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Pflanzenzüchtung und Genomanalyse

Die Malzqualität von Gerste resultiert
aus einem balancierten Zusammenwir-
ken einer Vielzahl von Qualitätskompo-
nenten, die meist quantitativ vererbt wer-
den und einer hohen Umweltabhängig-
keit unterliegen. Für die Braugersten-
züchtung kommt erschwerend hinzu,
dass erst in sehr späten Generationen (F6)
in der Kleinvermälzung eine phänotypi-
sche Selektion auf dieses komplexe
Merkmal möglich ist. Die Anwendung
molekularer Marker stellt hingegen eine
Frühselektion des Zuchtmaterials in Aus-
sicht. Mehr noch, auf Expressionsebene
abgeleitete funktionelle Marker, die in-
nerhalb codierender Genombereiche lo-
kalisiert sind, erbringen über physiolo-
gische Marker-Merkmals-Assoziationen
weitere wertvolle Informationen für das
Züchtungsprogramm.

Eine Möglichkeit, ausgehend von der
Genexpression Marker zu entwickeln,
bietet die cDNA-AFLP-Technik, eine
Methode zu Erstellung und Vergleich
von Transkriptionsprofilen von hinsicht-
lich eines bestimmten Merkmals indu-
ziertem Untersuchungsmaterial (BA-
CHEM et al., 1996). Dadurch können
differenzielle cDNA-Fragmente, sog.
differenzielle TDFs (transcript derived
fragments), detektiert und dem Merkmal
zugeordnet werden. Die im Rahmen des
Verbundprojektes GABI-Malt an der
LfL in Freising-Weihenstephan durch-
geführten Arbeiten zielen darauf ab, un-
ter Verwendung dieser Technik von kei-
menden Gerstenkörnern zu definierten
Zeitpunkten der Kleinvermälzung ver-
gleichende Transkriptionsprofile zu ge-
nerieren und anhand der differenziellen
TDFs auf Expressionsebene Kandidaten-
gene für die Malzqualität von Gerste zu

identifizieren, um diagnostische, funkti-
onelle Marker für die Anwendung in der
Züchtung abzuleiten (MIKOLAJEWSKI
et al., 2002).

Eines der prominentesten qualitativ dif-
ferenziellen TDFs, das bei Verwendung
des Enzymsystems PstI/MseI für die
Generierung der cDNA-AFLPs signifi-
kant war und sowohl elf ausgewählte
Brau- und Futtergerstensorten als auch
DH-Linien einer Kartierungspopulation
für Malzqualität, der Kreuzung ‚Alexis’
x ‚Steina’ (HARTL et al., 2000), spalte-
te, wurde als ein dem Hitzeschockprote-
in hsp70 homologes cDNA-Fragment
identifiziert. Die abgeleitete Aminosäu-
resequenz indiziert desweiteren ein zy-
tosolisches HSC-Protein (heat shock co-
gnate). Aufgrund essentieller Funktionen
von Hitzeschockproteinen als molekula-
re Chaperone, die neben der Proteinbio-
genese bei der Reaktion auf Stress
insbesondere bei der Samenkeimung
(SUNG et al., 2001), und damit auch der
Vermälzung von Gerste, von Bedeutung
sind, war jedoch nicht zu erwarten, dass
ein strikter +/- Polymorphismus auf
ebensolchen Expressionsunterschieden
beruhen kann. Detaillierte RT- und Real-
Time PCR-Analysen bestätigten diese
Annahme: HvHSC70 wurde bei allen
untersuchten Gerstensorten zu allen Zeit-
punkten konstitutiv exprimiert. Neben
Expressionsunterschieden als Ursache
für einen Polymorphismus besteht je-
doch in der cDNA-AFLP-Prozedur be-
gründet auch die Möglichkeit, Poly-
morphismen, die auf Sequenzunterschie-
den innerhalb der Restriktionsschnitt-
und/oder Primerbindungsstellen beru-
hen, zu detektieren, sobald der geneti-
sche Hintergrund der verglichenen Tran-

skriptome nicht vollkommen identisch
ist.
Zur Aufklärung des polymorphen Cha-
rakters des TDF HvHSC70 wurde das
cDNA-AFLP-Fragment mit Hilfe einer
modifizierten RACE-PCR (rapid amp-
lification of cDNA ends) über die flan-
kierenden Restriktionsschnittstellen hi-
naus verlängert. Die Sequenzanalyse der
RACE-Klone verschiedener Gerstensor-
ten ergab, dass der festgestellte Polymor-
phismus auf einem SNP (single nucleo-
tide polymorphism) innerhalb der PstI-
Schnittstelle beruht durch den ein Codon
für die Aminosäure Alanin von einer stil-
len Mutation betroffen ist.
Für die praktische Anwendung in der
Pflanzenzüchtung wurde auf der Basis
dieses SNPs der CAPS-Marker HvH-
SC70/PstI entwickelt und dessen Eig-
nung als Selektionsmarker auf Trans-
kriptom-Ebene von Gerstensorten und
Individuen der DH-Population validiert.
Im folgenden gelang anhand von mul-
tiplen Alignments verschiedener cDNA-
und genomischer HSC70-Klone die Eta-
blierung des CAPS-Markers auf geno-
mischer Ebene, womit dieser zur Diffe-
renzierung von Gerstensorten herange-
zogen werden kann. Dies wurde an
bisher 277 Gerstenherkünften überprüft.
Werden Sorten mit diesem Marker se-
lektiert, zeigt sich eine deutliche Korre-
lation zu den Malzqualitätsparametern
VZ45°C, Brabender und Friabilimeter
sowie zum Malzqualitätsindex, in wel-
chen o.g. Parameter einfließen. Es wird
eine Verbesserung der Parameter um bis
zu 7% gegenüber dem Mittel über alle
Sorten erreicht. Am Beispiel des HvH-
SC70-Gens erweist sich die cDNA-
AFLP-Technik als geeignetes Werkzeug



zur Entwicklung funktioneller Marker
innerhalb codierender Genombereiche
und zur Übertragung dieser von der Ex-
pressions- auf die genomische Ebene.
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