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1 Einleitung

Innerhalb der Familie der StiBgraser (Gramineae) wird die Gattung Secale in 4 Arten
gegliedert (S. montanum, S. cereale, S. vavilovii und S. silvestre), wobei der
Kulturroggen, Secale cereale L., die grofite wirtschaftliche Bedeutung besitzt (Jung et
al., in Druck). Alle Arten sind diploid mit 2n = 14 Chromosomen und untereinander
kreuzbar (Laube und Quadt, 1959).

Im Gegensatz zu Weizen und Gerste stellt Roggen eine sekundidre Kulturform dar
(Brouwer, 1972). Vermutliche Heimat ist der Kaukasus, woher er wahrscheinlich als
Unkraut zunédchst nach Kleinasien und schlielich nach Europa gebracht wurde (Franke,
1997). Besonders auf ungiinstigeren Standorten verdringte er durch seine Robustheit
andere Getreidearten und wurde bereits im 12. und 13. Jahrhundert in vielen Gebieten
als Hauptbrotfrucht angebaut. Noch bis zum zweiten Weltkrieg {tbertraf die
Anbaufliche des Roggens die des Weizens, wurde dann aber Mitte des letzten
Jahrhunderts nahezu ganz vom Weizen verdringt (Becker, 1993; Korber-Grohne,
1995). Nach Jahren des Riickgangs wurden im Durchschnitt der Jahre 1990 - 2001
wieder rund 800.000 ha Roggen in Deutschland angebaut. Mit dem Wegfall der
Roggenintervention 2004 kam es jedoch zu drastischen Preiseinbriichen und einer
weiteren Verringerung der Aussaatfliche (Diepenbrock et al., 2005). Der Anbau belief
sich in 2004 auf 624.000 ha (Statistisches Bundesamt, 2005). Bedingt durch die
verstirkte Nutzung von Getreide als nachwachsender Rohstoff sowie den steigenden
Absatz im Futtermittelsektor erlebt Roggen wieder einen Aufschwung. Die
Anbaufliche von Winterroggen nahm dabei fiir das Erntejahr 2007 um 24 % im
Vergleich zu 2006 auf 670.000 ha zu (Roggenforum, 2006; Statistisches Bundesamt,
2007). Hinter Russland und Polen ist Deutschland damit der drittgrofite
Roggenproduzent, wobei weltweit der Anbau jedoch keine grofle Rolle spielt (Liitke
Entrup und Oehmichen, 2000). Aufgrund seiner Trockentoleranz und seiner geringen
Bodenanspriiche wird Roggen vor allem auf leichten, niederschlagsarmen Standorten
angebaut und ist dort oftmals die einzige Alternative.

In Deutschland konzentriert sich der Anbau auf die Bundeslinder Brandenburg und
Niedersachsen. Hier standen im Jahr 2006 347.900 ha Winterroggen (Schraa, 2007),
was 65 % des gesamten deutschen Anbaus entsprach.

Als Brotgetreide hat sich Roggen einen festen Markt erkdmpft. Der Anteil ist schon seit
mehreren Jahren konstant bei rund 900.000 Tonnen (Roggenforum, 2007). Experten

erwarten, dass der verstirkte Einsatz von Roggen als Futtermittelkomponente und
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Energiegetreide zu einer Stabilisierung des Anbaus und damit auch des Preises fiihren
konnte (Koop, 2007). Zur Ernte 2008 hat sich die Aussaatfliche um weitere 12 %
ausgedehnt (Statistisches Bundesamt, 2008).

Roggenziichtung

In Deutschland sind derzeit 40 Roggensorten (3 Sommerroggen, 32 Winterroggen-
Koérnernutzung, 5 Winterroggen-Griinschnittnutzung) zugelassen (Bundessortenamt,
Stand 01.07.2008); darunter befinden sich 20 Populationssorten, 15 Hybridsorten und 5
synthetische Sorten. Die Winterform wird vorrangig angebaut, da hohere und stabilere
Ertrage realisiert werden als bei den wirtschaftlich unbedeutenden Sommerformen
(Liitke Entrup und Oehmichen, 2000; Bickel-Sandkétter, 2001).

Seit der Einflihrung von Hybridsorten tritt die Bedeutung von Populationssorten in den
Hintergrund, da ein deutlich hoherer Zuchtfortschritt vor allem beim Kornertrag erzielt
wurde (Geiger, 2007). Die Hybridziichtung nutzt die volle Heterosis, mit der die
Mehrleistung der Nachkommen gegeniiber dem Mittel der Eltern bezeichnet wird. Das
jeweilige Befruchtungssystem bestimmt malgeblich die Hohe der Heterosis. So zeigen
Fremdbefruchter wie Roggen und Mais eine hohere Mehrleistung als typische
Selbstbefruchter wie Weizen und Gerste. Des Weiteren ist die Heterosis von der Art des
Merkmales bzw. seiner Vererbung abhingig. Eine Kreuzung genetisch weit
voneinander entfernter Genotypen tridgt zu einer Steigerung der Mehrleistung bei
(Becker, 1993). Dazu existieren fiir Roggen verschiedene genetische Pools, wie
beispielsweise Carsten und Petkus, aus denen die Saat- und Pollenelterlinien im
Zuchtprozess entwickelt werden (Fischbeck et al., 1985).

Hybridroggensorten sind iiblicherweise Dreiwegehybriden (A x B) x C, fiir deren
Entwicklung 3 Linien notwendig sind. Abbildung 1 gibt einen Uberblick zum
Zuchtschema. Zundchst werden die Linien aus den genetischen Pools gewonnen und
durch mehrfache Selbstung der Pflanzen bis zur ausreichenden Homozygotie gebracht.
Die selektierten Inzuchtlinien werden anschlieBend hinsichtlich ihrer Eigenleistung
bewertet.

Ein hdufig genutzter Mechanismus ist die cytoplasmatisch-ménnliche Sterilitidt (CMS).
Dabei wird zunéchst die Sterilitdt der Linie A durch Einlagerung des CMS-Plasmas

tiber mehrmalige Riickkreuzungen erzeugt. Mit einer fertilen Linie B wird bestidubt, und



man erhdlt pollensterile Nachkommen. Es erfolgen mehrere Testkreuzungen zur
Identifizierung von Linien mit maximaler Kombinationseignung. Die pollensterilen
CMS-Einfachkreuzungen werden anschlieBend mit der Vaterlinie C (Restorer-
Synthetiks) gekreuzt, die mit Hilfe von Restorergenen die Sterilitdit der Hybridsorte
aufhebt.

Petkus-Pool Carsten-Pool
Saatelter Pollenelter
Nicht-Restorer Restorer
| |
Priifung der - Inzuchtlinienentwicklung Inzuchtlinienentwicklung - Priifung der
Linieneigenleistung CMS-A; B C Linieneigenleistung
| Testkreuzungen |
Einfachkreuzungen X Restorer-Synthetiks
CMS-AB | C

Experimentalhybriden
|
Hybridsorte

Abbildung 1: Schema zur Entwicklung von Roggenhybriden (nach Miedaner, 2007)

Im Vergleich zu Populationssorten erzielen Hybriden bis zu 20 % hohere Ertrdge und
gleichen somit den erhdhten Saatgutpreis von 30 bis 50 €/dt wieder aus. Allerdings geht
der Sortencharakter bei Nachbau des Erntegutes von Hybridsorten unvermeidbar
verloren bzw. fiihrt zu erheblichen Ertragseinbuflen. So muss das in der Praxis zum
Anbau gelangende Saatgut durch kontrollierte Kreuzung der Inzuchtlinien immer
wieder neu erzeugt werden (Schmalz, 1980). Fiir die Ziichter ist dies ein Vorteil, da

somit ein natiirlicher Sortenschutz gewahrleistet wird.

Wichtige Zuchtmerkmale bei der Entwicklung neuer Roggensorten sind insbesondere
Kornertrag, Krankheitsresistenzen, Backqualitdt, Standfestigkeit, Auswuchsfestigkeit,
Tausendkornmasse, Rohproteingehalt und Kurzstrohigkeit. Sie orientieren sich in erster
Linie an die vom Bundessortenamt gestellten Anforderungen fiir die Wertpriifung.
Bedeutende Krankheiten sind beispielsweise der Echte Mehltau (Erysiphe graminis f.
sp. secalis), Braunrost (Puccinia dispersa), Mutterkorn (Claviceps purpurea),

Fusariosen (Fusarium nivale, Fusarium culmorum) wund Rhynchosporium-
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Blattfleckenkrankheit (Rhynchosporium secalis), die zu erheblichen Ertragseinbussen
im Anbau fithren kénnen (Liitke Entrup und Oehmichen, 2000). Des Weiteren kann
Roggen von bodenbiirtigen Viren (Wheat spindle streak mosaic virus (WSSMV) und
Soil-borne cereal mosaic virus (SBCMV)) befallen werden (Obst und Gehring, 2002).
Eine Infektion in frilhen Entwicklungsstadien fiihrt zu Zwergwuchs und
Ertragsverlusten von bis zu 50 % (Rodemann, 2007). Neben entsprechenden
ackerbaulichen Maflnahmen kdnnen zur Bekdmpfung resistente Sorten angebaut werden

(Huth, 2002).

Der globale Klimawandel stellt fiir die Ziichtung eine neue Herausforderung dar, denn
hiufige Stresssituationen machen die Pflanzen anfilliger fiir biotische und abiotische
Krankheiten sowie Schaderreger. Dementsprechend bekommen Eigenschaften wie
Robustheit gegeniiber Trockenheit, Salz- und pH-Stress zunehmende Bedeutung.
Roggen zeigt hier bereits die grofite Toleranz aller Getreidearten.

Einen Beitrag zum Klimaschutz leisten nachwachsende Rohstoffe aus Biomasse, zu
denen auch der Roggen gehort. Damit ergeben sich neue Zuchtziele bei der
Entwicklung geeigneter Sorten. Fiir die Verwendung in Biogasanlagen spielt der Gehalt
an organischer Trockensubstanz eine entscheidende Rolle, wihrend fiir die Herstellung

von Kunststoffen oder Bioethanol in erster Linie der Stirkeertrag von Bedeutung ist.

Stand der Biotechnologie bei Roggen

Um den Zuchtfortschritt zu beschleunigen, bedient sich die Roggenziichtung moderner
Methoden der Biotechnologie, wie beispielsweise der markergestiitzten Selektion. Es ist
wichtig, dass moglichst frith im Zuchtprozess schon indirekt selektiert und damit auf
aufwiéndige sowie kostspielige Analysen verzichtet werden kann. Eine markergestiitzte
Selektion ist sowohl bei qualitativ als auch bei quantitativ vererbten Eigenschaften
moglich. Bei quantitativ vererbten Merkmalen, zu denen beispielsweise auch die Starke
im Roggen gehort, konnen iiber eine QTL (Quantitative Trait Loci) —Analyse wichtige
Chromosomenabschnitte lokalisiert werden (Lander und Botstein, 1989).

Der diploide Roggen besitzt eine Genomgrole von 7600 Mb. In verschiedenen Studien
sind bereits genetische Karten erstellt wurden. Hierbei kamen zunichst Isoenzymmarker

(Wricke und Wehling, 1985; Wricke et al., 1993) und in der Weiterentwicklung



verschiedene DNA-Marker wie AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms)
und SSRs (Simple Sequence Repeats = Mikrosatelliten) (Devos et al., 1993; Philipp et
al., 1994; Senft und Wricke, 1996; Saal et al., 1997; Korzun et al., 2001; Hackauf und
Wehling, 2002a, 2002b; Bednarek et al., 2003) zur Anwendung. Auf Grundlage dessen
konnten bereits molekulare Marker detektiert werden, die in der Roggenziichtung
Verwendung finden, so zum Beispiel fiir die Selektion der Restorerfdhigkeit, von
Krankheiten und Qualitdtseigenschaften. QTL-Analysen sind fiir zahlreiche
agronomische Merkmale durchgefiihrt worden (Borner et al., 1999, 2000; Mohammadi
et al., 2003; Bolibok et al., 2007; Masojc et al., 2007; Milczarski und Masoj¢, 2007).
Zunehmend werden in Roggenstudien auch SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
verwendet, die auf Einzelnukleotidunterschieden beruhen und in anderen Kulturarten
vor allem im Rahmen von Kartierungs- sowie Assoziationsstudien bereits genutzt
wurden (Hafer: Chen et al., 2007; Weizen: Ravel et al., 2007).

Molekulare Marker finden auch im Rahmen von genetischen Diversititsuntersuchungen
Anwendung (Bolibok et al., 2005). Verschiedene Zuchtlinien werden hierbei iiber
molekulare Marker auf DNA-Unterschiede untersucht, um deren Verwandtschaftsgrad
zu ermitteln und damit geeignete Kreuzungspartner zu selektieren. Wird eine hohe
genetische Distanz zwischen den Elternlinien festgestellt, ist mit einem hohen
Heterosiseffekt in der Nachkommenschaft zu rechnen.

Des Weiteren wurden molekulare Marker fiir phylogenetische Studien innerhalb der
Gattung Secale L. verwendet, um verwandtschaftliche Beziechungen zu definieren
(Shang et al., 2006).

Eine Vielzahl der bei Roggen erfassten molekularen Informationen kénnen im Internet

unter www.desicca.de/Rye gene map abgerufen werden (Schlegel und Korzun, 2007).

Einige Methoden der Biotechnologie konnten bisher fiir den Roggen noch nicht etabliert
werden. Beispielsweise verhindert die schlechte Regenerierbarkeit in der Zell- und
Gewebekultur den FEinstieg dieser Getreideart in die Gentechnologie. Auch
Doppelhaploide, die bereits routinemiflig in Gerste, Weizen und Mais den Zuchtprozess
beschleunigen, konnten fiir Roggen bisher nur sehr ineffizient erzeugt werden

(Miedaner, 2007).


http://www.desicca.de/Rye�

Roggen als Rohstoff fiir die Bioethanolproduktion

In Deutschland haben sich bereits drei grofe Bioethanolanlagen mit einer
Produktionskapazitét von insgesamt 590.000 m?/a etabliert, die zunichst Getreide als
Rohstoff einsetzten. Vor allem die Werke in Zérbig und Schwedt verwendeten zum
iiberwiegenden Teil Roggen, wihrend in Zeitz vorrangig Weizen genutzt wurde
(Thiiringer Landesanstalt fiir Landwirtschaft, 2006; Bdse, 2007). Nach einem
drastischen Anstieg der Getreidepreise im Jahre 2007 wird nun zum {iberwiegenden Teil
auf Zucker als Bioethanolrohstoff zuriickgegriffen. Es bleibt abzuwarten, inwieweit sich

dieser Markt in der niachsten Zeit verandern wird.

Roggen enthilt wie auch andere Getreidearten mit Korn und Stroh zwei unterschiedlich
energiehaltige Erntekomponenten. Die Verwendung der Energie der gesamten Pflanze
fir Biokraftstoffe ist von Oest (2000) dargestellt worden. Dabei werden alle
Kohlenstoff- und Wasserstoffanteile der Biomasse zunichst in Kohlenmonoxid und
Wasserstoff umgewandelt. Von der Ganzpflanzenverwertung wird in den bereits
bestehenden, deutschen Werken allerdings derzeit noch abgesehen, da sich Kornmassen
besser lagern lassen und eine hohere Transportwiirdigkeit aufweisen. Somit werden
lediglich die Kornpartien von den Landwirten geliefert und deren Stirkegehalt vorab
iiber Nahinfrarot-Spektroskopie analysiert. Es wird ein Preisbonus fiir hohe
Starkegehalte von den Firmen geboten, da dieser eine Voraussetzung fiir eine hohe
Bioethanolausbeute ist. Dementsprechend sollte das Getreide ein hohes Stérke-
Ertragspotenzial aufweisen.

Auch andere Korninhaltsstoffe und —eigenschaften haben einen Einfluss auf die
Alkoholausbeute und sollten bei der Rohstoffauswahl bzw. bereits bei der Ziichtung
geeigneter Sorten Beachtung finden. Eine gute Kornausbildung ist wichtig, da Stérke
wihrend der Kornfiillungsphase eingelagert wird. Somit sind ein hohes
Hektolitergewicht und eine hohe Tausendkornmasse indirekte Merkmale fiir einen
hohen Stirkegehalt. Des Weiteren ist bei Getreidepartien auf einen geringen
Proteingehalt zu achten, denn es existiert eine negative Korrelation zwischen Stirke-
und Proteingehalt. Bei Roggen beeinflusst auch der Gesamtpentosangehalt (16sliches
und unldsliches Pentosan) die Alkoholausbeute. In der Bioethanolproduktion stellen die
16slichen Pentosane unerwiinschte Begleitstoffe dar (Kaltschmitt und Hartmann, 2001).

Eine hohe Enzymaktivitit ist von Vorteil, da sie den Einsatz von Fremdenzymen im



Produktionsprozess reduzieren kann. Die Kornqualitit zur Ernte spielt fiir die
industrielle Nutzung eine untergeordnete Rolle. Allerdings ist ein geringer
Mutterkornbesatz und Fusariumgehalt von Bedeutung, wenn Koppelprodukte der
Produktion als Futter Verwendung finden sollen (Schmitz, 2003).

Speziell fiir die Bioethanolherstellung geziichtete Roggensorten existieren bislang nicht.
Allerdings erfiillen  bereits einige vorhandene Sorten die  genannten

Grundanforderungen und werden als Rohstoff eingesetzt.

Zu Beginn des Produktionsprozesses wird die in den Kornpartien vorhandene
Pflanzenstdrke zundchst enzymatisch in Zucker umgewandelt. Es entsteht Maische, die
anschlieBend vergoren und zu Alkohol destilliert wird (Kaltschmitt und Hartmann,
2001). Zuriick bleibt die Schlempe als entalkoholisierter Reststoff, der als Futtermittel
vermarktet oder in einer Biogasanlage genutzt werden kann. Das Bioethanol wird
anschlieend entwissert und ist eine Alternative zu Ottokraftstoffen. Es kann als reiner
Kraftstoff, in verschiedenen Mischungsanteilen oder ETBE (Ethyl-Tertidr-Butyl-Ether;
Additiv zur Erhohung der Klopffestigkeit) verwendet werden (Seyfried, 2006). Daneben
gibt es noch weitere 6kologisch interessante Einsatzmoglichkeiten als Losungsmittel,
Reinigungsmittel oder Rohstoff der chemischen Industrie (Schmitz, 2003).

Die Verwendung von Bioethanol in der Kraftstoffindustrie leistet einen Beitrag zur
Schonung fossiler Energietriger und hilft klimaschiddliche CO2-Emissionen im
Verkehrssektor zu reduzieren. Des Weiteren wird die Abhéngigkeit von
Rohstoffimporten verringert (Picard, 2006) und neben einer Stabilisierung der
Erzeugerpreise in der Landwirtschaft konnen stillgelegte Ackerflachen wieder sinnvoll
genutzt werden. Aus diesen Griinden besteht seit Januar 2007 in Deutschland eine
Beimischungspflicht. Derzeit belduft sich diese auf 1,2 % Bioethanol im Benzin. Bis
zum Jahre 2015 sollen 6,6 % des gesamten Kraftstoftbedarfs in der EU durch
Bioethanol ersetzt werden. Fiir Serien-Ottomotoren konnen bis zu 10 % Ethanol
problemlos beigemischt werden. Die Verwendung von reinem Ethanol erfordert
allerdings Spezialmotoren (Sachsische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, 2006). In
anderen Liandern, wie beispielsweise Schweden, werden diese problemlos seit mehreren
Jahren eingesetzt (Bernhardt, 2006).

Weltweit ist Bioethanol bereits der wichtigste regenerative Kraftstoff (Sachsische

Landesanstalt fiir Landwirtschaft, 2006). Die Produktion aus Roggen hat dabei bisher



eine geringe Bedeutung. In Brasilien und den USA, wo Bioethanol in groem Umfang

produziert wird, werden hauptsdchlich Zuckerrohr bzw. Mais eingesetzt.

Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Bewertung von Roggen als Rohstoff fiir die
Bioethanolproduktion. Ausgangspunkt dafiir war die Erfassung der genetischen
Variabilitit im Roggen hinsichtlich der Hauptmerkmale Kornertrag, Stirkeertrag,
Starkegehalt, Proteingehalt und Pentosangehalt. Deshalb wurden zu Beginn der
Arbeiten an 102 Roggengenotypen (aktuelles Zuchtmaterial, Genbankherkiinfte, Sorten)
Kalibrierungskurven zur Bestimmung von Stdrke-, Protein- und Pentosangehalt mittels
Nahinfrarot-Spektroskopie entwickelt. Diese Kalibrierungskurven sollten wihrend der
Untersuchung fiir die Evaluierung von Versuchsmaterial genutzt werden, werden aber
auch zukiinftig durch die Integration weiterer Roggengenotypen optimiert.

Des Weiteren bot sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Moglichkeit, das von
Vuylsteke et al. (2000) bei Mais erfolgreich genutzte Konzept erstmals auch bei Roggen
auf seine Brauchbarkeit zu priifen. Gegenstand dieses Konzeptes ist es, auf der Basis
von AFLP- und SSR-Markerdaten bzw. von allelspezifischen Primern von
Kandidatengenen, die an den elterlichen Linien erfasst werden, Vorhersagen auf die
Qualititsmerkmale der zugehorigen Einfachhybriden zu treffen und damit den
Zuchtprozess zu beschleunigen.

Elterliche Roggeninzuchtlinien der Ziichter KWS Lochow GmbH und HYBRO
Saatzucht GmbH & Co. KG wurden fiir die Analyse polymorpher Marker (AFLP und
SSR) genutzt. Diese Inzuchtlinien waren die Eltern in faktoriellen Kreuzungsplénen zur
Erzeugung von Hybriden. An den Hybriden wurden phinotypische Merkmale und
Qualitdtsmerkmale als Parametern fiir die Bioethanolgewinnung erfasst, die gemeinsam
mit den Markerdaten der Elterlinien als Grundlage fiir eine Assoziationsstudie dienten.
Des Weiteren wurden Primer entwickelt, die Abschnitte in Genen amplifizieren, die fiir
Enzyme des Stiarkemetabolismus kodieren. Es handelte sich hierbei in erster Linie um
AGPase (ADP-glucose pyrophosphorylase), die mafigeblich an der Synthese von ADP
(Adenyldiphosphat)-Glucose beteiligt ist, stirkegebundene Synthasen (GBSS, granule
bound starch synthase) fiir die Amylosesynthese und Stirkeverzweigungsenzyme (sbe,

starch branching enzyme) fiir die Amylopektinsynthese. Die entwickelten Primer



wurden auf Vorhandensein und Polymorphie in den Roggenlinien gepriift und die

Ergebnisse ebenfalls innerhalb einer Assoziationsstudie verrechnet.



2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial und Feldversuche

Basis fiir die Ziichtung von speziellen Roggensorten flir die Bioethanolproduktion ist
die Beurteilung des genetischen Potenzials innerhalb dieser Kulturpflanze. Fiir die
Evaluierung wurde eine Kollektion, bestehend aus 102 Roggenlinien und -sorten,
zusammengestellt. Diese beinhaltet 36 Akzessionen der Genbank des Leibniz-Institutes
Gatersleben (IPK, Deutschland; R1 - R36), 36 verschiedene Linien aus einem
Zuchtprogramm der Professur fiir Pflanzenziichtung in Halle (Institut fiir Agrar- und
Erndhrungswissenschaften, Deutschland; R37 - R72) und jeweils 15 Linien bzw. Sorten
von den Roggenziichtern KWS Lochow GmbH (R73 - R87) und HYBRO GmbH & Co.
KG (R88 - R102). Die Roggenkollektion diente der Erfassung der genetischen
Variabilitit und wurde zur Entwicklung von Kalibrierungskurven fiir die Bestimmung

von Stéirke-, Protein- und Pentosangehalt mittels Nahinfrarot-Spektroskopie genutzt.

Fiir die molekularen Untersuchungen wurde aktuelles Zuchtmaterial der am Projekt
beteiligten Roggenziichter verwendet: 4 Saat- und 32 Polleneltern von der KWS
Lochow und 23 Saat- und 6 Polleneltern von der HYBRO. Es handelt sich jeweils um
Inzuchtlinien nach der zweiten Selbstung, so dass das Material einen hohen
Homozygotiegrad aufwies.

Abbildung 2 gibt einen Uberblick zum Aufbau der Feldversuche. Das Set von jedem
Ziichter wurde separat betrachtet. Fiir Leistungspriifungen wurden die Eltern faktoriell
miteinander gekreuzt. Fiir das Erntejahr 2005 wurde das Faktorial der KWS Lochow in
2 Serien und jeweils 2 Wiederholungen in Bernburg (Sachsen-Anhalt), Petkus
(Brandenburg), Prislich (Mecklenburg-Vorpommern), Seligenstadt (Bayern) sowie
Falencin und Kontratowice (Polen) angebaut. Das Material der HYBRO wurde im
selben Jahr in 3 Serien mit jeweils 2 Wiederholungen in Kleptow (Mecklenburg-
Vorpommern), Moosburg (Bayern), Wulfsode sowie Cappeln (Niedersachsen) und
Poznan (Polen) untersucht. Die Versuche der HYBRO wurden mit dem gleichen
Aufbau fiir das Erntejahr 2006 an den Standorten Kleptow, Moosburg, Wulfsode und
Poznan wiederholt. Die Saateltern der KWS Lochow sowie die Polleneltern der

HYBRO werden im Folgenden auch als Tester bezeichnet.
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Alle Merkmale (Ertrags- und Qualitditsmerkmale, Krankheitsbonituren etc.), die fiir eine
Assoziationsstudie genutzt werden sollten, wurden an den Hybridkombinationen im

Feld erfasst.

KWS Lochow HYBRO
32 Polleneltern: LPO1 ... LP32 6 Polleneltern: HYPEL ... HYPE®6
4 Saateltern: LP37 ... LP40 23 Saateltern: HYLO1 ... HYL23
2 Serien: 3 Serien:
001: LP37 x LPO1 ... LP32 001: HYLO1 ... HYL23 x HYPE3
LP38 x LPO1 ... LP32 HYLO1 ... HYL23 x HYPES
002: LP39 x LPO1 ... LP32 002: HYLO1 ... HYL23 x HYPE1
LP40 x LPO1 ... LP32 HYLOI ... HYL23 x HYPE2

003: HYLOI1 ... HYL23 x HYPE4
HYLO1 ... HYL23 x HYPEG6

6 Orte in 2005 5 Orte in 2005
4 Orte in 2006
2 Wiederholungen / Ort 2 Wiederholungen / Ort

Abbildung 2: Aufbau der Feldversuche von KWS Lochow und HYBRO
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2.2 Merkmalserfassung

Merkmalserfassung an der Kalibrierungspopulation

Von allen 102 Roggengenotypen wurden zunichst das Hektoliter (hl)-Gewicht und die
Tausendkornmasse (TKM) erfasst. Das durchschnittliche hl-Gewicht wurde mit einem 1
Liter-Getreide-Tester der Firma Baumann Saatzuchtbedarf (Waldenheim, Deutschland)
ermittelt. Fiir die Feststellung der Tausendkornmasse wurden 4 x 100 Korner gewogen.
Die Saatkornanalysen, insbesondere die Erfassung von Lénge, Breite und Fldche von 2
x 100 Roggenkornern, erfolgten mit dem Saatkornanalysegerit MARVIN (GTA
Sensorik GmbH, Neubrandenburg, Deutschland) in Kooperation mit dem IPK
Gatersleben.

Der Stirke- und Proteingehalt ganzer Getreidekdrner wurde mit dem Infratec™ 1241
(Nahinfrarot-Transmissions-Spektroskop (NIT); Foss, Hamburg, Deutschland) ermittelt
und der Proteingehalt umgerechnet in Proteingehalt in der Trockensubstanz (TS). Diese
Analyse wurde von der MBE (Mitteldeutsche Bioenergie GmbH) in Zorbig
(Deutschland) durchgefiihrt.

Zusétzlich zur Infratec-Untersuchung wurde eine nasschemische Analyse der gesamten
Roggenkollektion im Institut fiir Pflanzenziichtung und Akklimatisierung (Radzikow,
Polen) in Auftrag gegeben. Dazu wurden 15 g von jeder Probe vermahlen. Je Genotyp
erfolgte eine Doppelbestimmung, wobei das Rohprotein (Kjeldahl N x 6.25) nach
AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1990; Methode 976.05) bestimmt
wurde. Der Gehalt an 19slichem Pentosan wurde nach Hashimoto et al. (1987), modifiziert
von Delcour et al. (1989), kolorimetrisch erfasst. Die Viskositdt wurde im Wasserextrakt
nach dem Schiitteln von 0,5 g Getreide mit 5 ml destillierten Wasser fiir 1 h bei 30°C
mit einem Wells-Brookfield Cone Plate Digital Viscometer (Brookfield Engineering
Laboratories GmbH, Pinnacles West Harlow, Essex, England; Boros et al. 1993)
ermittelt.

Beim Julius Kiihn-Institut (JKI) in Braunschweig (Deutschland) konnten an den 102
Genotypen der Roggenkollektion der Stirkegehalt nach Ewers und der

Gesamtpentosangehalt bestimmt werden.
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Entwicklung von Kalibrierungskurven

Da nasschemische Analysen zur Bestimmung von Qualitdtsparametern sehr kostspielig
und zeitintensiv sind, bot die Nahinfrarot-Spektroskopie eine Alternative. Die fiir diese
Untersuchungen zur Verfligung stehenden Gerdte konnen mit verschiedenen
Kalibrierungskurven der Hersteller ausgestattet werden, jedoch bietet die eigene
Entwicklung die Moglichkeit, eine Anpassung an das zu untersuchende Material
vorzunehmen. Mit den erhobenen Daten der 102 Genotypen der Roggenkollektion
wurden von Herrn Dr. Peter Tillmann (VDLUFA Qualitdtssicherung NIRS GmbH,
Kassel, Deutschland) erste Kurven zur Ermittlung von Stédrke-, Protein- und
Pentosangehalt des im Projekt bearbeiteten Zuchtmaterials erstellt.

Es wurden 68 Proben fiir die Kalibrierung genutzt, wobei die Auswahl nach dem
Zufallsprinzip erfolgte. Die restlichen Genotypen (insgesamt 34) dienten der
Validierung, um die Genauigkeit der Kalibrierung im Vergleich mit den Ergebnissen
der nasschemischen Analysen (Referenzmethoden) zu schitzen.

Fiir die Kalibrierung auf einem Infratec-Gerit (Infratec™™ 1241, Foss GmbH) der KWS
Lochow war keine vorherige Vermahlung des Korngutes notwendig. Zunichst wurden
die Spektren in einem Wellenbereich von 850 bis 1050 nm gemessen. Die Entwicklung
von Kalibrierungsfunktionen erfolgte mit der Software ,,The Unscrambler Version
9.01 der Firma CAMO PROCESS AS (Oslo, Norwegen).

Fiir die Kalibrierung eines NIRSystems-Gerdtes (NIRSystems 6500, Foss GmbH,
Rellingen, Deutschland) wurden die Korner der Roggenkollektion zunédchst vermahlen
und in einem Wellenbereich von 1100 bis 2500 nm deren Reflektionsspektren
gemessen. Die Kurvenentwicklung erfolgte mit der WIN-ISI Software Version 1.04a
der Firma Infrasoft International LLC. (Silver Spring, USA).

Ziel war es eine Kalibrierung zu entwickeln, die einen moglichst hohen
Korrelationskoeffizient (= r) zwischen den Ergebnissen der Referenzmethode und den
aus den Reflektionsspektren ermittelten Werten, einen kleinen Standardfehler (SEP;
gibt an, wie stark die Differenzen zwischen Labor- und Nahinfrarot-Werten noch
streuen) und kleinen Bias (systematischer Fehler bzw. systematische Differenz
zwischen den Nahinfrarot- und den Referenzwerten) liefert. Ein guter SEP sollte in der
gleichen Grofenordnung liegen wie die Wiederholungsstandardabweichung der
Labormethode (Baumgartner et al., 2007). Als Kriterium fiir die Schitzgenauigkeit der
Kalibrierung wird der Standardschitzfehler (SEP (C); Standardfehler um Bias
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korrigiert) verwendet, der wie folgt berechnet wird (Marten, 1986; zitiert durch Song

und Otto, 1995):

Zn:[(ﬁ?i -Y,) - Bias]*
SEP (C) = ||-=

n-1

1 N
Bias=— Yi-Yi
-y (Yi-v)
i=1

n...Anzahl der Proben

A

Yi...Schitzwert der Nahinfrarot-Analyse

Yi...Referenzwert der nasschemischen Analyse

Merkmalserfassung an den Hybriden

Alle Merkmale, die fiir eine Assoziationsstudie genutzt werden sollten, wurden an den

Hybridkombinationen am jeweiligen Standort erfasst, varianzanalytisch verrechnet und

fiir die Assoziationsstudien genutzt.

An den Hybriden der KWS Lochow wurden fiir das Erntejahr 2005 an 6 Standorten

folgende Merkmale erhoben:
- Stirkegehalt (% in TS)
- Proteingehalt (% in TS)
- Kornertrag (dt/ha)

- Stirkeertrag (dt/ha; berechnet aus Kornertrag x Starkegehalt / 100)

- Hektolitergewicht (kg/100 1)
- Tausendkornmasse (g)

- Pflanzenhohe (cm)

An den Hybriden der HYBRO wurden fiir die beiden Erntejahre 2005 und 2006

folgende Merkmale erfasst:

- Stiarkegehalt (% in TS); 2005 und 2006: 3 Standorte
- Proteingehalt (% in TS); 2005 und 2006: 3 Standorte
- Kornertrag (dt/ha); 2005: 5 Standorte; 2006: 4 Standorte
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- Stérkeertrag (dt/ha; berechnet aus Kornertrag x Stiarkegehalt / 100)

- Hektolitergewicht (kg/100 1); 2005 und 2006: 3 Standorte

- Tausendkornmasse (g); 2005 und 2006: 3 Standorte

- Pflanzenhohe (cm); 2005: 5 Standorte; 2006: 4 Standorte

- Fallzahl (s); 2005 und 2006: 3 Standorte

- Braunrost (Boniturnoten von 1 bis 9, wobei 1 = resistent und 9 = anfillig);
2005 und 2006: 2 Standorte

- Mehltau (Boniturnoten von 1 bis 9, wobei 1 = resistent und 9 = anfillig);
2005: 3 Standorte; 2006: 1 Standort

- Kornbreite (mm); 2005: 3 Standorte

- Kornlidnge (mm); 2005: 3 Standorte

Die Korninhaltsstoffe Protein und Stirke wurden jeweils nach der Ernte mittels
Nabhinfrarot-Spektroskopie und den dafir von Herrn Dr. Tillmann erstellten

Kalibrierungskurven ermittelt.

Bestimmung der Bioethanolausbeute

In Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Thomas Senn von der Universitdt Hohenheim
(Deutschland) konnte die Bioethanolausbeute an 27 Hybriden des Erntejahres 2005
ermittelt werden (das Protokoll fiir diese Analyse befindet sich im Anhang A1, S. 131).
Dies waren 15 Hybriden aus der Versuchsserie 1 vom Standort Prislich (erste
Wiederholung) der KWS Lochow und 12 Hybriden der HYBRO, jeweils eine
Mischprobe iiber die verschiedenen Versuchsstandorte und -serien. Bei drei der
HYBRO-Hybriden wurden jeweils zwei Saatgut-Proben analysiert, um die

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu priifen.
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2.3 Molekulargenetische Methoden

Eine Liste flir die innerhalb der molekularen Analysen hdufig verwendeten Puffer und

Losungen ist im Anhang unter A2 dargestellt (S. 133).

2.3.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung der HYBRO-Inzuchtlinien wurde in der Professur fiir
Pflanzenziichtung der Universitét Halle in Anlehnung an das
Cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB)-Protokoll nach Saghai-Maroof et al. (1984)
durchgefiihrt.

Gefrorenes Blattmaterial wurde zunichst in fliissigem Stickstoff fein gemdrsert, in ein
Reaktionsgefdl mit 9 ml CTAB-Extraktionspuffer iberfithrt und 30 min in 65°C
heiBem Wasserbad geschiittelt. Danach wurden 4,5 ml Chloroform/Oktanol (24:1)
zugegeben und fiir 5 min sanft geschiittelt. Es folgte eine Zentrifugation von 15 min bei
20°C und 3000 rpm. Die wissrige Phase wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefd3 iiberfithrt. Nach Zugabe von 10 ml kalten 100-prozentigen Ethanol
erfolgte ein vorsichtiges Mischen bis die DNA prézipitierte. Die Losung wurde fiir ca. 1
h bei -20°C aufbewahrt. Diese Zeit konnte verkiirzt werden, wenn die DNA bereits gut
prézipitiert war. Es folgte eine Zentrifugation von 20 min bei 4°C und 4000 rpm.
Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen und 1 ml 76-prozentiges Ethanol,
0,2 M Natriumacetat zugegeben. Das Material stand fiir 20 min bei Raumtemperatur
und wurde anschlieBend fiir 10 min bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut vorsichtig entfernt und 1 ml 76-prozentiges Ethanol, 10 mM
Ammoniumacetat zugefiigt. Nach 1 min bei Raumtemperatur wurde fiir 10 min bei 4°C
und 4000 rpm zentrifugiert. Darauthin wurde der Uberstand abgegossen und 1 ml 70-
prozentiges Ethanol zugefligt. Erneut erfolgte nach einer Minute Abwarten bei
Raumtemperatur eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 4000 rpm. Der Uberstand
wurde ein letztes Mal entfernt und die DNA getrocknet. Danach wurden 500 pl 1x TE-
Puffer (pH 8,0) zugegeben und iiber Nacht bei 4°C gelagert. Alle ungeldsten
Bestandteile wurden anschlieBend durch kurzes Zentrifugieren gesammelt und der

Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
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Fiir den Verdau der RNA wurden 2 ul RNAse (10 mg/ml) zugegeben und eine Stunde
bei 37°C im Thermomixer inkubiert. Nach Zugabe von 1 Volumen Phenol erfolgten 5
min Zentrifugation bei Raumtemperatur und 1400 rpm. AnschlieBend wurden weitere 5
min bei Raumtemperatur und 14000 rpm zentrifugiert. Die obere wissrige Phase konnte
in ein neues Reaktionsgefdl3 pipettiert und 1 Volumen Chloroform:Isoamylalkohol
(24:1) zugegeben werden. Es folgten 5 min und 1400 rpm im Thermomixer bei
Raumtemperatur und eine anschlieend 5-miniitige Zentrifugation bei Raumtemperatur
und 14000 rpm. Die obere wissrige Phase wurde erneut in ein neues Reaktionsgefil3
iiberfiihrt und mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2 Volumen 100-
prozentigem Ethanol vorsichtig gemischt. Nach ca. 12 h bei -20°C erfolgte zur DNA-
Reinigung eine 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C und 14000 rpm. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgegossen, 500 pl 70-prozentiges Ethanol zugegeben und fiir 10 min
bei 4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und nach
AbgieBen des Uberstandes die restliche Fliissigkeit abpipettiert. Das Reaktionsgefif
kam fiir ca. 2-3 min mit offenem Deckel in einen Vakuum-Konzentrator. Danach
wurden ca. 300 pl 1x TE Puffer (pH 8,0) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C und 300 rpm
im Thermomixer inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Lagerung bei 4 bzw. -20°C.

Die DNA der Saat- und Polleneltern der KWS Lochow wurde in einem betriebseigenen

Labor isoliert und der Universitit fiir die Analysen zur Verfiigung gestellt.

Die Konzentration und Integritit der genomischen DNA wurde mittels
Agarosegelelektrophorese bestimmt. Hierfiir wurde 1 % Agarose (Agarose GTQ, Roth,
Karlsruhe, Deutschland) in 1x TAE gegossen. Zwei pl der DNA wurden zusammen mit
2 ul Ladepuffer (6x BPB) und 8 pl H20 aufgetragen. Als Vergleich diente lambda-DNA
in definierten Massen. Die Gelelektrophorese der DNA erfolgte in einer
Elektrophoresekammer (Sub-Cell® GT; BIO-RAD, Miinchen, Deutschland) in 1x
TAE-Puffer bei einer Gleichspannung von 40 V fiir etwa 1 h. AnschlieBend wurde das
Gel fiir 30 min in 0,5 mg Ethidiumbromid/l 1x TAE-Puffer geschiittelt. Es folgte ein
Waschgang in H20 fiir 15 min. Die DNA wurde unter UV-Licht auf einem
Transilluminator (GeneGenius, Syngene, Canbridge, England) sichtbar gemacht und
fotografiert.

Fiir die molekularen Untersuchungen wurden je Elternlinie der HYBRO die isolierte

DNA von 4 Einzelpflanzen zu gleichen Anteilen miteinander gemischt. Die Polleneltern
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LPO1 - LP32 der KWS Lochow wurden jeweils zu einer Mischprobe aus 8
Einzelpflanzen vereint, wihrend die Saateltern-DNA von LP37 - LP40 jeweils aus 6
Genotypen zusammengesetzt wurde. Die Festlegung der jeweiligen Anzahl der
Einzelpflanzen in einem Bulk erfolgte durch die Ziichter. Sie schitzten hierfiir den

Heterozygotiegrad ihres Materials ein.

2.3.2 SSR-Analyse

Im Rahmen der Mikrosatelliten-Analyse wurden genomische und EST (Expressed
Sequence Tag)-Marker verwendet. Die Genotypisierung der Inzuchtlinien der HYBRO
konnte nach dem Protokoll von Hackauf und Wehling (2002a) im Julius Kiihn-Institut
in Grof3 Liisewitz (Deutschland) durchgefiihrt werden. Es wurden insgesamt 252 SSR-
Marker getestet, von denen 243 aus den Entwicklungsvorhaben ,,SSR-Club® bzw.
GABI (Genomanalyse im biologischen System Pflanze) (SCM (Secale cereale
Mikrosatelliten)-Primer = EST-Marker) sowie 9 von der KWS Lochow (RMS
(Roggenmikrosatelliten)-Marker = genomische Marker) stammen.

In einem 10 pl Ansatz bestehend aus 1x PCR (Polymerasekettenreaktion)-Puffer (1,5
mM MgClz, Tris-HCI, KCl, (NH4)2SO4, pH 8,7; Qiagen, Hilden, Deutschland), 0,6 mM
dNTPs  (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,15 pM  MI13-Primer (5’
GAGGGTGGCGGTTCT 37, IRD700-, IRD800-markiert; Metabion GmbH,
Martinsried, Deutschland), 0,5 pM Forward-Primer (mit der Sequenz des M13-Primers,
MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland), 2,5 uM Reverse-Primer (MWG-Biotech
AG), 0,25 U Hot Star Tag-Polymerase (Qiagen), 2,5 mM MgCl2 (Qiagen) und Ix Q-
Solution (Qiagen) wurden 40 ng Matrizen-DNA amplifiziert. Die Aktivierung der
Polymerase wurde durch 15 min bei 95°C realisiert. AnschlieBend erfolgte eine
Denaturierung fiir 45 s bei 95°C und 5 min Annealing bei 68°C. Bei den darauf
folgenden 4 Zyklen wurde die Annealingtemperatur jeweils um 2°C gesenkt.
AnschlieBend wurden 45 s fiir eine Elongation bei 72°C genutzt. In weiteren 5 Zyklen
erfolgten jeweils 45 s Denaturierung bei 95°C und bei einer Annealingzeit von 45 s
wurde die Temperatur jeweils um 2°C von 58 auf 48°C gesenkt. Nach einer Elongation
von 1 min bei 72°C folgten 35 Zyklen mit jeweils 45 s Denaturierung bei 95°C, 1 min
15 s Annealing bei 47°C und 1 min bei 72°C. Der PCR-Ansatz wurde nach einer
abschlieBenden 10-miniitigen Extensionsphase bei 72°C auf 10°C gekiihlt. Alle
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Reaktionen wurden in einem Thermocycler (UNO-Thermoblock, Biometra, Goéttingen,
Deutschland) durchgefiihrt.

Nach Durchfithrung der PCR wurden dem Amplifikationsprodukt 5 pl des Licor-
Ladepuffers zugefiihrt, das Gemisch fiir 5 min im Thermocycler bei 72 °C denaturiert
und im Kiihlschrank bis zur weiteren Verwendung autbewahrt.

Fir die Darstellung der Mikrosatelliten-Fragmente wurden Acrylamid-Gel-
Elektrophoresen auf einem LI-COR 4300 DNA Analyzer mit Doppellasersystem (700
nm, 800 nm) durchgefiihrt. Es wurden 14 ml einer 6,5-prozentigen Fertiggellosung (Gel
Matrix KB ™™, LI-COR Biosciences GmbH) mit 10,5 pl TEMED und 105 pul 10x APS
gemischt. Die Losung wurde zwischen zwei in einer Halterung befindliche Glasplatten
gegossen, die zuvor sorgfiltig mit Wasser und Isopropanol gereinigt wurden. Es wurde
ein Kamm (96 Taschen; 0,25 mm) in die Apparatur gesteckt, der nach ca. 60 min
Polymerisation wieder entfernt werden konnte. Das Gel wurde in die entsprechende
Gelkammer des Gerites gehdngt und das Pufferreservoir vorsichtig mit 1x TBE gefiillt.
Die entstandenen Taschen wurden, um eventuelle Luftblasen zu entfernen, gespiilt und
die mit Ladepuffer versetzten Proben mit einer Hamilton-Pipette auf das Gel
aufgetragen. Als Standard wurden 0,4 ul eines 50-350 bp GroBenstandards (IRD700-
und IRD800-markiert; LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
verwendet Die elektrophoretische Trennung erfolgte fiir 50 min bei 1500 V, 40 mA,
40 W und 50°C. FragmentgroBen wurden mit Hilfe der SAGA ™ Generation 2
Software (LI-COR Biosciences GmbH) ermittelt. Die Auswertung der Gele erfolgte
dominant und die An- und Abwesenheit der jeweils amplifzierten Fragmente wurde fiir
die untersuchten Genotypen in einem 1/0-Datensatz dokumentiert (I = Fragment

vorhanden; 0 = Fragment abwesend).

Die Inzuchtlinien der KWS Lochow wurden in einem betriebseigenen Labor der KWS
mit 133 SSR-Markern untersucht (22 genomische und 111 EST-SSRs). Dabei kamen
ebenfalls SCM- und RMS-, aber auch REMS (Rye Expressed Microsatellite Sites) -
Marker zur Anwendung. REMS-Mikrosatelliten sind aus den EST-Sequenzen
abgeleitet, die bereits zur Entwicklung von SCM-Markern verwendet wurden
(Khlestkina et al., 2004).

Die KWS Lochow hat der Universitdt Halle die gewonnenen Daten als 1/0-Matrix fiir

die Assoziationsstudie zur Verfiigung gestellt.
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2.3.3 AFLP-Analyse

Fir die AFLP-Analysen wurden 16 Pstl-Msel und 40 EcoRI-Msel
Primerkombinationen zufillig ausgewéhlt (Tabelle 1). Verwendete Oligonukleotide und
Adapter wurden von der Firma Operon Biotechnologies GmbH (K&ln, Deutschland)
synthetisiert. Die Analysen erfolgten in Anlehnung an das Protokoll von Vos et al.
(1995). Zunichst wurden je Roggenlinie 500 ng genomische DNA in einem 40 pl-
Ansatz bestehend aus 5 U Pstl bzw. EcoRI, 5 U Msel und 1x AFLP-Reaktionspuffer fiir
2% h bei 37°C inkubiert. Fiir die Ligation wurden Adapter hergestellt, deren Sequenzen
bei Vos et al. (1995) und Hawthorne (2001) entnommen wurden (Tabelle 2). Bei Pstl
bzw. ECORI wurden jeweils 5 pmol beider Strange mit 1x AFLP-Reaktionspuffer
vermischt, fiir 5 min bei 90°C inkubiert, anschlieBend langsam auf Raumtemperatur
abgekiihlt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Fiir den Msel-Adapter wurden
25 pmol der beiden Strange bendtigt.

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten AFLP-Primerkombinationen

Primerkombination Pstl Primer (5" — 3) Msel Primer (5" — 3°)
P12/M47 P00' + GAC MO002 + CAA
P12/M48 P00 + GAC MO0 + CAC
P12/M49 P00 + GAC MO0 + CAG
P12/M50 P00 + GAC MO0 + CAT
P12/M51 P00 + GAC MO0 + CCA
P12/M52 P00 + GAC MO0 + CCC
P12/M53 P00 + GAC MO0 + CCG
P12/M54 P00 + GAC MO0 + CCT
P12/M55 P00 + GAC MO0 + CGA
P12/M56 P00 + GAC MO0 + CGC
P12/M57 P00 + GAC MO0 + CGG
P12/M58 P00 + GAC MO0 + CGT
P12/M59 P00 + GAC MO0 + CTA
P12/M61 P00 + GAC MO0 + CTG
P12/M62 P00 + GAC MO0 + CTT
P17/M57 P00 + GCG MO0 + CGG

' P00 5'-GACTGCGTACATGCA-3’
2 MO0 5'-GATGAGTCCTGAGTAA-3’
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Fortsetzung Tabelle 1

Primerkombination EcoRI Primer (5" — 3") Msel Primer (5" — 37)
E31/M47 E00® + AAA MO0 + CAA
E31/M50 E00 + AAA MO0 + CAT
E31/M57 E00 + AAA MO0 + CGG
E32/M47 E00 + AAC MO0 + CAA
E32/M49 E00 + AAC MO0 + CAG
E32/M52 E00 + AAC MO0 + CCC
E32/M61 E00 + AAC MO0 + CTG
E34/M55 E00 + AAT MO0 + CGA
E34/M58 E00 + AAT MO0 + CGT
E34/M61 E00 + AAT MO0 + CTG
E35/M57 E00 + ACA MO0 + CGG
E35/M6l1 E00 + ACA MO0 + CTG
E36/M48 E00 + ACC MO0 + CAC
E36/M49 E00 + ACC MO0 + CAG
E36/M56 E00 + ACC MO0 + CGC
E36/M57 E00 + ACC MO0 + CGG
E36/M59 E00 + ACC MO0 + CTA
E36/M60 E00 + ACC MO0 + CTC
E36/M61 E00 + ACC MO0 + CTG
E36/M62 E00 + ACC MO0 + CTT
E37/M47 E00 + ACG MO0 + CAA
E37/M48 E00 + ACG MO0 + CAC
E37/M49 E00 + ACG MO0 + CAG
E37/M50 E00 + ACG MO0 + CAT
E37/M53 E00 + ACG MO0 + CCG
E38/M53 E00 + ACT MO0 + CCG
E40/M47 E00 + AGC MO0 + CAA
E40/M56 E00 + AGC MO0 + CGC
E41/M49 E00 + AGG MO0 + CAG
E41/M53 E00 + AGG MO0 + CCG
E41/M57 E00 + AGG MO0 + CGG
E41/M61 E00 + AGG MO0 + CTG
E42/M47 E00 + AGT MO0 + CAA
E42/M54 E00 + AGT MO0 + CCT
E42/M56 E00 + AGT MO0 + CGC
E42/M57 E00 + AGT MO0 + CGG
E42/M58 E00 + AGT MO0 + CGT
E42/M60 E00 + AGT MO0 + CTC
E42/M62 E00 + AGT MO0 + CTT
E46/M62 E00 + ATT MO0 + CTT

3 E00 5'-GACTGCGTACCAATTCA-3’
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Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten AFLP-Adapter (F = Forward; R = Reverse)

Adapter Sequenz (5" — 3°)
Pstl-adapter F CTCGTAGACTGCCGTACATGCA

R TGTACGCAGTCTAC
EcoRI-adapter F CTCGTAGACTGCGTACC

R AATTGGTACGCAGTCTAC
Msel-adapter F GACGATGAGTCCTGAG

R TACTCAGGACTCAT

Je Ligationsansatz wurden zum DNA-Verdau 5 pmol Pstl- bzw. EcoRI-Adapter, 50
pmol Msel-Adapter, 1 U T4-DNA-Ligase, ] mM ATP und 1x AFLP-Reaktionspuffer
zugegeben. Die Proben wurden fiir weitere 42 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurden sie mit 450 pl TE (8,0) verdiinnt. Um die Anzahl der entstandenen Fragmente
zu verringern wurden in der anschlieBenden Prdamplifikation nur diejenigen mit
Adapter ligierten Fragmente amplifiziert, deren Sequenz auf einen um eine Base
verldngerten Primer passt. Der 25 pl-PCR-Ansatz bestand aus 2,5 pl der Ligation, 1x
PCR-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM Forward-Primer (P00 bzw. E00, markiert mit Cy5;
Sigma-Genosys, Miinchen, Deutschland; Tabelle 1), 0,2 uM Reverse-Primer (MO0,
Sigma-Genosys; Tabelle 1) und 0,5 U Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden, Deutschland).
Einem Denaturierungsschritt von 1 min bei 94°C folgten 20 Zyklen mit je 30 s bei
94°C, 1 min Annealing bei 56°C und 1 min Elongation bei 72°C in einem Thermocycler
(MJ Research, Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland). Die
Praamplifikationsreaktion wurde 1:10 mit H2O Milli-Q verdiinnt. Die Pstl- und EcoRI-
Primer waren Cy5-markiert und eine Amplifikation mit drei selektiven Nukleotiden an
beiden Pstl- und Msel-Primern wurde durchgefiihrt mit einem ersten Schritt bei 94°C
fiir 15 min und einem Zyklus bei 94°C fiir 30 s, 65°C fiir 30 s und 72°C fiir 1 min. Bei
den darauf folgenden 12 Zyklen wurde die Annealingtemperatur jeweils um 0,7°C von
65°C auf 56°C abgesenkt. Es folgten 23 Zyklen bei 94°C fiir 30 s, 56°C fiir 30 s und
72°C fiir 1 min, gefolgt von 72°C fiir 2 min.

Die beiden Glasplatten einer Gelelektrophorese-Apparatur wurden griindlich mit H20

Milli-Q und anschlieBend mit 70-prozentigem Isopropanol gereinigt. Auf den oberen
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Rand der Innenseite der Glasplatte wurde ein Gemisch aus 80 pl Bindesilan und 20 pl
10-prozentiger Essigsdure verteilt. AnschlieBend wurde ein weiteres Mal mit
isopropanolgetrinkten Fasertlichern geputzt. Damit war gewihrleistet, dass die
Platteninnenseite trocken und frei von Staub ist. Die Spacer (0,5 mm) wurden ebenfalls
mit H20 und Isopropanol gereinigt und in die vorgegebene Position gebracht. Die
zweite Platte wurde mit entsprechenden Klammern auf der Apparatur fixiert. 40 ml
SequaGel®-6 Losung (National Diagnostics, Atlanta, USA) wurden mit 400 ul 10-
prozentiger APS-Losung und 10 ml SequaGel Complete Losung (National Diagnostics)
zwischen die Platten gegossen und der Kamm (0,5 mm) eingesetzt. Nach ca. 2 Stunden
Polymerisationszeit wurde die Apparatur in einen ALF Express eingebaut, mit 0,5x
TBE als Laufpuffer aufgefiillt, auf 50°C vorgeheizt und der Kamm entfernt. Es wurden
3 ul PCR-Produkt mit 3 pl des AFLP-Fillers versetzt. Das Gemisch wurde fiir 172 min
bei 90°C denaturiert und auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Die elektrophoretische
Trennung erfolgte auf einem ALFexpress™ DNA Sequencer (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland) fiir 600 min bei 1500 V, 60 mA, 25 W, 50°C und einer
Samplingzeit von 2 s. AllelgréBen wurden mit Hilfe der ALFwin™ fragment analyser
software v1.03 (Amersham Pharmacia Biotech) ermittelt. Die Auswertung erfolgte
dominant, d. h. nach An- bzw. Abwesenheit der entsprechenden Banden. Fiir die
Datenanalyse wurde eine 1/0-Matrix erstellt, wobei 1 fiir die Anwesenheit und 0 fiir die

Abwesenheit einer Bande steht.

2.3.4 Entwicklung von PCR-Primern fiir Kandidatengene der Stirkebiosynthese

Primerdesign

Weitere Arbeiten beschéftigten sich mit der Entwicklung von Primern fiir Gene der
Starkebiosynthese aus Roggen und verwandten Arten. Geeignete Sequenzen wurden in
der NCBI (National Center for Biotechnology Information) -Datenbank gesucht. Es
interessierten Genbereiche, die fiir Enzyme des Stirkemetabolismus kodieren. Da fiir
Roggen bisher nur wenige Informationen vorlagen, wurden vor allem Sequenzen
anderer Getreidearten zur Primerentwicklung genutzt. Im Abschnitt 3.3.3 sind die
verwendeten Genbankakzessionen gemeinsam mit erzielten Ergebnissen aufgelistet. Es
wurden konservierte Bereiche ausgewihlt, die zuvor mit Hilfe des Programms BioEdit

Version 7.0.8.0 (biological sequence alignment editor; Hall, 1999) zwischen den Arten
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Gerste, Weizen und Reis dargestellt werden konnten. Die Primerentwicklung erfolgte in
den Exonbereichen der Kandidatengene und mit Hilfe des Programms Primer3 (Rozen
und Skaletsky, 2000). Die entwickelten Primer wurden von der Firma Operon

Biotechnologies GmbH (K&ln, Deutschland) synthetisiert.

PCR zur Priifung der entwickelten Primerpaare

Die aus Stirkegenen entwickelten Primer wurden zunédchst mit DNA von Gerste,
Weizen, Reis und Roggen auf ihre Funktionsfihigkeit hin getestet. Hierzu wurden 25 ng
Matrizen-DNA in einem 25 pl Ansatz bestehend aus 1x PCR-Puffer (1,5 mM MgClo,
Tris-HCI, KCI, (NH4)2SO4, pH 8,7; Qiagen, Hilden, Deutschland), 0,2 mM dNTPs
(Roche, Mannheim, Deutschland), 0,3 uM Forward-Primer, 0,3 uM Reverse-Primer, 0,5
U Tag-Polymerase (Qiagen) und 1,5 mM MgCl2 (Qiagen) amplifiziert. Einem
Denaturierungsschritt von 3 min bei 94°C folgten in Abhdngigkeit vom verwendeten
Primerpaar 35, 40 oder 45 Zyklen mit je 30 s Denaturierung bei 94°C, 45 s Annealing
bei 55, 57 oder 60°C und 45 s Elongation bei 72°C. Nach einer abschlieBenden
Extensionsphase von 8 min bei 72°C wurde der PCR-Ansatz auf 10°C gekiihlt. Die
Reaktionen wurden in einem Thermocycler (MJ Research, Biozym Diagnostik GmbH,
Hess. Oldendorf, Deutschland) durchgefiihrt. Bei erfolgreicher Amplifikation im
Roggen wurden alle 65 Inzuchtlinien von KWS Lochow und HYBRO mit den

entsprechenden Primern auf Polymorphismen untersucht.

Darstellung von PCR-Produkten

Es wurden Gele aus 2 % Agarose (FMC® Agarose; FMC BioProducts, Rockland, USA)
in 1x TBE-Puffer verwendet. 5 pl PCR-Produkt, 5 pl H2O und 2 pl 6x BPB wurden
zusammen mit einem GroBenmarker (GeneRuler™, 100bp DNA Ladder; MBI
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) zur Bestimmung der Fragmentgro3en
aufgetragen. Die Auftrennung der Amplifikationsprodukte erfolgte in einer
Elektrophoresekammer (Sub-Cell® GT; BIO-RAD, Miinchen, Deutschland) in 1x TBE-
Puffer bei einer Gleichspannung von 5,5 V/cm Gel fiir etwa 2 h. AnschlieBend wurde
das Gel fiir 30 min in 0,5 mg Ethidiumbromid/l 1x TAE-Puffer geschiittelt. Es folgte ein
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Waschgang in H20 fiir 15 min. Die PCR-Fragmente konnten anschlieBend unter UV-
Licht auf einem Transilluminator (GeneGenius, Syngene, Cambridge, England) sichtbar

gemacht und fotografiert werden.

Aufreinigung von PCR-Produkten

Fir die Sequenzierung wurde jeweils das PCR-Produkt einer -einzelnen
Roggeninzuchtlinie genutzt. Die Aufreinigung erfolgte mit dem QIAquick PCR
Purification Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des
Herstellers.

Zur Kontrolle wurden 5 pl des gereinigten PCR-Produktes mit 5 pl H20 und 2 pl
6x BPB gemischt und zusammen mit einem GroBenmarker (GeneRuler™, 100bp DNA

Ladder; MBI Fermentas) auf ein 2-prozentiges Agarosegel aufgetragen.

Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte mit dem jeweiligen

Forward-Primer durch die Firma MWG-BIOTECH AG (Ebersberg, Deutschland).

Sequenzvergleiche

Die Sequenzen der PCR-Fragmente wurden in der NCBI-Datenbank iiber die Prozedur
Blastn auf Ubereinstimmung mit Stirkegenen bzw. -genabschnitten anderer Arten
gepriift. Fiir die Beurteilung der Ergebnisse werden der Score und der E-Wert des
Sequenzvergleiches betrachtet. Der Score ist eine quantitative Bewertung der
Ahnlichkeit mit einer bereits bekannten Sequenz in der Datenbank. Je hoher der Wert
ist, desto besser ist das Ergebnis zu beurteilen (Hansen, 2004). Der E-Wert gibt die
Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Sequenzalignment vorliegt. Er setzt sich aus der
Anzahl der erwarteten Alignments zusammen, die man in einer Datenbank aus

Zufallssequenzen finden wiirde, deren Score groBer oder gleich dem tatsdchlich
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gefundenen ist. Ein hoher Wert deutet an, dass das Alignment womdglich nur ein

Zufallstreffer ist und die Sequenzen nichts miteinander zu tun haben.

Verdau von PCR-Produkten

Um eine mogliche Variabilitét in der Sequenz der PCR-Produkte aufdecken zu konnen,
wurden sie mit den Restriktionsenzymen Haelll, Hinfl, HinP1I, Rsal und Tagl (New
England BioLabs, Ipswich, England; Tabelle 3) verdaut. Hierfiir wurde ein 8 pl-Ansatz
bestehend aus 5 pul PCR-Produkt, 1x NE-Puffer, BSA (nur fiir Taql) und 1 U Enzym bei
37°C bzw. 65°C (Taql) fir 2 h verdaut. Die Darstellung erfolgte erneut auf
Agarosegelen und wurde nach An- bzw. Abwesenheit der erzeugten Fragmente

ausgewertet.

Tabelle 3: Verwendete Restriktionsenzyme, ihre Erkennungssequenzen und

Schnittstellen

Enzym Erkennungssequenz Schnittstelle
Haelll GGCC (C}g//gg
HinfI GANTC SN
HinP11 GCGC ggg]g
Rsal GTAC S/E?S
Taqgl TCGA i/gg/‘?
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2.4 Datenanalyse

Auswertung der Feldversuche

Die Feldversuche wurden jeweils mit dem Statistikprogramm SAS (SAS Institute Inc.,

2002-2003) und der PROC GLM Prozedur varianzanalytisch ausgewertet.

Die Heritabilitit h* wurde wie folgt berechnet:

MQs - MQou - MQar + MQrest
MQq

he =

MQs...Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Genotypen
MQqu...Mittleres Abweichungsquadrat zwischen Genotyp und Umwelt
MQqr...Mittleres Abweichungsquadrat zwischen Genotyp und Tester
MQkrest...Mittlers Abweichungsquadrat Rest

Korrelationskoeffizienten wurden nach Pearson mit der PROC CORR Prozedur von

SAS berechnet.

Berechnung der genetischen Diversitiit

Die aus der AFLP- und SSR-Analyse hervorgegangenen Datensidtze wurden zur
Berechnung genetischer Distanzen (Nei, 1972) zwischen den Roggeninzuchtlinien
verwendet und eine UPGMA-Clusteranalyse (unweighted pair group method with the
arithmetic average) mit dem Programm NTSYSpc Version 2.11s (Rohlf, 1998)
durchgefiihrt.

Anschlieend wurden die Distanzmatrizen, basierend auf den beiden
Markerdatensétzen, jeweils fiir das Versuchsmaterial der KWS Lochow und HYBRO

iiber einen Mantel-Test (Mantel, 1967) miteinander verglichen (250 Permutationen).
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Assoziationsstudie

Fiir die Assoziationsstudie wurden die molekularen Daten der 32 Polleneltern der KWS
Lochow und der 23 Saateltern der HYBRO sowie die phénotypischen Merkmale der
entsprechenden Hybriden getrennt nach Ziichtermaterial in einem Datensatz integriert.
Der t-Test wurde mit der PROC TTest Prozedur von SAS berechnet. Dabei wurde fiir
jedes Merkmal und jeden Marker gepriift, ob sich fiir die beiden Klassen eines Markers
(Fragmentan- und -abwesenheit) das Merkmal unterscheidet. Die Signifikanzgrenze
wurde auf P=0.01 gesetzt. Es wurden nur die Marker verwendet, bei denen die
schwicher besetzte Klasse mindestens 4 Individuen aufwies.

Das Bestimmtheitsmal} (R?) und die Korrelationskoeffizienten (r) wurden nach Pearson
mit der PROC CORR Prozedur von SAS zwischen den jeweiligen Markern und den

Merkmalen berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Kalibrierungspopulation

Ausgangspunkt war die Erfassung der genetischen Variabilitidt im Roggen hinsichtlich
der fiir die Bioethanolproduktion relevanten Merkmale. Es wurde eine Kollektion,
bestehend aus 102 Roggenlinien und -sorten, zusammengestellt, die auch fiir die
Kalibrierung von Nahinfrarot-Spektroskopen genutzt wurde.

Erste Ergebnisse der NIT- und der Saatkornanalyse der untersuchten Genotypen sind in
Tabelle 4 aufgefiihrt. Das mittlere Hektolitergewicht war 76,2 kg/100 1 mit einem
Minimum und einem Maximum von 65,6 und 82,6 kg/100 1 bei den Genotypen R89 und
R55. Fir R98 und R71 wurden mit 22,7 und 46,8 g die niedrigste und hdchste
Tausendkornmasse analysiert, mit einem Mittel von 36,7 g. Die Roggenlinien und
-sorten der HYBRO (R88 - R102) zeigten den geringsten Ertrag mit einem
durchschnittlichen Hektolitergewicht von 70,6 kg/100 1 und einer mittleren TKM von
28,3 g. Fiir das Zuchtmaterial der Professur fiir Pflanzenziichtung (R37 - R72) konnten
die hochsten mittleren Ertragswerte ermittelt werden. Die Protein- und Starkegehalte
wurden mittels Nahinfrarottransmissions-Analyse (Infratec™ 1241) bei der MBE in
Zorbig ermittelt. Der hochste mittlere Stirkegehalt war 56,8 % beim Zuchtmaterial der
Professur fiir Pflanzenziichtung (R37 - R72). Fiir die Linien R89 und R53 schwankte
der Starkegehalt zwischen 49,9 und 60,1 %.

Eine groBe Variation beziiglich des Proteingehalts konnte innerhalb der
Roggenkollektion ermittelt werden. Der mittlere Proteingehalt in der Trockenmasse
betrug 11,6 %. Fiir die Roggenlinien R85 und R89 wurde der niedrigste und hochste
Proteingehalt mit 7,8 und 15,5 % beobachtet. Den geringsten mittleren Proteingehalt
hatten die Roggengenotypen der KWS Lochow (R73 - R87) mit 8,9 %. Die Zuchtlinie
R89 von der HYBRO mit dem niedrigsten Hektolitergewicht (65,5 kg/100 1) und dem
niedrigsten Stirkegehalt (49,9 %) wies den hochsten Proteingehalt auf (15,5 %).

Mit der MARVIN-Saatkornanalyse wurden am IPK in Gatersleben von 2 x 100
Roggenkdrnern die durchschnittliche Liange, Breite und Fliche ermittelt. Die Breite der
Roggenkorner variierte zwischen 2,3 mm (R52, R96) und 3,1 mm (R64) mit einer
durchschnittlichen Breite von 2,7 mm. Fiir die Genbankakzession R11 konnte mit 6,1
mm die geringste Linge ermittelt werden. Die Korner der Linien R71 und R95 waren

mit 8,3 mm am ldngsten. Im Durchschnitt wurde eine Lénge von 7,2 mm beobachtet.
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Die Flache der Korner schwankte zwischen 14,8 und 22,7 mm?” fiir die Linien R98 und
R71 mit einem Mittel von 18,9 mm?.

Die Korrelationkoeffizienten zwischen den Merkmalen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
Dabei bestitigen die Ergebnisse bekannte Zusammenhinge, wie die negative
Korrelation zwischen Protein- und Starkegehalt sowie die positive Korrelation zwischen
TKM und hl-Gewicht und zwischen Stirkegehalt und TKM sowie hl-Gewicht. Eine

positive Korrelation konnte fiir die Kornmerkmale und die TKM gefunden werden. Die

Breite der Korner ist signifikant negativ korreliert mit dem Stérkegehalt.

Tabelle 4: Mittel-, Minimum- und Maximumwerte ausgewéhlter Merkmale fiir die

Roggenkollektion

Ertragskomponenten Infratec Analyser MARVIN Saatkornanalyse

TKM hl-Gewicht | Stirke- | Protein- Breite Lange Flache

gehalt gehalt
(€9) (kg/1001) (%) (%) (mm) (mm) (mm’)
Gesamt- 36,7 76,2 55,1 11,6 2,7 7,2 18,9
mittel
Genbankakkzessionen (R1 - R36)
Mittel 36,4 76,4 53,5 13,0 2,7 7,1 18,6
Min 26,5 72,3 50,1 10,4 2,5 6,1 14,8
Max 45,2 80,6 56,7 14,6 3,1 7,9 22,2
Zuchtmaterial der Professur fiir Pflanzenziichtung (R37 - R72)
Mittel 40,3 78,2 56,8 10,9 2,8 7,2 19,6
Min 25,5 69,1 54,2 8,8 2,3 6,1 15,1
Max 46,8 82,6 60,1 13,2 3,1 8,3 22,7
KWS Lochow Zuchtmaterial (R73 - R87)
Mittel 37,0 76,5 56,3 8,9 2,8 7,2 19,0
Min 29,8 73,8 54,8 7,8 2,6 6,5 16,3
Max 42,8 78,5 58,0 9,7 2,9 7,7 20,7
HYBRO Roggenlinien und -sorten (R88 - R102)

Mittel 28,3 70,6 53,8 12,7 2,6 7,1 17,8
Min 22,7 65,6 49,9 10,2 2,3 6,2 14,8
Max 32,9 75,6 58,6 15,5 2,8 8,3 20,5
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Tabelle 5: Korrelationskoeffizienten zwischen den untersuchten Merkmalen der

Roggenkollektion

Starke- | Protein- | Korn- | Korn- | Korn-
Merkmal TKM | hl-Gewicht| gehalt | gehalt | breite | lidnge fliche
TKM 1 0,48%** | 0,35%** | _0,23% |0,89*** | (,57*** | (,85%**
hl-Gewicht 1 0,55%%* | -0,33%** | (,34%** | -0,26** | 0,02
Stirkegehalt 1 -0,76***| -0,19* | 0,01 -0,09
Proteingehalt 1 0,25** | -0,06 0,12
Kornbreite 1 0,45%** | 0,80%***
Kornlédnge 1 0,88%**
Kornflidche 1

*, Ak #i signifikant bei P = 0.05, P = 0.01, und P = 0.001.

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der nasschemischen Analysen dargestellt, wobei
Starke-, Protein-, I6slicher Pentosan- und Gesamtpentosangehalt sowie die
Wasserextraktviskositidt (WEV) untersucht wurden.

Der durchschnittliche Stirkegehalt betrug 61,9 % mit einem Minimum und Maximum
von 49,5 (R89) und 67,5 % (R85).

Der niedrigste und hochste Proteingehalt lag bei 6,4 und 15,4 % (R85 und R89). Im
Durchschnitt betrug der Proteingehalt 10,9 %. Die Roggenlinie R89 von der HYBRO
bestitigte damit die Ergebnisse der NIT-Analyse.

Fir die 16slichen Pentosane konnte ein durchschnittlicher Gehalt von 2,2 % ermittelt
werden. Minimum und Maximum lagen bei 1,2 (R54) und 5,5 % (R90). Der
Gesamtpentosangehalt lag im Mittel bei 9,3 % mit einem Minimum und Maximum von
7,3 (R20) und 14,3 % (R93). Die Roggenliniec R90 zeigte die hochste
Wasserextraktviskositéit (31,7 mPa.s). Der minimale Wert lag bei 2,6 mPa.s mit einem

durchschnittlichen Wert von 6,0 mPa.s.
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Tabelle 6: Mittel-, Minimum- und Maximumwerte der nasschemischen Analyse fiir

ausgewdhlte Merkmale der Roggenkollektion

Stirkegehalt | Proteingehalt 16slicher Gesamtpentosan- [ Wasserextrakt-
Pentosangehalt gehalt viskositit
(%) (%) (%) (%) (mPa.s)
Mittel 61,9 10,9 2,2 9,3 6,0
Genbankakkzessionen (R1 - R36)
Mittel 60,7 12,4 2,1 9,1 5,5
Min 55,5 9,8 1,6 7,3 3,5
Max 65,2 14,6 3,0 11,7 9,8
Zuchtmaterial der Professur fiir Pflanzenziichtung (R37 - R72)
Mittel 63,6 10,0 1,8 8,9 5,5
Min 60,7 7,7 1,2 7,6 2,6
Max 66,4 13,0 2,5 11,6 12,0
KWS Lochow Roggenlinien und -sorten (R73 - R87)
Mittel 65,4 7,6 1,9 9,1 4,7
Min 63,6 6,4 1,5 7,8 3,2
Max 67,5 8,8 2,2 10,8 6,0
HYBRO Roggenlinien und -sorten (R88 - R102)
Mittel 57,4 12,3 3.4 10,6 9,6
Min 49,5 9,8 2,1 7,9 2,8
Max 62,7 15,4 5,5 14,3 31,7

Ein Vergleich der Ergebnisse der NIT- und der nasschemischen (NCA) Analyse ist
hinsichtlich des Stdrke- und Proteingehaltes moglich. Die Spanne zwischen dem
niedrigsten und hochsten Wert ist fiir beide Merkmale bei der nasschemischen Analyse
hoher. Sie betriagt 18,0 bzw. 9,0 % fiir den Stirke- und Proteingehalt. Im Gegensatz
dazu konnte mit den Ergebnissen der NIT-Analyse eine Differenz von 10,2 bzw. 7,7 %
fiir den Stédrke- und Proteingehalt ermittelt werden. Die gleichen Roggenlinien wiesen
den geringsten (R85) und hochsten (R89) Proteingehalt in beiden Untersuchungen auf.
Beim Starkegehalt war dies nicht der Fall. Die Linie R89 hatte in beiden Analysen den
niedrigsten Stirkegehalt (NIT: 49,9 %; NCA: 49,5 %). Den hochsten Starkegehalt in der
NIT-Analyse (Tabelle 3) hatte R53 mit 60,1 %, wihrend diese Linie in der
nasschemischen Untersuchung einen Stirkegehalt von 64,5 % (Platz 24 von 102

analysierten Roggengenotypen) hatte. R85 zeigte in der nasschemischen Analyse den

32




hochsten Starkegehalt (67,5 %), wahrend mit NIT lediglich 58,0 % ermittelt worden.
Das ist Platz 10 unter 102 analysierten Roggengenotypen.

Die Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 7 dargestellt. Die signifikant negative
Korrelation zwischen Stirke- und Proteingehalt wurde bestitigt. Beim Proteingehalt
korrelieren die Ergebnisse der beiden Methoden (NIT- und nasschemische Analyse)
stark positiv. Eine ebenfalls signifikant positive Korrelation konnte fiir die
Stiarkegehalte ermittelt werden, allerdings ist diese deutlich niedriger.

Es existiert eine starke positive Korrelation zwischen dem 16slichen Pentosangehalt
sowie dem Gesamtpentosangehalt und der Wasserextraktviskositit. Der 16sliche
Pentosangehalt ist positiv mit dem Proteingehalt und negativ mit dem Stdrkegehalt

korreliert, unabhingig davon, welche Methode zur Bestimmung verwendet wurde.

Tabelle 7: Korrelationskoeffizienten zwischen Merkmalen, die mit beiden Methoden

(NIT und nasschemisch (NCA)) analysiert wurden

Merkmal

Protein-
gehalt

(NIT)

Stirke-
gehalt

(NIT)

Protein-
gehalt

(NCA)

Starke-
gehalt

(NCA)

16slicher
Pentosan-
gehalt

(NCA)

Gesamt-
pentosan-
gehalt

(NCA)

WEV
(NCA)

Protein-
gehalt
(NIT)

-0,76%%*

0,98 %%

-0,43%5

0,19*

0,04

0,04

Starke-
gehalt
(NIT)

20,745

0,72 %%

20,357

-0,19*

-0,19*

Protein-
gehalt
(NCA)

20,45

0,20*

0,05

0,05

Stirke-
gehalt
(NCA)

-0,16

-0,31%**

-0,08

l16slicher
Pentosan-
gehalt (NCA)

0,80%

0,80%**

Gesamt-
pentosan-
gehalt (NCA)

0,437

WEV
(NCA)

*, Aok signifikant bei P = 0.05, P = 0.01, und P = 0.001.
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Entwicklung von Kalibrierungskurven

Die erhobenen Daten der zusammengestellten Roggenkollektion konnten fiir die
Entwicklung von Kalibrierungskurven zur Bestimmung von Stirke-, Protein- und
Pentosangehalt mittels NIT- bzw. NIR-Analyse genutzt werden. Daraus resultierende

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

Ergebnisse fur das Infratec-Gerat

Bei der Validierung der Kalibrierung des Infratec-Gerdtes lagen die erreichten
Genauigkeiten bei einem Standardfehler von 0,76; 0,60 und 1,40 %-Punkten Protein,
Pentosan und Stérke (Tabelle 8). Fiir den Protein- und Stérkegehalt konnte ein
Korrelationskoeffizient von 0,95 bzw. 0,92 ermittelt werden. Bei der Pentosan-Analytik

wurde lediglich ein maximaler Wert von 0,60 erreicht.

Tabelle 8: Ergebnisse der Validierung fiir das Infratec-Gerét

Merkmal n SEP SEP (C) Bias r

Protein 34 0,77 0,76 -0,06 0,95
Pentosan 34 0,61 0,60 -0,05 0,60
Starke 34 1,41 1,40 0,27 0,92

n...Anzahl Proben

SEP...Standardschétzfehler der Kalibrierung

SEP (C)...Standardschétzfehler um Bias korrigiert

Bias...systematischer Fehler

r...Korrelationskoeffizient zwischen den Ergebnissen der Referenzmethode und den aus

den Reflektionsspektren ermittelten Werten

Ergebnisse fur das NIRSystems-Gerat

Die Ergebnisse der Validierung auf dem NIRSystems-Gerit sind fiir die betrachteten
Merkmale in Tabelle 9 dargestellt. Nach Korrektur der Daten um den Bias liegen die
erreichten Genauigkeiten bei einem Standardfehler von 0,30; 0,43 und 1,19 %-Punkten

Protein, Pentosan und Stirke.
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Die ermittelten Korrelationskoeffizienten waren mit 0,92 und 0,95 fiir den Protein- und
Stirkegehalt sehr hoch. Bei dem Pentosangehalt wurde ein Koeffizient von r = 0,71
berechnet.

Damit konnte {iiber das NIRSsytems ein hoheres Bestimmtheitsmall fiir den
Pentosangehalt erzielt werden als bei der Infratec-Analyse. Es wurden aber beide
Ergebnisse fiir dieses Merkmal als unzureichend bewertet, so dass eine Analyse des

Pentosangehaltes der Einzelhybriden beider Ziichter unterblieb.

Tabelle 9: Ergebnisse der Validierung fiir das NIRSystems-Gerit

Merkmal n SEP SEP (C) Bias r

Protein 34 0,31 0,30 -0,06 0,92
Pentosan 34 0,43 0,43 -0,04 0,71
Stirke 34 1,17 1,19 -0,01 0,95

n...Anzahl Proben

SEP...Standardschétzfehler der Kalibrierung

SEP (C)...Standardschétzfehler um Bias korrigiert

Bias...systematischer Fehler

r...Korrelationskoeffizient zwischen den Ergebnissen der Referenzmethode und den aus

den Reflektionsspektren ermittelten Werten
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3.2 Untersuchung der Hybridkombinationen
3.2.1 Ergebnisse der KWS Lochow

Wichtige Merkmale des Roggens als Rohstoff fiir die Bioethanolproduktion wurden im
Erntejahr 2005 an 6 Standorten fiir 4 x 32 = 128 Hybriden der KWS Lochow erfasst.
Eine Zusammenfassung der Versuchsergebnisse ist in Tabelle 10 dargestellt.

Im Mittel iiber alle Standorte und Versuchswiederholungen konnte ein Stirkegehalt von
65,6 % fir die Hybriden erfasst werden. Der niedrigste und hochste mittlere
Stiarkegehalt lagen bei 63,8 und 66,9 %. Die Spannweite betrug dementsprechend 3,1
%. Der Proteingehalt lag im Mittel bei 9,6 %. Durchschnittlich wurde ein Kornertrag
von 90,2 dt/ha fiir die KWS Lochow-Hybriden erfasst. Das Hektolitergewicht und die
Tausendkornmasse lagen im Mittel bei 76,1 kg/100 1 und 37 g. Die Wuchshohe betrug
im Durchschnitt aller Hybriden 126,2 cm.

Tabelle 10: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die wichtigsten Merkmale der

KWS Lochow-Hybriden im Erntejahr 2005 (gemittelt {iber alle Saateltern, 6 Standorte

und 2 Wiederholungen)

Merkmal Mittel Min Max
Stirkegehalt (%) 65,6 63,8 66,9

Proteingehalt (%) 9,6 9,1 10,1

Kornertrag (dt/ha) 90,2 86,7 93,9

Stirkeertrag (dt/ha) 59,3 56,8 61,9

hl-Gewicht (kg/100 I) 76,1 74,4 78,1

Tausendkornmasse (g) 37,0 33,5 40,4
Pflanzenhdhe (cm) 126,2 120,8 132,0

Das Statistikprogramm SAS wurde verwendet, um eine Varianzanalyse mit den
Versuchsdaten der KWS Lochow durchzufiihren. Die Ergebnisse sind der Tabelle 11 zu
entnehmen. Es konnten signifikante Unterschiede der einzelnen Hybriden bzw.
Polleneltern hinsichtlich aller erfassten Merkmale berechnet werden. Die Pollenelter x

Umwelt Interaktion war ebenfalls fiir alle Merkmale signifikant.
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Bei Betrachtung von Pollen- und Saateltern wird deutlich, dass deren Interaktion die
Ausprigung der Merkmale Stirkegehalt, Kornertrag, Stiarkeertrag, hl-Gewicht,
Tausendkornmasse und Pflanzenhohe signifikant beeinflusste.

Aus den MQ-Werten konnten die Heritabilitidten geschitzt werden. Die meist hohen
Werte zeigten, dass die relevanten Merkmale ziichterisch gut zu bearbeiten sind. Fiir
den Stéirke- und Proteingehalt wurden Heritabilititen von 86 und 81 % berechnet. Die
Werte des Korn- sowie Starkeertrags waren mit 28 bzw. 52 % vergleichsweise gering.
Fir das hl-Gewicht sowie die Tausendkornmasse wurden die hochsten

Heritabilitdtswerte beobachtet.

Tabelle 11: Varianztabelle und Heritabilitdten (h?) fiir die Merkmale der Hybriden der
KWS Lochow im Erntejahr 2005 (PE = Pollenelter, SE = Saatelter = Tester, FG =
Freiheitsgrad, MQ = Mittleres Abweichungsquadrat)

PE PE x Umwelt PE x SE Fehler R

Merkmal Heritabilitét

FG MQ FG MQ FG MQ FG MQ h?
Stiarkegehalt 31 11,85*** | 155 1,24%*%* 93 | 1,19%** 461 0,73 86
Proteingehalt 31 1,36%** | 155 0,24%** 93 0,14 461 0,12 81
Kornertrag 31 55,66*** | 155 | 36,41*** |93 13,82* 454 9,93 28
Stirkeertrag 31 44,23*** | 155 19,60*** | 93 7,01* 451 5,21 52
hl-Gewicht 31 28,37*** | 155 0,65%** 93 | 0,50%** 464 0,17 97
Tausendkorn-
masse 31 45,10%** [ 155 2,54%** 93 | 1,96%** 462 0,67 92
Pflanzenhohe 31 211,75%** | 155 | 21,94%** | 93 | 13 27*** 458 6,35 86

*, Ak #k signifikant bei P = 0.05, P = 0.01, und P = 0.001.

In Tabelle 12 sind die Korrelationskoeffizienten der untersuchten Merkmale der
Hybriden der KWS Lochow {iber alle Pollen- und Saateltern sowie Versuchsstandorte
dargestellt. Wie bei Betrachtung der Ergebnisse der Roggenkollektion in Abschnitt 3.1
war eine signifikant negative Korrelation des Proteingehaltes mit dem Stérkegehalt bzw.
-ertrag und dem Kornertrag auch in diesem Versuch feststellbar. Die Koeffizienten

lagen bei -0,74, -0,72 und -0,50. Des Weiteren konnte ein positiver Zusammenhang
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zwischen Stirkegehalt und -ertrag mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,70

beobachtet werden.

Tabelle 12: Korrelationskoeffizienten zwischen den untersuchten Merkmalen der

Hybriden der KWS Lochow (gemittelt iiber alle Saateltern, 6 Standorte und 2

Wiederholungen)
Starke- | Protein- [ Korn- Starke- hl- TKM | Pflanzen-

Merkmal gehalt | gehalt ertrag ertrag | Gewicht hohe
Stiarkegehalt 1 -0,74%** 0,31 0,70%*** -0,23 0,37 -0,27
Proteingehalt 1 -0,50** [ -0,72*** | -0,03 -0,05 0,12
Kornertrag 1 0,90%** 0,05 -0,08 -0,14
Stirkeertrag 1 -0,07 0,12 -0,24
hl-Gewicht 1 -0,24 0,12
TKM 1 -0,03
Pflanzenhohe 1

* ) xkFxk gignifikant bei P = 0.05, P=0.01, und P =0.001.

Werden die Versuchsergebnisse getrennt nach Standort betrachtet fallt auf, dass der
mittlere Korn- und Stédrkeertrag mit 54,1 und 31,0 dt/ha in Petkus im Vergleich zum
Mittel iiber die 6 Standorte nur etwa 60 % betrugen (Tabelle 13). Fiir Prislich wurde mit
durchschnittlich 104,7 dt/ha der hochste Kornertrag beobachtet. Der Standort
Kontratowice lag im Mittel mit 101,3 dt/ha ebenfalls deutlich iiber dem Durchschnitt
und wies zugleich die geringste Wuchshohe auf. Bei den anderen erfassten Merkmalen

gab es nur geringe Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsstandorten.
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Tabelle 13: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die wichtigsten Merkmale der

Hybridkombinationen im Erntejahr 2005 an 6 Standorten der KWS Lochow (gemittelt

tiber alle Saateltern sowie 2 Wiederholungen)

Versuchsstandorte:
Merkmale Bernburg | Falencin | Kontratowice | Petkus | Prislich | Seligenstadt
. Mittel| 66,7 66,4 66,1 63,5 | 65,1 66,2
Starke- -
gehalt (%) Min 64,6 65 63,3 61,2 | 63,5 64,3
Max 67,9 68,4 68,7 64,9 | 66,3 67,9
. Mittel 9,7 9,5 9,4 9,6 10 9,2
Protein- -
gehalt (%) Min 9,2 8,7 8,5 9,1 9,4 8,4
Max 10,4 10,1 10,5 10,3 10,8 10,1
Mittel| 90,9 94,8 101,3 54,1 | 104,7 94,9
Kornertrag -
(dt/ha) Min 84,1 86 94,6 49,8 | 99,7 88,2
Max 98,0 104,1 109.,4 58,7 | 111,0 102,6
) Mittel [ 60,6 63,0 67,0 344 | 68,1 62,9
Stérkeertrag -
(dt/ha) Min 55,2 56,1 60,7 30,9 64,3 56,7
Max 65,7 68,7 72,8 37,8 | 72,2 68,7
hl-Gewicht Mlt'tel 74,1 76,3 75,1 74,1 76,3 80,3
(kg/100 1) Min 71,9 74,9 73,3 72,0 | 74,7 78,6
Max 76,8 78,1 77,5 76,0 | 78,4 82,4
Mittel [ 32,1 41,6 34,4 36,3 | 36,8 41,6
Tausendkorn- -
masse (g) Min 27,6 38,5 30,2 33,3 | 33,7 38,0
Max 35,5 44,6 39,3 39,9 | 40,3 44,6
Mittel| 138,8 134,1 109,1 116,6 | 131,7 129,6
Pflanzen- -
hohe (cm) Min 133,0 126,9 101,4 108,4 | 125,1 123,9
Max | 147,0 141,2 118,5 124,2 | 138,5 1354

Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse der Hybridkombinationen getrennt nach den 4

Saateltern der KWS Lochow. Die Verrechnung erfolgte iiber 6 Versuchsstandorte.

Signifikante Unterschieden konnten bei den einzelnen Saateltern fiir keines der

erfassten Merkmale beobachtet werden.
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Tabelle 14: Mittelwerte der untersuchten Merkmale der KWS Lochow-Hybriden im
Erntejahr 2005 getrennt fiir die 4 Saateltern (gemittelt iiber 32 Polleneltern, 6 Standorte

und 2 Wiederholungen)
Mittelwerte der Saateltern:

Merkmal LP37 LP38 LP39 LP40
Stiarkegehalt (%) 66,0 64,8 65,3 66,6
Proteingehalt (%) 9,4 9,9 9,7 9,3
Kornertrag (dt/ha) 89,9 89,1 92,1 89,4
Stiarkeertrag (dt/ha) 59,4 57,9 60,3 59,7
hl-Gewicht (kg/100 1) 76,1 76,3 76,1 75,6
Tausendkornmasse (g) 36,6 36,1 38,3 37,5
Pflanzenhdhe (cm) 124,1 123,6 129.,6 129,3

3.2.2 Ergebnisse der HYBRO

Erntejahr 2005

Eine Zusammenfassung der Versuchsergebnisse der HYBRO fiir das Erntejahr 2005 ist
in Tabelle 15 dargestellt. Im Mittel iiber die untersuchten Versuchsstandorte konnte ein
Stirkegehalt von 61,6 % fiir die Hybriden erfasst werden. Das Minimum und Maximum
lagen bei 60,4 und 63,0 %. Dementsprechend betrug die Spannweite im Starkegehalt
2,6 %. Fiir den Proteingehalt konnte im Mittel ein Wert von 9,5 % festgestellt werden.
Es wurde ein durchschnittlicher Kornertrag von 98,6 dt/ha erfasst. Das
Hektolitergewicht und die Tausendkornmasse lagen im Mittel bei 73,8 kg/100 1 und
38,3 g. Durchschnittlich wurde eine Fallzahl von 238,1 s beobachtet. Fiir Braunrost und
Mehltau konnte ein gutes Resistenzniveau festgestellt werden. Kornbreite und -linge
wurden fiir das Versuchsmaterial der HYBRO iiber Marvinanalysen bestimmt. Im

Mittel wurden Werte von 3,1 und 7,5 mm erfasst.
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Tabelle 15: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die wichtigsten Merkmale der

HYBRO-Hybriden im Erntejahr 2005 (gemittelt {iber alle Polleneltern, Standorte und 2

Wiederholungen)

Merkmal Mittel Min Max
Stiarkegehalt (%) 61,6 60,4 63,0
Proteingehalt (%) 9,5 8,8 10,3
Kornertrag (dt/ha) 98,6 94,7 103,6
Stirkeertrag (dt/ha) 60,7 57,9 64,3
hl-Gewicht (kg/100 I) 73,8 71,5 75,2
Tausendkornmasse (g) 38,3 35,2 41,6
Pflanzenhohe (cm) 152,5 140,6 160,4
Fallzahl (s) 238,1 191,8 283,2
Braunrost (Bonitur 1-9) 42 2,6 5,6

Mehltau (Bonitur 1-9) 2,7 1,8 3,9

Kornbreite (mm) 3,1 2.9 3,2

Kornldnge (mm) 7.5 7,2 7.8

In Tabelle 16 sind die Varianzen fiir das Versuchsmaterial der HYBRO im Erntejahr
2005 dargestellt. Zwischen den einzelnen Hybriden bzw. Saatleltern konnten
signifikante Unterschiede bei allen Merkmalen beobachtet werden. Die Saatelter x
Umwelt Interaktion war ebenfalls fiir alle Merkmale signifikant. Die Interaktion von
Saat- und Pollenelter konnte die Ausprdgung des Stirkegehaltes, der Fallzahl, des
Braunrostes und des Mehltaues nicht signifikant beeinflussen.

Aus den MQ-Werten wurde die Heritabilitdt der einzelnen Merkmale berechnet. Fiir
den Stirkegehalt lag diese bei 91 %. Die Heritabilitit des Proteingehalts war mit 95 %
ebenfalls sehr hoch, wihrend fiir den Kornertrag ein niedriger Wert von 13 % ermittelt

wurde. Alle weiteren Merkmale wiesen hingegen ebenfalls hohe Heritabilitdten auf.
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Tabelle 16: Varianztabelle und Heritabilitdt (h?) fiir die Merkmale der Hybriden der

HYBRO im Ermntejahr 2005 (SE = Saatelter, PE = Pollenelter = Tester, FG =
Freiheitsgrad, MQ = Mittleres Abweichungsquadrat)
Merkmal SE SE x Umwelt SE x PE Fehler Heritabilitit
FG MQ FG MQ FG| MQ |[FG| MQ h?
Stiarkegehalt 22 6,24%%* 44 0,49** 104 0,33 208 | 0,26 91
Proteingehalt 22 2,88*** 44 0,12%%* 104 0,06% [208] 0,04 95
Kornertrag 22| 182,73*** | 88 119,05** 1104 |117,60%* [ 332 77,39 13
Stiarkeertrag 22| 57,48%** 44 10,84*** 1104 | 5,67*** [166]| 2,78 76
hl-Gewicht 22| 19,98%** 44 0,50%** 104 | 0,53*** [208] 0,13 95
Tausendkornmasse | 22| 38,53*** 44 3,46%** 104 | 2,04*** 1208 ] 0,70 88
Pflanzenhohe 22| 737,775%*%* | 88 41,40%** 1104]19,02*** 1416 | 10,04 93
Fallzahl 22 113002,10%** | 44 | 689,43*** |104| 326,25 |208|261,45 94
Braunrost 22 9,29%#* 22 1,12%%* 104 0,45 104 | 0,37 87
Mehltau 22 5,99%#* 44 1,64%%* 104 0,66 208 | 0,68 73
Kornbreite 22 0,09%** 44 0,01%*%* 104 [ 0,00%** 1208 ] 0,00 89
Kornlinge 22 0,61%*** 44 0,02%** 104 [ 0,01%** [208] 0,01 97

*owE ek signifikant bei P =0.05, P =0.01, und P = 0.001.

Die Korrelationen einiger untersuchter Merkmale der HYBRO-Hybriden fiir das
Erntejahr 2005 sind in Tabelle 17 dargestellt. Mit Werten von -0,76 und -0,61 wurde die

negative Beziehung von Protein- mit Stdrkegehalt, Korn- und damit auch Stéirkeertrag

bestitigt, ebenso wie der positive Zusammenhang von Stdrkegehalt, Korn- und

Stirkeertrag. Bei der Auswertung der MARVIN-Analysen zeigte sich, wie auch in der

Kalibrierungspopulation, eine hoch signifikante positive Korrelation der Kornbreite zur

Tausendkornmasse, wihrend die Kornlinge mit dem hl-Gewicht und der Fallzahl

signifikant negativ korrelierte.
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Tabelle 17: Korrelationskoeffizienten zwischen den untersuchten Merkmalen der

Hybriden der HYBRO im Erntejahr 2005 (gemittelt {iber alle Polleneltern, Standorte

und 2 Wiederholungen)

Stirke- | Protein- | Korn- | Stérke- hl- Fall- | Pflanzen- | Korn- Korn-
Merkmal gehalt gehalt ertrag ertrag | Gewicht | TKM | zahl hohe breite linge
Stérke-
gehalt 1 -0,76*%** | 0,62%* | 0,80*** 0,10 -0,16 | 0,17 0,40 -0,17 -0,05
Protein-
gehalt 1 20,61%* | -0,71*** | .0,03 | 0,14 | -028 | -0,26 0,07 0,08
Korn-
ertrag 1 0,97*** | 0,12 | 025 | -0,01 0,29 0,19 0,06
Stérke-
ertrag 1 0,12 0,14 | 0,05 0,36 0,09 0,03
hl-
Gewicht 1 -0,02 | 0,34 -0,08 0,05 -0,63**
TKM 1 -0,28 0,42* 0,79%** 0,25
Fallzahl 1 0,30 0,03 | -0,53**
Pflanzen-
héhe 1 0,31 0,22
Korn-
breite 1 -0,21
Korn-
linge 1

* kR signifikant bei P = 0.05, P=0.01, und P =0.001.

Die Ergebnisse der HYBRO-Hybriden werden in Tabelle 18 getrennt nach Standort

betrachtet. Es konnten nicht alle Merkmale an jedem Versuchssort ermittelt werden. Fiir

Kleptow wurde im Mittel mit 107,3 dt/ha der hochste Kornertrag erfasst, wihrend

Cappeln mit 67,5 dt/ha einen deutlich niedrigeren Ertrag aufwies. Die in Wulfsode

angebauten Hybridkombinationen lagen mit einer durchschnittlichen Fallzahl von

170,2 s deutlich unter dem Mittel aller Standorte und wiesen zugleich den geringsten

Proteingehalt auf. Bei den anderen erfassten Merkmalen gab es nur geringe

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsstandorten.
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Tabelle 18: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die wichtigsten Merkmale der

Hybridkombinationen im Erntejahr 2005 an 5 Standorten der HYBRO (gemittelt {iber

alle Polleneltern und 2 Wiederholungen)

Versuchsstandorte:
Merkmal Cappeln Kleptow Moosberg Poznan Wulfsode
Mittel 61,8 59,7 63,1
Stirkegehalt (%) Min 60,3 58,7 61,6
Max 63,1 61,3 64,6
Mittel 9,6 10,3 8,5
Proteingehalt (%) Min 8,9 9,6 7,9
Max 10,6 11,0 9,6
Mittel 67,5 107,3 87,3 100,8 100,6
Kornertrag (dt/ha) Min 58,8 102.4 80,5 81,7 95.3
Max 77,9 114,9 93,3 111,1 107,7
Mittel 66,0 52,2 63,6
Stérkeertrag (dt/ha) Min 59,7 454 53,8
Max 74,0 60,7 72,0
Mittel 75,0 74,2 72,3
hl-Gewicht (kg/100 1) Min 72,4 71,9 70,1
Max 76,3 75,1 73,7
Mittel 34,5 40,6 39,7
Tausendkornmasse (g) Min 31,1 37,2 37,3
Max 38,8 43,8 423
Mittel 1494 143,6 159,2 157,1 153,0
Pflanzenhdhe (cm) Min 144.4 130,7 143,1 148.4 136,6
Max 155,5 154,6 169,9 164,2 164,8
Mittel 263,8 280,2 170,2
Fallzahl (s) Min 213,5 239,6 111,7
Max 3222 338,9 211,7
Mittel 4,9 3,5
Braunrost (Bonitur 1-9) Min 3,2 1,9
Max 6,3 5,2
Mittel 2,6 2,4 3,0
Mehltau (Bonitur 1-9) Min 1,7 1,3 1,8
Max 3,5 3,6 5,3
Mittel 2,9 3,1 3.1
Kornbreite (mm) Min 2,8 3,0 3,0
Max 3.1 32 3.3
Mittel 7,3 7,7 7,6
Kornldnge (mm) Min 6,9 7.3 7.3
Max 7,6 7,9 8,0
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Tabelle 19 stellt die Ergebnisse der HYBRO-Hybriden getrennt nach Polleneltern dar.
Die Verrechnung erfolgte gemittelt liber die jeweils fiir die Merkmale vorhandenen
Versuchsstandorte im Erntejahr 2005. Fiir HYPE1 wurde hierbei mit 102,8 dt/ha der
hochste Kornertrag erfasst, wiahrend fir HYPE6 mit 94,7 dt/ha der niedrigste Wert
beobachtet wurde.

Auffillige Unterschiede bei der Betrachtung der iibrigen Mittelwerte waren flir die
Fallzahl ersichtlich. Die niedrigste und hochste Fallzahl lagen bei 202,5 (HYPE4) und
259.4 s (HYPES).

Tabelle 19: Mittelwerte der untersuchten Merkmale der HYBRO-Hybriden im Erntejahr
2005 getrennt fiir die 6 Polleneltern (gemittelt iiber 23 Saateltern, Standorte und 2

Wiederholungen)

Mittelwerte der Polleneltern:
Merkmal HYPE1 | HYPE2 | HYPE3 | HYPE4 | HYPES | HYPE6
Stiarkegehalt (%) 61,6 61,3 61,5 62,0 61,1 62,1
Proteingehalt (%) 9.4 9,8 9,5 9,2 9,8 9,1
Kornertrag (dt/ha) 102,8 98,0 100,1 95,3 101,3 94,7
Stirkeertrag (dt/ha) 61,0 58,2 61,1 58,6 60,6 58,1
hl-Gewicht (kg/100 1) 74,3 74,7 74,4 72,1 75,4 72,2
Tausendkornmasse (g) 38,2 37,8 37,5 39,1 38,2 38,5
Pflanzenhdhe (cm) 149.,4 152,7 156,2 151,6 156,3 148,6
Fallzahl (s) 2486 | 227,6 | 251,3 | 202,5 | 259,4 | 239,7
Braunrost (Bonitur 1-9) 4,0 4,4 3,8 4,4 4,2 4,4
Mehltau (Bonitur 1-9) 2,5 2,5 3,0 3,1 3,1 2,8
Kornbreite (mm) 3,0 3,1 3,0 3,0 3,0 3,1
Kornldnge (mm) 7,7 7,3 7.5 7.8 7.4 7,5
Erntejahr 2006

Die Ergebnisse der HYBRO fiir das Erntejahr 2006 sind in Tabelle 20 dargestellt. Im
Mittel {iber die betrachteten Versuchsstandorte konnte ein Starkegehalt von 63,5 % fiir
die Hybriden erfasst werden. Das Minimum und Maximum lagen bei 62,2 und 64,9 %.
Dementsprechend betrug die Spannweite im Starkegehalt 2,7 %. Fiir den Proteingehalt
konnte im Mittel ein Wert von 8,7 % festgestellt werden. Es wurde ein

durchschnittlicher Kornertrag von 83,3 dt/ha erfasst. Das Hektolitergewicht und die
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Tausendkornmasse lagen im Mittel bei 74,3 kg/100 1 und 34,1 g. Durchschnittlich
wurde eine Fallzahl von 293,3 s beobachtet. Fiir Braunrost und Mehltau wurde ein gutes
Resistenzniveau festgestellt. Kornbreite und -linge konnten fiir das Erntematerial im

Jahr 2005 nicht iiber Marvinanalysen bestimmt werden.

Tabelle 20: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die wichtigsten Merkmale der

HYBRO-Hybriden im Erntejahr 2006 (gemittelt {iber alle Polleneltern, Standorte und 2

Wiederholungen)

Merkmal Mittel Min Max
Stiarkegehalt (%) 63,5 62,2 64,9
Proteingehalt (%) 8,7 7,8 9,9
Kornertrag (dt/ha) 83,3 79,5 87,3
hl-Gewicht (kg/100 I) 74,3 71,5 75,8
Stirkeertrag (%) 57,1 53,0 60,4
Tausendkornmasse (g) 34,1 314 36,2
Fallzahl (s) 2933 259,7 327,0
Pflanzenhdhe (cm) 134,0 119,6 142,4
Braunrost (Bonitur) 4,7 2,6 6,1
Mehltau (Bonitur) 3,2 2,1 4,9

Mit Hilfe des Statistikprogramms SAS wurde zunéchst die Beziehung zwischen den
Hybridkombinationen der HYBRO fiir das Erntejahr 2006 untersucht. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse befindet sich in Tabelle 21. Es konnten signifikante
Unterschiede der Hybriden bzw. Saateltern hinsichtlich der erfassten Merkmale
berechnet werden. Die Saatelter x Umwelt Interaktion war fiir die Merkmale ebenfalls
signifikant. Sie konnte jedoch fiir den Mehltaubefall nicht berechnet werden, da die
Bonitur lediglich am Standort Kleptow erfolgte und somit kein Standortvergleich
moglich war. Die Interaktion Saatelter x Pollenelter war fiir die bonitierten
Blattkrankheiten nicht signifikant, aber fiir alle anderen Merkmale.

Fir den Korn- und Stéirkeertrag waren die aus den MQ-Werten berechneten

Heritabilitaitswerte mit 34 und 44 % gegeniiber denen der anderen Merkmale gering.
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Tabelle 21: Varianztabelle und Heritabilitdt (h?) fiir die Merkmale der Hybriden der
HYBRO des Erntejahres 2006 (SE = Saatelter, PE = Pollenelter = Tester, FG =
Freiheitsgrad, MQ = Mittleres Abweichungsquadrat)

Merkmal SE SE x Umwelt SE x PE Fehler Heritabilitst
FG MQ FG MQ FG MQ FG [ MQ h?
Stérkegehalt 22 | 12,55%** | 44 0,74** 100 | 0,59*** |571| 0,33 92
Proteingehalt | 22 7,10%** 44 0,43%** 100 0,19** |571| 0,13 93
Kornertrag 22 | 177,61%** | 66 94,52%** 100 | 47,05%%* | 653 | 24,22 34
Stirkeertrag 22 | 104,75%** | 44 48,97 ** 100 | 21,49%** | 506 | 11,34 44
hl-Gewicht 22 | 35,14*** | 44 2,81%%* 100 | 1,33*** | 568 [ 0,61 88
Tausendkorn-
masse 22 | 66,13*** | 44 11,00%** 100 | 5,00%** |567| 3,13 81
Pflanzenhéhe | 22| 1199,61*** | 66 82,78%** 100 | 35,97*** | 730 | 23,02 92
Fallzahl 22 | 9366,11*** | 44 498,69 ** 100 | 283,09** | 567 [ 194,65 94
Braunrost 22 | 14,36*** | 22 3,20%%* 100 0,56 2741 0,43 76
Mehltau 22| 4,16%** 100 0,7 82 0,6 98

*owE ek signifikant bei P =0.05, P =0.01, und P = 0.001.

Die Korrelationen einiger untersuchter Merkmale der HYBRO-Hybriden fiir das
Erntejahr 2006 sind in Tabelle 22 dargestellt. Berechnungsgrundlage bildeten die
Mittelwerte der Hybridkombinationen iiber die verschiedenen Tester (Polleneltern),
Versuchsstandorte und 2 Wiederholungen. Auch im zweiten Anbaujahr der HYBRO
bestitigt sich der signifikante Zusammenhang von Stirkegehalt, Proteingehalt und
Kornertrag. Des Weiteren korrelierten die Merkmale Tausendkornmasse und

Pflanzenhohe signifikant miteinander.
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Tabelle 22: Korrelationskoeffizienten zwischen den untersuchten Merkmalen der

Hybriden der HYBRO im Erntejahr 2006 (gemittelt liber alle Polleneltern, Standorte

und 2 Wiederholungen)

Stiarke- [ Protein- | Korn- Stéarke- hl- Fall- | Pflanzen-
Merkmal | gehalt | gehalt ertrag ertrag | Gewicht [ TKM [ zahl hohe
Starke-
gehalt 1 -0,67*%** | 0,60%* [ (0,83%** 0,34 0,03 1-0,20 0,42
Protein-
gehalt 1 -0,69%** |.0,81*** | -0,28 10,02 [-0,11 -0,24
Korn-
ertrag 1 0,92%** (0,05 0,34 |-0,05 0,37
Starke-
ertrag 1 0,25 (0,25 |-0,10 0,43
hl-
Gewicht 1 -0,271 0,30 -0,05
TKM 1 -0,31] 0,67***
Fallzahl 1 -0,28
Pflanzen-
hohe 1

*owEk ek signifikant bei P =0.05, P =0.01, und P = 0.001.

In Tabelle 23 werden die Mittelwerte, das Minimum und Maximum der Merkmale der

HYBRO-Hybriden fiir die Versuchsstandorte des Erntejahres 2006 dargestellt. Mit

102,0 dt/ha konnte in Wulfsode der hochste Kornertrag ermittelt werden, wéhrend

Poznan mit 63,1 dt/ha einen vergleichsweise ertragsschwachen Standort darstellte.
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Tabelle 23: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die wichtigsten Merkmale der
Hybridkombinationen im Erntejahr 2006 an 4 Standorten der HYBRO (gemittelt {iber
alle Polleneltern und 2 Wiederholungen)

Versuchsstandorte:
Merkmal Kleptow Moosberg Poznan Wulfsode
Mittel 63,5 63,6 63,3
Stirkegehalt (%) Min 62,0 62,0 61,9
Max 64,8 65,4 64,4
Mittel 8,7 9,2 8,1
Proteingehalt (%) Min 7,7 8.4 7,4
Max 9,8 10,6 9,2
Mittel 86,8 81,3 63,1 102,0
Kornertrag (dt/ha) Min 79,2 75,5 57,7 93,6
Max 92,8 86,4 69,4 109,2
Mittel 55,1 51,7 64,6
Stérkeertrag (dt/ha) Min 49,8 47,1 58,3
Max 59,1 56,0 69,2
Mittel 74,4 74,1 74,4
hl-Gewicht (kg/100 1) Min 71,0 71,4 72,0
Max 76,6 75,6 76,1
Mittel 28,4 36,0 37,7
Tausendkornmasse (g) Min 24,8 32,0 35,2
Max 30,9 40,7 40,3
Mittel 140,8 134,6 123,8 136,7
Pflanzenhéhe (cm) Min 126,0 120,5 114,4 117,0
Max 1513 1442 133,8 145,8
Mittel 2813 278,7 319,9
Fallzahl (s) Min 240,8 2472 2912
Max 3224 314,7 349,8
Mittel 5,9 3,5
Braunrost (Bonitur 1-9) Min 3.1 2,0
Max 73 5.1
Mittel 3,2
Mehltau (Bonitur 1-9) Min 2,1
Max 4,9

Tabelle 24 zeigt die Mittelwerte der im Erntejahr 2006 erfassten Merkmale getrennt
nach den 6 Polleneltern. Fiir Hybridkombinationen bei denen die Polleneltern HYPE4
und HYPEG6 zu deren Erstellung verwendet wurden, konnte der hochste Starkegehalt
mit 64,0 % ermittelt werden. Den hochsten Kornertrag mit 91,2 dt/ha wiesen die
Kreuzungskombinationen mit HYPE6 auf. Hybriden, die mit HYPE4 als Pollenelter

erzeugt wurden, waren insgesamt anfalliger gegeniiber Braunrost und Mehltau. Weitere
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signifikante Unterschiede in Bezug auf die viterlichen Inzuchtlinien konnten nicht

beobachtet werden.

Tabelle 24: Mittelwerte der untersuchten Merkmale der HY BRO-Hybriden im Erntejahr

2006 getrennt fiir die 6 Polleneltern (gemittelt iiber 23 Saateltern, Standorte und 2

Wiederholungen)
Mittelwerte der Polleneltern:

Merkmal HYPE1 | HYPE2 [ HYPE3 | HYPE4 [ HYPE5S | HYPE6
Stiarkegehalt (%) 63,0 63,1 63,4 64,0 63,6 64,0
Proteingehalt (%) 8,5 8,7 8,7 8,7 8,9 8,4
Kornertrag (dt/ha) 84,4 83,1 82,6 90,5 81,1 91,2
Stirkeertrag

(dt/ha) 57,5 56,7 57,4 58,0 56,1 58,3
hl-Gewicht

(kg/100 1) 74,2 75,5 74,0 73,3 75,2 73,6
Tausendkornmasse

(2) 33,7 33,3 33,3 35,3 33,8 35,0
Pflanzenhohe (cm) |  130,9 133,4 135,2 142,9 131,5 140,4
Fallzahl (s) 292,6 283,0 299,6 276,7 307,0 296,7
Braunrost (Bonitur

1-9) 4,8 5,0 4,6 5,9 4,5 5,5
Mehltau (Bonitur

1-9) 2,8 2,6 2,7 4,2 2,2 3,7

Untersuchung des Jahreseffektes

Mit Hilfe der Varianzanalyse konnten signifikante Unterschiede zwischen den Jahren

2005 und 2006 fiir die in Tabelle 25 dargestellten Merkmale der HYBRO-Hybriden

erfasst werden. Die Jahr x Saatelter Interaktion war fiir die Merkmale ebenfalls

signifikant.
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Bei Betrachtung von Jahr und Umwelt wurde festgestellt, dass deren Beziehung die

Merkmalsausprigung deutlich beeinflusste. Dies konnte jedoch fiir Braunrost und

Mehltau nicht berechnet werden, da nur jeweils ein Standort in beiden Erntejahren

gleichzeitig bonitiert wurde.

Tabelle 25: Varianztabelle fiir die Merkmale der Hybriden der HYBRO in den
Erntejahren 2005 und 2006 (SE = Saatelter, FG = Freiheitsgrad, MQ = Mittleres

Abweichungsquadrat)
Merkmal Jahr Jahr x SE Jahr x Umwelt Fehler
FG MQ FG MQ FG MQ FG MQ
Starkegehalt 1 969,08*** |22 | 1,01%** [ 2 [ 309,71*** | 934 | 0,36
Proteingehalt 1 174,63*** |22 (0,41%*** 2 10,65%** 934 | 0,11
Kornertrag 1 [ 25749,10%*** [ 22 | 188,17*** | 3 | 23682,88*** |1162| 49,13
Stiarkeertrag 1 [ 1619,57*** [22] 28,12%** | 2 | 2989,47*** | 825 | 10,5
hl-Gewicht 1 59,35%** [22| 2,67** |2 | 179,87*** [ 931 | 0,60
Tausendkorn-
masse 1 [ 448521*** [22| 7,09%** | 2 | 390,14*** | 930 | 2,57
Pflanzenhdhe 1 [117693,53%** |22 57,72%** | 3 | 13591,77*** |1325] 23,53
Fallzahl 1 [768542,94%** |22 [4599,93***| 2 |585327,52°***| 930 |241,76
Braunrost 1 83,30%** |22 1,20%** 479 | 0,43
Mehltau 1 32,24%** (22 1 37%* 390 | 0,65

*owEkwEk signifikant bei P =0.05, P =0.01, und P = 0.001.

Tabelle 26 zeigt die Korrelation der Hauptmerkmale zwischen den Erntejahren 2005

und 2006. Lediglich fiir den Kornertrag konnte keine signifikante Korrelation zwischen

den 2 Jahren beobachtet werden.
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Tabelle 26: Korrelationskoeffizienten zwischen den untersuchten Merkmalen der
Hybriden der HYBRO in den beiden Erntejahr 2005 und 2006 (gemittelt iiber alle
Polleneltern, Standorte und 2 Wiederholungen)

2005
Stiarke- | Protein- [ Korn- | Stérke- hl- Fall- | Pflanzen-

Merkmal gehalt gehalt | ertrag | ertrag | Gewicht | TKM zahl hdhe
Starke-
gehalt 0,88%** | -0,62%* | 0,55%* [ 0,71*** 0,27 0,03 0,07 0,44*
Protein-
gehalt -0,71%** | 0,91%** |-0,62*%* | -0,70%¥** | -0,24 0,07 -0,20 -0,25
Korn-
ertrag 0,56** [-0,64***| 0,41 0,49%* -0,02 0,24 -0,01 0,35
Stérke-

2006 |ertrag 0,75%** 1 -0,73*%** | 0,55** [ 0,66%** 0,21 0,20 0,05 0,42*
hl-
Gewicht 0,19 -0,13 0,08 0,12 0,88*** [ -0,20 | 0,44* -0,09
TKM -0,10 0,06 0,08 0,03 -0,20 [ 0,87***| -0,34 0,62%*
Fallzahl -0,12 -0,15 0,00 -0,04 0,34 -0,18 ]0,70%%* -0,37
Pflanzen-
hohe 0,39 -0,25 0,28 0,34 -0,05 0,49* | -0,21 0,95%%*

* ok signifikant bei P = 0.05, P =0.01, und P =0.001.

3.2.3 Bestimmung der Bioethanolausbeute

Erste Ergebnisse zur Bestimmung der Bioethanolausbeute in Verbindung mit einer
erneuten Erfassung des Stirkegehaltes liegen fiir ausgewidhlte Hybriden des Erntejahres
2005 der KWS Lochow und HYBRO vor (Tabellen 27 und 28).

Das Material der KWS Lochow bekam von der Ziichtungsfirma fiir diese Analysen eine
Verschliisselung (LP_a — LP 0), so dass keine Zuordnung zu den -elterlichen
Inzuchtlinien moglich ist. Die durchschnittliche Alkoholausbeute fiir lag bei 39,3 1/100
kg mit einem Minimum und Maximum von 38,6 bzw. 40,2 1/100 kg, was in einer
Spannweite von 1,6 1/100 kg resultiert. Der durchschnittliche Stirkegehalt der 15
Hybriden lag bei 64,3 %. Es wurde ein Maximum von 67,1 % und ein Minimum von

59,5 % ermittelt. Die Spannweite im Stirkegehalt betrug 7,6 %.
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Tabelle 27: Ergebnisse der Bioethanolausbeute- und Starkegehaltsbestimmung ermittelt

an 15 Hybriden der KWS Lochow

Hybriden Alkoholausbeute Starkegehalt
(1/100 kg) (%)
LP a 39,7 66,8
LP b 39,3 64,2
LP ¢ 40,2 67,1
LP d 39,8 66,9
LP e 40,1 67,1
LP f 38,6 65,4
LP ¢ 38,6 61,3
LP h 39,3 66,3
LP i 39,0 63,6
LP j 38,6 63,4
LP k 38,6 63,1
LP 1 39,3 59,5
LP m 39,8 64,9
LP n 39,3 62,4
LP o 38,8 63,4
Mittel 39,3 64,3
Minimum 38,6 59,5
Maximum 40,2 67,1

Von den HYBRO-Hybriden HYL04, HYL09 und HYL15 wurden jeweils zwei Saatgut-
Proben hinsichtlich ihrer Alkoholausbeute analysiert. Die Einzelergebnisse sind hinter
den berechneten Mittelwerten in Klammern aufgefiihrt (Tabelle 28). Fiir die Hybriden
HYLO09 und HYL15 konnten keine Unterschiede zwischen beiden Analysen festgestellt
werden. Bei HYL04 wurde eine Differenz von 1 1/100 kg beobachtet.

Insgesamt lag die durchschnittliche Alkoholausbeute der HYBRO-Hybriden bei 39,1
1/100 kg. Die maximale Bioethanolausbeute betrug 39,8 1/100 kg. Der geringste Wert
lag bei 37,9 1/100 kg, was einer Spannweite von 1,9 1/100 kg entspricht. Der
durchschnittliche Stirkegehalt der Hybriden der HYBRO betrug 61,6 %. Es wurde ein
Maximum von 63,0 % und ein Minimum von 60,6 % ermittelt. Die Spannweite im

Stirkegehalt lag bei 2,4 %.
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Tabelle 28: Ergebnisse der Bioethanolausbeute- und Stirkegehaltsbestimmung ermittelt

an 12 Hybriden der HYBRO

Hybriden Alkoholausbeute Starkegehalt
(1100 kg) (%)
HYLO1 37,9 60,9
HYL04 39,8 (39.,3; 40,3) 63,0
HYLO05 39,6 62,2
HYLO06 39,3 62,7
HYLO07 39,3 61,1
HYL09 38,6 (38,6; 38,6) 60,6
HYLI0 38,6 61,9
HYLI12 38,7 60,9
HYLI3 39,3 61,1
HYLI5 39,3 (39,3; 39,3) 62,2
HYLI16 39,4 61,1
HYL17 39,0 61,9
Mittel 39,1 61,6
Minimum 379 60,6
Maximum 39,8 63,0

In Tabelle 29 sind die Korrelationskoeffizienten zwischen der Alkoholausbeute und
weiteren Merkmalen der untersuchten Hybriden beider Ziichter dargestellt. Da eine
hohe Alkoholausbeute {iber einen hohen Stirkegehalt erzielbar ist, konnte auch bei
dieser Untersuchung eine signifikant positive Korrelation von 0,79 und 0,58 fiir die
Hybriden von KWS Lochow und HYBRO festgestellt werden. Des Weiteren bestétigt
sich bei den Hybriden der KWS Lochow der positive Einfluss eines hohen Korn- und
Starkeertrages. Eine hoch signifikante negative Korrelation ergab sich zum
Proteingehalt.

Einzelne Ergebnisse zu den erfassten Merkmalen sind fiir das ausgewdhlte
Versuchmaterial beider Ziichter in den Tabellen A3 und A4 im Anhang dargestellt (S.
135/136).
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Tabelle 29: Korrelationskoeffizienten zwischen der Alkoholausbeute und weiteren

Merkmalen der untersuchten Hybriden von KWS Lochow und HYBRO

Alkoholausbeute bei den Hybriden von:

Merkmal KWS Lochow HYBRO
Starkegehalt 0,79%** 0,58%*
Proteingehalt -(0,82%** -0,36
Kornertrag 0,73%* 0,27
hl-Gewicht 0,18 0,29
Stirkeertrag 0,87%** 0,40
TKM 0,34 0,36
PflanzenhGhe -0,16 0,21
Fallzahl -0,01 0,24

*, Ak # signifikant bei P = 0.05, P = 0.01, und P = 0.001.

3.3 Molekulargenetische Verfahren
3.3.1 SSR-Analyse

Einen Uberblick zu den Ergebnissen der Mikrosatelliten-Analyse geben die Tabellen 30

und 31. Fiir die Genotypisierung der Elternlinien der KWS Lochow wurden 133 SSR-

Marker eingesetzt. Es konnten 411 verschiedene Allele analysiert werden. Innerhalb der

Pollen- und Saateltern wurden 94 bzw. 74 % polymorphe Banden detektiert.

Die Elternlinien der HYBRO wurden mit 252 SSR-Markern genotypisiert. Es wurden

596 Allele detektiert, wovon insgesamt 524 (88 %) polymorph waren. Innerhalb der

Polleneltern der HYBRO waren 64 % der Banden polymorph und in den Saateltern

86 %.

Tabelle 30: Ergebnisse der SSR-Analyse; ermittelt mit 133 Markern in den elterlichen

Roggeninzuchtlinien der KWS Lochow (PE = Polleneltern, SE = Saateltern)

Anzahl aller Banden Anzahg;(r)llggﬁorpher % polymorphe Banden
> PE SE > PE SE > PE SE
> 429 386 272 411 363 201
Mittel 3,2 2,9 2,1 3,1 2,7 1,5 96 94 74
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Tabelle 31: Ergebnisse der SSR-Analyse; ermittelt mit 252 Markern in den elterlichen
Roggeninzuchtlinien der HYBRO (PE = Polleneltern, SE = Saateltern)

Anzahl aller Banden Anzahgz)lcl)llggﬁorpher % polymorphe Banden
> PE SE > PE SE > PE SE
> 596 439 548 524 279 470
Mittel 24 1,7 2,2 2,1 1,1 1,9 88 64 86

In den Tabellen 32 bis 35 werden die Ergebnisse der SSR-Analyse an den Inzuchtlinien
der KWS Lochow und HYBRO getrennt nach Mikrosatellitentyp dargestellt. Zunéchst
amplifizierten die 22 bzw. 9 genomischen SSR-Marker insgesamt durchschnittlich 4,73
und 6,0 Banden pro Primerpaar in den Pollen- und Saateltern beider Ziichter. Der
Prozentsatz polymorpher Fragmente lag bei 95 (PE) und 80 (SE) % in den Roggenlinien
der KWS Lochow, sowie 96 (PE) und 100 (SE) % im Material der HYBRO.

Insgesamt konnten 111 bzw. 243 EST-SSR-Marker fiir die Charakterisierung der Saat-
und Polleneltern beider Ziichter eingesetzt werden. Im Durchschnitt amplifizierten sie
2,93 und 2,23 Fragmente je Mikrosatellit. Fiir die Inzuchtlinien der KWS Lochow
wurden 93 (PE) bzw. 60 (SE) % der Banden als polymorph detektiert. In den Pollen-
und Saateltern der HYBRO konnten 61 (PE) und 85 (SE) % der Fragmente fiir eine

Differenzierung herangezogen werden.

Tabelle 32: Ergebnisse der SSR-Analyse; ermittelt mit 22 genomischen SSR-Markern
in den elterlichen Roggeninzuchtlinien der KWS Lochow (PE = Polleneltern, SE =

Saateltern)
Anzahl polymorpher |
Anzahl aller Banden Banden % polymorphe Banden
> PE SE > PE SE > PE SE
> 104 85 60 101 81 50
Mittel 4,73 | 3,86 | 2,73 | 459 | 3,68 | 2,27 97 95 80
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Tabelle 33: Ergebnisse der SSR-Analyse; ermittelt mit 111 EST-SSR-Markern in den
elterlichen Roggeninzuchtlinien der KWS Lochow (PE = Polleneltern, SE = Saateltern)

Anzahl aller Banden Anzahg; (r)ll(i:;lorpher % polymorphe Banden
> PE SE > PE SE > PE SE
> 325 301 212 310 282 151
Mittel 2,93 | 2,71 191 | 2,79 | 2,54 | 1,36 95 93 60

Tabelle 34: Ergebnisse der SSR-Analyse; ermittelt mit 9 genomischen SSR-Markern in

den elterlichen Roggeninzuchtlinien der HYBRO (PE = Polleneltern, SE = Saateltern)

Anzahl aller Banden Anzah}g;; cr)llgen;orpher % polymorphe Banden
> PE SE > PE SE > PE SE
> 54 27 45 54 26 45
Mittel 6,00 | 3,00 | 500 | 6,00 | 2,89 | 5,00 100 96 100

Tabelle 35: Ergebnisse der SSR-Analyse; ermittelt mit 243 EST-SSR-Markern in den
elterlichen Roggeninzuchtlinien der HYBRO (PE = Polleneltern, SE = Saateltern)

Anzahl aller Banden Anzahg;(r)llggﬁorpher % polymorphe Banden
> PE SE > PE SE > PE SE
> 542 412 503 470 253 425
Mittel 2,23 1,70 | 2,07 | 1,93 1,04 | 1,75 87 61 85
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3.3.2 AFLP-Analyse

Mit der AFLP-Analyse konnte eine Vielzahl an Polymorphismen in den Saat- und
Polleneltern beider Ziichter nachgewiesen werden. Die 56 Primerkombinationen (16
Pstl-Msel und 40 EcoRI-Msel) zeigten im Mittel fiir die Saat- und Polleneltern der
KWS Lochow und HYBRO 46,2 und 46,4 Banden pro Primerkombination mit Gré3en
von 70 bis 400 Basenpaaren (bp; Tabellen 36 und 37). Im Durchschnitt konnten 44,3
Fragmente pro Primerkombination fiir die Polleneltern und 36,5 fiir die Saateltern der
KWS Lochow ausgewertet werden. Es wurden 65 bzw. 37 % der Banden als polymorph
detektiert. Fiir die 23 Saat- und 6 Polleneltern der HYBRO konnten in der AFLP-
Analyse durchschnittlich 44,6 und 38,2 Fragmente pro Primerkombination beobachtete
werden. Der Prozentsatz polymorpher Banden lag in diesem Versuchsmaterial bei 67
und 46 %.

Werden die Ergebnisse der beiden verwendeten Enzymkombinationen getrennt
betrachtet, so fillt auf, dass innerhalb des Versuchsmaterials beider Ziichter mit den 16
Pstl-Msel-Primerkombinationen ein hoherer Prozentsatz polymorpher Banden erreicht
wurde. Fiir die Inzuchtlinien der KWS Lochow und HYBRO konnten dabei insgesamt
69 und 79 % der Fragmente fiir eine Differenzierung herangezogen werden. Die 40
EcoRI-Msel-Primerkombinationen amplifizierten hingegen mit 61 bzw. 62 % deutlich
weniger polymorphe Banden.

P17/M57 und E31/M50 zeigten jeweils in den Elternlinien von KWS Lochow und
HYBRO den hichsten und niedrigsten Polymorphismus.
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Tabelle 36: Ergebnisse der AFLP-Analyse mit 16 PstI-Msel und 40 EcoRI-Msel

Primerkombinationen in den elterlichen Roggeninzuchtlinien der KWS Lochow (PE =

Polleneltern; SE = Saateltern)

Primer- Anzahl aller Banden | Anzahl polymorpher Banden | % polymorphe Banden
kombinationen > PE SE > PE SE > PE SE
P12 M47 75 72 57 47 42 15 63 58 26
P12 M48 61 60 52 50 48 23 82 80 44
P12 M49 82 80 68 61 59 31 74 74 46
P12 M50 93 89 80 69 64 37 74 72 47
P12 M51 81 80 65 58 57 25 72 71 39
P12 M52 64 63 53 50 49 23 78 78 43
P12 MS3 33 33 27 25 25 9 76 76 33
P12 M54 48 47 38 27 25 14 56 53 37
P12 MS5 39 38 31 22 21 56 55 29
P12 MS56 29 28 24 20 18 69 64 38
P12 M57 50 51 27 43 44 8 86 86 30
P12 M58 39 38 20 32 31 10 82 82 50
P12 M59 62 61 55 39 38 23 63 62 42
P12 Mo61 49 49 45 31 29 20 63 59 44
P12 M62 72 70 55 59 57 19 82 81 35
P17 MS7 59 58 37 57 56 28 97 97 76
> 936 917 734 643 663 303

Mittel 58,5 57,3 45,9 40,2 41,4 18,9 69 72 41
E31 M47 19 19 19 5 5 1 26 26 5
E31 M5S0 32 32 31 7 7 5 22 22 16
E31 MS57 40 39 36 22 20 11 55 51 31
E32 M47 68 68 63 26 24 16 38 35 25
E32 M49 48 48 40 24 24 7 50 50 18
E32 M52 35 35 28 18 18 6 51 51 21
E32 Mol 69 68 54 39 35 15 57 52 28
E34 MS55 39 38 29 32 31 14 82 82 48
E34 M58 36 25 22 27 16 11 75 64 50
E34 M61 32 31 26 20 19 11 63 61 42
E35 MS57 36 36 29 26 25 15 72 69 52
E35 Mol 61 61 49 39 38 21 64 62 43
E36 M48 46 45 39 29 28 10 63 62 26
E36 M49 49 48 40 25 23 9 51 48 23
E36 M56 26 26 22 18 18 69 69 32
E36 MS57 44 42 34 29 26 15 66 62 44
E36 M59 66 44 29 41 39 11 62 89 38
E36 M60 61 40 33 36 32 17 59 80 52
E36 Mol 48 47 39 33 32 13 69 68 33
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Fortsetzung Tabelle 36

Primer- Anzahl aller Banden | Anzahl polymorpher Banden | % polymorphe Banden
kombinationen > PE SE > PE SE > PE SE
E36 Me62 50 49 46 19 17 7 38 35 15
E37 M47 58 56 47 45 42 21 78 75 45
E37 M48 42 41 33 31 30 14 74 73 42
E37 M49 32 30 20 25 22 10 78 73 50
E37 M50 48 46 41 26 23 13 54 50 32
E37 MS53 29 28 20 19 18 5 66 64 25
E38 MS53 32 32 24 21 21 6 66 66 25
E40 M47 34 34 28 21 21 9 62 62 32
E40 M56 30 30 24 24 24 14 80 80 58
E41 M49 50 49 41 39 38 21 78 78 51
E41 MS53 42 40 33 30 29 17 71 73 52
E41 M57 25 23 19 20 18 9 80 78 47
E41 Mol 32 32 29 21 21 15 66 66 52
E42 M47 53 52 44 33 31 12 62 60 27
E42 M54 45 45 37 25 25 8 56 56 22
E42 M56 32 28 27 22 17 15 69 61 56
E42 M57 37 37 28 19 19 7 51 51 25
E42 MS5S8 39 37 30 27 25 12 69 68 40
E42 Mo60 32 30 29 17 15 8 53 50 28
E42 M62 35 35 29 18 18 8 51 51 28
E46 M62 20 20 18 5 5 2 25 25 11
> 1652 1566 1309 1003 939 448

Mittel 41,3 39,2 32,7 25,1 23,5 11,2 61 60 34
| > gesamt 2588 | 2483 2043 1646 1602 751

Mittel gesamt 46,2 44,3 36,5 29,9 28,6 13,4 64 65 37
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Tabelle 37: Ergebnisse der AFLP-Analyse mit 16 PstI-Msel und 40 EcoRI-Msel
Primerkombinationen in den elterlichen Roggeninzuchtlinien der HYBRO (PE =

Polleneltern; SE = Saateltern)

Primer- Anzahl aller Banden | Anzahl polymorpher Banden | % polymorphe Banden
kombinationen > PE SE > PE SE > PE SE
P12 M47 86 86 62 66 65 35 77 76 57
P12 M48 65 65 45 55 55 26 85 85 58
P12 M49 84 83 51 68 66 23 81 80 45
P12 M50 95 95 76 75 75 35 79 79 46
P12 M51 80 77 65 62 59 33 78 77 51
P12 M52 70 67 61 58 55 40 83 82 66
P12 MS3 32 30 29 26 24 16 81 80 55
P12 M54 50 50 46 33 32 21 66 64 46
P12 MS5 39 38 33 26 26 18 67 68 55
P12 MS56 27 27 23 20 20 10 74 74 44
P12 M57 55 54 42 49 48 27 89 89 64
P12 M58 46 45 34 40 39 22 87 87 65
P12 M59 66 66 51 46 46 27 70 70 53
P12 Mo61 50 50 45 39 37 22 78 74 49
P12 M62 73 73 49 59 58 22 81 80 45
P17 MS7 63 61 46 57 54 33 90 89 72
> 981 967 758 779 759 410

Mittel 61,3 60,4 47,4 48,7 47,4 25,6 79 79 54
E31 M47 19 19 18 5 5 3 26 26 17
E31 M50 29 29 28 6 6 5 21 21 18
E31 M57 35 35 29 20 20 12 57 57 41
E32 M47 68 68 62 30 30 14 44 44 23
E32 M49 51 50 45 31 30 21 61 60 47
E32 M52 32 32 30 18 18 13 56 56 43
E32 Mol 66 64 57 38 36 18 58 56 32
E34 MS55 41 41 31 33 33 20 80 81 65
E34 MSS8 33 29 28 21 17 10 64 59 36
E34 M61 33 32 30 22 21 12 67 66 40
E35 MS57 39 39 34 28 28 18 72 72 53
E35 M61 60 58 54 35 33 29 58 57 54
E36 M48 52 49 44 34 31 18 65 63 41
E36 M49 44 43 38 22 22 8 50 51 21
E36 MS56 21 21 18 15 15 7 71 71 39
E36 MS57 42 41 37 25 24 14 60 59 38
E36 M59 64 41 38 41 39 27 64 95 71
E36 Mo60 57 37 32 30 30 16 53 81 50
E36 Mol 49 49 39 36 36 18 73 74 46
E36 M62 51 49 48 26 22 18 51 45 38
E37 M47 61 56 54 51 47 28 84 84 52
E37 M48 39 39 34 29 29 16 74 74 47
E37 M49 32 31 27 25 24 14 78 77 52

61




Fortsetzung Tabelle 37

Primer- Anzahl aller Banden | Anzahl polymorpher Banden | % polymorphe Banden
kombinationen > PE SE > PE SE > PE SE
E37 M50 48 47 45 28 27 22 58 58 49
E37 MS3 28 26 25 20 18 13 71 69 52
E38 MS53 28 27 24 16 15 12 57 56 50
E40 M47 31 29 29 17 15 12 55 52 41
E40 MS56 29 26 25 25 22 18 86 85 72
E41 M49 48 44 42 36 32 22 75 73 52
E41 MS53 41 40 34 29 27 21 71 68 62
E41 MS57 23 23 18 18 18 8 78 78 44
E41 M61 30 29 26 19 19 13 63 66 50
E42 M47 53 52 51 33 32 19 62 62 37
E42 M54 43 39 41 20 16 11 47 41 27
E42 MS56 35 33 28 25 24 15 71 73 40
E42 MS7 36 35 29 19 18 10 53 51 35
E42 M58 40 39 29 28 27 13 70 69 45
E42 Mo60 33 33 29 17 17 9 52 52 31
E42 M62 35 35 31 22 22 13 36 63 42
E46 M62 21 21 21 8 7 6 38 33 29
> 1620 1530 1382 1001 952 596

Mittel 40,5 38,3 34,6 25 23,8 14,9 62 62 43
> gesamt 2601 2497 | 2140 1780 1711 1006

Mittel gesamt 46,4 44,6 38,2 31,8 30,6 18 66 67 46
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3.3.3 Entwicklung von PCR-Primern fiir Kandidatengene der Stirkebiosynthese

Bei der Primerentwicklung waren Genbereiche von Interesse, die flir Enzyme des
Stiarkemetabolismus kodieren. Insgesamt konnten 47 Primerpaare aus bereits bekannten
Sequenzen abgeleitet werden. Um diese auf ihre Funktionsfahigkeit zu testen, wurde
eine PCR mit DNA von Gerste (Sorten: ‘Barke”’), Weizen (Labormaterial der Professur
fiir Pflanzenziichtung in Halle), Reis (Labormaterial der Professur flir Pflanzenziichtung
in Halle) und Roggen (Inzuchtlinien der KWS Lochow und HYBRO) durchgefiihrt.

Im Roggen zeigten 17 Primerpaare keine Amplifikation. Bei 6 Primerpaaren gelang es
nicht, die PCR fiir eine erfolgreiche Auswertung zu optimieren. Die
Amplifikationsprodukte konnten mittels Gelelektrophorese nicht ausgewertet werden
bzw. waren nicht reproduzierbar. Es wurden schlieBlich 24 gut in Roggen
funktionierende Primerpaare fiir die weitere Bearbeitung ausgewihlt. Darunter befandt
sich keine Sequenz aus Reis. In Tabelle 38 sind die jeweiligen Sequenzen und die zur
Entwicklung herangezogenen Genbankherkiinfte aufgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen
wurden optimiert, wobei lediglich die Annealingtemperatur und die Anzahl der PCR-
Zyklen bei einzelnen Primerpaaren unterschiedlich waren. Alle 24 Paare amplifizierten
ebenfalls in Gerste, 20 davon in Weizen und 12 in Reis. Tabelle 39 gibt einen Uberblick

zu den in den verschiedenen Getreidearten detektierten FragmentgrofBen.
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Tabelle 38: Primerpaare, deren Sequenzen, die Genbankherkunft der zur Entwicklung

verwendeten  Sequenzabschnitte und die erforderlichen PCR-Bedingungen
(F = Forward-Primer, R = Reverse-Primer)
PCR-Bedingungen
Primerpaar Sequenz (5'—3") Genbankakzession Anncaling- | Anzahl
temperatur | Zyklen

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
Hw3 CATATACGATCTGGATCCCAAGTT enzym | (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
Hw3 CGAAATTTAACCTTGGAATTATGG | &°ne for plastid product.

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
sbell GTCAATCAGGATTTCCCATGIC enzym 1 (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
sbell AATTCGTCCATCCAATATCTCAG | 8¢n¢ for plastid product.

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
sbel2 GATAGCCGCCTGTTCAACTATG enzym 1 (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
sbel2 ACATGCCAGTATACATTTCCTTGTC | 86n€ for plastid product.

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
sbel3 TCTCTTGATGGACAAGGAAATGTA enzym | (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
sbel3 CTTGTATCGTAGGTGATCAATGTC | 6n¢ for plastid product.

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
sbel4 AGAGAAGGCAACAATTGGAGTTAT enzym | (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
sbel4 GTTTTATTGGGATGGAAATTGAAG | &ene for plastid product.

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
Hw7 CTTCCTATCATCATCAAAGCAGATT enzym I (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
Hw6 GTGGAGACAAGATTTTGAATGAGTT | 261 for plastid product.

AY304541 Hordeum vulgare starch branching
Hw8 CACTTCACATCACCTGAAGGAATA enzym | (sbel) mRNA, partial cds; nuclear 55°C 45
Hw8 CTCATCATCACCGCTTATTTATCTT | &6n¢ for plastid product.

AB089162 Hordeum vulgare subsp. vulgare
GBSSI2 AACCTCAACAACAACCCCTACTT GBSSI gene for granule bound starch 55°C 45
GBSSI2 GTAGTTGACGGCGAGGAACTT | SYnthase I

AY011009 Secale cereale clone la granule-
GBSSI4 AGGACGTCCAGATCATTETCCT bound starch synthase (GBSSI) gene, exons 9 55°C 45
GBSSI4 AGCACGTCCTCCCAGTTCTT through 14, partial ods.

AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSII TGAAACCCATCGTAATTCTAGTAGG starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 45
GBSSII1 GTACTGATCATAGCGAGGAGCTATC ods.

AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSII2 GGTGATGTTGTAGGGGGATTG starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 45
GBSSII2 ACCATACAATTTTGATCCAGTTTTG | °%*

AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSII3 ACTGCTAC AGGGGTGTTGAT starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 45
GBSSII3 CCATATGGTCCAGAGAAATATTCAG | °%

AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSII4 CAAGGGTTCTTAATCTCAACAATTC starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 40
GBSSII4 AAATCAAATGAAGGCATGAAACTT ods.

AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSIIS CAGAGCAGACTTCGAACTTCTTAAT starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 40
GBSSII5 CATCCAACTCAACACCTTTCTCT | %%

AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSII7 TCAATAAAGAAATACTGCAAGCTGA starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 35
GBSSII7 ATTCTGTGGGTACTTCACTTCTAGC | %
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Fortsetzung Tabelle 38

PCR-Bedingungen

Primerpaar Sequenz (5'—3") Genbankakzession Anncaling- | Anzahl
temperatur | Zyklen
AF486521 Hordeum vulgare granule bound
GBSSIO Fl GGCAGATTTCATAATTATTCCAAGT starch synthase Ib precursor, mRNA, partial 55°C 35
GBSSIO |R| GGCGTTCTGTACTGTTICAGAG | %%
ADPS F ACTCCCTCCGCCTCCTCT AY 634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 57°C 35
ADPS R AACTTGATCTGATTGCCCAGT complete cds, alternatively spliced.
ADP6 F | AATTTATAAAGAAGATGGCATGATCC | AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 55°C 35
ADP6 | R| CTTCGTCAGGGGATACAATCTAGT | Somplete cds, alteratively spliced.
ADPS Fl CAAGACGTCATTGATATTCCTTTTT AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 55°C 45
ADPS R | GGTGATCTCCAGCAAGAATTAGATA | complete cds, alternatively spliced.
ADP9 F| CTGTAAGGCAGTACTTGTGGCTATT AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 55°C 35
ADP9 R | TAGTTGCACCAGGAATAACTTCACT | Complete cds, altematively spliced.
ADPI0 | F| CCTTATATTGCTAGCATGGGTATCT |AY634681 Hordeum wulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 55°C 35
ADPI2 | R| TCAATTGTACCAATATCTTCCCAGT | Somplete cds, alteratively spliced.
ADPI3 | F| CTATACGACGGTTACTGGGAAGATA |AY634681 Hordeum wulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 55°C 35
ADPI3 | R| CCATTAGCAACGTGTCCTCTATTAT | Complete cds, alternatively spliced.
ADPI5 F| CATAACACACTGCAACATTGTCAT AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, 55°C 40
ADPIS R GCCGCTTCTTGAACATTGTC complete cds, alternatively spliced.
AF064563 Hordeum vulgare cultivar Bomi
Sbe2b2 F | CCGAGACTTTAAGTACCATCTTGAG | starch branching enzyme IIb (sbellb) gene, 60°C 35
nuclear gene encoding plastid protein, partial
Sbe2b2 R | CATTCTCGGTAAGTGATACCTTCAG | cds.
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Tabelle 39: Ubersicht zu den mit den entwickelten Primern amplifizierten
FragmentgroBen (bp) im Roggenmaterial der KWS Lochow und HYBRO sowie in

Gerste, Weizen und Reis

Fragmentgrofen in bp

Primerpaar KWS Lochow | HYBRO Reis Gerste Weizen
Hw3 840 840 - 800 800
sbell 800 800 800 800 800
sbel2 850 850 850 850 -
sbel3 900 900 850 800 920
sbel4 850 850 890 850 900
Hw7/Hw6 660 660 660 660 700
Hw8 600 600 - 610 590
GBSSI2 700 700 - 710 690
GBSSI4 850 850 1350 790 880
GBSSII1 320 320 - 350 320
GBSSII2 590 590 585 610 585, 605
GBSSII3 600 600 - 560 550, 620
GBSSII4 480 480 490 610 -
GBSSIIS 290 290 290 290 280
GBSSII7 310 310 - 310 310
GBSSII9 435 435 - 435 -
ADP5 310 310 - 610 -
ADP6 795 795 - 795 795
ADP8 790 790 - 790 790
ADP9 690 690 580 690 690
ADP10/ADP12 400 400 980 1000 950
ADP13 650 650 - 650 650
ADP15 900 900 - 810 810
Sbe2b2 610 610 950 610 600, 700

Sequenzierung der PCR-Produkte und Sequenzvergleiche

Die PCR-Produkte einer einzelnen Roggenlinie wurden jeweils mit dem Forward-
Primer sequenziert um festzustellen, ob der gewiinschte Genabschnitt amplifiziert
wurde. Die Sequenzen befinden sich im Anhang A5 (S. 137).

Auf der NCBI-Homepage konnten die Ergebnisse hinsichtlich
Sequenziibereinstimmungen gepriift werden. Der Vergleich auf Nukleotidebene
(BLASTn) wird anhand von Score und E-Wert definiert. Es konnten grofle

Ahnlichkeiten mit den entsprechenenden Stirkegenen bzw. -genabschnitten anderer
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Getreidearten, wie Weizen, Aegilops und Gerste, gefunden werden. Aufgrund der
zahlreichen Ubereinstimmungen wird in Tabelle 40 lediglich die jeweilige
Genbankakzession aufgefiihrt, mit der der hochste maximale Score errechnet wurde.

So zeigen beispielsweise die Sequenzen der PCR-Produkte, die aus einem bekannten
Genabschnitt mit der Genbankakzessionsnummer AY 304541 entwickelt wurden, in der
BLASTn Recherche grole Homologien zu sbel-Genen mit maximalen Score-Werten
von 577 bis 1258 in Aegilops und Weizen. Der E-Wert lag, abgesehen von der Hw3-
Sequenz (2e-161), bei 0,0.

Der hochste maximale Score wurde fiir den GBSSI4-Abschnitt berechnet. Hier erfolgte
die Primerentwicklung direkt aus einer Roggensequenz, mit der das innerhalb des
Versuchsmaterials amplifizierte, 750bp grole PCR-Produkt eine 100-prozentige
Ubereinstimmung zeigte. Damit konnte, wie auch fiir alle anderen PCR-Produkte,
nachgewiesen werden, dass es sich um die jeweiligen gewiinschten Abschnitte der
Starkebiosynthese handelt.

Bei dem BLASTn-Alignment war auffillig, dass fiir die Sequenzen, die mit den
GBSSII-Primern amplifiziert wurden, die geringsten Score- und hochsten E-Werte

berechnet wurden.

67



Tabelle 40: Zusammenfassung des Alignments der Sequenzen mit bekannten

Nukleotidsequenzen in der NCBI-Datenbank (Stand: Oktober 2007)

PCR- Im BLASTn identifizierte Ahnlichkeit Max
Produkt (Akzessionsnummer) Score | E-Wert
Hw3 AJ237897 Triticum aestivum sbel gene, exons 1-14. 577 | 2e-161

AF525764 Aegilops tauschii subsp. strangulata

SBE I pseudogene, partial sequence; SBE I
pseudogene, complete sequence; and starch branching
sbell enzyme I (SBE I) gene, complete cds. 1229 0,0

AF525764 Aegilops tauschii subsp. strangulata

SBE I pseudogene, partial sequence; SBE I
pseudogene, complete sequence; and starch branching
sbel2 enzyme I (SBE I) gene, complete cds. 1236 0,0

AF525764 Aegilops tauschii subsp. strangulata SBE 1
pseudogene, partial sequence; SBE I pseudogene,
complete sequence; and starch branching enzyme |
sbel3 (SBE I) gene, complete cds. 1258 0,0

sbel4 AJ237897 Triticum aestivum sbel gene, exons 1-14. 955 0,0

AF525764 Aegilops tauschii subsp. strangulata SBE 1
pseudogene, partial sequence; SBE I pseudogene,

complete sequence; and starch branching
Hw7/Hw6 |enzyme I (SBE I) gene, complete cds. 721 0,0

Hw8 AJ237897 Triticum aestivum sbel gene, exons 1-14. 647 0,0

AB118808 Hordeum vulgare subsp. spontaneum
GBSSI gene for granule bound starch synthase I,
GBSSI2 complete cds, strain:OUH643. 1068 0,0

AYO011009 Secale cereale clone 1a granule-bound
starch synthase (GBSSI) gene, exons 9 through 14,

GBSSI4 | partial cds. 1369 | 7e-161
AF109395 Triticum aestivum granule-bound

GBSSII1 | starch synthase GBSSII mRNA, complete cds. 137 le-29
EF221764 Triticum aestivum granule bunch

GBSSII2 | starch synthase I mRNA, partial cds. 494 | 2e-136
EF221764 Triticum aestivum granule bunch

GBSSII3 | starch synthase I mRNA, partial cds. 150 4e-33
EF221764 Triticum aestivum granule bunch

GBSSII4 | starch synthase I mRNA, partial cds. 193 S5e-46
AF109395 Triticum aestivum granule-bound

GBSSIIS | starch synthase GBSSII mRNA, complete cds. 141 le-30
EF221764 Triticum aestivum granule bunch

GBSSII7  |starch synthase II mRNA, partial cds. 141 le-30
AF109395 Triticum aestivum granule-bound

GBSSII9 | starch synthase GBSSII mRNA, complete cds. 141 2e-30

DQ145556S2 Triticum urartu ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, exons
ADP5 1b, 2 and partial cds, alternatively spliced. 358 7e-96
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Fortsetzung Tabelle 40

PCR- Im BLASTn identifizierte Ahnlichkeit Max

Produkt (Akzessionsnummer) Score | E-Wert
DQ145554S2 Aegilops tauschii ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, exons

ADP6 1b, 2 and partial cds, alternatively spliced. 1068 0,0
AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, complete cds,

ADP8 alternatively spliced. 888 0,0
AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene,

ADP9 complete cds, alternatively spliced. 1046 0,0
AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose

ADP10/ |pyrophosphorylase small subunit gene, complete

ADP12 |cds, alternatively spliced. 275 8e-71
AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene,

ADPI13 | complete cds, alternatively spliced. 783 0,0
AY634681 Hordeum vulgare ADP-glucose
pyrophosphorylase small subunit gene, complete

ADP15 | cds, alternatively spliced. 535 le-148
AF064563 Hordeum vulgare cultivar Bomi
starch branching enzyme IIb (sbellb) gene,

Sbe2b2 | nuclear gene encoding plastid protein, partial cds. 551 le-153

Alle 65 Roggeninzuchtlinien der beiden Ziichter KWS Lochow und HYBRO konnten

anschliefend mit den 24 Primerpaaren auf Polymorphismen gescreent werden. Um die

Ergebnisse in die Assoziationsstudie zu integrieren wurde gefordert, dass die

schwichste Fragmentklasse mit mindestens 4 Genotypen besetzt ist. Allerdings zeigten

nur wenige Elternlinien kein Amplifikationsprodukt, so dass die aus dieser Analyse

gewonnenen Informationen fiir eine Verrechnung als unzureichend beurteilt werden

mussten. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 41 zusammen gefasst.
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Tabelle 41: Ergebnisse der Uberpriifung der Kandidatengenprimer in den 32
Pollenelterlinien der KWS Lochow und den 23 Saateltern der Hybro

32 Polleneltern der KWS Lochow: 23 Saateltern der HYBRO:
Primerpaar mit Amplifikation | ohne Amplifikation | mit Amplifikation | ohne Amplifikation
Hw3 32 0 22 1
sbell 31 1 21 2
sbel2 32 0 23 0
sbel3 32 0 23 0
sbel4 32 0 23 0
Hw7/Hw6 31 1 20 3
Hw8 32 0 22 1
GBSSI2 32 0 23 0
GBSSI4 31 1 21 2
GBSSII1 30 2 21 2
GBSSII2 32 0 20 3
GBSS1I3 32 0 23 0
GBSSI14 31 1 23 0
GBSSIIS 29 3 23 0
GBSS1I7 31 1 22 1
GBSSII9 31 1 23 0
ADP5 32 0 23 0
ADP6 32 0 21 2
ADP8 32 0 21 2
ADP9 30 2 20 3
ADPI13 31 1 23 0
ADP15 31 1 22 1
ADPI10F/ADPI12R 32 0 22 1
sbe2b2 30 2 23 0

Restriktionsverdau von PCR-Produkten

Um nach Polymorphismen in den Restriktionsschnittstellen der PCR-Fragmente zu
suchen, wurden diese jeweils mit den Enzymen Hinfl, Haelll, HinPI, Rsal und Taql
verdaut. Erste Analysen zeigten, dass auch mit diesem Ansatz insgesamt ebenfalls nur
sehr wenige Polymorphismen nachweisbar sind, so dass dieser nicht weiter verfolgt
wurde. In Tabelle 42 sind die Ergebnisse des Restriktionsverdaus fiir die PCR-Produkte
der Primerpaare GBSSII4 und GBSSIIS beispielhaft dargestellt. Es konnten keine

weiteren Polymorphismen zwischen den Linien nachgewiesen werden. Die
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Inzuchtlinien, die beim Restriktionsverdau kein Fragment aufwiesen, hatten bereits bei

der Testung der Kandidatengenprimer keine Amplifikation gezeigt.

Tabelle 42: Ubersicht zu den Ergebnissen des Restriktionsverdaus der PCR-Produkte
der Primerpaare GBSSII4 und GBSSII5

32 Polleneltern 23 Saateltern
der KWS Lochow: der HYBRO:
Primer- | Restriktions- | Fragment-
paar enzym grofe in bp | mit Fragment | ohne Fragment | mit Fragment | ohne Fragment
Hinfl 480 31 1 23 0
Haelll 480 31 1 23 0
HinP1I 480 31 1 23 0
GBSSII4 330 31 1 23 0
Rsal
150 31 1 23 0
Tagl 300 31 1 23 0
180 31 1 23 0
Hinfl 290 29 3 23 0
Haelll 290 29 3 23 0
GBSSII5 HinP1I1 290 29 3 23 0
Rsal 290 29 3 23 0
Taql 290 29 3 23 0
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3.4 Datenanalyse

3.4.1 Genetische Diversititsanalyse

SSR-Analyse

Die Ergebnisse der UPGMA-Cluster-Analyse anhand der SSR-Daten zeigen die
Abbildungen 3 und 4 fiir die 36 Inzuchtlinien der KWS Lochow und 29 Roggenlinien
der HYBRO. Beide Dendrogramme trennen den Saat- und Pollenelterpool voneinander.
Im Material der KWS Lochow reichen die genetischen Distanzwerte von 0,15 bis 0,78.
Die geringste genetische Distanz wurde zwischen den Roggenlinien LP25 und LP26
ermittelt. Die geringste Ahnlichkeit wurde zwischen LP15 und LP40 berechnet. Im
Material der HYBRO konnten mit den Mikrosatelliten-Daten genetische Distanzen von
0,16 bis 0,50 beobachtet werden. Zwischen den Polleneltern HYPE4 und HYPE6 wurde
die hochste Ahnlichkeit festgestellt, wihrend die Linien HYL07 und HYPE6 sich

genetisch am weitesten voneinander unterschieden.
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Abbildung 3: Dendrogram der 36 Roggeninzuchtlinien der KWS Lochow basierend auf
411 polymorphen SSR-Fragmenten, erstellt mit den Werten der genetischen Diversitét
nach Nei (1972) und mittels UPGMA-Clusteranalyse (LPO1-LP32: Polleneltern; LP37-
LP40: Saateltern)
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Abbildung 4: Dendrogram der 29 Roggeninzuchtlinien der HYBRO basierend auf 524
polymorphen SSR-Fragmenten, erstellt mit den Werten der genetischen Diversitit nach
Nei (1972) und mittels UPGMA-Clusteranalyse (HYLO1-HYL23: Saateltern; HYPE1-
HYPES6: Polleneltern)

AFLP-Analyse

Die Dendrogramme anhand der AFLP-Daten (Abbildungen 5 und 6) gruppierten die
Roggeninzuchtlinien der KWS Lochow und HYBRO ebenfalls in Saat- und
Polleneltern.

Die genetischen Distanzwerte reichten im Material der KWS Lochow von 0,19 bis 0,68.
Die hochste genetische Distanz wurde zwischen den Linien LP03 und LP37 ermittelt.
Fiir die Polleneltern LP25 und LP26 konnte, wie bereits bei der SSR-Analyse, die
héchste Ahnlichkeit berechnet werden.

Im Material der HYBRO =zeigten die Roggenlinien HYPES und HYL18 die hochste
genetische Distanz (0,69) wihrend HYPE4 und HYPE6 am engsten genetisch

miteinander verwandt waren (0,20).
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Abbildung 5: Dendrogram der 36 Inzuchtlinien der KWS Lochow basierend auf 1646
polymorphen AFLP-Fragmenten, erstellt mit den Werten der genetischen Diversitét
nach Nei (1972) und mittels UPGMA-Clusteranalyse (LPO1-LP32: Polleneltern; LP37-
LP40: Saateltern)
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Abbildung 6: Dendrogram der 29 Roggeninzuchtlinien der HYBRO basierend auf 1780
polymorphen AFLP-Fragmenten, erstellt mit den Werten der genetischen Diversitét
nach Nei (1972) und mittels UPGMA-Clusteranalyse (HYLO1-HYL23: Saateltern;
HYPEI1-HYPE®6: Polleneltern)

Mantel-Test

Mittels Mantel-Test konnten die Ergebnisse der Diversititsanalyse, basierend auf
AFLP- und SSR-Daten, miteinander verglichen werden. Ein signifikanter
Zusammenhang wurde fiir die Distanzmatrizen des KWS Lochow-Materials mit einem
Korrelationswert von 0,60 festgestellt. Beim Vergleich zwischen den auf SSR- und
AFLP-Markern basierenden Diversitdtswerten der HYBRO-Linien konnte mit einem
Koeffizient von 0,68 ebenfalls eine positive Beziehung berechnet werden. Eine
graphische Darstellung der jeweiligen Ergebnisse zeigen die Abbildungen 7 und 8.

Jeder Punkt reprédsentiert den Abstand zwischen zwei einzelnen Linien.
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Abbildung 7: Vergleich von zwei Distanzmatrizen basierend auf den SSR- und AFLP-
Daten aus den KWS Lochow-Versuchen
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Abbildung 8: Vergleich von zwei Distanzmatrizen basierend auf den SSR- und AFLP-
Daten aus den HYBRO-Versuchen
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SSR- und AFLP-Analyse

Fiir das Versuchsmaterial der KWS Lochow und HYBRO wurden die SSR- und AFLP-
Daten gemeinsam zur Berechnung genetischer Distanzen verwendet. Die erzielten
Dendrogramme sind fiir das Roggenmaterial der KWS Lochow und HYBRO in den
Abbildungen 9 und 10 dargestellt. Beide zeigen eine deutliche Trennung der Saat- und

Polleneltern.
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Abbildung 9: Dendrogram der 36 Inzuchtlinien der KWS Lochow basierend auf 2122
polymorphen SSR- und AFLP-Fragmenten, erstellt mit den Werten der genetischen
Diversitit nach Nei (1972) und mittels UPGMA-Clusteranalyse (LPOI1-LP32:
Polleneltern; LP37-LP40: Saateltern)
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Abbildung 10: Dendrogram der 29 Roggeninzuchtlinien der HYBRO basierend auf
2416 polymorphen SSR- und AFLP-Fragmenten, erstellt mit den Werten der
genetischen Diversitdit nach Nei (1972) und mittels UPGMA-Clusteranalyse
(HYLO1-HYL23: Saateltern; HYPE1-HYPEG6: Polleneltern)

Untersuchung der Beziehung zwischen genetischer Diversitat und

Merkmalsauspragung

Ziel war es, einen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der Diversititsanalyse und
der Merkmalsauspridgung herzustellen. Je hoher die genetische Distanz zwischen den
elterlichen Roggeninzuchtlinien, desto groBer sollte der Heterosiseffekt fiir einzelne
Eigenschaften der erzeugten Hybriden sein (Becker, 1993).

Zundchst wurden die Werte der Diversitdtsanalyse, getrennt nach Kreuzungen mit den
jeweiligen Saat- bzw. Polleneltern, flir die Versuche beider Ziichter betrachtet.

Das Material der KWS Lochow wies hierbei eine mittlere genetische Diversitidt von
0,57 bis 0,62 auf (Tabelle 43). Die Einzelwerte zeigten eine Spanne von bis zu 0,20 fiir
die Distanz der einzelnen Polleneltern mit dem Tester LP37.

Bei den verschiedenen Kreuzungskombinationen der HYBRO konnten Mittelwerte der

genetischen Diversitdt in einem Bereich von 0,48 bis 0,56 berechnet werden
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(Tabelle 44). Einzelwerte wiesen in diesem Material einen maximalen Unterschied von

0,13 im Vergleich mit dem Pollenelter HYPE3 auf.

Tabelle 43: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die genetischen Distanzwerte der

Polleneltern mit den verschiedenen Saateltern im Versuch der KWS Lochow

Saateltern Mittelwert Minimum Maximum
LP37 0,62 0,49 0,69
LP38 0,57 0,49 0,65
LP39 0,59 0,50 0,65
LP40 0,59 0,53 0,65

Tabelle 44: Mittelwert, Minimum und Maximum fiir die genetischen Distanzwerte der

Saateltern mit den verschiedenen Polleneltern im Versuch der HYBRO

Polleneltern Mittelwert Minimum Maximum
HYPEI 0,50 0,45 0,56
HYPE2 0,51 0,45 0,57
HYPE3 0,48 0,42 0,55
HYPE4 0,54 0,47 0,58
HYPES5 0,56 0,51 0,60
HYPE6 0,53 0,49 0,58

Zwischen den mittels Diversititsanalyse erfassten Daten und den Merkmalswerten
wurden Korrelationskoeffizienten berechnet. Fiir diese Untersuchung wurden die
Ergebnisse der Feldversuche iiber die einzelnen Orte des Erntejahres 2005 gemittelt.

Im Material der KWS Lochow konnte eine positive signifikante Beziehung zwischen
der genetischen Distanz und dem Stérkegehalt fiir die Kreuzungen mit den Saateltern
LP37 und LP39 beobachtet werden (Tabelle 45). Des Weiteren zeigte sich eine negative
signifikante Beziehung des Proteingehaltes mit LP39 sowie LP40. Die
Tausendkornmasse korrelierte mit den Ergebnissen der Kreuzungspartner LP37 und
LP38. Im Versuchsmaterial der HYBRO konnten fiir dieses Merkmal ebenfalls
signifikante Zusammenhinge bei HYPE2, HYPE3, HYPES und HYPEG6 festgestellt
werden, die jedoch ein umgekehrtes Vorzeichen hatten (Tabelle 46). Hohe

Korrelationskoeffizienten wurden fiir die Kornbreite im Vergleich der genetischen
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Distanzen mit den Merkmalswerten der Kreuzungen von HYPE2, HYPE3 und HYPES

berechnet.

Tabelle 45: Korrelationskoeffizienten zwischen den Ergebnissen der Diversitétsanalyse

fiir die einzelnen Saateltern der KWS Lochow und den jeweils ermittelten Merkmalen

der Hybriden
Genetische Distanz mit dem Saatelter:

Merkmal LP37 LP38 LP39 LP40
Starkegehalt 0,38* 0,19 0,37* 0,32
Proteingehalt -0,28 -0,15 -0,51** -0,49*
Kornertrag -0,02 -0,04 0,08 0,05
Stirkeertrag 0,12 0,04 0,28 0,18
hl-Gewicht 0,17 0,04 0,11 0,24
Tausendkornmasse 0,42* 0,41%* 0,33 0,30
Pflanzenhohe -0,15 -0,23 -0,03 0,09

* ** signifikant bei P =0.05 und P =0.01.

Tabelle 46: Korrelationskoeffizienten zwischen den Ergebnissen der Diversitétsanalyse

fiir die einzelnen Polleneltern der HYBRO und den jeweils ermittelten Merkmalen der

Hybriden fiir das Erntejahr 2005

Genetische Distanz mit dem Pollenelter:

Merkmal HYPE1 | HYPE2 | HYPE3 | HYPE4 | HYPES | HYPEG6
Starkegehalt -0,14 -0,01 -0,07 -0,04 0,18 0,04
Proteingehalt 0,15 -0,02 0,02 0,05 -0,03 0,02
Kornertrag -0,34 -0,10 -0,06 -0,02 -0,38 -0,23
Starkeertrag -0,21 -0,05 -0,05 -0,03 -0,26 -0,08
hl-Gewicht -0,29 -0,32 -0,16 -0,34 -0,38 -0,18
Tausendkornmasse -0,29 | -0,44* | -0,49* | -0,37 | -0,48* | -0,48%*
Pflanzenhohe -0,13 -0,16 -0,29 -0,10 -0,02 -0,17
Fallzahl -0,10 -0,30 -0,20 -0,18 -0,22 -0,11
Braunrost -0,07 -0,21 -0,34 -0,10 -0,07 -0,24
Mehltau -0,01 0,20 0,20 -0,21 0,11 0,14
Kornbreite -0,38 | -0,52* | -0,64**| -0,35 | -0,52* | -0,40
Kornldnge 0,33 0,40 0,23 0,25 0,24 0,16

* ** signifikant bei P = 0.05 und P = 0.01.
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3.4.2 Assoziationsstudie

Die Assoziationsstudie basierte auf dem Zusammenhang der Markerdaten, die an den
32 Polleneltern der KWS Lochow sowie an den 23 Saateltern der HYBRO erfasst
wurden, mit den phinotypischen Daten der Hybriden. Der hohe Polymorphiegrad, der
innerhalb der AFLP- und SSR-Analysen ermittelt wurde, ermoglichte eine solche
Verrechnung.

Loci, bei denen mittels t-Test signifikante Mittelwertsunterschiede fiir die betrachteten
Merkmale zwischen den beiden Markerklassen beobachtet wurden, sind fiir die
Versuche der KWS Lochow und HYBRO in den Tabellen 47, 48 und 49 dargestellt.

Fiir die Markerklassen ist zundchst vermerkt, von wie vielen Genotypen diese bei den
einzelnen Markern besetzt wurden. Waren weniger als 4 Genotypen in einer Klasse
vertreten, so wurde die betrachtete DNA-Variation aus der Verrechnung genommen.
Des Weiteren wurden nur Marker aufgelistet, die an mindestens 3 Standorten eine
Beziehung zu einem der erfassten Merkmale zeigten. Einige Merkmale konnten jedoch
nur an ein oder zwei Standorten betrachtet werden (siehe 2.2). Hierfiir wurden alle
Marker, die mit diesen Daten in Beziechung stehen, aufgefiihrt.

Die jeweiligen Bestimmtsheitsmafle (R?) geben einen Hinweis darauf, wie viel der
phénotypischen Varianz durch den entsprechenden Locus erklidrt wird. Insgesamt
konnte eine Vielzahl assoziierter AFLP- und SSR-Fragmente in den Versuchen beider

Zuchter detektiert werden.

Im Material der KWS Lochow wurden fiir das hl-Gewicht und die Tausendkornmasse
die meisten Marker in Assoziation beobachtet. Im Vergleich dazu war die Anzahl Loci
fir die Merkmale Stirkegehalt, Proteingehalt, Kornertrag, Stirkeertrag und
Pflanzenhohe gering. Fiir das Bestimmtheitsmall wurde ein minimaler und maximaler
Wert von 16,6 (Pflanzenlédnge) und 50,8 % (hl-Gewicht) berechnet. Lediglich fiir den
Mikrosatelliten-Marker LPrm077 186, der eine Beziehung zur Pflanzenlidnge zeigte, ist
die Position im Roggengenom bekannt. Er befindet sich auf dem Chromosom 6R. Fiir
das hl-Gewicht konnten 15 Marker identifiziert werden, die tuber alle 6

Versuchsstandorte signifikant mit dem Merkmal assoziiert waren.
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Tabelle 47: Darstellung der Ergebnisse der Assoziationsstudie fiir das Material der

KWS Lochow; fett gedruckte Fragmente wurden als signifikant {iber alle 6 Standorte

getestet
Merkmal Fragment | Markerklasse 1 | Markerklasse 0 | Differenz | R?
n | Mittelwert | n | Mittelwert
E36M59 380 |20 65,94 12 65,11 0,83 33,5
E37M50 306 [10| 66,16 |[22| 6539 0,77 26,8
Starkegehalt (%) E42M57 185 |20 65,89 12 65,18 0,71 24,8
E42M47 169 |17 65,31 15 65,98 -0,67 23,2
P12M62 244 | 8 65,08 24 65,80 -0,72 21,9
Proteingehalt (%) E42M60 238 |23 9,49 9 9,72 -0,23 19,5
Kornertrag (dt/ha) E41M49 131 | 4 92,61 28 89,84 2,77 38,2
Stirkeertrag (dt/ha) | E41M49 131 | 4 61,47 |[28] 59,10 2,37 374
LPrm049 155 | 6 77,68 [26] 75,72 1,96 50,8
E42M60 382 |17 75,45 15 76,81 -1,36 40,6
P12Mé61 91 |19 76,64 13 75,28 1,36 38,8
LPrm132 178 | 25 75,73 7 717,34 -1,61 38,6
P17M57 79 | 9 77,09 23 75,69 1,40 34,5
P12M55 302 |16 75,46 16 76,71 -1,25 34,4
E42M47 318 |16 75,47 16 76,71 -1,24 33,6
LPrm105 202 |13 75,35 19 76,59 -1,24 32,5
P12M51 294 |18 75,56 14 76,77 -1,21 31,4
P12M48 190 |18 75,56 14 76,77 -1,21 31,2
E32M61 207 | 5 77,48 27 75,83 1,65 31,2
LPrmi132 158 | 4 | 7765 |28] 7586 1,79 |305
E41M49 383 | 5 77,45 (27| 75,83 1,62 |30,1
hl-Gewicht E36M59 254 | 9 77,02 (23] 7572 1,30 29,7
(kg/100 1) P12M59 147 | 9 77,00 23 75,73 1,27 284
E32M61 369 | 9 75,20 23 76,43 -1,23 26,6
E35M61 151 | 7 77,13 25 75,79 1,34 26,5
LPrm084 162 | 10 75,27 22 76,46 -1,19 26,2
E36M59 130 |11 75,34 21 76,48 -1,14 | 25,5
P17M57 113 |10 75,30 22 76,45 -1,15 247
E37M48 342 | 9 76,93 23| 75,75 1,18 |24,5
P12M51 312 |22 75,73 10 76,87 -1,14 242
P12M49 316 |15 75,54 17 76,57 -1,03 229
E42M47 380 |14 75,50 18 76,54 -1,04 229
LPrm076 188 |22 | 75,75 10| 76,83 -1,08 |21,7
PI12M62 387 | 5 7724 |27| 7587 1,37 |214
LPrm046 170 |11 75,40 21 76,44 -1,04 214
E35M57 184 (13| 75,49 19| 76,49 -1,00 |21,0
E36M49 227 |13 76,68 19 75,68 1,00 21,0
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Fortsetzung Tabelle 47

Merkmal Fragment | Markerklasse 1 | Markerklasse 0 | Differenz | R?
n | Mittelwert | n | Mittelwert

LPrm005 243 |15 75,57 17 76,55 -0,98 1209

E37M48 93 |14 75,54 18 76,51 -0,97 20,5

] E42M58 110 |12 76,71 20| 75,71 1,00 20,4

?ll-g(/}le (\)2611():ht LPrm093 203 |12 75,47 |20 76,45 -0,98 | 19,7

E36M57 329 |14 76,62 18 75,67 0,95 19,5

LPrm093 219 |13 76,66 19 75,70 0,96 19,4

E32M61 136 |26 75,86 6 77,06 -1,20 19,0

E32M47 179 |20 37,69 12 35,97 1,72 37,5

LPrm099 193 |12 3598 |20 37,69 -1,71 |373

P12M62 244 | 8 35,73 24| 37,62 -1,89 37,0

E42M54 84 |14 37,96 18 36,33 1,63 35,7

E36M59 380 |20 37,65 12 36,04 1,61 32,8

LPrm072 169 |20 37,63 12 36,07 1,56 31,4

P12M49 320 |17 36,35 15 37,84 -1,49 |30,1

E42M58 73 |13 36,15 19 37,66 -1,51 1299

Tausendkornmasse | E35M61 340 | 5 35,36 27 37,36 -2,00 28,6

(g) E36M48 320 | 8 35,79 24| 3746 -1,67 | 285

P12M54 255 |12 3796 20| 36,49 1,47 27,6

E32M49 90 | 8 35,83 24| 37,45 -1,62 26,8

P12M56 168 |10 36,02 |22 37,51 -1,49 259

E42M56 307 |19 37,61 13 36,21 1,40 25,7

P12M52 286 |19 36,51 13 37,82 -1,31 22,6

E32M47 153 |21 36,59 11 3791 -1,32 |21,2

LPrm065 182 | 4 38,61 28 36,82 1,79 19,1

E31M57 168 |16 37,63 16 36,46 1,17 18,7

P12M62 88 |28 | 125,59 | 4 130,38 -4,79 28,6

N LPrm077 186 [22| 12520 |10| 128,36 -3,16 |24,6
Pflanzenhdhe (cm)

P17M57 264 |12| 127,97 [20] 125,11 2,86 21,9

LPrm076 200 | 12| 127,74 |20| 125,25 2,49 16,6

Die assozzierten AFLP- und SSR-Marker im Versuch der HYBRO fiir das Erntejahr
2005 sind in Tabelle 48 dargestellt. Fiir die Fallzahl konnte kein Marker detektiert

werden.

Das Bestimmtheitsmall wies Werte von 27,8 (Tausendkornmasse, Kornbreite) bis 53,4

% (Stdrkeertrag) auf. Die Bonitur von Braunrost erfolgte lediglich in Kleptow und

Moosberg. Marker, die an beiden Versuchsstandorten eine Assoziation zu dem

Merkmal zeigten, sind in der Tabelle 48 aufgefiihrt.
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Marker, die im Versuchsjahr 2006 ebenfalls eine signifikante Beziehung zum jeweiligen

Merkmal gezeigt haben, sind mit einem * versehen.

Tabelle 48: Darstellung der Ergebnisse der Assoziationsstudie fiir das Material der

HYBRO ermittelt mit den phanotypischen Daten aus dem Erntejahr 2005

Merkmal Fragment Markerklasse 1 | Markerklasse 0 | Differenz| R?
n | Mittelwert | n | Mittelwert

i} E41M53 332 16| 6130 |7| 6215 -0,85 |40,7

(Sof)rkegeha“ E37M53 154 |16 61,79 | 7| 61,04 | 075 13009

SSR1 12| 61,87 11| 61,22 0,65 (279

SSR2* 10/ 978 |13] 927 0,51 [392

Proteingehalt P12M58 178 12 927 11| 972 045 31,6

(%) E37M53 153 7 982 |16 934 0,48 30,6

E37M53 154 16| 935 7 9,81 0,46 |28,6

Kornertrag E37M53 153 7] 9649 |16] 9948 2,99 |34,1

(dt/ha) E32M49 149 18] 9786 | 5| 101,13 3,27 132,9

P12M51 192 50 5996 |18] 6331 335|534

Stirkeertrag E40M56 73 9| 5967 |14| 6227 2,60 |44,9

(dt/ha) P12M51 275 6| 5994 |[17] 62,80 2,86 |44,1

E41M53 92 8| 5979 |15] 6236 2,57 41,9

E41M53 214 17| 7428 |6| 7255 1,73 50,8

. SSR3 6| 7272 |17| 7422 -1,50 |38,7
hl-Gewicht

(kg/100 1 E42M58 287 13| 7441 |10] 73,08 1,33 [38,6

P12M47 276 50 7270 |18| 74,14 -1,44 |31,5

SSR4 16| 7420 | 7| 7297 123 |28

E41M49 84 5| 4000 |18] 37,76 224 1393

Tausendiorn. P12M57 160 50 39,89 |18] 3780 2,09 |344

masse (g) P12M47 283 71 3699 |16| 3880 -1,81 |32,1

P17M57 71 15| 37,75 |7] 39,50 -1,75 30,0

P12M55 158 4| 3656 |19 38,61 2,05 27,8

SSR5 12| 15564 |11] 149,00 6,64 469

P12M47 186 14| 15020 |8 | 156,64 6,44 39,5

P12M62 348 4| 146,06 [19] 153,81 2175 36,9

SSR6 12| 155,64 |11] 149,00 6,64 469

} P12M47 186 14| 15020 |8 | 156,64 6,44 39,5

fﬁ;’zenh(’he PI2M62 348 | 4| 14606 |19 15381 | -7,75 36,9

P12M58 389 10| 149,37 |13] 154,84 547 |31,5

P12M49 95 7| 14851 |15] 15432 581 [30,0

E36M57 355 9| 15571 |14 150,38 533 (289

E32M49 149 18] 151,10 | 5| 157,37 6,27 |28,6

P17M57 206 6| 148,16 |17| 153,98 582|279
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Fortsetzung Tabelle 48

Merkmal Fragment Markerklasse 1 | Markerklasse 0 | Differenz| R?
n | Mittelwert | n | Mittelwert
B t E32M49 157* 17| 4,49 6 3,22 1,27 39,8
raunros SSR7 o 483 |14 3,73 110|368
(Bonitur 1-9)
P12M62 227 13 4,58 10| 3,61 0,97 29,7
P12M53 272 9 2,20 14 3,01 -0,81 43,2
E42M60 254 7 2,15 16| 2,92 0,77 |36,4
Mehltau
) P12M59 119 5 3,35 18 2,50 0,85 |343
(Bonitur 1-9)
E36M59 387 4 3,41 19 254 0,87 30,9
E32M52 269 5 2,06 18 2,86 -0,80 |30,7
Kornbreite E42M60 342 16| 3,08 7 2,99 0,09 (29,8
(mm) E37M47 128 9 3,10 14 3,02 0,08 |27.8
E41M53 214 17| 747 6 7,72 0,25 (363
Kornlinge E42M58 287 13 7,44 10| 7,66 0,22 |359
(mm) P12M50 338 11 7,46 12 7,61 -0,15 |31.8
E32M52 220 17| 7,59 6 7,37 0,22 29,0

In Tabelle 49 sind die Ergebnisse der Assoziationsstudie fiir das Erntejahr 2006 der
HYBRO dargestellt. Fiir das Bestimmtheitsmall wurden Werte von 30,8 (Mehltau) bis
57,1 % (hl-Gewicht) berechnet. Beim Korn- und Stirkeertrag sowie Tausendkornmasse
und Pflanzenlidnge gab es keine Marker, die mit den Merkmalswerten von mindestens 3
Versuchsstandorten eine Beziehung zeigten. Der Braunrostbefall der Roggenhybriden
wurde lediglich in Kleptow und Poznan erfasst. Dementsprechend wurden die Marker
aufgelistet, die an beiden Standorten eine Assoziation mit dem Merkmal zeigten. Die
Bonitur von Mehltau erfolgte lediglich in Kleptow. Alle Fragmente, die eine Beziechung
mit diesem Merkmal aufwiesen, sind in Tabelle 49 aufgefiihrt.

Marker, die bereits im Versuchsjahr 2005 eine signifikante Assoziation zum jeweiligen
Merkmal gezeigt haben, sind mit einem * versehen. Es konnte jeweils fiir den
Proteingehalt und Braunrost ein Locus detektiert werden, der bereits im ersten

Versuchsjahr der HYBRO eine Beziehung zu diesen Merkmalen zeigte.

Insgesamt wurde jedoch kein Marker gefunden, der sowohl im Material der KWS

Lochow als auch der HYBRO mit einem der Merkmale in Beziehung steht.
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Tabelle 49: Darstellung der Ergebnisse der Assoziationsstudie fiir das Material der

HYBRO ermittelt mit den phéanotypischen Daten aus dem Erntejahr 2006; mit einem *

versehen Fragmente sind bereits mit den Daten aus dem vorherigen Erntejahr als

signifikant detektiert worden

Merkmal Fragment Markerklasse 1 [ Markerklasse 0 | Differenz| R?
n | Mittelwert | n | Mittelwert

) SSR8 9| 6290 |14 63,81 091 46,1

Staﬂzf/f)ehalt E32M49 266 | 9| 63,10 |14| 63,97 0,87 [40,0

P12M62 118 8| 63,97 |[15] 63,12 0,85 [35,5

SSR2* 10/ 906 [13] 841 0,65 |44.0

Proteingehalt P12M52 321 5 927 |18| 8,53 0,74 38,9

(%) E36M61 344 13| 844 [10] 9,02 -0,58 35,9

E37M47 145 100 9,02 [13| 844 0,58 35,9

, P12M49 145 7372 [ 8] 75,10 1,38 |57.1
hl-Gewicht =

(ke/100 1) E35M61 318 7526 [15] 73,80 1,46 |43,1

SSR9 72,96 [18| 74,69 1,73 452

Fallzahl (s) SSR10 306,00 |14| 285,16 20,84 [383

Braunrost E32M49 157* |17| 6,19 6 4,95 124 36,6

(Bonitur 1-9) E40M47 155 5 486 |18| 6,15 -1,29 34,7

PI2M62 142* |17 291 6 3,87 -0,96 |34,2

E31M57 289 4 408 |19 2,97 1,11 342

P12M53 272 9 2,64  |13] 3,51 -0,87 33,6

Mehltau SSR11 100 269 [13] 3,52 0,83 332

(Bonitur 1-9) P12M52 279 2,61 14| 3,35 -0,74 32,0

P12M62 110 371 |15] 2,87 0,84 |[31,6

E38M53 358 15| 2,87 8 3,71 0,84 |31,6

E37M50 272 11| 2,75 |12 354 0,79 30,8
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4 Diskussion

Bewertung von Roggen als Rohstoff fiir die Bioethanolherstellung

Aufgrund des stetig steigenden Bedarfs an Energie in Verbindung mit einer weltweiten
Verknappung von fossilen Brennstoffen wird intensiv nach Alternativen gesucht. Dabei
hat die Entwicklung von Biokraftstoffen eine grofle Bedeutung erlangt (Festel, 2007).
Neben Biodiesel wird verstirkt auch Bioethanol produziert.
Als Rohstoff fiir die Bioethanolproduktion kdnnen zucker-, zellulose- oder stirkehaltige
Pflanzen eingesetzt werden. Bei der Verwendung von Getreide sind die Kornmassen
gegeniiber kohlenhydrathaltigen Spross-, Riiben- und Knollenmassen im Vorteil. Grund
dafiir sind eine relativ einfache Lagerung und hohere Transportwiirdigkeit, bedingt
durch hohe Energiedichten und niedrige Wassergehalte (Authammer, 1998). Damit
wird die Okonomisch wichtige, ganzjdhrige Auslastung einer Ethanolanlage
gewahrleistet.
Um eine hohe Produktivitit bei der Verwendung von Getreidekdrnern zu erreichen,
sollten folgende Kriterien erfiillt werden:

- hoher Stiarkegehalt

- hohes Ertragspotenzial

- hohes hl-Gewicht

- hohes TKM

- hohe Alkoholproduktivitit

- niedriger Proteingehalt

- niedriger Gehalt an 19slichem Pentosan

- hohe Enzymaktivitat

- geringer Mutterkorn- und Fusariumgehalt

- geringe Kosten der Bioethanolherstellung.

Im Folgenden sollen diese Parameter fiir Roggen niher betrachtet werden, um eine
Bewertung dieses Rohstoffes fiir die Bioethanolherstellung vorzunehmen. Da bis jetzt
keine speziellen Roggensorten dafiir geziichtet wurden, ist von grofem Interesse, ob
beziiglich der relevanten Hauptmerkmale gute Voraussetzungen fiir eine ziichterische
Bearbeitung gegeben sind. In dieser Arbeit war der Ausgangspunkt fiir die Erfassung
der genetischen Variabilitdt im Roggen eine Population, in die sehr unterschiedliche

Herkiinfte aus der Genbank Gatersleben, eigenes Material der Professur fiir
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Pflanzenziichtung in Halle und Ziichtermaterial eingingen. Des Weiteren dienten die
ausgewdhlten Genotypen der Erstellung von Kalibrierungskurven zur Bestimmung des
Stirke- und Proteingehalts mittels Nahinfrarotspektroskopie. AbschlieBend wurde die
Merkmalsauspriagung an den erzeugten Einzelhybriden der KWS Lochow und HYBRO

erfasst.

Das Ertragspotenzial einer Kulturpflanze ist immer von groB3er Bedeutung und auch das
wichtigste Kriterium fiir die Verwendung in der industriellen Bioethanolproduktion
(Authammer et al., 1993). Die Ergebnisse der 102 Genotypen der
Kalibrierungspopulation und der Einzelhybriden bestitigen die signifikant positive
Korrelation zwischen Kornertrag und Starkegehalt im Roggen. Ein hoher Stéirkeertrag
ist daher iiber einen hohen Ertrag und iiber einen hohen Stirkegehalt zu erzielen (Weber
et al., 2004). Des Weiteren ist eine gute Kornausbildung wichtig, da Stirke wahrend der
Kornfiillungsphase eingelagert wird (Schmitz, 2003). Ein hohes hl-Gewicht und eine
hohe Tausendkornmasse sind somit indirekte Merkmale fiir einen hohen Stirkegehalt.
Im Vergleich der deutschen Hauptgetreidearten ist der Stirkegehalt von Weizen mit
67,5 % am hochsten, gefolgt von Triticale mit 66,5 % und Gerste mit 66,1 %. Roggen
weist mit 64,6 % den geringsten Stirkegehalt auf (Schmitz, 2003).

Erwartungsgemill konnte eine grofle Variation innerhalb der Kalibrierungspopulation
erfasst werden. Der mittels Nahinfrarot-Spektroskopie erfasste Stirkegehalt lag bei 55,1
% und damit unter dem von Schmitz (2003) erfassten Wert. Die Bestimmung nach
Ewers erbrachte einen Gehalt von 61,9 %. Bei den untersuchten Hybriden der KWS
Lochow konnte jedoch ein deutlich hoherer Stirkegehalt im Erntejahr 2005 ermittelt
werden. Mittels Nahinfrarottechnik wurden im Durchschnitt 65,6 % beobachtet. Im
Material der HYBRO konnten in den Erntejahren 2005 und 2006 lediglich 61,6 und
63,5 % Starke erreicht werden.

Eigene Untersuchungen zur Stirkezusammensetzung sind nicht erfolgt. Getreidekdrner
weisen im Durchschnitt ca. 18 - 25 % Amylose und 75 - 82 % Amylopektin auf
(Authammer, 2003). Wie dieses Verhiltnis die Bioethanolausbeute beeinflusst, ist nicht
eindeutig geklért. Fest steht aber, dass ein erhohter Amylosegehalt von Vorteil ist
(Wu et al., 2006), da die unverzweigten Glukoseketten mit einem geringeren

Energieaufwand aufgeschlossen werden koénnen.
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Das wichtigste Kriterium fiir die Bioethanolherstellung ist die Alkoholproduktivitit. Die
direkte Bestimmung ist zeit- und kostenintensiv. Deshalb wird von den
Bioethanolanlagen die Stirkegehaltsbestimmung tiber Nahinfrarot-Spektroskopie als
Hauptkriterium bei der Rohstoffauswahl praktiziert.

Es war aber innerhalb der vorliegenden Arbeit moglich Kornpartien von 27
Einzelhybriden auf ihre Alkoholergiebigkeit zu priifen. Die im Abschnitt 3.2.3
dargestellten Ergebnisse bestitigen die bekannte positive Korrelation mit dem
Stirkegehalt. Eine Einzelhybride der HYBRO (HYLO04) hatte sowohl die hochste
Alkoholausbeute als auch den hochsten Stirkegehalt. Die Variation hinsichtlich
Bioethanolausbeute war bei den Hybriden der KWS Lochow und HYBRO mit 1,6 und
1,9 1 / 100 kg gering. Eine signifikante Beziehung zwischen Alkoholausbeute und
Proteinertrag, Kornertrag und hl-Gewicht konnte nur fiir das KWS Lochow-Material
gefunden werden, deutet aber bei den Versuchen der HYBRO ebenfalls in die gleiche
Richtung. Insgesamt war der Probenumfang dieser Untersuchung zu gering. Die
Ergebnisse zeigen keine grofe Variation, um genaue Zusammenhinge mit anderen
Merkmalen aufkldren zu kdnnen.

Rosenberger et al. (2000) konnten in einem Sortenscreening nachweisen, dass nicht
immer die Sorten mit dem hochsten Stirkegehalt auch die hdéchste Alkoholausbeute
haben. Auch andere Kornkomponenten konnen einen Einfluss ausiiben, deren Identitit
noch weitgehend ungekldrt ist. Die hochsten erzielten Alkoholausbeuten je dt
Trockenmasse betrugen nach Rosenberger et al. (2000) bei Triticale (Sorte ,Modus”)
46,0 1, bei Weizen (Sorte ,Batis’) 44,7 1 und bei Roggen (Sorte ,Farino’) 42,8 1.

Die Alkoholproduktivitdit wird auch von der Enzymaktivitit im Getreidekorn
beeinflusst. Deshalb ist es fiir die Bewertung eines Rohstoffes empfehlenswert, dessen
o-Amylaseaktivitit zu messen. Von den Brennereien wird eine hohe -
Amylaseaktivitdt gewiinscht, da sie zu einer niedrigen Viskositdt und Temperatur im
Verkleisterungsmaximum fiihrt (Sidio, 2002). Eine hohe Enzymaktivitit und damit
niedrige Fallzahl ist bei der Brotherstellung unerwiinscht und war auf Grund der
Auswuchsproblematik bisher kein Zuchtziel. Technisch wird dieses Problem durch die
Zugabe von Fremdenzymen gelost. Unter den Hauptgetreidearten erweist sich Triticale
mit einer bereits guten Eigenenzymaktivitit als vorteilhaft (Thiemt et al., 2004).

Fiir die innerhalb der vorliegenden Arbeit untersuchten Hybriden konnte keine
Korrelation der Fallzahl mit anderen Merkmalen festgestellt werden. Eine Bestimmung

der o-Amylaseaktivitit ist aus Kostengriinden nicht durchgefiihrt wurden.
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Bei der Brotherstellung aus Roggen hat der Proteingehalt im Vergleich zu Weizen keine
Bedeutung. Deshalb gab es beim Roggen bislang keine Ziichtung auf Erhohung des
Proteingehaltes. Roggen weist aber genetisch bedingt einen relativ hohen Proteingehalt
auf. Fir die Produktion von Biokraftstoffen sollte das Ausgangsmaterial allerdings
einen geringen Proteingehalt aufweisen. Der Proteingehalt nimmt auf Grund von
Verdiinnungseffekten wihrend der Kornfiillung ab, wéahrend der Stirkegehalt zunimmt.
Die Ergebnisse der Proteinanalyse bestitigen die negative Korrelation mit dem
Stirkegehalt. Innerhalb der Kalibrierungspopulation hatte die Roggenlinie mit dem
hochsten Proteingehalt (R89: 15,5 %) den niedrigsten Stiarkegehalt (49,9 %).

Die Untersuchungen von Aufhammer et al. (1996) zeigten, dass der Anstieg des
Proteingehaltes um 1 % zu einem geringeren Starkegehalt und damit bis zu 5 | weniger
Alkoholausbeute fithren kann. Hohe Proteingehalte konnen eine unerwiinschte
Schaumbildung wihrend des Produktionsprozesses hervorrufen (Kaltschmitt und
Hartmann, 2001), wirken sich aber andererseits positiv auf das DDGS (Distillers Dried
Grains with Solubles = eiweiBreiches Futtermittel, das durch Trocknung der bei der
Ethanolproduktion anfallenden Schlempe gewonnen wird) aus (Schmitz, 2003).
Dariiber hinaus ist Eiweifl auch Nahrstoff fiir die Hefe und damit bedeutend fiir den
Prozess der Fermentation (Sidio, 2002).

Da die Hohe des Proteingehaltes stark von den Anbaubedingungen beeinflusst wird,
sind entsprechende Anbauempfehlungen flir Bioethanolgetreide zu beachten.

Insbesondere eine spite N-Gabe sollte mit Vorsicht angewandt werden.

Als Ballaststoffe kommen im Getreide Nicht-Stirke-Polysaccharide vor. Dazu gehort u.
a. Pentosan. Im Roggen existieren zwei Pentosanfraktionen: 16sliches (Arabinoxylan;
20 — 40 %) und unlosliches Pentosan (60 — 80 %).

Wihrend in der Lebensmittelindustrie fiir Brotroggen ein hoher Gehalt an 16slichem
Pentosan gefordert wird, sind in der Tierfiitterung ein niedriger Pentosangehalt und
hoher Proteingehalt erwiinscht. In der Bioethanolproduktion stellen 16sliche Pentosane
unerwiinschte Begleitstoffe dar. Sie besitzen ein hohes Wasserbindevermdgen und sind
die Ursache fiir die Einstellung einer hoch viskosen Loésung (Girhammar und Nair,
1992), die die Maischviskositit negativ beeinflusst. Die Zugabe von Enzymen wirkt
diesem Prozess entgegen, fiihrt aber zur Steigerung der Herstellungskosten (Schmitz,

2003). Des Weiteren werden Pentosane nicht vollstindig vergért, so dass sie die
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Alkoholproduktion verringern (Authammer et al., 1993; Kaltschmitt und Hartmann,
2001).

Im Gegensatz dazu schiitzt unldsliches Pentosan im Quellmaterial die Starkekorner
durch eine schnelle und starke Schwellung und Wasserbindung vor einem
enzymatischen Abbau (Seibel und Steller, 1988).

Aufgrund der schlechten Kalibrierung konnte eine Charakterisierung der innerhalb
dieser Arbeit untersuchten Einzelhybriden hinsichtlich ihres Pentosangehaltes nicht
erfolgen. Im nédchsten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wird etwas ausfiihrlicher auf

die Probleme bei der Kalibrierung des Pentosangehaltes eingegangen.

Die Bestimmung der Wasserextraktviskositdt (WEV) bei Getreide stellt eine indirekte
Methode zur Ermittlung des Gehaltes an Nicht-Stirke-Polysacchariden dar (Boros et al.,
1993). In Weizen, Triticale und Roggen sind dies hauptsidchlich die Arabinoxylane.
Mittels nasschemischer Analyse konnte fiir die Kalibrierungspopulation eine
durchschnittliche Wasserextraktviskositdt von 6,0 mPa.s ermittelt werden, die damit
hoher als in anderen Getreidearten ist (Grosjean et al., 1999).

Die Wasserextraktviskositdt beim Roggen wird stark durch die loslichen Pentosane
beeinflusst, was durch die Ergebnisse der nasschemischen Analyse bestétigt wird. Es
konnte eine starke positive Korrelation zwischen dem 16slichen Pentosangehalt und der
Wasserextraktviskositit nachgewiesen werden. Die Roggenlinie R90 mit der hochsten
WEV (31,7 mPa.s) hatte den hdchsten Gehalt an loslichem Pentosan (5,5 %). Die
Roggenlinie mit der niedrigsten WEV (R51: 2,6 %) zeigte mit 1,6 % einen der
niedrigsten Gehalte an l6slichem Pentosan. Die Linie mit dem niedrigsten Gehalt an
16slichem Pentosan (R54: 1,2 %) zeigte zwar nicht die niedrigste WEV (2,6 %), hatte

aber mit 3,5 % eine der niedrigsten Viskositéten.

Die Kornqualitit zur Ernte hat fiir die industrielle Nutzung zunéchst eine geringere
Bedeutung. Bei der Bioethanolherstellung fallen aber auch Nebenprodukte an, deren
sinnvolle Verwertung von grofer Bedeutung fiir die Wirtschaftlichkeit einer
Produktionsanlage ist. Somit ist auf einen geringen Mutterkorn- und Fusarium-Gehalt
zu achten, wenn diese Koppelprodukte als Futter Verwendung finden sollen.

Eine Kontamination mit Mutterkorn kann zwar technisch in einem Reinigungsprozess

beseitigt werden, bedingt aber zusétzliche Kosten. Es ist jedoch durch eine geeignete
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Sortenwahl vorweg moglich, ein Auftreten zu verringern, da Unterschiede in der
Befallstirke bestehen.

Aktuell sind insbesondere Mykotoxine von gro3er Bedeutung. Sie werden wihrend des
Produktionsprozesses nicht abgebaut, sondern um den Faktor 2 bzw. 3 aufkonzentriert.
In typischen Befallsjahren zeigt Roggen gegeniiber Weizen und Triticale eine deutlich
geringere Fusarium-Anfilligkeit.

Mutterkorn- und Fusarium-Befall wurden am Versuchsmaterial nicht bonitiert. Die
untersuchten HYBRO-Hybridkombinationen weisen gegeniiber den Blattkrankheiten

Braunrost und Mehltau ein gutes Resistenzniveau auf.

Um eine mogliche Beziehung zwischen Kornform und den Inhaltstoffen aufzudecken
wurden mit dem MARVIN Saatkornanalysegerdt Lénge, Breite und Fliache der
Roggenkdrner der Kalibrierungspopulation und der Hybriden der HYBRO ermittelt.
Nach Dill (1983) resultiert eine hohe Tausendkornmasse in erster Linie aus einer
Erhohung der Kornlidnge. In diesen Untersuchungen war sowohl die Lénge als auch die
Breite der Roggenkdrner positiv mit der TKM korreliert. Allerdings war die Korrelation
mit der Breite besser. In den Hybriden der HYBRO konnte nur fiir die Breite ein

signifikant positiver Zusammenhang mit der TKM ermittelt werden.

Wie die von der Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe in Auftrag gegebene Studie zur
Bioethanolgewinnung (Schmitz, 2003) ausweist, sind bisher die unter Einrechnung aller
Aufwendungen ermittelten Kosten je t Bioethanol ein kritischer Punkt und somit das
Kriterium Nummer eins bei der Rohstoffauswahl.

Unter den Getreidearten sind die Rohstoffpreise bei Roggen am niedrigsten. Roggen
kann auch auf schwachen Bdden angebaut werden und stellt geringe Anspriiche an
Diingung und Pflege, so dass die Erzeugerkosten vergleichsweise niedrig gehalten
werden konnen. Weizen weist einen hohen Stérkeertrag und eine gute Kornausbildung
auf, stellt aber hohe Anspriiche an die Bdden und ist somit ein teurer Rohstoff.
Allerdings ist die Bioethanolherstellung bei Roggen etwas kostspieliger, da
viskositidtssenkende  Enzyme zur  Verhinderung der  Verschleimung im
Konversationsprozess beigegeben werden miissen und ein hoéherer Damptbedarf
aufgrund schlechterer Moglichkeiten der Schlemperiickfithrung erforderlich ist.
(Schmitz, 2003).
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Zunehmend gewinnt auch die Bioethanolproduktion aus Zuckerriiben in Deutschland an
Bedeutung. So wurde im Herbst 2007 von der Nordzucker AG (Braunschweig,
Deutschland) in Klein Wanzleben (Deutschland) mit dem Betrieb einer Anlage
begonnen, die eine Jahresproduktionskapazitit von bis zu 130.000 m* haben wird. Ein
Hektar Zuckerriiben produziert 4,74 t Bioethanol (fuel 21 GmbH & Co. KG, 2008). Die
Gewinnung kann iiber den Roh- oder Dicksaft erfolgen. Im Vergleich zu Getreide ist
bei Zuckerriiben ein hoherer Energieeinsatz pro Hektar notig, der allerdings durch den
Ertrag wieder ausgeglichen wird.

Ein weiteres Kriterium bei der Auswahl geeigneter Feldkulturen fiir die
Bioethanolherstellung sind auch die Preise, die fiir Koppelprodukte erzielbar sind.

Die verwendeten Rohstoffe liefern hierbei unterschiedliche Qualititen. Bei Weizen,

aber auch Roggen, wirkt sich der hohe Proteingehalt giinstig auf das DDGS aus.

Aktuell wird die Ausweitung der Bioethanolproduktion aufgrund der fehlenden
Akzeptanz in der Kraftstoffindustrie blockiert. Dabei ist immer wieder in der
Diskussion, ob die Produktion von Bioethanol in Deutschland aus 6konomischer Sicht
sinnvoll ist, da Lénder wie Brasilien aus Zuckerrohr hergestellten Alkohol viel
kostengiinstiger zur Verfligung stellen. Kritisiert wird auch, dass sich Biosprit
momentan nur deshalb rechnet, weil er seit Anfang 2004 von der Mineraldlsteuer befreit
ist. Andererseits ist die Verwendung einheimischer Kulturen zwar teurer als
Billigimporte, macht aber aus volkswirtschaftlicher Sicht Sinn. Die Nutzung der
Getreideiiberschiisse in der EU ist langfristig weit billiger als das bisherige
Interventionssystem. Neue Absatzmirkte konnen den Haushalt dauerhaft von
Agrarsubventionen entlasten (Sauter, 2005).

Wihrend sich fiir die Landwirte neue Absatzmirkte bieten, sehen sich
Nahrungsmittelproduzenten mit knapper werdenden Rohstoffangeboten bei gleichzeitig
steigenden Preisen konfrontiert. Es bleibt abzuwarten, wie sich diese Marktsituation
weiter entwickeln wird.

Die derzeitigen Tendenzen auf dem Kraftstoffmarkt fiihren nun allerdings dazu, dass
Bioethanolroggen als Hauptzuchtziel wieder in den Hintergrund tritt. Aufgrund
steigender Rohstoffpreise seit dem Erntejahr 2007 verliert Roggen einen entscheidenden
Vorteil. Allerdings wird momentan eine weitere Verwertungsschiene erobert: die

Verwendung von Roggen in Biogasanlagen. Hierbei wird die Gesamtpflanze genutzt
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und somit sollten Sorten eingesetzt werden, deren Gesamtenergiegehalt hoch ist.
Moderne Bioethanolanlagen sind bereits mit Einrichtungen fiir die Biogaserzeugung
kombiniert, da hier die Schlempe als Nebenprodukt sinnvoll, d. h., vor Allem

o6konomisch eingesetzt werden kann.

Insgesamt betrachtet ldsst sich sagen, dass das anbautechnische insbesondere aber das
genetische Potenzial fiir die Nutzung von Roggen als Energiepflanze noch unzureichend
ausgeleuchtet ist. Es besteht noch ein erheblicher Forschungsbedarf bei der Festlegung
genauer Zuchtziele fiir Bioethanolgetreide.

Die Ergebnisse der Kalibrierungspopulation und des evaluierten Zuchtmaterials der
KWS Lochow und HYBRO =zeigten insgesamt eine hohe Variation innerhalb der
untersuchten Zielmerkmale. Eine ziichterische Bearbeitung dieser Merkmale scheint
sehr gut mdglich, da hohe Heritabilitdtswerte berechnet werden konnten.

Die beobachteten signifikanten Korrelationen erlauben es, die Anzahl der zu
untersuchenden Merkmale wéhrend des Selektionsprozesses zu reduzieren. Diese
indirekte Selektion ist besonders effizient, wenn das betrachtete Merkmal nur schwierig
oder kostenintensiv zu bestimmen ist, erst in spiateren Entwicklungsphasen beobachtet
werden kann oder stark durch die Umwelt gepriagt wird (Wricke und Weber, 1986).
Dagegen bedeutet eine Korrelation von Null, dass hier ziichterisch noch ganz gut in die
gewiinschte Richtung selektiert werden kann, ohne dass ,,feste Beziechungen® dem im
Weg stehen.

Auf Grund der positiven Korrelation des Stdrkegehaltes mit dem Zielmerkmal
Ethanolausbeute ist eine indirekte Selektion mdglich. Diese ist besonders effizient,
wenn der Stirkegehalt sehr schnell und ohne hohen Kostenaufwand tiber Nahinfrarot-
Spektroskopie bestimmt wird.

Des Weiteren kann die fiir das gesamte Versuchsmaterial ermittelte negative

Korrelation zwischen Stirke- und Proteingehalt im Zuchtprozess beriicksichtigt werden.
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Nahinfrarot-Spektroskopie zur Bestimmung von Stirke-, Protein- und

Pentosangehalt

Die Nabhinfrarot-Spektroskopie hat sich in den letzten Jahren zu einem effektiven
Messverfahren mit einer Vielzahl verschiedener Einsatzgebiete entwickelt. Innerhalb
der Landwirtschaft wird sie routinemdfig im Labor zur Quantifizierung von
Pflanzeninhaltsstoffen angewandt. Moderne Ackerbaubetriebe nutzen diese Technik
aber auch bereits auf dem Feld; eingebaut in Maihdreschern beispielsweise zur
Proteinbestimmung von Getreidekdrner (Rademacher, 2002). Das Prinzip beruht darauf,
dass durch Eigenschwingung von Molekiilen der Inhaltsstoffe Infrarotlicht in
definierten Wellenldngen absorbiert wird (Wetzel, 1983; Song und Otto, 1995). Von der
Intensitit des reflektierten bzw. des durch die Probe durchscheinenden Lichtes des
Nahinfrarot-Spektrums kann auf die Quantitét dieser Inhaltsstoffe geschlossen werden
(Dieterle et al., 2003). Hierfiir muss das Messinstrument kalibriert werden. Es werden
zunidchst Proben ausgewédhlt, die den gesamten zu untersuchenden Wertebereich
repriasentieren sollten. Thre Reflektionsspektren werden erfasst und {ber eine
Referenzmethode die Inhaltsstoffkonzentration bestimmt. Anschlieend sind die beiden
Ergebnisse rechnerisch miteinander zu verkniipfen, um Kalibrierungskurven fiir die zu
untersuchenden Merkmale zu erstellen.

Es werden zwei Messverfahren unterschieden: Nahinfrarot-Transmissions-(NIT) und
Nahinfrarot-Reflektions-(NIR) Spektroskopie. Bei der NIT-Methode werden die zu
untersuchenden Proben durchstrahlt. Eine Bearbeitung des Materials ist nicht notwendig
und daraus resultiert eine kurze Vorbereitungszeit. Dies wiederum gewdhrleistet einen
hohen Probendurchsatz. Aufgrund der zerstdrungsfreien Untersuchung konnen die
Korner weiterhin genutzt werden.

Bei der NIR-Analyse wird die Oberflache der Proben bestrahlt, so dass eine sorgfiltige
Oberfliachenvorbereitung erfolgen muss (Song und Otto, 1995). Zu untersuchende
Getreidekorner sind dementsprechend fein zu vermahlen. Im Vergleich zu einigen
nasschemischen Methoden ist diese Analyse aber immer noch schneller,
kostengiinstiger und auch umweltschonender.

Nachteile der Nahinfrarot-Spektroskopie sind die hohen Geritepreise sowie die
kostspielige und vor allem zeitaufwéndige Kalibrierung (Tillmann, 2001; Rademacher,

2002).
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Die 102 Genotypen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir die Kalibrierung
genutzt wurden, sind zundchst mit dem Infratec-Gerédt (NIT) der MBE in Zorbig auf
Protein- und Stirkegehalt untersucht wurden. Als Referenzmethoden wurden die
Kjeldahl-Analyse zur Proteinbestimmung sowie die Stdrkebestimmung nach Ewers
durchgefiihrt.  Die  ausgewdhlten = Proben  reprdsentierten einen  weiten
Konzentrationsbereich fiir die beiden Merkmale.

Innerhalb der Kalibrierungspopulation war beim Proteingehalt eine hohe signifikante
Korrelation zwischen den Ergebnissen der NIT- und der nasschemischen Analyse zu
beobachten (r = 0,98). In beiden Untersuchungen zeigten die gleichen Roggenlinien den
niedrigsten (R85) und hochsten (R89) Proteingehalt. Die Proteinbestimmung mittels
Nahinfrarot-Spektroskopie ist bereits sehr erfolgreich optimiert worden. In erster Linie
tragt die Prizision der Referenzmethode dazu bei, die nur einen kleinen Versuchsfehler
aufweist. Kjeldahl-Analysen sind bereits seit vielen Jahren zur Bestimmung des
Proteingehaltes etabliert.

Vergleichsweise schwach ist die Korrelation zwischen den mittels NIT-Analyse von der
Bioethanolanlage Zorbig und den iiber die nasschemische Analyse vom Julius Kiihn-
Institut ermittelten Stirkegehalten der Kalibrierungspopulation (r = 0,72). Zwei
Erkldrungen sind denkbar. Entweder ist die indirekte NIT-Analyse nicht
starkespezifisch genug oder die Ergebnisse der nasschemischen Analyse sind
experimentell bedingt fehlerbehaftet. Informationen {iber die von der Bioethanolanlage
verwendete Kalibrierungskurve lagen nicht vor, da es sich um kommerziell genutzte
Daten handelt. Deshalb bleibt offen, welche Ursache die schwache Korrelation bedingt.
Allerdings war eine exakte Analyse fiir die Zielstellung der vorliegenden Arbeit
unabdingbar, da versucht werden sollte, genetische Ursachen fiir Schwankungen im
Stirkegehalt des Zuchtmaterials zu finden. Deshalb wurden eigene Kalibrierungskurven
fiir weitere Analysen genutzt. Sie haben den Vorteil, dass sie an das entsprechende

Versuchsmaterial angepasst werden konnten.

Kalibrierungskurven wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit fiir ein NIT- (Infratec)
sowie ein NIR-Gerdt (NIRSystems) zur Bestimmung von Protein-, Stirke- und
Pentosangehalt entwickelt. Wie nicht anders zu erwarten, konnten bei der Kalibrierung
zum Proteingehalt eine hohe Korrelation mit den Werten der Referenzmethode und ein
kleiner Standardfehler ermittelt werden. Die Ergebnisse sind so zu interpretieren, dass

mittels Nahinfrarot-Messungen im Durchschnitt 95 (NIR) bzw. 92 % (NIT) der
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Variabilitit im Proteingehalt zu erkldren sind. Die entwickelten Kurven fiir die
Proteinbestimmung mittels Nahinfrarot-Spekroskopie konnten dementsprechend fiir
eine prizise Analyse der Roggenkorner genutzt werden.

Bei den Nahinfrarot-Untersuchungen zum Stidrkegehalt wurde ebenfalls eine gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Referenzmethode fiir die Spektrometer
beider Ziichter berechnet. Der Standardfehler war fiir das Merkmal bei der Validierung
der Kalibrierung etwas grofler als fiir den Proteingehalt. Er bewegt sich allerdings noch
im Toleranzbereich, und die entwickelten Stirkekurven konnten damit erfolgreich fiir
die Bewertung der Hybridkombinationen herangezogen werden.

Der 16sliche Pentosangehalt erwies sich hingegen als schwieriger Parameter. Die
Korrelationen zwischen den NIR- bzw. NIT-Schitzwerten und den Ergebnissen der
Referenzmethode waren mit r = 0,71 und 0,60 nicht sehr hoch.

Eine wichtige Grundlage fiir eine erfolgreiche Kalibration ist die Auswahl geeigneter
Proben. Thr Konzentrationsbereich muss groBer sein als der zu analysierende Bereich
und homogen abgedeckt werden. Die Kalibrierung fiir das l6sliche Pentosan wurde
durch eine schiefe Verteilung des Merkmales erschwert. Ca. 90 % der Genotypen lagen
in einem Wertebereich von 1 — 2,5 %, wiahrend sich der Rest im Bereich 3 — 5 %
eingruppierte.

Des Weiteren ist die Genauigkeit der Referenzmethode ein entscheidendes Kriterium,
da fehlerbehaftete Laborwerte in den Standardfehler der Nahinfrarot-Analyse
einflieBen.

Da in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ob Schwankungen im I&slichen
Pentosangehalt mit Genvariationen assoziiert sind, war eine sehr genaue Analyse
notwendig. Die Prézision der NIT- sowie NIR-Methode wurde fiir diese Zielstellung

damit als unzureichend bewertet.

Beim Vergleich der beiden verwendeten Nahinfrarot-Spektrometer (NIRSystems und
Infratec) konnte festgestellt werden, dass das NIRSystems-Gerit auffillig bessere Werte
in der Validierung lieferte. Beim NIRSystems wird das gemahlene Korngut im Bereich
von 1100 — 2500 nm préziser untersucht als ganze Korner beim Infratec im Bereich von
850 — 1050 nm. Diese Feststellung deckt sich mit Erfahrungen aus anderen Arbeiten
(Moschner, 2003; Zanella et al., 2005).
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Die innerhalb der vorliegenden Arbeit erfolgreich entwickelten Kalibrierungskurven
werden zukiinftig durch die Integration weiterer Genotypen optimiert und dienen der
KWS Lochow und HYBRO zur Beurteilung ihres Zuchtmaterials.

Des Weiteren ist denkbar die NIR-Technik fiir Untersuchungen zu nutzen, inwieweit
sich Unterschiede in der Stirkequalitit bzw. -zusammensetzung auf die
Bioethanolproduktion auswirken. Beim Julius Kiihn-Institut in Grof Liisewitz
(Deutschland) wurde bereits erfolgreich mit NIR-Kalibrationen zur Bestimmung des

Amylosegehaltes in Starkemutanten der Gerste gearbeitet (Wehling, 2006).

Charakterisierung der Roggeninzuchtlinien mittels molekularer Marker

AFLP (Vos et al., 1995)- und Mikrosatelliten (Powell et al., 1996a)-Analysen werden in
der Ziichtungsforschung routinemifBig durchgefiihrt, da es mit ihnen mdglich ist, einen
hohen Polymorphiegrad im zu untersuchenden Material aufzudecken (Gimenes et al.,
2002). Fiir Roggen gibt es =zahlreiche genetische Karten, die mit beiden
Markertechniken erstellt wurden (Philipp et al., 1994; Senft und Wricke, 1996; Saal et
al., 1997; Korzun et al., 2001; Hackauf und Wehling, 2002a, 2002b). Wegen ihrer guten
Reproduzierbarkeit werden AFLPs und Mikrosatelliten auch fiir die markergestiitzte
Selektion genutzt. Von Vorteil ist es, wenn die AFLP-Marker hierfiir in
sequenzspezifische STS (Sequence Tagged Site)-Marker konvertiert werden (Shan et
al., 1999; Meksem et al., 2001). Dies ist insbesondere notwendig, da STS-Marker
robuster sind und die AFLP-Methode nicht kommerziell von Ziichterhdusern eingesetzt
werden kann.

Bei Mikrosatelliten handelt es sich um ein kodominantes Markersystem, welches die
Unterscheidung der heterozygoten von homozygoten Genotypen erlaubt. Fiir die AFLP-
Analyse empfiehlt es sich eine dominante Auswertung vorzunehmen. Eine
Differenzierung zwischen Heterozygoten und den ein Fragment liefernden
Homozygoten kann nur aufgrund der verschiedenen Intensititen der amplifizierten
Fragmente im Gel erfolgen (Vuylsteke et al., 1999) und macht die Auswertung somit
sehr fehleranfillig.

In der vorliegenden Arbeit wurden beide Markersysteme dominant ausgewertet. Fiir die
Fragestellung spielte die Unterscheidung von homo- und heterozygoten Genotypen

keine Rolle, da die Eltern als Inzuchtlinien nahezu homozygot waren. Des Weiteren
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handelt es sich bei Mikrosatelliten-Markern um multiallelische Strukturen, so dass bei
verschiedenen Inzuchtlinien die gleichen SSR-Primer verschiedene Fragmente erzeugen
konnen. Somit war lediglich die biallelische Auswertung in Form einer 1/0-Matrix
sinnvoll.

Mit der AFLP- und SSR-Analyse konnten in den Polleneltern der KWS Lochow 65 und
94 % der amplifizierten Banden als polymorph detektiert werden. Die Saateltern der
HYBRO amplifizierten fiir die beiden Markersysteme 46 und 86 % der Fragmente als
polymorph. Diese Ergebnisse decken sich mit Erfahrungen aus anderen Arbeiten, bei
denen iiber eine SSR-Analyse ebenfalls ein hoherer Polymorphiegrad detektiert werden
konnte als durch AFLPs (Sojabohne: Powell et al., 1996b; Gerste: Russell et al., 1997).
Ursache ist, dass bei den verwendeten Markersystemen unterschiedliche Mechanismen
der Allelentstehung vorliegen. Durch das “slippage” der Polymerase wihrend der
Replikation der DNA ist es moglich, dass an einem Locus sehr viele verschiedene
Mikrosatellitenallele entstehen (Tautz et al., 1989). AFLPs hingegen beruhen auf
Insertionen / Deletionen bzw. Punktmutationen in Restriktionsschnittstellen (Vos et al.,
1995). Die PCR findet reichlich Bindungsstellen, so dass viele Fragmente amplifiziert

werden konnen, die aber zu einem hohen Anteil monomorph sind.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass bei genomischen
SSR-Markern der erzielte Polymorphiegrad hoher liegt als bei aus ESTs entwickelten.
Dies bestdtigen auch Dreisigacker et al. (2004) bei ihren Untersuchungen in Weizen.
Ursache hierfiir ist, dass bei EST-SSRs weniger Einzelnukleotidunterschiede in der
Umgebung des SSRs auftreten. Da damit aber auch die Auswertung und Bestimmung
der AllelgroBBe erleichtert wird, hat dieser Markertyp einen entscheidenden Vorteil.
Genomische Mikrosatelliten zeigen oftmals Stotterbanden in der Gelelektrophorese, die

nicht eindeutig zuzuordnen sind.

Die AFLP- und Mikrosatelliten-Daten wurden fiir die Berechnung der genetischen
Distanz zwischen den Inzuchtlinien genutzt. In der Roggenziichtung sind derartige
Analysen eine wichtige Methode, um geeignete Kreuzungspartner zu selektieren. Fiir
einen moglichst hohen Heterosiseffekt in den Nachkommen werden dabei genetisch

weit voneinander entfernte Eltern aus zwei verschiedenen Pools gewéhlt.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass sowohl AFLPs als auch
Mikrosatelliten erfolgreich zur Charakterisierung der Roggeninzuchtlinien eingesetzt
werden konnten. Beide trennten den Saat- und Pollenelterpool voneinander.

Mittels Mantel-Test wurde nachgewiesen, dass die mit den zwei Markersystemen
erzielten Diversititswerte gut miteinander iibereinstimmen (KWS Lochow: r = 0,60;
HYBRO: r = 0,68). In anderen Kulturen wurden stirkere Abweichungen zwischen den
Distanzmatrizen verschiedener Analysemethoden gefunden (Apfel: Boritzki, 2001;
Erbse: Lu et al., 1996), so dass die Vermutung nahe liegt, dass jeweils unterschiedliche
genetische Informationen gesammelt wurden.

Wie bereits erwdhnt sind die Mechanismen, die der Markerentwicklung zugrunde
liegen, nicht identisch (Boritzki, 2001; Bolibok et al., 2005). Des Weiteren wurden die
verwendeten Mikrosateliten-Marker groftenteils bereits kartiert und sind gleichmifig
tiber das Genom verteilt. Hingegen sind AFLPs sogenannte anonyme Marker, die
oftmals in Clustern auBBerhalb des Centromerbereiches liegen und damit teilweise eine
nur unzureichende Charakterisierung des Genoms ermoglichen.

Bolibok et al. (2005) untersuchten 30 Roggeninzuchtlinien jeweils mit ISSRs
(Intersimple Sequence Repeats; Zietkiewicz et al., 1994), SSRs und SAMPLs
(Selectively Amplified Microsatellite Polymorphic Locus; Witsenboer et al., 1997). Die
getrennte Verrechnung der verschiedenen Markerdaten ergab Unterschiede beziiglich
der durchschnittlichen genetischen Distanzwerte zwischen den Genotypen. Bei
Gesamtbetrachtung der Ergebnisse kamen sie zu dem Schluss, dass eine Analyse unter

Verwendung verschiedener Markersysteme von Vorteil ist.

In verschiedenen Kulturen, wie Mais (Smith et al., 1990), Raps (Diers et al., 1996),
Riibsen und Kohl (Abel, 2006) konnte eine Korrelation zwischen Heterosis und
genetischer Distanz beobachtet werden. Da fiir die untersuchten Roggeninzuchtlinien
keine Informationen beziiglich ihrer Leistung zur Verfiigung standen, konnte fiir die
erzeugten Hybriden die Heterosis nicht berechnet werden. Diese kann allerdings mit
Hilfe der molekularen Daten geschdtzt werden. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit
versucht, einen Zusammenhang zwischen der genetischen Diversitit der
Kreuzungspartner und der Merkmalsausprdagung der Hybriden zu finden.

Hierzu wurden die Distanzwerte, berechnet aus der AFLP- und Mikrosatelliten-
Analyse, mit den Merkmalen, gemittelt iiber alle Standorte des Erntejhares 2005,

korreliert. Eine Beziehung dieser Daten wére zu erwarten, da nach Becker (1993)

100



genetisch weit voneinander entfernte Kreuzungspartner Hybriden mit einer hohen
Leistung hervorbringen miissten und umgekehrt.

Im Material der KWS Lochow konnte eine Beziehung zwischen der genetischen
Distanz und dem Stirkegehalt sowie dem Proteingehalt und der Tausendkornmasse fiir
verschiedene Kreuzungen beobachtet werden (Tabelle 43).

Hohe Korrelationskoeffizienten wurden fiir die Tausendkornmasse und die Kornbreite
im Vergleich der genetischen Distanzen mit den Merkmalswerten fiir Kreuzungen der
HYBRO beobachtet (Tabelle 44).

Fiir die meisten Merkmale gelang es jedoch nicht, einen positiven Zusammenhang ihrer
Auspriagung mit der genetischen Diversitdt herzustellen. Es existieren Arbeiten, in
denen verschiedene Autoren berichten, dass auch bei anderen Kulturarten wie
beispielsweise Raps (Jain et al., 1994) und Arabidopsis (Barth et al., 2003; Meyer et al.,
2004) keine Beziehung zwischen Heterosis und genetischer Distanz beobachtet werden
konnte. Knaak (1996) stellte in seinen Untersuchungen bei Raps fest, dass die
Beziehung haufig nur gefunden werden kann, wenn nahe verwandte Genotypen
untersucht worden sind. Nach Charcosset und Essioux (1994) empfiehlt sich zur
Berechnung genetischer Distanzen die Verwendung von molekularen Markern, die mit
QTLs gekoppelt sind, um die Korrelation mit der Heterosis zu erhohen. Somit konnten
Mikrosatelliten- und AFLP-Fragmente, die in dieser Arbeit eine Assoziation zum

Phénotyp zeigten fiir weitere Untersuchungen herangezogen werden.

Entwicklung von Primern aus Kandidatengenen der Stirkebiosynthese

Die vergleichende Genomanalyse hat eine groBe Ubereinstimmung in der Abfolge der
Gene auf den Chromosomen der verschiedenen Poaceae-Arten ergeben, die als
Synthenie bezeichnet wird (Devos und Gale, 2000). Dieses Phdnomen ermdglichte in
der vorliegenden Arbeit einen Kandidatengenansatz. Da die Stirkebiosynthese bei
verwandten Arten des Roggens bereits intensiv untersucht worden ist, konnten die
zugrunde liegenden Gen-Informationen genutzt werden, um einen moglichst schnellen
Zugriff auf die interessierenden Regionen im Genom zu bekommen.

Von Interesse waren Gene, die an der Produktion von ADP-Glucose beteiligt sind
(Thorbjernsen et al., 1996), und Gene, die die Verzweigung der Stirke und damit die

Bildung von Amylose und Amylopektin kontrollieren (Sun et al., 1998; Domon et al.,

101



2002; Patron et al., 2002; Mutisya et al., 2003). Abbildung 11 zeigt eine vereinfachte
Darstellung des betrachteten Bereiches der Stirkebiosynthese. Die Auswahl der Gene
erfolgte im Hinblick darauf, dass neben einem hohen Stirkegehalt auch die
Zusammensetzung dieses Inhaltsstoffes d.h. das Verhdltnis von Amylose zu

Amylopektin bei der Bioethanolherstellung eine Rolle spielt.

Glukose-1-Phosphat

AGPase

ADP-Glukose

GBSS SBE

Amylose Amylopektin

Abbildung 11: Vereinfachtes Schema der Stiarkebiosynthese (ADP...Adenindiphosphat,
AGPase...ADP-glucose = pyrophosphorylase, SBE...starch  branching enzyme,
GBSS...granule bound starch synthase)

Auf der NCBI-Homepage verdffentlichte Sequenzen aus Gerste, Weizen, Reis und
Roggen wurden zur Primerentwicklung herangezogen. Fiir die praktische Ziichtung war
zunidchst zu priifen, ob diese Gene auch im Roggen zu finden sind. Da die
Primerentwicklung bereits in konservierten Bereichen von Genen der Starkebiosynthese
erfolgte, konnten im Roggen erfolgreich die Mehrzahl der Abschnitte dargestellt
werden. Mit der anschlieenden Sequenzierung der PCR-Fragmente und dem Blastn bei
NCBI wurde das Vorhandensein der entsprechenden Stirkegene im Roggen
nachgewiesen.

Das Fehlen von Amplifikationsprodukten bei einigen Primern ist nicht zwangsldufig

darauf zuriickzufiihren, dass komplementire Sequenzen gar nicht vorhanden sind.
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Selbst geringe Abweichungen in den Primerbindungsstellen konnen dazu fiihren, dass
sich diese nicht anlagern.

Es zeigte sich deutlich die stirkere Verwandtschaft von Roggen zu Gerste, aber auch
Weizen. Eine Amplifikation der im Roggen funktionierenden Primerpaare kam in Reis
seltener vor und aus Reis entwickelte Primerpaare konnten im Roggen nicht erfolgreich
eingesetzt werden. Damit wird die weitere genetische Entfernung der beider Kulturen
bestdtigt.

Die Tatsache, dass nur sehr wenige Polymorphismen mit den Primerpaaren in den Saat-
und Polleneltern beider Ziichter gefunden worden, konnte darauf hindeuten, dass die
amplifizierten Abschnitte fiir die Stdrkebiosynthese wichtig bzw. essentiell an ihr
beteiligt sind. Das bestdtigen auch die hohen Sequenziibereinstimmungen mit anderen
Getreidearten im Vergleich (Blastn) auf der NCBI-Homepage.

Wie zu erwarten war, zeigte das PCR-Produkt GBSSI4, dessen Primer direkt aus einer
bereits bekannten Roggensequenz entwickelt wurden, die hochsten Score-Werte und
eine 100-prozentige Ubereinstimmung mit der Sequenz der zugrunde liegenden
Genbankakzession.

Auffillig war, dass fiir die Sequenzen, die mit den GBSSII-Primern amplifiziert
wurden, die geringsten Score- und hochsten E-Werte berechnet wurden. Wahrscheinlich
gibt es in diesem Bereich eine groflere Variation d.h. diese Genabschnitte sind nicht so
hoch konserviert. In den untersuchten Roggenlinien konnten jedoch auch keine

verwertbaren Polymorphismen mit den GBSSII-Primern nachgewiesen werden

Der Kandidatengenansatz erfordert gravierende Unterschiede im zu untersuchenden
Merkmal. Es kann angenommen werden, dass die untersuchten Hybriden eine zu
geringe Variation im Stirkegehalt aufwiesen. Zwei unterschiedliche Phénotypenklassen,
wie sie in klassischen Assoziationsstudien Verwendung finden, konnten somit nicht
identifiziert werden. Ebenso ist fraglich, ob der iiber Nahinfrarot-Spektroskopie
ermittelte Stirkegehalt das Merkmal genau beschreibt.

Eine Analyse der Stirkezusammensetzung konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit
nicht durchgefiihrt werden. Es wird aber vermutet, dass sich die untersuchten
Roggenlinien beziiglich des Verhéltnisses von Amylose zu Amylopektin nur
unwesentlich unterscheiden und somit keine Polymorphismen mit den entwickelten

Primerpaaren detektiert werden konnten. Somit miisste zunichst gepriift werden, ob in
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Material, das eine hohere Variation im Stirkegehalt aufweist und dessen
Starkezusammensetzung bekannt ist, ebenfalls keine Unterschiede nachweisbar sind.
Des Weiteren konnte eine Sequenzierung und anschlieBender Vergleich iiber alle
Roggenlinien kldren, ob es Einzelnukleotidunterschiede gibt, die weder mittels PCR
noch Restriktionsverdau nachweisbar waren. Solche sogenannten SNPs (single
nucleotide polymorphisms) wiirden dann beispielsweise fiir die Entwicklung von CAPS
(cleaved amplified polymorphic sequence; Konieczny und Ausubel, 1993) oder von
Markern fiir die Pyrosequenzierung genutzt werden.

AuBerdem wurden die PCR-Fragmente lediglich in einem Agarosegel betrachtet. Mit
Hilfe anderer Detektionssyysteme, wie beispielsweise der Kapillargelektrophorese,
konnten vielleicht noch unbekannte Polymorphismen aufgedeckt werden.

Da die Primerentwicklung lediglich in den Exonbereichen der jeweiligen Gene erfolgte,
wire es moglich, um Variation zu untersuchen, auch Promotor- oder Intron-Sequenzen
in Betracht zu ziehen. Allerdings ist zu beachten, dass Introns zwar Variation bieten,
aber es fraglich ist, ob sich dahinter eine Funktion verbirgt.

Dabei konnten nun noch weitere Gene der Stirkebiosynthese, die beispielsweise an der
Regulation beteiligt sind, getestet werden. Von Bedeutung sind auch die Waxy-Gene
(Yamamori und Quynh, 2000; Bao et al., 2002). In Kulturen, wie beispielsweise
Weizen, Reis, Kartoffeln und Mais, existieren sogenannte Waxy-Typen. Diese zeichnen
sich durch einen erhdhten Amylopektingehalt aus, der entweder auf das
mutationsbedingte Fehlen der GBSS zuriickzufiihren ist (Weizen: Nakamura et al.,
1995), oder dadurch dass diese durch Antisense-RNA spezifisch runterreguliert werden
(Kartoffeln: Visser et al., 1991; Reis: Shimada et al., 1993). Hingegen weisen Amylo-
Typen, die auch bei Mais bereits erfolgreich entwickelt wurden, im Verhéltnis der
Starkezusammensetzung mehr Amylose auf (Authammer, 2003). Es existieren bereits
Waxy-Roggen mit einem erhohten Amylopektingehalt, die aber bisher keine grof3e

wirtschaftliche Bedeutung erlangten.

Des Weiteren ist bekannt, dass auch andere Korninhaltsstoffe wie der Pentosan- oder
Proteingehalt einen Einfluss auf die Alkoholausbeute haben, und somit sollten
Kandidatengene aus verschiedensten Bereichen fiir die vorliegende Fragestellung
genutzt werden.

Grundlegend miisste schlieBlich auf RNA- oder Proteinebene gepriift werden, ob die

ausgewahlten Gene nicht nur strukturell vorhanden, sondern auch aktiv sind.
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Des Weiteren konnen interessante Kandidatengenprimer in einer fiir das Merkmal
phénotypisch spaltenden Kartierungspopulation getestet werden. Da es sich in der
Regel, wie auch bei der Stdrke, um quantitativ vererbte Merkmale handelt, wiirde sich
eine QTL-Analyse anschlieBen, um funktionelle Regionen aufzudecken (Lander und
Botstein, 1989).

Im Anschluss wire es moglich, die gewonnenen Informationen auf verwandte Arten des
Roggens wie beispielsweise Triticale zu {iibertragen. Die Weizen-Roggen-Kreuzung
wurde beziiglich der Stirkebiosynthese bisher auch nur wenig untersucht, ist aber
aufgrund eines hohen Starkegehaltes und einer hohen Eigenenzymaktivitét ebenfalls gut

fiir die Bioethanolproduktion geeignet (Thiemt et al., 2004).

Assoziationsstudien bei Roggen

Urspriinglich finden Assoziationsstudien in der Humangenetik Anwendung, um DNA-
Variationen mit bestimmten Krankheiten in Verbindung zu bringen. Hierfiir wird mit
Patienten und einer Gruppe gesunder Menschen gearbeitet.

In den letzten Jahren gewinnen Assoziationsstudien immer groflere Bedeutung in der
Pflanzenziichtung. Verschiedene Markersysteme kommen dabei zum Einsatz. Die
gewonnene genetische Information wird auf ihre Beziehung zum Phénotyp hin
untersucht. Ist ein Marker mit einem Merkmals-Gen gekoppelt bzw. assoziiert, so ist ein
Kopplungsungleichgewicht festzustellen, wenn noch nicht ausreichend Zeit vergangen
ist, um das Gleichgewicht zu erreichen. Nach Kimura (1956) ist ein
Kopplungsungleichgewicht eine nicht-zufillige Assoziation von Allelen gekoppelter
Genloci.

Der Vorteil von Assoziationsstudien liegt darin, dass zundchst keine Kartierung
notwendig ist und ein groer Umfang an unterschiedlichen Genotypen getestet werden
kann. Damit wird verhindert, dass bei Untersuchungen innerhalb von
Kartierungspopulationen Marker gefunden werden, die spezifisch polymorph fiir die
jeweilige Kreuzung sind, sich aber nicht universell einsetzen lassen.

Innerhalb von Assoziationsstudien kann jedoch kein Kopplungsmall geschitzt werden
und eine Kartierung ist somit nicht moglich. Bedingt durch die Auswahl der zu
untersuchenden Genotypen konnen ,,falsche* Assoziationen berechnet werden. Deshalb

ist repriasentatives Material fiir die Analysen auszuwéhlen.
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In Kulturen, wie beispielsweise Gerste (Comadran et al., 2008), Kartoffel oder
Deutsches Weidelgras (Skot et al., 2002) konnten bereits erfolgreich assoziierte Marker
fiir zahlreiche Merkmale detektiert werden. Im Roggen gab es bislang keine

Erfahrungen mit dieser Methode.

In der Hybridziichtung werden bei Roggen dhnlich wie auch bei Mais getrennte
Genpools fiir Saat- und Polleneltern gefiihrt, die fiir enge Kopplungen noch nicht im
Gleichgewicht sind. Fiir diese Situation haben Vuylsteke et al. (2000) bei Mais nach
entsprechenden  Voruntersuchungen in den Elternpools vorgeschlagen, nach
Assoziationen zu suchen, dort eine Selektion durchzufiithren und nur fiir die selektierten
Eltern die Hybriden experimentell zu erzeugen. Die vorliegende Arbeit bot die
Moglichkeit dieses Konzept erstmals auch bei Roggen auf seine Brauchbarkeit zu
erproben.

AFLP- und SSR-Markerdaten wurden an den elterlichen Linien erfasst und mit den
phédnotypischen Merkmalen der Einfachhybriden auf Assoziation gepriift. Prinzipiell
werden Fragmente, in denen sich die Eltern unterscheiden miissen, und Merkmale nur
als assoziiert bewertet, wenn die Mittelwerte der zwei betrachteten Markerklassen
signifikant verschieden sind. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit mittels t-Test
untersucht. Zahlreiche mit einem Merkmal gekoppelte DNA-Variationen konnten somit
gefunden werden. Da die Anzahl untersuchter Marker sehr grof8 war, wird
angenommen, dass auch falsch positive Assoziationen erfasst wurden.

Der wichtigste Aspekt bei der Durchfiihrung einer Assoziationsstudie ist die Auswahl
geeigneter Testindividuen. Im Bezug auf den Stirkegehalt erwiesen sich die
untersuchten Roggenlinien der KWS Lochow und HYBRO als ungeeignet, da keine
grole Variation im Material auffindbar war. Die statistische Verrechnung der
Feldversuche zeigte, dass beispielsweise flir die Tausendkornmasse und das hl-Gewicht
im Vergleich zu dem Stirkegehalt im Material der KWS Lochow eine hohere
genetische Variation vorhanden ist. Dies konnte ein Grund sein, dass fiir diese beiden
Merkmale mehr assoziierte Marker gefunden werden konnten.

Von besonderem Interesse sind die Marker, die mit den jeweiligen Merkmalswerten
mehrerer Orte (und Jahre) in Beziehung stehen. Sie beschreiben die Hybriden bzw.
deren Phénotyp auch, wenn dieser verdnderten Umweltbedingungen ausgesetzt ist und

konnten somit als Selektionsmarker eingesetzt werden.
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Innerhalb der Versuche der HYBRO konnte jeweils fiir den Proteingehalt und fiir
Braunrost ein Marker gefunden werden, der in beiden Versuchsjahren eine Assoziation
zum entsprechenden Merkmal zeigte.

Marker, die sowohl im Material der KWS Lochow als auch HYBRO mit einem der

Merkmale in Beziehung stehen, wurden nicht beobachtet.

Um die AFLP-Informationen kommerziell nutzen zu kénnen, muss eine Konvertierung
in STS-Marker erfolgen. Die verwendeten Mikrosatelliten boten hingegen den Vorteil,
dass sie grofBtenteils bereits in umfangreichen Studien kartiert wurden. Somit konnte
eine chromosomale Zuordnung einiger mit bestimmten Merkmalen assoziierter Marker
erfolgen. Diese befinden sich allerdings nicht in bereits definierten QTL-Regionen.

Im Rahmen des Kandidatengenansatzes sollte nach Einzelnukleotidunterschieden in den
entsprechenden Genen gesucht werden. Diese hétten anschlieBend ebenfalls mit dem
Phianotyp assoziiert werden konnen. Gegeniliber der Verwendung anderer
Markersysteme besteht der Vorteil, dass direkt in dem mit dem Merkmal in Verbindung

stehenden Genbereich nach Assoziationen gesucht wird.

Um die gefundenen Assoziationen zu priifen, konnen nur weitere Untersuchungen in
einem groflerem Materialumfang folgen. Vor Allem muss gepriift werden, ob mit den
gefundenen Markern eine Vorselektion innerhalb der Inzuchtlinien wirklich méglich ist.
Des Weiteren ist zu beachten, dass im Rahmen einer Assoziationsstudie lediglich eine
Hypothese aufgestellt werden kann. Uber die Funktion einzelner Gene bzw.
Genabschnitte kann keine Aussage getroffen werden. Wird flir eine genetische
Variation keine Assoziation festgestellt, kann es auch moglich sein, dass sie sich fiir das
betreffende Merkmal neutral verhélt oder aufgrund eines Gleichgewichts mit einer
weiteren Genvariation ihre Funktion nicht phanotypisch zum Tragen kommt (Gambaro
et al., 2000).

Eine Assoziation zwischen Merkmal und Marker sollte letztendlich in einer fiir das
Merkmal phanotypisch spaltenden Kartierungspopulation getestet werden, bevor sie zur

Selektion eingesetzt wird.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Bewertung von Roggen als Rohstoff fiir die
Bioethanolproduktion. Ausgangspunkt war die Erfassung der genetischen Variabilitit
im Roggen hinsichtlich der Hauptmerkmale Kornertrag, Stirkeertrag, Stdrkegehalt,
Proteingehalt und Pentosangehalt. Fiir die Evaluierung wurde eine Kollektion,
bestehend aus 102 Roggenlinien und —sorten, zusammengestellt. Dieses Material
konnten erfolgreich fiir die Entwicklung von Kalibrierungskurven zur Bestimmung von
Stirke- und Proteingehalt mittels Nahinfrarot-Spektroskopie herangezogen werden. Die
Kalibrierungskurven wurden im Projekt fiir die Evaluierung des Versuchsmaterials
genutzt, sollen aber zukiinftig durch die Integration weiterer Roggengenotypen
optimiert werden.

Elterliche Roggenlinien der Ziichter KWS Lochow GmbH (32 Pollen- und 4 Saateltern)
und HYBRO Saatzucht GmbH & Co. KG (23 Saat- und 6 Polleneltern) wurden mit
molekularen Markern (AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) und
Mikrosatelliten = SSR (Simple Sequence Repeat)) auf DNA-Polymorphismen
gescreent. Aus den Elternlinien wurden in faktoriellen Kreuzungspldnen Hybriden
erzeugt und zunéchst einjihrig fiir das Erntejahr 2005 zur Erfassung von agronomischen
Merkmalen an 6 (KWS Lochow) bzw. 5 (HYBRO) Standorten in Deutschland und
Polen angebaut. Im Mittel wurde fiir das Material ein Stirkegehalt von 65,6 % (KWS
Lochow) und 61,6 % (HYBRO) gefunden. Die Spannweite im Stirkegehalt betrug 3,1
bzw. 2,6 %. Es konnten fiir den Stirkegehalt als auch fiir weitere agronomische
Merkmale zahlreiche assoziierte Marker gefunden werden.

Die Versuche der HYBRO wurden fiir das Erntejahr 2006 an 4 Standorten wiederholt.
Eine Vielzahl AFLP- und SSR-Marker zeigte einen Zusammenhang mit dem Phénotyp
der Hybriden. Fiir den Proteingehalt und Braunrost konnte jeweils ein Marker gefunden
werden, der bereits im Versuchsjahr 2005 eine Beziehung zu dem agronomischen
Merkmal zeigte.

Des Weiteren wurden Primer fiir Kandidatengene der Starkebiosynthese aus verwandten
Arten entwickelt. Ausgesucht wurden Gene, die fiir Enzyme des Stirkemetabolismus
(GBSS (granule bound starch synthase), sbe (starch branching enzyme) bzw. AGPase
(ADP-glucose pyrophosphorylase)) kodieren. Mit 24 Primerpaaren wurden alle Saat-
und Polleneltern untersucht. Die gefundenen Polymorphismen erwiesen sich als

unzureichend fiir die Verwendung innerhalb einer Assoziationsstudie. Wahrscheinlich
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befinden sich die amplifizierten Genabschnitte in Regionen, die essentiell an der

Stirkebiosynthese beteiligt sind.

109



Summary

The aim of this work was get more information how to breed rye for bio ethanol
production. The first step was to evaluate the genetic variation of traits like yield, starch
yield and starch content, protein content and pentosan content. A collection of 102
different rye genotypes, containing rye lines and varieties, was investigated. This rye
collection was the basis for the development of a calibration curve for the near-infrared
spectroscopy to measure starch and protein content.

Different sets of rye inbred lines of the two rye breeding companies KWS Lochow
GmbH (32 pollen and 4 seed parents) and HYBRO GmbH & Co. KG (23 seed and 6
pollen parents) were screened for DNA polymorphisms with AFLP (amplified fragment
length polymorphism) and microsatellite markers. These inbred lines were the parents
in factorial crossing schemes for the production of hybrids in the harvest year 2005. The
sets of the two rye breeders were separately handled. Traits of interest to be used in
association studies were evaluated from the resulting hybrid combinations. The trials
were conducted at 6 (KWS Lochow) and 5 (HYBRO) sites in Germany and Poland. The
mean starch content was 65.6 % and 61.6 % for the hybrids of KWS Lochow and
HYBRO, respectively. Associated markers could be found for starch content and other
agronomical traits.

The field trails of the HYBRO were repeated at 4 locations in the harvest year 2006. A
lot of associated AFLP and SSR markers could be found. Two different markers were
associated with protein content and brown rost in both years.

To get genetic information about the starch metabolism in rye, primers were developed
from sequence areas where candidate genes from related species code for enzymes of
the starch metabolism (for example ADP-glucose pyrophosphorylase, granule bound
starch synthase, starch branching enzyme). Twenty four primer pairs were tested on all
rye inbred lines of both breeders, but did not show enough polymorphisms. A reason
may be that the candidate genes are always necessary for starch biosynthesis, so that no

variation could be expected.
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Al Protokoll zur Bestimmung der Bioethanolausbeute von Getreidekornern

(PD Dr. Thomas Senn)

Standard-Gérversuch

e FEinwaage von 80 g Schrot, vermahlen iiber 0,5 mm-Sieb Schlagrotor-Miihle in
einem Maischbecher
e Zugabe von 300 ml Leitungswasser
e gut vermischen und darauf achten, dass keine Klumpen gebildet werden
e pH-Wert einstellen auf 6,0 — 6,5 mit 1N Natronlauge
e Zugabe des Verfliissigungsenzyms
0 Dosierung (z.B.)
* Liquozyme: 0,5 ml auf 25 ml auffiillen; davon 0,5 ml pro Ansatz
= Spirizym BA-T: 0,5 ml auf 25 ml auffiillen; davon 0,435 ml pro
Ansatz
e auf 65°C erhitzen und 30 min halten
e danach abkiihlen auf 52°C
e pH-Wert einstellen auf 5,0 — 5,2 mit 1N Schwefelsdure
e Verzuckerungsenzyme zugeben; dazu werden verwendet: Fungal-o.-Amylase
aus Aspergillus oryzae + Glucoamylase aus Aspergillus niger + Glucoamylase
aus Rhizopus spec.
0 Dosierung (z. B.) berechnet nach Herstellerangaben fiir 50 g Stirke im
Ansatz; oder als Hohenheimer Vorschlag zum optimalen Stirkeabbau:
* SAN-Super: 0,5 ml auffiillen auf 25 ml; davon 0,4 ml pro Ansatz
» + Fungal-a-Amylase (z. B. Fungamyl): 0,5 ml auffiillen auf
25 ml; davon 0,24 ml pro Ansatz
* + Gammaclast: 0,5 g auffiillen auf 25 ml; davon 1,0 ml pro
Ansatz
e 30 min bei 52°C halten
e auf 30°C abkiihlen
e 1 grehydratisierte Hefe (ca. 20-30 min) hinzugeben
e (evtl. 2 ml Kaliumdisulfit-Losung (4 g/100 ml) zudosieren)
e Maische quantitativ in einen 11-Erlenmeyerkolben tiberfiihren

e mit Leitungswasser auf 500 g auffiillen
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e 2 Tropfen Antischaum zugeben
e Gesamtgewicht, Erlenmeyerkolben + Maische bestimmen
e mit Giraufsatz verschlieen

e 3 Tage bei 30°C im Wasserbad vergéren

Die Alkoholbestimmung erfolgt mittels Probedestillation und Bestimmung der Dichte
im gewonnen Destillat. Um ausreichende Genauigkeiten zu erzielen, empfiehlt sich ein
massenbezogenes Vorgehen bei der Ermittlung des Alkoholgehaltes. D. h. Einwiegen
des zu destillierenden Aliquots an vergorener Maische, Aufwiegen des gewonnenen
Destillat auf einen genauen Wert, Bestimmung des Alkoholgehalts in %mas aus der
Dichte des gewonnenen und aufgewogenen Destillates. Daraus kann dann errechnet
werden, wie viele Gramm Alkohol je 100 g Rohstoff gewonnen wurden. Uber die
Dichte des Ethanols kdnnen dann auch die ml Alkohol je 100 g Rohstoff errechnet und
auf 1 Alkohol/100 kg Rohstoff umgerechnet werden.

Insgesamt wurden alle Proben einer Doppelbestimmung unterzogen und der Mittelwert

gebildet.
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A2 Liste der hiufig verwendeten Puffer und Losungen

AFLP-Filler

30 mg Blue Dextran 2000
5 ml Formamid

10x AFLP Reaktionspuffer

50 mM DTT

500 ng/ul BSA

100 mM Tris-HAc (pH 7,5)
100 mM Magnesiumacetat
500 mM Kaliumacetat

Bind Silane

3 pul Bind Silane
1 ml 99,8 % Ethanol

6x BPB-Ladepuffer

0,25 % Bromphenolblau
40 % Saccharose

CTAB-Extraktionspuffer

100 mM Tris
0,7 M NaCl
10 mM EDTA
H,O
autoklavieren

auf 120 ml Extraktionspuffer werden 1,2 g CTAB + 1,072 ml B-Mercaptoethanol vor

Verwendung zugegeben

Ethidiumbromid-Farbelosung

0,5 pg/ml Ethidiumbromid
Ix TAE

Licor-Ladepuffer

95 ml Formamid

2ml 0,5M EDTA

100 mg Fuchsin, basisch
10 mg BPB
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50x TAE

2M Tris-Acetat
50 mM EDTA (pH 8,0)

10x TBE

0,89 M Tris

0,89 M Borsiure

20 mM EDTA (pH 8.0)
1x TE

10 mM Tris- HCI (pH 8,0)
0,5 M EDTA (pH 8,0)

10 mg/ml RNAase

RNAase

0,01 M Natriumacetat (pH 5,2)

15 min bei 100°C erhitzen, abkiihlen lassen
1/10 1 M Tris (pH 4,0) zugeben
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A3  Merkmale der KWS Lochow-Hybriden, die fiir die Bestimmung der

Alkoholausbeute ausgew:ihlt worden

Alkohol- | Starke | Protein | Korn- | Stirke |hl- Pflanzen loslicher
ausbeute | - - ertrag |- Gewich |TK |- Fall- | Pentosan-

Hybride |(1/100kg |gehalt |gehalt |(dt/ha |ertrag |t M hohe zahl gehalt
n ) () (%) ) (dt/ha) | (kg) (g) |(cm) (s) (%)

LP a 40,0 66,8 9,0 109,8 | 73,3 76,4 | 37,5 133,0 | 2250 1,1
LP b 39,3 64,2 10,1 | 106,1 | 68,1 77,7 134,55 138,0 | 256,0 2,1
LP ¢ 40,2 67,1 8,6 110,7 | 74,2 76,3 342 | 128,0 | 236,0 1,1
LP d 40,0 66,9 9,3 1044 | 69,8 77,2 1363 | 128,0 | 2730 1,3
LP e 40,1 67,1 9,2 110,9 | 74,5 76,6 | 37,8 | 128,0 | 2580 1,1
LP f 38,6 65,4 10,2 | 104,1 | 68,1 754 | 354 | 128,0 | 240,0 1,3
LP g 38,6 61,3 11,4 1024 | 62,7 78,7 132,7| 130,0 | 276,0 2,0
LP h 39,3 66,3 10,5 | 104,5| 69,3 76,2 363 | 133,0 | 2470 1,1
LP i 38,8 63,6 10,2 | 1055 | 67,1 76,0 | 39,3 135,0 | 2700 1,7
LP j 38,6 63,4 11,4 96,2 | 61,0 75,7 1339 123,0 | 288,0 1,9
LP k 39,3 63,1 11,0 | 102,1 | 64,4 76,8 384 | 133,0 | 2540 1,8
LP 1 38,6 59,5 12,3 | 104,5| 622 76,1 | 34,8 | 133,0 | 226,0 2,4
LP m 39,5 64,9 9,7 107,8 | 69,9 77,6 1369 | 1350 | 2200 1,6
LP n 38,7 62,4 104 | 101,5| 63,4 75,8 | 34,8 | 143,0 184,0 24
LP o 39,3 63,4 10,4 | 107,6 | 68,2 75,8 | 384 | 1350 | 287,0 2,0
Mittel 39,3 64,3 10,2 | 1052 | 67,7 76,6 | 36,1 132,2 | 2493 1,7
Min 38,6 59,5 8,6 96,2 | 61,0 754 |32,7] 123,0 184,0 1,1
Max 40,2 67,1 12,3 | 1109 | 74,5 78,7 1393 | 143,0 | 2880 2,4
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A4 Merkmale der HYBRO-Hybriden, die fiir die Bestimmung der

Alkoholausbeute ausgew:ihlt worden

Alkohol- | Stérke | Protein | Korn- | Stirke hl- Pflanzen 16slicher

ausbeute - - ertrag - Gewich | TK - Fall- | Pentosan-
Hybride gehalt | gehalt | (dt/ha | ertrag t M hohe zahl gehalt
n (1/100kg) | (%0) | (%) ) [(dtha) | (kg) | (g) | (cm) (s) (%)

HYLO1 37,9 60,9 9,7 97,7 | 59,5 73,3 352 | 1449 | 265,0 3,1

HYL04 39,8 63,0 | 92 |1007] 63,5 | 747 |376| 1551 | 2517 2.3

HYLO0S 39,6 62,2 8,9 101,1 | 62,9 749 372 | 150,7 | 269,8 2,4

HYLO06 39,3 62,7 8,8 99,8 | 62,6 72,7 1379 | 1532 | 2499 2,5

HYLO07 39,3 61,1 | 103 | 958 | 585 | 73,7 |389| 1493 | 197,0 2,5

HYL09 38,6 60,6 9,9 96,4 | 58,5 74,1 394 | 1515 199,2 2,9

HYL10 38,6 61,9 9,3 98,1 | 60,7 72,3 1383 | 1595 2220 2,7

HYLI12 38,7 60,9 10,1 98,3 | 59,9 74,7 37,3 | 148,8 207,5 2,7

HYLI3 39,3 61,1 9,7 96,7 | 59,1 71,8 | 37,1 140,6 | 253,3 2,8

HYLI15 39,3 62,2 8,9 103,3 | 64,3 74,7 | 38,3 | 155,7 | 226,6 2,6

HYLI16 39,4 61,1 9,8 94,7 | 579 75,1 38,8 | 15773 259,3 2,5

HYL17 390 | 61,9 | 93 |1005| 622 | 73,8 |37,0| 1522 | 2235 2,5

Mittel 39,1 61,6 | 95 | 986 | 608 | 738 |377| 1516 | 2354 2,6
Min 379 | 60,6 | 88 | 947 | 579 | 71,8 |352| 140,6 | 1970 2.3
Max 39,8 63,0 | 103 |1033| 643 | 751 [394]| 1595 | 2698 3,1
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AS Sequenzen der mittels Kandidatengenprimer amplifizierten PCR-Produkte

Hw3 721bp
TGATTGAGAAGCACGAGGGAGGCCTTGAAGAGTTCTCTAAAGGTCAGCATTTGTTCATGCAT
TCGGAACAATAGTACTCATTTTGTGCCATCCGCAGCACAAAAGGACATAATGTAACTCTGTG
TTTTAGGCTACTTGAAGTTTGGGATCAACACAGAAAATGATGCAACTGTGTACCGGGAATGG
GCCCCTGCAGCAAAGTAAGTTCTAATGTTGTCACACAGCTAATTGCAATGGTCATTGGTTAA
CCTATGCAGTGCTGACGAAACTTTCTAAGAGTTAGAGTATTTTCCATTTTTGTTTCCAGTGAG
ATCGCTTGTCTTTTCTGATTGTAGCTACTGATATTTCAAGTTTTCACTCATGGCTTGTCCTGTG
CTGTTAGGTTAAGCATCACAGGTATATCAGGATGCGCTAGAGCGAAAATATGAAATATGTTT
TCCCTTTTCTAGTTGTTGTCATAGTTGGCTGGTATTCATTTCTTTTATGGCAACATTTACTTCT
CATTAATTTCAAAATAAATAAATTTACTTCTCATTATCTTTAGTGGATTTATAAAATTTACTT
GCAAGTCTTTACTTTATGGGTGTAGGGAAGCACAACTTATTGGTGACTTCAACAACTGGAAT
GGCTCTGGGCACAGGATGACCAAGGATAATTTTGGTGTTTGGTCAATCAGGATTTCCCATGT
CAATGGGAAGCCTGCCATCCCCCATAATTCCAA

sbell 719bp
ATTTCACCGTGGAGATGGACTATGGGTTGATCGGGTTCCTGCGTGGATTCGTTATGCAACTTT
TGATGCCTCTAAATTTGGAGCTCCATATGACGGTGTTCACTGGGATCCACCAACTGGTGAAA
GGTCTACTTTTAGTGGCTTGAGAGCAAGAAATCTAAGTAAAACCCACATAATTAACTTAAAT
TAATGTGGAGACATGATACTTTTATTTCTCGTTTTGCAGGTATGTGTTTAACCATCCCCGGCC
TCGAAAGCCTGACGCTCCACGTATTTACGAGGCTCATGTGGGGATGAGTGGTGAAAAGCCTG
AAGTAAGCACATACAGAGAATTTGCAGACAATGTGTTACCGCGCATAAAGGCAAACAACTA
CAACACAGTTCAGCTGATGGCAATCATGGAACATTCATATTATGCTTCTTTTGGGTACCATGT
GACGAATTTCTTCGCAGTTAGCAGCAGATCAGGAACGCCAGAGGACCTCAAATATCTTGTTG
ACAAGGCACATAGTTTAGGGCTGCGTGTTCTGATGGATATTGTCCATAGCCATGCGAGCAGT
AATATGACAGATGGTCTAAATGGCTATGATGTTGGACAGAACACACAGGAGTCCTATTTCCA
CACAGGAGAAAGGGGCTATCATAAACTGTGGGATAGTCGCCTGTTCAACTATGCCAATTGG
GAGGTCTTACGGTTTCTTCTTTCTAATCTGAGATAT
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sbel2 780bp
GGATGGACGAATTCATGTTTGATGGCTTCCGATTTGACGGGGTAACATCCATGCTATATAAT
CACCATGGTATCAATATGTCATTCGCTGGAAATTACAAGGAATATTTCGGTTTGGATACCGA
TGTGGATGCAGTTGTTTACATGATGCTTGCGAACCATTTAATGCACAAACTCTTGCCAGAAG
CAACTGTTGTTGCAGAAGATGTTTCAGGCATGCCAGTGCTTTGTCGGTCAGTTGATGAAGGT
GGAGTAGGGTTTGACTATCGCCTGGCTATGGCTATTCCTGATAGATGGATTGACTACTTGAA
GAACAAAGATGACCTTGAATGGTCAATGAGTGGAATAGCACATACTTTGACCAACAGGAGG
TATACGGAAAAGTGCATTGCATATGCTGAGAGCCATGATCAGGTATGTTTTCCCTCCTTTGCC
GGTGTGCGTGAGTATGTGTTCTTTCTTTATGGGGCACTGGTCTAAGAACATACAGTTCAAAG
GTGAAACACTTTCTTTGCCTGGTAGACAAATTTGAGAAATAAACCTCACATGATGACTTTTA
GTTACTTCACGAGTTCCAATCAGATTAGTTATATTCTGATAACTAGTGACAGTACCCACTAAC
CCGCTATTACAAACCATGTAAGAATGTCTGAACATCTGCAGTTATATATCGTCGGCTTTGTGT
TCGTCTATTGAAACAACTGAGTAGTTAATTTTCATGCAAATTTTCAGTCTATTGTTGGCGACA
AGACTATGGCATTTCTCTTGATGGACAAGGAAA

sbel3 817bp
TTGATCGTGGCATTGCACTTCAAAGGTTCGATTTGTTTTAAGTATTCCTGAATTTGATGGTTC
TAGTTCTAGACGAGTATTTTAATCTTCGTTGGTTTATTCAGAGTTCTGGTTAGCCTTTGAGGA
TAATGTATTCCAGTCCCTTTTGGTACATTTGGTTTATTTTGTTACAAATATTTCAGATGATTCA
CTTCATCACCATGGCCCTTGGAGGTGACGGCTACTTGAATTTTATGGGTAATGAGGTAATAT
CTGGTTATCTGTCAAAACTTATTTCTGATCAATATGTTTCAAGATTCGTTAAAAATCCTTTGG
GCAGGGCGAAAAGTTTAAACGTCTGTTTTCTAAGATAGCCAAGTACTCCCCAGCTATTTCCA
TGTTATCACGTACTATCATTTAGCTGTGCCGGTAGTTAATCTTTATTCTAATTCATTGTTGTTT
TTTTAGCGTGGCAGTCTATTGTTGGATCCTCTTATTCCAATTTATATATATGCCGACATCACA
CACTTATGAATATTCCCTGTTTAAAAGATTTTATTTTGTACCAATGTTTCTCCGTAAATGATG
CAAACATGATAGAGATGTTAGCCTGTCTTTCTTAACCTACTCATGTTTTACATACCAAGACAA
GCTTCTTGCAGAAAACCAGCAGTATATAGCAAATTGCTGCAACCTGACAACGTTTATATCTG
TTTTGTAACTCGTACTGACGGTGCAATTTCCTTTTAGTTTGGCCACCCAGAATGGATTGACTT
TCCAAGAGAAGGCAACAACTGGAGTTATGATAAATGCAGACGGCAGTGGAGCCTCGCGGAC
A
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sbel4 743bp
TTATGCCTACGTACATTCTTACAGTTTCTGGTCTCGTGGTTCCTTCATCTCTGACTCTGGCTAT
TTACACTGGGTTCGAACTTCTGTGTTGGGATAAATTATCCCTTCTAACATTTCATATTAAGCC
TTTCAACTAAACTAAATTGCTGATCTACTAGTTGTTGGTCAGTACGATGACCAAATCTTGCTT
GTGTTAACCTACTAATTGTATTGATTCTTACACATTAATGATATGCAGTACATACATTATCCA
TATACAAATTGACATGAAGTTATTTGAAGGCTGTGTTCTTTTGTTAACATGAAGTTATTTTTC
TCTGCATATGATAAATAATAATAGCATTTCACGAATTTTCCGATATTTTATCCCGCTTTTCTG
CATTCAAGCATTTTTTATTTCTCGCCTAACATATATAATTTGAACAGTACATGAACGCATTTG
ATCAAGCAATGAATGCGCTCGACGACAAATTTTCCTTCCTATCATCATCAAAGCAGATTGTC
AGCGACATGAATGAGGAAAAGAAGGTAACCTTCAGTCAGGGCACTTGTTGCATCATTTGATT
CACTTTTACTCTTAAGAATAGCAACTCTGACTTGTGTGTTTTATGTTACCGAACAAGGTGAAA
CCAAATCTGTTTTATATGAACCATTGTTATCTGAAAATGGGTTATGGACTGAATCCAACTTCT
TTTCCAGGTTATTGTATTTGAACGCGGAGATCTGGTTTTCGTCTTCAATTT

Hw7/Hw6 517bp
CCGAACAAGGTGAAACCAAATCTGTTTTATATGAACCATTGTTATCTGAAAATGGGTTATGG
ACTGAATCCAACTTCTTTTCCAGGTTATTGTATTTGAACGCGGAGATCTGGTTTTCGTCTTCA
ATTTCCATCCCAATAAAACTTATGATGGGTAACTGATCTCTTGCAAGCTTTGCCTTTCAATAT
TTCTTCTGCTTAATGTCTCGTGTGCTTAATCTGATTTCCACTTTTAAAACACGCAGTTACAAA
GTCGGATGTGACTTGCCTGGCAAGTACAAGGTAGCTCTGGACTCCGATGCTCTGATGTTTGG
TGGACATGGAAGAGTAAGCAATGTTCAAGATCTGTTTTGCGCACCTATATTCTTCTATAGAA
GGGGCCATCAAGGCTGCATCAGATAATCTTATTTGCAGTGTTAACCTGTGCTGCATCACAGG
TGGCCCATGACTCAGATCACTTCACGTCACCTGAAGGAGTACCAGGAGTACCTGAAACAAA
CTTCAACAACCGCCCTAAC

Hw8 531bp
TCACACCGCCCTACTCATTCAAATCCTGTCTCACCCCGCACTTGTGTGGTAATGCTGATTACT
TGGAGGATTTAGTAATAAATGATTAACAGCAACAGAAAACCGCAGCACAACCTCACAAACT
GCTCTTGTGTCAGGCTTACTACCGCGTCGAGGAAAAAACGGAGAAGCCTAAGGATCAAGGA
GCTGCTTCTTGGGGCAAAACTGCTTTCGGGTACATCGATGTTGAAGCTACTCGCGTCAAAGA
CGCAACAGATGGAGAGGCAACTTCTGGTTCTGAAAAGGCCTCGACGGGGGGTGATTCCAGC
AAGAAGGGAATTAACTTTGTCTTCCGGTCACCCGACAAAGACAACAAATAAGCACCATATC
ACCGCTTGATCAGGACCGTGTATCGGTGTCCTTGTAATACCCCTGCTATTGCTAGTAGTAGCA
ATACTGTCAAACTGTCCAAACTTGAGATTCTGGCTTGGACTTTGCTGAGGTTACCTGCTATAC
AAACTGCATGAATAGCTCTATATAGAAAGATAAATA
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GBSSI2 639bp
CTACCTCAAACTAGACTGCAATGTGCACTCTGAACAAGTTGAAATCTTCTTGAGAGCAACGG
ATGATCAGGATTTTTCTTGTATCTTGGTGCCGCCGCCCCGTGTCGCGCCGTGCAGGGGAAGA
CGGTGGTGTTCGTGTGCAACGACTGGCCCACGGGCCTTCTGGCCTGCTACCTTAAGAGCAAC
TACCAGTCCAATGGCATCTACAGGACGGCCAAGGTTTTGAAATTTGCATCTTTTGAATCTACT
TGTCGTCCATACTGAACTTAATCCTGGAAGCATCTGATTTTGCTAGGTGGCCTTCTGCATCCA
CAACATCTCGTACCAGGGCCGCTTCTCCTTCGACGACTTTAACGCAGCTCAACCTGCCCGAC
AGGTTCAAGTCGTCCTTCGACTTCATTGACGGCCACGACAAGCCCGTGGAGGGGCGCAAGAT
CAACTGGATGAAGGCCGGGATCCCGCAGGCCGACAAGATTCTGACGGTGAGCCCCTACTAC
CCTGAGGAGCTCATCTCTGGCGAAGCCAGGTGCTGCGAGCTCGACAACATCATACGCCTCAC
GGGGATCACCGGAATCGTCAACGGCATGGACGTCAGTGAGTGGGACAATACCAAGGACAAG
TTCCTCGCCGTCAACTATG

GBSSI4 750bp
TCGGTCAGGCCGACCTAAGGAATGATCGGATGCATTGCAGGGCACCGGGAAGAAGAAGTTC
GAGAAGCTACTCAAGAGCATCGAGGAGAAGTTCCCCAGCAAGGTGAGGGCCGTGGTCCGGT
TCAACGCGCCGCTGGCTCACCAGATGATGGCCGGCGCCGACGTGCTCGCCGTCACCAGCCGC
TTCGAGCCCTGCGGCCTCATCCAGCTCCAGGGGATGCGCTACGGAACGGTGAACGCCCTCCT
CCTTCCGTCCTTCTTGCCAGCTCCTTTGCATATCCATGGCCATGACCCAAGTTTCTTCCAAATT
TTCAGCCGTGCGCGTGCGCGTCGACCGGCGGGCTCGTCGACACCATCGTGGAGGGCAAGAC
CGGGTTCCACATGGGCCGTCTCAGCGTCGACGTATGCTCATCGACCCTCTTGTGTAAATTCAT
TCATCTTGCTCATGGTTGCAGCTCGATCAGACCATGAAATGGTTACCTTTTTCTTGTTGGTGG
CCAGTGCAACGTGGTGGAGCCGGCGGACGTGAAGAAGGTGGTGACCACCCTGAAGCGCGCG
GTCAAGGTCGTCGGCACGCCGGCGTACCATGAGATGGTCAAGAACTGCATGATACAAGACC
TCTCCTGGAAGGTACATAATTTCTGGTTCAGGATACACTTCCTAGAACAATTAACAGTTAGG
ACATACATAGCTGCTCGTGTTTGAGACATCCATTGATGGTGGCTTGCGCCATGTTGCAGGGG
CCTGCCA

GBSSIII 235bp
TTTCGTTGCCACTGAAGTGCATCCATGGTGCAAAACTGGAGGCCTTGGTGATGTCGTCGGAG
GATTGCCCCCAGCTCTTGCTGTAAGTATTCCTTGTAACATACTGTTAACTCTGAATCACATTA
TTTTTTATTGAGACTCCACTTTTATCACCCTCTGCCTGTTACTATCTTTGGTGTGATGCACAAC
TCATTTCTTCATAGGCAATGGGGCACCGGGTTATGACGATAGCTCC
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GBSSII2 531bp
AATTGTACGGGCCTACCAACTCGAACAGACTTCCGAGATAACCAGTTACGGTTCTGACTTTT
GTGCCTTGCTGCATTGGAGGCTCCGAGGGTTCTTACTCTCAATAATTCTGAATACTTCTCTGG
ACCATAGGGAGAAAATGTTGTCTTTGTTGCAAATTTACTGGCACACTCAAGTTTTGCCATGCT
ATTTGAAGAGCATGTATAAGCAATTTGGAATTTATGAGAATGCCAAGAGTTGCTTTCTGCCC
TCACAATATCGCCTATCAGGGCAGATTTCCCCTGAGCGGACTTCGAACTTCTTAATTTACCTG
AAAGATTGTATCGTCTGACGTCGATTTGAATCCGTAGTCTGACGTAGTCCCAAGTAGCTGAC
GTACTGTTTCGTGCCTTCATTTGATTTTGTTGGTTGGGCATGTTAAGCCAGTAGTTGGGAGAA
AGATTAACTGGATGAAGGCAGGGATCAGATGAGTGTGATGTGGTCCATACAGTTAGTCCAC
ATTATGTCAACGAACTCACTTCTGGCCCAGAG

GBSSII3 493bp
ACTTTCTTCACGCCCACTGAACAATCTATACATTTATCTTAACCTTGCAATGTTCCACTTGAA
CCATAATAATACTTCAGGTATGGGGCAAAACTGGATCAAAATTGTATGGGCCTACCACTGGA
ACAGATTACCGAGATAACCAGTTACGGTTCTGCCTTTTCTGCCTTGTAAGTATCCAGTTTAGT
TTAAATTTCATGACTAGCATCTCACGTATTTAATTTATAAACCATTTCAATGCTGTGGCCTGT
GGCATAAGCTACATTCTTCCCCTCAAATCAGAAAATTACAAACCCTTGTTGTAGCTGAATTA
ATGGTGTGTGTTGGTAGCATTGAAGCGCCTAAATGAATCTAACAGTTACCGAGGGTAGTACA
TTTACATCAATTGAGTATTTTTACATGATATGTTTGTGTAACTTCTTCTAATCTGATATCGCGT
TTAGGCTGCATTGGAGGCTCCAAGGGTTCTTAACCTCAGCAATTCTGAATATTT

GBSSIl4 345bp
ATTTTCTCTCTAACTAACTAAATTACAAACATTCACTCTCTTTCAACAGGAGAAAATGTTGTC
TTTGTTGCAAATGACTGGCACACTGCAGTTTTGCCATGCTATTTGAAGAGCATGTATAAGCA
AAATGGAATTTATGAGAATGCCAAGGTACACCGTTTCCTTCCTTTTGTTGACAAGTAGGGAA
TGTGCATCATAGGTTTTATTCTTCAGAGATTACCCATACTTGTTTTGATTGGTCAATAGTTGT
CCTGTAGGTTGCTTTCTGCATTCACAATATCGCATATCAGGGCAGATTTCCCAGAGCAGACTT
CGAACTTCTTAATTTACCTGAAAGTTTCATGC

GBSSIIS5 219bp
AGGTATGTTGAGTTGGATGGCGACCTTCGTGCAAAGCCTCTTGAAACTGGAATTGTAAATGG
AATGGATGTTGGTACTGTACTGCTGATCGTCAGTCGGGTTAAGGTAGCTTCGGATGCGATGC
ATGACGTTAAGGGGATGACCTGAGAGCTCTCAATAAAGAAATACTGAAGGTTGAAGTTGGA
GTGCCTGTGGACTCTTCGCATACCTGATATAGTT
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GBSSII7 238bp
TTTCATTGGTCGCCTTGAGAACAGAAAGGGTCAGACATACTAATTGCAGCCATTCCGGAGTT
TGTTGAGGAGAATGTTCAGATAATTGTTCTCGTATGTTTATTTTGAAAGAGAATTATAATGCA
CTCATACGGCATGGCAGGAGATATAAGATGATTGTTGCTTAGCTAAATTGTGTTGTGTTCTTC
AGGGCACAGGGAAGAAGAAAATGGAGGAGGAACTGCTGCTGCTAGAAGT

GBSSII9 349bp
GGGATGAGATATGGAGTGGTAAGCGTTCCGACTCGATCAATTAGACGTTAAATTTGACCGCA
CAAGTATTGATTGTCCCAGTTGACACAGTCCTTGATATTACATTTTACAGATTCCCATCTGTG
CATCCACCGGAGGACTTGTTGACACGGTGAGGGAGAGTGTCACCGGATTCCACATGGGTTCG
TTCAATGTCGAGGTAAAGAACAATATAGGCTTGGTCTAAGTATTTGCTCGCAAATGTCGATG
CATTGATGATTGATAGCCTTGATCTATCCTCTTGTAGTTTGAAACCGTCGATCCAGCAGATGT
CGCGGCAGTCGCTTCGAATGTCACACGAGCTCTGAA

ADP5 261bp
AGGTGCGCAAATGCGGCGCTTCTTGACCGGGCCGCCTAGTCTTGTCTCGCCGCTCTGATCCG
TTGCGTCCGTATCTTTCCTGATGAGAATTTGACACATGCGGGAAATTATTGCCTGGGTAATTT
AGATGCGCAAATGTGGTTCACGTCGTGAGTTCTCATGTGAATATTTCTTAGAGATGATCAAA
AAATACTACTCTACTTTGCTAGCGCATAACACGAGCTTTCTGGTGACTAATCATGTGGACATT
TTCATTGGCTC

ADP6 704bp
TCTTGGATTCTTTTTCTTTTAACTTGTTCAGTTTTCTTCTTTGAGTTTTGCTTTAGTACACCCCT
TTTAAAGACATTACGATTACGGATGTGGTGGAGATTAAAACTTGCCCTTTCATTTTAATTAAA
AAGGGTAGGAGAGTCTATCCCACGTGGTGCAAATCAATGGTGGTTGCCTCTCTTCCTCACAA
ATCGTTCTGACATCAACACAACTAAACAAAGTAACACAACCAGGTGAGTTTTAGGCGATGAT
AGATTGGGGTCTTCTGTGCTGATGGAAGACTCTATTTGATGTGAAAAAGTTATACACAACAG
GAAGAACTTGAATCATGTCTCAGCTGCTATGCTGATTGAGACATCTGACGTCCAATTAAACC
CATATTCGAAAGAAAAAACTGAACATAAGTTTCAGCTTGATTGATAAATAAAAGGTCAGAA
CTATTCACCAGCCAGCCGCTCATTATCTACAAAAGATTGGTAGACATTGTACCTCCAATTTAT
TGGATAAACTTGTTGCCCCATGTTCCATTCGTTCCATGATCTCTGTTGGTGATAAACAAGCTG
AACTCAATGCCAACCGCCTGGAACACTTGTTTCTTCATTCTTTGTTTGATTTACTTTGCAATA
GGCAATTGATGAGTTTCTGCTGTTTGTGCAGAGTGTTCTCGGAATTATTCTTGGAGGTGGGGC
AGGGACTAGATTGTA
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ADPS 659bp
ATAATTTAATAGCATACTATCACAAGACAGTTTTTAGCTCAAGTAGAGATGCTCAGAAATTT

TCACAAATTGATTTTAACAGTGTTTCTGAATTATACGAATCTGTTTTGTGTACCAGGATCTGG
TCCTGAACAAGTTCACTAGTTACGAATTTAGAATTAGTAATTTAGTATACGTGAATGGTTAG

TGATGTAACTTTGATTTTGATTCTTATGAGCATTAGCCAGCCATCATCATTTATAAGTAAACA
TAGCAGATCAAACTATGTTTCATACTTTGATATGTTTGCCGTTATAACATACTATTCATCATA
GTTTTTGGTTTAGATTGTGAGTGCTATACCACACAGCTACATGCAGTTTCTGCTAGTTTACGT
CAAACCAGTACCCTACAGCGTTTTGCTAGATAATAAGAACCAAAGTCATGTCCGTGAGCTCT
GCTATGTTCACTTCTTGATGATCCACTCCCCTAACAAAGTGAGCTCTGCTCACTTCTTGATGA
TCATAAACCTTTCTTATCAACATAAAGTGTTGCTAGGGTCCCATGCAAGCTTTTGTAGGGTAT
TCACTTTGTCTTATCATCTTATCTCAGGGTACTGCAGATGCTGTAAGGCAGTACTTGTGGCTA
TTCGAGGAGCATAATGTTATGGAGTATCTAAT

ADP9 629
CATAATGTTATGGAGTATCTAATTCTTGCTGGAGATCATCTGTACCGAATGGACTATGGGAA
GTTTATTCAGGCACACAGAGATACGGATGCTGATATTACTGTTGCTGCCTTGCCCATGGATG
AGGAACGTGCAACTTTATTTGGCCTTATGAAAATCCTTGAAGAAGGGAGGATAATTGAATTC
GCAGAGAAACCAAAAGGAGAACAGATTGAAAGCTATGATGGTACACTGCCACCGTGCCTTT
CTAACTAGTTTCAGATATACAGTTGTGAACCATCATTCATTACACCACAAAATCTCTTCTGTT
GAATGCATTTACACCCTGTTGCTACCTGTATTGGTCTTGTAATGGTACACTGGCGCTGTGCCT
TTCTAACTAATTTCAGATAGTCAGTTGTGAACCATCATTTATTACACCAAAAAATCTCTTGTG
TTGGATGCATTTACACCATGCTGCTGCCTGTTTTGATCTTGTAGGTTGATACGACCATACTTG
GCCTTGAAGATGCGAGGGCAAAGGAAATGCCTTATATTGCTAGCATGGGTATCTATGTTATT
GAGCAAACATGTGATGCTTCAGCTTCTCCGTGAGCAATTTCCTGGAGCTAATGACTTCGGAA
GTGAAG

ADP10 319bp
GAGCAATTTCCTGGAGCTAATGACTTCGGAAGTGAGGTTATTCCTGGTGCAACTAGCACTGG
CATGAGGGTAAGCAAAGCTCATTGAGTTAGTAGTTTCCTTTCGCTGCTTCTGCTTTTATGATT
TGAATCATTTTAGCTTCACAGAAACTGTTTATCGTTCATGGCATTCATAGTTGTGATATGCAG
TTCGGAAGGGGATACAATAGGTTATTGGATATGCAGTTGCATTGGCATTCATAGTTGTGATA
TGTGCTTCTTAAGAGTTTTGTTATTGTTGCCGACAGGTACAAGCATACCTATATGATGGTTAC
TGGGAA
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ADP13 515bp
ACCCGATTTCAGGTGTGCCTTCACTTTTTGCCTTGTTGTGGACAAAAATAATGAAATTTTATG
CATGTAAAGTGTTAGAATTGTCTCCTGTTGATTTAATGTATACGTTCAATTTGAATGCAGTTT
CTATGACCGTTCTGCTCCCATTTATACACAACCTCGACACTTGCCGCCTTCAAAGGTTCTTGA
TGCTGATGTGACAGACAGTGTTATTGGTGAAGGATGTGTTATTAAAGTAAGTAGCCTTTTTC
AGTTGGCTCTCCGTATGCTAGCCTTCTTCAGGTGTTTCATTTCATGCTAACAAACTTTAAGCT
TTTAAAGACATATTTCAAAACCATCTATACTTCTTTATGGGCTGTGATTGTTATATCTTCTCTC
AAGTGATTTTTGATGCTGTATGTAATAACGGCTTCTATGTTCCCTCTGCCTTTCTTTGCTGTTC
ACGTAGAACTGCAAGATACACCATTCAGTAGTTGGACTCCGGTCCTGCATATCTGAAGGGGC
AATAATAGAGG

ADP15 797bp
ATTTTCTTTTAGCAACACTGTTCATTCGTTTTGTTCAAAGGAAAAGTGGAGGAAAGTTCCTTT
GATCACATTTCGGAAAGAAAATCGCAGGAATTTTATAATCTACTTAGACTTCCATCCTAGTT
ATCGTTCTTCATGTGCTTTGACTTTGATTTGACTGTCTTTAGCGGATGGTTAAGACGTGCTGA
TAATGTCAAGGGAGGTTGGGGTAGACCAAACTTGACATGGGAGGAGTCTCTAAAGAGTGAT
CTGAAGAACTGGAATGTCACCAAAGATTTAGCCATGGACAGGGGTCCGTGGAAGTTAGTTG
TCCACTGCCAGAACCATGACTTGGTTTTGATATGGGGTGGATTAACGAGCTGCTCGGCTCGT
TAAGCCCGAGCTCGTTAAGCTTGTGCTCGTTAAGCTCGTTAAGATTAACGAGCAGAAAACCC
AGCTCGGACGGTTCGTTTGAAGCTCGTTAAGCTTGTGAGCGCTCGCGAACGCTCGTTAACAG
ATTATGATGTGTTACAGTCTACAAGATGAGTGTGTAGATGTGGTTTTTAAGAAGGAAGATGA
TGACTACAGAATGAAATGCACTAGTTTGTTGCCTCCTATGTGGATTCGAGTGAATAGATGGG
CTGAGGTGCTACGAAAATTTTGTCATGTAAGATAAAAATATATGCTGTGTTGTTACTAACAA
GCTTAATGAGCTACTCGTGAAACTCGTTAGCTCGTTCGTTAAGCTCATTAACCTTAACGAGTT
GAAATCGATGATTGGCTCTATCATTAAGAGGCGAGCCACGAGCTTAACGAGC

sbe2b2 519bp
TACAGTCTTTGATAAGATGCAAATGTCTGCTTGCTGTGACACGAAACTTTTGAAGTACGTAG
TCACTCTTGTGTGTTCATGGTTCTGAGGTGGTAACCGAACAAAAATAGGAAAGTGGCAAGAA
CTGCAATGTGAGCTACCGATAACCACCCATTGTAATTGGGTACACCGATTAATATATGTCTT
GATGGGTTCTATGTTTTTTCAGTATCTGTGCCAATTGAACAACAATGCCACTTCATTTCCCCT
GTGTTGCTTTTGTAAGGATGAAACCCATATGTCCAGATCAAACTGTACTAGCAGTCTCACTG
TGCCTTAATGGATCAAAAACAGATACAGCCTATATAGGAGAATACGTTCAGACATTGATGA
ACACGAAGGAGGCATGGATGTATTTTCCCGCGGTTATGAGAAGTTTGGATTTGTGCGCAGGT
GAAATTTCTTGACTAGATAAGTATGTATCTACCTTTTCTTTGTATCGTATCTACATTCCTCTTC
CCGTGCAGCGCTTAAGGTATC
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