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Abstract

Rye (Secale cereale L.) is mainly bred as a hybrid crop
in Germany. We have exploited the potential of associ-
ation mapping in a breeding population of hybrid rye to
identify molecular markers for complex inherited traits.
Testcross performance was evaluated in replicated field
trials for plant height at nine and thousand grain weight
at four locations in 2010. Whole genome profiling using
Diversity Arrays Technology (DArT) markers allowed
to characterize the structure of the genetic variation in
experimental hybrids of this population and proved to be
suitable for association mapping in the allogamous rye.
We were able to identify markers associated with both
traits at several significance levels in testcross progeny
between elite inbred lines originating from two heterotic
gene pools of rye. Sequence information on associated
markers enabled a comparative genetic approach of QTL
mapping and revealed, that the rice gene models ortholo-
gous to markers associated with QTL in rye are located
in segments of the rice genome, which have previously
been shown to carry QTL for the described traits as well.
The discovered markers open new perspectives for the
characterization and validation of QTL alleles and may
contribute to strengthen the efficiency of hybrid rye bree-
ding via marker assisted selection for superior alleles.

Keywords

Association mapping, candidate genes, DArT marker,
hybrid rye, Secale cereale

Einleitung

Roggen (Secale cereale L.) ist die einzige fremdbefruch-
tende Getreideart. Mit der Etablierung der Hybridziichtung
konnten zuvor bestehende grundlegende methodische
Schwierigkeiten bei der Auswahl und Vermehrung leistungs-
starker Genotypen des anemogamen Roggens geldst und ein
signifikanter Zuchtfortschritt erzielt werden. Im Vergleich
zu den besten Populationssorten zeigen Roggenhybriden
eine um durchschnittlich 15-20% hdohere Ertragsleistung
(GEIGER und MIEDANER 2009). Unter den spezifischen

Produktionsbedingungen des 6kologischen Landbaus, der
unter anderem durch ein reduziertes Angebot an Stickstoff
(N) gekennzeichnet ist, offenbaren Hybridsorten gegen-
iiber Populationssorten sogar eine um bis zu 39% hohere
Leistungsfahigkeit im Kornertrag (4bbildung 1). Neben
dem groferen Ertragspotenzial von Hybriden kann diese
Uberlegenheit auf ihre ausgeprigtere Toleranz gegeniiber
abiotischem Stress wie Trockenheit oder niedriger N-Ver-
fligbarkeit zuriickgefiihrt werden (TOLLENAAR und LEE
20006). Die effiziente Nutzung von Stickstoff zdhlt zu den
spezifischen Aspekten einer nachhaltigen Landwirtschaft
(SPIERTZ 2010). Hybridziichtung bei Roggen hélt damit
nicht nur eine traditionelle Fruchtart in unserer technisierten
und hochgradig spezialisierten Landwirtschaft konkur-
renzfahig, sondern kann dariiber hinaus dazu beitragen,
nachhaltige Losungen zur Verbesserung der Stickstoffbilanz
zu finden.

Derzeit entfallen 60% der Vermehrungsfliche von Roggen
auf Hybridsorten (BUNDESSORTENAMT 2010). In Bezug
auf die verschiedenen Nutzungsrichtungen des Roggens als
Brot- und Futtergetreide sowie als nachwachsender Rohstoff
fiir die Bioenergieerzeugung erdffnet die Hybridziichtung
die Moglichkeit, durch die gezielte Kombination vorselek-
tierter Inzuchtlinien neue Hybridsorten mit spezifischen
Qualitdtsprofilen zu entwickeln. Der Qualitédtsziichtung
bei Roggen wird eine steigende Bedeutung beigemessen
(MIEDANER und HUBNER 2011).

Hybridziichtung beruht auf der Identifizierung heterotischer
Muster zwischen genetisch divergenten Genpools. Das
allgemein in der Hybridroggenziichtung eingesetzte hetero-
tische Muster ist das PetkusxCarsten-Muster (GEIGER und
MIEDANER 2009). Eine zytoplasmatisch bedingte méann-
liche Sterilitat (cytoplasmic male sterility, CMS) wird auf
der Saatelterseite als genetischer Mechanismus der Befruch-
tungslenkung zur grofflichigen Erzeugung von Kreuzungs-
saatgut genutzt, wobei das Pampa-Zytoplasma (GEIGER
und SCHNELL 1970) dominiert (BUNDESSORTENAMT
2010). Kommerzielle Roggen-Hybriden sind ein Produkt
aus CMS-Einfachkreuzungen als Saateltern und Restorer-
Synthetiks als Polleneltern (GEIGER und MIEDANER
2009). Die Identifizierung von Kreuzungsnachkommen mit
iiberragender Ertragsleistung ist die zentrale Aufgabe in
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Abbildung 1: Relative Kornertrige von Winterroggen (in % der Verrechnungssorten) unter Bedingungen des d6kologischen
Landbaus auf 13 Standorten der Landessortenversuche 2008 (BB: Brandenburg; BY: Bayern; HE: Hessen; MV: Mecklenburg-
Vorpommern; NI: Niedersachsen; RP: Rheinland-Pfalz; SH: Schleswig-Holstein; SN: Sachsen; TH: Thiiringen) (nach MUCKE und

MEYERCORDT 2009)

Figure 1: Relative grain yields of winter rye (%, relative to the mean of check varieties) grown under organic farming in 13
different locations of the German regional state trials 2008 (BB: Brandenburg; BY: Bavaria; HE: Hesse; MV: Mecklenburg-Vor-
pommern; NI: Lower Saxony; RP: Rhineland-Palatinate; SH: Schleswig-Holstein; SN: Saxony; TH: Thuringia) (according to MUCKE

and MEYERCORDT 2009)

kommerziellen Hybridziichtungsprogrammen. Aus Zeit- und
Kostengriinden kann jahrlich jedoch nur ein begrenzter Satz
aller moglichen Experimentalhybriden aus vorgetesteten
Linien in umfassenden Feldversuchen gepriift werden.

Die Effizienz von Hybridziichtungsprogrammen kann durch
den Einsatz molekularer Marker zur Vorhersage der Hybrid-
leistung erhoht werden (VUYLSTEKE et al. 2000, YU et
al. 2005, SCHRAG et al. 2006, MAENHOUT et al. 2009,
FRISCH et al 2010). Voraussetzung hierfiir sind Kenntnisse
iiber Marker, welche fiir die Auspragung von ziichterisch
relevanten, quantitativ vererbten Merkmalen (quantitative
trait loci, QTL) mitbestimmend sind. Fiir den Roggen sind
bislang nur wenige derartige Marker-Merkmalsbeziehungen
beschricben (BORNER et al. 1999, 2000; MASOJC und
MILCZARSKI2005, FALKE et al. 2009). Diese QTL-Stu-
dien wurden an Kartierungspopulationen aus biparentalen
Kreuzungen (F2, BC1, RIL) durchgefiihrt. Die Effekte der
dabei untersuchten zwei Allele auf die Merkmalsauspragung
bediirfen daher der Validierung an den Elitelinien eines
Zuchtprogramms. Die auf Kopplungsungleichgewicht (/in-
kage disequilibrium, LD) beruhende Assoziationskartierung
stellt einen alternativen Ansatz zur Kartierung von QTL dar.
Sie bietet den Vorteil, dass sie direkt an Elitezuchtmaterial
durchgefiihrt und die gewonnenen Erkenntnisse unmittelbar
fiir die kommerzielle Sortenentwicklung genutzt werden
konnen. Dariiber hinaus ermdglichen Assoziationstudien,
eine potenziell grofe Zahl an Allelen je Genort zu evaluie-
ren. Das niedrige LD im Roggen (LI etal. 2011a) verspricht
in genomweiten Untersuchungen eine hohe genetische
Auflosung. Allerdings kann diese aufgrund der Grof3e des
Roggengenoms von ca. 8,1 Gb nur iiber einen erheblichen
Genotypisierungsaufwand erreicht werden. Insbesondere

microarray-basierte Markertechnologien besitzen durch die
multiparallele Analyse einer groen Zahl an Genorten, eines
hohen Polymorphiegrades sowie einer sehr guten Reprodu-
zierbarkeit grofles Potenzial fiir eine umfassende Erstellung
von DNA-Fingerabdriicken bei Pflanzen. Microarray-basier-
te Markertechnologien stehen seit kurzem als Diversity Ar-
rays Technology (DArT) (BOLIBOK-BRAGOSZEWSKA
et al. 2009) sowie als Rye5K-SNP-Genotypisierungsarray
(HASENEYER et al. 2011) auch fiir den Roggen zur Ver-
fligung. Die DArT-Markertechnologie wurde bei Weizen
und Gerste fiir genomweite Assoziationsstudien genutzt
(CROSSA etal. 2007, RAMAN et al 2010, NEUMANN et
al. 2011, MATTHIES et al. 2012). Alternativ zu genomwei-
ten Studien ermoglicht die Analyse von Kandidatengenen,
deren potenzielle Bedeutung fiir die Auspragung komplex
vererbter Merkmale zu studieren. Dieser Ansatz ist kiirzlich
erstmals erfolgreich bei Roggen fiir das Merkmal Frosttole-
ranz beschrieben worden (LI et al. 2011b).

Die vorliegende Studie hat zum Ziel, das Potenzial von
DArT-Markern fiir eine genomweite Assoziationskartierung
bei Roggen zu untersuchen. Wir beschreiben die Identifizie-
rung molekularer Marker fiir komplex vererbte Merkmale
mittels Assoziationskartierung in der Zuchtpopulation eines
Hybridroggenzuchtprogramms. Dariiber hinaus berichten
wir iiber einen Ansatz der vergleichenden Genkartierung
zwischen Roggen- und Reis-QTL fiir ein agronomisches
und ein Qualitdtsmerkmal.

Material und Methoden

Das Untersuchungsmaterial stammt aus der Zuchtpopulati-
on der HYBRO Saatzucht und umfasst 102 Saatelterlinien
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und 14 Pollenelterlinien. Die Leistungspriifung von 197
Einfachkreuzungen zwischen diesen Saat- und Pollenelter-
linien erfolgte 2010 an 9 Versuchsstandorten der HYBRO
Saatzucht in Niedersachsen, Mecklenburg-Vorpommern,
Brandenburg sowie in Polen als unvollstdndige Blockan-
lage (a-Design) in 5Sm? Parzellen und 2 Wiederholungen
je Priifglied. Das Merkmal Wuchshéhe (WUH) wurde in
9 Umwelten und der Qualitdtsparameter Tausendkorn-
masse (TKG) in 4 Umwelten erfasst. Die phénotypischen
Daten wurden mit Hilfe der Statistik-Software R 2.14.0
(R DEVELOPMENT CORE TEAM 2011) analysiert.
Die Voraussetzung der Varianzhomogenitiat wurde mittels
Levene-Test tiberpriift.Fiir die molekularen Analysen wurde
genomische DNA aus jungen Bléttern der Inzuchtlinien wie
frither beschrieben (HACKAUF und WEHLING 2002)
isoliert. Die 116 Genotypen wurden an 51 Mikrosatelliten-
Loci auf einem ABI 3130x]1 Genetic Analyzer unter den
zuvor beschriebenen PCR-Konditionen (HACKAUF und
WEHLING 2002, HACKAUF et al. 2009) genotypisiert.
Die Genotypisierung mit Diversity Arrays Technology
(DArT)-Markern erfolgte wie bei BOLIBOK-BRAGO-
SZEWSKA et al. (2009) beschrieben. Primer-Design fiir
Kandidatengene aus dem Starkestoffwechsel, dem Regu-
lationsnetzwerk der Bliithzeitpunktkontrolle und anderen
Merkmalskategorien, die Darstellung von PCR-Fragmenten
aus genomischer Roggen-DNA sowie eine vergleichende
Genkartierung wurde wie bei HACKAUF und WEHLING
(2005) sowie HACKAUF et al. (2009) beschrieben durch-
gefiihrt. Die Sequenzanalysen von Kandidatengenen sowie
die Detektion von SNPs (single nucleotide polymorphisms)
und Indels (insertion/deletion-polymorphisms) wurden mit
Hilfe der Programme Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER und
LISCHER 2010) und TASSEL 3.0.68 (BRADBURY et al.
2007) vorgenommen. Dabei identifizierte SNPs mit einer
Allelfrequenz kleiner als 5% wurden bei der Berechnung
des LD nicht beriicksichtigt.

Die Markergenotypen der Einfachkreuzungen wurden aus
den elterlichen molekularen Genotypen abgeleitet. Die fiir
Assoziationsstudien zu beriicksichtigende Populations-
struktur wurde mit Hilfe des Programms STRUCTURE
(PRITCHARD et al. 2000) bzw. iiber eine Hauptkoordina-
tenanalyse (PCoA) im Softwarepaket DARwin (PERRIER
und JACQUEMOUD-COLLET 2006) auf Grundlage der
DArT-Marker ermittelt. Fiir die Modellformulierungen der
Assoziationsstudie wurde die Q-Matrix aus STRUCTURE
als Kovariate verwendet. Als zweite Kovariate wurde auf
Grundlage der DArT-Marker eine Kinship-Matrix mit Hilfe
des Programms SPAGeDi (HARDY und VEKEMANS
2002) nach der Methode von HARDY (2003) erstellt.

Um die Effekte der beiden Kovariaten auf die Assoziations-
studie zu untersuchen, wurden Marker-Merkmalsassozia-
tionen zundchst mit Hilfe eines generell linearen Modells
(GLM) unter Beriicksichtigung der Populationsstruktur
sowie mit Hilfe eines gemischt linearen Modells (MLM)
zur Bestimmung der Effekte der Verwandtschaftsbezieh-
nung ermittelt.

Da beide Kovariaten einen Effekt auf die Ergebnisse der
Assoziationsstudie hatten (nicht gezeigt), erfolgte die
Identifizierung von Marker-Merkmalsassoziationen mit
Hilfe eines gemischt linearen Modells (YU et al. 2006) mit
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dem Programm TASSEL 3.0.68 unter Beriicksichtigung der
Populationsstruktur Q und der Kinship-Matrix K:

Merkmal = Marker + Q + K + Fehler.

In der Assoziationsstudie wurden Marker mit einer Allel-
frequenz unter 5% nicht berticksichtigt. Die Identifizierung
assoziierter Marker erfolgte bei unterschiedlichen Signifi-
kanzniveaus (¢=0,05, 0=0,01 und 0=0,001). Informationen
tiber die Kartierung von QTL im Reis wurden aus der
Gramene QTL-Datenbank (YOUENS-CLARK etal. 2011)
abgefragt.

Ergebnisse und Diskussion

Im Untersuchungsmaterial konnte eine kontinuierliche
Verteilung fiir die Merkmale WUH iiber 9 Umwelten sowie
fiir das Merkmal TKG iiber 4 Umwelten beobachtet wer-
den (4bbildung 2). Beide Merkmale offenbarten deutliche
Unterschiede zwischen den Priifgliedern.

Die Varianzanalyse iiber 9 bzw. 4 Umwelten zeigte fiir beide
Merkmale signifikante Unterschiede zwischen den Priif-
gliedern, Orten sowie fiir die Genotyp-Umwelt-Interaktion
(P<0,05; Tabelle 1). Die ausgepriagte Umweltabhingig-
keit der Merkmale dokumentiert, dass die phinotypische
Charakterisierung solch komplex vererbter Merkmale in
multiplen Umwelten durchgefiihrt werden sollte, um eine
Erfassung der Leistungsfahigkeit individueller Genotypen
mit ausreichender Genauigkeit zu erzielen. Eine vergleich-
bar hohe Priifintensitét wie in der vorliegenden Studie wurde
in publizierten QTL-Studien bei Roggen bislang nur bei
FALKE et al. (2009) beschrieben.

Im Untersuchungsmaterial zeigten sowohl WUH als auch
TKG hohe Heritabilitidten. Diese Daten stehen in guter
Ubereinstimmung zu den in Testkreuzungen von Introgres-
sionslinien geschitzten Heritabilitdten H?>= 0,90 fir WUH
und H?= 0,85 fiir TKG (FALKE et al. 2009).

Die Assoziationskartierung gewinnt zunehmend an Bedeu-
tung fiir die Kartierung von QTL in pflanzlichen Genomen
(INGVARSSON und STREET 2011). Bei der Durchfiih-
rung von Assoziationsstudien sind Kenntnisse iiber eine
potenzielle Populationsstruktur erforderlich, um das Risiko
falsch-positiver Marker-Merkmalsbeziehungen zu reduzie-
ren. Sowohl mit dem Programm STRUCTURE, als auch
mit DARwin war es moglich, 8 Gruppen zu identifizieren,

Tabelle 1: Schitzwerte der Varianzkomponenten und Heri-
tabilititen (I:Iz) der Testkreuzungsnachkommenschaften (G)
fiir Wuchshéhe (WUH) und Tausendkornmasse (TKG) iiber
multiple Umwelten (O)

Table 1: Estimates of variance components and heritabilities
(A2) of rye test-crosses (G) in multiple environments (O) for
plant height (WUH) and thousand grain weight (TKG)

Varianzkomponente WUH TKG
o’ 13,39" 337
o’ 141,78" 2,75
o 8,57" 0,35
0%, 19,25 2,82
a 0,88 0,68

* signifikant bei ¢=0,05
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Abbildung 2: Haufigkeitsverteilung fiir die Merkmale Wuchshohe (A) und Tausendkornmasse (B) von 197 Testkreuzungen iiber

multiple Umwelten in 2010

Figure 2: Frequency distributions for the traits plant height (A) and thousand grain weight (B) of 197 test-crosses in multiple

environments in 2010

in die sich die in 2010 untersuchten 197 Testkreuzungen
unterteilen lieBen (4bbildung 3).

Im Untersuchungsmaterial zeigten sich 3117 teilweise
kartierte (BOLIBOK-BRAGOSZEWSKA et al. 2009)
DArT-Marker informativ. Nach Ausschluss der Marker mit
einer Allelfrequenz unter 5% reduzierte sich die Anzahl an
DArT-Markern auf 1653 (53%) und die der Mikrosatelli-
tenallele von 194 auf 120 (61,9%). Fiir 278 DArT-Marker
(16,8%) sowie 29 SSR-Allele (24,2%) an 24 SSR-Loci
offenbarte sich bei einem Signifikanzniveau von a=0,05
eine signifikante Assoziation zu den Merkmalen WUH
(124 DATT + 8 SSR) sowie TKG (154 DArT + 21 SSR).
Von den dabei identifizierten 307 Markern waren vierzehn
(4,6%) mit beiden untersuchten Merkmalen assoziiert.
Durch die identifizierten Marker werden bis zu 6,4% der
phénotypischen Varianz fiir WUH erklart, wiahrend die
maximal durch einzelne Marker erklérte Varianz fiir TKG
10,5% betragt (Tabelle 2). Bei einem Signifikanzniveau von
0=0,01 reduzierte sich die Anzahl der assoziierten Marker
fiir WUH bzw. TKG auf 32 bzw. 50 DArT-Marker und 1
bzw. 5 SSR-Allele. Diese 82 Marker waren jeweils mit nur
einem Merkmal assoziiert und erklarten eine phanotypische

Tabelle 2: Erklirte phiinotypische Varianz (V) der assoziierten
Marker fiir Wuchshohe (WUH, ¢m) sowie Tausendkornmasse
(TKG, g) bei 3 unterschiedlichen Signifikanzniveaus

Table 2: Proportion of phenotypic variance (V,) for plant height
(WUH, c¢m) and thousand grain weight (TKG, g) explained by
associated markers in case of three significance levels

a=0,05 a=0,01 a=0,001
WUH TKG WUH TKG WUH TKG
Marker () 132 175 33 55 2 15
OV, (%) 32 3,5 4,5 5,1 6,2 6,98
V,min (%) 1,95 1,9 3.4 33 6,1 53

V,max (%) 64 10,5 6,4 10,5 6,2 10,5

Varianz zwischen 3,4% und 6,4% fiir WUH und 3,3% und
10,5% fiir TKG (7abelle 2). Bei einem Signifikanzniveau
von 0=0,001 konnten Assoziationen von 2 DArT-Markern
zu WUH und von 15 DArT-Markern zu TKG identifiziert
werden. Diese 17 Marker erklérten eine Varianz von maxi-
mal 6,2% bzw. 10,5% fiir WUH bzw. TKG. Die assoziierten
Marker zeigten sich auf allen 7 Roggenchromosomen ver-
teilt. Gegenwdrtig arbeiten wir an der Integration bislang
noch nicht chromosomal lokalisierter DArT-Marker in
die genetische Karte des Roggens. Diese integrierte Karte
wird es ermoglichen, das intrachromosomale Ausmal} des
Kopplungsungleichgewichtes in Elitezuchtmaterial des
Roggens zu beschreiben.

Die Sequenzinformation der EST-basierten SSR sowie
iiber einen Teil der fiir Roggen etablierten DArT-Marker
ermdglichte einen vergleichenden Ansatz der Genkartierung
von Markern, die mit QTL assoziiert sind. Die Zahl signi-
fikanter BLAST-Hits zum Reisgenom bei hohem Signifi-
kanzniveau (E < 10) zeigt, dass ein Teil der DArT-Marker
homolog zu bekannten oder postulierten Gensequenzen in
Reis ist. Unter 2790 verfiigbaren DArT-Sequenzen wiesen
819 (29,4%) einen signifikanten BLASTX-Treffer zu 525
individuellen Proteinsequenzen aus Reis und 889 (31,9%)
einen signifikanten TBLASTX-Treffer zu 569 Genmodellen
aus Brachypodium distachyon auf. Vergleichbare Ergeb-
nisse wurden auch iiber DArT-Marker aus Hafer berichtet
(TINKER et al. 2009). Unsere Ergebnisse zeigen, dass
zahlreiche der DArT-Marker des Roggens Abschnitte von
Genen oder Gen-reichen Regionen représentieren. Ungefahr
Y5 der identifizierten Gen-Regionen werden durch mehr als
einen DArT-Marker dargestellt.

Insgesamt konnten wir fiir 41 (13,4%) der 307 assoziierten
Marker eine homologe Sequenz in Reis identifizieren. Die
zu den assoziierten Markern orthologen Reissequenzen sind
in Genomregionen lokalisiert, in denen zuvor Reis-QTL fiir
agronomische bzw. Qualitidtsmerkmale beschrieben wurden



Assoziationskartierung in einer Hybridroggen-Zuchtpopulation

13

Faktorielle Analyse: Achsen 1/2

168
.

169
18218, .

8t

o

, ,
t— }
los 19;‘5.197 388 108 67" los
19!

s 0

17 P .‘ a0’

117t

Abbildung 3: Hauptkoordinatenanalyse von 197 Testkreuzungen. Eine Einteilung des Untersuchungsmaterials in Populationen ba-
sierend auf genetischen Unterschieden wurde mit Hilfe von 3117 DArT-Markern vorgenommen. Der durch diese Darstellung erklirte
Anteil an der Gesamtvarianz betragt 18%.

Figure 3: Principal coordinate analysis of 197 rye test-crosses. 3117 DArT markers were used to classify population membership for

each genotype based on genetic differences. The percentage of total variance explained by both coordinates is 18%.

(Abbildung 4). Homologe QTL-Regionen fiir Wuchshohe,
KorngroBe, Reife- und Bliitezeitpunkt wurden bereits frither
zwischen verschiedenen Arten aus der Familie der Sii3graser
(Reis, Mais, Hirse, Gerste und Weizen) beschrieben (LIN et
al. 1995, PATERSON et al. 1995). Die Integration relevanter
Daten iiber komplex vererbte Merkmale aus Reis und an-
deren verwandten Grésern bietet ergédnzende Informationen
sowohl im Hinblick auf eine Einschétzung der Giite identi-
fizierter Marker-Merkmalsbeziechungen bei Roggen als auch
hinsichtlich einer weiteren molekularen Charakterisierung
von QTL im Roggen (vgl. ZHU und ZHAO 2007, WAUGH
et al. 2009). Vor allem in konservierten Genombereichen
mit ausgeprégter Syntanie zwischen evolutiondr verwandten
Grésern stellt die vergleichende Genkartierung eine effizi-
ente Alternative zur Identifizierung von QTL in komplexen
Getreidegenomen dar (WAUGH et al. 2009).

Ein ausgepriagt konserviertes Segment als Triger eines
QTL fiir Tausendkornmasse konnte in der vorliegenden
Studie beispielsweise auf Reischromosom R3 identifiziert
werden. Das orthologe Reisgen des mit TKG assoziierten
Markers M37(tgrwt)-7R (P=0,00764) liegt in einem 35 cM
Segment, auf dem zuvor 13 verschiedene Reisgenmodelle
identifiziert werden konnten, deren orthologe Marker im
Roggen auf Chromosom 7R lokalisiert sind (HACKAUF
et al. 2009). Zu diesen Markern zdhlen Xscm118-7R,
Xtasut-7R sowie Xscm63-7R, die ihrerseits gekoppelt sind
mit dem genomischen SSR-Marker Xscm40-7R (WRICKE
und HACKAUF 2007). Fiir Xscm40-7R wurde Kopplung
zu einem Majorgen fiir TKG beschrieben (WRICKE 2002,
WRICKE und HACKAUF 2007). Im Reis wurde in diesem
Bereich ein qualitits-bestimmender QTL (AQCV036, vgl.
YOUENS-CLARK et al. 2011) identifiziert, der ebenfalls
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Abbildung 5: Analyse der Sequenzvariation in Kandidatengenen aus dem Stiirkestoffwechsel (A und B) sowie dem Regulations-
netzwerk des Bliitezeitpunktes (C und D) fiir 12 ausgewihlte Inzuchtlinien bei Roggen (Dunklere Farben: groflere Unterschiede
zwischen individuellen Genotypen, weil}: kein Unterschied der Sequenzen zwischen individuellen Genotypen).

Figure 5: Sequence variation of candidate genes for starch metabolism (A and B) and days to heading (C and D) in 12 selected
rye inbred lines (Dark colours indicate higher polymorphism rate between individual genotypes, white: no polymorphism observed).

Einfluss auf das Merkmal Kornmasse besitzt (ASHIDA et
al. 2009). Fir qualitative Merkmale des Roggens haben
sich genomische Informationen aus evolutionér verwandten
Grésern als wertvolle Ressource bei der Entwicklung mo-
lekularer Marker erwiesen (HACKAUF und WEHLING
2005, MAGO etal. 2005, COLLINS etal. 2008, HACKAUF
etal. 2012). Auf Grundlage der hier vorgestellten Ergebnisse
besteht nun auch fiir quantitativ vererbte Merkmale des
Roggens die Mdoglichkeit, die Sequenzinformationen iiber
Gene aus konservierten Bereichen, wie beispielsweise dem
beschriebenen Segment auf Reischromosom R3, systema-
tisch als Kandidaten zu nutzen, um nach Assoziationen mit
QTL zu suchen.

Ergidnzend zu genomweiten Studien stellt die Assozia-
tionskartierung von Kandidatengenen in Hybridroggen-
Zuchtpopulationen einen alternativen Ansatz dar, um gezielt
genbasierte Marker fiir komplex vererbte Merkmale bei
Roggen zu entwickeln. Aus verwandten Grasgenomen sind
inzwischen eine Reihe von Genen isoliert und funktionell
charakterisiert worden, die von uns als Kandidatengene
fiir Merkmale wie Korngewicht, Pflanzenarchitektur,
Bliihzeitpunkt oder Stirkebiosynthese im Roggen genutzt

wurden. Die Spezifitdt der amplifizierten Fragmente solcher
Kandidatengene wurde mittels Sanger-Sequenzierung an
einer Stichprobe von 12 Inzuchtlinien validiert. Die zu
beobachtende Sequenzvariabilitidt (4bbildung 5) sowie
das teilweise ausgeprigt niedrige LD (4bbildung 6A4)
dokumentieren, dass diese subgenomischen Bereiche des
Roggens geeignet sind, um nach Assoziationen zu QTL fiir
Merkmalsgene zu suchen.

Zusammenfassung

Genomweite Assoziationsstudien werden zunehmend in
selbstbefruchtenden Getreidearten genutzt, um Gene fiir
agronomisch relevante Merkmale zu identifizieren. Die
vorliegende Studie dokumentiert erste Ergebnisse zur ge-
nomweiten Assoziationskartierung beim Fremdbefruchter
Roggen. DArT-Marker haben sich als geeignetes Werkzeug
erwiesen, um die Struktur der in der untersuchten Population
vorgehaltenen genetischen Variation zu charakterisieren.
Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass diese microarray-
basierte Markertechnologie geeignet ist, um Assoziationen
mit QTL fiir hoch heritable Merkmale in Elitezuchtmate-
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Abbildung 6. Kopplungsungleichgewicht- (LD) Heatplot fiir ein Kandidatengen aus dem Stirkestoffwechsel (A) bzw. dem Re-
gulationsnetzwerk des Bliitezeitpunktes (B). Jedes Feld des Rasters reprisentiert das Ausmaf} des geschitzten LDs (mittels R?)
aller paarweisen Vergleiche zwischen polymorphen Positionen mit Allelfrequenzen > 0,05. Die Legenden fiir die R>-Werte sind

rechts angefiihrt.

Figure 6: Linkage disequilibrium (LD) heat plot of a candidate gene from starch metabolisms (A) and flowering time control
pathway (B). Each grid represents the degree of LD estimated by R? for each pairwise comparison between polymorphic sites
with a minor allele frequency (MAF) > 0.05. The colour legend for R? values is given on the right side.

rial bei Winterroggen zu identifizieren. Mit Hilfe dieser
Marker ist es moglich, Genvarianten mit einem Effekt auf
Wuchshohe sowie Tausendkornmasse zu charakterisieren
und in weiterfithrenden Untersuchungen zu validieren. Die
identifizierten Marker konnen dazu beitragen, die Effizienz
eines Hybridzuchtprogramms bei Roggen zu erhdhen,
indem Zuchtlinien als Trager wertvoller Genvarianten
gezielt identifiziert und in der Zucht eingesetzt werden.
Weitere Studien sind erforderlich um zu priifen, ob iiber
diesen Ansatz auch QTL fiir das mit Abstand bedeutendste
Merkmal in der Getreideziichtung, den Kornertrag, erfasst
werden konnen. Die Auspragung des Kornertrags ist durch
seine besondere Komplexizitit gekennzeichnet und das
Ergebnis aller Prozesse der vegetativen und generativen
Entwicklung sowie ihrer Wechselwirkung mit der Umwelt.
Stabil exprimierte QTL, die zu einem hoheren Kornertrag
fithren, sind daher wichtige ZielgroBen in der Hybridrog-
genziichtung. Auf Grundlage einer neu von uns etablierten
Kalibrationsgleichung zur verlédsslichen Bestimmung von
Protein-, Stirke- und Arabinoxylangehalt im Korn mittels
Nahinfrarotspektroskopie werden kiinftig auch weitere qua-
litaitsbestimmende Parameter in die Assoziationskartierung
einbezogen werden konnen.

Weitere Analysen sind erforderlich, um das Ausmal3 des LD
in den kommerziellen Inzuchtlinien aus beiden heterotischen
Gruppen zu bestimmen und abschétzen zu kdnnen, wie
ausgepragt die Markerdichte in diesem Material sein muss,
um QTL mit kleinen Effekten identifizieren zu konnen.
Umfangreiche DNA-Markerkollektionen kénnen inzwi-
schen auch in komplexen Getreidegenomen effizient mittels
neuer Sequenzierverfahren erstellt werden (ELSHIRE et
al. 2011). Aufbauend auf die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Ergebnisse verspricht eine Genotypisierung
durch Sequenzierung, weitere Marker fiir QTL im Roggen
identifizieren zu konnen.
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