 4RL Kartie-
ren. In einer F2-Familie, welche nicht fur
einen Restorerlocus spaltete, wurden die-
se neuen Marker relativ zu den von
STRACKE et al. (2003) beschriebenen
Markern SCY03 und SCXX04 Kartiert.
Die Kopplungsanalyse von 96 Individu-
en ergab, dass 8 der neuen STS-Marker
innerhalb der von SCY03 und SCXX04
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definierten, 6 cM weiten Zielregion lo-
kalisiert sind.

In zwei weiteren, fiir Rfpl aufspaltenden
F2-Familien wurden 155 Rfpl-Genoty-
pen durch Bonitur von Antherengrofe
und Pollenschiittungsvermdgen phéano-
typisiert. Die genetische Konstitution am
Rfp1-Locus wurde durch Nachkommen-
schaftstests bestimmt. Die Kopplungs-
analyse fiihrte zur Lokalisierung von
Rfpl in einem 1,3cM-Intervall, welches
distal und proximal von den neuen Mar-
kern Xiac76 bzw. Xiac86 definiert ist
(Abbildung 1). Beide STS-Marker wer-
den kodominant vererbt. Bei gleichzei-
tiger Betrachtung der beiden flankieren-
den Marker als Selektionskriterium er-
gibt sich eine Wahrscheinlichkeit von
lediglich 0.0043 % flr eine Rekombina-
tion zwischen Markern und Zielgen. Mit
den hier beschriebenen Markern ist so-
mit eine sehr sichere markergestitzte
Selektionsentscheidung im Hinblick auf
das Merkmal “Fertilitatsrestauration’ bei
Roggen moglich.

Wir haben begonnen, die flankierenden
Marker in ihrer Sequenz zu charakteri-
sieren. Die Analyse der Xiac76-Sequenz
ergab einen InDel-Polymorphismus, der
fur die Donoren von Rfpl (‘Iran 1X’),
Rfp2 (‘Pico Gentario’ und die sterilen
Tester zu jeweils spezifischen Xiac76-
Allelen flihrte und somit einen haplotyp-
spezifischen Markerassay ermdglicht.

Auch die Rfpl-Zielregion auf Chromo-
som 4RL ist durch durch Rearrange-
ments relativ zum Reisgenom charakte-
risiert. Die Suche nach Sequenzahnlich-
keiten fur den 2 cM proximal von Rfpl
lokalisierten STS-Marker Xiac69 zeig-
te, dass der diesem Marker zugrundelie-
gende EST in seiner Sequenz einem Gen
auf Reischromosom R8 dhnlich ist. Fur
den 2,8 cM distal von Rfpl lokalisierten
Marker Xiac81 konnte hingegen im Reis-
genom bislang weder auf Nukleinsaure-
noch auf Aminosdureebene eine signifi-
kant &hnliche Sequenz gefunden werden.
Die STS-Marker Xiac76 und Xiac86,
welche den Rfpl-Locus direkt flankie-
ren, wurden auf Grundlage von zwei
annotierten Reisgenen entwickelt, die auf
Reischromosom R2 9295 bp voneinan-
der entfernt liegen.
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Abbildung 1: Entwicklung molekularer Marker fur das Restorergen Rfpl auf
Chromosom 4RL bei Roggen durch vergleichende Genkartierung. Die physi-
sche Karte von Reischromosom R2 (links) dient als Blaupause fur die Ent-
wicklung von Markern fir Roggenchromosom 4RL (Mitte). Die neuen STS-
Marker Xiac76, Xiac86 und Xiac69 folgen einem kodominanten Erbgang

(rechts).

Zusammenfassung

Die Nutzung genetischer und genomi-
scher Informationen fiir Modellgenome,
die aufgrund von Kolinearitatsbeziehun-
gen zwischen den Grésergenomen még-
lich war, erlaubte es, neue Marker fir
ausgewdhlte Genombereiche des Rog-
gens in einem gezielten Ansatz zu ent-
wickeln. Die neu entwickelten Marker
ermdglichen es nunmehr, den Selbstin-
kompatibilidtslocus S auf Chromosom
1RS sowie den Restorerlocus Rfpl auf
4RL praziser als bislang mit STS-Mar-
kern anzusprechen. Fir Fruchtarten wie
den Roggen mit limitierten genomischen
Ressourcen erdffnen die Reisgenomda-
ten, erganzt durch die genetischen Kar-
ten und EST-Ressourcen der Gerste, so-
mit neue Perspektiven, um agronomisch
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relevante Regionen des Roggengenoms
zu charakterisieren. Hierbei sind aller-
dings mogliche chromosomale Rearran-
gements zwischen Roggen, anderen Tri-
ticeen und Reis zu berticksichtigen.
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