Pflanzenziichtung und Genomanalyse

Selektion von Introgressionslinien in Sommergerste
mit dem Ziel der Verifikation von QTLs fur Malzqualitat

Einleitung

Eine Maglichkeit das genetische Poten-
tial von Wildarten fur die Zuchtung nutz-
bar zu machen ist die Entwicklung von
Introgressionslinien (ILs). Nach ZAMIR
(2001) reprasentiert ein komplettes Set
von ILs die Gesamtheit eines exotischen
Wildelter-Genoms im genomischen Hin-
tergrund einer Kulturform mit Hilfe von
Uberlappenden Donorsegmenten. Wie in
Abbildung 1 dargestellt, enthélt jede In-
trogressionslinie nur noch ein einzelnes,
markerdefiniertes Chromosomenseg-
ment der Wildform (schwarze Segmen-
te) vor dem ansonsten einheitlichen ge-
netischen Hintergrund der Kulturform
(weil’e Segmente). Die ILs werden durch
mehrmalige Rickkreuzung mit dem
Kulturelter und anschlieRende Selbstun-
gen entwickelt. Parallel wird eine mar-
kergestutzte Selektion (MAS) durchge-
fuhrt. ESHED und ZAMIR (1994) ent-
wickelten mit Hilfe von 375 RFLP-Mar-
kern ein Set von 50 Introgressionslinien
fur die Wildart Lycopersicon pennellii in
der Kulturart L. esculentum. Da jede IL
nur noch einen geringen Anteil der Wild-
gene trégt, wurden die Fertilitatsproble-
me, die ansonsten bei der Tomate in ho-
hem Mal3e auftreten, stark reduziert.

Daher war es moglich Ertragsmerkma-
le, wie z.B. den Fruchtertrag pro Pflan-
ze, zu erfassen. Weitere Vorteile von ILs
sind ein reduzierter “linkage drag‘, da es
sich bei den QTL-tragenden Segmenten
um Kleine Regionen handelt und somit
weniger epistatische Wechselwirkungen
zwischen nicht gekoppelten Wildgenen
auftreten. Dadurch kénnen auch Kkleine-
re phénotypische Effekte, die z.B. bei
den Kreuzungseltern nicht detektiert
werden konnen, statistisch erfasst wer-
den. Auch erleichtern ILs die Feinkar-
tierung von QTLs und ermdglichen die
Untersuchung der phénotypischen Effek-
te von QTL-Interaktionen durch Kreu-
zung QTL-tragender ILs. Bisher wurden
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komplette Sets von Introgressionslini-
en fur Tomate (ESHED und ZAMIR
1994) und Weizen (PESTSOVA et al.
2001 und 2006) entwickelt. Fir die Kul-
turarten Reis und Salat wurden BILs
("backcross inbred lines‘) erstellt (LIN
et al. 1998, JEUKEN und LINDHOUT
2004). Diese weisen eine dhnliche ge-
netische Struktur auf wie ILs, enthalten
aber unter Umstanden mehr als eine In-
trogression pro Linie.

Im Rahmen des GABI (Genomanalyse
im Biologischen System Pflanze)-Pro-
jektes GABI-Malt soll erstmals ein kom-
plettes Set an Wildgerste-Introgressions-
linien erstellt werden. Dieses soll in Zu-
kunft fir die Erforschung von Genen mit
Einfluss auf die Komplexe Malzqualitét,
agronomische Leistung, abiotische
Stresstoleranz und Krankheitsresistenzen
eingesetzt werden. Daruiber hinaus koén-
nen die Gerste-ILs Anwendung in der
Zuchtung neuer Sorten finden.

Strategie zur Entwicklung und
Analyse von Introgressionslinien
in Sommergerste

Ausgangspunkt des hier beschriebenen
Projektes sind 40 pre-lLs (Kandidaten
fur Introgressionslinien) der Sommer-
gerstenpopulation S42, die im Rahmen
des Projektes GABI-Diversity aus 301
BC,DH-Linien selektiert wurden (VON
KORFF et al. 2004). Die DH-Linien wur-
den aus einer Kreuzung zwischen der
Braugerstensorte Scarlett (Hordeum vul-
gare ssp. vulgare) und der israelischen
Wildgerstenakzession ISR 42-8 (H. vul-
gare ssp. spontaneum) entwickelt.

Die pre-ILs wurden anhand verschiede-
ner Kriterien fiir die Entwicklung von
Introgressionslinien ausgewdahlt. Zum
einen sollten sie einen geringen Anteil
des Wildelter-Genoms und neben der
Zielintrogression nur eine geringe An-
zahl zusétzlicher Donor-Segmente auf-
weisen. Ein weiteres Selektionskriterium

war die Uberlappung der Zielintrogres-
sionen, denn nur so kann gewéhrleistet
werden, dass spater das gesamte Wild-
elter-Genom représentiert wird. Hierzu
ist es notwendig, dass die Zielointrogres-
sion mindestens zwei Markerloci um-
fasst.

Im GABI-Malt-Projekt wurden die pre-
ILs einmal mit Scarlett zurlickgekreuzt
(BC,), um den Anteil des Wildelterge-
noms weiter zu verringern und die Ziel-
region zu verkleinern. AnschlieBend
wurden sie bisher viermal geselbstet
(BC.S,), um vollstandige Homozygotie
zu erreichen und parallel in der BC.S,
mit Hilfe von 98 SSR-Markern (VON
KORFF et al. 2004) genotypisiert (siehe
Abbildung 2). Hierbei wurden alle Mar-
kerloci untersucht, die bei den pre-ILs
den Wildgenotyp aufwiesen oder fir die
keine Genotypinformation vorlag. Im
Durchschnitt wurden 137 Pflanzen mit
durchschnittlich 12 informativen SSRs
pro pre-IL untersucht.

Anhand dieser Genotypdaten wurden
anschlielend brauchbare Pflanzen als
Introgressionslinien selektiert, wobei
zwischen fertigen und potentiellen ILs
unterschieden wurde. Als fertige ILs
werden solche Linien bezeichnet, die nur
noch die Zielintrogression in homozy-
goter Form aufweisen und an allen an-
deren Markerloci reinerbig das Kultur-
allel tragen. Dahingegen sind die poten-
tiellen ILs dadurch gekennzeichnet, dass
noch ein oder mehrere Loci Heterozy-
gotie zeigen. Diese ILs missen im Ge-
gensatz zu den fertigen ILs Uber zusatz-
liche Selbstungen und damit auftreten-
de genetische Rekombinationen bis zur
kompletten Homozygotie weiterentwi-
ckelt werden.

Die fertigen ILs wurden in der BC,S,
anhand der Untersuchung einzelner SSR-
Loci verifiziert. Bei den potentiellen ILs
werden zurzeit alle noch heterozygot
besetzten Loci erneut in nachfolgenden
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Abbildung 1: Strategie zur Entwicklung und Nutzung eines kompletten Sets von Introgressionslinien (ILs), verandert
nach Zamir 2001. Abbildung 2: Projektlbersicht zur Entwicklung von ILs aus der Sommergerstenpopulation S42.

Selbstungsgenerationen genotypisiert,
um neue fertige ILs zu selektieren. Alle
bis August 2006 fertig entwickelten Li-
nien werden in dem hier beschriebenen
Projekt bis zur BC,S, vermehrt, um aus-
reichend Saatgut flr den in 2007 statt-
findenden dreiortigen Feldversuch an
den Standorten Gudow (Nordsaat Saat-
zucht), Herzogenaurach (Saatzucht
Breun) und Wesseling (Universitét
Bonn) und fur die bei der Nordsaat Saat-

zucht durchgefiihrte Kleinmélzung zu
erhalten.

Ergebnisse und Diskussion

Es konnten insgesamt 92 Introgressions-
linien selektiert werden. Hiervon sind
bisher 55 ILs fertig entwickelt, wohin-
gegen die restlichen 37 Linien weiterhin
untersucht und geselbstet werden mus-
sen (schwarze bzw. graue Balken in Ab-
bildung 3). Bei allen bisher fertigen Li-
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nien umfasst die Introgression durch-
schnittlich 31,7 ¢cM (Spanne: 7,0 - 100,5
cM), wobei acht Linien eine Introgressi-
on mit einer GroRe von < 15 cM tragen.
Es werden zurzeit mindestens 56,5 %
und maximal 92,6 % des Genoms pro
Chromosom (5H bzw. 4H) durch fertige
ILs abgedeckt. Circa die Halfte der fer-
tigen Linien (28) tragt eine Wildintro-
gression, die nur noch zwei SSR-Loci
beinhaltet. Bei 16 ILs umfasst sie nur
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Abbildung 3: Graphische Genotypen von 92 Introgressionslinien aus der Population S42.

Vertikal dargestellt sind die sieben Gerstenchromosomen und horizontal die einzelnen ILs. Die schwarzen K&stchen
reprasentieren die jeweilige Wild-Introgression der 55 fertigen ILs, die komplett homozygot sind. Grau dargestellt ist
die jeweilige Wild-Introgression der 37 potentiellen ILs. Letztere miussen Ulber Selbstung weiterentwickelt werden, da

sie noch mindestens einen heterozyg

ot besetzten Markerlocus aufweisen.

Abbildung 4: Theoretische Darstellung der Nutzung von ILs fur die Identifizierung und Verifizierung von QTLs am
Beispiel des Rohproteingehaltes im Korn.
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noch einen Locus. Die durchschnittliche
Grol3e der Wildintrogression betragt bei
diesen insgesamt 44 ILs 21,1 cM. (Span-
ne: 7,0 - 47,0 cM). Die ILs, die nur noch
an einem Markerlocus das Wildallel tra-
gen, dienen dazu, eine Feinkartierung
von QTLs durchzufiihren, da die Positi-
on eines QTL sehr genau eingegrenzt
werden kann. Fir die Entwicklung eines
kompletten Sets von ILs sind diese Lini-
en jedoch nur in geringerem Male
brauchbar, da bei ihnen keine Uberlap-
pung der Introgressionen gegeben ist und
somit eventuell einige Bereiche des Wil-
deltergenoms nicht représentiert werden.
In Zukunft wére es jedoch sinnvoll ein
Set mit sehr vielen ILs, die jeweils nur
eine sehr Kleine Introgression des Wild-
elters (z.B. 5 cM) tragen, aufzubauen, um
die oben genannten Vorteile von Intro-
gressionslinien noch besser zu nutzen.
Hierzu bedarf es aber einer wesentlich
héheren Markerdichte (z.B. ein Marker/
cM), welche eventuell durch die Geno-
typisierung mit einem SNP-Chip (lllu-
mina 1,5 k Gersten SNP-Chip) erreicht
werden kdnnte.

Fur funf Chromosomenbereiche konnten
bisher weder fertige noch potentielle ILs
selektiert werden. Um diese Liicken zu
schliel3en, werden fiir vier Bereiche ge-
eignete BC_-Pflanzen, die noch mehr
als eine Wildintrogression beinhalten,
ein weiteres Mal mit Scarlett zuriickge-
kreuzt (BC,). Fur einen Bereich auf
Chromosom 7H konnte schon in den
BC,DH-Linien keine pre-IL selektiert
werden, so dass hier eine erneute Kreu-
zung zwischen Kultur- und Wildelter
erforderlich ist. Alternativ kénnte sich
jedoch nach der Genotypisierung von
neuen Markern in dieser Region heraus-
stellen, dass sich die benachbarten ILs
tatsachlich bereits Gberlappen.

Ist in Zukunft ein komplettes Set an ILs
vorhanden, soll es der Verifizierung von
QTLs aus dem Projekt GABI-Diversity,
sowie der Identifizierung neuer QTLS
dienen. Hierzu werden, wie in Abbildung
2 aufgefihrt, in 2007 Daten fur agrono-
mische Merkmale und fur Merkmale der
Malzqualitat erhoben und diese in Form
einer AB-QTL-Analyse mit den Geno-
typdaten der ILs verrechnet.

In Abbildung 4 ist das Prinzip der Veri-
fizierung und ldentifizierung von QTLS
am theoretischen Beispiel des Malzqua-
lidtsmerkmals Rohproteingehalt im Korn
dargestellt. Die ILs, die jeweils nur noch
eine Introgression des Wildelters tragen,
werden mit Hilfe der AB-QTL-Analyse
auf signifikante Unterschiede im Roh-
proteingehalt jeweils im Vergleich zu
Scarlett als Kontrolle gepruft. In diesem
Beispiel konnte nur fur die beiden ILs
1H.1 und 1H.2 ein signifikanter Unter-
schied gegenliber Scarlett detektiert wer-
den. Der Rohproteingehalt im Korn wadre
bei diesen ILs mit 9,0 % signifikant ge-
ringer als in Scarlett (10,0 %). Somit
hatte das Wildallel hier einen vorteilhaf-
ten Effekt auf den Rohproteingehalt von
-10,0 %. Aus der Uberlappung der ILs
konnte abgeleitet werden, dass auf dem
Chromosom 1H ein Wildgen in der Re-
gion 10 - 20 cM oder alternativ zwei
Wildgene in der Region 0 - 20 cM exis-
tieren mussten.

Ausblick

Das fertige IL-Set kann zukunftig viel-
seitig genutzt werden. So soll es noch im
laufenden GABI-Malt-Projekt hinsicht-
lich der Malzqualitat weiter untersucht
werden. Hierzu wird zum einen am IPK
Gatersleben eine Expressionsanalyse zu
verschiedenen Vermélzungszeitpunkten
durchgefuhrt. Zum anderen sollen bei
dem Saaten-Union Resistenzlabor SNPs
fur Kandidatengene der Malzqualitét
(z.B. a-Amylasen und B-Gluacanase)
analysiert werden.

In moglichen Folgeprojekten kann das
IL-Set auf verschiedenen Ebenen gegen-
Uber der Kontrolle Scarlett differentiell
charakterisiert werden. So kénnen neue
Merkmalsstudien, z.B. hinsichtlich abi-
otischem Stress und Krankheitsresisten-
zen, durchgefiihrt werden. AufRerdem
wiére es sinnvoll, die ILs mit Hilfe von
neuen informativen Markern genetisch
genauer zu untersuchen. Dies konnte
eventuell durch die Genotypisierung mit
einem SNP-Chip (Illumina 1,5 k Gers-
ten SNP-Chip) ermdglicht werden.
Weiterhin konnten auf der RNA-Ebene
Transkriptionsprofile der ILs mit Hilfe
eines Affymetrix 22 k Gersten cDNA-
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Chips erstellt werden. Das IL-Set konn-
te auch auf Protein- (2D-PAGE & MAL-
DI-TOF MS) und Metaboliten-Ebene
(GC-MS und LC-MS) mit Scarlett ver-
glichen werden. Weitere Nutzungsmdég-
lichkeiten der ILs sind die Charakteri-
sierung vielversprechender Kandidaten-
gene fur agronomische Eigenschaften
aus Arabidopsis und Reis, sowie die kar-
tengestitzte Klonierung von Gersten-
QTLs.
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