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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Mikrosatelliten als molekulare Marker

Als Mikrosatelliten oder auch Simple Sequence Repeats (SSR) oder Short Tandem Repeats
(STR) werden DNA-Abschnitte bezeichnet, die sich aus mehrfach wiederholten kurzen DNA
Sequenzen zusammensetzen (HAMADA et al. 1982, LITT und LUTY 1989). Sequenzmotive sind
zum Beispiel (A)n, (GT)n, (GA)n oder (TGA)n. Die Abgrenzung von Mikrosatelliten zu
sogenannten Minisatelliten ist nicht eindeutig. Als Mikrosatelliten werden meist Wiederholungen
mit Einheiten aus einer bis finf Basenpaaren bezeichnet. Bei Minisatelliten sind diese
Grundeinheiten bis zu 100 bp grol3. Auch Minisatelliten kdnnen als molekulare Marker genutzt
werden (WONG et al. 1987). Wiederholungseinheiten von mehr als 100 bp nennt man dann
Satelliten-DNAs. Einen Uberblick tber die Definition verschiedener repetitiver Elemente gibt
TAUTZ (1993). Dabei zeigen diese ganz unterschiedliche Funktionen und Verteilungen in den
eukariotischen Genomen. Die grofReren Satelliten DNAs kommen hauptséchlich in den
heterochromatischen Zentromer-Bereichen und den Telomer- und Subtelomer-Bereichen vor
(RoYLE et al. 1988). Dagegen sind Mikrosatelliten gleichmaRig im Genom verteilt (TAUTZ und
RENZz 1984). Uber die genaue Funktion von Mikrosatelliten im Genom ist bisher nicht viel
bekannt. Es gibt Vermutungen, daf sie zur Ausbildung bestimmter Sekundérstrukturen wahrend
der Replikation und Transkription (VALLE 1993) oder aber als Bindungsstellen fur regulatorische
Proteine (EPPLEN et al. 1996) nétig sind. Es ist jedoch auch moglich, daf sie keinerlei Funktion
haben (TAUTZ 1989).

Auch in Organellen-DNA kommen Mikrosatelliten vor (POWELL et al. 1996). Da diese
uberwiegend ohne Rekombination wund nur maternal vererbt werden, konnen
Mikrosatellitenmarker aus Mitochondrien bei Tieren und aus Chloroplasten bei Pflanzen (CATO
und RICHARDSON 1996, McCAULEY 1995) fur Populationsstudien eingesetzt werden. In
Kombination mit kerngenomischen Mikrosatellitenmarkern liefern sie hier wichtige
Informationen. Im Vergleich zu kerngenomischen Mikrosatelliten haben die Organellen-
Mikrosatelliten allerdings nur eine geringe Bedeutung als molekulare Marker.

In Bezug auf die Haufigkeit von Mikrosatelliten gibt es Unterschiede zwischen Pflanzen und
Wirbeltieren. LAGERCRANTZ et al. (1993) fanden in pflanzlichen Datenbanksequenzen einen
Mikrosatelliten pro 29 kb. Bei Wirbeltieren sind Mikrosatelliten finfmal haufiger.
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Das (AT)n-Motiv ist bei Pflanzen das h&ufigste. Bei Wirbeltieren ist es (GT)n (LAGERCRANTZ et
al. 1993). Nach WEBER (1990) lassen sich Mikrosatelliten entsprechend ihrer Struktur in vier
Klassen einteilen. Dies sind perfekte, imperfekte, zusammengesetzte perfekte und
zusammengesetzte imperfekte Mikrosatelliten. Bei perfekten Mikrosatelliten sind die
Sequenzwiederholungen nicht durch andere Basenabfolgen unterbrochen. Dies ist der Fall bei
imperfekten Mikrosatelliten. Perfekte oder imperfekte Mikrosatelliten kdnnen aul’erdem noch
aus mehreren verschiedenen Motiven zusammengesetzt sein.

Mikrosatelliten zeichnen sich dadurch aus, dal} sie durch eine unterschiedliche Anzahl an
Wiederholungseinheiten in der Lange variieren (TAUTZ und RENZz 1984). Durch diese Eigenschaft
sind sie als molekulare Marker geeignet. Der L&ngenpolymorphismus der Allele entsteht
vermutlich durch das sogenannte “slippage” der DNA-Polymerase wéhrend der Replikation
(TAuTZ et al. 1986, LEVINSON und GUTMAN 1987, TAUTZ und SCHLOTTERER 1994). Durch die
Polymerase Kettenreaktion (PCR: polymerase chain reaction) (MuLLIS et al. 1986) lassen sich
die Langenpolymorphismen sehr gut detektieren. Als h&ufigste Methode werden einzelne
Mikrosatelliten durch spezifische Primer aus den flankierenden Sequenzen amplifiziert. Fur diese
Amplifizierung von Mikrosatelliten ben6tigt man die flankierenden Sequenzen. Diese kann man
durch das Suchen nach Mikrosatellitenmotiven in Datenbanken oder aber durch die Isolierung
aus einer genomischen Bank erhalten. Andere auf Mikrosatelliten basierende Methoden
detektieren Polymorphismen unspezifisch in den flankierenden Bereichen von Mikrosatelliten.
Hierzu gehoren zum Beispiel MP (microsatellite-primed)-PCR (Beispiel: WEISING et al. 1995),
ISSR (inter simple sequence repeat)-Amplifikation (Beispiel: PROVAN et al. 1996a) oder RAMP
(random amplification of microsatellite polymorphism) (Beispiel: WU et al. 1994).

Die aus Mikrosatelliten entwickelten spezifischen Marker zeigen einen hohen Polymorphiegrad,
sind multiallelisch und werden kodominant vererbt (RAFALSKI et al. 1996). Durch die hohe
Anzahl verfigbarer Marker und ihre gleichmaRige Verteilung im Genom sind sie zum Aufbau
von genetischen Kopplungskarten gut geeignet. Auf Mikrosatellitenmarkern basierende
genetische Karten wurden zuerst fir den Menschen (WEISSENBACH 1992) und die Maus
(DIETRICH et al. 1992) erstellt. Aber auch bei Kulturpflanzen wurden Mikrosatellitenmarker
bereits zur Erstellung genetischer Karten genutzt. Gut abgeséattigte Karten gibt es bei Reis
(AKAGI et al. 1996), Mais (SENIOR et al. 1996, TARAMINO und TINGEY 1996), Weizen (RODER
et al. 1998) oder Kartoffel (MILBOURNE et al. 1998). Beispiele fir die Anwendung von
Mikrosatellitenmarkern sind Fingerprint-Untersuchungen (TARAMINO und TINGEY 1996, DIWAN
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und CREGAN 1997) oder markergesttitzte Selektion (MAS) (BLAIR und McCoucH 1997). Einen
Uberblick tiber die Anwendungen molekularer Marker in der Pflanzenziichtung geben MOHAN et
al. (1997). Allgemein sind die Einsatzmoglichkeiten von Mikrosatellitenmarkern die gleichen wie
bei anderen Markerarten. Mikrosatellitenmarker zeigen dabei allerdings einige wesentliche
Vorteile. Dazu gehoren die schon erwéhnte kodominante Vererbung und der hohe
Polymorphiegrad. Aullerdem sind die Polymorphismen tber die PCR leicht erfal3bar und damit
gut zu automatisieren. Durch die spezifischen Primer kénnen Ergebnisse aus verschiedenen

Laboratorien leicht verglichen werden.

1.2 Die Zuckerribe als Nutzpflanze und genetisches Objekt

Die Zuckerrube (Beta vulgaris L.) gehort zusammen mit den Kulturpflanzen Mangold, Rote
Bete und Futterriibe zur Familie der Chenopodiaceae, der Gattung Beta und der Sektion Beta
(LANGE et al. 1999). Zu der Gattung Beta gehoren auf’erdem noch die Sektionen Corollinae,
Nanae und Procumbentes. Die Sektion Beta ist im gesamten Mittelmeerraum und an der
europdischen Atlantikkiste verbreitet. Der phylogenetische Ursprung der Gattung Beta wird im
ostlichen Mittelmeerraum vermutet. Die Zuckerrlbe ist eine der jungsten Kulturpflanzen. Vor
250 Jahren begannen A. S. Marggraf und spéter sein Schuler F. C. Achard mit der Selektion
zuckerreicher Futterrtiben. Einen Uberblick tber die historische Entwicklung gibt BECKER
(1993). Heute werden etwa 40% der weltweiten Zuckerproduktion aus Zuckerriibe gewonnen.
Bei den dabei angebauten Sorten handelt es sich fast ausschlieBlich um Hybridsorten (SMITH
1987). Diese wurden durch die Entdeckung einer cytoplasmatisch-genischen Sterilitdt (OWEN
1945) maoglich. GroRe Zuchterfolge wurden in der VVergangenheit beim bereinigten Zuckerertrag
gemacht. Dieser setzt sich aus dem Zuckergehalt, dem Rdibenertrag und dem Gehalt an
Nichtzuckerstoffen («-Aminostickstoff, Na*- und K*-lonen) zusammen. In Mitteleuropa liegt der
durchschnittliche Zuckergehalt des Ribenkorpers bei 16 bis 17% und der Ribenertrag zwischen
500 und 600 dt/ha. Durch die Nichtzuckerstoffe konnen etwa 10% des Zuckers nicht
auskristalisiert werden, so daf3 sich ein bereinigter Zuckerertrag von 70 bis 90 dt/ha ergibt.

Ein sehr wichtiger Zichtungsbeitrag fur den Anbau war auch die Schaffung von Sorten deren
Saatgut einzelfriichtig (monokarp, synonym monogerm) ist.
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Zunehmende Bedeutung als Zuchtziele erlangen Resistenzen gegeniber Virus- und
Pilzkrankheiten sowie gegen Schéadlinge. Fur die Zuckerribe sind hier besonders das Rizomania-
Virus, die Blattfleckenkrankheit Cercospora beticola und der Riibenzystennematode Heterodera
schachtii zu nennen. In der Spezies Beta procumbens finden sich Genotypen, die resistent sind
gegeniiber diesem Ribenzystennematoden. Das Resistenzgen Hs1P®* wurde auf einer
Translokation von Chromosom | an Chromosom IV in Beta vulgaris L. transferiert. Aus
Genotypen mit einer solchen Translokation wurde das Reistenzgen von CAl et al. (1997) durch
positionelle Klonierung identifiziert.

Die Zuckerrube ist ein zweijahriger, selbstinkompatibler Fremdbefruchter. Es gibt allerdings
dominante Gene fur Selbstfertilitdt und Einjahrigkeit.

Kreuzungskompatibilitét ist mit den Wildformen der Sektion Beta (SMITH 1980) gegeben. Dabei
spielt die Spezies Beta maritima als Kreuzungspartner fur die Ziichtung eine besondere Rolle
(MCFARLANE 1971). In der Gattung Beta treten neben diploiden auch tetraploide und hexaploide
Formen mit der Chromosomengrundzahl x = 9 auf. Die Chromosomen sind klein, morphologisch
sehr &hnlich und deshalb cytologisch nur sehr schwer voneinander zu unterscheiden (ROMAGOSA
et al. 1987).

Das haploide Genom der Zuckerribe ist nach einer Untersuchung von ARUMUGANATHAN und
EARLE (1991) etwa 758 Mbp grol3. Damit ist es flinfmal groRer als das der Acker-Schmalwand
(Arabidopsis thaliana) (145 Mbp) und eineinhalb mal groRer als das Genom von Reis (463
Mbp). Im Vergleich zu anderen Kulturpflanzen ist es relativ klein. GroRer sind die Genome von
zum Beispiel Weizen (15966 Mbp), Gerste (4873 Mbp), Mais (2716 Mbp), Raps (1235 Mbp),
Sojabohne (1115 Mbp) und Tomate (1000 Mbp). Der Anteil an repetetiver DNA im
Zuckerriibengenom betrégt etwa 60% (FLAVELL et al. 1974).

Verschieden repetetive Elemente im Rubengenom sind bereits isoliert worden (SCHMIDT et al.
1991, ScHMIDT und HESLOP-HARRISON 1996b). Bei den hier charakterisierten DNA-Elementen
handelt es sich um Sequenzen von ca. 100 bis 300 bp. Mit Hilfe der “Southern blot”
Hybridisierung wurde deren genomische Organisation untersucht. SCHMIDT und HESLOP-
HARRISON (1996b) nutzten zusétzlich die in situ-Hybridisierung. Dabei fanden SCHMIDT et al.
(1991) heraus, dafi die Satelliten-DNAs “BamHI” und “EcoRI” in typischer Form tandemartig
im Genom angeordnet sind. Es zeigte sich, dal} “BamHI" spezifisch ist fur die Sektion Beta und
daf? “EcoRI” auch in den Sektionen Corollinae und Nanae vorhanden ist. SCHMIDT und HESLOP-
HARRISON (1996b) untersuchten Satelliten-DNAs aus Beta procumbens an verschiedenen
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Spezies der Familie Chenopodiaceae allerdings an keiner der Sektion Beta. Sie konnten zeigen,
dal der Sau3A Satellit | im Bereich der Zentromere lokalisiert ist. Dagegen ergaben sich fur die
Sau3A Satelliten 11 und 111 relativ gleichmaRige Verteilungen uber die Chromosomenbereiche.

Molekulare Marker werden schon seit einigen Jahren in der Genomanalyse und der Zuichtung der
Zuckerriibe eingesetzt. Uber eine indirekte Selektion kann mit Hilfe dieser Marker der
ZiichtungsprozeR unterstitzt werden. Die ersten dafiir eingesetzten molekularen Marker waren
die RFLP (restriction fragment length polymorphisms)-Marker. Umfangreiche Kopplungskarten
fur Zuckerriibe wurden von BARZEN et al. (1992, 1995), HALLDEN, HJERDIN et al. (1996) und
PILLEN et al. (1992, 1993) erstellt.

Spater kamen als PCR-gestiitzte Marker die RAPD (random amplified polymorphic DNA)-
Marker und die AFLP (amplified fragment length polymorphism)-Marker hinzu. Auch diese
wurden bei der Zuckerriibe etabliert und in Kopplungskarten integriert (UPHOFF und WRICKE,
1992, ScHONDELMAIER et al. 1996). Aus allen diesen Karten konnten wichtige
Kopplungsinformationen gewonnen werden, so dal3 entsprechende Marker in der Zlchtung
eingesetzt werden. Besonders eng gekoppelte Marker wurden dabei in spezifische auf PCR-
basierende Marker umgewandelt, um sie routineméafig in grof3en Pflanzenzahlen einsetzen zu
kdnnen.

Auch Mikrosatellitenmarker wurden bereits fur die Zuckerriibe entwickelt. MORCHEN et al.
(1996) entwickelten vier Mikrosatellitenmarker. Die Marker wurden aus einer gréfienselektierten
genomischen Plasmidbank isoliert. Durch Hybridisierung wurde nach den Sequenzmotiven
(GT)n, (AT)n, (GA), (ATT)n und (GTG)n gesucht. Einer der Marker enthielt das (ATT)a-Motiv
und drei das (GA)n-Motiv. In 64 verschiedenen wilden und kultivierten Genotypen zeigten sich
fur die vier Marker ein, neun und zweimal 13 verschieden Allele.

GROBEN (1998) entwickelte sieben Mikrosatellitenmarker aus genomischen Plasmidbanken, und
drei Marker wurden von Sequenzen aus Computerdatenbanken abgeleitet. Es konnten drei
Marker in zwei genetische Kopplungskarten integriert werden. Hier wurde auch der
Polymorphiegrad der entwickelten Marker und ihre Ubertragbarkeit auf andere Gattungen und
Spezies untersucht. Von den untersuchten Markern waren 64% polymorph. Diese polymorphen
Marker zeigten zwischen zwei und 13 verschiedene Allele. Es ergab sich eine gute
Ubertragbarkeit innerhalb der Gattung Beta. In anderen Gattungen der Familie Chenopodiaceae
konnten die Mikrosatellitenmarker nur schlecht eingesetzt werden. Auch der Versuch der
Ubertragbarkeit bzw. der Detektion von Polymorphismen in weiter entfernten Spezies (Mohre,
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Gerste, Weizen und Roggen) erwies sich als nicht erfolgreich.

Insgesamt ist die Anzahl der in vorstehenden Arbeiten entwickelten Marker zu gering, um
allgemeinguiltige Aussagen tber die Nutzbarkeit von Mikrosatellitenmarkern bei der Zuckerribe
machen zu koénnen.

In Bezug auf Genomanalyse und -evolution untersuchten SCHMIDT und HESLOP-HARRISON
(1996a) die Verteilung verschiedener Mikrosatellitenmotive im Genom der Zuckerribe. Sie
nutzten hierfir die in situ Hybridisierung. Sie fanden fur die einzelnen Motive charakteristische
Verteilungsmuster. Dabei zeigte zum Beispiel das (GA)s-Motiv eine gleichmé&Riges
Hybridisierungsmuster tber alle Chromosomen und Chromosomenbereiche. Dagegen ergaben
sich bei dem (GT)n-Motiv sehr starke Signale in den Zentromerbereichen. Das (TA)n-Motiv

zeigte eine uneinheitliche Verteilung auf den einzelnen Chromosomen.

1.3 Frage- und Aufgabenstellungen dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob Mikrosatelliten als molekulare Marker bei der
Zuckerrube in groerem Umfang genutzt werden kénnen.

Deshalb war die Isolierung und Entwicklung einer mdglichst groflen Anzahl an
Mikrosatellitenmarkern notwendig. Dabei wurde hauptsachlich nach den Di-Motiven (GA)n und
(GT)n aber auch nach einigen ausgesuchten Tri-Motiven gesucht. Mittels der dabei gefundenen
Sequenzen sollten die folgende Fragen beantwortet werden:

- Mit welcher Haufigkeit kommen die obigen Mikrosatellitenmotive im
Genom von Beta vulgaris vor?
- Gibt es Unterschiede in der Struktur und GroRe der Mikrosatelliten zwischen den

Motiven?
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Aus diesen Mikrosatellitensequenzen sollten dann gut funktionierende Marker entwickelt
werden. Damit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

- Wie hoch ist der Polymorphiegrad von Mikrosatellitenmarkern bei der Zuckerriibe im
Vergleich zu anderen Kulturpflanzen?

- Unterscheiden sich die Mikrosatellitenmarker im Polymorphiegrad von anderen
Markertypen?

AbschlieRend sollten mdglichst viele der entwickelten Marker in eine genetische Kopplungskarte
integriert werden. Dies sollte AufschluR geben Gber folgende Punkte:

- Sind die Mikrosatellitenmarker gleichmé&Rig tber das Genom verteilt?
- Gibt es Unterschiede in der Verteilung zwischen den Motiven und Motivarten?
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2 Material und Methoden

2.1 Entwicklung der Mikrosatellitenmarker

2.1.1 Uberblick

Abbildung 2.1 gibt einen Uberblick Gber die hier verwendete Methode zur Isolierung von
Mikrosatelliten.

Im ersten Schritt wird genomische DNA von einem homozygoten Genotypen isoliert. Diese wird
mit einem h&ufig schneidendem Restriktionsenzym geschnitten. Die resultierenden DNA-
Fragmente werden daraufhin in einen Phagenvektor (hier Lambda ZAP™ Express, Stratagene)
ligiert. Anschlie3end werden die Ligationsprodukte mit einem Verpackungskit verpackt, d.h. sie
bekommen die fur einen kompletten Phagen notwendige Hdlle.

Diese Phagenbank wird dann zusammen mit einem Escherichia coli-Stamm auf Medium
ausplattiert und Gber Nacht inkubiert. Daraufhin sind auf der Platte die sogenannten Plaques zu
sehen. Dabei handelt es sich um lysierte Bakterien. Jeder Plaque entsteht durch einen
Phagenklon. Von diesen Plaques wird ein Abdruck in Form einer Hybridisierungsmembran
gemacht. Dieser wird mit Mikrosatellitenmotiven als radioaktive Sonden hybridisiert. Mit dem
daraus resultierenden Radiogramm kdnnen dann Klone identifiziert werden, die eine Sequenz mit
einem Mikrosatelliten enthalten. Die Plaques dieser Klone werden aus dem Medium
herausgepickt und so isoliert. Durch die In Vivo Excision werden die positiven Phagenklone in
ein Plasmid umgeformt und als Bakterienklone weitergefuhrt. Diese Bakterienklone werden
nochmals radioaktiv hybridisiert, um die positiven Klone zu bestatigen. Dabei werden diese auf
den Hybridisierungsmembranen ausgestrichen. Die weiterhin positiven Klone werden dann tber
Nacht in Flissigmedium vermehrt. Aus dieser Kultur wird die Plasmid-DNA zur Sequenzierung

isoliert.
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Abb. 2.1: Ubersicht tiber die Isolierung von Mikrosatellitensequenzen aus einer genomischen
Phagenbank
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2.1.2 Erstellung einer genomischen Phagenbank

DNA von Beta wulgaris L. wurde veréndert nach einer Minipraparationsmethode von
BERNATZKY und TANKSLEY (1986) aus Blattmaterial einer diploiden Inzuchtlinie (ZR9-L01)
isoliert. Hierzu wurde frisch geerntetes junges Blattmaterial (ca. 3 g) in flissigem Stickstoff zu
feinem Puder gemorsert. Das Puder wurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und sofort
mit 25 ml eiskaltem Extraktionspuffer versetzt. Anschliefend wurde das Gemisch mit einem
Dispergierer fur 5-10 Sekunden homogenisiert und fur 20 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert.
Der fliissige Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 1,25 ml frischem Extraktionspuffer
durch kurzes VVortexen wieder gelost. 1,75 ml Lysis-Puffer und 0,6 ml 5%iges Sarkosyl wurden
anschlieBend zugegeben. Nach mehrmaligem leichten Schwenken erfolgte eine 20-30minutige
Inkubation im 60°C Wasserbad. Nach der Zugabe von 7,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
wurden die Rohrchen fir ca. 2-3 Minuten von Hand geschittelt. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation bei 3000 x g fiir 20 Minuten. Die danach entstandene obere Flussigphase wurde
in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt. Durch Zugabe von 4 ml kaltem Isopropanol und
Mischen wurde die DNA gefallt. Nach der anschlieRenden Zentrifugation von funf Minuten bei
13000 x g wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Abschliefend trocknete das Pellet an der Luft und wurde dann in H,Odd
resuspendiert.

Extraktionspuffer: Lysispuffer:
0,35 M Sorbitol 0,2M Tris HCI pH 8,0
0,AM Tris 0,06 M EDTA
0,006 M EDTA 2M NaCl
pH 8,25 mit HCI einstellen 2%viw CTAB

vor Gebrauch 3,8 g/l Na,S,0;

Nach der Konzentrationsbestimmung der DNA auf einem Agarosegel im Vergleich zu A
DNA/Hind I11-Fragmenten (MBI Fermentas) wurden jeweils 30..g mit den Restriktionsenzymen
Sau3A bzw. Mbol uber Nacht bei 37°C verdaut.
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Restriktionsverdau:

DNA
5 U/ug DNA Enzym (Sau3A bzw. Mbol)
1x Puffer
2,6 mM Spermidin
0,3mM DTT

Der Ansatz wurde mit 1/10 Volumen 3/1 Na-Acetat und zwei Volumen Ethanol geféllt und in
H,Odd resuspendiert.

Die erhaltenen Restriktionsprodukte von Sau3A wurden auf einem 1%igem Agarosegel zur
Grolkenselektion aufgetrennt. Anhand der als GroRenstandard in den Randspuren mit
aufgetrennten kb-Leiter (Gibco BRL) wurde ein Agarosestreifen, der die Restriktionsfragmente
in einer GroRe von 500-1000 bp enthielt, ausgeschnitten. Danach wurden die Fragmente mit dem
GenClean®II-Kit (Dianova) nach Herstellerprotokoll aus der Agarose eluiert. Fir die spétere
Sequenzierung der positiven Klone ist eine InsertgroRe von 500-1000 bp optimal. In diesem
Grolkenbereich kann die Sequenz des Inserts durch maximal zwei Sequenzierungen vollstandig
ermittelt werden.

AnschlieBend wurden der Gesammtverdau von Mbol und die selektierten Fragmente von Sau3A
in die BamHI-Klonierungsstelle des Phagenvektors Lambda ZAP™ Express (Stratagene) ligiert.

Ligation:

1 ug AZap Express
100 ng Fragmente
25U T4-Ligase
1x Ligase-Puffer

Die Ligation erfolgte uber 16 Stunden bei 14°C. Es wurden zwei Ligationen mit den Fragmenten
des Sau3A-Verdaus und eine Ligation mit dem Verdau von Mbol durchgefuhrt. Die Ligationen
wurden bei -20°C gelagert und vor Gebrauch mit dem Gigapack® Il (Stratagene) nach

Herstellerprotokoll verpackt.
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2.1.3 Sichtung der Bank auf Mikrosatelliten

Zur Plattierung der Banken wurde der Escherichia coli Stamm K802 uber Nacht in 2YT
angezogen. Die Bakterien wurden sedimentiert und in 10 mM MgSO, resuspendiert. K802 und
die verpackten Phagen wurden in einem Verhéltnis von ca. 6:1 fur 20 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Menge an Phagenbank wurde so gewéhlt, dal sich am Ende mdglichst viele,
gerade noch einzeln zu erkennende Plaques auf den Platten befanden. Anschlie3end wurde das
Inkubat mit 50°C warmer NZCY M-Topagarose vermischt und auf NZCYM-Agar ausplattiert.
Die Platten wurden tiber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlief3end bei 4°C gelagert.

2YT: NZCYM:
16% Bacto®-Trypton 10% Bacto® Casein enzy. hydrol.
10% Bacto® Yeast extract ~ 10% Bacto® Yeast extract
5% NaCl 5% NaCl
pH 7,0 mit NaOH eingestellt 8 mM MgSO, x 7H,0
50 mg/I Kanamycin fir 2YTkan 1% Bacto® Casmino acids
pH 7,0 mit NaOH eingestellt
1,5% Agar fur Platten
0,7% Agarose flr Top-Agarose

Mittels einer PCR von 50 zufallig gepickten Plaques je Bank konnte die durchschnittliche Grofe
der Insertionen der Banken bestimmt werden. Die PCR wurde mit M13-Standardprimern bei
50°C Anlagerungstemperatur durchgefiihrt. Die genauen Reaktionsbedingungen sind im
Abschnitt 2.2.3 dargestelit.

Von den vollstdndig ausgekuhlten Platten wurden daraufhin Hybridisierungsfilter (Hybond N*,
Amersham) abgezogen. Hierzu wurden diese Nylonmembranfilter fur ca. zehn Minuten auf die
Platten gelegt und die Orientierung durch drei unsymmetrisch gestochene Locher markiert. Die
Denaturierung erfolgte auf 0,5 N NaOH fir zehn Minuten. AnschlieBend wurde jeweils zehn
Minuten mit 1 M Tris HCI (pH 8,0) und 2 x SSC inkubiert. Die Filter wurden dabei mit der
Plaqueseite nach oben auf einen Flussigkeitsfilm gelegt und zwischen jedem Arbeitsschritt und
am Ende auf Blottingpapier getrocknet.

Zur Hybridisierung wurden die Oligonukleotide (GA)n und (GT)n und (TGA)10, (CCG)10 und
(AGA)10 als Sonden gemeinsam eingesetzt. Die radioaktive Markierung der Sonden erfolgte
durch *“random hexamer labelling” (FEINBERG und VOGELSTEIN, 1983) im Heizblock bei 37°C flr

ca. zwei Stunden.
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Radioaktive Markierung: (25 ul) LS-Mix:
200ng Sonde 100 I 1 M HEPES (pH 6,6)
30 uCl «&*P-dCTP 100 uI DTM
3 U DNA-Polymerase 28 ul  pd(N), (90 U/ul)
(Klenow-Fragment)
11 ul  LS-Mix
DTM: TM:
100uM dATP 250 mM  Tris (pH 8,0)
100uM dGTP 25mM  MgCl,
100uM dTTP 50 mM [-Mercaptoethanol
in TM l@sen

Danach wurden nicht eingebaute Nukleotide durch eine Sephadexsdule von der markierten
Sonde abgetrennt. Die Sonde wurde mit 0,4 N NaOH fur flinf Minuten denaturiert.

Die Membranen wurden zur Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen in
Hybridisierungspuffer mit Magermilchpulver (1 g / 100 ml) in Plastikschalen fiir mindestens vier
Stunden vorhybridisiert. Nach der Zugabe der radioaktiven Sonde wurden die Filter fur 15-20
Stunden inkubiert. Nicht oder unspezifisch gebundene Sonden wurden anschlieBend in drei
Waschschritten von je 15 Minuten entfernt (Waschpuffer I: 2 x SSC/0,1% SDS; Waschpuffer II:
1 x SSC/0,1% SDS; Waschpuffer I11: 0,5 x SSC/0,1% SDS). Vorhybridisierung, radioaktive
Hybridisierung und Waschen erfolgte fiir die Dinukleotid-Motive bei 65°C und die Trinukleotid-
Motive bei 55°C. Die Filter wurden auf Rontgenfilmen bei -80°C fiir ca. 60 Stunden exponiert.
Die Signalstarke wurde durch eine Verstarkerfolie intensiviert. Um die Filter flr das Screening
auf beide Motivtypgruppen einzusetzen, wurden die Sonden entfernt, indem sie nach der ersten

Hybridisierung und Auswertung mit kochendem 0,5% SDS gewaschen wurden.

Hybridisierungspuffer: NaPO, (pH 7,2):

0,5M NaPO, (pH 7,2) 1 M Na,HPO, mit 1 M NaH,PO, auf pH 7,2
7% SDS einstellen

1% BSA

2 X SSC:

0,3M NaCl

05M Natriumcitrat
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Nach der Entwicklung der Filme wurden die Markierungen zur Ausrichtung der Filter auf die
Filme Ubertragen. Auf einem Leuchtschirm konnten dann die Platten genau auf dem Radiogramm
ausgerichtet werden. Die positiven Plagues wurden mit einer Pipettenspitze aus der Platte
herausgestochen und in 300 x| SM Uberfihrt.

Eine wiederholte Plattierung und Hybridisierung diente zur Vereinzelung und Bestatigung der
positiven Signale. Dabei wurde beim Plattieren eine so geringe Phagenkonzentration gewahlt,

dal3 alle Plaques einzeln erfal3t werden konnten.

SM:

0,1 M NaCl

0,008 M MgSO, x 7H,0O
0,056 M Tris HCI pH 8,0
2% Gelatine

Die weiterhin positiven Phagenklone wurden wieder in SM gepickt und mittels der in-vivo-
Excision in ein Plasmid umgeformt. Daflr wurde der Escherichia coli Stamm XL 1-Blue MRF
uber Nacht in 2YT angezogen und am Morgen eine frische Kultur (Tagkultur) aus der
Ubernachtkultur angeimpft. Fiir jeden positiven Phagenklon wurde folgender Ansatz fiir 20
Minuten bei 37°C inkubiert:

2 ul ExAssist Helferphage (Stratagene)
100 wl Ubernachtkultur XL 1-Blue
100 ul Phage in SM

AnschlieBend wurde der Ansatz in 2 ml 2YT gegeben und fiir drei Stunden bei 37°C inkubiert.
Das anschlieRende Abtoten und Aufbrechen der Bakterien erfolgte im 70°C Wasserbad fiir 20
Minuten. Die Bakterien wurden durch eine Zentrifugation von funf Minuten bei 200 x g
sedimentiert. 400 1| Uberstand wurden mit 400 uI XL 1-Blue Tagkultur versetzt und wiederum
fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert. AbschlieRend wurde die Kultur durch Zentrifugieren
aufkonzentriert und in 100 x| auf LB-Agar mit Kanamycin (LBkan) plattiert.

LB:

10% Bacto®-Trypton

5% Bacto® Yeast extract
10% NaCl

pH 7,0 mit NaOH eingestellt
1,5% Agar fur Platten

50 mg/l Kanamycin fur LBkan
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Nach 20 Stunden Wachstum bei 37°C wurden zur Koloniehybridisierung von jedem
Ausgangsklon sieben Kolonien gepickt und auf ein Raster auf einer LBkan-Platte und einer
Nylonmembran tbertragen. Die Membranen wurden ebenfalls auf LBkan-Agar aufgelegt und
zusammen mit der Rasterplatte tber Nacht bei 37°C inkubiert. Fixierung, radioaktive
Hybridisierung und das Exponieren dieser Koloniefilter erfolgte wie bei den Phagenfiltern.

2.1.4 Sequenzierung der positiven Klone

Zur Isolierung der Plasmide wurden die positiven Klone der Koloniehybridisierung von der
Rasterplatte gepickt und in funf ml 2YTkan tber Nacht angezogen. Am néchsten Morgen wurde
von jedem Klon eine Glycerinkultur (500 wl 50%iges Glycerin + 500 wl Kultur) bei -80°C
eingelagert. Aus den verbleibenden 4,5 ml erfolgte die DNA Isolierung und Aufreinigung mit
dem QIlAwell 8 Plus Kit (Quiagen) nach dem Herstellerprotokoll. Das Eluat wurde mit 0,7
Volumen Isopropanol geféllt und 30 Minuten bei 15000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
70% Ethanol gewaschen und in 25 xl H,Odd resuspendiert.

Die Sequenzierung erfolgte nach SANGER et al. (1977) und CHEN und SEEBURG (1985) sowohl
mit dem A.L.F.-DNA Sequenziergerat (Pharmacia) als auch mit dem ABI-377-DNA-
Sequenziergerdat (PE Biosystems). Am A.L.F.-DNA Sequenziergerat wurden die
Sequenzierungen von Susanne Konig (IPK Gatersleben) mit dem Cy5™ AutoRead™ Sequencing
Kit und am ABI-377 von Sonja Gentz (IPK Gatersleben) mit dem PRISM™ Ready Reaction
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Kit durchgefuhrt. Die fur die Sequenzierung
verwendeten Primer sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt. Sie wurden so ausgewahlt, daR die lesbaren
Sequenzen an der Klonierungsstelle beginnen.
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Tab. 2.1: Sequenzierprimer mit ihren Bezeichnungen und Nukleotidsequenzen
(Leserichtung vom 5'- zum 3'-Ende) fur das ABI-377- und das A.L.F.-DNA-

Sequenziergerat

Primerbezeichnung Primersequenz
ABI-377
pBKM3 AAT TGG GTA CAC TTA CCT GGT AC
pBKP5 CCAAGCTCG AAATTAACCCTC
A.L.F.
MVL GCC GCT CTAGAAGTACTCTC
MVR CTA AAG GGA ACA AAAGCT GG

Alle Klone wurden zuerst nur von einer Seite sequenziert und die negativen Klone dann im
zweiten Schritt von der anderen Seite. War bei positiven Mikrosatellitensequenzen eine groRere
Leseweite notwendig, wurde moéglichst nahe an dem Mikrosatelliten ein Primer gesetzt und mit
diesem erneut sequenziert. Dieser Primer diente spater auch als PCR-Primer.

2.1.5 Selektion, Homologievergleiche und Ableiten der Primersequenzen

Auf Grund der Moglichkeit von chiméren Insertionen wurden die Mikrosatelliten enthaltenden
Sequenzen nach Schnittstellensequenzen (GATC) durchsucht und eventuell nur das
Sequenzfragment mit dem Mikrosatelliten herausgeschnitten. Mikrosatelliten, die zu nah an einer
Schnittstelle lagen, und damit nicht genligend flankierende Sequenzen aufwiesen, wurden
ausselektiert. War eine vollstandige Erfassung von Mikrosatelliten mit ihren flankierenden
Sequenzen auch durch erneute Sequenzierung nicht moglich, so wurden diese nicht weiter
verfolgt. Auch Motive mit weniger als zehn Wiederholungseinheiten wurden in der Regel nicht
verwendet.

Die Sequenzen wurden untereinander und zu der Satelliten- DNA “BamHI” (SCHMIDT et al.
1991) auf Homologien untersucht. Dazu wurden nur die flankierenden Sequenzen verwendet.
Fur die Homologievergleiche wurde die “Contig Manager”-Funktion des Programms
MacDNASIS Pro v 2.4 (Hitachi Software Engineering Co. 1994) genutzt. Sequenzen mit
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Homologien von mehr als 90% zu einer anderen Mikrosatellitensequenz oder zu “BamHI”
wurden verworfen.

Fur die verbleibenden Mikrosatellitensequenzen wurden flankierende PCR-Primer abgeleitet.
Dies wurde mit dem Programm PRIMER Version 0.5 (Whitehead Institute for Biomedical
Research, 1991) durchgefthrt. Dabei wurde darauf geachtet, dal3 die Primer zwischen 18 und 22
bp lang sind und daR jeder Primer eines Paares eine annahernd gleich hohe Schmelztemperatur
(Ty-Werte) hat. AuBerdem wurde auf eine geringe Neigung zur Bildung von Dimeren und
anderen Sekundérstrukturen selektiert. Das erwartete Amplifikationsprodukt der Primerpaare
sollte moglichst 100 bis 250 bp grof? sein.

Die Primer wurden von den Firmen Pharmacia und MWG Biotech synthetisiert. Zur spéteren
Detektion der Amplifikate am A.L.F.-DNA Sequenziergerét wurde ein Primer am 5'-Ende mit

Fluorescein markiert.

2.1.6 Bennung der Marker

Der erste Teil des Markernamens ist die Abkirzung “GZM” flr Gaterslebener Zuckerriiben
Mikrosatellit. Marker mit einem Trinukleotid-Motiv enthalten in ihrem Namen als Zusatz den
Buchstaben T. Als zweiter Teil folgt eine dreistellige Nummer. Diese ist innerhalb der Di- bzw.
Trinukleotid-Motivmarker bei der Auswahl der Primerpaare fortlaufend vergeben worden.
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2.2 PCR-Reaktion und Fragmentanalyse

2.2.1 DNA-Isolierung fur PCR

Fur das im folgenden verwendete Pflanzenmaterial wurde die DNA nach einem verdnderten
Mikropréaparationsprotokoll von BERNATzKY und TANKSLEY (1986) isoliert. Dazu wurde ein
Blattplattchen mit dem Deckel eines 1,5 ml Reaktionsgefalies ausgestochen und in diesem bei -
80°C gelagert. Fur Mischproben wurden mehrere Blattplattchen mit einem 5 mm Korkbohrer
ausgestochen und in das 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfihrt.

Extaktionspuffer, Lysispuffer und 5%iges Sarkosyl (siehe Abschnitt 2.1.2) wurden im Verhéaltnis
5:5:2 vermischt. Die Blattprobe wurde in 600u| Puffer mit einem an einem Ruhrwerk laufenden
Edelstahl-Mikropistill zerkleinert. Nach einer Inkubation von 20-30 Minuten bei 60°C wurden
die Zellwandbestandteile, Proteine und Polysaccharide mit Chloroform/lIsoamylalkohol (24:1)
extrahiert. Die DNA wurde mit Isopropanol geféllt, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und
in 200 ul H,Odd resuspendiert. Nach einer visuellen Konzentrationsbestimmung auf einem

Agarosegel wurde die DNA normalerweise 1:10 fiir die PCR verdinnt.

2.2.2 PCR-Reaktionsbedingungen

Die Reaktionsbedingungen gelten sowonhl fur die Mikrosatellitenmarker-Analyse als auch fur die
Plaque-PCR aus Abschnitt 2.1.3. Die PCR-Reaktionen wurden mit den Thermocyclern
GeneAmp PCR System 9600 (PE Biosystems) und PTC-225 (MJ Research) durchgefiihrt.

Die Amplifikation erfolgte je nach T,-Werten der Primerpaare mit 50 bzw. 60°C
Anlagerungstemperatur mit folgendem Reaktionsprofil:

95°C 3 Minuten
Denaturierung 95°C 1 Minute
Anlagerung 50 bzw. 60°C 1 Minute 35X
DNA-Synthese 72°C 2 Minuten

72°C 7 Minuten

4°C 0o
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Der Standardansatz erfolgte in einem VVolumen von 25 | und war wie folgt zusammengesetzt:

ca. 25-50 ng DNA

500 nM Primer L

500 nM Primer R

0,25 mM jedes Nukleotid (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
10 mM Tris HCI (pH 8,0)

1,5mM MqgCl,

50 mM KCI

0,01% Gelatine

05U Tag- Polymerase

2.2.3 Fragmentanalyse und -auswertung

Da einer der beiden Primer mit Fluorescein markiert war, konnte eine Auftrennung und
Detektion der amplifizierten Fragmente am A.L.F.-DNA Sequenziergerat durchgefthrt werden.
Es wurden kurze Geltragerplatten mit einer Trennldnge von 9 cm und einer Geldicke von 0,35
mm genutzt.

Nach der Reinigung der Glasplatten mit H,Odd und Isopropanol wurde der Bereich, in dem sich
spater die Taschen des Gels befinden mit Bindesilane/Essigséure (4:1) behandelt. Fir die
Polyacrylamidgele wurde die Fertiglosung Sequagel™ XR (National Diagnostics) benutzt.

Die 6%ige Matrix wurde durch Mischen von 20 ml Monomerlésung mit funf ml Pufferlésung
erhalten und mit einer Wasserstrahlpumpe durch einen Nylonmembranfilter (0,45 n:m) gefiltert
und fur 1-2 Minuten entgast. Nach dem Zumischen von 200 w«lI Ammoniumpersulfat (10%)
wurde das Gel sofort gegossen und nach mindestens zwei Stunden Polymerisationszeit benutzt.
Die Auftrennung erfolgte in 1 x TBE Puffer unter folgenden Bedingungen:

- 600 V

-40 mA TBE.:

-50 W 09M Tris

- 50°C Geltemperatur 25 mM EDTA

- 2 mW Laserstarke 09 M Borsdure

- 0,84 sec MeRintervall autoklavieren
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Als Ladepuffer wurde 5 mg/ml Dextran blue gel6st in deionisiertem Formamid verwendet.
Diesem wurde zusatzlich noch jeweils zwei interne Standards im Verhdltnis 1:10 bis 1:20
zugegeben. Durch eine Plasmid-PCR (pBluescript Il SK von Stratagene) wurden die Standards
selbst hergestellt (Tab. 2.2). Die Plasmid-PCR wurde, wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, bei
50°C Anlagerungstemperatur durchgefuhrt. Die Kombination der beiden internen Standards
wurde so gewahlt, dal sie unter- und oberhalb und nah an den erwarteten Fragmenten lagen.
Standardmaliig wurden 1,5 pl (0,5-3,0 pl) PCR-Produkt vermischt mit 2,5 «l Ladepuffer fiir 90
Sekunden bei 95°C auf dem Heizblock denaturiert, auf Eis gestellt und sofort auf das Gel
aufgetragen. AuBerdem wurden in der ersten und letzten Spur nur drei externe Standards
aufgetragen. Nach einer Laufzeit von ca. 60 Minuten hatten die Fragmente bis zu einer GroRe
von ca. 250 bp die Detektionslinie des Lasers erreicht. Wurden keine grofieren Fragmente
erwartet, so konnte der Lauf beendet und es konnten neue Proben geladen werden. Auf diese
Weise war es moglich, jedes Gel fur bis zu funf Laufe zu verwenden.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Fragment Manager Version 1.2 (Pharmacia). Der
in der ersten und letzten Spur zusatzlich aufgetragene Standard, der von der GréRe her zwischen
den beiden internen Standards lag, wurde als extern definiert. Dieser wurde bei der Berechnung
fur alle Spuren mit einbezogen. AuRerdem lagen in jeder Spur zwei interne Standars vor, so dal
die GroRe der Fragmente bis auf 1 bp genau bestimmt werden konnte.

Tab. 2.2: Nukleotidsequenzen (Leserichtung vom 5'- zum 3'-Ende) der Primer flr das
Plasmid pBluescript Il SK (Stratagene) und die daraus resultierenden Fragment-
grolen in bp fir die GroRenstandards der Fragmentanalyse

Name  Fluorescein-markierter Primer Unmarkierter Primer FragmentgroRe
8b CGA GGT CGA CGG TAT CG CGC TCT AGA ACT AGT GGA TC 70 bp
8a GCC GCT CTA GAA CTA GTG TCG AGG TCG ACG GTATC 73 bp
3 CGA GGT CGA CGG TAT CG AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 122 bp
2 CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT  AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 196 bp
1b GAA ACA GCT ATG ACC ATG GT AAA ACG ACG GCC AGT 226 bp

la CGT TGT AAAACG ACGGCCAGT GGAAACAGCTATGACCATG 231 bp
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2.3 Untersuchung der Mikrosatellitenmarker auf Funktion und

Polymorphiegrad

2.3.1 Funktionstest der Primerpaare

Zum Testen der Primerpaare der Mikrosatellitenmarker wurde DNA von der Linie ZR9-L01
verwendet. Aus der DNA dieses Genotyps wurden die Mikrosatelliten isoliert (Abschnitt 2.1.2).
Dazu wurde mit den Primerpaaren je nach ihrem errechneten T,,-Werten eine PCR bei 50°C oder
60°C Anlagerungstemperatur durchgefuhrt. Wurde bei 60°C keine oder nur eine sehr schwache
Amplifikation erhalten, so wurde das entsprechende Primerpaar bei 50°C getestet. Im
umgekehrten Fall, bei einer unspezifischen Amplifikation bei 50°C, wurde eine PCR bei 60°C
durchgefiihrt. Alle Marker, die bei 50°C immer noch kein Amplifikat ergaben oder bei 60°C

unspezifisch reagierten, wurden verworfen.

2.3.2 Bestimmung des Polymorphiegrades der Mikrosatellitenmarker

2.3.2.1 Pflanzenmaterial, RFLP- und AFLP-Markerdaten

Zur Ermittlung des Polymorphiegrades der entwickelten Mikrosatellitenmarker wurden diese an
einem Sortiment aus 23 Linien getestet. Die Linien stammen von der KWS Saat AG in Einbeck
und repréasentieren das dort in der Zlchtung eingesetzte genetische Material (Tab. 2.3). Es
handelt sich zum groten Teil um Linien in der zweiten bis vierten Selbstungsgeneration (S,-S,
Linien). Fir die DNA-Extraktion wurde bei diesen Linien Blattmaterial von ca. zehn
Einzelpflanzen gepoolt. Bei vier dieser Linien wurden eine Einzelpflanze verklont und von den

Klonen dann Blattmaterial geerntet. AulRerdem befanden sich drei DH-Linien im Sortiment.
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Tab. 2.3: Linien zum Test auf den Polymorphiegrad mit ihren Labornummern, der Be-
schreibung des Linientyps und der Angabe ob multi- (MU) oder monogerm (MO)

Labornummer Linientyp MU/MO Labornummer Linientyp MU/MO

ZR9-L01* DH-Linie MU ZR9-L13 S,-Linie MU
ZR9-L02 S,-Linie MU ZR9-L14 S,-Linie MU
ZR9-L03 S,-Linie MU ZR9-L15 S,-Linie MU
ZR9-L04 S,-Klon MO ZR9-L16 S,-Linie MO
ZR9-L05 S,-Klon MO ZR9-L17 S,-Linie MU
ZR9-L06 S,-Linie MO ZR9-L18 S,-Linie MU
ZR9-L07 S,-Linie MU ZR9-L19 DH-Linie MU
ZR9-L08 DH-Linie MO ZR9-L20 S,-Klon MO
ZR9-L09 S,-Linie MO ZR9-L21 S,-Linie MU
ZR9-L10 S,-Linie MO ZR9-L22 S,-Klon MU
ZR9-L11 DH-Linie MO ZR9-L23 S,-Linie MO
ZR9-L12 S,-Linie MU

* Genotyp, aus dessen DNA die Bank fir die Mikrosatellitenisolation erstellt wurde.

Fur den Vergleich der Mikrosatellitenmarker mit den Markertypen RFLP und AFLP in Bezug

auf ihren Polymorphiegrad wurden neun Zuckerrubenlinien mit je flinf Einzelpflanzen (A-E)

untersucht (Tab. 2.4). Die Linien befanden sich in der S,-S, Generation. Sieben dieser Linien

waren auch in dem Sortiment zur Bestimmung des Polymorphiegrades der Mikrosatellitenmarker

enthalten.
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Tab. 2.4: Linien zum Vergleich der Markertypen (je funf Einzelpflanzen: A-E) mit
ihren Linienbezeichnungen, der Beschreibung des Linientyps und der Angabe ob
multi- (MU) oder monogerm (MO) und den entsprechenden Labornummern aus

Tabelle 2.3

Linienbezeichnung Linientyp MU/MO A
ZR6-1 S,-Linie MO ZR9-L06
ZR6-2 S,-Linie MO -
ZR6-3 S,-Linie MO ZR9-L05
ZR6-4 S,-Linie MU ZR9-L14
ZR6-5 S,-Linie MU ZR9-L13
ZR6-6 S,-Linie MO ZR9-L04
ZR6-7 S,-Linie MU ZR9-L17
ZR6-8 S,-Linie (aus Kloneinzelpflanze) MU ZR9-L21
ZR6-9 S,-Linie (aus Kloneinzelpflanze) MU -

Die RFLP-Daten wurden von der KWS Saat AG zur Verfligung gestellt. Sie basieren auf 42
Sonden mit insgesamt 204 polymorphen Fragmenten. Einige Sonden detektierten mehrere Loci.
Die Erfassung der Fragmente erfolgte dominant, so dal} diese nicht als Allele angesprochen
werden konnten.

Auch die AFLP-Daten stammten von der KWS Saat AG. Aus sieben Primerkombinationen
wurden 188 polymorphe, ebenfalls dominant erfalte, Fragmente verwendet. Bei den AFLP-
Markern fehlte der Datensatz der Pflanze ZR6-4E vollstandig.

Bei den Mikrosatellitenmarkern wurden 41 Marker mit insgesamt 148 Allelen analysiert. (siehe
Anhang Tab. 7.2)

2.3.2.2 Ermittlung der Anzahl Allele und der PIC-Werte

Mit der DNA der 23 Linien wurde, wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, eine PCR durchgefihrt
und die Produkte am A.L.F.-DNA Sequenziergeréat detektiert. Unterschiedlich grolie Fragmente
wurden dabei als Allele definiert. Auch 1 bp Differenzen wurden als unterschiedliche Allele

erfalt, wenn sie reproduzierbar auftraten. Keine Amplifikation, wenn sie reproduzierbar nur in
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einzelnen Genotypen auftrat, wurde als Nullallel definiert. Unspezifische Fragmente oder
zusatzliche Banden, die sich auBerhalb des erwarteten Fragmentgrofienbereiches befanden,
wurden bei der Auswertung nicht berucksichtigt.

Fur die Marker, fur die der gesamte Datensatz des Sets zur Verfugung stand, wurde der
“Polymorphism Information Content” (PIC-Wert) (BOTSTEIN et al. 1980) nach einer
vereinfachten Formel von ANDERSON et al. (1993) berechnet:

PIC, = 1-Y p2

Darin ist:

PIC; der PIC-Wert des Markers j in der analysierten Linienstichprobe,

P; die Frequenz des Allels i des Marker j in der analysierten Linienstichprobe,
n die Anzahl Allele des Markers j in der analysierten Linienstichprobe.

Der PIC-Wert nach ANDERSON et al. (1993) hat die gleiche Aussage wie die Gen-Diversitat nach
WEIR (1990) und die erwartete Heterozygotie nach NEi (1973).

Bei dieser Berechnung wird von maximal zwei Allelen je Genotyp ausgegangen. Es wird also ein
diploider Organismus vorausgesetzt. Bei den hier untersuchten Zuckerriibenlinien handelt es sich
um diploide Formen. Allerdings ist die zu untersuchende DNA der S,-S,-Linien jeweils ein
Gemisch aus zehn Einzelpflanzen einer Linie. Da diese Linien in groBerem Umfang in der
Zuchtung eingesetzt werden, sind sie mehrfach vermehrt worden. Dabei kann es zu
Fremdeinstdubungen gekommen sein. Dadurch traten bei einigen Linien drei Allele auf. Zur
Berechnung der PIC-Werte wurden hier anhand der Fragmentintensitaten die beiden Hauptallele

ausgewahlt und verrechnet.

2.3.3.3 Klusteranalyse

Auch fur die Klusteranalyse der 23 Genotypen wurden je Linie maximal zwei Hauptallele anhand
ihrer Fragmentintensitat ausgewéhlt. Die Daten des Liniensortiments von ausgewahlten Markern
wurden in eine 1/0-Datenmatrix Uberfiihrt. Dabei erhélt eine Linie eine “1”, wenn sie das
betreffende Allel tragt oder eine “0” wenn sie das Allel nicht tragt. Der Datensatz wurde dann
mit dem Computerprogramm NTSYS-pc Version 1.80 (ROHLF 1993) verrechnet.
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Die genetischen Distanzen wurde nach dem Koeffizienten von JACCARD (1908) zitiert in SOKAL
und SNEATH (1963) ermittelt:

GD; = a; / (n-dy)

Darin ist:

GD; die genetische Distanz zwischen den Linien i und j,

a; die Anzahl gemeinsamer Allele der Linieniund j,

n die gesamte Anzahl an Allelen in der analysierten Linienstichprobe,
d; die Anzahl gemeinsamer Nullen der Linien i und j.

Die weiteren Berechnungen und Darstellungen erfolgten mit den genetischen Ahnlichkeiten
(GS;), die sich direkt aus den genetischen Distanzen ergeben:

Als Klustermethode wurde die "Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Average”
(UPGMA) ausgewahlt.

Aus den ungewichteten Mittelwerten wurden dann die kophénetischen Gleichheiten ermittelt.
Diese kophanetische Matrix konnte mit der Matrix der genetischen Ahnlichkeiten verglichen
werden. Die daraus resultierende kophanetische Korrelation ist ein MaR fir die Ubereinstimmung
zwischen der Klusteranalyse und den paarweisen genetischen Ahnlichkeiten. Da hier die eine
Matrix aus den Werten der anderen indirekt ermittelt wurde, ist die Berechnung der Signifikanz
nicht sinnvoll. Solche Korrelationen zeigen meist eine statistische Signifikanz (ROHLF and FISHER
1968).

Fur den Markervergleich zwischen Mikrosatelliten-, RFLP- und AFLP-Markern wurde die
Klusteranalyse wie oben beschrieben durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um Einzelpflanzen, so
dal? bei der Fragmentanalyse nicht mehr als zwei Allele auftraten. Da hier die Markerdaten nur
dominant erfat wurden, muR allerdings beim Jaccard Koeffizienten a; mit der Anzahl von
Fragmenten, und nicht mit der Anzahl von Allelen, definiert werden.

Fur die resultierenden Matrizen und die Dendrogramme wurde ebenfalls die kophé&netische
Korrelation berechnet. AuBerdem wurden die Korrelationen zwischen den Matrizen der
genetischen Ahnlichkeiten der verschiedenen Markertypen berechnet. Die Signifikanzen der
Korrelationen wurden nach dem Mantel-Matrix-Korrespondenz-Test (MANTEL 1967) getestet.
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2.4 Kartierung der Mikrosatellitenmarker

2.4.1 Die Kartierungspopulationen

Zur genetischen Kartierung der Mikrosatellitenmarker wurden von der KWS Saat AG zwei F,-
Populationen (9502- und 9704-Population) zur Verfigung gestellt.

Begonnen wurde mit der 9502-Population, deren Eltern ZR9-L04 und ZR9-L08 sich in der
Resistenz gegen den Pilz Cercospora beticola und in Ertragsmerkmalen unterscheiden. Die
Eltern dieser Population waren in demTest auf Polymorphismus (siehe 2.3.2.1, Tab. 2.3) mit
einbezogen. Anhand der dort gewonnenen Daten konnten direkt die zwischen den Eltern
polymorphen Mikrosatellitenmarker ausgewahlt werden.

Eine Subpopulation von 81 Pflanzen aus der Gesamtpopulation (211 Pflanzen) wurde fur die
Kartierung der Mikrosatellitenmarker ausgewéahlt. Hier standen als bereits kartierte Marker 79
RFLP-, vier STS-und ein Mikrosatellitenmarker zur Verfligung.

Im néchsten Schritt wurden in der 9704-Population alle polymorphen Marker kartiert, die in der
9502-Population nicht polymorph waren. Auch die beiden Eltern dieser Population, die Linien
ZR9-L02 und ZR9-L22, wurden in dem Test auf Polymorphismus eingesetzt.

In der 9704-Population standen Kartierungsdaten von 26 RFLP-Markern zur Verfiigung. Diese
waren gut Uber alle neun Chromosomen verteilt. Aus 185 Einzelpflanzen wurde eine

Subpopulation von 121 Pflanzen zur Kartierung ausgewahlt.

2.4.2 Kartierung mit MAPMAKER

Von SCHONDELMAIER und JUNG (1997) wurden die neun Kopplungsgruppen den neun
Chromosomen nach BUTTERFAR (1964) zugeordnet. Diese Zuordnung wurde in der vorliegenden
Arbeit bertcksichtigt und die Kopplungsgruppen nach den entsprechenden Chromosomen
benannt.

Fur die Kartierung wurden die Markerdaten aller Einzelpflanzen der Gesamtpopulationen
verrechnet. Bei den Mikrosatellitendaten entstanden somit durch die nicht getesteten Pflanzen
eine entsprechende Anzahl von Fehlstellen. Die Kopplungsanalyse erfolgte mit dem Programm
MAPMAKER Version 2.0 (LANDER et al. 1987). Die Schatzung der Rekombinationswerte
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erfolgt bei MAPMAKER mittels der Maximum-Likelihood-Methode. Der kritische LOD-Wert
(Logarithmic Odds Ratio) wurde mit 3.0 festgelegt. Wird dieser Wert eingehalten, so ist der
geschétzte Rekombinationswert um den Faktor 1000 wahrscheinlicher als bei Annahme einer
freien Spaltung. Zur Berechnung der centi-Morgan-Einheiten (cM) aus den
Rekombinationswerten wurde die Kosambi Funktion (KosamBI 1944) ausgewéhlt. Da von den
RFLP- und STS-Markern die Chromosomenpositionen bekannt waren, wurde mit diesen eine
Karte mit neun Kopplungsgruppen gebildet. Dazu wurde aus finf Markern jedes Chromosoms
mit dem Befehl “compare” ein Gerust erstellt. Zusétzliche bekannte Marker wurden dann mit
dem “try”-Befehl in die entsprechenden Kopplungsgruppe integriert. Dabei wird ein neuer
Marker in jedes mdgliche Intervall gesetzt und eine Dreipunktanalyse durchgefiihrt und die
Plazierung mit der hochsten Wahrscheinlichkeit ermittelt. Mit der “ripple” Funktion wurde die
Anordnung aller bekannten Marker Uberpruft. Dabei werden noch einmal alle mdglichen
Anordnungen der Marker in Dreipunktanalysen verglichen und die Anordnung mit der hochsten
Wahrscheinlichkeit ausgewahlt.

Die neuen Mikrosatellitenmarker wurden mit dem “place”-Befehl in die Karten integriert. Dieser
Befehl fiihrt Zweipunkt-, Dreipunkt- und Mehrpunktanalysen stufenweise durch. Dabei wird der
neue Marker zuerst durch Zweipunktanalysen mit allen Loci einer Kopplungsgruppe zugeordnet.
In dieser Kopplungsgruppe werden dann die mdglichen Positionen des Markers durch
Dreipunktanalyse ermittelt. Die Mehrpunktanalyse ergibt dann die Position mit der hochsten
Wahrscheinlichkeit. Abschliel’end wurden alle Kopplungsgruppen, in die Mikrosatellitenmarker

integriert wurden, noch einmal mit der “ripple”-Funktion Gberprift.
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Ergebnisse

3.1 Eigenschaften der genomischen Phagenbanken

Fir die Isolierung der Mikrosatelliten wurde in dieser Arbeit Phagenbanken verwendet. Nach
dem Ausplattieren wurde durch Auszahlen die Anzahl Plaques je ul bestimmt und je Bank
zufallig 50 Plaques gepickt und mit diesen eine PCR mit M13-Primern durchgefiihrt. Es zeigte
sich, daR die Insertionen im Schnitt eine GroRe von 900 bp hatten (Tab. 3.1). Die Bank A aus
dem Mbol-Verdau hatte im Mittel mit 600 bp die kleinsten Fragmente, die Bank E die geringste
Anzahl Klone (24000). In Bezug auf die Anzahl Klone und die durchschnittliche Insertionsgréfie
war die Bank C die beste von den hier gesichteten.

Es ergibt sich fiir alle Banken zusammen ein Umfang von 1,84 x 108 bp, was etwa 25% des
haploiden Zuckerriibengenoms entspricht.

Tab. 3.1: Die genomischen Phagenbanken mit der Art ihrer Insertionen, der Anzahl Klone,

der mittleren (x ) InsertgrofRe und der Anzahl gesichteter bp

Bank DNA-Fragmente Anzahl Klone % InsertgroRe Gesichtete bp
(bp)
A Mbol Verdau 35000 600 21,0 x 10°
C  Sau3A Frag. 500-1000bp 68000 900 61,2 x 10°
E  Sau3A Frag. 500-1000bp 24000 850 20,4 x 10°
F  Sau3A Frag. 500-1000bp 35000 850 29,8 x 10°
G  Sau3A Frag. 500-1000bp 43000 1200 51,6 x 10°
y 205000 900 184,0 x 10°
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3.2 Vorkommen von Mikrosatelliten im Genom von Beta vulgaris

Die Phagenbanken wurden mit den Dinukleotid-Motiven (GA)n und (GT)n als Sonden gesichtet
(Tab. 3.2). Insgesamt waren von 205000 Klonen 0,4 % positiv. Als grobe Abschétzung
entspricht das bei einer durchschnittlichen InsertgroRe von 900 bp einer Haufigkeit von einem
(GA)n oder (GT)n Mikrosatellit alle 225 kb.

Von den positiven Klonen blieben nach Bestatigung der Signale, in-vivo-Excision und
Koloniehybridisierung etwa 40 % Ubrig. Nach der Sequenzierung der Plasmidklone wurde in
etwa 55 % der Sequenzen ein Mikrosatellit gefunden. In diesen Sequenzen waren die Motive
(GA)nund (GT)n etwa zu gleichen Anteilen vertreten.

Mit dem Suchen nach Trinukleotid-Motiven wurde erst spater begonnen, so dal} die Bank C
nicht und die Bank A nur teilweise gesichtet wurde. Nach dem Entfernen der (GA)n- und (GT)n-
Sonden wurden die Filter mit den Trinukleotid-Motiven hybridisiert. In den Banken A, E und F
waren dies (TGA),, und (CCG),, und in der Bank G zusétzlich (AGA),, . Hier waren im ersten
Screening im Durchschnitt 0,17 % der Phagenklone positiv. Es wurden etwa 118,6 x 10° bp
gesichtet. Danach 14aBt sich auf einen durchschnittlichen Abstand der hier verwendenten
Trinukleotid-Mikrosatelliten von 527 kb schlielen. Auch hier standen am Ende 40 % der
positiven Phagenklone als Plasmidklone zur Sequenzierung zur Verfugung. Die Ausbeute an
Mikrosatelliten-tragenden Sequenzen betrug etwa 30 % der urspriunglich identifizierten
Plasmidklone.

Es wurde nur in einer Sequenz das (AGA)n-Motiv als zusammengesetzter Mikrosatellit mit dem
(TGA)n-Motiv gefunden.

Fur das (CCG)n-Motiv wurde keine Sequenz gefunden. Es ergab sich bei vielen Klonen ein
friher Abbruch der Sequenzierreaktion. Diese kdnnte auf das (CCG)n-Motiv zurlickzuftihren
sein. Durch den hohen GC-Gehalt ergeben sich eventuell Sekundérstrukturen, welche die
Sequenzierreaktion storen. Die verbleibenden positiven Sequenzen enthielten somit nur das
TGA-Motiv.



Ergebnisse 30

Tab. 3.2: Effizienz der Mikrosatellitenisolierung aus verschiedenen genomischen Banken
(A-G) und insgesamt, bei den Dinukleotid- und Trinukleotid-Motiven

A C E F G y %

Dinukleotid-Motive

Gesichtete Klone 35000 68000 24000 35000 43000 205000 100,00
Positive Phagenklone 172 406 56 142 47 823 0,40
Positive Plasmidklone 60 187 28 46 18 339 0,17

Mikrosatelliten
31 106 16 26 8 187 0,09
enthaltende Sequenzen

Trinukleotid-Motive!

Gesichtete Klone 28000 - 24000 35000 43000 130000 100,00
Positive Phagenklone 93 - 25 47 60 225 0,17
Positive Plasmidklone 43 - 12 13 28 96 0,07

Mikrosatelliten
17 - 5 4 4 30 0,02
enthaltende Sequenzen

1 In den Banken A, C, E und F wurden TGA und CCG als Sonden verwendet. In der Bank G zusatzlich AGA.

3.3 Effizienz der Markerentwicklung

In den sequenzierten Plasmidklonen mit Dinukleotid-Motiv wurden 187, in denen mit
Trinukleotid-Motiv 30 Mikrosatelliten gefunden. Darunter waren auch Motive nach denen nicht
gesucht wurde. Das waren jeweils ein (A)n-, (TA)n-, (TA)W(TAA)-, (TTG)n/(TGG)n- und ein
(GAAAAAA)n-Mikrosatellit.

Bei allen Mikrosatellitensequenzen wurden untersucht, ob sie fur die weitere Markerentwicklung
geeignet sind (Tab. 3.3). Dreizehn Dinukleotid-Motive waren so lang, dal} eine Sequenzierung
uber den gesamten Mikrosatelliten auch mit einem flankierenden Primer nicht gelang. Auch die
Sequenzierungen von der anderen Klonierungsseite reichten nicht bis zu den flankierenden
Sequenzen. Nicht weiter verwendet wurden bei den Dinukleotid-Motiven 19 und bei den
Trinukleotid-Motiven funf Mikrosatelliten, weil sie weniger als zehn Wiederholungseinheiten
aufwiesen. Beispielhaft wurden lediglich zwei Dinukleotid- und ein Trinukleotid-Mikrosatellit mit
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sechs bzw. acht Wiederholungseinheiten weiter bearbeitet. Dies wurde durchgefiihrt um
herauszufinden, ob die allgemeinen Aussagen uber einen reduzierten Polymorphiegrad bei
weniger als zehn Wiederholungseinheiten auch bei der Zuckerrube zutreffen. Fehlende oder nicht
ausreichende flankierende Sequenzen auf einer der beiden Seiten des Mikrosatelliten waren bei
20 bzw. acht Mikrosatelliten der Grund, warum aus ihnen kein Marker entwickelt werden
konnte.

Beim Homologievergleich ergaben sich finf GA-, finf GT- und vier GT/TA-Mikrosatelliten, bei
denen die flankierenden Sequenzen jeweils zu mindestens 90% homolog zu denen eines anderen
Klones waren. Fiir das TGA-Motiv wurden keine Homologien grofier 90% gefunden.

Im gleichen Arbeitsschritt wurden die flankierenden Sequenzen mit der Satelliten-DNA “BamH|1”
verglichen. Dabei zeigten 21 GT Mikrosatelliten (23%) eine Homologie von mehr als 90% und

wurden daraufhin ausselektiert.

AnschlieRend konnten fir 85 Dinukleotid- und 17 Trinukleotid- Mikrosatelliten flankierende
Primer hergestellt werden. Es wurde versucht, die Primer so zu wahlen, daf3 sich PCR-Fragmente
zwischen 100 und 200 bp ergeben. In Folge von sehr langen Mikrosatelliten oder flankierenden
Sequenzen mit sehr hohen oder niedrigen GC-Gehalt muRten teilweise Primerpaare mit gréf3eren
Fragmenten ausgewéhlt werden. Die erwarteten Fragmente lagen zwischen 73 und 363 bp.

Die Primerpaare wurden in einer PCR-Reaktion mit DNA des Genotyps der Bank getestet. Die
PCR-Produkte wurden auf dem A.L.F. DNA-Sequenziergerét detektiert. Die Marker wurden als
funktional definiert, wenn sie ein PCR-Produkt lieferten. Dies sollte der erwarteten GroRe
entsprechen und spezifisch sein. Unspezifische Marker zeigten einen Schmier oder sehr viele
Amplifikationsprodukte, so daf? der Mikrosatellitenlocus nicht identifiziert werden konnte.

Bei den Dinukleotid-Motiven zeigten 15 Marker keine und neun eine unspezifische
Amplifikation. Drei Marker waren bei den Trinukleotid-Motiven nicht funktional und vier nicht
spezifisch. Am Ende standen 60 funktionale Marker aus der Sichtung nach Dinukleotid-Motiven

und elf Marker aus der nach Trinukleotid-Motiven zur Verfugung.
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Tab. 3.3: Selektionskriterien bei der Entwicklung von funktionalen Markern aus den
Mikrosatellitensequenzen bei Dinukleotid- und Trinukleotid-Motiven

Dinukleotid-Motive Trinukleotid-Motive

Eigenschaft Anzahl % Anzahl %
Mikrosatelliten insgesamt 187 100,0 30 100,0
Mikrosatellit zu lang 13 7,0 - -
Mikrosatellit zu kurz* 19 10,2 5 16,7
Mikrosatellit zu nah an der

Klonierungsstelle 20 107 ° al
Duplikate 29 15,5 - -
Satelliten-DNA “BamHI1” 21 11,2 - -
Nutzbare Mikrosatelliten 85 45,5 17 56,7

Funktionalitat
Primer gesetzt 85 100,0 17 100,0

Funktional 61 71,8 10 58,8
* Weniger als zehn Wiederholungseinheiten

3.4 Charakterisierung der funktionalen Mikrosatellitenmarker

Die Mikrosatelliten lassen sich nach ihrer Struktur in einfache perfekte, einfache imperfekte,
zusammengesetzte perfekte und zusammengesetzte imperfekte aufteilen (WEBER 1990). In
Abbildung 3.2 sind beispielhaft die Sequenzen von vier Mikrosatelliten dargestellt. Bei GZM 017
handelt es sich um ein perfektes (GT)s-Motiv. Einen einfachen imperfekten (GA)n-
Mikrosatelliten enthalt der Marker GZM 058. Fast perfekt ist das zusammengesetzte
(GA)W/(GTGA)n-Motiv des Markers GZM 086. Nur die zweite GA-Wiederholungseinheit zeigt
hier eine imperfekte Struktur. Als Beispiel fur die Trinukleotid-Mikrosatelliten ist hier der
Marker GZMT 021 mit einem einfachen perfekten TGA-Motiv aufgefiihrt. Hierbei handelt es
sich um einen Mikrosateliten mit nur sechs Wiederholungseinheiten.
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GZM 017
TACTGTAGCAGCAGATAATGATATATGTCATGGTCTCCTCTTGTGTAGGTGGTGAAGACACTCCTCCGGATGAG
CCAGCAACTCCAGGTCAAGGAAGGAAGTTTAAGAAAGGCAAGGGGTATGTTTCTAAGGTCTGAGATGGATATA
TACTGAAGTTGCTGCACTTATTAATACATATTATGCTTCCTAACTTTTTTAGTTTCATCTTTGAAGTTAGTGACT
TAACGATTCTTAGTACATTCCTTCCTTTTTTTTGATGAGACATTCTGGTACATTCATTATTCCTTAAATAACCCCG
AGCTATCCTATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACGTGTTCTCCGTTCTTTN
NNAATTGCAACATTTTNANTTTTTTACTATTCACAATTCACATTTTGACTGTGTATGATGATC

GZM 058
ACCAAAGCAAAAGAAGAAGGAATAAAGGTGCGCAGGTGAGGTGGTTGTCGTCTGCAAGTGGTGGCAGTCGACG
GTGAGGGACGGTGGTTTGATGAGGANGGGAGATTACTTGTTAAAGAANAATGTGTTGCTTGGGAAAGAAGAAA
GAAAGCCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGGAGAGGAGGGC
CGAAATTTTTGTGGGTGAGGAGAGAGAAAATATTATGTGAGAAAAATATAGGTTTAATGAGTTTATATATATGT
TTTTCTTGTGGGCTTAGGAAAAGGTAATTGGGCTCAGCTATAGTTTGATGAGGAGTAAAATTAGTGTTTGGATC

GZM 086
GATCCTCTTGATCACCAATCCACTATGATGTGCTGCCGTCAATACAATCGTGAAAATACAAGAGTTATTAATAA
ACTTCTAATGGAGTAAGAATGGAGAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
TGAGTGAGTGAGTGAGTGAGTGAGTGAGTGATGATTTTAGAGTATGAGGAGTCAATGTCAGCTAAAG
AAAAATAAATCTAGGTTACAAATGTTCTATTTATACTTAACAATAATATTCTCCTGTAGCCGTCCCCAAGAAATA
GGCCACGCCAACCTCCTGCTTAACCACTTCCTTCTTTCTCTCAGCTACAAAGTCATGGGCCCGCTT

GZMT 021
AATTTCTAGACAGAAACTCAGATATATACCAAGCATAAATTTGTATTGTACAAATATCTAGCACACATCACATT

TCACACACGACAGCCCTGTAAATCAGTTITCATCAAATTTTAATTTATTTAAAAACCTATTATGTGATGATGA
TGATGATGATGTAATGACATGTATGAATACATGATGCAAGAAACATGATGTAATGAGTTAGTGATTTACGTCA
TAACTTTTTAGAACTCTTAATTAATCACTGTCAGTCTCTTCTAGATGCACGCATATTTGCTTCCTTGC

Abb. 3.2: Nukleotidsequenzen (Leserichtung vom 5'- zum 3'-Ende) von vier Plasmidklonen
aus denen die Marker GZM 017, 058, 086 und GZMT 021 entwickelt wurden
(Mikrosatellitensequenz: fett, Primersequenzen: kursiv und unterstrichen)

In Abbildung 3.3 sind die Haufigkeiten der verschiedenen Mikrosatellitenmotive und Strukturen
aller funktionalen Marker dargestellt. Diese umfassen 33 (GA)n-, 16 (GT)n- und neun
zusammengesetzte (GA)n/(GT)n-Mikrosatelliten. Dabei gehen die (GA)n/(GT)s-Motive sowohl
bei (GA)n als auch bei (GT)n mit in die Grafik ein. AuBerdem sind acht (TGA)n-Marker
dargestellt. Sonstige Motive sind Wiederholungen, nach denen nicht gesucht, aber die zufallig

gefunden wurden.
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Die funktionalen Marker enthalten am h&ufigsten das (GA)n-Motiv. Es folgen (GT)n und dann
(TGA)n. Es ist zu erkennen, dal alle Motive in der Mehrzahl imperfekt und/oder
zusammengesetzt auftreten. Beim (GA)n-Motive sind 60% einfach. Im Gegensatz dazu sind bei
(GT)n- und (TGA)n-Mikrosatelliten nur 28 bzw. 38 % einfach. Beim (TGA)n-Motiv ist nur ein
Mikrosatellit (12,5 %) perfekt. Fur (GA)» und (GT)n liegt der Anteil perfekter Mikrosatelliten bei
33 und 36%.

(GA)n und (GT)n treten zusammengesetzt mit verschiedenen Mononukleotid-, Dinukleotid-,
Trinukleotid-, Tetranukleotid- und Hexanukleotid-Motiven auf. Haufigstes begleitendes Motiv
ist hier (TA)n. Die zusammengesetzten (TGA)n-Mikrosatelliten sind alle mit (ATA)n verbunden.
Die sonstigen Motive sind einfache perfekte oder zusammengesetzte imperfekte Mikrosatelliten.

Siehe hierzu auch Tabelle 7.1 im Anhang.
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Abb. 3.3: Haufigkeiten der verschiedenen Mikrosatellitenmotive und Strukturen der
funktionalen Marker (42 (GA)n-, 25 (GT)n-, acht (TGA)n- und funf sonstige

Mikosatellitenmotive)

Ein weiteres Charakteristikum von Mikrosatelliten ist die Anzahl der Wiederholungseinheiten
(Tab. 3.4). Auch hier gehen die acht (GA)n/(GT)n-Mikrosatelliten doppelt ein. Bei den einfachen
Mikrosatelliten sind die (GA)n-Motive im Durchschnitt die langsten und die (TGA)s- Motive die
kirzesten. Fur die zusammengesetzten Mikrosatelliten ist es umgekehrt. Hier sind die (GA)n-
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Motive die klrzesten und die (TGA)n-Motive die langsten. Der Grund dafur ist, da (TGA)n
immer mit (ATA)n verbunden ist und daR (ATA)n meist in sehr vielen Wiederholungseinheiten
auftritt. Betrachtet man alle Mikrosatelliten der einzelnen Motivtypen gemeinsam, so wird aus
Tabelle 3.4 deutlich, dal3 das (GT)n-Motiv im Durchschnitt die meisten Wiederholungseinheiten
hat. Als einfache Mikrosatelliten sind diese langer als die (TGA)n-Motive. Im
zusammengesetzten Zustand ist (GT)n sehr hdufig mit sehr langen Einheiten aus (TA)n
verbunden. Deshalb sind sie als zusammengesetzte Mikrosatelliten langer als die (GA)n-
Mikrosatelliten. Siehe hierzu auch im Anhang Tabelle 7.1.

Tab. 3.4: Mittlere (x ), minimale und maximale Anzahl der Wiederholungseinheiten bei

einfachen und zusammengesetzten Mikrosatellitenmotiven und insgesamt

Einfach Zusammengesetzt Y

Motiv Anz. Marker x Spannweite X Spannweite X Spannweite

(GAn 42 24 10-43 40  10-103 32 10-103
(GT)n 25 19 6-41 45  20-103 39 6-103
(TGA)n 8 15 6-28 47 22-85 33 6-85

3.5 Polymorphiegrad

Im Vortest hatten 71 der entwickelten Mikrosatellitenmarker mit der DNA des Genotyps der
Bank das erwartete Fragment amplifiziert. Diese Marker wurden daraufhin mit 23 verschiedenen
Linien auf ihren Polymorphiegrad hin untersucht. Dabei waren sieben der Dinukleotid-Marker
monomorph, das heif3t, sie amplifizierten in allen Genotypen ein Fragment gleicher Groi3e. Die
Trinukleotid-Marker waren alle polymorph. Fiir die polymorphen Dinukleotid-Marker ergaben
sich im Durchschnitt 4,9 Allele je Marker und fir die Trinukleotid-Marker 4,8 Allele (Tab. 3.5).
Die Anzahl Allele je Dinukleotid- oder Trinukleotid-Marker reichte dabei von 2 bis 13. Bei den
Trinukleotid-Mikrosatellitenmarker zeigt sich eine sehr hohe Standardabweichung. Dies wird
durch den Marker GZMTO009 mit 13 Allelen verursacht. Alle anderen Marker in dieser Gruppe
haben zwei, drei, vier oder finf Allele. Als Allele wurden auch sogenannte Nullallele mit
ausgewertet. Diese traten bei flinf verschiedenen Dinukleotid- Markern auf (siehe Anhang, Tab.
7.2). Dabei lag die Anzahl der Linien mit einem Nullallel zwischen 1 und 15. Die Trinukleotid-

Marker zeigten keine Nullallele.
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Fur die Datensdtze von polymorphen Markern ohne Fehlstellen wurden die PIC-Werte
berechnet. Das sind 35 Dinukleotid- und finf Trinukleotid-Marker. Fir die Dinukleotid-Marker
lag der PIC-Wert bei durchschnittlich 0,58 und fir die Trinukleotid-Marker bei 0,52 (Tab. 3.5).

Tab. 3.5: Anzahl Allele je Marker und PIC-Werte mit der Anzahl jeweils untersuchter
Marker (n), den Mittelwerten (x ) und Mini- und Maximalwerten bei
Dinukleotid- und Trinukleotid-Mikrosatelliten (MS)

Allele PIC-Wert
Markertyp n X Spannweite n X Spannweite
Dinukleotid-MS 54 4,9 2-11 35 0,58 0,17 - 0,84
Trinukleotid-MS 10 4,8 2-13 5 0,52 0,29 - 0,86
Gesamt 64 4,9 2-13 40 0,58 0,17 - 0,86

Fur die Berechnung und graphische Darstellung der genetischen Ahnlichkeiten wurden 48
polymorphe Mikrosatellitenmarker mit 238 verschiedenen Allelen ausgewahlt. Der Datensatz
beinhaltet 72 Fehlstellen. Das resultierende Dendrogramm ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Mit
0,76 zeigt die kophanetische Korrelation eine schlechte Ubereinstimmung zwischen den
Dendrogrammwerten und den tatsachlichen genetischen Ahnlichkeiten.

Die mittlere genetische Ahnlichkeit liegt bei 0,27. Die Linien ZR9-L10 und ZR9-L22 zeigen mit
0,12 die geringste genetische Ahnlichkeit. Fir die Linien ZR9-L08 und ZR9-L09 ergibt sich die
hdchste genetische Ahnlichkeit mit einem Wert von 0,62. Es ist zu erkennen, daB die Linie ZR9-
L22 klar von den anderen Linien getrennt wird. AuRerdem bilden die Linien ZR9-L03, -L04, -
L20 und -L23 eine Gruppe. Diese Linien stammen aus nordamerikanischem Zuchtmaterial, das
aus abgegebenen Linien des USDA (United States Department of Agriculture) entwickelt wurde.
Dartuber hinaus kann man eine Klusterung von monogermen (ZR9-L05 bis -L10) und
multigermen (ZR9-L12 bis -L18) Linien erkennen.
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Genetische Ahnlichkeit
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Abb. 3.4: Dendrogramm von 23 Linien basierend auf 48 polymorphen Mikrosatellitenmarkern
mit insgesamt 238 Allelen

In Abbildung 3.5 ist beispielhaft der Polymorphismus des Markers GZM 086, wie er sich als
Ergebnis aus dem Computerprogramm A.L.F. Fragmentmanager darstellen, aufgezeigt. Die
Nukleotidsequenz dieses Markers findet sich in Abbildung 3.2.

Es zeigen sich fur GZM 086 sieben verschiedene Allele innerhalb der 23 Linien. Diese haben
Fragmentgro3en von 158, 163, 176, 178, 183, 191 und 205 bp. Einige der Linien sind an diesem
Locus heterogen, d.h. sie zeigen zwei unterschiedliche Allele (z.B. ZR9-L04, ZR9-L07 oder
ZR9-L12). Dabei treten bei einigen Genotypen quantitative Unterschiede in der Signalintensitat
der Allele auf ( z.B. ZR9-L03 oder ZR9-L06).

Bei der Detektion von PCR-Fragmenten, basierend auf Mikrosatellitensequenzen, treten haufig
sogenannte Stotter- oder Schattenbanden auf (LITT et al. 1993). Diese sind um eine oder mehrere
Wiederholungseinheiten kleiner als das Hauptfragment. Dabei tritt dieser Effekt bei Dinukleotid-
Motiven wesentlich stérker in Erscheinung als bei Trinukleotid-Motiven. Dadurch ist die
Unterscheidung von Allelen mit einem Fragmentldngenunterschied von nur zwei bp sehr

schwierig. Besonders ergeben sich diese Probleme im heterogenem Zustand. Durch den Einsatz
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der A.L.F.-DNA Sequenziergerate konnten solche Polymorphismen leichter ausgewertet werden

(BREDEMEUNER et al. 1998). Das Auftreten von Stotterbanden ist nicht immer gegeben. In dem

Beispiel aus Abbildung 3.5 ergab sich eine saubere Amplifikation.
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Abb. 3.5: Detektierte PCR-Fragmente des Mikrosatellitenmarkers GZM 086 in 23 Linien, mit

der Angabe ihrer Grof3en in bp, und der Negativkontrolle (ntc) mit den internen

Standards 73 bp und 231 bp und in der ersten bzw. letzten Spur externe Standards

mit den GroRen 73, 122 und 196 bp.

In Abbildung 3.6 sind fiir die Mikrosatellitenmarker aus Abbildung 3.2 die Allelfrequenzen der
GroRe nach graphisch dargestellt. Bei GZMO017 sind die beiden mittelgroRen Fragmente mit
Frequenzen von 0,39 und 0,35 die h&ufigsten. Die grofiten und kleinsten Allele kommen am
seltensten vor (Allelfrequenzen 0,04 und 0,02). Das kleinste Fragment hat beim Marker GZM058
mit 0,61 bei weitem die héchste Allelfrequenz. Bei GZMO086 liegen die Frequenzen im Bereich
von 0,04 und 0,24. Die beiden Allele von GZMTO021 traten mit Frequenzen von 0,3 und 0,7 auf.
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GZMO086 (n=7, PIC=0,83)

GZMO17 (n=6, PIC=0,70)

GZMO058 (n=6, PIC=0,59)

GZMTO021 (n=2, PIC=0,42)

\ \ \ \
0 0,2 0,4 0,6 08 1

Allelfrequenz

Abb. 3.6: Allelfrequenzen fur die Mikrosatellitenmarker GZM086, GZM017, GZM058 und
GZMTO021 sortiert innerhalb jedes Markers nach den FragmentgroRen der Allele
aufsteigend von links nach rechts und der Anzahl Allele (n) und den PIC- Werten,
basierend auf 23 Zuckerriibenlinien

3.6 Polymorphievergleich zwischen Mikrosatelliten-, RFLP- und
AFLP-Markern

Da fur die RFLP- und AFLP-Marker bereits Datensatze der neun Linien mit funf Einzelpflanzen
zur Verfligung standen, mufte hier nur noch die Analyse der Mikrosatellitenmarker durchgefiihrt
werden. Es wurden 41 polymorphe Marker ausgewéhlt und diese zur Differenzierung der Linien

und Einzelpflanzen genutzt.

In Abbildung 3.7 A-C sind die Dendrogramme der 45 bzw. 44 Einzelpflanzen, basierend auf den
drei Markertypen, dargestellt. Die kophénetischen Korrelationen zeigen mit 0,97
(Mikrosatelliten), 0,95 (RFLP) und 0,95 (AFLP) eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen der
Darstellung der Dendrogramme und den genetischen Ahnlichkeiten im paarweisen Vergleich.
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Die funf Einzelpflanzen jeder Linie bilden, bis auf eine Ausnahme, immer eine Gruppe. In der
RFLP-Analyse zeigen die Pflanzen ZR6-7B, -7D und -7E eine gréRere genetische Ahnlichkeit zu
der Linie ZR6-9 als zu den Pflanzen ZR6-7A und -7C. In allen anderen Féllen konnte zwischen
den Linien differenziert werden. Bei allen Markertypen gab es Einzelpflanzen zwischen denen
nicht differenziert werden konnte. Dies war jedoch bei jedem Markertyp in unterschiedlichen
Linien der Fall.

Im Mittel ist die genetische Ahnlichkeit zwischen den Linien fiir die Mikrosatellitenmarker
wesentlich geringer als fur die AFLP- und RFLP-Marker (Tab. 3.6). Allerdings ist die
Spannweite der genetischen Ahnlichkeiten bei den Mikrosatellitenmarkern am gréRten. Es
ergeben sich zwischen den Linien ZR6-5 und ZR6-8 die hochsten und zwischen den Linien ZR6-
1 und ZR6-9 die geringsten genetischen Ahnlichkeiten.

Innerhalb der Linien sind die Unterschiede zwischen den Markertypen nicht deutlich. Bei den
Minimal- und Maximalwerten ergeben sich nur sehr geringe Unterschiede. Die hdchste
genetische Ahnlichkeit zwischen den Einzelpflanzen besteht innerhalb der Linien ZR6-8 und
ZR6-9 bei der RFLP-Analyse. Damit wird bestatigt, daf® die Linien ZR6-8 und ZR6-9 aus
Kloneinzelpflanzen vermehrt wurden und deshalb eine hohe Homogenitét erwarten lassen. Dies
wird bei allen drei Markertypen deutlich. Die beiden Linien zeigen geringe genetische Distanzen
innerhalb der Linie. Allerdings sind teilweise innerhalb der S,-Linien ZR6-3 und ZR6-5 die
genetischen Ahnlichkeiten ebenfalls vergleichbar gering.

Die Korrelation der genetischen Ahnlichkeiten war zwischen Mikrosatelliten- und RFLP-
Markern 0,86. Im Vergleich der Mikrosatelliten- mit den AFLP-Markern ergab sich eine
Korrelation von 0,91 und zwischen RFLP- und AFLP-Markern 0,85. Alle Korrelationen waren

hoch signifikant bei einer Irrtumwahrscheinlichkeit von P < 0,01.
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Abb. 3.7: Dendrogramme der genetischen Ahlichkeiten von neun Linien mit je fiinf
Einzelpflanzen fiir Mikrosatelliten-, RFLP- und AFLP-Marker
(Seite 41 und 42 oben)
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Tab. 3.6: Mittlere (x ), minimale und maximale genetische Ahnlichkeiten mit ihren
Standardabweichungen zwischen und innerhalb der Linien bei Mikrosatelliten-,
AFLP- und RFLP-Markern

Parameter Mikrosatelliten AFLP RFLP

Zwischen Linien

% genet. Ahnlichkeit 0,28 0,41 0,43
Min. genet. Ahnlichkeit 0,16 0,32 0,32
Max. genet. Ahnlichkeit 0,74 0,65 0,60
Standardabweichung (s) 0,11 0,06 0,06
Innerhalb Linien
% genet. Ahnlichkeit 0,83 0,84 0,86
Min. genet. Ahnlichkeit 0,68 0,72 0,69
Max. genet. Ahnlichkeit 0,97 0,94 0,99

Standardabweichung (s) 0,11 0,07 0,11




Ergebnisse 43

3.7 Genetische Kartierung

Anhand der zur Verfugung stehenden RFLP- und STS-Markerinformationen konnte fur beide
Populationen eine Geristkarte tber alle neun Chromosomen erstellt werden. In dieses Gertist
wurden die Mikrosatellitenmarker eingefugt.

In der 9502-Population waren 17 Marker zwischen den Eltern polymorph und konnten kartiert
werden (Tab. 3.7). Zwischen den Eltern der 9704-Population waren 33 Marker polymorph.
Darunter waren auch alle kartierten Marker der 9502-Population. Die 16 verbleibenden
unkartierten Marker wurden in der 9704-Population kartiert. Die Marker GZM008, GZMO059
und GZMO068 wurden in beiden Populationen untersucht. Insgesamt ergeben sich 33 Kkartierte
Mikrosatellitenmarker (Abb. 3.8). Auller auf Chromosom V111 kartiert auf allen Chromosomen
mindestens ein Mikrosatellit.

Auf den Chromosomen IV und VI zeigen sich Gruppen von Mikrosatellitenmarkern, die dicht
zusammen kartieren. Jedoch Kartiert kein Mikrosatellitenmarker ohne Rekombination zu einem
anderen Marker.

In der 9704-Population traten bei dem Elter ZR9-L22 teilweise Nullallele auf, so dal die Marker
GZMO008, GZM028, GZM029, GZMO078 und GZMO087 nur dominant ausgewertet werden
konnten.

In Tabelle 3.7 sind die kartierten Marker mit ihren Spaltungsverhéltnissen und den
dazugehdrigen x2-Werten aufgefiihrt. Es zeigt sich, dal? fast alle Marker auf den Chromosom 1V
und V signifikant von dem erwarteten Spaltungsverhéltnissen 1:2:1 bzw. 3:1 abweichen. Eine
Homozygotenklasse ist dort stark unterreprasentiert. Auch der Marker GZMO041 auf
Chromosom X zeigt eine &hnliche Abweichung von der erwarteten Spaltung. Eine
uberreprasentierte Heterozygotenklasse tritt bei einigen Marker von Chromosom IV in der 9502-
Population auf. Gleiches gilt fur den Marker GZM020 von Chromosom VII ebenfalls in der
9502-Population und den Marker GZM086 von Chromosom 11 in der 9704-Population.
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Tab. 3.7: Kartierte Marker in der 9502- und 9704-Population mit ihren Chromosomen-
positionen, Spaltungsverhaltnissen und y2-Werten, Marker die in beiden
Populationen kartiert wurden sind durch Fettdruck hervorgehoben
9502-Population 9704-Population
Marker Chr.  Spaltung  x2-Test Marker Chr.  Spaltung  x*Test
GZMO003 Vi 10:47:22  6,49** GZMO008 AV 90:29 0,03
GZMO008 AV 9:47:22  7,62** GZMO010 Vi 24:64:28 1,52
GZM014 Vi 15:43:20 1,46 GZMO028 IX 85:27 0,05
GZMO017 Vi 11:48:20 5,71* GZMO029 \Y 108:10 17,19***
GZMO020 VIl 15:50:12  7,10** GZM041 IX  48:49:20 16,49***
GZM024 IV 23:45:11  5,18* GZMO051 | 29:62:28 0,23
GZMO030 IV 10:54:15 11,28*** GZMO052 Vi 24:63:33 1,65
GZMO038 Il 23:35:15 1,88 GZMO059 \Y 6:55:55 41,71***
GZMO053 v 8:51:15 11,92*** GZMO068 \Y 7:52:60 49,10***
GZMO058 IV 10:53:14 11,34**** GZMO071 IV 25:67:28 1,78
GZMO059 V 26:46:5 14,38*** GZMO072 IV 20:57:26 187
GZMO060 Il 26:36:17 2,67 GZMO078 I 88:31 0,07
GZMO063 I 18:46:13 3,57 GZMO086 Il 19:74:22  9,63***
GZMO066 Vi 14:41:19 1,54 GZMO087 Vi 81:38 3,05*
GZMO068 V 25:42:1  6,48** GZM106 VIl 31:53:35 1,69
GZM091 I 16:42:21 0,95 GZMTO005 IV 20:69:29 4,76*
GZMT021 I 16:45:18 1,63 GZMTO009 IV 26:69:23 3,54
GZMTO014 I 24:45:23 0,07
GZMTO026 2 23:43:27 0,87

*, ok kkk ek Signifikante Abweichung von der erwarteten Spaltung (1:2:1 bzw. 3:1) bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,1, 0,05, 0,01 bzw. 0,005
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Abb. 3.8: Genetische Karte der Zuckerribenchromosomen I bis VII und IX mit 73
Referenz-RFLP-und STS-Markern und 33 integrierten Mikrosatelliten-
markern (GZM bzw.GZMT), graue Chr.: 9502-Population, schwarze
Chr.: 9704-Population (Seite 45 und 46)
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4 Diskussion

4.1 Markerentwicklung

4.1.1 Methode der Mikrosatellitenisolierung

Um einen funktionalen Mikrosatellitenmarker zu entwickeln, bendtigt man eine
Mikrosatellitensequenz mit ausreichend langen flankierenden Sequenzen zur Ableitung
spezifischer PCR Primer. Solche Sequenzen kann man beispielsweise dadurch erhalten, da man
oOffentliche Sequenzdatenbanken nach Mikrosatellitenmotiven durchsucht. Dieses VVorgehen fiihrt
schnell und kostenglinstig zu Mikrosatellitensequenzen. Fir die Zuckerriibe ist jedoch nur eine
sehr geringe Anzahl von genomischen Sequenzen in den Datenbanken vorhanden. Dadurch &Rt
sich nur eine sehr begrenzte Anzahl an Mikrosatellitensequenzen isolieren. Auf diesem Wege
wurden bereits einige wenige Zuckerriibenmikrosatelliten von GROBEN (1998) entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mikrosatelliten aus genomischen Phagenbanken isoliert.
Es wurde ein Phagenvektor benutzt, da in dieser Form die Banken einfacher und schneller zu
sichten sind als in Plasmidvektoren. AuRerdem wurden die zu ligierenden Fragmente auf Grole
selektiert. Dadurch entstanden Ligationsfragmente von durchschnittlich 900 bp. Bei dieser Grole
konnte meist die gesamte Nukleotidsequenz der Fragmente mit zwei Sequenzreaktionen erfalit
werden, so dal’ kein Subklonieren der Fragmente notwendig war.

Um die Anzahl zu sichtender Klone zu reduzieren, werden genomische Banken teilweise fir die
gesuchten Mikrosatellitenmotive angereichert. Sowohl eine Anreicherung vor als auch nach der
Klonierung ist moglich. Nach OSTRANDER et al. (1992) erfolgt die Anreicherung nach der
Klonierung tber zirkulére und einzelstrangige Phagemid DNA. Durch eine Polymerasereaktion
mit einem Primer aus dem Mikrosatellitenmotiv werden die gesuchten Molekule doppelstréngig.
Diese doppelstrangigen Phagemide werden dann selektiv propagiert. Andere Methoden zur
Anreicherungen nach der Klonierung basieren auf der Ausbildung von dreistréngigen DNA-
Komplexen (ITo et al. 1992, RIGAS et al. 1986).

Die Anreicherung vor der Klonierung geschieht meist uber PCR. Dabei werden zuerst alle
Fragmente durch die bekannten Sequenzen der anhéngender Adaptatoren amplifiziert. Die
Selektion der mikrosatelllitentragenden Fragmente kann anschlie3end tber eine Hybridisierung
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an membrangebundene Oligonukleotide erfolgen (KARAGYOZOV et al. 1993, EDWARDS et al.
1996). Eine andere Selektionsmethode arbeitet mit an Biotin gebundenen Oligonukleotiden, die,
nachdem sie mit den Mikrosatelliten hybridisiert wurden, tber Affinitdtschromatographie isoliert
werden (KANDPAL et al. 1994, KiJAS et al. 1994).

Die Nutzung angereicherter Banken birgt den Nachteil, dal ein mehr oder weniger hoher Anteil
der isolierten Mikrosatelliten redundant ist. Dies kann erst nach der Sequenzierung festgestellt
werden. Dadurch ergibt sich ein hoherer Sequenzieraufwand je funktionalem Marker. Aul3erdem
mussen standig die neu isolierten Nukleotidsequenzen sehr genau auf Redundanz zu bereits
bestehenden Mikrosatellitenmarkern gepruft werden. Diese Punkte kdnnen dazu fuhren, dafl3 der
geringere Aufwand fur die Sichtung der Bank durch erhéhten Sequenzieraufwand wieder
ausgeglichen wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden 6% redundante Mikrosatelliten isoliert. Dabei wurden die
hier verwendeten Banken nicht fir Mikrosatelliten angereichert. Das kleine Genom der
Zuckerriibe und damit eine relativ geringe absolute Anzahl an Mikrosatelliten konnte der Grund
fur diese Redundanz sein. Beim Weizen erwiesen sich mit dem gleichen Ansatz von 230
funktionalen Mikrosatellitenmarkern nur zwei als redundant (RODER et al. 1998).

Unter der Berticksichtigung dieser Ergebnisse ware die Nutzung von angereicherten Banken bei
der Zuckerrtbe, und eventuell auch bei anderen Pflanzenarten mit kleinen Genomen, sehr kritisch
zu sehen. Wahrscheinlich wirde sich keine hohere Zeit- und Kosteneffizienz bei der
Mikrosatellitenentwicklung ergeben.

4.1.2 Abundanzen der Mikrosatellitenmotive im Vergleich zu anderen

Pflanzenarten

Die Entwicklung von Mikrosatellitenmarkern ist im Vergleich zu anderen Markertypen sehr teuer
und aufwendig. Aus diesem Grund sind Vorinformationen tber die Haufigkeit der verschiedenen
Mikrosatellitenmotive im Genom von Vorteil. Dadurch kann der Isolierungsprozess optimiert
werden. Aulerdem kann daraus die potentiell zur Verfligung stehende Anzahl an
Mikrosatellitenmarkern ermittelt werden. Flr Projekte, in denen Mikrosatelliten in einer sehr

groBen Anzahl isoliert werden, sind solche Informationen sehr wichtig.
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Die Abschatzung der Abundanzen der einzelnen Motive geschah hier durch die Erfassung des
Anteils positiver Klone einer genomischen Bank. Die gewonnenen Ergebnisse werden im
Folgenden vergleichbaren Untersuchungen an anderen Objekten gegentbergestellt. AuRerdem
werden auch Befunde, die auf Datenbankrecherchen beruhen, mit einbezogen. Dabei muf
beachtet werden, dal? in diesen Datenbanken vorwiegend transkribierte Sequenzen vorhanden
sind, so dal? man hierbei nicht unbedingt auf die Haufigkeiten im Gesamtgenom schlieRen kann.

Fir die Mikrosatellitenmotive (GA)n und (GT)n wurden in dieser Arbeit Haufigkeiten von einem
Mikrosatelliten pro 225 kb im Genom von Beta vulgaris ermittelt. Daraus ergeben sich bei einer
haploiden GenomgroRe von 758 x 10° bp (ARUMUGANATHAN und EARLE 1991) etwa 3370
(GA)n- bzw. (GT)n-Mikrosatelliten im Genom von Beta vulgaris. Dabei mul} bericksichtigt
werden, daB es sich hierbei nur um eine sehr grobe Abschatzung handelt. Die Wahl der
Restriktionsenzyme  fur die genomischen Banken, die Insertgrole und die
Hybridisierungsbedingungen konnen diese Abschatzung entscheidend beeinflussen. Der Einfluf?
der Hybridisierungsbedingungen wurde von PANAUD et al. (1995) bei Reis genauer untersucht.
Ebenfalls bei Zuckerriibe fanden MORCHEN et al. (1996) gleiche Abundanzen fir (GA)» und
(GT)n in einer Plasmidbank. Bei Arabidopsis (BELL und ECKER 1994), Weizen (RODER et al.
1995), Gerste (LIU et al. 1996), Raps (LAGERCRANTZ et al. 1993, KRESOVICH et al. 1995) und
bei tropischen Baumen (CoNDIT und HuBBELL 1990) wurden ebenfalls dhnliche Haufigkeiten
beobachtet. Unterschiedliche Ergebnisse ergaben sich bei Tomate. So fanden ARESHCHENKOVA
und GANAL (1999) gleiche H&ufigkeiten wie bei Zuckerribe. Geringere Frequenzen von
Mikrosatelliten (alle 1200 kb) fanden dagegen BROUN und TANKSLEY (1996) in Phagenbanken
mit grof3en Insertionen bei Tomate. Griinde flr diese unterschiedlichen Ergebnisse liegen
wabhrscheinlich in den Isolierungsmethoden. Bei der Sichtung von genomischen Banken mit
kleinen Insertionen werden die Haufigkeiten in der Regel hoher geschatzt als bei grofien
Insertionen. Geringere H&ufigkeiten als bei Zuckerriibe fanden TARAMINO und TINGEY (1996)
bei Mais und SuN et al. (1998) bei Elymus. Hier sind die Isolierungsmethoden allerdings sehr
ahnlich mit denen bei Zuckerribe, so daR die Unterschiede wahrscheinlich allein auf den
Hé&ufigkeiten in den Genomen beruhen.

Unter den mikrosatellitentragenden Sequenzen war der Anteil an (GA)n- und (GT)n-
Mikrosatelliten in den hier beschriebenen Ergebnissen etwa gleich. Bericksichtigt man die
mehrfache Isolierung der Satelliten-DNA BamHI, dann wurden etwa 20% weniger (GT)n- als
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(GA)n-Mikrosatelliten isoliert. Auch in den oben zitierten Untersuchungen bei Zuckerriibe
(GROBEN 1998, MORCHEN et al. 1996) wurde ein hoherer Anteil an (GA)n-Motiven festgestellt.
Durch die geringe Anzahl an isolierten Klonen war in diesen Arbeiten eine sichere Abschétzung
der Verhaltnisse jedoch nicht mdglich. Aus Datenbankuntersuchungen (LAGERCRANTZ et al.
1993, MORGANTE und OLIVIERI 1993) ist bekannt, dal (GA)n-Mikrosatelliten in
Pflanzengenomen meist haufiger sind als (GT)n-Mikrosatelliten. Allerdings gibt es, wenn man die
Pflanzenarten einzeln betrachtet, Unterschiede. Das GA:GT Verhéltnis ist zum Beispiel bei
Weizen 5:3 (RODER et al. 1995), bei Reis 2:1 (Wu und TANKSLEY 1993) und Raps 5:1
(KREsoVICH et al. 1995). In etwa ausgeglichen ist es dagegen bei Tomate (BROUN und
TANKSLEY 1996) und Tabak (LAGERCRANTZ et al. 1993). In der Datenbankuntersuchung von
MORGANTE und OLIVIERI (1993) fanden sich keine Dinukleotid-Motive in codierenden Bereichen
des Genoms. Das (GA)n-Motiv war hauptsachlich in Introns und den 3'-untranslatierten
Bereichen vertreten. Es wurde nur ein (GT)n-Motiv in einem Intron gefunden. Man kann also
davon ausgehen, dall Dinukleotid-Mikrosatelliten fast ausschlieBlich in nichtcodierenden
Bereichen vorkommen.

Ganz anders sind die Haufigkeiten der verschiedenen Dinukleotid-Motive bei S&ugetieren. Dort
sind Mikrosatelliten etwa flinfmal haufiger als in Pflanzengenomen (LAGERCRANTZ et al. 1993).
Bei Sdugern ist das GT-Motiv das mit Abstand h&ufigste (MOORE et al. 1991). Es ist fast doppelt
so haufig wie das GA-Motiv und viermal haufiger als (AT)n. Dagegen kommt letzteres in den
Pflanzengenomen mit der grof3ten Frequenz vor (MORGANTE und OLIVIERI 1993), kann aber
wegen der Selbstkomplementaritat des Motivs bei der praktischen Mikrosatellitenisolierung nur
schwer eingesetzt werden (RAFALSKI et al. 1996, LAGERCRANTz et al. 1993).
Hybridisierungsmethoden fur dieses Motiv wurden von ERMAK et al. (1990) bei Gerste
dargestellt.

Das einzige in dieser Arbeit gefundene Trinukleotid-Motiv war (TGA)n. Mit den Motiven
(CCG)n und (AGA)n wurde zwar hybridisiert, es konnten aber keine bzw. nur eine
Mikrosatellitensequenz isoliert werden. Lediglich ein (AGA)n- Mikrosatellit wurde
zusammengesetzt mit einem (TGA)n-Motiv isoliert. Insgesamt ergibt sich eine Abschétzung der
Haufigkeit von Trinukleotid-Mikrosatelliten alle 527 kb und damit 1440 dieser Motive im
Genom. Es wird hier angenommen, dal? sich unter den positiven Phagenklonen auch das Motiv
(CCG)n befand.
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Es wurde wahrscheinlich keine Mikrosatellitensequenz mit diesem Motiv isoliert, weil es durch
den hohen GC-Gehalt der Klone zu Abbriichen der Sequenzierreaktion gekommen ist. Dadurch
wirden sich auch die vielen Ausfélle bei den Sequenzierreaktionen erkléren.

Das erklart aber nicht, daR nur ein (AGA)n-Motiv gefunden wurde. Letzteres deutet darauf hin,
daf3 dieses Motiv nur in einer sehr geringen Frequenz im Genom von Beta vulgaris vorkommt.
Ebenfalls keine positiven Klone flr dieses Motiv fanden SuN et al. (1998) in einer Phagenbank
von Elymus. Dies deckt sich nicht mit den Aussagen von MORGANTE und OLIVIERI (1993),
wonach das (AGA)n-Motiv nach (ATA)n das zweithdufigste Trinukleotid-Motiv in
Pflanzengenomen ist.

Das (CCG)n-Motiv trat in der Datenbankrecherche von MORGANTE und OLIVIERI (1993) mit
einer Frequenz von 5% bezogen auf alle Trinukleotid-Motive auf. Dagegen war es bei
Datenbankrecherchen fiir Mais (CHIN et al. 1996) mit 30% und fur Reis (AKAGI et al. 1996) mit
45% der Trinukleotid-Motive vertreten. In diesen Untersuchungen kam es sogar in einer hoheren
Frequenz als das (ATA)n-Motiv vor.

Wiederum in der Untersuchung von MORGANTE und OLIVIERI (1993) war das (TGA)n-Motiv
nicht unter den zehn haufigsten Trinukleotid-Motiven vertreten. Dagegen fanden DEPEIGES et al.
(1995) das (TGA)n-Motiv als zweithdufigstes nach (AGA)n in der Arabidopsis-Datenbank. Eine
Abschétzung der Frequenz des (TGA)n-Motivs in der vorliegenden Arbeit, ist aufgrund der
Probleme mit dem (CCG)n-Motiv nicht sicher moglich.

Bei MORGANTE und OLIVIERI (1993) zeigte sich, wie vom genetischen Code erwartet, dal} im
Gegensatz zu den Dinukleotid-Motiven die Trinukleotid-Motive haufig (30%) in codierenden
Sequenzen vorkommen. Die anderen 70% fanden sich meist im 5'-flankierendem Bereich oder in
Introns. In Datenbanksequenzen des Menschen fanden EDWARDS et al. (1991) nur Trinukleotid-
Motive in codierenden Sequenzen, aber keine Tetranukleotid-Motive.

Im Vergleich von positiven Dinukleotid- und Trinukleotid-Motiv Phagenklonen zeigte sich, dafd
die Dinukleotid-Motive fast zweieinhalbmal haufiger im Genom vorkommen als die Trinukleotid-
Motive. MA et al. (1996) fanden in einer Phagenbank von Weizen im Vergleich zu (GA)» und
(GT)n um eine Zehnerpotenz niedrigere Frequenzen fur die Trinukleotid-Motive (AGA)n und
(TGT)n. Dagegen fanden BROUN und TANKSLEY (1996) in ihrer genomischen Bank von Tomate
die Motive (ATA)n und (CGC)n in fast der gleichen Haufigkeit wie die Dinukleotid-Motive.
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Nach MORGANTE und OLIVIERI (1993) ist (TA)n das haufigste Dinukleotid-Motiv und (ATA)n
das héufigste Trinukleotid-Motiv in Pflanzengenomen. Dies wird in der vorliegenden Arbeit
dadurch bestétigt, dal? zuféllig zwei Marker mit diesen Motiven gefunden wurden. AuBerdem
sind die Hélfte der zusammengesetzten Dinukleotid-Motiv-Marker mit (TA)» und 2/3 der
Trinukleotid-Motiv Marker mit (ATA)n verbunden. Ebenfalls einen hohen Anteil von mit dem
(TA)n-Motiv zusammengesetzten Dinukleotid-Mikrosatelliten fanden CHASE et al. (1996) in
Pithecellobium elegans.

Weitere Methoden zur Ermittlung der Abundanzen und Verteilungen verschiedener
Mikrosatelliten in Genomen sind DNA-Fingerprints und in-situ-Hybridisierung.

Bei den DNA Fingerprints wird genomische DNA mit einem Restriktionsenzym verdaut und
dann durch eine Southern-Hybridisierung mit den Mikrosatellitenmotiven hybridisiert. Anhand
der Signalintensitat und -verteilung kann auf das Vorkommen und die Verteilung der
verschiedenen Motive geschlossen werden. In einer Untersuchung bei Zuckerriibe von SCHMIDT
et al. (1993) ergab das Motiv (GTG)s zum Beispiel einen sehr kraftigen Schmier. Daraus wurde
auf eine hohe Abundanz und eine gleichmaRige Verteilung geschlossen. Diese hohe Abundanz
konnten sowohl MORCHEN et al. (1996) als auch GROBEN (1998) nicht bestatigen.

Die in-situ-Hybridisierung bietet als einzige Methode die Mdglichkeit, die genauere Verteilung
der Mikrosatelliten im Genom zu untersuchen. Dabei mul} jedoch beachtet werden, dal3 die in
gtu entstehenden Hybridisierungsmuster auch durch groRere repetitive Elemente und sehr grofRe
Mikrosatelliten entstehen kdnnen. Diese sind fur die Markerentwicklung jedoch ohne Bedeutung.
Bei in-situ-Hybridisierungen auf Zuckerriibenchromosomen von ScHMIDT und HESLOP-
HARRISON (1996a) zeigten die Motive (AT)n, (GA)n und (GGAT)n eine relativ gleichmaiige
Verteilung tber die Chromosomen. Dagegen waren die Motive (GT)n, (GATA)n und (CAC)n in
der Zentromerregion stérker geklustert.

4.1.3 Effizienz der Markerentwicklung

Eine effiziente Markerentwicklung ist, wie oben bereits angesprochen, aus Kosten und
Zeitgrunden wichtig. Unter diesem Aspekt soll die hier angewendete Methodik mit anderen

Untersuchungen verglichen werden.



Diskussion 53

In 55% (187 von 339) der positiven Dinukleotid-Motiv-Plasmidklone wurde durch Sequenzieren
eine Mikrosatellitensequenz gefunden. Bei den Trinukleotid-Motiv-Klonen war das in 31% (30
aus 96) der Fall. Die Klone, bei denen kein Mikrosatellit gefunden wurde, sind entweder falsch
positiv, oder der Mikrosatellit liegt genau in der Mitte der Insertion und diese ist so grof3, daf3
der Mikrosatellit durch eine Sequenzierreaktion von jeder Seite nicht erreicht wurde. Die
Ausbeute war innerhalb der Trinukleotid-Motive wesentlich geringer als bei den Dinukleotid-
Motiven. Bei vielen Trinukleotid-Klonen war eine Sequenzierung nicht erfolgreich. Dies kdnnte,
wie bereits angesprochen, an dem (CCG)n-Motiv liegen. Da es sich bei solchen Mikrosatelliten
um GC-reiche Regionen handelt kann es zu St6rungen in der Sequenzierreaktion kommen.

Bei gleichen Isolierungsmethoden hatten RODER et al. (1998) bei Weizen in 64% der Klone
Mikrosatellitensequenzen erhalten. Es ist dehalb zu fragen, ob die bei der Zuckerriibe angestrebte
und erhaltene durchschnittliche Insertionsgréfie der genomischen Banken von 900 bp wirklich
optimal ist. Im Fall von kleineren Insertionen wurde der Anteil der Klone, bei denen der
Mikrosatellit durch die Sequenzierreaktion nicht erreicht wird, verringert. Gleichzeitig besteht
dann jedoch die Gefahr, daf? die Klone zu klein werden und sich der Anteil der Mikrosatelliten,
die zu nah an der Klonierungsstelle liegen, erhoht (RAFALSKI et al. 1996). Aullerdem miif3ten
mehr Klone gesichtet werden, um den gleichen Genomanteil zu erfassen.

Um die Anzahl an Sequenzierreaktionen mdoglichst gering zu halten, wurde von PANAUD et al.
(1996), BRYAN et al. (1997) und HUANG et al. (1998) eine PCR-Vorsichtung der positiven
Klone durchgefiihrt. Fur jedes Motiv sind fiinf PCR-Reaktionen je Klon und Motiv notwendig.
Zwei der dabei verwendeten Primer sitzen jeweils links und rechts von der Insertion auf dem
Vektor. Die anderen beiden Primer bestehen jeweils aus dem komplementaren
Mikrosatellitenmotiv am 3'-Ende und einer Ankersequenz am 5'-Ende. Durch diese Vorsichtung
lait sich die Position des Mikrosatelliten in der Insertion genau bestimmen. Somit kdnnen Klone
ohne Mikrosatellliten, mit einem zu weit entfernten oder zu nah an der Klonierungsstelle
liegendem Mikrosatelliten oder einem zu kurzen oder zu langen Mikrosatelliten ausselektiert
werden.

In dieser Arbeit muten die zu langen, zu kurzen und die zu nah an der Klonierungsstelle
liegenden Mikrosatelliten nach der Sequenzierung ausselektiert werden. Als zu kurz wurden
Mikrosatelliten angesehen, wenn sie weniger als zehn Wiederholungseinheiten aufwiesen.
Untersuchungen beim Menschen (WEBER 1990) haben gezeigt, daR Dinukleotid-Mikrosatelliten
mit zehn oder weniger Wiederholungseinheiten keinen oder nur einen sehr geringen

Polymorphiegrad aufweisen.
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Der Anteil der Mikrosatelliten, die zu nah an der Klonierungsstelle liegen ist bei den
Trinukleotid-Motiven (27%) wesentlich héher als bei den Dinukleotid-Motiven (11%). Dies kann
darauf zurtickgefuhrt werden, dal? das (TGA)n-Motiv der Schnittstellensequenz (GATC) der hier
verwendeten Enzyme Sau3A und Mbol dhnlich ist. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit hoher,
dal sich eine Schnittstellensequenz direkt neben oder in dem Mikrosatelliten befindet.

Es wurden bei den Dinukleotid-Mikrosatelliten 29 (16%) Duplikate gefunden. Duplikate
bedeutet hier, die flankierenden Sequenzen der Mikrosatelliten zeigten Homologien gréRer 90%
zueinander. Ob es sich hierbei wirklich um Duplikate oder um langere DNA-Elemente, die in
grolRer Kopienzahl im Genom vorkommen, handelt kann nicht sicher gesagt werden. Der
Homologiegrad der Duplikate schwankte zwischen 90% und 100%. In einem grol3eren Projekt
zur Isolierung von Reismikrosatelliten wurden die isolierten (GA)n-Klone ebenfalls auf
Redundanzen gepriift (CHEN et al. 1997). Dabei fanden sich in einer mit dem Restriktionsenzym
Tsp509 hergestellten Bank 20% Duplikate. Dagegen waren es in einer Bank aus gescherten
Fragmenten nur 7%.

Durch das kleine Genom von Reis und auch von Zuckerriibe und die relativ geringen
Abundanzen der Mikrosatelliten ist die absolute Anzahl nur relativ begrenzt. Im Vergleich zur
Zuckerrlibe enthdlt das Weizengenom etwa das zwanzigfache an (GA)n- oder (GT)n-
Mikrosatelliten (RODER et al. 1995). Bei der Isolierung der Reismikrosatelliten und
wahrscheinlich auch bei den hier dargestellten Zuckerribenmikrosatelliten kam es durch die
Nutzung nur eines Restriktionsenzyms und die GroRenselektion der Fragmente zu einer
Selektion bestimmter Genombereiche. Um also die Wahrscheinlichkeit der doppelten Isolierung
von Mikrosatelliten zu vermeiden, sollten grundsétzlich die genomischen Banken mit
verschiedenen Restriktionsenzymen oder gescherten DNA-Fragmenten hergestellt werden
(RAFALSKI et al. 1996). Diese Aussage gilt um so mehr, je Kleiner das vorliegende
Pflanzengenom ist bzw. wenn die Mikrosatellitenabundanzen relativ gering sind. In Banken aus
gescherten DNA-Fragmenten tritt jedoch das Problem auf, dal} chimare Klone nicht erkannt
werden konnen. Aullerdem zeigen Erfahrungen, da DNA hdufig in Mikrosatellitensequenzen
geschert wird (M. GANAL, pers. Mitteilung).

Es wurden 21 (GT)n-Klone isoliert, die homolog zu der Satelliten DNA “BamHI” (SCHMIDT et
al. 1991) waren. Um Mikrosatelliten als PCR-Marker nutzen zu konnen, missen die
flankierenden Sequenzen spezifisch fir einen Locus sein. Da dies bei der Satelliten-DNA nicht
der Fall ist, kdnnen diese Sequenzen nicht zur Markerentwicklung genutzt werden. Bei
MORCHEN et al. (1996) und GROBEN (1998) waren jeweils 70% bzw. 90% der isolierten (GT)n-
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Mikrosatelliten homolog zu der Satelliten DNA. Dagegen waren es in dieser Arbeit nur etwa
23%. Ein Grund dafiir konnte sein, daf sich in der Satelliten-DNA drei Schnittstellensequenzen
fr die hier verwendeten Enzyme befinden. Davon befindet sich eine Schnittstelle am Anfang der
Sequenz, eine an Basenposition 231 und die dritte am Ende an Position 308. Dadurch wurden die
Satellitensequenzen in Fragmente kleiner als 300 bp zerschnitten. Durch die GréRenselektion der
Fragmente von 500 bis 1000 bp, die bei den meisten Banken durchgefiihrt wurde, wurden diese
Fragmente groBtenteils nicht kloniert. Dagegen enthélt die Sequenz der Satelliten-DNA keine
Schnittstellen fur die Enzyme, die von MORCHEN et al. (1996) und GROBEN (1998) verwendet
wurden.

Um die Isolierung dieser Satelliten-DNA vollstandig zu vermeiden, wére bei der Isolierung eine
zusatzlich Hybridisierung der positiven Klone mit der betreffenden Sequenz maglich. Dadurch
konnten die homologen Klone ausselektiert werden.

Fir 85 Dinukleotid- und 17 Trinukleotid-Marker konnten Primer in den flankierenden Sequenzen
gesetzt werden. Die Primerpaare wurden an der Linie ZR9-01, aus der die Banken erstellt
wurden, getestet. Dabei ergaben 72% der Dinukleotid- und 59% der Trinukleotid-Marker das
erwartete Fragment. Die anderen Marker amplifizierten entweder kein Produkt oder sie ergaben
einen unspezifischen Schmier. Die Ausbeute an funktionalen Markern war bei den Dinukleotid-
Motiven hoher. Beim Weizen war der Anteil funktionaler Marker mit 32 bis 67% (RODER et al.
1998, MA et al. 1996) wesentlich geringer. Eine Effizienz von 67% konnte bei RODER et al.
(1998) erst durch einen Pstl-Vorverdau bei der Erstellung der genomischen Bank erreicht
werden. Ebenfalls sehr geringe Ausbeuten an funktionalen Markern ergaben sich bei Arabidopsis
thaliana (28%) (DEePEIGES et al. 1995) und Reis (31%) (AKAGI et al. 1996, PANAUD et al. 1996).
Liu et al. (1996) benutzten ein “touchdown” PCR-Profil und optimierten die PCR Bedingungen
(Primersequenz, Anlagerungstemperatur und MgCl,-Konzentration) fiir jeden Marker soweit,
daf? diese gut funktionierten. Wu und TANKSLEY (1993) stellten fest, dal? 24 Basen lange Primer
eine spezifischere Amplifikation als 20-22 Basen lange Primer ergeben. Eine Optimierung der
PCR-Bedingungen flir jeden Marker wurde hier nicht vorgenommen. Die Marker sollen unter
Standardbedingungen in der Routine eingesetzt werden. Dabei ist ein spezifisches PCR-Protokoll
fur jeden einzelnen Marker unpraktikabel. Im Vergleich zeigt sich bei den Ergebnissen der
Zuckerriibe eine sehr hohe Ausbeute an funktionalen Markern. Ein Grund dafir konnte die
vorherige Selektion gegen Duplikate sein. Wenn man annimmt, daf3 es sich dabei teilweise auch
um “multicopy” DNA-Elemente handelt, wurden hierbei Marker ausselektiert, die spéater
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vermutlich eine unspezifische Amplifikation gezeigt hatten. AuBerdem ist durch das
vergleichsweise kleine Genom der Zuckerribe der Anteil an “single copy” DNA hoher, so dal
wahrscheinlich der Anteil an spezifischen Sequenzen, die isoliert wurden, grofier ist.

4.2 Charakterisierung

Die Charakterisierung von Mikrosatelliten kann aus unterschiedlichen Grinden von Interesse
sein. Unterschiede in Struktur und GroRRe sowohl zwischen Pflanzenarten als auch zum Tierreich
und zum Menschen sind von Interesse. Durch diese Unterschiede lai3t sich eventuell auf die
Funktion und Entstehung der Mikrosatelliten schliel3en, tber die man zur Zeit noch wenig weil?.
Aulerdem gibt es durch einige Untersuchungen im Tier- und Pflanzenreich Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen Struktur, GréRe und dem Polymorphiegrad der Mikrosatelliten.

Nach der Definition von WEBER (1990) lassen sich Mikrosatelliten in einfache perfekte, einfache
imperfekte, zusammengesetzte perfekte und zusammengesetzte imperfekte einteilen. Bei den
funktionalen Zuckerriibenmikrosatelliten waren 65% der Dinukleotid-Motiv Marker und 80%
der Trinukleotid-Motiv Marker imperfekt. Zusammengesetzt waren 42 bzw. 60% der Marker.
Auch MORCHEN et al. (1996) fanden &hnlich Prozentsatze an imperfekten Dinukleotid-
Mikrosatelliten. Dort waren 45% Dinukleotid- und 55% Trinukleotid-Motive imperfekt. Die
Dinukleotid-Motive waren allerdings nur zu 27% und die Trinukleotid-Motive zu 22%
zusammengesetzt. Im Menschen- und Mausgenom betrdgt der Anteil zusammengesetzter
Mikrosatelliten etwa 10% WEBER (1990).

Die meisten (GA)n-Mikrosatelliten sind einfach (60%). Von den einfachen wiederum ist der
groRte Teil imperfekt. Der hohe Anteil an einfachen (GA)n-Mikrosatelliten wurde bereits in
vielen anderen Pflanzenarten beobachtet (MA et al. 1996, BELL und ECKER 1994, MORGANTE und
OLIVERI 1993).

Beim (GT)n-Motiv sind dagegen die Hélfte (52%) der Mikrosatelliten zusammengesetzt und
imperfekt. Auch hier wird die haufig zusammengesetzte Struktur durch viel andere
Untersuchungen bestétigt (MA et al. 1996, BELL und ECKER 1994, CONDIT und HUBBELL 1991,
EsToup et al. 1993, WEBER und MAY 1989). Ein hohen Anteil an imperfekten (GT)n-
Mikrosatelliten fanden auch TARAMINO und TINGEY (1996) bei Mais.
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Das (TGA)n-Motiv kommt bis auf einen Marker immer in zusammengesetztem Zustand vor.
Davon sind wiederum die meisten imperfekt. Bei MA et al. (1996) waren bei Weizen ebenfalls
nur etwa 30% der Trinukleotid-Motiv Marker einfach und perfekt. Dagegen waren bei Mais
(TARAMINO und TINGEY 1996) alle einfach und perfekt. Ein Grund fur den hohen Anteil
imperfekter (TGA)n-Mikrosatelliten konnte die geringere Hybridisierungsstringenz bei der
Isolierung gewesen sein.

Insgesamt stimmen die hier gemachten Beobachtungen Uber die Struktur wvon

Zuckerriibenmikrosatelliten mit denen aus anderen Pflanzenarten tberein.

Fur die Zuckerriibe wurden in dieser Arbeit sehr lange Mikrosatelliten, mit bis zu 103
Wiederholungseinheiten, isoliert. MA et al. (1996) und RODER et al. (1995) fanden beim Weizen
Dinukleotid-Mikrosatelliten mit maximal 36 bzw. 40 Wiederholungseinheiten. Dies entspricht der
hier gefundenen durchschnittlichen Anzahl an Wiederholungseinheiten.

Die (TGA)r-Motive sind dabei als einfache Mikrosatelliten im Durchschnitt etwas kiirzer als die
Dinukleotid-Motive. Im zusammengesetztem Zustand ist es genau umgekehrt. Dadurch, dal? das
(TGA)n-Motiv dann immer mit sehr vielen Wiederholungseinheiten des (ATA)n-Motivs
verbunden ist, ergeben sich sehr lange Mikrosatelliten. Innerhalb der Dinukleotid-Motive sind die
(GA)n-Mikrosatelliten in einfachen Zustand im Durchschnitt die langsten. Dadurch, dal3 die
(GT)n-Mikrosatelliten haufig mit sehr langen (AT)s-Motiven verbunden sind, ergeben sie in der
Klasse der zusammengesetzten Mikrosatelliten im  Durchschnitt die  meisten
Wiederholungseinheiten.

Allgemein kann gesagt werden, daf die vergleichsweise hohe Anzahl an Wiederholungseinheiten
der hier isolierten Mikrosatelliten aus den zusammengesetzten, haufig mit (AT)n und (ATA)n
kombinierten, und damit sehr langen Mikrosatelliten resultiert. MORGANTE und OLIVERI (1993)
fanden bei Pflanzen in Datenbanksequenzen im Durchschnitt l&ngere (TA)n- als (GA)n-
Mikrosatelliten. Unter den hier isolierten Sequenzen befinden sich aber auch kurze einfache
Mikrosatelliten. Diese haben nur eine durchschnittliche Anzahl von 15 und 24
Wiederholungseinheiten. Fir die Markerentwicklung ist diese L&nge gut geeignet. Damit waren

die hier gewahlten Stringenzen bei der Hybridisierung optimal gewahlt.
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4.3 Polymorphiegrad

Das wohl wichtigste Kriterium fur die Qualitat eines Markers ist dessen Polymorphiegrad. Dabei
kann man zum einen die hier entwickelten Mikrosatelliten untereinander als auch mit anderen
Markertypen vergleichen.

Zum anderen konnen die hier detektierten Polymorphismen mit denen in anderen Pflanzenarten
verglichen werden. Dabei spielt naturlich eine Rolle, inwieweit die daflir herangezogenen

Genotypenstichproben die entsprechende Gattung oder Spezies représentieren.

Alls Kriterien fur den Polymorphiegrad werden hier die Anzahl auftretender Allele und der PIC-
Wert betrachtet. Erstmals genutzt wurde der PIC-Wert eines Markers in der Humangenetik von
BoOTSTEIN et al. (1980). Hier wurde der PIC-Wert nach einer vereinfachten Formel von
ANDERSON et al. (1993) berechnet.

Von den funktionalen Dinukleotid-Motiv-Markern waren 11% monomorph, das heif3t sie
amplifizierten in allen 23 Genotypen ein Fragment gleicher GroRe. Bei den Trinukleotid-Motiv
Markern zeigten alle funktionalen Marker Polymorphismus. Damit ist der hier gefundene Anteil
polymorpher Marker gréier als bei GROBEN (1998), bei dem 64% der Marker Polymorphismus
zeigten. Einen Anteil von 12% monomorpher Dinukleotid-Marker publizierten auch BRYAN et
al. (1997) beim Weizen. Getestet wurden dort 49 Marker an zehn Genotypen. Dagegen waren in
20 Apfelsorten alle 17 Mikrosatelliten polymorph (GIANFRANCESCHI et al. 1998). Beim Test von
neun Dinukleotid- und einem (ATA)n-Mikrosatelliten an zehn Tomatengenotypen waren bei
BROUN und TANKSLEY (1996) nur der (ATA)n- und ein (GA)n-Mikrosatellit polymorph. In der
Untersuchung von ARESHCHENKOVA und GANAL (1999), ebenfalls bei Tomate, waren jedoch nur
zwei von 20 Mikrosatellitenmarkern monomorph.

Bei der Betrachtung der polymorphen Marker zeigt sich bei der durchschnittlichen Anzahl von
Allelen je Marker kein Unterschied zwischen den Dinukleotid- und Trinukleotid-Mikrosatelliten.
Die Anzahl von Allelen variierte zwischen 2 und 13 und betrug im Durchschnitt 4,9. Die hier
eingesetzten Genotypen reprasentieren das in der Zichtung der KWS Saat AG eingesetzte
genetische Material. Es sind keine Wildformen in dem Sortiment vorhanden. Ausnahme ist die
Linie ZR9-22, die einen Genomanteil von etwa 30% der Subspezies B. maritima tragt.
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Ahnliche Werte finden sich bei Arabidopsis thaliana mit durchschnittlich 4,1 Allelen bei 33
Markern und sechs Genotypen (BELL und ECKER 1994) und Brassica mit 5,3 Allelen bei vier
Markern in drei Spezies (LAGERCRANTZ et al. 1993). Die Ergebnisse sind nur eingeschrankt
vergleichbar, da es sich bei Arabidopsis um kein ziichterisch eingeschranktes Material handelt
und bei Brassica mit den Spezies B. napus, B. rapa, B. oleracea und B. nigra ein sehr breites
Spektrum an Genotypen untersucht wurde. Geringer war die durchschnittliche Anzahl Allele mit
2,7 bei elf Gerstengenotypen und zehn Mikrosatelliten (BECKER und HEUN 1995) und Mais mit
3,5 bei acht Genotypen und sechs Markern (SENIOR und HEUN 1993). Bei der
Gerstenuntersuchung handelte es sich bei den untersuchten Genotypen um kommerzielle Sorten,
die den gesamten Bereich der Gerstenzlichtung abdecken. Hoher war die durchschnittliche
Anzahl Allele mit 7,0 bei drei Sojabohnenmikrosatelliten in 43 Genotypen (AKKAYA et al. 1992)
und beim Weizen mit 6,2 in 20 Sorten und 23 Markern (PLASCHKE et al. 1995). Diese beiden
Untersuchungen sind sehr gut mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbar. Bei der Sojabohne
handelt es ich um eine Auswahl aus dem nordamerikanischen Zuchtmaterial und finf
Wildgenotypen (Glycine soja). Die Weizenuntersuchung beinhaltete europdische und deutsche
Sorten. AuRerdem wurden zwei chinesische Sorten und Triticum aethiopicum aus Athiopien mit
untersucht. Einen Uberblick (iber die zitierten Untersuchungen gibt Tabelle 4.1.

Tab. 4.1: Referenzen zum Polymorphiegrad von Mikrosatellitenmarkern in verschiedenen
Pflanzenarten und mit verschiedenen Mikrosatellitenmotiven, mit den Anzahlen
untersuchter Genotypen und Marker und dem Mittelwert (x ) der detektierter
Allele je Marker

Anzahl
Referenz Pflanzenart Motive Genotypen Marker X
Allele

AKKAYA et al. 1992 Sojabohne  (TA)n, (GT)n, (TAA)n 43 3 7,0
BELL und Ecker 1994 A. thaliana (GA)n, (TA)n, (A)n 6 33 4.1
BECKER und HEUN 1995  Gerste (TA)n, (GT)n, div. 11 10 2,7
LAGERCRANTZ et al. 1993 Brassica (GA)N, (GT)n 3 4 53
PLASCHKE et al. 1995 Weizen (GA)N, (GT)n 20 23 6,2

SENIOR und HEUN 1993 Mais (GAN 8 6 3,5
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Bei sieben Zuckerriibenmikrosatelliten mit Dinukleotid-Motiven traten in der vorliegenden Studie
bei 1 bis 15 Genotypen sogenannte Nullallele auf. Diese Nullalele konnen durch
Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen an einer der Primerbindungsstellen entstehen
(DEvos et al. 1995). Da es sich bei dem hier untersuchten Zuckerriibenlinien um friihe
Inzuchtgenerationen handelt, ist die Frequenz der Nullallele wahrscheinlich noch unterschétzt,
weil diese nur in homozygotem Zustand detektiert werden kdnnen. Einen sehr hohen Anteil von
72% Markern mit Nullallelen hatten GIANFRANCESCHI et al. (1998) bei verschiedenen
Apfelsorten. Beim Mais (TARAMINO und TINGEY 1996) traten in 5% der Genotypen Nullallele
auf. Beim Weizen zeigten drei von 23 Mikrosatelliten (PLASCHKE et al. 1995) in einigen
Genotypen Nullallele. Einen EinfluR auf das Auftreten von Nullalelen kdnnte die Auswahl des
Genotyps, aus dem die Mikrosatelliten isoliert wurden, haben. Dabei sollte dieser Genotyp eine
enge Verwandtschaft zu dem genetischen Material zeigen, in dem die Marker spater
hauptséchlich eingesetzt werden. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit, dafl? es Unterschiede in den
flankierenden Sequenzen gibt, am geringsten.

Es konnte bei den Zuckerriibenmikrosatelliten kein Zusammenhang zwischen dem
Polymorphiegrad und der Anzahl der Wiederholungseinheiten eines Mikrosatelliten, dem
Mikrosatellitenmotiv oder dessen Struktur festgestellt werden.

Beim Menschen konnte WEBER (1990) zeigen, dall bei weniger als 10-12
Wiederholungseinheiten der Polymorphismus sehr gering ist. Eine &hnlich Tendenz zeigte sich
auch bei Reis (Wu und TANKSLEY 1993). Aullerdem ergab sich bei Tomate (SMULDERS et al.
1997) ab 12 Wiederholungseinheiten eine positive Beziehung zwischen der Anzahl der
Wiederholungseinheiten und dem Polymorphiegrad. PLASCHKE et al. (1995) und BRYAN et al.
(1997) fanden bei Weizenmikrosatelliten zwischen dem Polymorphiegrad und der Anzahl an
Wiederholungseinheiten eine Korrelation von 0,55 (P<0,05) und 0,61 (P<0,001). Keine
eindeutige Beziehung zwischen diesen beiden Faktoren fanden BELL und ECKER (1994) bei
Arabidopsis thaliana. AulRer bei WEBER (1990) wurde jedoch in allen Untersuchungen eine
kritische Grenze fiir die minimale Grof3e eines Mikrosatelliten festgelegt. Diese lag in der Regel
bei 10-12 Wiederholungseinheiten. Daraus ist zu schlieBen, dall unter zehn
Wiederholungseinheiten der Polymorphiegrad geringer ist. Da in der vorliegenden Arbeit nur drei
Zuckerriibenmikrosatelliten mit weniger als zehn Wiederholungseinheiten analysiert wurden, ist

diese kritische Grenze nicht zu erkennen.
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Einen Zusammenhang zwischen Polymorphismus und dem Mikrosatellitenmotiv fanden BELL und
ECKER (1994). In ihrer Untersuchung bei Arabidopsis thaliana war von 18 (GT)n-
Mikrosatellitenmarkern nur einer polymorph. Dagegen waren es beim (GA)n-Motiv 25 von 37.
Gleichzeitig zeigten die meisten (GT)n-Mikrosatelliten eine zusammengesetzte Struktur und
waren schwer zu amplifizieren. Die (GA)n-Mikrosatelliten waren alle einfach. Keinen Effekt des
Motives auf den Polymorphiegrad konnten BRYAN et al. (1997) bei Weizenmikrosatelliten

feststellen.

Imperfekte Mikrosatelliten sind beim Menschen weniger polymorph als perfekte (WEBER 1990).
Die gleiche Beobachtung machten auch TARAMINO und TINGEY (1996) beim Mais.

Allgemeine Aussagen konnen uber diese Zusammenhéngen wohl nicht gemacht werden. Dazu
mul} jede Pflanzenart einzeln betrachtet werden. Bei den einzelnen Pflanzenarten sind jedoch
meist nicht genug Mikrosatellitenmarker publiziert und untersucht, um eine endgultige Aussage

treffen zu konnen.

Fur den PIC-Wert konnten hier keine Unterschiede zwischen Dinukleotid- und Trinukleotid-
Mikrosatellitenmarkern festgestellt werden. Zum gleichen Ergebnis kamen BRYAN et al. (1997)
bei Weizen und TARAMINO und TINGEY (1996) bei Mais.

Im Durchschnitt zeigten die polymorphen Zuckerribenmikrosatellitenmarkern in der
vorliegenden Untersuchung einen PIC-Wert von 0,58 (0,17-0,86). Fast die gleichen Werte erhielt
GROBEN (1998) ebenfalls bei Zuckerribe.

Hoch waren die PIC-Werte mit durchschnittlich 0,87 bei der Sojabohne (RONGWEN et al. 1995).
Die durchschnittlichen Werte betrugen bei Apfel 0,78 (GIANFRANCESCHI et al. 1998) und bei
Mais 0,76 (TARAMINO und TINGEY 1996). Beim Reis ergaben sich PIC-Werte im Mittel von
0,69 (PANAUD et al. 1996) und beim Weizen 0,63 (RODER et al. 1995). Diese Untersuchungen
zeigen, daR die PIC-Werte bei der Zuckerriibe vergleichsweise gering sind. Dabei muf3 jedoch
beachtet werden, dal3 diese MaRzahl extrem vom untersuchten Pflanzenmaterial abhéngig ist.
Zum einen wurde hier nur Zuchtmaterial einer Firma untersucht. Auerdem besteht eine sehr
enge genetische Basis, auf der sich das allgemeine Zichtungsmaterial bei der Zuckerriibe
aufbaut. Dadurch wéren diese geringen PIC-Werte zu erklaren. In der vorliegenden
Untersuchung wurden ja keine Genotypen anderer Subspezies mit einbezogen.

Die Klusteranalyse zeigt eine sehr gute Differenzierung zwischen den untersuchten Linien. Durch
den hohe Polymorphiegrad der Mikrosatellitenmarker ist die genetische Ahnlichkeit zwischen
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den Genotypen gering. Sie betrdgt im Durchschnitt 0,27. Es werden klar die genetischen
Beziehungen zwischen den Linien aufgezeigt. Die Linie ZR9-22 trégt einen Genomanteil von 20-
30% der Subspezies B. maritima. Das wird deutlich bestétigt, da diese Linie ganz aufl3erhalb der
anderen Gruppierungen liegt. Die Linie ZR9-L16 wurde aus einer Kreuzung der Linie ZR9-L05
mit einer hier nicht untersuchten Linie entwickelt. Die enge Verwandtschaft zwischen diesen
beiden Linien wird durch eine hohe genetische Ahnlichkeit bestatigt. Auch zeigen sich
Gruppierungen von multigermen und monogermen Genotypen. Die Linien ZR9-03, -04, -20 und
-23 stammen aus nordamerikanischem Zuchtmaterial, das auf offentliche Stdmme des USDA
(United States Department of Agriculture) zuriickgeht. Auch diese Linien zeigen eine
Gruppierung innerhalb des Dendrogrammes.

Die Nutzung von Mikrosatelliten zur Charakterisierung und Identifizierung von genetischem
Material ist bereits bei vielen verschiedenen Kulturpflanzen dargestellt worden. Einige Beispiele
sind in Tabelle 4.2 gegeben.

Tab 4.2: Publikationen tber die Nutzung von Mikrosatellitenmarkern zur Charakter-
isierung und ldentifizierung von genetischem Material, mit den Angaben zur
Kulturart, der Anzahl untersuchter Genotypen (n G), der Anzahl verwendeter
Marker (n M), dem verwendeten Koeffizienten fiir die genetische Ahnlichkeit
(GS) und der mittleren (x ) GS.

Referenz Kulturart nG nM  GS-Koeffizient x GS
PLASCHKE et al. 1995 Weizen 41 23  NElund L11979 0,31
DiwAN und CREGAN 1997  Sojabohne 36 20 eigener Koeff. 0,39
RUsSEL et al. 1997b Gerste 18 13 Nelund L11979  0,93-0,45
JARRET et al. 1997 Wassermelone 33 7 JACCARD 1908 0,49
STRUSs und PLIESKE 1998  Gerste 163 15 Nelund Li11979 0,27

RIVERA et al. 1999 Kokos 20 41  simple matching -




Diskussion 63

4.4 Markervergleich

Molekulare Marker werden unter anderem zur genetischen Kartierung, zur markergestitzten
Selektion oder fur Fingerprint-Untersuchungen zur Bestimmung der genetischen Diversitat
genutzt.

Fur diese Fragestellungen werden in der Praxis verschiedene molekulare Markertypen
eingesetzt. Der erste, bereits in den 80er Jahren stark genutzte Markertyp waren die RFLP-
Marker (BOTSTEIN et al. 1980, BECKMANN und SOLLER 1983). Durch diese Methode werden
Polymorphismen in Restriktionsschnittstellen oder grofiere Deletionen und Insertionen detektiert.
RFLP-Marker sind codominant und multiallelisch. GroBe Nachteile sind die radioaktive
Detektion und daR eine relativ groRe Menge an hochqualitativer DNA benétigt wird.

Durch die Einflihrung der PCR-Technik (polymerase chain reaction) (MuLLIS et al. 1986) kamen
zunéchst Markertypen wie RAPD- (WILLIAMS et al. 1990) und AFLP-Marker (ZABEAU and VOS
1993) hinzu.

RAPD-Polymorphismen resultieren aus Verénderungen an den Bindungsstellen der Primer.
Vorteile sind die einfache und universelle Anwendung und die geringe Menge DNA, die bendtigt
wird. Die dominante Vererbung der RAPD-Fragmente und der hohe Aufwand fir eine gute
Reproduzierbarkeit sind Nachteile.

In der AFLP-Technik sind die Detektion von Restriktionspolymorphismen, Mutationen in der
Primerbindungsstelle und Deletionen oder Insertionen kombiniert. Je nach detektiertem
Polymorphismus ist dieser dominant oder codominant. Die Technik zeichnet sich durch einen
sehr hohen Multiplex-Faktor (RAFALSKI et al. 1996) aus. In einer Reaktion bzw. Gelspur kénnen
selektiv sehr viele informative Fragmente generiert werden. Fur die Analyse wird allerdings eine
sehr hohe DNA-Qualitat bendtigt.

Neben den technischen Vor- und Nachteilen steht bei der Wahl des Markertyps der
Informationsgehalt fir Anwendungen im Vordergrund (RAFALSKI und TINGEY 1993). Dieser
resultiert aus dem Polymorphiegrad und dem Multiplex-Faktor. In dieser Arbeit wurden die
Markertypen nur im Hinblick auf ihren Polymorphiegrad untersucht. In die vorliegenden
Datensatzen gehen daher nur polymorphe Marker bzw. Fragmente ein. Verglichen wurden die
hier entwickelten Mikrosatelliten mit RFLP- und AFLP-Markern. Dabei hat sich in den bereits
publizierten Untersuchungen an verschiedenen Kulturpflanzenarten gezeigt, dal man keine
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allgemeingliltige Aussage uber die Polymorphiegrade der verschieden Markertypen bei Pflanzen
machen kann (BoHN et al. 1999, PeJiC et al. 1998, RUSSEL et al. 1997a, POWELL et al. 1996).
Um die drei Markertypen fur die Zuckerriibe sauber vergleichen zu kdnnen wurden mit allen
Markern die gleichen Genotypen untersucht. Dies ist notwendig, da der Polymorphiegrad stark
von der genetischen Zusammensetzung des untersuchten Materials abhangig ist.

PEJIC et al. (1998) kalkulierten auf der Basis von 33 Maislinien mit dem “bootstrap” Verfahren
die Stichprobenvarianzen der genetischen Ahnlichkeiten fiir die verschiedenen Markertypen.
Daraus leiteten sie die Anzahl nétiger Loci fir eine zuverldssige Schatzung der genetischen
Ahnlichkeiten ab. Dabei ergab sich bei 150 Markern eine Standardabweichung von 0,1.

Demnach war die hier gewahlte Dimensionierung der Anzahl verwendeter Marker bzw.

polymorpher Fragmente richtig gewahit.

Alle drei Markertypen konnten, bis auf eine Ausnahme, zwischen den neun untersuchten Linien
differenzieren. Auch ergaben sich bei allen Markertypen Variationen innerhalb der Linien. Die
hohen kophénetischen Korrelationen zeigen bei allen Markertypen eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen den Dendrogrammen und den paarweisen Ahnlichkeitsmafen.

Die Korrelationen zwischen den verschiedenen Markertypen zeigen eine hohe Ubereinstimmung
zwischen den Dendrogrammen. Gute Ubereinstimmungen zwischen Mikrosatelliten-, RFLP- und
AFLP-Markern fanden auch POWELL et al. (1996) und PEJIC et al. (1998). Beide Autoren zogen
zusatzlich noch RAPD-Marker in die Untersuchung mit ein und fanden deutlich geringere
Korrelationen zu diesem Markertyp.

Die genetischen Ahnlichkeiten zwischen den Linien sind bei den Mikrosatellitenmarkern im
Mittel am geringsten. Daraus kann geschlossen werden, daf} Mikrosatellitenmarker den hdchsten
Polymorphiegrad besitzen. Dies ist auf den hoheren durchschnittlichen Alleliegrad
zurtickzufiihren. Dieses Ergebnis wird in der Literatur mehrfach bestétigt. RUSSEL et al. (1997a)
erhielten bei einem Markervergleich an 18 Gerstensorten mit Mikrosatellitenmarkern, im
Vergleich zu RFLP-, AFLP- und RAPD-Markern, die geringsten genetischen Ahnlichkeiten.
Auch bei Sojabohne fanden POWELL et al. (1996) hohere PIC-Werte bei Mikrosatellitenmarkern
im Vergleich zu den beiden anderen Markertypen. Auch stellten Wu und TANKSLEY (1993) bei
Reis einen signifikant hoheren Informationsgehalt von Mikrosatellitenmarkern gegentiber RFLP-
Markern fest. Einen doppelt so hohen PIC-Wert bei Mikrosatellitenmarkern im Vergleich zu
RFLP-Markern fanden RODER et al. (1995) bei der Untersuchung von 18 Weizenlinien. Dagegen
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ergaben sich bei der Untersuchung von elf Winterweizensorten von BoHN et al. (1999) keine
Unterschiede in den PIC-Werten der verschiedenen Markertypen.

Zwischen RFLP- und AFLP-Markern zeigen sich hier keine wesentlichen Unterschiede. Dagegen
fanden PEJIC et al. (1998) und BECKER et al. (1995) einen geringeren Informationsgehalt von
AFLP- im Gegensatz zu RFLP-Markern.

Bei den genetischen Ahnlichkeiten innerhalb der Linien zeigen sich in den Durchschnittswerten
keine Unterschiede zwischen den Markertypen. Hier zeigt sich keine Uberlegenheit der
Mikrosatellitenmarker in Bezug auf den Polymorphiegrad.

Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob bei Markervergleichen eine generelle Aussage (ber den
Polymorphiegrad und die Vergleichbarkeit der Markertypen getroffen werden kann. Bei
Untersuchungen mit Genotypen einer breiteren oder engeren genetischen Basis kénnten sich
andere Ergebnisse ergeben. Verdeutlicht wird dies auch durch die unterschiedlichen Resultate
von RODER et al. (1995) und BoHN et al. (1999) bei Weizen. Auch fanden POWELL et al. (1996)
Unterschiede bei den Verhaltnissen der genetischen Ahnlichkeiten und der Korrelationen
zwischen den Matrizes. Verglichen wurden hier Dendrogramme interspezifischer Genotypen von
Glycine mit Dendrogrammen intraspezifischer Genotypen von G. soja bzw. G. max. Es wurde
gezeigt, daB besonders die Korrelationen der AhnlichkeitsmaBe mit den Mikrosatellitenmarkern
Unterschiede aufwiesen. Auch im Humanbereich wurden &hnliche Beobachtungen gemacht
(Bowcock et al. 1994). POwELL et al. (1996) schluRfolgern, dal? Mikrosatelliten nur in einem
bestimmten Fenster von genetischen Ahnlichkeiten gute Korrelationen zu den anderen
Markertypen zeigen.

Der hohere Grad an Polymorphismus der Mikrosatellitenmarker kann auf den Mechanismus,
durch den neue Allele entstehen, zuruickgefuhrt werden. Nach TAuTz et al. (1986) und
SCHLOTTERER und TAUTZ (1992) entstehen neue Mikrosatellitenallele durch das sogenannte
“slippage” der Polymerase wahrend der Replikation der DNA. Dabei kdnnen theoretisch sehr
viele verschiedene Allele an einem Locus entstehen. VVorausgesetzt ist, dal sich der Mikrosatellit
nicht im kodierenden Bereich eines Genes befindet. Damit unterscheidet sich der Mechanismus
der Allelentstehung bei den Mikrosatellitenmarkern entscheidend von dem bei RFLP- und AFLP-
Markern.

Die gleichen genetischen Ahnlichkeiten innerhalb der Linien konnten die Vermutung widerlegen,
dal? Mikrosatellitenallele nicht stabil Gber Generationen vererbt werden (MOREL et al. 1998).
Zumindest sind sie nicht instabiler als andere Mutationen. Die hier detektierten Variationen sind

auf die nicht vollstandige Inzucht der Linien zuriickzufthren.
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Zusammenfassend 1aRt sich sagen, daR die Mikrosatellitenmarker im Vergleich zu den RFLP-
und AFLP-Markern einen hoheren Polymorphiegrad aufweisen. Fir Fingerprint-Untersuchungen
wére somit eine geringere Anzahl an Mikrosatellitenmarkern notwendig, um eine gute
Charakterisierung der Genotypen zu erreichen. AuRerdem konnen prozentual mehr
Mikrosatelliten in einer Population genetisch kartiert werden. Die Wahrscheinlichkeit, daB diese
zwischen den Eltern polymorph sind, ist hoher. Allerdings mul3 beim Vergleich der Markertypen,
in Bezug auf ihren allgemeinen Informationsgehalt, der hohe Multiplex-Faktor der AFLP-
Technik mit berucksichtigt werden. Obwohl die Polymorphismen auf einem anderen
Mutationsmechanismus beruhen, zeigen sich fir die genetischen Ahnlichkeiten, doch hohe
Korrelationen zwischen den beiden Markertypen. Dabei ist fraglich, ob sich die gefundenen
Polymorphismen und Korrelationen in Untersuchungen mit anderem genetischem Material

bestétigen.

4.5 Genomische Verteilung der Mikrosatelliten

Markergestiltzte Selektion ist eine wichtige Anwendung fir molekulare Marker in der
Pflanzenziichtung. Diese Methode basiert auf der Kopplung des interessierenden Merkmals oder
“guantitative trait loci” (QTL) mit entsprechenden Markerloci. Aus genetischen Karten kdnnen
die Markerloci mit einer engen Kopplung zu monogenischen Eigenschaften oder QTLs fur die
Selektion ausgewéhlt werden. Damit Markerloci mit einer entsprechend engen Kopplung zu
verschiedenen Merkmalen zur Verfligung stehen, sollte die genetische Karte moglichst dicht
besetzt sein.

Fir die Zuckerriibe wurden bereits verschiedene genetische Kopplungskarten publiziert. Die
Karten von WAGNER und WRICKE (1991) und WAGNER et al. (1992) basierten noch auf
morphologischen und Isoenzym-Markern. Die ersten, mit RFLP-Markern besetzten, Karten
wurden von BARZEN et al. (1992), PILLEN et al. (1992) und PILLEN et al. (1993) erstellt. Spater
kam die Karte von HALLDEN et al. (1996) hinzu und die Karte von BARZEN et al. (1992) wurde
mit neuen RFLP- und RAPD-Markern verbessert (BARZEN et al. 1995). UPHOFF und WRICKE
(1995) erstellten eine Karte aus RAPD-Markern. In die Karte von PILLEN et al. (1993)
integrierten SCHONDELMAIER et al. (1996) 120 AFLP-Marker. 1997 wurden die

Karteninformationen vom Max-Planck-Institut fur Zichtungsforschung in Kéln und vom Institut
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fur Pflanzenbau und Pflanzenziichtung in Kiel von SCHUMACHER et al. (1997) gemeinsam
verrechnet und eine kombinierte Kopplungskarte mit insgesamt 600 Markern erstellt.

Die beiden hier untersuchten Populationen unterscheiden sich deutlich im Polymorphiegrad.
Diese war anhand der Ergebnisse aus Abschnitt 3.5 zu erwarten. Die beiden Eltern der 9502-
Population zeigen eine wesentlich engere Verwandtschaft als die Eltern der 9704-Population.
Hier wird der Anteil von Beta vulgaris ssp. maritima in der Abstammung des Elters ZR9-L.22
deutlich. Diese Population zeigte einen sehr hohen Polymorphiegrad. Etwa 50% der getesteten
Mikrosatellitenmarker waren zwischen den Eltern polymorph. In der 9502-Population waren es
nur 25%.

Durch die groRe Distanz des Elters ZR9-L22 zu dem Genotyp, aus dem die Mikrosatelliten
isoliert wurden (ZR9-L01), ergaben sich bei einigen Mikrosatelliten Nullallele. Dadurch konnten
die betroffenen Marker nur dominant kartiert werden.

Die Eltern sollten mdglichst distant zueinander sein, damit man einen hohen Anteil an
Polymorphismus nutzen kann. Dagegen sollten die Eltern nicht zu weit vom Ursprungsgenotyp
der Markerentwicklung entfernt sein. Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit, dal es groiiere
Unterschiede in der Sequenzabfolge der flankierenden Sequenzen wund damit der
Primerbindungsstellen gibt. Ist eine Primerbindungsstelle verandert, so kommt es zu keiner
Amplifikation des Mikrosatelliten und damit zu einem Nullallel. Diese Faktoren sind also bei der
Auswahl der Kartierungseltern abzuwégen.

Die 33 Mikrosatellitenloci zeigen eine gute Verteilung Uber die neun Chromosomen. Nur auf
Chromosom V111 kartierte kein Mikrosatellit. Auf den Chromosomen 1V und V1 ergibt sich eine
gewisse Haufung der Mikrosatelliten. Es gibt aber keine Marker, die ohne Rekombination
zueinander kartieren. AulRerdem befinden sich in der Karte von SCHUMACHER et al. (1997) in den
betreffenden Bereichen der Chromosomen ebenfalls Haufungen anderer Marker. Hier handelt es
sich um Bereiche mit reduzierter Rekombination. Da diese Bereiche in der Mitte der
Kopplungsgruppen lokalisiert sind, handelt es sich vermutlich um die Zentromerregionen. Dies
ist anzunehmen, da bei Zuckerriibe die Chromosomen meist metazentrisch oder submetazentrisch

sind (BOSEMARK und BORMOTOV 1971).
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Einige der Marker zeigen eine gestOrte Spaltung. Dies tritt besonders bei den Markern der
Chromosomen IV und V auf. Alle Marker auf Chromosom V haben einen sehr geringen Anteil
in einer Homozygotenklasse. Hier wird vermutet, daf? sich auf diesem Chromosom ein Lethalgen
befindet, durch das die gestorten Spaltungen hervorgerufen werden (PILLEN et al. 1993,
WAGNER et al. 1991, ABE und TSUDA 1988).

Es konnten keinen Unterschiede zwischen den Kartierungspositionen der unterschiedlichen
Mikrosatellitenmotive festgestellt werden. Dies ist bei einer gleichmaiigen Verteilung im Genom
auch nicht zu erwarten. Dagegen stellten SCHMIDT und HESLOP-HARRISON (1996) bei in-situ-
Hybridisierungen des Mikrosatellitenmotivs (GT)n eine starke Klusterung in den
Zentromerbereichen der Zuckerriibenchromosomen fest. Dies konnte hier nicht bestatigt werden.
Die in der in-situ-Hybridisierung gefundenen Muster resultieren wahrscheinlich aus gréfieren
repetetiven Elementen. Hierzu gehort auch die bereits erwahnte Satelliten-DNA “BamHI”.
(GT)n-Mikrosatelliten, die nicht zu dieser Satelliten-DNA gehdren, scheinen gleichmé&Rig im
Genom verteilt zu sein.

Trotzdem kann nicht immer von einer gleichméaRigen Verteilung bestimmter Motive im Genom
ausgegangen werden. Bei Tomate zeigt besonders das Motiv (GATA)n, aber auch (GA)n und
(GT)n eine Klusterung in den Zentromerbereichen (ARESHCHENKOVA und GANAL 1999, BROUN
und TANKSLEY 1996).

Bei der Zuckerribe zeigen Mikrosatellitenmarker einen sehr hohen Polymorphismus.
Grundsatzlich scheinen sie gleichmé&Rig in groRer Anzahl Uber das Genom verteilt zu sein.
Dadurch ist es in Zukunft mdglich, mit Hilfe von Mikrosatelliten dichte genetische
Kopplungskarten zu erstellen.

4.6 Einsatz von Mikrosatellitenmarkern in der

Zuckerriubenzichtung

Die vielen positiven Eigenschaften von Mikrosatellitenmarkern machen sie momentan zu dem
Markertyp der Wahl in der Pflanzenziichtung. Sie kommen haufig und gleichmaRig verteilt im
Zuckerrubengenom vor. Ihr hoher Polymorphiegrad und die codominante Vererbung sind

Vorteile gegentiber anderen Markertypen.
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Mikrosatelliten konnen potentiell vielfaltig in der praktischen Zuckerriibenziichtung eingesetzt
werden. Hierzu gehért zum Beispiel die Uberpriifung von Handkreuzungen. Dabei werden die
Nachkommenschaften auf die elterlichen Allele Uberpriift und eventuelle Selbstungen oder
Fremdbestaubungen verworfen. Dieser Anwendung kommt eine grof3e Bedeutung zu, da in der
Vergangenheit die Selbstfertilitat im genetischen Material der Ziichtung etabliert wurde. Diese ist
zur Erstellung von Inzuchtlinien fur die Hybridztchtung unerl&Blich. Bei Handkreuzungen ergibt
sich jedoch durch die Selbstfertilitat die Mdglichkeit der Selbstbestdubung. Die hier entwickelten
Mikrosatellitenmarker sind bereits fur diese Fragestellung verwendet worden (C. GLASS pers.
Mitteilung, K. WEIBLEDER pers. Mitteilung). Fur Kreuzungsnachweise ist nur eine begrenzte
Anzahl von Mikrosatellitenmarkern notwendig. Es werden jedoch zuerst mehrere Marker mit den
Kreuzungseltern vorgetestet. Die danach ausgewahlten Marker miissen Klar differenzieren, d. h.

sie durfen keine gemeinsamen Allele zwischen den Kreuzungspartner zeigen.

Fur die folgenden Anwendungen ist die Information Uber die Kartierungsposition der Marker
entweder zwingend notwendig oder aber von Vorteil. Da in einer Population immer nur ein
gewisser Anteil der Marker kartierbar ist, sind zur vollstandigen Kartierung aller Marker mehrere
Populationen notwendig. AuBerdem konnen nicht alle Merkmale von Interesse in einer
Population berticksichtigt werden. Auch deshalb mussen mehrere Populationen erstellt werden.
Aus den genetischen Kopplungskarten der verschiedenen Populationen kann dann eine
gemeinsame Karte errechnet werden. Dadurch konnen alle Marker zusammen mit allen
Merkmalen von Interesse in einer Karte betrachtet werden.

Eine wichtige Anwendung ist die Ermittlung genetischer Distanzen im Zuchtmaterial (TARAMINO
und TINGEY 1996, PEJIC et al. 1998). Dadurch kann das Material in genetisch distinkte Gruppen
eingeteilt werden, was eine wichtige VVoraussetzung fir die Definition von heterotischen Gruppen
in der Hybridzuchtung ist. Hierflr ist eine groRere Anzahl an Markern notwendig, da bei der
Auswahl der Marker auf eine gleichméaliige Genomabdeckung geachtet werden sollte. Fir eine
gute Differenzierung waren in der vorliegenden Arbeit 40 bis 50 Mikrosatellitenmarker
ausreichend. Generell ist die Anzahl ben6tigter Mikrosatellitenmarker fir diese Anwendung vom
Polymorphiegrad der Marker und von der genetischen Basis des zu untersuchenden Materials
abhangig.



Diskussion 70

Die Mikrosatellitenmarker konnen aufl3erdem bei verschiedenen Arten der markergestitzten
Selektion bzw. Riickkreuzung eingesetzt werden (RIBAUT et al. 1997). Ist ein Marker mit dem
Gen des Donors gekoppelt, so kann mit diesem auf die Eigenschaft selektiert werden. Dies ist
besonders von Vorteil, wenn die Auspragung des Gens, z.B. eine Resistenz, phanotypisch nur
sehr schwer oder aufwendig zu evaluieren ist. Vorher, d.h. nach der Kartierung, mul jedoch die
Kopplung zwischen Markerlocus und Gen in weiterem differenzierendem Material verifiziert
werden. Von groRem Vorteil ist es wenn sich dabei ein Markerallel als diagnostisch fur das
Merkmal erweist. Dies ist selten der Fall und deshalb mul} vor jeder Selektion anhand der Eltern
untersucht werden ob der Marker im spaltenden Material differenziert.

AuBerdem kann unter den Riickkreuzungsnachkommen auf den Genomanteil des rekkurenten
Elters selektiert werden. Dazu bendtigt man ein Set von Mikrosatellitenmarkern, das eine gute
Genomabdeckung gewahrleistet. Mit diesen Markern wird dann auf hohe Genomanteile des
rekkurenten Elters selektiert.

Die dichteste Genomabdeckung mit Markern ist bei der markergestutzten Selektion von QTLs
(GELDERMANN 1975, TANKSLEY und HewITT 1988) notwendig. Dabei wird versucht,
quantitative Merkmale in einzelne Gene aufzulGsen (STUBER et al. 1992, LI et al. 1995).
Gleichzeitig erhdlt man Marker, die sehr eng mit diesen Genen gekoppelt sind. Mit diesen
Markern kann man anschlie3end eine markergestitzte Selektion auf das quantitative Merkmal

durchfihren.

Auch konnen Mikrosatellitenmarker zur Analyse und Charakterisierung von Genbankakzessionen
verwendet werden. Dabei konnen die Sammlungen zum Beispiel auf Duplikate uberprift werden.
Mikrosatellitenmarker wurden hierfiir bereits bei Sojabohne (POWELL et al. 1996), Emmer
(FAHIMA et al. 1998) oder Cassava (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al. 1999) angewendet.

AuRerdem eignen sich Mikrosatellitenmarker fir Untersuchungen in nattrlichen Populationen.
Dies wurde von CHASE et al. (1996) bei tropischen Baumen, von AWADALLA und RITLAND
(1997) bei der Gauklerblume und von STREIFF et al. (1998) bei der Stein-Eiche gezeigt. CHASE
et al. untersuchten 56 Individuen aus zwei Populationen mit vier Mikrosatellitenmarkern und
konnten jedem Samen den Vater und die Mutter zuordnen. Damit konnte z. B. der Genfluf3

zwischen den Populationen sehr genau analysiert werden.
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Auch bei der Gattung Beta wurden bereits Mikrosatelliten eingesetzt (RAYBOULD et al., 1998;
DESPLANQUE et al., 1999): DESPLANQUE et al. untersuchten franzosische Beta-Populationen mit
RFLP- und einem Mikrosatellitenmarker. Sie konnten zeigen, dafl Unkrautriiben
nordfranzdsischer Zuckerriibenanbaugebiete wahrend der Vermehrung in Sudfrankreich
entstehen. Dabei kommt es zu spontanen Einstdubungen von ruderalen Binnenlandriiben in die
Kulturformen. Der Mikrosatellitenmarker zeigte in den 82 untersuchten Populationen 26

verschiedene Allele.

4.7 Methodische Aspekte in der Routineanwendung

Die hier beschriebenen Anwendungen sind nicht spezifisch fur Mikrosatellitenmarker. Sie kénnen
auch mit allen anderen Markertypen durchgefuhrt werden. Bei Kreuzungsnachweisen, der
Bestimmung der genetischen Distanzen und der genetischen Kartierung erweist sich jedoch der
hohe Polymorphiegrad, die codominante Vererbung und die gute Reproduzierbrkeit der
Mikrosatellitenmarker als grof3er Vorteil.

Zusétzliche wichtige Vorteile der Mikrosatellitenmarker liegen in methodischen Aspekten der
Routineanwendung. Sie kdnnen Uber eine standardisierte PCR-Reaktion amplifiziert werden. Die
benétigte DNA-Menge ist mit 25-50 ng je Reaktion sehr gering. Die Detektion benétigt zwar
eine hochauflosende Gelmatrix, wie zum Beispiel Polyacrylamid. Dies ist kosten- und
arbeitsaufwendig. Diese Aufwendungen konnen jedoch durch entsprechend automatisierte
Systeme extrem reduziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits automatische
Sequenziergerate zur Fragmentanalyse benutzt. Dabei ist keine Nachbereitung der Gele durch
Anféarben mit Silber oder Ethidiumbromid mehr notwendig. AuBerdem wird die Auswertung
durch interne Grolienstandards und die entsprechende Software stark erleichtert. Die Effizienz
in diesem technischen Bereich kann allerdings noch wesentlich erhoht werden. In der
Routineanwendung kénnen Marker mit unterschiedlichen Grolzenbereichen der Allele gemeinsam
in einer Gelspur aufgetragen werden. Aullerdem kann man automatische Sequenziergerate
einsetzen, die verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig detektieren konnen. Dadurch
konnen mehrere verschiedene Marker ohne Berticksichtigung ihrer Fragmentgrofienbereiche in
einer Spur aufgetrennt werden. Werden diese beiden Maoglichkeiten kombiniert, so kénnen im
optimalen Fall bis zu neun Marker in einer Spur aufgetrennt werden. Dabei wirde mit drei

Fluoreszenzfarbstoffen und drei Markern je Farbstoff gearbeitet. Solche Sets konnen dann fur
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haufig genutzte Routineanwendungen wie Fingerprint-Untersuchungen standardmaliig eingesetzt
werden. Bei automatischen Sequenziergerdaten mit Mehrfarbendetektion laufen die
GroRenstandards in einer separaten Farbe in jeder Spur. Dadurch ist eine sehr gute
GroRenbestimmung der Fragmente mdoglich. Durch neuere spezielle Software flr
Fragmentanalysen 143t sich die Auswertung in Routineprojekten nahezu vollstandig
automatisieren. Noch weiter automatisieren lait sich die Mikrosatellitenanalyse durch den
Einsatz von Kapillarelektrophoresegeraten. Diese arbeiten nahezu vollautomatisch, so daf? kein
Giel3en von Gelen mehr notwendig ist. Dadurch ist fast ein 24-Stunden-Betrieb mdglich.

Werden bestimmte Marker sehr haufig in der Routine zusammen analysiert, so kdnnen diese
evtl. bereits in der PCR-Reaktion zusammen amplifiziert werden. Die Etablierung solcher
Multiplexreaktionen kann aufwendig sein und es muf3 darauf geachtet werden, dal} diese
weiterhin so robust sind wie die Einzelreaktionen (MITCHELL et al. 1997).

Eine Alternative zur routinemaRigen Detektion von Mikrosatellitenpolymorphismen ist die
Massenspektrometrie (BRAUN et al. 1997, Ross und BELGRADER 1997). Der Vorteil dieser
Methode liegt in der schnellen Detektion. Die Analyse einer Probe bendtigt nur wenige
Sekunden. AuBerdem treten dabei nur geringe Materialkosten auf. Nachteil ist der analysierbare
Grolenbereich der Fragmente. Diese sollten unter 100 bp groR sein. Fir sehr lange
Mikrosatelliten ist das nicht immer realisierbar. AuBerdem kann es durch die Art der Analyse
vorkommen, daf? bei imperfekten Mikrosatelliten nicht alle moglichen Polymorphismen in einer
Reaktion detektiert werden konnen. Ein weiterer Nachteil ist, dal3 fiir jede Probe eine PCR-
Reaktion und anschlieRend noch eine Sequenzierreaktion durchgefuhrt werden mufR.
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5 Zusammenfassung

Als Mikrosatelliten, oder auch Simple Sequence Repeats (SSR) oder Short Tandem Repeats
(STR), werden DNA-Abschnitte bezeichnet, die sich aus einer mehrfachen Abfolge von kurzen
DNA Sequenzemotiven zusammensetzen. Diese kurzen DNA Sequenzmotive (= Wieder-
holungseinheit) sind zwischen einer und funf Basenpaaren lang. Die Mikrosatelliten zeichnen sich
dadurch aus, daf sie durch eine unterschiedliche Anzahl an Wiederholungseinheiten in der L&nge
variieren. Durch die PCR (polymerase chain reaction) lassen sich solche Langenpolymorphismen
gut detektieren. Die aus Mikrosatelliten entwickelten Marker zeigen einen hohen
Polymorphiegrad, sind multiallelisch, kodominant und in groer Anzahl und mit gleichmé&Riger
Verteilung in eukaryotischen Genomen vorhanden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, festzustellen ob Mikrosatelliten als molekulare Marker bei der
Zuckerrube (Beta vulgaris L.) in groBerem Umfang genutzt werden konnen. Dazu sollte
ermittelt werden wie hdufig verschiedene Mikrosatellitenmotive im Genom vorkommen und
welchen Polymorphiegrad sie im Vergleich zu anderen Markertypen oder aber zu
Mikrosatellitenmarkern bei anderen Kulturpflanzen aufweisen. AuRBerdem sollte geklart werden,
ob die Mikrosatellitenmarker im Genom gleichméRig verteilt sind.

Aus genomischen Phagenbanken der Zuckerribe, mit Insertionen von 500 bis 1000 bp, wurden
Klone mit den Mikrosatellitenmotiven (GA)n, (GT)n und (TGA)n isoliert. Es wurden 205000
Klone tber radioaktive Hybridisierung gesichtet. Dabei ergaben sich fur die Dinukleotid-Motive
Héufigkeiten von einem Mikrosatelliten pro 225 kb und fir die Trinukleotid-Motive von 527 kb.
Diese Abundanzen entsprechen in etwa denen in anderen Pflanzenarten. Es wurden 435 Klone
sequenziert und 217 Mikrosatellitensequenzen gefunden. Diese zeigen sehr hdufig eine
imperfekte und/oder zusammengesetzte Struktur. Bei den (GT)n Mikrosatelliten waren 23% der
Sequenzen homolog zu der Satelliten-DNA “BamHI” und konnten somit nicht als
locusspezifische Marker verwendet werden. Durch die mehrfache Isolierung dieser Satelliten-
DNA ergab sich eine schlechte Effizienz fiir das (GT)n-Motiv. Damit ist fraglich, ob dieses Motiv
fur die weitere Entwicklung einer grolRen Anzahl von Markern bei der Zuckerriibe genutzt
werden sollte.

Insgesamt konnten aus 102 Sequenzen Primerpaare abgeleitet werden, von denen sich 71 als
funktionale Marker erwiesen. Im Vergleich zu anderen Untersuchungen war hier die
Markerentwicklung sehr effizient. Die Marker wurden als funktional definiert, wenn sie ein
spezifisches Fragment der erwarteten GroRe lieferten. Fur die Dinukleotid-Motive sind das 61
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(72%) und fur das (TGA)n-Motiv zehn (59%) Marker. Damit war der Anteil funktionaler Marker
bei den Dinukleotid-Motiven hoher als bei dem (TGA)n-Motiv. Die Detektion der amplifizierten
Fragmente erfolgte mit einem A.L.F.-DNA Sequenziergerat. Dazu wurde einer der beiden PCR-
Primer mit dem Farbstoff Fluorescein markiert. In einem Satz aus 23 Zuckerriibenlinien wurde
der Polymorphiegrad der funktionalen Marker untersucht. Dabei erwiesen sich 64 von 71 Marker
als polymorph. Die Marker aus dem (TGA)n-Motiv waren alle polymorph. Bei den polymorphen
Markern betrdgt die Allelzahl je Locus im Durchschnitt 4,9 und reicht von 2 bis 13. Die PIC-
Werte (polymorphism information content) haben einen Mittelwert von 0,58 und reichen von
0,17 bis 0,86. Dieser Polymorphiegrad der Mikrosatellitenmarker entspricht dem bei anderen
Pflanzenarten. In dieser Arbeit gab es keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Motiven
und Motivarten. Auch die L&nge und die Struktur der Mikrosatelliten zeigten keinen EinfluR® auf
den Polymorphismus. Aus den Daten der 23 Linien wurde ein Dendrogramm der genetischen
Annlichkeiten erstellt. Es zeigt sich eine sehr gute Differenzierung zwischen den Linien. Die
Verwandschaftsbeziehungen werden durch die Gruppierungen bestatigt.

Zum Vergleich der Mikrosatellitenmarker mit RFLP- und AFLP-Markern wurden neun
Zuckerrtbenlinien mit jeweils funf Einzelpflanzen untersucht. Dabei ergeben sich hoch
signifikante Korrelationen zwischen den genetischen Ahnlichkeiten, die sich aus den
verschiedenen Markertypen ableiten. Zwischen den Linien zeigen die Mikrosatellitenmarker die
geringsten genetischen Ahnlichkeiten. Innerhalb der Linien sind keine Unterschiede zwischen den
Markertypen zu erkennen. Insgesamt weisen die Mikrosatellitenmarker im Vergleich zu RFLP-
und AFLP-Markern einen hoheren Polymorphiegrad auf. Dies ist auf den hoheren
durchschnittlichen Alleliegrad der Mikrosatellitenmarker zurlickzufiihren.

In die genetischen Kopplungskarten von zwei F,-Populationen konnten 33 Mikrosatellitenmarker
(47%) integriert werden. Dabei sind die Marker gleichmalig tGber die Chromosomen verteilt.
Auch bei den (GT)n Mikrosatelliten zeigt sich keine Clusterbildung der Marker. Es gibt auch in
dieser Hinsicht keine Unterschiede zwischen den Motiven und Motivarten. Damit ist es moglich,
mit Hilfe von Mikrosatellitenmarkern, dichte genetische Kopplungskarten fir die Zuckerriibe zu
erstellen.

Mikrosatellitenmarker konnen potentiell vielféltig in der praktischen Zuckerriibenziichtung
eingesetzt werden. Hierzu gehoren die Uberpriifung von Handkreuzungen, die Ermittlung von
genetischen Distanzen im Zuchtmaterial, die markergestitzte Rlckkreuzung und die
markergestltzte Selektion.

Weitere wichtige Vorteile der Mikrosatellitenmarker liegen in methodischen Aspekten der
Routineanwendung. Hierbei sind zum Beispiel die gute Standardisierung, die gute Reproduzier-
und Vergleichbarkeit und die geringe benétigte DNA-Menge (25-50 ng) zu nennen.
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7 Anhang

Tab. 7.1: Gaterslebener Zuckerriiben Mikrosatelliten (GZM) mit der Angabe der Herkunftsbank,
der Nukleotidsequenz, dem Motivtyp (imp.= imperfekt) und der theoretischen

PCR-Fragmentgrofe in bp

GZM | Bank Nukleotidsequenz Motiv bzw. Typ Frag.-groRe (bp)
03 | C GA(AG),(GA),G(GA),T(GA),G(GA),GT (GA), imp. 89
004 | C (CT)(GT),, (GT)/(GA), 128
05 | C (GT); (GC)s (GT),/(GC), 139
008 | C GAAA(GA),,GG(GA),(A), (GA), imp. 140
09 | C (GTAT),(GT),,ATG(AC),AA(T), (GT),/(GTAT), imp. 135
010 | C (GA),,CC(GT), (GT),/(GA), imp. 126
011 | C (A),GA(G), (GA),GG(GA),GTGG(GA), (GA), imp. 115

(G), (GA),,
014 | C (GA),AA(GA), (GA), imp. 140
015 | C GAG(GA),,TA(GT), (GA),/(GT), imp. 150
017 F (GT)s (GT), 162
018 | C (CT)y(GT)y (G), (GT)/(GA), 160
019 | C GGA(GAA),(GA),,G(GA), (GA),/(GAA), imp. 127
020 | C (GT), (GT), 168
022 | F (GA),, (GA), 134
024 | C | (TCC)(CCCT),LTT(GT)(A)(GT)TT(GT | (TCC)/(GT),/(GA), 202
).CT(GT)5(GA), imp.
025 C (GT),ATTAT(GT),3G(CA)5(N),5(GT), (GT), imp. 158
026 | C (GA)CA(GA)G(GA), (GA), imp. 180

T026 | G (G)4(GT),G(GT),GG (GT), imp. 141
027 | C (GT),,GC(GT),A(TA), (GT),/(TA), imp. 121
028 | C (TA)14(GT)14(G), (GT)/(TA), 182
029 | C (GT)ss(TA), (GT)/(TA), 109
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Fortsetzung Tab. 7.1:

GZM | Bank Nukleotidsequenz Motiv bzw. Typ Frag.-groRe (bp)
030 | E | (GA)AACG(A)(GA)AG(A)s(N)(GA).G (GA), imp. 154
G(A)s(GA),
032 (TA),TT(GT)(TA), (GT),/(TA), imp. 272
033 (TA)3,(GA),s (GA)/(TA), 270
034 (GA),G(GA),(A);GGCGAA(GA)sTA(GA),; (GA), imp. 177
GC(GA)1,(A)s
035 | C (TA);T(GT), (GT),/(TA), imp. 141
038 | E (GGAA),(GA),;,CA(GA),, (GA), imp. 119
041 | C (G)s(A).GG(A),GGAA(GA),,G(GA),(G), (GA), imp. 178
043 C (TA)6T(GT),;GC(GT);(GCGT),(GT)sGC(GT),(N) (GT)n/(TA)n Imp 363
#(GT)s(GC(GT),)s
(CT)o(GT)s4
044 | C | (GA)(A)((GA),AA),(GA),A(GA), (GA), imp. 113
AA(GA),(A)GA
045 | F (T),CCT(GT),s (GT), 141
049 | A (TA);,(GA),, (GA)/(TA), 230
051 | E (AAAG),AAGG(A),(GA), T(A)(T (GA), imp. 115
A)s(T)s
052 | E (GA),4 (GA), 138
053 | A (GA),,(A),(GA), (GA), imp. 182
056 | A | (CASAACAGG(CA)(GA)GC(GA)AGALGG( |  (GT)/(GA), imp. 226
GA),(G).CG(GA),(G),
AGG(GA),GGAAGAGG(GA),AG(GA),(G):A(G),
(G)u(GA):s
057 | C (TA), (TA), 123
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Fortsetzung Tab. 7.1:

GZM | Bank Nukleotidsequenz Motiv bzw. Typ Frag.-groRe (bp)
058 | C (GAAA),GCC(GA),,AG(GA),GGA(C)s (GA), imp. 293
059 | A (GA)sTA(GA)o(G);AGG(GA),, (GA), imp. 141
060 | C G(GA),ACAG(GA)y (GA), imp. 100
063 | E | (GA)TATAATCA(TA),(GA),CAGA)C | (GA)/(GT)/(TA), 292

A(GA),;GGA(GA),CAAA(CA),, imp.
066 | A (GA)z (GA), 124
067 | C (GA)s (GA), 130
068 | E (GA),GG(GA),, (GA), imp. 353
071 | A (TA)14(GA)25(N)1o(GA).; (GA)/(TA), imp. 205
072 | A (A)ss (A), 183
075 | F (TA); T(GT)AAT(GT);GG(GT), (GT),/(TA), imp. 214
078 | A (GA)1s(GGGA),(G)(GA)(GGGA),(GA),, (GA)/(GGGA), 176
imp.
080 | C | (CT)u(TA)TGTACA(TG)(TA)TGTACA | (GA)/(GT)/(TA), 180
A(GT),(AT), imp.
081 | E (GA)zs (GA), 73
083 | F (GT)1sC(GT)s (GT), imp. 131
084 | F (GA), (GA), 220
085 | F | (GA)(N)es(GA)AA(GA)AG(A)GG(GA),( (GA), imp. 291
N)11(GA)25(G)s
086 | F GAAA(GA)4(GTGA), (GA)/(GTGA), 194
087 | F (GA).TA(GA)1(GT),AT(GT), TT(GT), (GA)/(GT), imp. 236
091 | F G(A).GGAGG(GA),, (GA), 136
094 | G (TG),(GT)-15(GC)s (GT),/(GC), imp. 152
097 | C (GA)N)17(GA)(A)s (GA), imp. 146
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Fortsetzung Tab. 7.1:

GZM | Bank Nukleotidsequenz Motiv bzw. Typ Frag.-groRe (bp)
101 | A (TA)(TAA), T(A),TG(TTA), (TA)/(TAA), imp. 137
102 A (GT)s (GT), 145
106 | C GAG(GA),,GCAG (GA), imp. 102

TO03| G (A)s(GAAAAAA),(A)s (GAAAAAA), 311

TOO5| C (AAG);A(TGA);; (AAG),/(TGA), imp. 124

TO09| F (TGA);T(TGA), T(TGA), TAATA);, (TGA),/(ATA), imp. 186

TO10| E (TGA)TGT(TGA)(TAA),(TGA)TAATA), | (TGA),/(ATA), imp. 270

TOl1l| E (TGA)(TAATGATGTA(TGA),),(T);A(TGA), (TGA), imp. 178

T013| A | (AGKHATALATGA)LTANATA)LALATALAC | (TGA)/(ATA), imp. 314

A(ATA),TATTA(ATA),
(TTA)(ATA),
T014| C | (ATALGTA)ATAGTA(ATA),TAATA)ATA) | (TGA)/(ATA), imp. 266
TAATA),(ATT),
ATAATT(A)5(ATA),TA(ATA),A(TGA),,
T0O16 C (TGA),7(N)5s(TGA),, (TGA)n Imp 199
T020 (TTG)(TGG), TTGTGG((TTG), TGG)(TTC)(T | (TTG),/(TGG), imp. 219
GGTTG),(TGG),
(TTGTGG),(TTG),(TGG),(TTGTGG),TGG(TTG
),TGGTTG
TO21| G (TGA); (TGA), 111
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Tab. 7.2: Gaterslebener Zuckerriiben Mikrosatelliten (GZM) mit ihren Allelgro3enbereichen, der
Anzahl Allele, den PIC-Werten, den Spaltungsverhaltnissen, den Chromosomenposi-
tionen und der Angabe (ber den Einsatz im Markervergleich

GZM|Allelgroienbereich (bp)| Anzahl Allele | PIC (Spaltung| Chromosom | Markervergleich
003 63-89 3 0,54 110:46:23] 9502: VI X
004 128-188 4 0,48 - - X
005 139 1 - - - -
008 140-153 3+0 - |23:46:9/(9502/9704: 1V X
30:89
009 126-144 4 0,37 - - X
010 97-140 7 0,78 [28:64:24) 9704: VI X
011 113-115 3 - - - -
014 86-140 6 - [20:42:16| 9502: VI X
015 139-184 8 - - - -
017 151-182 6 0,70 [20:49:10] 9502: VI X
018 123-165 6 - - - -
019 135-137 2+0 0,17 - - X
020 116-168 7 0,75 [12:50:15| 9502: VIl X
022 122-157 2 0,23 - - X
024 145-194 4 - [10:46:23| 9502: IV X
025 147-166 4 0,44 - - X
026 180-184 2 0,46 - - X
T026 141-144 3 0,50 [27:42:24) 9704: 11 X
027 121 1 - - - -
028 201-370 8 - 27:85 | 9704:1X -
029 127-180 4 - - - -
030 154-168 4 0,72 [10:54:15 9502: IV X
032 296 1 - - - -
033 173-224 9 - - - X
034 141-151 3 0,45 - - -




Anhang

90

Fortsetzung Tab. 7.2:

GZM|Allelgroiienbereich (bp)| Anzahl Allele | PIC |Spaltung| Chromosom | Markervergleich
035 152-162 3 - - - X
038 97-127 3 0,36 [23:35:15] 9502: 111 X
041 199-201 2 - [20:49:48] 9704: IX -
043 361-369 5+0 0,71 - - -
044 113 1 - - - -
045 139-143 3 0,63 - - X
049 230-256 6 - - - -
051 101-125 5 0,70 [28:62:29| 9704: | X
052 103-144 6 0,74 [33:63:24| 9704: VI X
053 173-207 6 0,78 |15:51:8| 9502: IV X
056 213-228 3 0,20 - - X
057 121-127 4 - - - X
058 293-321 6 0,59 |14:53:10] 9502: IV X
059 106-141 4 0,53 |5:46:26/|9502/9704: V X
55:55:6
060 89-170 5 - [26:36:17| 9502: 11 X
063 250-302 5 0,64 [18:46:13| 9502: | -
066 103-127 5 0,57 |14:40:20] 9502: IV X
067 130 1 - - - -
068 294-380 8 0,72 |25:43:9/(9502/9704: V -
60:52:7
071 183-205 3 0,34 [28:67:25 9704: 1V X
072 168-190 10+0 0,84 [26:57:20| 9704: VII X
075 175-214 6 0,75 - - -
078 144-178 3 0,26 | 31:88 9704:1 X
080 94-222 8 - - - -




Anhang

91

Fortsetzung Tab. 7.2:

GZM|Allelgroienbereich (bp)| Anzahl Allele | PIC (Spaltung| Chromosom | Markervergleich
081 89-94 2 0,28 - - X
083 194-307 11 0,82 - - -
084 176-178 2 - - - -
085 338-374 9 0,74 - - -
086 162-209 7 0,83 [22:74:19] 9704: 11l X
087 236-251 2+0 0,52 | 39:80 | 9704: VIl -
091 106-163 9 0,79 [21:42:16| 9502: VII X
094 152 1 - - - -
097 146-150 3 0,55 - - -
101 145 1 - - - -
102 152 1 - - - -
106 97-102 2 0,48 [35:53:31| 9704: VII X
T003 295-311 4 0,45 - - X
T005 117-133 3 0,60 | 20:98 | 9704: 1V -
T009 158-311 13 0,86 [23:69:26] 9704:1V X
T010 268-283 3 0,29 - - X
T011 156-178 3 - - - -
T013 254-338 8 - - - X
T014 266-298 5} - [23:44:25 9704: 1 X
T016 182-201 ) 0,56 - - -
T020 219-222 2 - - - -
T021 98-111 2 0,42 (18:45:16] 9502: | -
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