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Optimierung der Entwicklung von Introgressionspopulationen

Optimizing the development of introgression populations

Eva Herzog"*

Abstract

Introgression populations are valuable genetic resources
which are developed by marker-assisted backcrossing.
Their development is labor-intensive, costly and time
consuming, as commonly numerous backcrosses and
large population sizes are required. Crossing and selec-
tion schemes which are suitable for a limited number
of individuals and high-throughput marker analyses
would therefore greatly improve the efficiency of this
process. We employed computer simulations to design
selection strategies for the development of maize intro-
gression populations of 100 lines with population sizes
of 360 individuals per backcross generation for DH
and S, crossing schemes. The number of simultaneous
backcross programs was reduced by pre-selection for
complete donor chromosomes or donor chromosome
halves. Selection for complete donor chromosomes in
generations BC, and BC, was the most efficient strat-
egy if no selection was conducted in generation BC..
With an additional selection step in generation BC,,
selection for donor chromosome halves improved the
separation of target segments. Gradually increasing
population sizes over backcross generations was ad-
vantageous for both DH and S, crossing schemes. For
DH schemes, this approach reduced the total number
of required high-throughput marker analyses. For S,
crossing schemes, large population sizes in the final
backcross generation enabled selection for short target
segments and thus reduced the fixation of large donor
chromosome segments. The suggested crossing and
selection schemes provide guidelines for breeders
which help to make the development of introgression
populations more efficient.
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Einleitung

Introgressionsbibliotheken sind Sets nahe-isogener Linien
(NILs), die kurze, durch Marker kontrollierte Segmente des
Genoms eines exotischen Donors in einem gemeinsamen
genetischen Hintergrund tragen (ESHED und ZAMIR
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1994). Sie sind niitzliche Ressourcen sowohl fiir die Iden-
tifikation neuer Allele mit vorteilhaften Eigenschaften,
als auch fiir den anschlieBenden Zuchtprozess, da die neu
gefundenen Allele bereits in einem adaptierten Hintergrund
vorliegen.

Introgressionsbibliotheken werden fiir gewohnlich durch
marker-gestiitzte Riickkreuzung entwickelt, der sich Selbs-
tung oder die Induktion doppelt haploider (DH) Linien an-
schlieBt. Die Riickkreuzungsprogramme fiir ihre Entwick-
lung sind arbeits- und zeitaufwendig, wenn eine komplette
Abdeckung des Donorgenoms durch kurze, gleichméBig
verteilte Chromosomensegmente angestrebt wird, da dann
separate Riickkreuzungsprogramme fiir jedes der Zielseg-
mente erforderlich sind. Trotz des hohen Aufwands bei der
Erstellung wird haufig nur eine unvollstindige Abdeckung
des Donorgenoms erreicht (SCHMALENBACH et al. 2008,
FALKE et al. 2008).

Ein moglicher Ansatz zur Kosteneinsparung ist, die Anzahl
der simultan durchgefiihrten Riickkreuzungsprogramme zu
reduzieren, indem wihrend der Riickkreuzung zunéchst
Individuen vorselektiert werden, die jeweils ein komplet-
tes Donorchromosom tragen (FALKE et al. 2009). Wird
dieses Konzept angepasst auf Riickkreuzungsprogramme
mit begrenzten Ressourcen, lassen sich Introgressionspo-
pulationen entwickeln, die aber noch einige zusétzliche
Donorsegmente im genetischen Hintergrund tragen. Solche
Introgressionspopulationen koénnen jedoch mit weniger
Individuen und Markeranalysen entwickelt werden. Fiir
diese Introgressionspopulationen sollte als Mindeststan-
dard moglichst komplette Abdeckung des Donorgenoms
und gleichméBig Verteilung der Zielsegmente angestrebt
werden.

Die Entwicklung von Linien durch in vivo Induktion
doppelt haploider (DH) Linien wird routineméfBig in
Maisziichtungsprogrammen angewandt. Dennoch gibt es
bislang keine Richtlinien, wie sich diese Technologie bei
der Entwicklung von Introgressionsbibliotheken effizient
einsetzen lasst, und was im Unterschied zur immer noch
kostengiinstigeren Selbstung zu beachten ist. Die Ziele
unserer Simulationsstudie waren daher die Entwicklung
geeigneter Kreuzungs- und Selektionsschemata fiir die Ent-
wicklung von Introgressionspopulationen mit begrenztem
Kontingent an Riickkreuzungsindividuen und Hochdurch-
satzchips, und die Erstellung von Richtlinien fiir das opti-
male Versuchsdesign fiir DH- und S -Kreuzungsschemata.
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Material und Methoden s=1,2, ..., 100 wurde anhand der Indizes i = ¢, + b, und
i=t + b_analog verfahren.

Genetisches Modell

Computersimulationen wurden durchgefiihrt fiir ein geneti-
sches Maismodell mit 10 Chromosomen von 200 cM Lénge.
Molekulare Marker fiir die Selektion waren gleichméfig
mit einer Dichte von einem Marker alle 1 ¢cM im Genom
verteilt. Es wurde angenommen, dass die Genotypisierung
mit Hochdurchsatzchips durchgefiihrt wird und alle Marker
im Genom in einem Analyseschritt genotypisiert werden
konnen.

Kreuzungsschemata

Es wurden BC,DH- und BC,S _-Kreuzungsschemata unter-
sucht. In den Generationen BC -BC, erfolgte die Selektion
einer festen Anzahl bester Individuen anhand eines Selekti-
onsindexes. Diese Individuen wurden, je nach Generation,
riickgekreuzt oder zur Linienentwicklung mittels Selbstung
oder in vivo DH-Induktion verwendet. Die resultierenden
Introgressionspopulationen bestanden jeweils aus 100 NILs.

Selektionsindizes

Die NILs sollten je ein Zielsegment des Donorgenoms von
20 cM Léange tragen. Um den Selektionsindex i fiir ein
Individuum in Bezug auf ein bestimmtes Zielsegment zu
bestimmen, wurde mit #, der Anteil Donorgenom in Prozent
auf dem Chromosom, auf dem das Zielsegment sich befindet,
bezeichnet. Mit 7, wurde der Anteil Donorgenom in Prozent
auf der Chromosomenhdlfte, auf der das Zielsegment sich
befindet, bezeichnet. Mit £ wurde der Anteil Donorgenom
in Prozent im Zielsegment ‘selbst bezeichnet. Die Werte fiir
den genetischen Hintergrund b, b,, b_sind komplementér
zu t, t, und ¢ und bezeichnen den Antell an Rezipienten-
genom auBerhalb der jeweiligen Selektionsregion. Bei der
Selektion auf ganze Chromosomen wurde fiir jedes Chro-
mosom ¢ =1, 2, ..., 10 eine feste Anzahl bester Individuen
fiir den Selektionsindex i = ¢, + b, selektiert. Fiir Selektion
auf Chromosomenhilften 2= 1,2, ..., 20 oder Zielsegmente

Selektionsstrategien

Selektion auf ganze Chromosomen (C), auf Chromosomen-
halften (H) und auf Zielsegmente (S) wurden in den Gene-
rationen BC -BC, kombiniert, um verschiedene Selektions-
strategien zu bilden. Die untersuchten Kombinationen von
Kreuzungsschema und Selektionsstrategie sind in der ersten
Spalte von Tabelle 1 aufgelistet. Fiir alle Selektionsstrate-
gien wurden die besten 100 NILs fiir den Selektionsindex
i=t+b in Generation DH oder S, selektiert.

Simulationsreihen

In der ersten Simulationsreihe wurde Selektion nur in den
Generation BC, und BC, durchgefiihrt. In der zweiten Simu-
lationsreihe wurde zusitzlich Selektion in Generation BC,
durchgefiihrt. Die Gesamtpopulationsgrof3e pro Generation
in der ersten und zweiten Simulationsreihe war konstant und
betrug n, =360 Individuen. In der dritten Simulationsreihe
wurden optimierte Kreuzungsschemata mit Selektion in
allen drei Riickkreuzungsgenerationen und ansteigenden
Populationsgroflen untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Mit fast allen untersuchten Kombinationen aus Kreuzungs-
schema und Selektionsstrategie wurde eine Abdeckung
des Donorgenoms > 99% erzielt (Tabelle I). Diese Werte
bezogen sich allerdings nicht nur auf die Zielsegmente,
sondern beinhalteten auch zusétzliche unerwiinschte Do-
norsegmente. Die Abdeckung des Donorgenoms war daher
nicht ausreichend, um die Qualitdt einer Introgressionspo-
pulation zu beschreiben. Erhebliche Unterschiede zwischen
den Introgressionspopulationen wurden deutlich, wenn
der Gesamtdonorgenomanteil, der Donorgenomanteil auf
dem Chromosom, welches das Zielsegment trigt, und der
durchschnittliche Donorgenomanteil in den Zielsegmenten
betrachtet wurden.

Tabelle 1: Donorgenomabdeckung (Cov), Gesamtdonorgenomanteil (DGP, ), Donorgenomanteil auf den Triigerchromosomen
(DGP_), Donorgenomanteil in den Zielsegmenten (DGP,,) und benétigte Anzahl von Hochdurchsatzchips (HT) fiir verschie-
denen Strategien zur Entwicklung von Introgressionspopulationen bei Mais (Mittelwerte iber 1000 Replikationen der Simulation)

Table I1: Coverage of the donor genome (Cov), total donor genome proportion (DGP ), donor genome proportion of the carrier
chromosomes (DGP__), donor genome proportion of the target segments (DGP ) and required number of high-throughput
chips (HT) for different strategies for developing introgression populations in maize (arithmetic means over 1000 replications of
the simulation)

Simulationsreihe Strategie Cov DGP_, (%) DGP_. (%) DGP (%) HT
1 BC,DH-CC 99.2 5.0 35.2 97.8 1080
BC,DH-HH 99.8 5.1 333 94.2 1080
BC,DH-CH 99.6 5.1 35.1 93.7 1080
2 BC,DH-CCC 99.1 4.8 35.8 98.0 1800
BC,DH-HHH 99.9 4.7 339 98.9 1800
3 BC,DH-HHH* 99.9 5.0 333 98.4 1440
1 BC,S,-CC 99.3 5.7 39.2 97.0 1080
BC,S,-HH 99.9 53 333 90.3 1080
BC,S,-CH 99.7 53 35.0 89.9 1080
2 BC,S,-CCC 98.3 5.7 44.6 97.5 1440
BC,S,-HHH 99.7 5.0 38.1 98.6 1440
3 BC,S,-HHS* 99.8 43 30.4 96.2 1400
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Ein hoher Donorgenomanteil auf den Tragerchromosomen
deutet auf unerwiinschte Donorgenomsegmente hin, die
nicht von den Zielsegmenten getrennt werden konnten.
Solche groflen Donorsegmente in Nachbarschaft zu den
Zielsegmenten konnen die Detektion von QTL beeintrach-
tigen. Dariiber hinaus bergen grofle Donorgenomsegmente
das Risiko, dass unerwiinschte Eigenschaften des Donors
iibertragen werden, und erfordern oft zusétzliche Riick-
kreuzungsschritte zur Abtrennung der Zielsegmente. Der
Donorgenomanteil auf den Trdgerchromosomen sollte
daher niedrig sein. Innerhalb der Zielsegmente sollte der
Donorgenomgehalt hingegen so hoch wie moglich sein,
um die gesamte Bandbreite an genetischer Variation im
Donor zu erfassen.

Die Selektionsstrategie ist der wichtigste Faktor fiir die
Verteilung und Lange der Donorsegmente in Introgressi-
onspopulationen. Selektionsstrategien, die zunachst Indivi-
duen vorselektieren, die ganze Donorchromosomen tragen,
reduzieren zwar die Anzahl der Riickkreuzungsprogramme
im Vergleich zu Selektionsstrategien, die direkt auf Zielseg-
mente selektieren. Bei langen Chromosomen von 200 cM
Lange oder mehr bergen sie jedoch das Risiko, dass grofe
Teile des Donorgenoms auf dem Zielchromosom bis zur
Linienentwicklung konserviert und dann fixiert werden.
Zusétzlich zu Selektion auf ganze Chromosomen mit den
Selektionsstrategien CC und CCC wurde daher mit den
Selektionsstrategien HH und HHH auch Selektion auf Chro-
mosomenhilften untersucht. Damit wurde eine Reduktion
des Donorgenomanteils auf den Trigerchromosomen von
bis zu 6,5% erreicht, wahrend die Malizahlen fiir den ge-
netischen Hintergrund in etwa gleich blieben. Selektion auf
Chromosomenhilften in den Riickkreuzungsgenerationen
ist daher von Vorteil fiir Kulturarten mit langen Chromo-
somen, wie z.B. Mais, Weizen oder Raps, da dadurch das
Risiko der Ubertragung unerwiinschter Eigenschaften vom
Donor verringert wird.

Wenn keine Selektion in Generation BC, durchgefiihrt
wurde, fithrte Selektion auf Chromosomenhélften jedoch
zu einer betriachtlichen Reduktion des Donorgenomanteils
in den Zielsegmenten von 3,6-7,1%, was auf hdufigeren
Verlust der Zielsegmente hindeutet. Dies ist vermutlich
den sehr kleinen Populationsgrofien von n = 18 Individuen
zuzuschreiben, die mit der Unterteilung der konstanten
GesamtpopulationsgroBe von n,, = 360 Individuen in 20
Subpopulationen fiir die Chromosomenhélften einhergeht.

Der gleiche Verlust von Zielsegmenten wurde auch fiir die
kombinierte Selektionsstrategic CH beobachtet, bei der
in Generation BC, auf ganze Donorchromosomen und in
Generation BC, auf Chromosomenhilften selektiert wurde.
Zusitzlich wurde bei dieser Selektionsstrategie ein dhnlich
hoher Wert fiir den Donorgenomanteil auf dem Tragerchro-
mosom beobachtet wie bei ausschlieBlicher Selektion auf
ganze Chromosomen. Dies ist vermutlich auf die effiziente
Selektion auf ganze Chromosomen aus der verhéltnisméfig
groflen BC, Population von n, .= 360 Individuen zuriickzu-
fithren. Die selektierten ganzen Donorchromosomen blieben
zum groflen Teil bis zur Linienentwicklung erhalten. Die
Selektionsstrategic CH vereint daher die Nachteile von
Selektion auf ganze Donorchromosomen mit den Nachtei-
len von Selektion auf Donorchromosomenhilften und ist
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nicht empfehlenswert fiir Riickkreuzungsprogramme mit
kleinen, konstanten Gesamtpopulationsgrofien. Fiir kleine
Riickkreuzungsprogramme mit Gesamtpopulationsgrofien
vonn, =360 Individuen ohne Selektion in Generation BC,
ist daher Selektion auf ganze Donorchromosomen in den
Generationen BC, und BC, die giinstigste Losung.

Fiir effektive Reduktion des Donorgenomanteils auf den
Tragerchromosomen durch Selektion auf Chromosomen-
hilften ohne Verlust der Zielsegmente muss die Anzahl der
Triger von Zielsegmenten fiir die Linienentwicklung erh6ht
werden. Ein moglicher Losungsansatz fiir dieses Problem
wire ein zusitzlicher Selektionsschritt in Generation BC,.
Wihrend dieser fiir die S,-Kreuzungsschemata ohne Prob-
leme mdglich ist, da durch Selbstung viele Linien aus einem
Riickkreuzungsindividuum erzeugt werden konnen, kann
mit in vivo Induktion von DH Linien oft nur eine Linie aus
einem Riickkreuzungsindividuum gewonnen werden. In den
Kreuzungsschemata ohne Selektion in Generation BC, war
ein direkter Vergleich der Ergebnisse zwischen DH- und
S,-Krezungsschemata bei gleichem Einsatz von Individuen
und Hochdurchsatzchips mdglich. In diesem Fall waren
die DH-Kreuzungsschemata den S,-Kreuzungsschemata
iiberlegen, was vor allem auf die komplette Homozygotie
der DH Linien zuriickzufiihren ist.

Fiir Selektion in Generation BC, wurde in den DH-Kreu-
zungsschemata eine Verdopplung der Populationsgrofie
vorgenommen, und nur die bessere Hélfte der Individuen
wurde fiir die DH-Induktion selektiert. In den S -Kreuzungs-
schemata wurde die konstante Populationsgrof3e beibehalten
und nur ein bestes Individuum fiir den jeweiligen Selekti-
onsindex selektiert. Dieser Unterschied zwischen DH- und
S,-Kreuzungsschemata zeigt sich nicht nur in der Anzahl
der benotigten Hochdurchsatzchips, sondern fiihrt auch zu
einem Unterschied in der Selektionsintensitdt. Es ist daher
zu erwarten, dass unterschiedliche Selektionsstrategien fiir
diese Formen der Linienentwicklung optimal sind.

Durch den zusitzlichen Selektionsschritt in Generation
BC, wurden die MaBzahlen fiir den genetischen Hin-
tergrund kaum verdndert, der Donorgenomanteil in den
Zielsegmenten wurde jedoch verbessert. Dies war beson-
ders deutlich fiir Selektion auf Chromosomenhaélften mit
Selektionsstrategie HHH, bei der eine Verbesserung von
bis zu 8,6% beobachtet wurde. Insgesamt lieferte Selektion
auf Chromosomenhilften jetzt die besseren Ergebnisse.
Fiir das beste DH-Kreuzungsschema BC,DH-HHH fiel die
Verbesserung nur sehr gering aus im Vergleich zu Schema
BC,DH-CC ohne Selektion in Generation BC,. Dafiir
mussten jedoch 720 zusédtzliche Hochdurchsatzchips auf-
gewendet werden. In den S -Kreuzungsschemata ging der
zusitzliche Selektionsschritt in Generation BC, mit einem
stark erhohten Donorgenomanteil auf den Tragerchromo-
somen von 38-48% einher. Dies deutet auf Fixierung der
Selektionsregionen der letzten Riickkreuzungsgeneration
hin. Selektion in Generation BC, hat daher das Potential,
die Abdeckung der Zielsegmente zu verbessern. Fiir DH-
Kreuzungsschemata ist sie jedoch nur effizient, wenn
die Anzahl der bendtigten Hochdurchsatzchips reduziert
werden kann. Fiir die S -Kreuzungsschemata muss die
Fixierung groBer Donorchromosomensegmente vermieden
werden.
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Bei konstanten Gesamtpopulationsgrofen von n,, = 360
Individuen pro Generation ist die Populationsgrofle in
Generation BC, in der noch keine Unterteilung in Subpo-
pulationen vorgenommen wird, relativ grofl im Vergleich
zum Selektionsgewinn, der durch Selektion einer relativ
kleinen Fraktion von 10 oder 20 Individuen erzielt werden
kann. Es liegt daher nahe, die Populationsgrofle in dieser
Generation zu reduzieren und die freiwerdenden Ressour-
cen fortgeschrittenen Generationen zuzuschlagen. Fiir die
DH-Kreuzungsschemata werden so grofere Populations-
grofen in Generation BC, moglich, ohne dass insgesamt
mehr Ressourcen aufgewendet werden miissen als fiir die
S,-Kreuzungsschemata. Fiir die S,-Kreuzungschemata
ermoglichen groBere Populationsgrolen die Selektion auf
Zielsegmente schon in Generation BC,.

Das Kreuzungsschema BC,DH-HHH* mit ansteigenden
PopulationsgroBen fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen wie
das bislang beste Schema BC,DH-HHH, bendétigte aber
360 Individuen und Hochdurchsatzchips weniger. Im
Vergleich zum billigeren Schema BC,DH-CC wurde der
Donorgenomanteil auf den Tragerchromosomen verringert
und der Donorgenomanteil in den Zielsegmenten erhdht.
Die Investition in die zusdtzlichen Hochdurchsatzchips
scheint daher lohnenswert. Das Kreuzungsschema BC.S -
HHS* mit ansteigenden Populationsgroflen resultierte
in der gewiinschten Reduktion des Donorgenomanteils
auf den Trigerchromosomen von 38% auf 30% im Ver-
gleich zum bislang besten Schema BC,S,-HHH, obwohl
40 Hochdurchsatzchips weniger verwendet wurden. Der
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Donorgenomanteil in den Zielsegmenten wurde zwar um
2,4% reduziert, dafiir wurde allerdings das Verhéltnis von
Donorgenomanteil auf den Trégerchromosomen zu Donor-
genomanteil in den Zielsegmenten erheblich verbessert. Fiir
S,-Kreuzungsschemata ist Selektion auf Zielsegmente in
der letzten Riickkreuzungsgeneration daher zu empfehlen.
Im Vergleich zum insgesamt besten aber auch teuersten
DH-Kreuzungschema BC,DH-HHH, erreichte das Kreu-
zungsschema BC,S -HHS* nur leicht schlechtere Werte,
brauchte jedoch 400 Hochdurchsatzanalysen weniger. S,-
Kreuzungsschemata bieten daher konomische Alternativen
zu DH-Kreuzungsschemata.
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