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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der Pflanzenzilichtung sind neben den Zuchtzielen Ertrag, Qualitdt, Geschmack und
Samenproduktion auch Toleranzen gegeniber bestimmten abiotischen und biotischen
Stressbedingungen von Interesse. Zu letzteren zahlen auch Viruserkrankungen, wobei sich
diese Arbeit insbesondere mit dem Tm-2a-Resistenzallel der Tomate (Solanum
lycopersicum L.) gegen das Tomatenmosaikvirus (ToMV) beschaftigt. Es handelt sich dabei
um ein Tobamovirus, welches weltweit verbreitet ist, sehr virulent ist und unter anderem
Grund fir signifikante Ertragsverluste sein kann (Ullah et al., 2017). Infektionen kdénnen
die Tomatenernte auch qualitativ beeintrachtigen (Hudcovicova et al., 2015). Aufgrund
von ToMV-resistenten Sorten spielt das ToMV im Erwerbsanbau kaum mehr eine Rolle
(Lammer, 2014). Der steigende Bedarf an alten Sorten und Raritatensorten am Markt hat
aber zur Folge, dass das ToMV in Gebieten, in welchen alte Sorten und Raritatensorten
angebaut werden, wieder in Erscheinung tritt (Hanssen et al., 2010; Brandstetter, 2016).
Mittels markergestitzter Selektion (MAS) kénnen resistente Pflanzen ohne Anwendung
gentechnischer Methoden gezlichtet werden, wobei es aber diagnostischer Methoden
bedarf, welche das Vorhandensein von Resistenzgenen in einzelnen Individuen
nachweisen konnen. In den durchgefiihrten Untersuchungen wurden zwei PCR-Marker-
Methoden, die CAPS(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)-Analyse und die Tetra-
Primer-ARMS(Amplification-Refractory Mutation System)-PCR, auf ihre Anwendbarkeit
getestet. Beide Methoden arbeiten mit SNP(Single Nucleotide Polymorphism)-Markern,
die sich als zuverlassige Methoden zur Genotypisierung des ToMV-Resitenz-Locus Tm-2
eignen. Die Tetra-Primer-ARMS-PCR erwies sich als zu bevorzugende Methode. Anhand
der im Inokulations-Versuch beobachteten Symptome konnte gezeigt werden, dass die
Genotypen mit den Phanotypen korrelieren. Es wurde nachgewiesen, dass bereits das
heterozygote Vorhandensein des Tm-2a-Allels Resistenz gegeniiber ToMV verleiht.
Gewonnene Erkenntnisse koénnten mithilfe der MAS in der partizipativen
Pflanzenziichtung angewandt werden, um resistente Kultivare alter Sorten zu ziichten,

deren Anbau eine Ausbreitung des ToMV in Zukunft begrenzen konnte.
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Abstract

Abstract

In plant breeding, in addition to the breeding goals of yield, quality, taste and seed
production, tolerances against certain abiotic and biotic stress conditions such as viral
diseases are also of interest. The present work particularly focuses on the Tm-2a-
resistance gene of tomato (Solanum lycopersicum L.) against the tomato mosaic virus
(ToMV). It is a very virulent Tobamovirus which is distributed worldwide and can cause
serious yield losses (Ullah et al., 2017) and even affect tomato fruit quality (Hudcovicova
et al.,, 2015). Due to ToMV-resistant varieties, ToMV plays a minor role in commercial
tomato production (Lammer, 2014). However, market driven changes in tomato
production towards “old” varieties and so-called “specialty” cultivars lead to the
reemergence of ToMV in tomato production areas where these “old” cultivars are grown
(Hanssen et al., 2010; Brandstetter, 2016). Through marker assisted selection (MAS)
resistant cultivars can be bred without the use of genetic engineering, but diagnostic
methods are required to detect resistance alleles in individual plants. In the present work,
two PCR marker methods, the CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) analysis
and the Tetra-Primer ARMS(Amplification-Refractory Mutation System)-PCR technique,
were tested for their applicability. Both methods are based on SNPs (single nucleotide
polymorphisms) markers and can be considered reliable for genotyping the ToMV
resistance locus Tm-2. The Tetra-Primer ARMS-PCR technique proved to be the most
efficient method of choice. The inoculation experiment showed that the observed
phenotypes coincided with the phenotypes that were to be expected based on the results
of the genotyping experiment. It could be shown that the heterozygous presence of the
allele Tm-2a was sufficient to confer TOMV resistance. Based on the presented findings,
MAS could be applied in participatory breeding approaches to obtain resistant cultivars of
"old" tomato varieties, the cultivation of which could help to limit the future spread of
TMV.
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Einleitung

1 Einleitung

Einleitend befasst sich dieser Teil mit der im Mittelpunkt dieser Arbeit stehenden
Kulturpflanze, namlich mit der kultivierten Tomate Solanum lycopersicum L. Eine
gleichermallen wichtige Rolle spielt das als Tomatenpathogen agierenden
Tomatenmosaikvirus zu, auf das danach eingegangen wird. Hinleitend auf mdgliche
Methoden zur Sortenverbesserung werden im Anschluss molekulare Marker beschrieben.
Marker-Analysen, wie sie auch im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrt wurden (siehe
Abschnitt 2.9 und Abschnitt 2.10), kommen auch in der markergestitzten Selektion zur

Anwendung und kénnen die Ziichtung krankheitsresistenter Pflanzen beschleunigen.

1.1 Die Tomate

Die im Zentrum dieser Arbeit stehende Kulturpflanze ist die Tomate, welche den
wissenschaftlichen Namen Solanum lycopersicum L. tragt. Die botanisch veraltete, aber
synonyme Bezeichnung Lycopersicon esculentum findet noch haufig Anwendung in der
Landwirtschaft und in der Agronomie (Lammer, 2014; Kohlmann, 2016). Aufgrund der
gelben Farbe, die die Friichte hatten als die Pflanze nach Europa gelangte, wurden die
Flirchte damals in Italien als ,pomi d’oro” (Goldapfel) bezeichnet (Kohlmann, 2016). Die
Tomate galt anfangs als giftig, was aber nur fur die Blatter zutrifft (Miedaner, 2014).
Aufgrund ihres verfiihrerischen, siilen Geschmacks wurde sie als Aphrodisiakum
vermutet. Die Franzosen nannten sie deshalb ,Pommes d'amour” (Liebesapfel), in
Osterreich werden Tomaten nach wie vor Paradeiser (von Paradiesidpfel) genannt
(Miedaner, 2014).

Die Tomate ist eine krautige, einjahrige Pflanze aus der Familie der Solanaceae
(Nachtschattengewéchse). Sie ist nahe verwandt mit der Kartoffel, der Aubergine, der
Tabakpflanze, dem Paprika, den Chilis und weiteren Nutzpflanzen aus den Solanaceae.
Die Gattung Solanum ist mit 1250 bis 1700 Arten die grofite Gattung der Solanaceae. Die
nach der Lebensmitteldefinition zum Fruchtgemiise zahlenden Friichte von
Tomatenpflanzen (Slavin et al.,, 2012) sind botanisch gesehen Beeren und
dementsprechend kein Gemliise, werden in der gemeinen Sprache aber als solches
bezeichnet (Bergougnoux, 2014). Die Tomate besteht etwa zu 95 % aus Wasser. Der
restliche Anteil setzt sich aus Kohlenhydraten (55 %) wie Glukose und Saccharose,
unléslichen Zellbestandteilen (21 %) wie Pektinen und Zellulose, organischen Sauren

(12 %) und Mineralien (7 %) zusammen. Die Ubrigen 5 % der Trockenmasse bestehen aus
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Einleitung

Pigmenten aus der Gruppe der Carotinoide (Betacarotin, Lycopin), aus Vitaminen (Vitamin

C, B, K, und E) und aus volatilen Komponenten (Blancard, 2012).

1.1.1 Die Herkunft, Geschichte und Bedeutung der Tomate

In Europa war die Tomate Solanum lycopersicum L. vor der Entdeckung Amerikas durch
Christoph Kolumbus noch unbekannt (Blancard, 2012), was sich im Zuge der als
,Columbian Exchange” genannten (ersten) Globalisierungsphase &nderte (Miedaner,
2014). Die exakte Herkunft der Kulturtomate ist bis dato nicht eindeutig geklart und
Angaben dazu sind je nach Quelle sehr unterschiedlich. Da die nachsten wildlebenden
Verwandten der Tomate entlang der Westkiiste von Zentral- und Siidamerika beheimatet
sind, liegen die Urspriinge der Domestikation der Tomate unterschiedlichen Hypothesen
zufolge entweder in Peru oder in Mexiko (Kohlmann, 2016). In Europa breitete sich der
Konsum der Tomate ausgehend von den mediterranen Regionen Europas ab dem
spateren 18. Jahrhundert Richtung Nordeuropa aus. Bis ins 19. Jahrhundert fand die
Tomate nur wenig Anwendung. Erst im 20.Jahrhundert gelang der Pflanze der
Durchbruch als Kulturpflanze - sowohl in der kommerziellen, als auch in der privaten
Kultivierung (Blancard, 2012; Lammer, 2014). Die Kulturtomate wurde durch Ziichtung
der Wildform S. pimpinellifolium domestiziert (Sahu et al., 2017). Die urspriingliche Form
der Tomate ist nicht bekannt (Kohlmann, 2016). Darstellungen aus dem 16. und 17.
Jahrhundert deuten darauf hin, dass die ersten nach Europa eingefiihrten
Tomatenpflanzen grolRtenteils flachrunde, gerippte und entweder gelbe oder rote Friichte
hervorbrachten (Lammer, 2014). Beeren der urspriinglichen in Sidamerika kultivierten
Wildform brachten nur wenige Gramm auf die Waage. Die Friichte moderner Sorten
kdnnen hingegen bis zu 1 kg wiegen (Graw, 2015). Wahrend 1905 in der deutschen
Warenstatistik Tomaten noch gar nicht aufschienen, wurden 1937 bereits auf 2000 ha
Anbauflache Tomaten kultiviert. In den vorangegangenen Jahrhunderten entstanden
neue Typen oft weitgehend zufallig. Durch bewusste Tomatenziichtung kam es in den
1930er und 1940er Jahren zu einer enormen Fille an verschiedenen Tomatensorten
(Lammer, 2014). Erst nach dem Ersten Weltkrieg erreichte die Tomate wirtschaftliche
Bedeutung. 1961 wurden weltweit rund 28 Millionen Tonnen Tomaten produziert, 2014
waren es bereits knapp 171 Millionen Tonnen (Spelsberg et al.,, 2017). Wahrend vor
20 Jahren Europa und Amerika die groRten Tomatenproduzenten waren, zahlen heute
China, Indien, die USA, Tiirkei, Agypten und der Iran zu den wichtigsten Anbauldndern

(Bergougnoux, 2014).
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1.1.2 Domestikation, Zlichtung und Sortenvielfalt der Tomate

Bei Pflanzen kann die Domestikation als Auswahl geeigneter Wildsorten entsprechend
ihrer Phanotypen betrachtet werden. Diese wiederholte Selektion einiger Loci flir bessere
Ausbeute, Qualitat und Anpassungsfahigkeit flhrte zur Diversifizierung, die in
Sortenunterschieden resultierte (Sahu et al.,, 2017). Tomatenarten kdnnen
selbstkompatibel oder selbstinkompatibel sein, wahrend deren Befruchtungsmodi von
allogam Uber fakultativ allogam bis hin zu autogam reichen kénnen. Wie die meisten
Tomaten ist auch die kultivierte Tomate Solanum lycopersicum L. selbstkompatibel und
fakultativ autogam, weshalb die Keimung des selbst produzierten Pollens auf der eigenen
Narbe nicht behindert wird und somit Selbstbefruchtung erfolgen kann (Bergougnoux,
2014). Die Uberwiegend auftretende Autogamie unter Tomatenarten trug zum Erhalt und
zur Vermehrung interessanter Linien bei, wohingegen vereinzelt auftretende
Fremdbefruchtung immer wieder zur Entstehung neuer Typen fiihrte. Die Selektion von
Pflanzen nach ihren Eigenschaften kann aber auch in genetischer Verarmung resultieren.
Wahrend der anfanglichen Domestikation in Stid- und Zentralamerika und spater, auch in
Europa kam es sogar zu genetischen Flaschenhals-Effekten (Lammer, 2014). Die
haufigsten Merkmale, nach denen selektiert wird, sind mit der Fruchtform und mit der
FruchtgroRe assoziiert. Es gibt aber auch Traits (engl. Merkmal), welche die Eigenschaften
von Kultivaren beeintrachtigen, wie etwa Anfilligkeiten gegeniliber Schadlingen und
Krankheitserregern, weshalb zu den prominenten Zuchtzielen in der Tomatenziichtung
auch Resistenzen gegen biotischen Stress zahlen. Vor 50 Jahren wurde das bewusste
Einkreuzen von Resistenzgenen aus Wildtomaten erstmals beschrieben (Bergougnoux,
2014). Wildtomaten haben eine hohe genetische und phanotypische Diversitat. Aufgrund
der wiederholten Selektion nach agronomisch wichtigen Merkmalen kommt es aber nach
wie vor zur Erosion genetischer Diversitat in kultivierten Tomaten. In zukiinftigen
Zichtungsprogrammen konnte der Genpool durch die Introgression von Genen aus
Wildtomatenarten oder aus Varietdten anderer Lander wieder vergroRert werden (Sahu
et al., 2017), was notig ware, um eine nachhaltige Pflanzenproduktion aufrecht erhalten

zu konnen (Liu et al., 2017).

1.1.3 Genom
Die kultivierte Tomate besitzt zwolf Chromosomen (2n = 24), ihr Genom umfasst in etwa
35.000 Gene (Chhapekar et al., 2016) und hat eine GesamtgrofRe von ca. 900 Mbp (Graw,
2015). Das Genom der Tomate wurde vom ,Tomato Genome Consortium“ vollstandig
sequenziert und 2012 veroffentlicht (Ohyama et al., 2016). Der Unterschied der

Nukleotidsequenz  der  kultivierten Tomate zu jener der Wildtomatenart
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S. pimpinellifolium  betragt nur 0,6%. Zum Genom der ebenfalls zu den
Nachtschattengewadchsen gehorenden Kartoffel S. tuberosum betragt der Unterschied
8 %. Im Genom der Tomate kommen, vorzugsweise in Gen-reichen Regionen, kleine RNA-
Gene vor, welche vermutlich eine regulatorische Funktion besitzen. Zwei
aufeinanderfolgende Verdreifachungen des Genoms sind vermutlich die Grundlage fir
,heue” Funktionen vieler Gene der Solanum-Arten, welche Eigenschaften der Friichte

(z. B. die Farbe oder den fleischigen Charakter) kontrollieren (Graw, 2015).

1.1.4 Abwehrmechanismen der Pflanze und ToMV-Resistenzgene

Bevor auf die pflanzlichen Abwehrmechanismen eingegangen werden kann, gilt es, einige
Grundbegriffe zu erlautern. Eine Toleranz einer Pflanze gegeniiber einem Pathogen liegt
dann vor, wenn trotz eines nachweislichen Pathogenbefalls ein Leistungsabfall ausbleibt.
Eine Toleranz richtet sich nicht direkt gegen einen Erreger. Letzterer kann sich mehr oder
weniger ungestort in der Pflanze entwickeln. Bei einer Resistenz ist die Situation eine
andere. Unter dem Begriff Resistenz ist die Widerstandsfahigkeit eines Wirts gegen einen
biotischen Schaderreger (z. B. Bakterien, Pilze, Viren, Insekten) zu verstehen, welcher an
seiner weiteren Ausbreitung auf oder in der Pflanze gehindert wird. Die genetischen
Ursachen einer Resistenz kénnen sehr vielfiltig sein. Die Pflanzenwissenschaft entwickelt
sich in diesem Bereich momentan sehr rasch, was sich in der Anzahl an verschiedenen
Modellen, die die pflanzliche Pathogenabwehr zu erkldaren versuchen, wiederspiegelt
(Hanke et al., 2017).

Pflanzliche Abwehrmechanismen setzen sich aus der Kombination einiger Systeme
zusammen (siehe Abb.1). Die erste Barriere gegen einen Pathogenbefall bilden
verschiedene praformierte Mechanismen, lGber die die Pflanze dauerhaft, also auch ohne
Pathogenbefall, verfligt. Des Weiteren verfligen Pflanzen Uber ein System, das als
Nichtwirtsresistenz bezeichnet wird. So kann etwa eine Pflanzenart von einem
bestimmten Pathogen sehr effektiv infiziert werden, andere Pflanzenarten aber nicht
(Hanke et al., 2017).
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Pflanzliche Abwehrmrmechanismen <———— Ausbleibeneinerinfektion

(engl disease escape)
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kein Leistun rotz Befall, meist Symptome (Chlorose, Nekrose, HR etc.)
z. T auch kein mptome l
Y v
Praformierte Mechanismen Induzierte Mechanismen
\J \J \J l \J
Anatomisch Phanologisch  Physikalisch/Chemisch Nicht-Wirtsresistenz Wirtsresistenz
Stacheln, Elutezeit Zellwandstarke, Wachsschicht {engl.non-host resistance) (engl host-resistance)
Behaarung PAMP induziert
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Vollstandig, ve |

Quantitative Resistenz

oder effeltorinduziernt

Induzierte Resistenz

(engl. acquired resistance)

Abb. 1 — Verschiedene Formen und Ebenen der pflanzlichen Pathogenabwehr aus Hanke et al. (2017).

Ein weiteres System, ndamlich jenes der Wirtsresistenz (siehe Abb. 1), kann in quantitative
und qualitative Resistenzen unterteilt werden. Quantitative Resistenzen werden in der
Regel polygen vererbt und sind daher genetisch sehr komplex. Diese Art von Resistenz ist
dauerhaft und rassenunspezifisch, aber zumeist unvollstindig, d. h. Genotypen mit einer
guantitativen Resistenz kdnnen dennoch anfillig sein. Es handelt sich dabei um ein
Merkmal, an dessen Auspragung mehrere Regionen im Genom beteiligt sein kdnnen, die
alle einen prozentuellen Beitrag zur Auspragung des Traits leisten. Solche Regionen
werden als QTLs (Quantitative Trait Loci) bezeichnet. In der Ziichtung sind solche QTLs
interessant, da sie einen Grofdteil der phanotypischen Ausprdagung eines Merkmals
erklaren. Qualitative Resistenzen hingegen werden zumeist monogen vererbt und fihren
zu sehr starken und hochspezifischen Abwehrreaktionen, die oft mit dem
programmierten Zelltod befallener Zellen einhergehen und als Hypersensitiver Response
(HR) bezeichnet werden (Hanke et al., 2017).

Die Mechanismen der Virusinfektion bzw. deren Abwehr im Falle einer vorliegenden
gualitativen Resistenz, konnen relativ einfach anhand der von Flor (1942) aufgestellten
Gen-fiir-Gen-Hypothese (engl. Gene-for-Gene-Concept) erklart werden. Es stehen die
Resistenzgene auf der Seite der Wirtspflanze den Virulenzgenen auf der Seite des
Pathogens gegeniber. Die Resistenzgene sind an der erfolgreichen Abwehr des
Pathogens beteiligt, wiahrend die Virulenzgene fiir die erfolgreiche Uberwindung der

Wirtsresistenz notwendig sind (Hanke et al., 2017). Die Gen-fiir-Gen-Hypothese
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beschreibt die gemeinsame Evolution eines Krankheitserregers und seiner Wirtspflanze
und kann fir die Tomate und das Tomatenmosaikvirus angewandt werden. Das Pathogen,
(in diesem Fall das ToMV) besitzt wie zuvor beschrieben einerseits Virulenzgene zur
moglichen Uberwindung der Wirtsresistenz und andererseits Avirulenzgene. Letztere
kénnen eine Infektion unterbinden und fir das Pathogen selbst hinderlich sein, wenn
namlich exprimierte Genprodukte des Pathogens eine Signalwirkung in der Wirtspflanze
haben (Elicitoren). Es erfolgt eine Erkennung des Pathogens, wenn die Wirtspflanze (in
diesem Fall Solanum lycopersicum) Resistenzgene besitzt und dadurch Uber spezifische
Rezeptoren verfligt, welche die vom Pathogen gebildeten Elicitoren wahrnimmt. Die

Pflanze kann das Pathogen dann erfolgreich abwehren (Hull, 2009; Hanke et al., 2017).

Die Antwort von Kultivaren der Tomatenpflanze auf eine ToMV-Infektion hangt von der
Anwesenheit oder Abwesenheit von Resistenzgenen ab (Hudcovicova et al., 2015). Bisher
wurden drei monogen vererbte und dominante ToMV-Resistenzgene in
Wildtomatenarten gefunden wund in kommerzielle Tomatenlinien eingekreuzt

(Loebenstein et al., 2006). Die genannten Gene werden fortfolgend beschrieben.

Die am Tm-2-Locus auf Chromosom 9 (in der Ndhe des Centromers) vorkommenden
Allele Tm-2 und Tm-2a (in der Literatur auch als Tm-2% bezeichnet) begriinden das
Resistenzgen Tm-2. Beide wurden aus der Wildtomatenart Solanum peruvianum L.
eingekreuzt. Das Tm-2-Allel verleiht Resistenz gegenliber den ToMV-Stammen 0 und 1,
das Tm-2a-Allel gegeniiber den ToMV-Stammen 0, 1 und 2 (Arens et al., 2007a;
Hudcovicova et al., 2015). Zwischen den Sequenzen der beiden Allele konnten sieben
SNPs gefunden werden, wobei flinf dieser SNPs zu einer Variation von vier Aminosauren
fihren (Arens et al., 2007a). In einer Tomate mit vorhandenem Tm-2- oder Tm-2a-Allel
Ubernimmt die zuvor beschriebene Rezeptorfunktion das exprimierte R-Protein
(Resistenz-Protein), welches der Klasse 2 der R-Proteine angehort und eine CC-NBS-LRR-
Struktur (CC = Coiled-Coil; NBS = Nuclear Binding Site; LRR = Leucine Rich Repeat) besitzt
(Hull, 2009; Lee et al., 2015). Dieses R-Protein wechselwirkt mit dem in der infizierten
Wirtzelle transient exprimierten und als Avirulenz-Faktor dienendem ToMV-
Transportprotein (Movement Protein, MP) (He et al., 2012). Es erfolgt eine Erkennung,
d. h. das R-Protein wird aktiviert und l6st sofort eine Reihe von spezifischen
Abwehrmechanismen in der Zelle aus (Hanke et al., 2017). In der Folge kommt es zur
Ausbildung einer Resistenzreaktion, welche als extreme Resistenz (ER) bezeichnet wird,
da die Infektion auf die infizierte Zelle begrenzt wird (Hull, 2009). Zudem kann unter
bestimmten Umstianden ein hypersensitiver Response (HR) ausgelést werden, welcher
zum Zelltod fihrt und sich durch lokale chlorotische Lasionen und manchmal auch durch

verbreitete Nekrosen bemerkbar macht. Die Ausbreitung des Virus auf die Nachbarzellen
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wird dadurch begrenzt (Hull, 2009). Zudem kann ausgehend von der Infektionsstelle eine
Salicylsdure-vermittelte Antwort fir die systemisch erworbene Resistenz initiiert werden
(Tanwir, 2011).

Das Resistenzgen Tm-1 befindet sich auf Chromosom 2 von Solanum lycopersicum. Zur
Entstehung dieses Gens dirften horizontaler Gentransfer und Genfusion beigetragen
haben. Das so entstandene Gen, welches fir einen direkten Inhibitor der ToMV-RNA-
Replikation kodiert (Yang et al., 2016), wurde aus der Wildtomatenart Solanum
habrochaites (syn. Lycopersicon hirsutum) eingekreuzt und verleiht Resistenz gegeniber
den ToMV-Stamme 0 und 2. In einer Tomate mit vorhandenem Tm-1 Gen Ubernimmt ein
ca. 80 kDa groBes R-Protein mit einer TIM-Barrel-Struktur, die zuvor beschriebene
Rezeptorfunktion. Es inhibiert die als Avirulenz-Faktor dienende Replikase. Das Gen

verleiht extreme Resistenz (ER) (Hull, 2009).

Das Tm-2a-Allel wurde bereits Jahrzehnte eingesetzt, um Tomatenpflanzen vor
Infektionen zu schiitzen (Hu et al., 2015). Die Sequenzen am Tm-2-Locus vorkommenden
Allele, sind unter den GenBank Accession-Nummern AF536199 (tm-2), AF536200 (Tm-2)
und AF536201 (Tm-2a) abrufbar (Hudcovicova et al., 2015).

1.2 Das Tomatenmosaikvirus - Tomato Mosaic Virus (ToMV)

Bei dem Tomatenmosaikvirus (ToMV) handelt es sich um ein Virus aus der Gattung der
Tobamoviren innerhalb der Familie der Virgaviridae (Lee et al., 2015), welches mit dem
Tabakmosaikvirus (TMV) nahe verwandt ist (Foolad et al., 2012). Es wurde lange
angenommen, dass ToMV nur ein Stamm des TMV ist. Erst spater erfolgte die
taxonomische Trennung in distinkte Viren mit nahem Verwandtschaftsverhaltnis (He et
al., 2012).

1.2.1 Verbreitungsgebiet, Wirtsspezifitdt und Ubertragung

Das Auftreten des Tomatenmosaikvirus an Tomatenpflanzen wurde erstmals 1909 im
Bundesstaat Connecticut in den USA beschrieben. ToMV wurde lange Zeit zum bereits ab
1886 in den Niederlanden erstmals aufgetretenen TMV gezadhlt. Durch umfangreiche
Forschung zum Thema konnten Unterschiede hinsichtlich der Serologie, des Genoms und
der Wirtsspezifitat der Viren festgestellt und beschrieben werden. Das Virus tritt auf allen

Kontinenten auf. Zum Wirtsspektrum zahlen Pflanzen aus der Familie der
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Nachtschattengewachse (Solanaceae). Bevorzugt befallen werden dabei Tomaten- und

Paprikapflanzen (Blancard, 2012).

Das Virus lasst sich sehr leicht mechanisch (z. B. durch landwirtschaftliche Praktiken) tber
infizierte Samen, sowie in duBerst geringerem AusmaR durch FraBschdden (Insekten,
Saugetiere und Vogel) verbreiten. Auch unter ungiinstigen Bedingungen ist das Virus sehr
stabil, kontaminiert den Boden und kann in abgestorbenen Pflanzenteilen und
Wourzelresten im Boden bis zu zwei Jahren persistieren (Cerkauskas, 2004; Blancard,
2012). In feuchten Boden kann das Virus nur etwa ein Monat tiberdauern (Johnson et al.,
2015).

1.2.2Genom
ToMV ist ein ss(+)RNA-Virus mit einer Lange von etwa 6384 bp (Lee et al., 2015). Die
nicht-segmentierte RNA kodiert fiir vier Proteine (siehe Abb. 2). Zwei davon sind an der
Replikation  beteiligt: Der ORF1 (Open Reading Frame) kodiert fir eine
Methyltransferase/Helikase (126 kD). Das supprimierbare Stop-Codon von ORF 1 wird in
10 % aller Fille (berlesen und fiihrt zur Translation von ORF 2, der fiir eine RNA-
abhangige RNA-Polymerase (184 kD) kodiert, welche auch als Replikase bezeichnet wird.
Beide Proteine sind an der Replikation beteiligt (Tanwir, 2011). Weiters kodiert ORF 3 fiir
ein Transportprotein (Movement Protein, MP; 30 kD), das die Plasmodesmen vergroRert
und so fiir den interzellularen Transport der Viruspartikel sorgt und mit der Replikase
kooperiert. Fur das Hillprotein (Coat Protein, CP; 17,5 kD) kodiert der ORF 4 (He et al.,
2012; Rabie et al., 2017). Das Transportprotein und das Hillprotein werden von zwei
subgenomischen RNAs translatiert (Gerhardts, 2008). Wahrend des Self-Assembly-
Prozesses werden die Hillproteine helikal angeordnet, bis die RNA stiabchenférmig
verpackt ist. Die Hullproteine wirken zudem beim Langstreckentransport mit (Hull, 2009;
He et al.,, 2012). Analysen der MP- und CP-Gene von Virusisolaten unterschiedlicher
geographischer Herkunft zeigten hohe Homologien von 98 - 99 % auf Nukleotid- und 97 -
98 % auf Aminosaurelevel. Die Sequenzvariabilitat hdangt nicht mit dem geographischen
Vorkommen eines Isolates zusammen (Rabie et al., 2017). Mischinfektionen von Tomaten
mit ToMV und TMV sind keine Ausnahme, wobei reine ToMV-Infektionen lberwiegen, da
die Tomaten der bevorzugte Wirt von ToMV sind (Ullah et al., 2017). Viren verschiedener
Gattungen innerhalb der Familie der Virgaviridae kénnen miteinander rekombinieren. Die
Rekombination tragt zur genetischen Diversitat von ToMV und TMV bei und kénnte damit
eine potentielle Strategie der Viren sein, die Evolution voranzutreiben (He et al., 2012).
Deshalb empfiehlt es sich, die Entwicklung von Viruskrankheiten und deren genetische

Biodiversitat zu beobachten (Rabie et al., 2017).
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Abb. 2 - Genomorganisation und Expression der Proteine bei ToMV. Die genomische Plus-Strang-RNA, die Minus-Strang-
RNA sowie subgenomische RNAs (sgRNAs) sind schwarz dargestellt, die ORFs und Peptidsequenzen farbig
(Replikationsproteine in  blau/violett, Transportprotein griin, Hiillprotein orange). Das Translations- und
Transkriptionsschema ist durch schwarze und graue Pfeile angezeigt. Die Lénge des ToMV-Genoms von 6384 bp wird
durch einen Zahlenstrahl angegeben. Abgedndert nach Gerhardts (2008).

1.2.3 Aufbau und Lebenszyklus

Das aus etwa 2100 Einheiten aufgebaute Capsid des ToMV ist helikal um die RNA
angeordnet (Hull, 2009). Die infektidosen Partikel haben die Form gerader Stiabchen einer
GroRRe von 300 nm x 18 nm (Hollings et al., 1976) und bestehen zu ca. 95% aus
Hallprotein und zu 5 % aus RNA (Gerhardts, 2008).

Das Tomatenmosaikvirus kann, wie bereits erwahnt, mechanisch tUbertragen werden. Als
Eintrittspforte in die Pflanze dienen dabei verletzte Epidermiszellen (Gerhardts, 2008).
Um eine Infektion hervorzurufen, missen in der Wirtszelle die Hillproteine im Zuge des
Uncoating-Prozesses abgespalten werden. Die freiliegende RNA wird, da ToMV eine
(+)ssRNA besitzt, direkt translatiert. Aufgrund der 5'-CAP-Struktur, welche auch bei
Eukaryonten vorhanden ist, wird die RNA von den Ribosomen erkannt und es werden die
Methyltransferase/Helikase und die Replikase (RNA-abhangige RNA-Polymerase)

synthetisiert. Unter Vorlage des Plus-Stranges wird der Minus-Strang transkribiert,
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welcher wiederum als Matrize fir die Transkription der subgenomischen mRNAs fungiert.
Letztere dienen der Translation des Hullproteins und des Transportproteins. Spater im
Infektionszyklus wird, ausgehend vom Minus-Strang als Matrize, wieder gleich lange,
komplementare Plusstrang-RNA synthetisiert, die benachbarte Zellen infizieren kann oder
mit Hullproteinen wieder zu kompletten Virus-Partikel zusammengesetzt wird (Hull,
2009).

1.2.4 Krankheitssymptome

Symptome koénnen in allen Wachstumsphasen und an allen Pflanzenteilen auftreten
(Hollings et al., 1976). Die Unterscheidung zwischen ToMV und TMV alleine anhand der
Symptome gilt als schwierig. TMV ist jedoch eher ein Tabak-Pathogen als ein Tomaten-
Pathogen (Johnson et al., 2015). Insbesondere bei jungen Pflanzen ist die Unterscheidung
zwischen Virusinfektionen und Nahrstoffmangel aufgrund der dhnlichen Symptomatik oft
nicht eindeutig moglich (Panthee et al.,, 2013). Neben verlangsamten Wachstum oder
Zwergwuchs kdnnen bei anfalligen (engl.: susceptible) Pflanzen Symptome wie Nekrosen,
lokale Lasionen, hellgriine bis dunkelgriine Chlorosen, Mosaikmuster und Streifenmuster
auftreten. Die Blatter konnen relativ klein bleiben, deformiert sein oder Blattrollen
aufweisen. Es kann auch zum Absterben des Haupttriebes kommen. Die Friichte kdnnen
chlorotische Ringe und Verbraunungen der Fruchtwand aufweisen. Die Ernte kann durch
verminderte Fruchtzahlen, durch kleinere FruchtgréofRen und durch ungleichméaRige Reife

beeintrachtigt werden (Hollings et al., 1976; Blancard, 2012; Johnson et al., 2015).

1.2.5 Bekannte ToMV-Stamme

Grundsatzlich wird zwischen den ToMV-Stammen 0, 1, 2, 1.2 und 22 unterschieden. Die
Stammklassifizierung wird nach der Virulenz der Stamme auf Tomatenpflanzen mit
bestimmten Resistenzgenen vorgenommen. ToMV-Stamme, die kein Resistenz-Gen
umgehen kénnen, werden als ToMV-0 zusammengefasst. Kbnnen Stamme das Tm-1-Gen
Uberwinden, so werden sie ToMV-1 genannt. Jene Stamme, die das Tm-2-Allel
Uberwinden konnen werden als ToMV-2 bezeichnet und Stamme die sowohl Tm-1, als
auch Tm-2 brechen, werden als ToMV-1.2 zusammengefasst. Stamme, die das Tm-2a-Allel
Uiberwinden, werden ToMV-22 genannt (Hull, 2009; Zitter, 2012). Gegen die Stimme 0 bis
2 sind Resistenzgene bekannt (Arens et al., 2007a), welche in Abschnitt 1.1.4 genauer

beschrieben werden.
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1.3 Markergestutzte Selektion (MAS — Marker Assisted Selection)

Die Pflanzenziichtung ist eine der dltesten Wissenschaften der Menschheitsgeschichte.
Sowohl klassische kreuzungsbasierte Ziichtung, als auch Zichtung unter Einbezug
unterschiedlicher biotechnologischer Methoden, zielen auf die Verdanderung des
genetischen Materials der Pflanze ab, um neues oder verbessertes Pflanzenmaterial zu
erzeugen. Zur Kreuzung werden Elternpflanzen seit langem anhand phanotypischer
Eigenschaften ausgewahlt, um dann Nachkommen mit beiden wertvollen Eigenschaften
zu zlichten. Begrenzte Bodenressourcen, Wasserknappheit, die wachsende Bevdlkerung
der Erde und Bedrohungen durch den Klimawandel sind neue Herausforderungen fir die
Zichtung (Malysheva-Otto et al., 2009). Auch der Erhalt und die Weiterentwicklung von
bestehenden alten Sorten und Raritatensorten zdhlen zu den zlichterischen Aufgaben,
mit welchen sich beispielsweise der Verein Arche Noah und deren Partner
auseinandersetzen (Lammer, 2014). Eine moglichst rasche Anpassung an sich immer
schneller andernde Umwelteinflisse ist wiinschenswert bzw. wird in der Zukunft immer
wichtiger werden. Dies kann nur dann in einem verkirzten Zeitrahmen geschehen, wenn
der genetische Hintergrund relevanter Merkmale integriert wird. In den letzten
Jahrzehnten haben Wissenschaftler*innen grolRe Datenmengen Uber pflanzliche Genome
gesammelt, welche als effiziente Basis fiir moderne Pflanzenziichtung dienen (Malysheva-
Otto et al., 2009). Auch zur Tomate Solanum lycopersicon wurden viele wissenschaftliche
Daten generiert. So sind beispielsweise auf PubMed tiber 20.000 Artikel zur Tomate und
seit 2010 auch die Genomsequenzen zweier Tomatensorten abrufbar (Malysheva-Otto,

personliche Kommunikation, 27.10.2017).

Die Marker Assisted Selection (MAS) nitzt wissenschaftliche Erkenntnisse Uber den
genetischen Hintergrund und verwendet unterschiedliche Techniken der Genetik und der
Molekularbiologie zu diagnostischen Zwecken. Konventionelle Ziichtungsprozesse kdnnen
dadurch beschleunigt werden und gestalten sich in Folge kostenglinstiger (Knoepffler et
al., 2013). Die MAS basiert auf der Anwendung von molekularen Markern, welche in
Abschnitt 1.3.1 nédher beschrieben werden. Diese, mit einem bestimmten Locus
assoziierten Marker sind an ein bestimmtes Merkmal gekoppelt. In der Resistenzzlichtung
ist das assoziierte Gen ein Resistenz-Gen (ein R-Gen). Mithilfe molekularer Marker kann
im Zuge der MAS der Genotyp fiir den betreffenden Locus einer Pflanze identifiziert
werden, welcher wiederum fiir die Selektion relevant sein kann. Der Phanotyp spielt
keine bzw. nur eine untergeordnete Rolle (Pathania et al., 2017). Die Kreuzungseltern
werden entsprechend der Ergebnisse der Marker-Analysen ausgewdhlt (Malysheva-Otto
et al., 2009). In der Literatur sind fiir MAS auch die synonym verwendeten Bezeichnungen
,Prazisionsziichtung” und ,SMART Breeding” (engl.: Selection with Markers and Advanced

Reproductive Technologies) zu finden. Manche Autor*innen ordnen ,SMART Breeding”
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jedoch den gentechnischen Verfahren zu (Knoepffler et al., 2013). Es ist anzumerken, dass
die in dieser Arbeit beschriebene MAS-Methodik keine gentechnischen Veranderungen
im Sinne des Osterreichischen Gentechnikgesetzes (GTG 1994, § 4 Abs. 3) an Pflanzen

vorsieht, und somit auch nicht den gentechnischen Verfahren zuzuordnen ist.

MAS ersetzt die traditionelle Pflanzenziichtung nicht, sondern macht sie effizienter und
reduziert die notwendige Zeit fiir neue Sortenentwicklungen. Die MAS hat sich bei
Pflanzenziichtern bewédhrt, da sie Losungen fir Probleme (z.B. Pflanzenkrankheiten)
bietet, welche bei der Anwendung herkémmlicher Kulturverbesserungsprogramme
auftreten. Gegenwartig wird MAS fir die Introgression von Genen und von QTLs fir die

Krankheitsresistenz eingesetzt (Pathania et al., 2017).

1.3.1 Molekulare Marker

Genetische Marker kdnnen in klassische Marker und in DNA basierte Marker unterteilt
werden. Bei klassischen Markern handelt es sich um morphologische, zytologische und
biochemische Marker (Pathania et al.,, 2017). DNA basierte Marker, welche auch als
molekulare Marker bezeichnet werden, sind kurze DNA-Abschnitte, die eindeutig
identifizierbar sind und deren Ort im Genom bekannt ist (Kiing, 2002, p. 58). Diese Marker
basieren auf Sequenzvariationen der genomischen DNA der zu untersuchenden
Individuen und sind mit dem entsprechenden Gen assoziiert, ohne dieses zu
reprasentieren. Sie sind im Gen selbst oder in der ndaheren Umgebung lokalisiert und
eskortieren oder flankieren dieses, ohne den Phadnotyp des Merkmals am Locus zu
beeinflussen. Die Assoziation eines molekularen Markers mit einem bestimmten Gen ist
die Voraussetzung fir dessen Anwendbarkeit in der MAS. Marker sind weitgehend

akzeptierte und nitzliche Werkzeuge in der Pflanzenziichtung (Pathania et al., 2017).

Mithilfe von DNA-Markern wurden zwischen 1986 und 1988 die ersten genetischen
Karten der Tomate und anderer Pflanzen erstellt. Ab den frithen 1990er Jahren wurden
qualitative Traits (engl. Merkmal) identifiziert und in Karten eingezeichnet, wie
beispielsweise der Pto Locus der Tomate, welcher Resistenz gegen Pseudmonas syringae
pv. tomato verleiht (Borém et al.,, 2014). Aufgrund der wirtschaftlichen und
wissenschaftlichen Bedeutung der Tomate wurden die genetischen und molekularen
Mechanismen von Krankheitsresistenzen gegen eine Vielzahl von Tomaten-Krankheiten
intensiv untersucht. Derzeit sind molekulare Marker fir Resistenzen gegen folgende
wichtige Tomatenkrankheiten bekannt: TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus), TSWV
(Tomato Spotted Wilt Virus), Verticillium-Welke, Fusarium-Welke, Kraut- und Braunfaule

(Phytophthora infestans), Samtfleckenkrankheit (Cladosporium fulvum), Wurzelgallen-
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nematoden-Befall (Meloidogyne sp.), Bakterienfruchtflecken (Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria) und ToMV. Die bekannten Marker kdnnen zur MAS eingesetzt werden

und Tomatenziichtungsprogramme vorantreiben (Lee et al., 2015).

Eine der groBten Herausforderungen ist die Wahl des richtigen Markers fir eine
vorgesehene Anwendung. In Abschnitt 1.3.2 wird ein Uberblick tber die derzeit am

haufigsten verwendeten Marker-Typen gegeben.

1.3.2 Haufig verwendete molekulare Marker

Seit den 1980er-Jahren wurden weltweit unterschiedliche DNA-Marker entwickelt (Miintz
et al., 2013). Molekulare Marker konnen kodominant und dominant sein. Kodominanz
bedeutet, dass bei diesen Markern im Gegensatz zu dominant vererbten Markern auch
zwischen Homozygotie und Heterozygotie am Locus unterschieden werden kann (Arens
et al., 2009). Wahrend kodominante Marker die Unterscheidung zwischen
unterschiedlichen Sequenzen erlauben, kann mit dominanten Markern nur das Fehlen
oder Vorhandensein einer Sequenz festgestellt werden. DNA-Marker koénnen in
hybridisierungsbasierte, PCR-basierte und sequenzbasierte Marker eingeteilt werden,

welche fortfolgend beschrieben werden (Pathania et al., 2017).

a) Hybridisierungsbasierte Marker
Detektiert wird bei hybridisierungsbasierten Markern durch eine Hybridisierung mit

Komplementarsequenzen, welche eine Markierung tragen (Caixeta et al., 2014).

RFLP — Restriction Fragment-Length Polymorphism

RFLP-Marker wurden ab 1975 verwendet. Sie basieren auf dem Restriktionsverdau von zu
vergleichenden Sequenzen mit denselben Restriktionsenzymen. Sequenzunterschiede
fihren zu unterschiedlich langen Fragmenten, welche in der Gelelektrophorese
aufgetrennt werden. Nach Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran werden die

Fragmente mit DNA-Sonden detektiert (Caixeta et al., 2014).

DArT — Diversity Array Technology

Die ab 2001 verwendeten DArT-Marker erlauben eine simultane Genotypisierung von
hunderten von Polymorphismen. Nach dem Restriktionsverdau der Proben mehrerer
Individuen derselben Spezies folgt die Adapter-Ligation, selektive Amplifikation und
darauffolgend die Klonierung der Fragmente in einen Vektor. Die aufgereinigten
Fragmente werden fluoreszenzmarkiert und im Zuge von Microarray-Diversitatsanalysen

zur Hybridisierung herangezogen. Es wird bestimmt, welche Fragmente artspezifisch und
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welche nur individuenspezifisch sind. Fir die Erstellung und Verwendung von DArT-

Markern muss keine Sequenzinformation vorliegen (Caixeta et al., 2014).

b) Sequenzbasierte Marker
Marker, welche auf der Nukleotidabfolge der zu untersuchenden Nukleinsdure beruhen,
werden als sequenzbasierte Marker bezeichnet (Ohyama et al., 2016). Fir
Sequenzierungen kann auf klassischen Anwendungen, wie beispielsweise auf die Sanger-
Methode, oder auf Next Generation Sequencing Technologien zurilickgegriffen werden.
Letztere reicht von 454 FLX (Roche) lber Solexa (lllumina) bis hin zu SOLID System
(Applied Biosystems) (Pathania et al., 2017). Auf Sequenzdaten beruhen auch SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) (Ohyama et al., 2016).

SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms

Bei einem SNP handelt es sich um den Sequenzunterschied eines einzigen Nukleotids
zwischen zwei Sequenzen. Solche Unterschiede entstehen durch Substitutionsreaktionen.
Die Nukleotid-Base ist die kleinste Informationseinheit der DNA. Demnach sind SNPs die
simpleste Form von molekularen Markern. Typische SNP-Frequenzen von Pflanzen liegen
etwa bei einem SNP pro 100 - 300 bp. SNPs treten in kodierenden, in nicht-kodierenden
und in intergenischen DNA-Regionen auf (Pathania et al., 2017). Fir eine erfolgreiche
Hybridisierung am SNPs sind die vorherrschenden Reaktionsbedingungen, die den SNP
umgebende Sequenz und die Sekundarstruktur der Zielsequenz ausschlaggebend (Caixeta
et al., 2014). Der Einsatz von SNP-Markern eignet sich fir Anwendungen wie High-
Density-Genotypisierungen, QTL-Detektionen, MAS und Genom-weite Markerselektionen
(Ohyama et al., 2016).

c) PCR-basierte Marker
Molekulare Marker, deren Detektion auf PCR-Reaktionen aufbaut, werden PCR-basierte
Marker genannt. PCR-Marker-Methoden kénnen mit ortsspezifischen Primern (z. B.:
CAPS, SCAR, STS) oder mit unspezifischen Primern zufélliger Sequenz (z. B.: RAPD, AFLP,
ISSR) durchgefiihrt werden (Pathania et al., 2017).

RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA

RAPD-Marker sind die gangigsten Marker dominanter Natur. Sie bestehen aus einem
10 bp DNA-Fragment, welches als Zufalls-Primer fungiert und zumeist bei 37 °C auf das
DNA-Template hybridisiert wird (Pathania et al., 2017). Befindet sich eine
Primerbindesequenz in 5'-3'-Richtung und eine zweite komplementar im Gegenstrang in

raumlicher Nahe, so wird der Bereich dazwischen amplifiziert. Im Vergleich zu
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kodominanten Markern ldasst sich mit RAPD-Marker wenig Information gewinnen
(Ohyama et al., 2016).

AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphisms

Die selektive Amplifikation von durch Enzymverdau gewonnenen Fragmenten bildet die
Basis flir AFLP-Marker. Die Fragmente werden mittels einer Gelelektrophorese
aufgetrennt, die ein charakteristisches Bandenmuster als Ergebnis liefert. Allelische
Varianten koénnen aufgrund der geringen Sensitivitdit der Methode nicht immer

unterschieden werden (Caixeta et al., 2014).

SCAR — Sequence Characterized Amplified Regions

Bei SCAR-Markern handelt es sich um Locus-spezifische Marker. Bei dieser Technik
werden bekannte Fragmente aus RAPD- oder AFLP-Assay mittels spezifischer Primer
amplifiziert. Die Methode bietet den Vorteil, dass dominante Marker in kodominante

Marker umgewandelt werden kdnnen (Caixeta et al., 2014; Pathania et al., 2017).

ISSR — Inter-Simple Sequence Repeats

Diese Marker basieren auf der Amplifikation von Fragmenten zwischen zwei
entgegengesetzt angeordneten, identischen Mikrosatelliten-Regionen. Oligonukleotide,
die zu den Sequenzwiederholungen der Mikrosatelliten komplementar sind, dienen dabei

als Primer (Pathania et al., 2017).

STS — Sequence-Tagged Sites

Als STS wird eine kurze und einzigartige Sequenz eines Genoms bezeichnet. Die Sequenz
muss in allen Individuen einer Spezies nachweisbar sein. STS-Marker sind kodominante
Marker (Pathania et al., 2017).

Mikrosatelliten: SSR— Simple Sequence Repeats, STR — Short Tandem Repeats

Hypervariable Sequenzen wie SSRs und STRs werden auch Mikrosatelliten genannt. Sie
sind eine Gruppe von sich wiederholenden Sequenzmotiven, welche in ihrer Lange von
1 bp bis 6 bp reichen kénnen. Mikrosatelliten sind in Eukaryonten weit verbreitet und
kénnen sich in der Anzahl der Wiederholungen der repetitiven Einheiten voneinander
unterschieden. Mikrosatelliten sind kodominante Marker. Ein weiterer Vorteil ist, dass die
Mikrosatelliten flankierenden Regionen hochkonservativ sind. Diese Regionen eignen sich
fiir das Designen von Primern, von welchen aus die Wiederholungsmotive amplifiziert

werden konnen (Caixeta et al., 2014; Pathania et al., 2017).

CAPS — Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
Die Basis fur die kodominanten CAPS-Marker ist das Fehlen oder Vorhandensein von
Restriktionsstellen in den zu unterscheidenden Allelen (Pathania et al., 2017). Es wird ein

DNA-Abschnitt amplifiziert, welcher den zur Detektion notwendigen SNP enthalt (Ohyama
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et al.,, 2016). Beim Restriktionsverdau mithilfe einer Restriktions-Endonuklease, welche
aufgrund des im Allel vorkommenden SNPs eine Schnittstelle hat und im anderen nicht,
entstehen je nach vorkommendem Allel unterschiedliche Muster aus charakteristischen

DNA-Fragmenten am Agarosegel (Fischer et al., 2008) (siehe auch Abschnitt 2.9).

Tetra-Primer-ARMS-PCR — Amplification-Refractory Mutation System

Die Tetra-Primer-ARMS-PCR basiert auf zwei Techniken: Auf der Tetra-Primer-PCR und auf
der ARMS-Technik (Amplification-Refractory Mutation System) (Medrano et al., 2014).
Hierfir werden vier Primer entworfen, welche ebenso auf SNPs zwischen zu
unterscheidenden Allelen basieren (Ye et al.,, 2001). Um den Genotyp zu bestimmen,
werden dabei vier Primer in einer einzigen PCR angewandt. Zwei duBeren nicht-Allel-
spezifische Primer (die Outer-Primer) amplifizieren die SNP-enthaltende Region. Das
dadurch entstehende Fragment dient als Template flir die zwei inneren Allel-spezifischen
Primer (die Inner-Primer), wodurch in weiterer Folge die Allel-spezifischen PCR-
Fragmente entstehen. Die Tetra-Primer-ARMS-PCR basiert auf der Mismatch-Strategie,
was bedeutet, dass die Spezifitdt der Methode durch Mismatches am 3‘-Ende der inneren
Primer zustande kommt. Die letzte Base am 3‘-Strang entspricht dem jeweiligen SNP
(welcher den Polymorphismus zwischen Allelen begriindet), die vorletzte Base ist haufig
ein bewusst eingefiihrter Mismatch, welcher die unspezifische Bindung am kontrdren
Allel verhindern sollte. Dadurch, dass die duBeren Primer so designt werden, dass sie
unterschiedlich groRe Abstdnde zum SNP (und somit auch zu den inneren Primern) haben,
konnen die entstehenden unterschiedlich groBen Amplifikate (siehe Tabelle 7) am
Agarosegel unterschieden werden (Medrano et al., 2014). Die in dieser Arbeit verwendete
Tetra-Primer-ARMS-Methode (siehe Abschnitt 2.10) bedient sich zweier Assays (also
zweier paralleler PCR-Reaktionen, welche jeweils vier Primer verwenden), um eine
kodominante Unterscheidung zwischen drei Allelen zu ermdglichen (Lanfermeijer et al.,
2005).

1.3.3 Auswahl molekularer Marker fir die vorliegende Arbeit

Die Wahl eines molekularen Markers hangt vom Gegenstand der Anwendung ab
(Pathania et al., 2017). In dieser Arbeit wurden molekulare Marker verwendet, um eine
Genotypisierung von Tomatenpflanzen hinsichtlich ihres Allels am Tm-2-Locus
durchfihren zu kénnen. Beide angewandten Methoden, sowohl die CAPS-Analyse, als
auch die Analyse mittels Tetra-Primer-ARMS-PCR, basieren auf SNP-Markern (siehe
Abschnitt 1.3.2), die die kodominante Unterscheidung zwischen den drei Allelen tm-2

(sensitives Allel, S-Allel), Tm-2 und Tm-2a (beides resistente Allele, R-Allele) erlauben. Die
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Unterscheidung zwischen homo- oder heterozygoten Genotyps erfolgt in beiden Fallen
durch Unterschiede in den ausgebildeten Bandenmustern auf einem Agarosegel (Arens et
al., 2009). Im Zuge dieser Arbeit wurden Sequenzanalysen der Allele und deren
Primerbindestellen fur die verwendeten molekularen Marker der CAPS-Analyse und der
Tetra-Primer-ARMS-PCR durchgefiihrt. Die Ergebnisse und schematische Darstellungen

der Sequenzen sind dem Anhang (siehe A 39 ff.) zu entnehmen.

1.4 Relevanz des Themas

Das Tomatenmosaikvirus wurde 1909 erstmals beschrieben (Blancard, 2012). Durch
Zichtungsprogramme konnten Resistenzgene aus Wildtomatenarten in kultivierte

Tomatenarten eingekreuzt werden (Tanwir, 2011; Lee et al., 2015).

Das Tomatenmosaikvirus ist einer der wichtigsten limitierenden Faktoren hinsichtlich der
Tomatenproduktion weltweit, da es die Pflanze vollig zerstoren kann. ToMV tritt in den
meisten Landern der Welt auf und kann in manchen Kulturpflanzen sogar Epidemien
auslosen (Krezhova et al., 2010). So kann ToMV-Befall, sofern es sich um keine resistenten
Pflanzen handelt, zu Ernteausfallen fiihren, welche je nach Starke des Befalls Verluste von
etwa 30% verursachen (Ullah et al. 2017; Grausgruber-Groger, personliche
Kommunikation, 2017). Zudem werden auch qualitative Verluste beschrieben
(Hudcovicova et al.,, 2015). Da es sich beim Tomatenmosaikvirus nicht um einen
Quarantine-Schaderreger handelt, gibt es in Osterreich keine Datenaufzeichnungen (iber
ToMV-Infektionen (Grausgruber-Groger, personliche Kommunikation, 2017). Im
Erwerbsanbau spielt das ToMV kaum mehr eine Rolle, da meist resistente Sorten
verwendet werden (Lammer, 2014). Im letzten Jahrzehnt stieg der Bedarf an alten Sorten
und Raritatensorten am Markt an (Hanssen et al., 2010). Im Gegensatz zu konventionellen
Kultivaren, besitzen Raritdtensorten zumeist keine ToMV-Resistenz. Die Folge ist, dass das
ToMV und das ebenso zu den Tobamoviren gehdrende und verwandte Tabakmosaikvirus
(TMV) in Gebieten, in welchen alte Sorten und Raritdtensorten angebaut werden, wieder
vorkommen (Hanssen et al., 2010; Brandstetter, 2016). Die jlingste Vermarktung von
ToMV-anfalligen Tomatenpflanzen hat gezeigt, dass das Virus nach wie vor eine Gefahr
darstellt (Blancard, 2012). Dieser Entwicklung kann entgegengewirkt werden, indem das
Genom dieser anfalligen Kultivare um die ToMV-Resistenz erweitert wird. Diese
genetische Verdanderung kann mithilfe verschiedener Methoden umgesetzt werden.
Unter Anwendung von Gentechnik lassen sich transgene Pflanzen erzeugen. Es wird dabei
entweder auf Agrobakterium-vermittelte Gentransfermethoden, auf biolistische Transfers

oder auf Protoplastentransformationen zuriickgegriffen (Laimer et al., 2016). Auch
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Methoden, welche unter Genome Editing-Techniken zusammengefasst werden, fiihren zu
genetisch verdnderten Organismen (GVO). Anders ist es bei der Pflanzenziichtung.
Traditionell werden hier genetische Veranderungen durch Mutations- oder
Kreuzungsziichtungen erreicht (Ribarits, 2014), es kommt jedoch zu keinen
gentechnischen Veranderungen im Sinne des Osterreichischen Gentechnikgesetzes (GTG
1994, § 4 Abs. 3). Erforderliche genetische Veranderungen, um eine ToMV-Resistenz zu
erreichen, kdnnen auch mit der gentechnikfreien Anwendung der MAS erzielt werden
(siehe Abschnitt 1.3).

Partizipative Ziichtung zur Weiterentwicklung der Kulturtomate

Aufgrund neuer biotechnologischer Anwendungen wie beispielsweise dem DNA-Mapping
eroffnen sich vollig neue Moglichkeiten fir die Landwirtschaft. Mit Marker-Karten lassen
sich komplexe Zusammenhange von Phdnotypen mit deren Genotypen herstellen. Die
Anwendung moderner Entwicklungen ist aber kostenintensiv und bendétigt einiges an
Fachwissen. Die Pflanzenziichtung birgt wirtschaftliche Risiken, insbesondere fiir
Kleinbetriebe. Fir industrielle Ziichtungsbetriebe und multinationale Konzerne, welche
notige technische und finanzielle Mittel haben, fallen diese Risiken groRtenteils weg. Die
Anwendung neuer Ziichtungsmethoden ist zwar Konzernen, nicht aber Kleinbetrieben
moglich. Kleine Ziichtungs-Kooperationen kénnen sich aber bewahren, wenn sie in der
Lage sind auf die Bedirfnisse der beteiligten Produzent*innen und Kund*innen
einzugehen (Borgen et al., 2016). Zentralisierte Pflanzenzlichtung kann den Bedirfnissen
der  Verbraucher*innen aufgrund der  unterschiedlichen  vorherrschenden
Umweltbedingungen oft nicht nachkommen (Lammer, 2014). Um die Erwartungen der
Konsument*innen erfillen zu koénnen, missen angepasste Genotypen verwendet
werden. Partizipative Pflanzenziichtung spielt hierfiir eine zentrale Rolle (Spagnuolo et al.,
2016).

In Osterreich wurde auf Initiative einiger Gartner*innen 2010 eine Arbeitsgruppe
gegriindet, welche es sich zum Ziel machte, Tomatensorten mit guter Eignung fiir den
biologischen Anbau und mit vielfdltigen Fruchtqualitdten zu erhalten und weiter zu
entwickeln (Lammer, 2014). Die meisten beteiligten Produzent*innen sind BIO AUSTRIA-
Landwirt*innen aus den Bundesldandern Oberosterreich, Niederdsterreich, Burgenland
und der Steiermark. Fir die fachliche Begleitung sorgen verschiedene Lehr- und
Forschungseinrichtungen wie die Versuchsstation fiir Spezialkulturen Wies, der Verein
Arche Noah, die Universitat fliir Bodenkultur Wien, die Gartenbauschule Langenlois und
das Lehr- und Forschungszentrum Schonbrunn. Diversitdt und Saatgutsouveranitdt sind

zentrale Bestandteile der Motivation der Gruppe, um ein alternatives Angebot an Saatgut

Illmeier Daniel 20



Einleitung

gegenliber groRer Saatgutfirmen anbieten zu konnen. Unter Beachtung der
Standortbedingungen der einzelnen Produzent*innen wird so auch auf Kriterien wie
Ertrag, Einheitlichkeit und Lagerfahigkeit der Friichte geachtet (Lammer, 2014; Arche
Noah, k. A.).

Auf diese Art und Weise kdonnen ohne Anwendung gentechnischer Methoden gegen
diverse Krankheiten resistente Raritdtensorten und Saatgut produziert werden, welche

zudem standortangepasst sind.

1.5 Zielsetzungen der Arbeit

Im Zuge dieser Arbeit soll die Durchflihrbarkeit der genotypischen Charakterisierung von
Tomatenpflanzen in Bezug auf den Tm-2-Resistenz-Locus mittels der CAPS- und der Tetra-
Primer-ARMS-Methode getestet werden. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, eine
zeiteffiziente und kostengiinstige Methode zu finden, welche in weiteren
Kooperationsprojekten der Karl-Franzens-Universitdat Graz und des Vereins Arche Noah
(Gesellschaft fiir die Erhaltung der Kulturpflanzenvielfalt & ihre Entwicklung, Schiltern,
Osterreich), sowie in partizipativen Ziichtungsprojekten angewandt werden kann. Zudem
sollen grundlegende Informationen zum Tomatenmosaikvirus zusammengefasst werden,

um fur Folgeversuche auf einem bestimmten Basiswissen aufbauen zu kénnen.

Illmeier Daniel 21



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenanzucht

Im Zuge dieser Arbeit wurden unterschiedliche Kultivare der Tomate (Solanum
lycopersicum L.) kultiviert — einerseits fiir die Vorversuche zur Methoden-Etablierung

(siehe Tabelle 1) und andererseits fiir die Sorten-Genotypisierung (siehe Tabelle 2).

Die Pflanzen fiir die Methoden-Etablierung wurden von April bis Mai 2016 im
Tomatenanzucht-Gewachshaus der Karl-Franzens-Universitdt Graz am Institut far

Pflanzen-wissenschaften kultiviert.

Die Pflanzensamen wurden auf Pflanzensubstrat (Naturalium; Gramoflor, Vechten,
Deutschland) ausgesat und im Tomatenanzucht-Gewdchshaus unter Langtagbedingungen
(16 h Licht/8 h Dunkel) und im Falle von kiihleren AuBRentemperaturen bei zusatzlicher
Beheizung in einem Temperaturbereich von 20 °C bis 24 °C angezogen. Die zusatzliche
Beleuchtung wurde mit Wachstumslampen (Plug and GrowTM 200 W 6400 K fluorescent
lamps; Trade Hydro, Cleckheaton, UK) umgesetzt. Messungen der Photonenstromdichte
in Blatthohe bei zusatzlicher Beleuchtung ergaben Messwerte der PPFD

(Photosynthetically Active Photon Flux Density) > 75 umol Photonen m2 s,

Die Pflanzen fiir die Sorten-Genotypisierung wurden von April bis Mai 2017 im Auftrag
der Arche Noah von der AGES Wien (Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und
Ernahrungssicherheit GmbH, Wien) angezogen. Die Anzucht erfolgte unter der Leitung
von Frau DI Dr. Sabine Grausgruber-Groger (Institut flir Nachhaltige Pflanzenproduktion —
Abteilung fur molekularbiologische Diagnose von Pflanzenkrankheiten), wobei Herr
DI Martin Schwab (Institut flir Nachhaltige Pflanzenproduktion - Abteilung fir
Versuchswesen und Technische Versuchseinrichtungen) fiir die technische Betreuung der

Anzucht verantwortlich war.

Die Pflanzensamen wurden auf Beetpflanzensubstrat (Art. Nr. 4383; Klasmann-Deilmann
GmbH, Geeste, Deutschland) ausgesat und im Gewachshaus bei zuséatzlicher Beleuchtung
unter Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkel) kultiviert. Die Temperatur betrug
tagsuber 22 °C und nachts 18 °C. Es herrschte eine konstante Luftfeuchtigkeit von 65 %.
Gegossen wurde nach Bedarf (etwa jeden zweiten Tag) und es erfolgte keine zusatzliche
Diingung. Die Beleuchtung wurde mithilfe von drei 400 W Strahlern umgesetzt, welche

bei Sonnenlichtstarken < 10 kLux automatisch zugeschaltet wurden. Bei Sonnenlicht-
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starken > 40 kLux wurde eine automatische Schattierung aktiviert. Eine Messung der
Photonenstromdichte im Glashaus ergab bei bewdlkten Bedingungen und ohne
zusatzliche Beleuchtung in Blatthohe einen Messwert von
PPFD = 29 umol Photonen m2 s. Im Freien wurde unter denselben Bedingungen eine

Lichtstarke von 10,3 kLux gemessen.

2.2 Pflanzenmaterial

Die unterschiedlichen Kultivare, sowie deren Genotyp am Tm-2-Allel und die Herkunft des

Saatgutes sind in Tabelle 1 und in Tabelle 2 dargestellt.

Fir die Methoden-Etablierung wurden vier verschiedene Kultivare (Sorten) ausgewahlt
und kultiviert (siehe Tabelle 1). Die Virus-Mutterpflanze 1 wurde bereits davor vom
Verein Arche Noah kultiviert. Pro Kultivar wurden 15 Pflanzen kultiviert. Von dem Kultivar
Moneymaker war vor der Analyse bekannt, dass er das sensitive tm-2-Allel homozygot
tragt (Arens et al., 2007a). Ebenso war von dem Kultivar Muchamiel UMH 1200 vor der
Analyse bekannt, dass er das resistenzvermittelnde Tm-2a-Allel homozygot tragt (Garcia-
Martinez et al., 2011). Deshalb dienten die Kultivare Moneymaker und Muchamiel
UMH 1200 als Referenzmaterial.

Die im Zuge der Methoden-Etablierung kultivierte Virus-Mutterpflanze wurde ebenfalls

genotypisiert.

Tabelle 1 - Verwendete Kultivare im Zuge der Methoden-Etablierung, zugehériger Genotyp am Tm-2-Locus (falls
bekannt) und die Herkunft des Saatgutes.

Solanum lycopersicum L. Genotyp am Tm-2-

Kultivar (cv.) Locus Herkunft des Saatguts
cv. Moneymaker tm-2/tm-2 Austrosaat -.Osterreichische Sémer?.zucht— .u.
Handels-Aktiengesellschaft, Wien, Osterreich
Vermutung vor der Verein Arche Noah - Gesellschaft fiir die Erhaltung
cv. Tica Analyse: Tm-2a homo- | der Kulturpflanzenvielfalt & ihre Entwicklung,
oder heterozygot Schiltern, Osterreich

Vermutung vor der
cv. Guyana RZ F1(72-609) | Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Rijk Zwaan Welver GmbH - Gemuseziichtung &
Saatguthandel, Welver, Deutschland

Department of Applied Biology, Miguel-Hernandez-
cv. Muchamiel UMH 1200 | Tm-2a/Tm-2a Universitat, Orihuela, Spanien (von Prof. Santiago
Garcia-Martinez)

Verein Arche Noah - Gesellschaft fiir die Erhaltung
der Kulturpflanzenvielfalt & ihre Entwicklung,
Schiltern, Osterreich

Virus-Mutterpflanze* 1 Vermutung vor der
cv. unbekannt Analyse: tm-2/tm-2

Abkiirzungen: cv. = Kultivar; F1 = F1-Generation.

* Bei der angegebenen Virus-Mutterpflanze handelt es sich nicht um eine klassische Mutterpflanze (Pflanze, deren
Samen oder Ableger zur Vermehrung verwendet wird), sondern um eine Virus-Mutterpflanze. Diese mit ToMV
infizierten und aus dem Freiland isolierten Pflanzen wurden fiir Inokulations-Versuche verwendet.
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Fir die Sorten-Genotypisierung wurden 12 verschiedene Sorten ausgewahlt und kultiviert

(siehe Tabelle 2). Die Virus-Mutterpflanze 2 wurde bereits zuvor kultiviert (AGES). Pro

Kultivar wurden 28 Pflanzen auf 24er-Multitopfplatten angezogen. Von den Kultivaren

Moneymaker G421 (Arens et al., 2007a) und Primabella war vor der Analyse bekannt,

dass sie das tm-2-Allel homozygot tragen (Lammer, persdnliche Kommunikation,
08.04.2016). Von den Kultivaren Muchamiel UMH 916/UMH 972 war vor der Analyse

bekannt, dass sie das Tm-2a-Allel homozygot tragen (Garcia-Martinez et al., 2015). Die

Kultivare Moneymaker und Muchamiel UMH 916 dienten als Referenzmaterial.

Die im Zuge der Sorten-Genotypisierungen kultivierte Virus-Mutterpflanze 2 wurde nicht

genotypisiert. Sie wurde lediglich fiir den Inokulations-Versuch herangezogen.

Tabelle 2 - Teil 1 - Verwendete Kultivare im Zuge Sorten-Genotypisierung, zugehériger Genotyp am Tm-2-Locus (falls
bekannt) und die Herkunft des Saatgutes

Solanum lycopersicum L.

Kultivar (cv.)

Genotyp am Tm-2-
Locus

Herkunft des Saatguts

cv. Moneymaker G421 tm-2/tm-2 Bingenheimer Saatgut AG, Echzell, Deutschland

ov. Primabella tm-2/tm-2 Culinaris — Saatgut fur Lebensmittel, Gottingen,
Deutschland

v. Muchamiel UMH 916 Tm-2a/Tm-2a Departrp('e.nt of.Applled Blo!ogy, Miguel-Hernandez-
Universitat, Orihuela; Spanien

v. Muchamiel UMH 972 Tm-2a/Tm-2a Department of Applied Biology, Miguel-Hernandez-

Universitat, Orihuela, Spanien

cv. Pozzano F1

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Enza Zaden Deutschland GmbH & Co. KG,
Dannstadt-Schauernheim, Deutschland

cv. Philovita F1

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Kiepenkerl (Monsanto/Bayer), Bruno Nebelung
GmbH, Everswinkel, Deutschland

cv. Limetto F1

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Kiepenkerl (Monsanto/Bayer), Bruno Nebelung
GmbH, Everswinkel, Deutschland

cv. Limetto F2

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Nachbau des Vereins Arche Noah bzw. der
Arbeitsgruppe Bauernparadeiser, Ulrike Klein, St.
Nikolai im Sausal, Osterreich

cv. Rote Dattelwein

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Verein Arche Noah bzw. der Arbeitsgruppe
Bauernparadeiser, Ulrike Klein, St. Nikolai im Sausal,
Osterreich

cv. Aroma Cocktail

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Verein Arche Noah bzw. der Arbeitsgruppe
Bauernparadeiser, Peter Lassnig, GeLa Ochsenherz,
Ganserndorf-Siid, Osterreich

cv. Goldita EP1 (F5)

Vermutung vor der
Analyse: Tm-2a homo-
oder heterozygot

Herkunft: Verein Arche Noah bzw. der
Arbeitsgruppe Bauernparadeiser, Peter Lassnig,
Gela Ochsenherz, Gianserndorf-Siid, Osterreich

Abkiirzungen: cv. = Kultivar; F1/F2/F5 = F1-/F2-/F5-Generation; EP = Einzelpflanze.
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Tabelle 2 - Teil 2 - Verwendete Kultivare im Zuge Sorten-Genotypisierung, zugehériger Genotyp am Tm-2-Locus (falls
bekannt) und die Herkunft des Saatgutes.

Sola.num lycopersicum L. Genotyp am Tm-2- el s ST
Kultivar (cv.) Locus
Vermutung vor der Herkunft: Verein Arche Noah bzw. der
cv. Goldita EP2 (F5) Analyse: Tm-2a homo- | Arbeitsgruppe Bauernparadeiser, Peter Lassnig,
oder heterozygot Gela Ochsenherz, Ganserndorf-Siid, Osterreich
Virus-Mutterpflanze* 2 Vermutung: AGES — Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und
cv. unbekannt tm-2/tm-2 Erndhrungssicherheit GmbH, Wien, Osterreich

Abkirzungen: cv. = Kultivar; F5 = F5-Generation, EP = Einzelpflanze.

* Bei der angegebenen Virus-Mutterpflanze handelt es sich nicht um eine klassische Mutterpflanze (Pflanze, deren
Samen oder Ableger zur Vermehrung verwendet wird), sondern um eine Virus-Mutterpflanze. Diese mit ToMV
infizierten und aus dem Freiland isolierten Pflanzen wurden fir Inokulations-Versuche verwendet.

2.3 Inokulation der Pflanzen

Zur Herstellung des Inokulums wurden 4 g Blattmaterial der infizierten Virus-
Mutterpflanze 2 eingewogen. Das Blattmaterial wurde in Extraktionsbeutel (Bioreba,
Reinach, Schweiz) Gberfiihrt. Danach wurden 20 ml ddH,0 zugegeben. Die Beutel wurden
verschlossen und mit dem Kugellager-Homogenisator homogenisiert. Das Homogenisat
wurde in ein Becherglas umgefiillt. Die Inokulation wurde direkt im Anschluss

durchgefihrt.

Die Pflanzen waren bei der Inokulation 17 Tage alt. Im Zuge der Inokulation wurde eine
Spatelspitze Korund 800 (Kornwerkstoff) auf einem Keimblatt ausgebracht und am Blatt
verteilt. Danach wurde ein Keimblatt mit einem von Inokulum durchtrankten
Schwammchen (zurechtgeschnittener Kichenschwamm) inokuliert. Um das Blatt bei
diesem Vorgang nicht zu stark zu verletzen, galt es zu beachten, dass beim Auftragen des
Inokulums zuerst mit der weichen und erst zuletzt mit der rauen Seite des
Schwammchens aufgetragen wurde. Eine zu starke Verletzung des Keimblattes kann zu
einer aullerordentlich starken Abwehrreaktion der Pflanze flihren, welche die
gewilinschte Virusinfektion verhindern kann. Nach zehnminitigem Einwirken wurde das

Blatt mit Leitungswasser abgesplilt.

Pro Kultivar wurden 24 Pflanzen in 24er-Multitopfplatten inokuliert. Es wurden jeweils
vier weitere Kontrollpflanzen pro Kultivar einer Mock-Inokulation unterzogen (dieselbe
Prozedur ohne Virus). Insgesamt standen im Glashaus 14 Multitopflatten, 12 mit
inokulierten Pflanzen und zwei mit den jeweiligen Kontrollpflanzen, welche im Glashaus
2 m von den inokulierten Pflanzen entfernt standen. Aus Griinden des Versuchsdesigns
und des Budgets erfolgte keine Randomisierung. Es wéare dazu einerseits eine grofRere

Individuenzahl und andererseits mehr Platz pro Individuum notwendig gewesen.
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2.4 Probenahme/Blatternte

Fiir die genetischen Analysen wurde Blattmaterial verwendet, welches 19 Tage nach der
Inokulation geerntet wurde. Die Probenahme erfolgte nach der Inokulation, um die
Pflanzen vor der Inokulation nicht zu schwachen und um eventuelle Sekundarinfektionen
zu vermeiden. Das geerntete Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.5 Materialien, Chemikalien und Enzyme

Alle Standardchemikalien wurden von den Firmen Applichem, Affymetrix, Sigma, Merck
und Roth bezogen. Sofern verwendete Materialien oder Chemikalien nicht direkt im Text

erwahnt und beschrieben wurden, sind die Details dazu fortfolgend aufgelistet.
Applichem (Darmstadt, Deutschland) - diverse Laborchemikalien
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) - diverse Laborchemikalien

Greiner Bio One (Kremsmiinster, Osterreich) - Verbrauchsmaterialien (Pipettenspitzen,

ReaktionsgefaRe, etc.)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland) - Verbrauchsmaterialien (Pipettenspitzen,

ReaktionsgefaRe, etc.)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) - diverse Laborchemikalien

Alle PCR-Reaktionen und Enzymverdau-Reaktionen wurden mit nukleasefreiem Wasser
(BioScience-Grade, autoklaviert, DEPC-behandelt; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

angesetzt. Alle anderen Lésungen wurden mit ddH,0 angesetzt.

2.6 DNA-Liangenstandards

Fir die Agarosegele wurden verschiedene Standard-DNA-Marker als GréRenstandard
verwendet. Der vor allem bei den Extraktionen (Kontrollgele) verwendete A-Marker
(EcoRI/Hindlll; siehe Abb. 3, S. 30) wurde aus A-Phagen-DNA (#SM0191; Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) mit den Restriktionsenzymen EcoRIl und Hindlll (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) selbst hergestellt. Als GroRenstandards flir die Agarose-Gele der
Analysemethoden dienten die DNA-Leitern GeneRuler™ 100bp DNA Ladder und
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (#SM0241/#SM0321; Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) (siehe Abb. 4 und Abb. 5, S. 32).
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2.7 Oligonukleotide

Die verwendeten PCR-Primer (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) sind in Tabelle 3

dargestellt. Zudem sind die Primersequenzen in 5’-3'-Richtung angegeben.

Tabelle 3 - PCR-Primer und ihre Sequenzen: Die Primer sind entsprechend der Analyse-Methoden gegliedert.

Methode Primer-Bezeichnung Sequenz (5'->3’)

PrRUGO86R CTACTACACTCACGTTGCTGTGATGCAC
CAPS-Analyse*

PrRUG151F GAGTTCTTCCGTTCAAATCCTAAGCTTGAGAAG

SNP2493R Tm2 CTGCCAGTATATAACGGTCTACCG
Tetra-Primer- | q\pr494F Tm2(2) CTCATCAAGCTTACTCTAGCCTACTTTAGT
ARMS-PCR**:
Assay 1 TMV-2658R CCGTGCACGTTACTTCAGACAA

TMV-2286F GGGTATACTGGGAGTGTCCAATTC

Tetra-Primer-
ARMS-PCR**:
Assay 2

TMV-R SNP901misR

GCAGGTTGTCCTCCAAATTTTCCATC

TMV-S SNP901misF

CAAATTGGACTGACGGAACAGAAAGTT

TMV-747F

CGGTCTGGGGAAAACAACTCT

TMV-1256R

CTAGCGGTATACCTCCACATCTCC

Die Primerbezeichnungen in dieser Arbeit weichen leicht von den Originalbezeichnungen ab.
*  Die Primersequenzen der CAPS-Analyse entstammen der Publikation von Lanfermeijer et al. (2005).
**  Die Primersequenzen der Tetra-Primer-ARMS-PCR entstammen der Publikation von Arens et al. (2007a).

2.8 Extraktion von gDNA (genomische DNA)

Da einzelne Extraktions-Methoden nicht zum gewliinschten Erfolg fiihrten (z.B.
erfolgreiche Extraktion, aber keine erfolgreiche PCR mit den Extrakten), wurden im Zuge
der Methoden-Etablierung unterschiedliche Methoden verwendet. Im Anschluss jeder
Extraktion wurde der Extraktions-Erfolg mittels eines Kontrollgels Uberpriift (siehe
Abschnitt 2.8.4). Fiur die Analysen der Sorten-Genotypisierung wurde ausschlieBlich mit
dem DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) gearbeitet (siehe Abschnitt
2.8.3).

2.8.1 Extraktion von gDNA mittels CTAB-Methode

Fir die Extraktion mit dieser Methode musste das entsprechende Volumen CTAB-
Extraktionspuffer (Cetyltrimethylammoniumbromid) hergestellt werden. Der Puffer
enthalt 1 % (w/v) Lauroylsarcosin, 0,8 M NaCl, 22 mM EDTA, 0,8 % (w/v) CTAB, 0,14 M
Mannitol und 0,22 M Tris. Mittels HCI-Zugabe musste der pH-Wert auf pH = 7,8 eingestellt
werden. Unmittelbar vor der Verwendung wurde der Puffer mit B-Mercaptoethanol

versetzt (14 ul pro 10 ml Puffer).
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Vor der Extraktion wurde das geerntete und zur Lagerung bei -80° C eingefrorene
Blattmaterial unter Stickstoffkiihlung in einer Reibschale gemorsert. Es wurden pro Probe
100 bis 150 mg gemorsertes Blattmaterial eingewogen und direkt verwendet oder bis zur
Weiterverarbeitung wieder bei -80 °C eingefroren. Im Zuge der Extraktion wurden 750 pl
Extraktionspuffer und 750 ul Chloroform hinzugefiigt. Die Reaktionsgefafe wurden zehn
Mal invertiert und unter dem Abzug 45 min. bei 65°C im Wasserbad inkubiert
(zwischendurch wurde mehrmals invertiert). Im Anschluss wurden die ReaktionsgefaRRe
10 min. bei RT und 7500 xg zentrifugiert. 700 ul der oberen (wassrigen) Phase wurden
unter dem Abzug in vorbereitete 1,5 ml Reaktionsgefale mit 600 pl (auf Eis)
vorgekihltem Isopropanol lberfiihrt, zum Mischen zehnmal invertiert und flir 5 min. auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Reaktionsgefile 10 min. bei 4°C und 9500 xg
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen. Die Pellets wurden zweimal mit je
500 ul 70 % Ethanol gewaschen — d. h. es wurde Ethanol zugegeben, kraftig gevortext,
5 min. bei 4 °C und 9500 xg zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Ethanols wurde
erneut fiir 1 min. bei 4 °C und 9500 xg zentrifugiert. Die verbleibenden Uberstinde
wurden ebenfalls verworfen. Die Pellets wurden bei 37 °C vollstandig getrocknet (etwa 15
bis 20 min.). Zuletzt wurden 30 ul nukleasefreies H,O mit RNase A (0,4 mg/ml)
hinzugefligt und 20 min. bei 37 °C mit geschlossenem Deckel inkubiert, um die DNA-
Pellets zu I6sen. Der Erfolg der gDNA-Extraktion wurde mittels Extraktions-Kontrollgelen
Uberprift (siehe Abschnitt 2.8.4). Bei erfolgreicher Extraktion wurden die Proben

entweder sofort weiterverwendet oder bei -20 °C eingefroren.

2.8.2 Extraktion von gDNA nach Murray & Thompson (1980)

Auch bei dieser Methode handelt es sich um eine CTAB-Extraktionsmethode, welche von
Murray & Thompson (1980) adaptiert wurde. Fiir die Herstellung des zur Extraktion
bendtigten Mikroprep-Puffers war die Vorbereitung zweier Basispuffer notwendig. Der
gDNA-Extraktionspuffer beinhaltete 350 mM Sorbitol, 100 mM Tris und 5 mM EDTA und
wurde mittels HCI-Zugabe auf einen pH-Wert von pH=7,5 eingestellt. Der Zell-Lysis-
Puffer beinhaltete 200 mM Tris, 50 mM EDTA, 2 M NaCl und 2% CTAB. Um aus diesen
beiden Basispuffern den Mikroprep-Puffer herzustellen, wurden 2,5 Teile gDNA-
Extraktionspuffer, 2,5 Teile Zell-Lysis-Puffer, 1Teil 5% (w/v) N-Lauroylsarkosin
(= Sarkosyl) und 3 g/l Natriumbisulfit vermengt. Der Mikroprep-Puffer wurde direkt vor
Gebrauch hergestellt oder bei -20 °C eingefroren und vor Gebrauch aufgetaut. Der fir
den letzten Schritt der Extraktion notwendige 1 x TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer) enthielt
10 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 1 mM EDTA (pH = 8) und 5 mg/ml RNase A.
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Im Zuge der Extraktion wurden je Probe 50 - 100 mg gemorsertes Blattmaterial in einem
1,5 ml Reaktionsgefald eingewogen. Diesem wurden 750 ul Mikroprep-Puffer zugesetzt.
Nach leichtem Vortexen fir 30 bis 45 Minuten wurde bei 65 °C im Wasserbad unter
gelegentlichem  Invertieren inkubiert. Dem  Reaktionsgefdf  wurde 750 ul
Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) hinzugefiigt und nach gutem Mischen fiir finf Minuten
bei 10000 xg und 4 °C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefald liberfiihrt, mit dem gleichen Volumen an kaltem Isopropanol gemischt
und solange invertiert, bis ein DNA-Prazipitat sichtbar war. Dann wurde sofort fir flinf
Minuten bei 10000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, luftgetrocknet und in 30 pl 1 x TE-Puffer bei 65 °C fiir 15 min. resuspendiert.
Der Erfolg der gDNA-Extraktion wurde mittels Agarose-Kontrollgelen Uberprift (siehe
Abschnitt 2.8.4). Bei erfolgreicher Extraktion konnten die Proben entweder sofort

weiterverwendet oder bei -20 °C eingefroren werden.

2.8.3 Extraktion von gDNA mit dem DNeasy® Plant Mini Kit

Die Extraktion genomischer DNA mit dem DNeasy® Plant Mini Kit von QIAGEN (Hilden,
Deutschland) wurde nach dem Hersteller-Protokoll durchgefiihrt. Die isolierte gDNA

wurde in 200 pl Eluationspuffer (Buffer AE) eluiert.

2.8.4 Uberpriifung des Extraktions-Erfolges — Extraktions-Kontrollgel

Der Erfolg der gDNA-Extraktion wurde mit Agarose-Kontrollgelen (1 % Agarose, 6,14 V/m,
20 min.) Gberprift, wobei jeweils 6 pl gDNA-Extrakt (genomische DNA) mit 1 pl 10 x DNA
Loading Dye aufgetragen wurden. Als GroBRenstandard diente ein A-Marker
(A-DNA/EcoRI+HindIll Marker; siehe Abb. 3), von dem stets 10 pl aufgetragen wurden —
das entspricht 0,5 pug A-Phagen-DNA. Die oberste A-Phagen-DNA-Bande enthielt daher
immer 220 ng DNA, womit die Konzentrationen der einzelnen Extrakte abgeschatzt
werden konnte. Dieses Wissen wurde bei der Durchfiihrung der PCR (siehe Abschnitt
2.9.2 und 2.10.2) bendétigt, da die zugegebene Menge an Template moglichst genau

einzuhalten war.

Die Auswertung wurde mittels UV-Detektion (GelDoc-System) durchgefihrt. Bei
erfolgreicher Extraktion befand sich die gDNA-Bande Uber der obersten A-Bande (d. h. die
extrahierte DNA ist grofRer als 21 kb — vgl. Abschnitt 1.1.3).
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Abb. 3 — A-DNA/EcoRI+HindIll Marker (Thermo Scientific, 2016c)

2.9 CAPS-Analyse

2.9.1 Allgemeines
Basierend auf den Unterschieden der DNA-Sequenz zwischen den Allelen tm-2, Tm-2a
und Tm-2 haben Lanfermeijer et al. (2005) CAPS-Marker (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences) entwickelt, welche es erlauben, den Genotyp kodominant zu unterscheiden.
Die hierfur entwickelten Primer PrRuG151F und PrRuGO86R fiihren bei einer PCR zu
einem amplifizierten 1085 bp-Fragment (siehe Anhang A 4). Die Primerbindestellen
befinden sich in Bereichen des Gens, welche fiir alle drei Allele homolog sind. Der
Forward- Primer liegt mitten im Open Reading Frame (ORF) des Tm-2-Gens, der Reverse-

Primer liegt 46 Nukleotide downstream des ORFs.

2.9.2 Arbeitsschritte

a) Extraktion
Die gDNA wurde aus den Tomatenpflanzen extrahiert. Es wurden verschiedene Methoden
(siehe Abschnitt 2.8) angewandt: Die CTAB-Methode, die Extraktion nach Murray &
Thompson (1980) und letztendlich die Extraktion mittels DNeasy® Plant Mini Kit.

Illmeier Daniel 30



Material und Methoden

b) Konzentrationsbestimmung der gDNA
Da den PCR-Ansatzen eine bestimmte Menge an gDNA Template zugesetzt werden
musste, war es notwendig die Konzentration der Extrakte zu ermitteln. Im Zuge der
Methoden-Etablierung wurde dies mittels Vergleichen der Bandenintensititen am
Agarosegel durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.8.4). Fir die PCR-Reaktionen der Sorten-
Genotypisierung wurde die gDNA-Konzentration der Extrakte mithilfe eines

Spektralphotometers (Nanodrop One C; Thermofisher, Madison, WI, USA) ermittelt.

c) PCR
Nach der Extraktion erfolgte die Amplifikation der genomischen DNA mittels PCR, welche
nach Arens et al. (2007a) durchgefiihrt wurde. Als Fwd.(Forward)-Primer diente der
Primer PrRuG151F und als Rev.(Reverse)-Primer PrRUGO86R (siehe Abschnitt 2.7). Alle
Ansatze wurden entsprechend Tabelle 4 auf Eis in PCR-Tubes (8 x 0,2 ml) vorbereitet,
bevor die Reaktion im programmierbaren PCR-Cycler mit dem unten beschriebenen
Programm durchgefihrt wurde. Die Tag DNA-Polymerase wurde von Segenetic (Borken,

Deutschland) bestellt, die dNTPs stammten von Bioline (London, UK).

Tabelle 4 - PCR-Reaktionsansatz fiir die CAPS-Analyse

50 pul Reaktionsansatz:

10 x PCR-Puffer 5 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Fwd.-Primer (10 uM): PrRuG151F 5 ul
Rev.-Primer (10 uM): PrRuGO86R 5ul
Taq DNA-Polymerase (5 U/pul) 0,4 pl
DNA-Template (4 ng/ul) - insgesamt = 40 ng gDNA 10 ul
H20 nukleasefrei 24,1 ul
Total 50 ul

Das am PCR-Cycler (No. 5345 026837; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrte
PCR-Programm beinhaltete ein einmaliges Aufschmelzen der DNA bei 94 °C fir
3 Minuten. Darauf folgten 35 Zyklen, welche sich jeweils aus einer Minute Aufschmelzen
bei 94 °C, einer Minute Primerhybridisierung (Annealing) bei 55 °C und zwei Minuten
Elongation bei 72 °C zusammensetzten. Um nicht abgeschlossene Amplifikationsvorgange
abzuschlieRRen, folgte zuletzt eine einmalige 10-miniitige Elongationsphase bei 72 °C. Die
PCR-Anséatze wurden nach Ablauf des Programms im PCR-Cycler bis zur Entnahme bei 5 °C
gekihlt.
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d) PCR-Kontrollgel - Uberpriifung des Amplifikations-Erfolges
Die Durchfuhrung erfolgte grundsatzlich wie in Abschnitt 2.8.4 beschrieben, nur, dass hier
pro Probe jeweils 9 pl PCR-Produkt mit 1 ul 10 x DNA Loading Dye in die Slots aufgetragen
wurde. Als GroRenstandard diente ein A-Marker (A-DNA/EcoRI+Hindlll Marker; siehe
Abb. 3).

e) Restriktionsverdau
Bei erfolgreicher Amplifikation wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Es wurden pro
Probe zwei unabhangige Restriktionsansdtze mit unterschiedlichen Enzymen und den
zugehorigen Reaktionspuffern angesetzt (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Ein
Ansatz bestand aus 8 pl PCR-Produkt (der insgesamt 50 pl aus der PCR), 1 ul (= 10 U) des
Restriktionsenzyms Hpal und 1 pl (= 10 U) des Hpal-Reaktionspuffers. Der zweite Ansatz
bestand aus 8 ul PCR-Produkt, 1 ul des Restriktionsenzyms BspTl und 1 pl des BspTI-
Reaktionspuffers. Die Ansdtze wurden fir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die je nach

Genotyp zu erwartenden Schnittmuster sind dem Abschnitt 2.9.3 zu entnehmen.

f) Restriktions-Gel (fiir die abschliefsende Auswertung)
Jeweils das gesamte Volumen der Restriktionsansatze (10 ul) wurde mit 1 pl 10 x DNA
Loading Dye auf einem Agarose-Gel (2% Agarose, 6,14 V/m, 70 min.) aufgetrennt
(Vorgehensweise: Vergleiche Abschnitt 2.8.4). Als GroRenstandard dienten die DNA-
Leitern GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder und GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (siehe
Abb. 4 und Abb. 5).

GeneRuler 100 bp DNA Ladder GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

bp ng/0.5p9 % bp bp ngf05pg %

E — 200
p + 0.5 pgilane, B cm length ge!
05 pgtene, 8 c fengh ol TR Sviem h

XTBE, 5V/em, 1h

— 100

5% polyacrylamide

0.5 pgflane, 20 cm length gel
0.5 pg/lane, 20 cm length gel, X TAE, BV/Em, 31
1XTAL, 8Vicm, 3h

Abb.4 — GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Abb. 5 — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
Groflenstandard (Thermo Scientific, 2016a) Gréfenstandard (Thermo Scientific, 2016b)
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2.9.3 Auswertung
Die bei den entsprechenden Allelen entstehenden Schnittmuster sind in Tabelle 5 (siehe
oben) angegeben. In der Praxis tritt bei der Untersuchung des Genotyps von
Tomatenpflanzengewebe (diploider Organismus) Homo- oder Heterozygotie auf. Die
jeweiligen  Schnittmuster sind ebenfalls in Tabelle5 (unten) angefihrt. Zur
Veranschaulichung siehe auch Abb. 86 bis Abb.88 im Anhang. Basierend auf den

vorliegenden Schnittmustern kann der Genotyp bestimmt werden.

Tabelle 5 - CAPS-Analyse: Mégliche Schnittmuster abhéngig vom Allel bzw. vom Genotyp

Allel Hpal BspTI

2 | tm-2 1085 bp 757 bp + 328 bp

£ | Tm-2 660 bp + 425 bp 757 bp + 328 bp

2| Tm-20 660 bp + 425 bp 559 bp + 328 bp + 198 bp
Genotyp Hpal BspTI

é’ tm-2/tm-2 1085 bp 757 bp + 328 bp

8| Tm-2/Tm-2 660 bp + 425 bp 757 bp + 328 bp

jg: Tm-2a/Tm-2a 660 bp + 425 bp 559 bp + 328 bp + 198 bp

%ﬂ tm-2/Tm-2 1085 bp + 660 bp + 425 bp 757 bp + 328 bp

g tm-2/Tm-2a 1085 bp + 660 bp + 425 bp 757 bp + 559 bp + 328 bp + 198 bp

% Tm-2/Tm-2a 660 bp + 425 bp 757 bp + 559 bp + 328 bp + 198 bp
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2.10 Tetra-Primer-ARMS-PCR

2.10.1 Allgemeines
Die Genotypisierung mittels der Tetra-Primer-ARMS-PCR besteht aus zwei Assays. Mithilfe
von Assay 2 erfolgt die Feststellung, ob im Genotyp das S-Allel (engl. susceptible, sensitiv;
tm-2), das R-Allel (engl. resistant, resistent; Tm-2 bzw. Tm-2a) oder beide Allele
(heterozygot) enthalten sind. Ist am Agarosegel der Analyse nur ein S-Allel erkennbar, so
handelt es sich um eine homozygote Pflanze des Genotyps tm-2/tm-2 (sensitiv). Bei
Vorhandensein des R-Allels ist es nur mittels Assay 1 moglich festzustellen, ob es sich um
das Tm-2-Allel oder um das Tm-2a-Allel handelt. Mit der Kombination beider Assays

kénnen alle méglichen Genotypen hinsichtlich des Tm-2-Locusses nachgewiesen werden.

Im Zuge der Methoden-Etablierung wurden beide Assays angewandt. Fiir die Analysen
der Sorten-Genotypisierung wurde ausschlieBlich mit Assay 2 gearbeitet, da aus der
vorangegangenen Untersuchung mithilfe der CAPS-Methode bekannt war, dass im zu
untersuchenden Pflanzenmaterial keine Probe das Tm-2-Allel enthielt, womit Assay 1

hinfallig wurde.

Im Zuge der Laborarbeiten wurde eine Sequenzanalyse der drei Allele am Tm-2-Locus
durchgefiihrt, welche in dieser Arbeit verbal am Ende des Abschnittes 3.1.3 diskutiert
wird (zur Veranschaulichung siehe Abb. 83 bis Abb. 85, Anhang A 39 ff.).

2.10.2 Arbeitsschritte

a) Extraktion
Zur Extraktion wurden dieselben Methoden verwendet, die fiir die Analysen mithilfe der
CAPS-Methode angewandt wurden. Die Methoden sind dem Abschnitt 2.9.2 zu

entnehmen.

b) Konzentrationsbestimmung der gDNA
Da den PCR-Ansdtzen eine bestimmte Menge an gDNA Template zugesetzt werden
musste, war es notwendig die Konzentration der Extrakte zu ermitteln. Hier wurden

dieselben Methoden wie in Abschnitt 2.9.2 angewandt.
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c) PCR
Die Amplifikation der genomischen DNA erfolgte mittels PCR, welche nach Arens et
al. (2007a) durchgefiihrt wurde. Die verwendeten Inner-Primer sind die SNP-
enthaltenden Primer. Fiir Assay 1 wurden der Inner Fwd.-Primer SNP2494F Tm2(2), der
Inner Rev.-Primer SNP2493R Tm2, der Outer Fwd.-Primer TMV-2286F und der Outer Rev.-
Primer TMV-2658R verwendet. Flir Assay 2 wurden der Inner Fwd.-Primer TMV-S
SNP901misF, der Inner Rev.-Primer TMV-R SNP901misR, der Outer Fwd.-Primer TMV-
747F und der Outer Rev.-Primer TMV-1256R verwendet. Die Sequenzen der Primer sind
dem Abschnitt 2.7zu  entnehmen. Schemata der Allel-Sequenzen wund deren
Primerbindestellen sind im Anhang A 39 ff. abgebildet. Alle Ansdtze wurden entsprechend
Tabelle 6 auf Eis in PCR-Tubes (8 x 0,2 ml) vorbereitet, bevor die Reaktion im
programmierbaren PCR-Cycler mit dem unten beschriebenen Programm durchgefiihrt
wurde. Die Tag DNA-Polymerase wurde von Segenetic (Borken, Deutschland) bestellt, die

dNTPs stammten von Bioline (London, UK).

Tabelle 6 - PCR-Reaktionsansatz fiir die Tetra-Primer-ARMS-PCR

20 pl Reaktionsansatz:

10 x PCR-Puffer 2ul
MgCl2 (25 mM) 1,2 ul
dNTPs (10 mM) 0,8 ul
Inner Fwd.-Primer (10 uM) 0,4 pl
Inner Rev.-Primer (10 uM) 0,4 ul
Outer Fwd.-Primer (10 uM) 0,1 ul
Outer Rev.-Primer (10 uM) 0,1 ul
Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
DNA-Template (10 ng/ul) - insgesamt = 20 ng gDNA 2ul
H20 nukleasefrei 12,8 ul
Total 20 pl

Das am PCR-Cycler (No. 5345 026837; Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrte
PCR-Programm beinhaltete ein einmaliges Aufschmelzen der DNA bei 94 °C fiir 3
Minuten. Darauf folgten 35 Zyklen, welche sich jeweils aus einer Minute Aufschmelzen
bei 94 °C, einer Minute Primerhybridisierung (Annealing) bei 55 °C und zwei Minuten
Elongation bei 72 °C zusammensetzten. Um nicht abgeschlossene Amplifikationsvorgange
abzuschlieRen folgte zuletzt eine einmalige 10-mindtige Elongationsphase bei 72 °C. Die

Amplifikate wurden im PCR-Cycler danach bei 5 °C gekihlt.
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d) Agarose-Gel (fiir die abschliefsende Auswertung)
Jeweils das gesamte Volumen der PCR-Produkte (20 pl) wurde direkt in den PCR-Tubes
mit 3 ul 10 x DNA Loading Dye versetzt und davon 10 bis 15 pl auf einem Agarose-Gel (2 %
Agarose, 6,14 V/m, 70 min.) aufgetrennt (Vorgehensweise: Vergleiche Abschnitt 2.8.4).
Als GréRenstandard dienten die DNA-Leitern GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder und
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (sieche Abb.4 und Abb.5). Die mdglichen

Bandenmuster sind in Tabelle 7 angefiihrt.

2.10.3 Auswertung
Die bei den entsprechenden Allelen durch Amplifikation entstehenden Bandenmuster
sind in Tabelle 7 (oben) angegeben. In der Praxis tritt bei der Untersuchung des Genotyps
von Tomatenpflanzen Homo- oder Heterozygotie auf. Basierend auf den in Tabelle 7

(unten) abgebildeten Bandenmustern kann der Genotyp bestimmt werden.

Tabelle 7 - Tetra-Primer-ARMS-PCR: Mdégliche Bandenmuster abhéngig vom Allel bzw. vom Genotyp.

Allel Assay 2 Assay 1

2 |tm-2 509 bp + 381 bp 416 bp

£ | Tm-2 509 bp + 185 bp 416 bp + 254 bp

2 | Tm-2a 509 bp + 185 bp 416 bp + 214 bp
Genotyp Assay 2 Assay 1

-igo tm-2/tm-2 509 bp + 381 bp 416 bp

g | Tm-2/Tm-2 509 bp + 185 bp 416 bp + 254 bp

jg: Tm-2a/Tm-2a 509 bp + 185 bp 416 bp + 214 bp

é tm-2/Tm-2 509 bp + 381 bp + 185 bp 416 bp + 254 bp

§ | tm-2/Tm-2a 509 bp + 381 bp + 185 bp 416 bp +214 bp

§ Tm-2/Tm-2a 509 bp + 185 bp 416 bp + 254 bp + 214 bp
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen dienten der genotypischen
Charakterisierung von Tomatenpflanzen verschiedener Kultivare hinsichtlich des
Tm-2-Locus. Es wurde mithilfe der CAPS-Methode und der Tetra-Primer-ARMS-PCR
getestet, ob am Tm-2-Locus ein resistenzvermittelndes Allel vorhanden ist. Um die
Sorten-Genotypisierung (siehe Abschnitt 3.2) durchfiihren zu kénnen, wurden die beiden
angewandten Methoden im Zuge der vorangegangenen Methoden-Etablierung (siehe
Abschnitt 3.1) auf ihre Anwendbarkeit Gberprift. Da die durchgefiihrten Arbeitsschritte
haufig von den Ergebnissen der vorangegangenen Arbeitsschritte abhangig waren,
werden die Ergebnisse und die Diskussion in dieser Arbeit aus Griinden der
Ubersichtlichkeit zusammengefasst. Zu beachten ist, dass in diesem Teil nur
exemplarische bzw. zusammengefasste Daten dargestellt werden und diese zugleich
interpretiert werden (Gelbilder und relevante Analyse-Ergebnisse). Alle im Zuge des
Projektes erhobenen Daten wie Gelbilder, Analyse-Ergebnisse und schematische

Darstellungen von Genen sind dem Anhang zu entnehmen.

Die Bezeichnung der einzelnen Kultivare erfolgt, wie in Abschnitt 2.2angegeben.
Einzelpflanzen der Untersuchung werden mit ,Pfl.“ Abgekiirzt. Der Abklirzung folgt die
Nummer der Pflanze, welche bei der Anzucht der Pflanzen vergeben wurden. In
Klammern nachgestellte Ziffern geben die Extraktionsreihe an, also wie oft die gDNA
dieser Pflanze bereits neu isoliert wurde. So bedeutet ,,Pfl. 1(2)“ beispielsweise, dass es
sich bei der Probe um die zweite Extraktion aus Pflanze 1 handelt. Pflanzennummern in
Klammern nachgestellte Buchstaben kennzeichnen, dass es sich um Parallelproben
derselben Pflanze handelt. Demnach waren ,,Pfl. 1(a)“ und ,,Pfl. 1(b)“ Proben desselben

Pflanzenmaterials.
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3.1 Methoden-Etablierung

3.1.1 Extraktionsmethoden

Da im Labor vor Ort die CTAB-Methode eine etablierte Standard-Methode ist, wurde
diese zur Extraktion der gDNA herangezogen. Die Extraktion verlief in den meisten Fallen
erfolgreich und lieferte DNA-Extrakte (siehe Abschnitt A 1.1.1 im Anhang). Es stellte sich
aber heraus, dass die Extrakte der CTAB-Methode nicht fiir PCR-Reaktionen verwendbar
waren, da die Methode gDNA-Extrakte produzierte, bei denen die PCR keine Amplifikate
hervorbrachte. Pflanzengewebe kann abhadngig von der Spezies und vom gewadhlten
Gewebe Sekunddrmetabolite enthalten, welche die Extraktion, aber auch fortfolgende
PCR-Reaktionen beeintrachtigen kénnen. Aufgrund der unterschiedlichen chemischen
Zusammensetzung dieser Metabolite kann es zu DNA-Interaktionen kommen, wie z. B.
bei Polyphenolen, Harzen oder Saponinen (Rat et al., 2014). Weiters wurde daher
versucht, die gDNA mittels DNeasy® Plant Mini Kit erneut zu extrahieren, um eventuell
vorhandene Storfaktoren der PCR abzuscheiden. Auch diese Methode flihrte vorerst nicht
zum gewdlinschten Erfolg, die darauffolgende PCR brachte keine Amplifikate hervor (siehe
Abb. 24 und Abb. 35). Zunachst wurde daher die nach Murray & Thompson (1980)
adaptierte CTAB-Extraktionsmethode angewandt. Diese Methode eignet sich laut den
genannten Autoren fir die Extraktion hochmolekularer pflanzlicher DNA (langer als
50 kbp) und wurde bereits erfolgreich im Zusammenhang mit Tomatenpflanzen
eingesetzt (Gerhardts, 2008). Da diese Methode in den PCR-Reaktionen Amplifikate
hervorbrachte, wurden alle Extraktionen mit dieser Methode wiederholt (siehe
Abschnitt 2.8.2). Im weiteren Verlauf der Arbeiten stellte sich heraus, dass die gDNA
Extrakte ganz bestimmter Pflanzenproben, nie zu einer erfolgreichen PCR-Reaktion
flihrten. Fiur dieselben Proben wurde mehrere Male gDNA erneut extrahiert und die PCR
(sowohl bei der CAPS-Analyse, als auch bei der Tetra-Primer-ARMS-PCR) erneut
durchgefiihrt — immer erfolglos. Die Methodik (insbesondere die Extraktion) schien sehr
sensibel zu sein. Fiir etwa zwei Drittel aller Pflanzenproben fiihrte die Methode nach
Murray & Thompson (1980) zu einem Ergebnis. Da diese Quote nicht zufriedenstellend
war, wurde im spateren Verlauf der Untersuchungen die Extraktion mittels DNeasy® Plant
Mini Kit erneut wiederholt. Obwohl die Extraktion mit dieser Methode zuvor nicht zum
gewinschten Ergebnis flihrte (siehe Abb. 24), verlief die neuerliche Anwendung des Kits
erfolgreich (siehe Abb. 25).

Aufgrund der geringen Zuverlassigkeit der Methode nach Murray & Thompson (1980) fiir

die Extraktion von gDNA aus Tomaten-Pflanzenmaterial wurde letztendlich trotz

Illmeier Daniel 38



Ergebnisse und Diskussion

anfallender Mehrkosten die Extraktion mittels DNeasy® Plant Mini Kit als Mittel der Wahl
bestimmt. Zudem fiihren Extraktionsmethoden mit einer hheren Ausfallsrate durch die
anfallende Mehrarbeit zu erheblichen Mehrkosten, welche durch die Anwendung einer

Kit-Extraktion vermieden werden kdonnen.

Als Alternative zur Extraktion mittels DNeasy® Plant Mini Kit konnte eine Optimierung der
CTAB-Extraktion oder der Extraktion nach Murray & Thompson (1980) durchgefiihrt
werden. Rat et al. (2014) haben die Modifizierung einer CTAB-Methode vorgenommen
und konnten Storfaktoren (Polyphenole, Harze, Saponine, etc.) eliminieren, indem sie
Phenol-Adsorbentien wie Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) und
Aktivkohle beim Morsern zugaben. Laut den genannten Autor*innen eignet sich die von

ihnen beschriebene Modifizierung des Protokolls fir diverse Pflanzenarten.

3.1.2 CAPS-Analyse
Die verwendeten CAPS-Marker erlauben es, den Genotyp von Tomatenpflanzen
hinsichtlich des vorliegenden Allels am Tm-2-Locus kodominant zu unterscheiden. Die
Differenzierung basiert auf den Unterschieden der DNA-Sequenz zwischen den Allelen
tm-2, Tm-2a und Tm-2 (siehe Abschnitt 2.9).

Zunachst wurde mit Proben bekannten Genotyps getestet, ob die Methode die zu
erwartenden Ergebnisse, also das charakteristische Bandenmuster, liefert. Das
ungeschnittene Amplifikat, welches unter der Anwendung der CAPS-Primer von
Lanfermeijer et al. (2005) in der PCR-Reaktion hervorgebracht wird, besitzt eine Lange
von 1085 bp. Der Kultivar Muchamiel UMH 1200 ist homozygot fiir das Tm-2a-Allel
(Garcia-Martinez et al., 2015). Es sollten beim Verdau mit Hpal zwei Fragmente in der
Lange von 660 bp und 425 bp und beim Verdau mit BspTl drei Fragmente in der Lange
von 757 bp, 559 bp und 328 bp entstehen. Der Kultivar Moneymaker ist homozygot fiir
das tm-2-Allel (Arens et al., 2007a). Es sollte beim anschlielenden Verdau mit Hpal ein
unverdautes Fragment in der Lange von 1085 bp und beim Verdau mit BspTl zwei

Fragmente in der Lange von 757 bp und 328 bp entstehen (siehe auch Anhang A 39 ff.).

Das Bandenmuster in Abb.6 basiert auf der Restriktion der PCR-Produkte der
Amplifikation ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) und entspricht
den Erwartungen (siehe Tabelle 5, S. 33). Die Reproduzierbarkeit der CAPS-Analyse nach
Arens et al. (2007a) ist damit belegt. Zusétzlich sichtbare Banden auf dem Gel in Abb. 6,
die nicht den Langen der erwarteten Fragmente entsprechen (grau eingefasst), lassen sich
wie folgt diskutieren: Am Gel zum Teil sichtbare Banden auf der Hohe von 250 bp, zeigen

sich bereits nach der PCR (siehe Abb. 36) und scheinen das Ergebnis einer unspezifischen
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Amplifikation zu sein. Diese Banden sind auch im Restriktionsansatz vorhanden, da jeweils
ein Aliquot des PCR-Ansatzes direkt fir die Restriktion weiterverwendet wurde. Zusatzlich
sind teilweise schwache Banden (u. a. auf der Hohe des unverdauten PCR-Produkts, also

bei 1085 bp) infolge eines unvollstandigen Verdaus erkennbar.
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Abb. 6 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2: Moneymaker Pfl. 1(a) (Hpal); 3: Moneymaker Pfl. 1(a)
(BspTl); 4: Moneymaker Pfl. 1(b) (Hpal); 5: Moneymaker Pfl. 1(b) (BspTl); 6: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1 (Hpal);
7: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1 (BspTl). Moneymaker Pfl. 1(a) und Pfl. 1(b) sind Parallelproben von Moneymaker.
Moneymaker Pfl. 1: schwarz; Moneymaker Pfl. 2: dunkelgrau; Muchamiel UMH 1200: weifs; Verschleppte unspezifische
Banden: hellgrau.

Die erste Restriktionsanalyse (siehe Abb. 7) mit auszuwertenden Proben wurde ebenso
ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) durchgefiihrt. Die Analyse
wurde an einer Reihe von Einzelpflanzen der Kultivare Tica und Guyana RZ F1
durchgefiihrt. Von beiden Kultivaren wurde vermutet, dass sie das Gen Tm-2a homozygot
tragen (Lammer, persdnliche Kommunikation, 08.04.2016). Aus dem Gel in Abb. 7 I3sst
sich ablesen, dass sich die Vermutung (homozygoter Genotyp Tm-2a/Tm-2a) fur die
Pflanzen des Kultivars Tica bestatigt, fur die Pflanzen des Kultivars Guyana RZ F1 aber der
heterozygote Genotyp Tm-2a/tm-2 festgestellt wurde, da der Hpal-Verdau drei Banden
mit den Langen von 1085 bp, 660 bp und 425 bp hervorbrachte und der BspTI-Verdau vier
Banden mit den Langen von 757 bp, 559 bp, 328 bp und 198 bp hervorbrachte. Aufgrund
der Tatsache, dass der genaue Genotyp beider Kultivare vom Saatgutproduzenten nicht
angegeben wurde (Lammer, personliche Kommunikation, 08.04.2016), ist es ohne
Weiteres moglich, dass der tatsachliche, bestimmte Genotyp vom vermuteten Genotyp
abweicht. Am Gel in Abb. 7 lassen sich bei den Proben des Kultivars Tica unverdaute Reste

des 1085 bp-Fragmentes erkennen. Beim BspTl-Verdau der Proben des Kultivars
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Guyana RZ F1 ist die 198 bp-Bande sehr schwach. Es sind unspezifische Banden im Bereich

von 250 bp zu erkennen (grau eingefasst).

1 2 3 45 6 7 89 10 1112 13 14 15°16° 17189820 21 22:23:94 258262728 29 30!31 32

Abb. 7 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2-10: Tica [2: Pfl. 1(3) (BspTl); 3: Pfl. 1(3) (Hpal); 4: Pfl. 2(3)
(BspTl); 5:Pfl. 2(3) (Hpal); 6: Pfl. 3(3) (BspTl); 7:Pfl. 3(3) (Hpal); 8: Pfl. 4(3) (BspTl); 9: Pfl. 4(3) (Hpal); 10: Pfl. 5(3)
(BspTl)]; 11: 100 bp-Ladder; 12-20: Tica [12: Pfl. 5(3) (Hpal); 13: Pfl. 6(3) (BspTl); 14: Pfl. 6(3) (Hpal); 15: Pfl. 7(3) (BspTl);
16: Pfl. 7(3) (Hpal); 17:Pfl.9(3) (BspTl); 18:Pfl. 9(3) (Hpal); 19:Pfl. 10(3) (BspTl); 20:Pfl. 10(3) (Hpal)]; 21:
100 bp-Ladder; 22-31: Guyana RZ F1 [22: Pfl. 2(3) (BspTl); 23: Pfl. 2(3) (Hpal); 24: Pfl. 4(3) (BspTl); 25: Pfl. 4(3) (Hpal);
26: Pfl. 5(3) (BspTl); 27: Pfl. 5(3) (Hpal); 28: Pfl. 6(3) (BspTl); 29: Pfl. 6(3) (Hpal); 30: Pfl. 7(3) (BspTl); 31: Pfl. 7(3) (Hpal)];
32: 100 bp-Ladder. Tica: weif3; Guyana: dunkelgrau; Verschleppte unspezifische Banden: Hellgrau (diinn eingefasst).

Das Bandenmuster am Gel in Abb. 8 basiert auf der Restriktion der PCR-Produkte der
Amplifikation ausgehend von Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits. Es wurden Proben
von Einzelpflanzen aller Kultivare (Moneymaker, Muchamiel UMH 1200, Tica,
Guyana RZ F1), deren Genotyp bereits mithilfe der Gele in Abb. 6 und Abb. 7 bestimmt
werden konnte und die bis dahin noch nicht erfolgreich genotypisierte Virus-
Mutterpflanze 1, erneut untersucht. Es sollte festgestellt werden, ob gewisse
Storfaktoren fir die PCR durch Anwendung der Kit-Extraktion minimiert werden kénnen.
Ein erster Versuch einer PCR mit Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits ist fehlgeschlagen
(siehe Abb. 26 im Anhang A 4), bei einer weiteren Extraktion ist die PCR gelungen (siehe
Abb. 41 im Anhang A 10) und die Restriktionsanalyse konnte durchgefiihrt werden.

Das Ergebnis der Analysen aus Abb. 8 bestatigt erneut, dass die Pflanzen des Kultivars Tica
den homozygoten Genotyp Tm-2a/Tm-2a besitzen und jene des Kultivars Guyana RZ F1
den heterozygoten Genotyp Tm-2a/tm-2 besitzen. Zudem gelang erstmals die Analyse der
Virus-Mutterpflanze 1, welche wie vermutet den homozygoten Genotyp tm-2/tm-2
besitzt.

Die Amplifikation der gDNA und damit die fortfolgende Bestimmung des Genotyps einiger
Pflanzenproben (u. a. der Virus-Mutterpflanze) ist zuvor mehrere Male fehlgeschlagen

und mit den Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits erstmals gelungen. D. h. die Kit-
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Extraktion fihrt wie im Handbuch des DNeasy® Plant Mini Kits angegeben (QIAGEN, 2015,
S. 10) zur Reduktion von im Pflanzenmaterial auftretenden sekunddren Metaboliten,
welche die PCR stéren. Am Gel (siehe Abb. 8) sind unverdaute 1085 bp-Banden zu
erkennen. Bei allen BspTI-Verdau-Reaktionen begriindet sich das dadurch, dass das
1085 bp-Fragment in jedem Fall geschnitten wird und daher nur unvollstandiger Verdau
fir das Vorkommen dieser Bande in Frage kommt. Beim Hpal-Verdau der Slots 6, 9 und 12
handelt es sich ebenso um nicht verdautes Template. Ein Indiz dafir ist, dass die nachsten
darunterliegenden Banden kleinerer FragmentgréBen deutlich starker sind. Waren diese
1085 bp-Banden regular entstanden, so wiirde die Bandenintensitdt von oben nach unten
abnehmen, wie es in Slot 4 der Fall ist. Zudem sind am Gel unspezifische Banden zwischen
200 bp und 300 bp zu erkennen, welche auch im Fall der Kit-Extraktion mitgeschleppt
wurden (siehe Abb. 42 im Anhang A 10).

Abb. 8 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(a) (Hpal); 3: MP1 Pfl. 1(a) (BspTl);
4: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (Hpal); 5: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (BspTl); 6: Tica Pfl. 1(a) (Hpal); 7: Tica Pfl. 1(a) (BspTI); 8:
100 bp-Ladder; 9: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a) (Hpal); 10: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a) (BspTl);
11: Moneymaker Pfl. 1(a); 12: Moneymaker Pfl. 1(a) (BspTl); 13: 100 bp-Ladder. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1. Virus-
Mutterpflanze & Moneymaker (tm-2/tm-2): schwarz; Guyana RZF1 (Tm-2a/tm-2): dunkelgrau; Tica & Muchamiel
UMH 1200 (Tm-2a/Tm-2a): weif3; Verschleppte unspezifische Banden: hellgrau.

Die Durchfiihrung der CAPS-Analyse nach Arens et al. (2007b) lieferte — nach dem Finden
der geeigneten Extraktionsmethode — robuste Ergebnisse. Die Methode war auch in
anderen Labors gut reproduzierbar (Arens et al., 2007b), wobei auch dort die gDNA-
Extraktion mittels DNeasy® Plant Mini Kit durchgefiihrt wurde.
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Alle gewonnenen Ergebnisse (bestimmte Genotypen der Einzelpflanzen) der CAPS-
Analyse sind in Tabelle 13 (siehe Anhang A 13) zusammengefasst. Da genigend

Individuen aller Kultivare untersucht wurden, wurden fehlgeschlagene Untersuchungen

nicht mehr mit der Kit-Extraktion wiederholt. Die kompakte Darstellung der Ergebnisse

(bestimmte Genotypen der Kultivare) ist Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8 - Ergebnisse der Genotyp-Bestimmung der einzelnen Kultivare mittels CAPS-Analyse (Methoden-Etablierung);
Auftretende Fragmente werden mit ,x“ markiert; Unspezifische und nicht vollstindig abverdaute Banden sind nicht

angefiihrt.
Kultivar Hpal-Verd. BspTI-Verdau Abbildungen Bestimmter
Genotyp

o a| 2 a o a o

Q0 o) i) o) i) o)

LN o 2 00 0 o) ~

[ Qo o o)) [ LN o)

< (o] port — ™ [T ~
Moneymaker X X x | (Abb. 43 & Abb. 46) tm-2/tm-2
Muchamiel
UMH 1200 X X X X X (Abb. 43 & Abb. 46) Tm-2a/Tm-2a
Tica X X X X X (Abb. 44 bis Abb. 46) Tm-2a/Tm-2a
Guyana X X X X X X x | (Abb. 44 bis Abb. 46) tm-2/Tm-2a
Virus-
Mutterpflanze 1 X X x | (Abb. 46) tm-2/tm-2
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3.1.3 Tetra-Primer-ARMS-PCR

In der Tetra-Primer-ARMS-PCR werden zwei Assays angewandt, welche je vier Primer in
einer einzigen PCR verwenden. Die zwei dulleren nicht-Allel-spezifischen Primer (die
Outer Primer) amplifizieren die SNP-enthaltende Region. Das in der PCR-Reaktion
entstehende Amplifikat dient als Template fiir die zwei inneren Allel-spezifischen Primer
(die Inner Primer), wodurch in den nachsten PCR-Zyklen die Allel-spezifischen PCR-
Produkte amplifiziert werden. Durch die Durchfiihrung beider Assays lasst sich zwischen
den Allelen tm-2, Tm-2a und Tm-2 unterschieden (siehe Abschnitt 2.10und
Abschnitt 1.3.2). Da aus den Ergebnissen der CAPS-Analyse bekannt war, dass keine
Pflanze das Tm-2-Allel enthielt (siehe Tabelle 8), wurde die Durchfiihrung von Assay 1,
welcher eine in diesem Fall nicht notwendige Differenzierung zwischen den Allelen Tm-2a
und Tm-2 erlaubt, hinfallig. Zur Genotypisierung wurde daher nur Assay 2 angewandt.
Assay 1 wurde nur kontrollweise (siehe Abb. 9 und Abb. 12) durchgefiihrt.

Um zu testen, ob die Methode charakteristische Bandenmuster fiir den jeweiligen
Genotyp liefert, wurde die Analyse zuerst mit Proben von Kultivaren durchgefiihrt, deren
Genotyp bekannt war (siehe Abb. 9). Der Kultivar Moneymaker ist homozygot fiir das
tm-2-Allel (Arens et al., 2007a). Es sollte in Assay 1 nur ein PCR-Produkt mit einer Lange
von 416 bp entstehen und in Assay 2 zwei PCR-Produkte mit einer Lange von 509 bp und
381 bp entstehen. Der Kultivar Muchamiel UMH 1200 ist homozygot fiir das Tm-2a-Allel
(Garcia-Martinez et al., 2015). Es sollten in Assay 1 zwei PCR-Produkte mit einer Lange
von 416 bp und 214 bp und in Assay 2 zwei PCR-Produkte mit einer Lange von 509 bp und
185 bp entstehen (siehe auch Anhang A 39).

Das Bandenmuster der PCR-Produkte (siehe Abb. 9) entspricht teilweise den Erwartungen
und lasst sich den bei der Tetra-Primer-ARMS-PCR entstehenden Banden in Tabelle 7
(siehe S.36) zuordnen. Zudem treten aber Banden auf, welche sich nicht immer nur
aufgrund ihrer Intensitat von den zu erwartenden Banden unterscheiden lassen. Diese
zusatzlichen Banden entsprechen exakt den jeweils anderen méglichen BandengroRen
aus Tabelle 7 (siehe S.36) und fiihren zu grofRen Problemen bei der Auswertung. Die
Spezifitat der Tetra-Primer-ARMS-PCR beruht auf Mismatches am 3‘-Ende der inneren
Primer. Das gleichzeitige Auftreten beider Allel-spezifischer PCR-Produkte weist auf
geringe Spezifitat der PCR-Reaktion hin (vgl. auch mit der Beschreibung der Tetra-Primer-
ARMS-PCR in Abschnitt 1.3.2).
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100 bp Plus

Abb.9 - Tetra-Primer-ARMS-PCR. 1: 100 bp-Ladder; 2-3: Moneymaker Assay 2 [2:Pfl. 1(a); 3: Pfl. 2(a)];
4-5: Muchamiel UMH 1200 Assay 2 [4: Pfl. 1(a); 5: Pfl. 2(a)], 6: Muchamiel UMH 1200 Assay 1 Pfl. 1(a); Assay 1 wurde
nur mit Muchamiel UMH 1200 durchgefiihrt, da Moneymaker kein R-Allel besitzt. Moneymaker (schwarz) = tm-2
homozygot, Muchamiel UMH 1200 (weif3) = Tm-2a homozygot. Unspezifische verschleppte Banden: hellgrau.

Um zu Uberprifen, ob die Tetra-Primer-ARMS-PCR bei Proben der Kultivare Tica und
GuyanaRZF1 zu denselben Ergebnissen wie die CAPS-Analyse kommt, wurden
Einzelpflanzenproben ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) mittels
Tetra-Primer-ARMS-Methode untersucht. Assay1 (siehe Abb.10) fihrte zu
widersprichlichen Ergebnissen. Die Amplifikate, welche entweder auf das Vorhandensein
des Tm-2-Allels (254 bp) oder des Tm-2a-Allels (214 bp) hinweisen, kamen parallel vor.
Die parallele Existenz beider Allele ist in Tomatenpflanzen nur beim Genotyp Tm-2/Tm-2a
moglich. Dieser Genotyp ist jedoch laut der parallel durchgefiihrten CAPS-Analyse bei

keiner der zu untersuchenden Pflanzen vorhanden (siehe Tabelle 8).
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Abb. 10 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 1. 1: 100 bp-Ladder; 2-11: Tica [2: Pfl. 1, 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4, 6: Pfl. 5;
7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7; 9: Pfl. 8 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10]; 12: 100 bp-Ladder; 13-22: Guyana RZ F1 [13: Pfl. 1; 14: Pfl. 2; 15: Pfl. 3;
16: Pfl. 4; 17: Pfl. 5; 18: Pfl. 7, 19: Pfl. 8 20: Pfl. 9; 21: Pfl. 10; 22: Pfl. 6]; 23: 100 bp-Ladder. Kontrollbande (416 bp):
dunkelgrau; Tm-2-Allel (254 bp): hellgrau; Tm-2a-Allel (214 bp): weifs.

Der zugehorige Assay 2 der Analyse mittels Tetra-Primer-ARMS-Methode wurde mit
denselben Proben von Einzelpflanzen der Kultivare Tica und Guyana RZ F1 ausgehend von
Extrakten nach Murray & Thompson (1980) durchgefihrt (siehe Abb. 11). Einige PCR-
Reaktionen sind ganzlich fehlgeschlagen (siehe Slots 9, 13, 15 und 19 bis 21). Beim Rest
treten die Kontrollbanden auf (509 bp — weiR eingezeichnet). Auch in diesem Assay flihrte
die Analyse zu widerspriichlichen Ergebnissen. Es kommen am Gel die R-Allel-Banden

(185 bp) immer zusammen mit den S-Allel-Banden (381 bp) vor.

Das Auftreten von S-Allel und R-Allel (siehe Abb. 11) — bzw. beider R-Allele (siehe Abb. 10)
— ist widersprichlich. Wie sich herausstellte, ist die Tetra-Primer-ARMS-PCR eine sehr
sensible Methode und diirfte trotz Vorgehen nach dem Protokoll von Arens et al. (2007a)
nicht die erwarteten Ergebnisse liefern. Da bei den verwendeten Primern stets nur ein bis
zwei Mismatches darlber entscheiden, ob ein innerer Primer binden kann oder nicht,
kommt es offensichtlich zu unspezifischen Primerbindungen, welche auch zur
Amplifikation der betreffenden DNA-Abschnitte fihren, wenn das nachzuweisende Allel

gar nicht vorhanden ist.
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Abb. 11 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 2. 1: 100 bp-Ladder; 2-11: Tica [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4, 6: Pfl. 5;
7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7; 9: Pfl. 8; 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10]; 12: 100 bp-Ladder; 13-22: Guyana RZ F1 [13: Pfl. 1, 14: Pfl. 2; 15: Pfl. 3;
16: Pfl. 4, 17: Pfl. 5; 18: Pfl. 7; 19: Pfl. 8; 20: Pfl. 9; 21: Pfl. 10; 22: Pfl. 6]; 23: 100 bp-Ladder. Kontrollbande (509 bp):
dunkelgrau; S-Allel (381 bp), schwarz; R-Allel (185 bp): weifs.

Um feststellen zu kénnen, ob die Minimierung von Storfaktoren mittels der Extraktion des
DNeasy® Plant Mini Kits Auswirkungen auf die gebildeten Amplifikate der Tetra-Primer-
ARMS-PCR hat, wurde die Analyse mit den Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits
wiederholt. Es wurden Proben von Einzelpflanzen aller Kultivare (Moneymaker,
Muchamiel UMH 1200, Tica, GuyanaRZF1 und der Virus-Mutterpflanze), deren
Genotypen schon bekannt waren, erneut mittels Assay 1 und Assay 2 untersucht (siehe
Abb. 12).

Alle PCR-Reaktionen brachten Amplifikate hervor — die PCRs mit den Extrakten nach
Murray & Thompson (1980) fiihrten meistens zu einigen Ausfdllen. Die wiederholten
Assays lieferten jedoch keine aussagekraftigeren Resultate. Es waren nach wie vor viele
unspezifische Banden erkennbar. Besonders auffdllig ist die 381 bp-Bande in Assay 2,

welche in jeder Probe deutlich vorkommt.

Dass es keine PCR-Ausfdlle gab, bestatigt, dass die Kit-Extraktion grundsatzlich zu
reineren, an Storfaktoren darmeren Extrakten fiihrt. Die Spezifitdit der Untersuchung

konnte damit aber nicht beeinflusst werden.
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Abb. 12 - Tetra-Primer-ARMS-PCR (mit Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits); 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(a)
(Assay 1); 3: MP1 Pfl. 1(a) (Assay 2); 4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a) (Assay 1); 5: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a)
(Assay 2);  6: Moneymaker Pfl. 1(a) (Assay 1); 7: Moneymaker Pfl. 1(a) (Assay 2);  9:Tica Pfl. 1(a) (Assay 1);
10: Tica Pfl. 1(a) (Assay 2); 11: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (Assay 1); 12: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (Assay 2); 13: 100 bp-Ladder.
MP1 = Virus-Mutterpflanze 1. Virus-Mutterpflanze & Moneymaker: schwarz; Muchamiel UMH 1200, Tica: weif3; Guyana:
grau.

Fir die Tetra-Primer-ARMS-Methode gestaltete sich das Arbeiten nach Arens et al.
(2007b) schwierig. Die Ergebnisse sind durchwegs gegensatzlich, weshalb an dieser Stelle
auch keine tabellarische Aufstellung der Daten erfolgt. Unspezifische Banden machten
eine exakte Bestimmung des Genotyps mit dieser Methode unter diesen Bedingungen
unmoglich. Die Tetra-Primer-ARMS-PCR basiert, wie einfihrend in Abschnitt 2.10.1
beschrieben, auf der Mismatch-Strategie (Medrano et al.,, 2014). Die mit Vector NTI®
durchgefiihrten Sequenzanalysen (siehe Abb. 83 bis Abb. 88 im Anhang A 39 ff.) der
einzelnen Allele des Tm-2-Gens zeigten, dass, wie Medrano et al. (2014) angaben, die
Spezifitat der Bindungen der inneren Primer nur von einzelnen Basenpaaren abhangt. Ob
die Amplifikation der entsprechenden DNA-Abschnitte stattfindet, oder nicht, ist
ausschlieBlich von den ein bis zwei Mismatches zwischen den verschiedenen inneren
Primern und dem Template abhéngig. Deshalb lasst sich darauf schlieBen, dass die
Rahmenbedingungen der PCR groRen Einfluss auf die Amplifikation oder deren
Ausbleiben haben. Bereits minimale Abweichungen der Optimalbedingungen (z.B.:
geringste Temperaturabweichungen oder Abweichung in der lonenkonzentration) fiihren
dazu, dass der jeweils andere innere Primer unspezifisch binden kann und bei der Analyse
jeweils Amplifikate fir R-Allel und S-Allel auftreten, auch wenn nur eines von beiden

vorhanden ist.
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Auch die Literatur besagt, dass die Spezifitat der der Tetra-Primer-ARMS-PCR
insbesondere durch die Annealingtemperatur (welche an die Schmelztemperaturen der
Primer angepasst werden sollte) beeinflusst wird. Eine durch eine Aufreinigung
verbesserte DNA-Qualitat, die richtige Konzentration der PCR-Reagenzien (insbesondere
jene der MgCl,-Konzentration) und die richtigen Primerkonzentrationen fiihren ebenso zu
Verbesserungen hinsichtlich der Spezifitat (Medrano et al., 2014). Da andere von Arens et
al. (2007a) genannte Labors auch Probleme mit zusatzlich auftretenden unspezifischen
Banden oder mit fehlenden Banden fur das S-Allel und Kontrollbanden hatten, mussten
auch dort Optimierungen durchgefiihrt werden, um mit der Tetra-Primer-ARMS-PCR

verwertbare Ergebnisse erzielen zu kdnnen (Arens et al., 2007a).

Der Blick auf die im Zuge der Methoden-Etablierung gewonnenen Ergebnisse, sowie die
Angaben anderer Labors lie darauf schlieBen, dass flir einen reibungslosen Ablauf in
weiteren Untersuchungen die PCR-Bedingungen adaptiert werden miissen. Daflir werden
insbesondere die Optimierungen mittels Anpassung der Annealing-Temperatur (Arens et
al., 2007a) und gegebenfalls der Magnesiumionen-Konzentration (Medrano et al., 2014)

empfohlen.

3.1.4 Fazit der Methoden-Etablierung

Die Methoden-Etablierung wurde mit der Feststellung abgeschlossen, dass eine der
verwendeten Methoden, namlich die CAPS-Analyse, von Beginn an die zu erwartenden
Ergebnisse hervorbrachte, womit eines der Ziele erreicht wurde. Urspriinglich sollte die
genomische DNA aus finanziellen Griinden mit selbst angesetzten Reagentien anstelle
eines Kits durchgefiihrt werden. Da sich zeigte, dass sowohl die CTAB-Extraktion, sowie
die Extraktion nach Murray & Thompson (1980) immer wieder zu Problemen bei der PCR

flihrten, wurde fortan jedoch mit dem DNeasy® Plant Mini Kit gearbeitet.

Die CAPS-Analyse lieferte aussagekraftige Ergebnisse (siehe Tabelle 8 auf S.43 und
Tabelle 13 im Anhang A 13) und wurde deshalb fir die weiteren Untersuchungen der
Sorten-Genotypisierung angewandt (siehe Abschnitt 3.1.2, S. 39 ff.). Um auch die Tetra-
Primer-ARMS-PCR anwenden zu konnen, wurde die empfohlene Optimierung der
Annealing-Temperatur im Rahmen der Sorten-Genotypisierung durchgefiihrt (siehe
Abschnitt 3.1.3, S. 44 ff.).
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3.2 Sorten-Genotypisierung

Dieser Teil der Arbeit beschaftigte sich mit der Genotypisierung der untersuchten
Tomatenpflanzen hinsichtlich deren Genotyp am Tm-2-Locus. Dazu wurden die im Zuge

der Methoden-Etablierung (siehe Abschnitt 3.1) getesteten Methoden angewandt.

Die untersuchten Kultivare (siehe Tabelle 2, S. 23) wurden aus Saatgut angezogen, das
teilweise von Saatgutunternehmen stammte und teilweise durch Ziichtung des Vereins
Arche Noah oder dessen Partnern erzeugt wurde. Bei Saatgut von Saatgutunternehmen
wird angegeben, ob es sich um Saatgut stabiler Linien oder um Hybridsaatgut handelt. Zu
selbst gezlichtetem Saatgut sind haufig weniger Informationen bekannt — es lasst sich
nicht immer nachvollziehen, welcher Generation einer Zuchtlinie das vorliegende Saatgut
angehort bzw. welche eingekreuzten Eigenschaften enthalten sein koénnten. Zur
Herstellung von ToMV-resistentem Saatgut, welches fiir dieses Merkmal stabil sein sollte,
missen Tm-2a-homozygote Linien gezlichtet werden (Tm-2a/Tm-2a). Eine Moglichkeit,
um sicherzugehen, dass dieser Ziichtungserfolg erreicht werden kann, ist die Anwendung
der markergestiitze Selektion (siehe Abschnitt 1.3) umgesetzt durch den Einsatz der in
dieser Arbeit beschriebenen Methoden zur Genotypisierung. So kénnen mithilfe der
Ergebnisse der Marker-Analysen die Kreuzungseltern ausgewahlt werden, um mit diesen

in weiterer Folge ,Prazisionsziichtung” zu betreiben.

3.2.1 Extraktionsmethoden

Im Zuge der Methoden-Etablierung wurde festgestellt, dass die zuverlassigste Methode
zur Extraktion von gDNA das DNeasy® Plant Mini Kit ist (siehe Abschnitt 3.1.1). Fir die
Analysen der Sorten-Genotypisierung wurde ausschlieBlich mit dem Kit gDNA isoliert. Die
Extraktion lieferte die zu erwartenden Ergebnisse — es gab kaum Ausfalle. Gelbilder zu
den Extraktionen sind dem Anhang zu entnehmen (siehe Abb. 54 bis Abb. 60, Anhang
A 18 ff.).
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3.2.2 CAPS-Analyse
Die CAPS-Analyse konnte erfolgreich etabliert werden (siehe Abschnitt 3.1.2) und wurde
in den Analysen der Sorten-Genotypisierung als Hauptwerkzeug eingesetzt. Von den 24
inokulierten Pflanzen der zwolf unterschiedlichen Kultivare wurden je vier zufallig
ausgewahlte Pflanzen analysiert. Abweichend davon wurden von den Kultivaren
Goldita EP1 und Pozzano F1 alle 24 Pflanzen, sowie vom Kultivar EP2 neun Pflanzen

untersucht.

Von allen Pflanzenproben wurde gDNA isoliert und damit eine PCR-Reaktion
durchgefiihrt. Die anschlieende Restriktion der Amplifikate brachte Fragmente in den zu
erwartenden GrofRen hervor (siehe Abb. 68 bis Abb.76 im Anhang A 22 bis A 26).
Vorhandene unspezifische Banden am Gel beeintrachtigten die Auswertung nicht. Die
unspezifischen Banden zwischen 250 bp und 300 bp wurden aus der Extraktion
mitgeschleppt. Andere unspezifische Banden traten insbesondere dann auf, wenn die
Restriktionsansdtze sehr hohe DNA-Konzentration enthielten. Als weitere mogliche
Ursache fur unspezifische Banden konnte die erst nachtraglich festgestellte und
falschlicherweise zu hoch eingesetzte MgCl,-Konzentration in den PCR-Reaktionen nicht
ausgeschlossen werden, welche sich durch die Verwendung eines 10 x PCR-Puffers mit
bereits zugesetztem und nicht berilicksichtigtem MgCl, ergab. Dieser Fehler flihrte dazu,
dass alle PCR-Ansatze der CAPS-Analyse (siehe Abb. 34 bis Abb.42 und Abb. 61 bis
Abb. 66 im Anhang A 7 ff. bzw. A 20 ff.) 1,5 mM MgCl, enthielten (vorgesehen: 0 mM
MgCl,). Als Ursache fiir unspezifische Banden konnte die zu hoch eingesetzte MgCl,-
Konzentration durch die Restriktion (siehe Abb.78 und Abb.79 im Anhang A 27) der
Amplifikate der erneut durchgefiihrten PCR-Reaktion ohne zusatzliches MgCl, (siehe
Abb. 67 im Anhang A 22) jedoch ausgeschlossen werden.

Fortfolgend werden die Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung beispielhaft anhand der
Gelbilder des Restriktionsverdaus der Pflanzen des segregierenden Kultivars Goldita EP1
(siehe Abb.13 und Abb.14) gezeigt. Ergebnisse weiterer durchgefihrter

Restriktionsanalysen sind dem Abschnitt A 2.2.2 im Anhang zu entnehmen.
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Abb. 13 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau (II) mit BspTl, ohne MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2-13: Goldita EP1 [2: Pfl. 1;
3:Pfl. 2; 4:Pfl.3; 5:Pfl. 4, 6:Pfl.5; 7:Pfl.6; 8:Pfl.7; 9:Pfl.8 10:Pfl.9; 11:Pfl. 10; 12:Pfl. 11; 13:Pfl. 12]; 14:
100 bp-Ladder; 15-26: Goldita EP1 [15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17; 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19;
22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21; 24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27: 100 bp-Ladder; 28: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-
2a-Referenz); 29: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz).
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Abb. 14 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau (ll) mit Hpal, ohne MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2-13: Goldita EP1 [2: Pfl. 1;
3:Pfl.2; 4:Pfl.3; 5:Pfl.4;, 6:Pfl.5;, 7:Pfl.6; 8:Pfl.7;, 9:Pfl.8 10:Pfl.9; 11:Pfl. 10; 12:Pfl. 11, 13:Pfl. 12]; 14:
100 bp-Ladder; 15-26: Goldita EP1 [15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17; 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19;
22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21; 24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27: 100 bp-Ladder; 28: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-
2a-Referenz); 29: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz).

Fir die Pflanzen 5, 6 und 7 des Kultivars Goldita EP1 wurde nach der erfolgreichen
Genotypisierung (siehe Abb. 14 und Abb. 15) die gesamte Analyse wiederholt, da fir
diese drei Proben ausgehend von den Ergebnissen des Inokulations-Versuchs andere
Genotypen zu erwarten waren (siehe Tabelle 12, S. 61). Die Vermutung des Vertauschens
dieser Proben im Labor konnte widerlegt werden, da die Genotypisierung fir die drei
Proben von Beginn an wiederholt wurde und zum selben Ergebnis flhrte (siehe Abb. 77
im Anhang A 26). Am ehesten ist von einer Verwechslung der drei Proben zum Zeitpunkt

der Probennahme auszugehen.

Alle gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 14 (siehe Anhang A 28 ff.) aufgelistet. Die
kompakte Darstellung der Ergebnisse ist Tabelle 9 zu entnehmen, in welcher diese
zusammengefasst wurden, sofern die Ergebnisse aller Einzelpflanzen eines Kultivars

einheitlich sind.
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Tabelle 9 - Ergebnisse der Genotyp-Bestimmung der einzelnen Kultivare mittels CAPS-Analyse (Sorten-Genotypisierung);
Auftretende Fragmente werden mit ,x“ markiert; Unspezifische und nicht vollstindig abverdaute Banden sind nicht

angefiihrt.
Kultivar Hpal-Verd. BspTl-Verdau Abbildungen Bestimmter Genotyp

8| 8| 5| 8| 8 8| 8

Rl 8| 8| 8|3 3|k

<t © =) — ™ n ~
Moneymaker G421 X X X QEE 22’ 2 it;b&;’ 4 tm-2/tm-2
Primabella X X X | Abb. 71 & Abb. 72 tm-2/tm-2
s T [ | 2888y
mx:‘;;"z'e' x | x x | x | x Abb. 68 & Abb. 69 | Tm-2a/Tm-2a
Goldita EP1 Abb. 71 & Abb. 72 | S9regierend (siehe

unten)

Goldita EP2 X X x |Abb.73&Abb.74 | tm-2/tm-2
Philovita F1 x | x | x | x| x| x | x |Abb.73&Abb.74 |tm-2/Tm-2a
Limetto F1 X X X X X Abb. 73 & Abb. 74 Tm-2a/Tm-2a
Limetto F2 x | x X | x | x Abb. 73 & Abb. 74 | Tm-2a/Tm-2a
Rote Dattelwein X X X X X Abb. 73 & Abb. 74 Tm-2a/Tm-2a
Aroma Cocktail x | x X | x | x Abb. 75 & Abb. 76 Tm-2a/Tm-2a
Pozzano F1 x | x | x| x| x| x| x |Abb.75&Abb.76 |tm-2/Tm-2a
Goldita EP1
1 X X x | Abb. 71 & Abb. 72 tm-2/tm-2
2 X X X X X X X tm-2/tm-2a
3 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
4 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
5 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
6 X X X tm-2/tm-2
7 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
8 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
9 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
10 X X X tm-2/tm-2
11 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
12 X X X tm-2/tm-2
13 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
14 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
15 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
16 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
17 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
18 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
19 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
20 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
21 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
22 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
23 X X X X X X X tm-2/Tm-2a
24 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
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3.2.3 Tetra-Primer-ARMS-PCR

Die Tetra-Primer-ARMS-PCR konnte im Zuge der Methoden-Etablierung, wie in
Abschnitt 3.1.3 erwadhnt, nicht erfolgreich etabliert werden. Die Genotypen von
Pflanzenproben konnten nicht eindeutig identifiziert werden. Um die Methode fiir die
Sorten-Genotypisierung anwenden zu kdnnen, wurden in diesem Teil der Arbeit weitere

Optimierungen durchgefiihrt.

Eine Moglichkeit, die Tetra-Primer-ARMS-PCR zu optimieren ist die Anpassung der
Annealing-Temperatur, welche auf der temperaturabhingigen Spezifitdit der
Primerbindungen beruht (Arens et al. 2008). Es wurden dazu PCR-Reaktionen (Assay 2)
ausgehend von gDNA der Pflanze 1 des Kultivars Moneymaker G421 (tm-2/tm-2) bzw. von
gDNA der Pflanze 2 des Kultivars Muchamiel UMH 916 (Tm-2a/Tm-2a) unter Anwendung
eines Temperaturgradienten durchgefuhrt. Dabei wurden idente PCR-Ansitze zwolf
verschiedenen Annealing-Temperaturen (54,1 °C bis 59,8 °C) ausgesetzt (siehe Abb. 15).
Die Ansdtze enthielten in diesem Assay jeweils 3 mM MgCl,. In den PCR-Reaktionen des
Kultivars Muchamiel UMH 916 wurden keine unspezifischen Banden amplifiziert. In den
PCR-Reaktionen des Kultivars Moneymaker G421 wurden unspezifische Banden
amplifiziert (185 bp), welche mit steigender Annealing-Temperatur abnahmen. Bei der
hochsten Temperatur entstanden fir diesen Kultivar gar keine Amplifikate mehr. Es zeigt
sich, dass die Annealing-Temperatur wie erwartet einen starken Einfluss auf die Spezifitat
der Primerbindungen hat. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt, dass fiir die ideale
Annealing-Temperatur von einer Temperatur von 59,6 °C (siehe Abb. 15, Slot 25)
ausgegangen werden kann, da hier so gut wie keine unspezifische 185 bp-Bande mehr zu

erkennen ist, die beiden spezifischen Banden aber noch vorhanden sind.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27

Abb. 15 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Temperaturgradient. 1: 100 bp-Ladder; 2-13: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-
2a-Referenz) [3 mM MgCly; 2: 54,1 °C; 3: 54,2 °C; 4: 54,5 °C; 5: 55,0 °C; 6: 55,7 °C; 7: 56,4 °C; 8: 57,2 °C; 9: 57,9 °C; 10:
58,6 °C; 11: 59,2 °C; 12: 59,6 °C; 13: 59,8 °C]; 14: 100 bp-Ladder; 15-26: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz)
[3 mM MgCl,; 15:54,1 °C; 16: 54,2 °C; 17: 54,5 °C; 18: 55,0 °C; 19: 55,7 °C; 20: 56,4 °C; 21: 57,2 °C; 22: 57,9 °C; 23:
58,6 °C; 24: 59,2 °C; 25: 59,6 °C; 26: 59,8 °C]; 27: 100 bp-Ladder; 28: Negativkontrolle (H;0).

Bereits die Optimierung der Annealing-Temperatur fiihrte zum Erfolg, weshalb die

Anpassung der MgCl,-Konzentration zur Steigerung Spezifitat der Tetra-Primer-ARMS-PCR
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nach Medrano et al. (2014) nicht durchgefiihrt werden musste. Grundsatzlich wird die
Spezifitdit der Tag-Polymerase durch eine zu hohe MgCl,-Konzentration vermindert,

wodurch es zu unspezifischen Synthesen kommen kann (Mdller et al., 2016).

Das Gelbild in Abb. 16 zeigt die Ergebnisse einer Tetra-Primer-ARMS-PCR ausgehend von
gDNA unterschiedlicher Genotypen (bekannt aus der CAPS-Analyse) mit optimal
eingestellten Parametern. Letztere wurden mithilfe der oben beschriebenen Optimierung
bestimmt (siehe Abb. 15). Abgesehen von den bekannten unspezifischen Banden
zwischen 200 bp und 300 bp entsprechen alle Amplifikate dem zu erwartenden

Bandenmuster (siehe Abschnitt 2.10.3), d. h. die Optimierung war erfogreich.

Abb. 16 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Annealing-T: 59,6°C, 1,5 mM MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2
(Tm-2a/Tm-2a-Referenz); 3: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz); 4: Goldita EP1Pfl. 9 (tm-2/Tm-2a);
5: Goldita EP1 Pfl. 5 (Tm-2a/Tm-2a); 6: Goldita EP1 Pfl. 1 (tm-2/tm-2); 7: Negativkontrolle (H,0); 8: 100 bp-Ladder.

Um die Zuverldssigkeit der Tetra-Primer-ARMS-PCR abschlieBend zu tberprifen, wurde
der mit der CAPS-Analyse bereits untersuchte Kultivar Goldita EP1 (siehe Tabelle 9) mit
der Tetra-Primer-ARMS-PCR erneut untersucht (siehe Abb.17). Die Ergebnisse

entsprechen jenen der CAPS-Analyse und sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

1 2 3 45 6 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30

Abb. 17 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Annealing-T.: 59,6°C, 1,5 mM MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2-9: Goldita EP1 [2: Pfl. 1;
3:Pfl. 2; 4:Pfl. 3; 5:Pfl.4; 6:Pfl.5; 7:Pfl.6; 8: Pfl.7: 9:Pfl. 8]; 10: 100 bp-Ladder; 11-18: Goldita EP1 [11: Pfl. 9;
12: Pfl. 10; 13: Pfl. 11; 14: Pfl. 12; 15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16]; 19: 100 bp-Ladder; 20-27: Goldita EP1
[20: Pfl. 17; 21:Pfl. 18, 22:Pfl. 19; 23:Pfl. 20; 24:Pfl. 21, 25: Pfl. 22; 26: Pfl. 23; 27:Pfl. 24]; 28-30: Ergédnzung
[28: 100 bp-Ladder; 29: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-2a-Referenz); 30: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-
Referenz)];
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Nach der erfolgreichen Optimierung fiihrte die Tetra-Primer-ARMS-PCR zu denselben
Ergebnissen fiir den segregierenden Kultivar Goldita EP1 (siehe Tabelle 10) wie die CAPS-
Analyse (siehe Tabelle 9, S. 53). Die Methode konnte etabliert werden. Abgesehen von
dem segregierenden Kultivar Goldita EP1 wurden keine weiteren redundanten

Genotypisierungen mit der Tetra-Primer-ARMS-PCR durchgefihrt.

Tabelle 10 - Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung des Kultivars Goldita EP1 mittels Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 2;
Auftretende Amplifikate werden mit ,,x“ markiert; Unspezifische Banden sind nicht angefiihrt.

Kultivar Goldita EP1 Assay 2 Bestimmter Genotyp
Pflanze 185 bp 381 bp 509 bp | (siehe Abb. 82)
1 X X tm-2/tm-2

2 X X X tm-2/tm-2a

3 X X X tm-2/Tm-2a
4 X X X tm-2/Tm-2a

5 X X Tm-2a/Tm-2a
6 X X tm-2/tm-2

7 X X X tm-2/Tm-2a
8 X X X tm-2/Tm-2a
9 X X X tm-2/Tm-2a
10 X X tm-2/tm-2

11 X X X tm-2/Tm-2a
12 X X tm-2/tm-2

13 X X Tm-2a/Tm-2a
14 X X X tm-2/Tm-2a
15 X X Tm-2a/Tm-2a
16 X X X tm-2/Tm-2a
17 X X X tm-2/Tm-2a
18 X X X tm-2/Tm-2a
19 X X X tm-2/Tm-2a
20 X X X tm-2/Tm-2a
21 X X X tm-2/Tm-2a
22 X X X tm-2/Tm-2a
23 X X X tm-2/Tm-2a
24 X X Tm-2a/Tm-2a
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3.2.4 Fazit der Sorten-Genotypisierung

Durch die in der Sorten-Genotypisierung durchgefiihrten Analysen konnten alle
Einzelpflanzen der zu untersuchenden Kultivare genotypisiert werden. Am
unkomplizierten Ablauf der Analysen ist auch die Extraktion der gDNA mittels DNeasy®
Plant Mini Kit mitbeteiligt. Im Vergleich zu den Analysen der Methoden-Etablierung,
welche mit anderen Extraktionsmethoden durchgefiihrt wurden und von welchen nur
etwa ein Drittel zum Erfolg fiihrten (siehe Abschnitt 3.1.1), lag die Ausfallrate der Kit-
Extraktionen unter 5% (93 extrahierte gDNA-Proben brachten in 89 Fallen geniigend
Amplifikate bei der PCR-Reaktion hervor; siehe Abschnitt A 2.2 im Anhang A 20). Da
Extraktionsausfdlle zu einem enormen zusatzlichen Arbeitsaufwand und zur
Verschwendung von Labormaterial fUhren, ist eine gDNA-Extraktion mithilfe eines Kits zu

empfehlen.

Als Hauptwerkzeug fir die Bestimmung der Genotypen wurde die CAPS-Analyse
angewandt, welche aussagekraftige Ergebnisse lieferte (siehe Tabelle 9 auf S.53 und
Tabelle 15 im Anhang A 13). Um auch die Tetra-Primer-ARMS-PCR fiir die Sorten-
Genotypisierung anwenden zu koénnen, wurde eine Optimierunge der Annealing-
Temperatur (siehe Abb. 15) durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.1.3, S.44 ff.). Nach
erfolgreicher Anpassung der PCR-Parameter lieferte auch die Tetra-Primer-ARMS-PCR
aussagekraftige Ergebnisse (siehe Tabelle 10 auf S. 56 und Tabelle 15 im Anhang A 34).

Die Tetra-Primer-ARMS-PCR konnte, wenn auch etwas spater, erfolgreich etabliert
werden und kann problemlos fiir weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Gegeniber
der CAPS-Analyse bietet die Tetra-Primer-ARMS-PCR einige Vorteile: Die Genotypisierung
beruht lediglich auf der spezifischen Amplifikation im Zuge der PCR-Reaktion, weshalb der
Schritt der Restriktion und der damit verbundene Arbeitsaufwand wegfallt. Auch finanziell
fallt die Bilanz der Tetra-Primer-ARMS-PCR um einiges glinstiger aus, da die
Primererstellung relativ kostenglinstig ist, keine teuren Restriktionsenzyme benoétigt
werden und durch das Wegfallen einiger zeitintensiver Schritte im Vergleich zur CAPS-

Analyse weniger Arbeitszeit anfallt.

Die Tetra-Primer-ARMS-PCR benétigt in einem anderen Labor (mit einem anderen
Thermocycler) zwar moglicherweise erneut eine Optimierung der Annealing-Temperatur,
ist aber dennoch die Methode der Wahl — insbesondere, wenn eine groRe zu

untersuchende Probenzahl vorliegt.
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3.3 Inokulations-Versuch

Alle Pflanzen, deren Genotyp im Zuge der Sorten-Genotypisierung bestimmt wurde,
wurden auch einer Inokulation mit TOMV unterzogen. Die methodische Vorgehensweise
In der Tabelle 11 sind die
die

Inokulation angegeben (relative Anteile der

zu diesem Versuch ist dem Abschnitt 2.3zu entnehmen.

unterschiedlichen Kultivare, Informationen {iber deren Genotyp und Uber
Symptomauspragung nach erfolgter
symptomtragenden Pflanzen aus der jeweiligen Stichprobe). Pro Kultivar wurden 24
Pflanzen inokuliert und vier Kontrollpflanzen einer Mock-Inokulation (Inokulation ohne
Virus) unterzogen (siehe Abschnitt 2.3). Aus den 24 inokulierten Pflanzen jedes Kultivars
wurde eine zufallige Stichprobe von vier Pflanzen ausgewahlt, welche im Zuge der Sorten-
Genotypisierung untersucht wurden. Abweichend davon wurden von den Kultivaren
Goldita EP1 und Pozzano F1 aufgrund deren segregierender Symptomauspragung (siehe
Tabelle 11) alle 24 Pflanzen, sowie vom Kultivar Goldita EP2 aufgrund der Verwandtschaft

mit dem segregierenden Kultivar Goldita EP1 neun Pflanzen untersucht.

Da alle Kontrollpflanzen symptomlos blieben, ist davon auszugehen, dass im

Gewadchshaus sauber gearbeitet wurde bzw. dass keine anderen Mechanismen zur

Verbreitung des Virus beitrugen (z. B.: im Zuge der Pflanzenpflege oder durch Fral3).

Tabelle 11 - Ergebnisse des Inokulations-Versuchs. Die wdhrend den Bonituren ermittelten Symptome werden dem
vermuteten bzw. dem bestimmten Genotyp gegeniibergestellt. Die Ergebnisse der Kultivare Philovita F1 und
Goldita EP2 sind detailliert in Tabelle 17 und in Tabelle 12 (vgl. Tabelle 18 im Anhang A 37) dargestellt. Bei dem
Kultivar Pozzano F1 traten Symptome erst bei der zweiten Bonitur auf, bei allen anderen Kultivaren waren Symptome
bereits bei der ersten Bonitur erkennbar.

Kultivar Relativer Anteil der Vor der Untersuchung bekannter oder | Bestimmter

symptomzeigenden vermuteter Genotyp Genotyp

Pflanzen aus der

jeweiligen Stichprobe
Moneymaker G421 100 % tm-2/tm-2 tm-2/tm-2
Primabella 100 % tm-2/tm-2 tm-2/tm-2
Muchamiel UMH 916 0% Tm-2a/Tm-2a Tm-2a/Tm-2a
Muchamiel UMH 972 0% Tm-2a/Tm-2a Tm-2a/Tm-2a
Goldita EP1 25 % Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot ;:g;’eeﬁ;elrze)nd
Goldita EP2 100 % Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | tm-2/tm-2
Philovita F1 0% Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | tm-2/Tm-2a
Limetto F1 0% Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Limetto F2 0% Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Rote Dattelwein 0% Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Aroma Cocktail 0% Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Pozzano F1 33 %*/25 %*/** Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | tm-2/Tm-2a

* Dunkle Flecken am Stangel, braune Blattrander bzw. Blattspitzen

** Haupttrieb verkiimmert
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Die Pflanzen des Kultivars Pozzano F1 zeigten untypischerweise erst nach der zweiten
Bonitur Krankheitssymptome. Bei acht Pflanzen (33 %) traten dunkle Flecken am Stangel
und braune Blattrander bzw. Blattspitzen auf. Zusatzlich zu den genannten Symptomen
verkiimmerten bei sechs Pflanzen (24 %) die Haupttriebe (siehe Tabelle 11 und Tabelle 17
im Anhang A 36). Obwohl durch das untypische spatere Auftreten dieser Symptome eine
andere Ursache als ToMV fir die Erkrankung vermutet wurde, konnte eine ToMV-
Infektion und damit das Segregieren des Kultivars hinsichtlich der Genotypen nicht
ausgeschlossen werden. Es wurden daher alle 24 Pflanzen genotypisiert. Die Ergebnisse in
Tabelle 17 (siehe Anhang A 36) zeigen allerdings, dass alle Pflanzen des Kultivars
Pozzano F1 genetisch uniform sind und das Resistenz-Allel Tm-2a heterozygot tragen
(tm-2/Tm-2a). Bei den Erkrankungen muss es sich daher um eine Sekundarinfektion
anderer Erreger handeln. Auch die Tatsache, dass Symptome erst bei der zweiten Bonitur
festzustellen waren (bei allen ToMV-Infektionen bereits bei der ersten Bonitur), weist

darauf hin.

Bei den Goldita-Kultivaren handelt es sich um Kultivare derselben Abstammung - beide
entstammen einer Zuchtlinie in F5. Goldita EP1 und EP2 sind unterschiedliche
Einzelpflanzen der Folgegeneration (Lammer, persénliche Kommunikation, 08.04.2016).
Da vom Kultivar Goldita EP1 aber nur 25 % der Pflanzen und vom Kultivar Goldita EP2
100 % der Pflanzen eindeutige Virus-Symptome zeigten, wurden von dem Kultivar Goldita
EP1 aufgrund der naheliegenden genotypischen Segregation alle 24 Pflanzen genetisch
untersucht (siehe Tabelle 12) und von dem Kultivar Goldita EP2 neun Pflanzen untersucht
(Uniformitat wurde fiir diesen Kultivar zwar vermutet, aber um eine mogliche Aufspaltung

eher zu entdecken, wurden mehr als vier Pflanzen ausgewahlt).

Im Fall des Kultivars Goldita EP1 galt es herauszufinden, ob die zugrundeliegende
Aufspaltung der phanotypischen Merkmale im Verhaltnis von 1:3 (25 % befallene
Pflanzen und 75 % gesunde Pflanzen) mit der Aufspaltung der Genotypen einhergeht.
Laut der mendelschen Spaltungsregel (Graw, 2015) miussten (ausgehend von
heterozygoten Elternpflanzen) 25 % der Pflanzen den Genotyp Tm-2a/Tm-2a, 50 % den
Genotyp tm-2/Tm-2a und 25 % den Genotyp tm-2/tm-2 tragen - das zu erwartende
Verhaltnis der Genotypen-Verteilung ist demnach 1:2:1. Tatsachlich stehen die Ergebnisse
der Sorten-Genotypisierung in einem Verhéltnis von 1:4:1 (siehe Tabelle 12). Von den
insgesamt 24 Pflanzen stimmt der zugrundeliegende Phanotyp (erkrankt/nicht erkrankt)
mit dem bestimmten Genotyp in 21 Féllen Gberein (87,5 %). Fir die Pflanzen der drei

anderen Fille (siehe Tabelle 12; Pflanzen 5, 6 und 7) wurde die Analyse im Labor von
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Beginn an neu durchgefiihrt (ausgehend von den tiefgekiihlten Pflanzenproben). Das

Ergebnis der wiederholten Analysen war ident (siehe Abb. 77).

Die Eltern des Kultivars Goldita EP1 waren héchstwahrscheinlich Tm-2a-heterozygot. Die
Abweichung der idealen Genotypen-Verteilung nach der Spaltungsregel ist unter
anderem von der GroRe der Stichprobe abhangig. Bei der relativ kleinen Stichprobe (nur
24 Einzelpflanzen), kann das tatsachliche Verhdltnis vom erwarteten Verhaltnis
abweichen (Graw, 2015). Mithilfe des Chi-Quadrat-Tests lasst sich statistisch Gberprifen,
ob die vorliegende Stichprobe trotz der beobachteten Abweichungen die erwartete
Verteilung aufweisen kann (Griffiths et al., 2000). Die aufgestellte Nullhypothese zu dem
in Tabelle 19 (siehe Anhang A 38) durchgefiihrten Chi-Quadrat-Test geht davon aus, dass
die beobachtete Abweichung der Verteilung der Genotypen in der Stichprobe (1:4:1)
tatsachlich der erwarteten Verteilung (1:2:1) in der Grundmenge entspricht. Das Ergebnis
des Chi-Quadrat-Tests weist darauf hin, dass die beschriebene Abweichung beider
Verteilungen in mehr als 5% aller Fille zu erwarten ist: x?(2, N=24)=2,67, p=0,05. Die

Nullhypothese ist daher nicht zu verwerfen.
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Tabelle 12 - Ergebnisse des Inokulations-Versuchs des segregierenden Kultivars Goldita EP1. Die ermittelten Genotypen
(siehe Schattierung) sind den Ergebnissen der Bonituren gegeniibergestellt. Die Verteilung der Genotypen der
Stichprobe sind dem unteren Teil der Tabelle zu entnehmen.

Goldita EP 1 Symptome
Pflanze Bestimmter Genotyp Bonitur 1, 05.04.2017 Bonitur 2, 09.05.2017
1 tm-2/tm-2 Ja Ja
2 tm-2/tm-2a Nein* Nein*
3 tm-2/Tm-2a Nein Nein
4 tm-2/Tm-2a Nein Nein

s mame o m

% mae/mza Nen  Nen

* Schwaches Erscheinungsbild
** Schwaches Erscheinungsbild und Flecken
X Fur die Pflanzen 5, 6 und 7 wurden andere Genotypen bestimmt, als aufgrund der gezeigten Symptome zu erwarten war.

6 tm-2/tm-2 Nein Nein
7% tm-2/Tm-2a Ja Ja

8 tm-2/Tm-2a Nein Nein

9 tm-2/Tm-2a Nein Nein
10 tm-2/tm-2 Ja Ja

11 tm-2/Tm-2a Nein* Nein**
12 tm-2/tm-2 Ja Ja

13 |

14 tmafm2a  Nein  INen |
15 |

16 tm-2/Tm-2a Nein Nein
17 tm-2/Tm-2a Nein Nein
18 tm-2/Tm-2a Nein Nein
19 tm-2/Tm-2a Nein Nein
20 tm-2/Tm-2a Nein Nein
21 tm-2/Tm-2a Nein* Nein**
22 tm-2/Tm-2a Nein Nein
23 tm-2/Tm-2a Nein Nein

Verteilung der Genotypen Absolut Relativ
tm-2/tm-2 4 16,67 %
tm-2/Tm-2a 16 66,67 %

Flr die Abweichungen zwischen den phanotypischen und den genotypischen Ergebnissen
der Pflanzen 5, 6 und 7 kann nur das Vertauschen des Blattmaterials bei der Blatternte,
sowie das Auftreten einer Sekundarinfektion in Kombination verantwortlich sein. Es gibt
zwei mogliche Konstellationen, von denen wahrscheinlich eine eingetreten ist: Einerseits
kdnnte Pflanze 5 an einer Sekundarinfektion erkrankt sein wahrend Pflanzenmaterial von
konnte Pflanze 7 an einer

Pflanze6 und 7 vertauscht wurde. Andererseits

Sekundarinfektion erkrankt sein wahrend Pflanzenmaterial von Pflanze5 und 6

vertauscht wurde. Das Vertauschen von Pflanzenmaterial bei der Ernte ist nicht immer
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vermeidbar, insbesondere bei einer groRen Anzahl von Pflanzenproben bzw. bei der
Beteiligung mehrerer Personen an der Probenahme. Das Auftreten einer zusatzlichen
unspezifischen Infektion ist sehr wahrscheinlich und konnte unter anderem auch bei

Pflanzen des Genotyps Pozzano F1 beobachtet werden (siehe Abb. 24).

3.3.1 Fazit des Inokulations-Versuchs

Der Inokulations-Versuch, welcher im Auftrag des Vereins Arche Noah auf den
Versuchsflachen der AGES Wien in Zusammenarbeit durchgefiihrt und von dieser betreut
wurde, verlief erfolgreich. Nachdem die Versuchspflanzen aller Kultivare inokuliert und
fortfolgend bonitiert wurden, konnten die Ergebnisse des Inokulations-Versuchs jenen
der Sorten-Genotypisierung gegenilibergestellt werden (siehe Tabelle 11). Besonderes
Interesse weckten die Ergebnisse des Kultivars Goldita EP1, da die Symptome dieser
Versuchspflanzen phanotypisch durch die eindeutige Segregation der Merkmale auf eine
Segregation der Genotypen hinwiesen. Der Vergleich der phanotypischen und der
genotypischen Ergebnisse konnte dies — trotz einiger Interpretationsschwierigkeiten —

bestatigen (siehe Tabelle 12).

Der Versuch zeigte, dass bereits ein heterozygotes Vorhandensein des Tm-2a-Allels
Resistenz gegeniber ToMV verleiht. Das bedeutet, dass nur der Genotyp tm-2/tm-2
sensitiv ist und die Genotypen Tm-2a/Tm-2a und tm-2/Tm-2a resistenzvermittelnd

agieren.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Zuge der in dieser Arbeit durchgefiihrten Methoden-Etablierung, konnten die CAPS-
Analyse und die Tetra-Primer-ARMS-PCR, zwei Marker-Analysemethoden, zum Nachweis
von Allelen des ToMV-Resitenz-Locus Tm-2 etabliert werden. Mithilfe dieser Methoden
konnte der Genotyp aller Einzelpflanzen der zwolf verschiedenen zu untersuchenden
Kultivare bestimmt werden. Der parallel dazu durchgefiihrte Inokulations-Versuch konnte
zeigen, dass die bestimmten Genotypen mit den im Inokulations-Versuch beobachteten
Phanotypen korrelieren. Es wurde indes nachgewiesen, dass bereits das heterozygote

Vorhandensein des Tm-2a-Allels Resistenz gegeniiber ToMV verleiht.

Die etablierten Methoden und alle gewonnenen Erkenntnisse kénnen Anwendung in
weiterfiihrenden Untersuchungen finden bzw. kénnen direkt zur markergestiitzten
Selektion (MAS) von Tomatenpflanzen beziiglich der ToMV-Resistenz lber das Tm-2a-
Allel eingesetzt werden. Am Thema anknilipfende Kooperations-Projekte zwischen dem
Verein Arche Noah und der Karl-Franzens-Universitat Graz sind denkbar, insbesondere in
Form von Bachelorarbeiten oder Projektlaborarbeiten. Die Anwendung der aufbereiteten
Methoden fir zlchterische Anwendungen (z.B. ,SMART Breeding”) von
Mitarbeiter*innen des Vereins Arche Noah und diverser Partner in partizipativen

Pflanzenzlichtungsprojekte ist geplant.
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Anhang

Anhang - Rohdaten

Dieser Abschnitt beinhaltet alle erhobenen Rohdaten, welche in Form von Gelbildern

dargestellt sind. Die Ergebnisse sind entsprechend ihrer Methode gegliedert. Die
Diskussion der relevanten Ergebnisse erfolgt in Abschnitt 3 (S. 37 ff.). Sollte die Diskussion
nur anhand einer zugrundeliegenden Abbildung mdglich sein, werden die

entsprechenden Inhalte auch in diesem Abschnitt diskutiert.

A 1 Methoden-Etablierung

A 1.1 Extraktions-Kontrollgele: Extraktionserfolg der Extraktion von gDNA

Bei den Extrakten handelt es sich um isolierte gDNA, welche aufgrund ihrer Lange nicht
weit am Gel laufen kann und zu Banden, wie sie in Abb. 18 abgebildet und grau eingefasst
sind, fuhren konnen. Starke Banden am Gel auf der Hohe der Lauffront, welche bei
Anwendung des DNeasy® Plant Mini Kit nicht auftreten sollten (QIAGEN, 2015, S. 46),
beinhalten vermutlich von der RNase A degradierte RNA (vgl. z. B. Abb. 25 und Abb. 26).

A 1.1.1 CTAB-Methode

Diese Extraktionsmethode fiir pflanzliche gDNA wird routinemaBig am Institut fir
Pflanzenwissenschaften der Karl-Franzens-Universitat Graz angewandt und wurde fir
Pflanzenmaterial von Arabdidopsis thaliana optimiert. Das Protokoll dieser Methode ist

dem Abschnitt 2.8.1 zu entnehmen.

In Abb. 18 bis Abb. 23 wurde die gDNA von Einzelpflanzen mittels CTAB-Extraktion
isoliert. Die Extraktionen waren erfolgreich. Fehlgeschlagene Extraktionen wurden

wiederholt, sodass letztendlich gDNA jeder Pflanzenprobe isoliert wurde.

Trotz erfolgreicher gDNA-Extraktionen konnte kein Erfolg bei den fortflihrenden PCR-

Reaktionen erzielt werden.

Abb. 18 - gDNA-Extraktion (CTAB). 1: A-Marker; 2: Moneymaker Pfl. 1(1); 3: Moneymaker Pfl. 1(2). Grau eingefasst:
gDNA-Banden der Extrakte. Auf der H6he der Lauffront erkennbare Banden bestehen vermutlich aus degradierter RNA.
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Abb. 19 - gDNA-Extraktion (CTAB). 1: A-Marker; 2: Moneymaker Pfl. 1(1); 3: Moneymaker Pfl. 1(2);
4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(1); 5: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(2).

Abb. 20 - gDNA-Extraktion (CTAB). 1: A-Marker; 2: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(3); 3: Moneymaker Pfl. 1(3);
4: Moneymaker Pfl. 2(3); 5-9: Tica [2: Pfl. 1(1); 3: Pfl. 2(1); 4: Pfl. 3(1); 5: Pfl. 4(1); 6: Pfl. 5(1).

11 12 13 14 15 16 17 18 19

Abb. 21 - gDNA-Extraktion (CTAB). 1: A-Marker; 2-14: Tica [2: Pfl. 1(2); 3: Pfl. 2(2); 4: Pfl. 3(2); 5: Pfl. 4(2); 6: Pfl. 5(1);
7: Pfl. 6(1); 8: Pfl. 6(2); 9: Pfl. 7(1); 10: Pfl. 7(2); 11; Pfl. 8(1); 12: Pfl. 8(2); 13: Pfl. 9(1); 14: Pfl. 9(2)]; 15-19: Guyana RZ F1
[15: Pfl 1(2); 16: Pfl. 2(2); 17: Pfl. 3(2); 18: Pfl. 4(2); 19: Pfl. 5(2)].

8 §9 10 11 12

Abb. 22 - gDNA-Extraktion (CTAB). 1: A-Marker; 2:Guyana RZF1 [2:Pfl. 1(1); 3:Pfl. 2(1);, 4:Pfl. 3(1);
5: Pfl. 4(1); 6: Pfl. 5(1); 7: Pfl. 6(1); 8: Pfl. 7(1); 9: Pfl. 8(1); 10: Pfl. 9(1); 11: Pfl. 10(1)]; 12: Tica Pfl. 10(2).
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Abb. 23 - gDNA-Extraktion (CTAB). 1: A-Marker; 2-3: Guyana RZ F1 [2: Pfl. 1(2)a; 3: Pfl. 2(2)a]; 4-5: Muchamiel UMH
1200 [4: Pfl. 1(1)a; 5: Pfl. 1(2)a]; 6: Virus-Mutterpflanze 1(1); 7: Tica Pfl. 9(1); 8-12: Guyana RZ F1 [8: Pfl. 6(2); 9: Pfl. 7(2);
10: Pfl. 8(2); 11: Pfl. 9(2); 12: Pfl. 10(2]).

A 1.1.2 DNeasy® Plant Mini Kit
Am Geldbild in Abb. 24 wurde gDNA mittels DNeasy® Plant Mini Kit (siehe Abschnitt 2.8.3)

aus Parallelproben des Kultivars Moneymaker und aus einer Einzelprobe des Kultivars
Muchamiel UMH 1200, extrahiert. Es ldsst sich erkennen, dass gDNA erfolgreich
extrahiert wurde. Die darauffolgende CAPS-PCR ist fehlgeschlagen (siehe Abb. 26). Mit
dem DNeasy® Plant Mini Kit wurde deshalb vorerst nicht weitergearbeitet. Fortfolgend
wurde mit der Extraktion nach Murray & Thompson (1980) gearbeitet (siehe Abschnitt
2.8.2) und erst spater wieder auf die Kit-Extraktion zuriickgegriffen (siehe Abb. 25).

Abb. 24 - Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-3: Moneymaker [2:Pfl. 1, 3:Pfl. 2];
4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1.

Am Gel in Abb. 25 wurde gDNA von Einzelpflanzen aller Kultivare mittels DNeasy® Plant
Mini Kit extrahiert. Die Extraktion war erfolgreich und die darauffolgende PCR brachte
PCR-Produkte hervor (siehe Abb. 41).

Abb. 25 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2: MP1 (Virus-Mutterpflanze 1) Pfl. 1;
3: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1; 4: Moneymaker Pfl. 1; 5: Tica Pfl. 1; 6: Guyana RZ F1 Pfl.1. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.
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A 1.1.3 Extraktion nach Murray & Thompson (1980)

Extrakte der CTAB-Extraktion brachten in den PCR-Reaktionen haufig Amplifikate hervor.
Mit dieser Methode wurde gearbeitet, bis sich herausstellte, dass die PCR-Reaktion fiir
manche Proben auch nach mehrmaliger Extraktion keine Amplifikate hervorbringen

konnte. Das Protokoll dieser Methode ist Abschnitt 2.8.2 zu enthehmen.

Die erste Extraktion nach Murray & Thompson (1980) aus Parallelproben des Kultivars
Moneymaker und aus einer Einzelprobe des Kultivars Muchamiel UMH 1200, brachte kein

bzw. nur sehr wenig Signal am Kontrollgel hervor (siehe Abb. 26). Die Extraktion wurde

wiederholt.

Abb. 26 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2-3: Moneymaker [2: Pfl. 1; 3: Pfl 2];
4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1.

Die Wiederholung der Extraktion nach Murray & Thompson (1980) aus Parallelproben des
Kultivars Moneymaker und aus einer Einzelprobe des Kultivars Muchamiel UMH 1200
(siehe Abb. 27) brachte Extrakte mit hohem DNA-Gehalt hervor. Es wurde eine CAPS-PCR
durchgeflihrt (siehe Abb. 36). Die PCR und der darauffolgende Restriktionsverdau (siehe
Abb. 43) waren erfolgreich.

Da sich herausstellte, dass alle zuvor gewonnenen Extrakte der CTAB-Methode fir
weitere Untersuchungen unbrauchbar waren, musste das gesamte Pflanzenmaterial (alle
Einzelproben) mit der Methode nach Murray & Thompson (1980) wiederholt extrahiert
werden (siehe Abb. 27 bis Abb. 33). Falls die darauffolgende PCR keine Amplifikate
hervorbrachte, wurde erneut extrahiert, da die mogliche Fehlerursache in der Extraktion
vermutet wurde. Bei gewissen Pflanzenproben fiihrte auch die mehrmalige Wiederholung
der Extraktion zu keinen erfolgreichen PCR-Reaktionen, weshalb manchen
Pflanzenproben kein Untersuchungsergebnis zugeordnet werden konnte (siehe Tabelle 13
im Anhang A 13).
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Abb. 27 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). — Wdh. (vgl. Abb. 26). 1: A-Marker; 2-3: Moneymaker
[2: Pfl. 1; 3: Pfl 2]; 4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1.

In Slot 1 des Gels aus Abb. 28 wurde anstatt A-Marker versehentlich 10 x DNA Loading
Dye aufgetragen. Beim Vergleich dieses Gels mit Markerbanden anderer Gele, lasst sich

erkennen, dass es sich bei den Banden am Gel um gDNA handelt.

Abb. 28 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2-11: Tica [2: Pfl. 1(3); 3: Pfl. 2(3); 4: Pfl. 3(3);
5: Pfl. 4(3); 6: Pfl. 5(3); 7: Pfl. 6(3); 8: Pfl. 7(3); (9); Pfl. 8(3); 10: Pfl. 9(3); 11: Pfl. 10(3)].

Fir die Proben der Einzelpflanzen, deren PCR-Reaktion fehlschlug (siehe Abb. 37), wurde

gDNA neu extrahiert. Die Extraktion war erneut erfolgreich (siehe Abb. 29).

Abb. 29 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2-12: Guyana RZ F1 [2: Pfl. 1(3); 3: Pfl. 2(3);
4: Pfl. 3(3); 5:Pfl. 4(3); 6:Pfl.5(3); 7:Pfl.6(3); 8:Pfl. 7(3); (9); Pfl. 8(3); 10:Pfl. 9(3); 11:Pfl. 10(3)]; 12: Virus-
Mutterpflanze 1(2).

Fir die Proben der Einzelpflanzen, deren PCR-Reaktion erneut fehlschlug (siehe Abb. 38),
wurde gDNA neu extrahiert. Die Extraktion war erfolgreich (siehe Abb. 30).

Abb. 30 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2: Virus-Mutterpflanze 1(3); 3-4: Tica
[3: Pfl. 8(4)a; 4: Pfl. 8(4)b]; 5-9: Guyana RZ F1 [5: Pfl. 1(4); 6: Pfl. 3(4); 7: Pfl. 8(4); 8: Pfl. 9(4); 9: Pfl. 10(4)].
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Fir die Proben der Einzelpflanzen, deren PCR-Reaktion zum dritten Mal fehlschlug (siehe
Abb. 48 und Abb. 49), wurde gDNA neu extrahiert. Die Extraktion war erneut erfolgreich
(siehe Abb. 31).

Abb. 31 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2: Virus-Mutterpflanze 1(4); 3: Tica Pfl. 8(5);
4-8: Guyana RZ F1 [4: Pfl. 1(5); 5: Pfl. 3(5); 6: Pfl. 8(5); 7: Pfl. 9(5); 8: Pfl. 10(5)].

Flr die Proben der Einzelpflanzen, deren PCR-Reaktion zum vierten Mal fehlschlug (siehe
Abb. 39), wurde gDNA neu extrahiert. Die Extraktion war erneut erfolgreich (siehe
Abb. 32).

Abb. 32 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2: Virus-Mutterpflanze 1(5); 3: Tica Pfl. 8(6);
4-8: Guyana RZ F1 [4: Pfl. 1(6); 5: Pfl. 3(6); 6: Pfl. 8(6); 7: Pfl. 9(6); 8: Pfl. 10(6)]; 9: Tica Pfl. 6(6) (Kontrolle).

Mit der Extraktion, deren Kontrollgel in Abb. 33 abgebildet ist, sollte genligend Template
(Referenzmaterial) fur weitere Analysen hergestellt werden. Um Ausfallen vorzubeugen
wurden pro Probe mindestens zwei Extraktionen (Parallelproben) durchgefihrt.
Tatsachlich kam es zu vielen Ausfallen, aber es konnte zumindest ein gDNA-Extrakt pro
Probe isoliert werden. Parallel zu dieser Extraktion wurden Proben mittels DNeasy® Plant
Mini Kit extrahiert (siehe Abb. 25).

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Abb. 33 - gDNA-Extraktion nach Murray & Thompson (1980). 1: A-Marker; 2: Virus-Mutterpflanze 1(a); 3: Virus-
Mutterpflanze 1(b); 4-6: Muchamiel UMH 1200 [4: Pfl. 1(a); 5: Pfl. 2(b); 6: Pfl. 3(c)]; 7-9: Moneymaker [7: Pfl. 1(a);
8: Pfl. 2(b); 9:Pfl. 3(c)]; 10: A-Marker; 11-13:Tica [11:Pfl. 1(a); 12:Pfl. 2(b); 13:Pfl. 3(c)]; 14-16: Guyana RZ F1
[14: Pfl. 1(a); 15: Pfl. 2(b); 16: Pfl. 3(c)]; 17: A-Marker. Um Verwechslungen durch die vielen Untersuchungen an
denselben Proben vorzubeugen, wurden diese ab hier mit Buchstaben kodiert (anstatt wie zuvor mit Ziffern).
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A 1.2 CAPS-Analyse

A 1.2.1 PCR-Kontrollgel - Uberpriifung des Amplifikations-Erfolges

In der ersten PCR-Reaktion (siehe Abb. 34) wurden Proben von Einzelpflanzen ausgehend

von CTAB-Extrakten untersucht. Die PCR brachte keine Amplifikate hervor.

Abb. 34 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(3); 3: Moneymaker Pfl. 1(3); 4: Negativkontrolle
(H20)

In der PCR-Reaktion, deren Kontrollgel in Abb. 35 abgebildet ist, wurden Proben von
Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits und von CTAB-

Extrakten untersucht. Auch hier brachte die PCR keine Amplifikate hervor.

oy x Sl e |
e W S i < S
X el e

Abb. 35 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2-3: Moneymaker (Kit) [2: Pfl. 1,; 3: Pfl. 2]; 4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1 (Kit);
5-6: Moneymaker (CTAB) [5: Pfl. 1; 6: Pfl. 2]; 7: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1 (CTAB); 8: Negativkontrolle (H;O).

In der PCR-Reaktion, deren Ergebnisse in Abb. 36 abgebildet sind, wurden Proben von
Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) untersucht.
Einige PCR-Reaktionen brachten Amplifikate (1085 bp-Fragmente) hervor, welche am
Gelbild zwischen den Markerbanden 947 bp und 1375 bp zu erkennen sind. Bei den
untersten erkennbaren Banden am Gelbild, welche in jeder Spur zu erkennen sind,
handelt es sich um unspezifische Banden, die sich in Folge auch in weitere

Untersuchungen verschleppen (siehe z. B. Abb. 43).

Abb. 36 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2-3: Moneymaker [2:Pfl. 1; 3: Pfl. 2]; 4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1;
5: Negativkontrolle (H,0).
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In der PCR-Reaktion, deren Ergebnisse in Abb. 37 abgebildet sind, wurden Proben von
Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) untersucht. Es
gab einige Ausfalle, die meisten PCR-Reaktionen brachten genligend PCR-Produkt hervor.
Die unspezifischen Banden, die am Gel zu erkennen sind, setzen sich in der fortfolgenden
Analyse fort (siehe z. B. Restriktionsgel in Abb. 44).

67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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e

Unsperzifische Banden setzen sich in den Gelen der weiteren Analyseschritte fort.

Abb. 37 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2: MP1 Pfl. 1(2); 3-11: Tica [3: Pfl. 1(3); 4: Pfl. 2(3); 5: Pfl. 3(3); 6: Pfl. 4(3);
7: Pfl. 5(3); 8: Pfl. 6(3); 9: Pfl. 7(3); 10: Pfl. 8(3); 11: Pfl. 9(3)]; 12: A-Marker; 13: Tica Pfl. 10(3); 14-23: Guyana RZ F1
[14: Pfl. 1(3); 15: Pfl. 2(3); 16: Pfl. 3(3); 17: Pfl. 4(3); 18: Pfl. 5(3); 19: Pfl. 6(3); 20: Pfl. 7(3); (21); Pfl. 8(3); 22: Pfl. 9(3);
23: Pfl. 10(3)]; 24: A-Marker. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.

Far alle Proben, bei denen die PCR in Abb.37 fehlschlug, wurde die PCR-Reaktion
wiederholt (siehe Abb. 38). Da diese erneut fehlschlugen, wurde das Pflanzenmaterial fir
die betreffenden Proben neu extrahiert. Am Gel sind nur unspezifische Banden

erkennbar, welche bei allen Extraktionen nach Murray & Thompson (1980) beobachtet

werden koénnen.

Abb. 38 - CAPS-Assay, PCR. Wiederholung (I) fehlgeschlagener Proben. 1: A-Marker; 2: MP1 Pfl. 1(2); 3: Tica Pfl. 8(3);
4-8: Guyana RZ F1 [4: Pfl. 1(3); 5: Pfl. 3(3); 6: Pfl. 8(3); 7: Pfl. 9(3); 8: Pfl. 10(3)]. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.

In der PCR-Reaktion, deren Ergebnisse in Abb. 39 abgebildet sind, wurden Proben von
Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) untersucht. Die
PCR brachte nur fiir bereits zuvor erfolgreich analysierte Proben Amplifikate hervor (vgl.
Abb. 50, Abb. 51 und Abb. 37).
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Abb. 39 - CAPS-Assay, PCR. Wiederholung (IV) fehlgeschlagener Proben. 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(4);
3: Tica Pfl. 8(5); 4-8: Guyana RZF1 [4: Pfl. 1(5); 5: Pfl. 3(5); 6:Pfl. 8(5); 7:Pfl. 9(5); 8:Pfl. 10(5)]; 9: Tica Pfl. 6(3)
(Kontrolle); 10: 100 bp-Ladder; 11: MP1 Pfl. 1(3); 12: Tica Pfl. 8(4); 13-18: Wiederholung bereits gelungener Guyana-
Proben: (Kontrolle). 19: 100 bp-Ladder. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.

In der PCR-Reaktion, deren Ergebnisse in Abb. 40 abgebildet sind, wurden Proben von
Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) untersucht.
Diese PCR ist ganzlich fehlgeschlagen (auch die Kontrollen). Die Fehlerquelle ist
unbekannt und kann verschiedene Griinde haben (z. B. degradierte PCR-Komponenten,

Fehler beim Erstellen des Mastermixes, etc.).

Abb. 40 - CAPS-Assay, PCR. Wiederholung (V) fehlgeschlagener Proben. 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(5);
3: Tica Pfl. 8(6); 4-8: Guyana RZF1 [4: Pfl. 1(6); 5: Pfl. 3(6); 6: Pfl. 8(6); 7:Pfl. 9(6); (8); Pfl. 10(6)]; 9: Tica Pfl. 6(6);
10: Guyana RZ F1 Pfl. 2(3); (Die letzten beiden dienten der Kontrolle). MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.

In der PCR-Reaktion, deren Ergebnisse in Abb. 40 abgebildet sind, wurden Proben von
Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits untersucht. Die PCR-
Reaktion brachte PCR-Produkte hervor - erstmals auch fur die Probe der Virus-
Mutterpflanze. Es ist davon auszugehen, dass storende Sekundarstoffe im Zuge der
Extraktion mittels DNeasy® Plant Mini Kit abgeschieden werden (QIAGEN, 2015, S. 10).
Beim Auftragen der Proben auf das Gel in Abb.41 waren die Geltaschen nicht
vollkommen ausgehartet, weshalb es zu Probenverlust beim Auftragen in die Slots

gekommen ist.
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Abb. 41 - CAPS-Assay, PCR (Extrakte des DNeasy® Plant Mini Kits). 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(a);
3: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a); 4: Moneymaker Pfl. 1(a); 5: Tica Pfl.1(a); 6: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a). MP1 = Virus-
Mutterpflanze 1.

In der PCR-Reaktion, deren Ergebnisse in Abb. 42 abgebildet sind, wurden Sammelproben
von gepoolten, also zusammengefiihrten Parallelproben, ausgehend von Extrakten des
DNeasy® Plant Mini Kits untersucht. Fiir die Sammelproben wurden fir beide Kultivare
die PCR-Produkte der PCR-Reaktionen von sieben Parallelproben gepoolt, um als
tm-2/tm-2-Referenzmaterial (Moneymaker) oder als Tm-2a/Tm-2a-Referenzmaterial
(Muchamiel UMH 1200) fiir weitere Untersuchungen zu fungieren. Der gréRte Teil wurde
eingefroren und ein Aliquot wurde auf das Agarosegel aufgetragen. Die PCR brachte
Amplifikate hervor. Zwischen 200 und 300 bp sind unspezifische Banden zu erkennen,

welche aus vorigen Extraktionen bekannt sind und sich auch in Abb. 46 fortsetzen.

Abb. 42 - CAPS-Assay, PCR (Template-Amplifikation). 1: 100 bp-Ladder; 2: Moneymaker Pfl. 1(a) (gepoolt);
3: Muchamiel UMH 1200 Pfl. (1) (gepoolt).
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A 1.2.2 Restriktions-Gel (abschlielende Auswertung)

Der Restriktionsverdau wurde mit den Restriktionsenzymen Hpal und BspTl durchgefiihrt.
Die Durchfiihrung der Methode wird in Abschnitt 2.9.2 beschrieben.

Das in Abb. 43 abgebildete Ergebnis des Restriktionsverdus wird in Abschnitt 3.1.2 (siehe
Abb. 6) genau beschrieben und diskutiert.

Abb. 43 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2: Moneymaker Pfl. 1 (Hpal); 3: Moneymaker Pfl. 1 (BspTl);
4: Moneymaker Pfl. 2 (Hpal); 5: Moneymaker Pfl. 2 (BspTl); 6: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1 (Hpal);
7: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1 (BspTI).

Das in Abb. 44 abgebildete Ergebnis des Restriktionsverdus wird in Abschnitt 3.1.2 (siehe
Abb. 7) genau beschrieben und diskutiert.

.
-
-
-
Rad
-
-

Abb. 44 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2-10: Tica [2: Pfl. 1(3) (BspTl); 3: Pfl. 1(3) (Hpal); 4: Pfl. 2(3)
(BspTl); 5: Pfl. 2(3) (Hpal); 6: Pfl. 3(3) (BspTl); 7:Pfl. 3(3) (Hpal); 8: Pfl. 4(3) (BspTl); 9: Pfl. 4(3) (Hpal); 10: Pfl. 5(3)
(BspTl)]; 11: 100 bp-Ladder; 12-20: Tica [12: Pfl. 5(3) (Hpal); 13: Pfl. 6(3) (BspTl); 14: Pfl. 6(3) (Hpal); 15: Pfl. 7(3) (BspTl);
16: Pfl. 7(3) (Hpal); 17:Pfl. 9(3) (BspTl); 18:Pfl. 9(3) (Hpal); 19:Pfl. 10(3) (BspTl); 20: Pfl. 10(3) (Hpal)]; 21:
100 bp-Ladder; 22-31: Guyana RZ F1 [22: Pfl. 2(3) (BspTl); 23: Pfl. 2(3) (Hpal); 24: Pfl. 4(3) (BspTl); 25: Pfl. 4(3) (Hpal);
26: Pfl. 5(3) (BspTl); 27: Pfl. 5(3) (Hpal); 28: Pfl. 6(3) (BspTl); 29: Pfl. 6(3) (Hpal); 30: Pfl. 7(3) (BspTl); 31: Pfl. 7(3) (Hpal)];
32: 100 bp-Ladder.
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In Abb. 45 ist das Ergebnis des Restriktionsverdus von bereits untersuchten Proben
abgebildet.

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Abb. 45 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2-8: Restriktionsverdau mit Hpal [Guyana RZ F1: 2: Pfl. 2(3);
3:Pfl. 7(3);  4:Pfl. 4(3); 5:Pfl. 6(3); 6:Pfl.5(3)], [Tica: 7:Pfl.6(3)a; 8:Pfl.6(3)b]; 9: 100 bp-Ladder; 10-16:
Restriktionsverdau mit BspTl [Guyana RZ F1: 10: Pfl. 2(3); 11: Pfl. 7(3); 12: Pfl. 4(3); 13: Pfl. 6(3); 14: Pfl. 5(3)], [Tica:
15: Pfl. 6(3)a; 16: Pfl. 6(3)b]; 17: 100 bp-Ladder.

Das in Abb. 49 abgebildete Ergebnis des Restriktionsverdus wird in Abschnitt 3.1.2 (siehe
Abb. 8) genau beschrieben und diskutiert.

Abb. 46 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(a) (Hpal);, 3: MP1 Pfl. 1(a) (BspTI);
4: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (Hpal); 5: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (BspTl); 6: Tica Pfl. 1(a) (Hpal); 7: Tica Pfl. 1(a) (BspTl); 8:
100 bp-Ladder; 9: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a) (Hpal); 10: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a) (BspTl);
11: Moneymaker Pfl. 1(a); 12: Moneymaker Pfl. 1(a) (BspTl); 13: 100 bp-Ladder. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.
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A 1.2.3 Ergebnisse der Methoden-Etablierung mittels CAPS-Analyse

In Tabelle 13 sind alle gewonnenen Ergebnisse der CAPS-Analyse zusammengefasst. Der

Genotyp einiger Pflanzenproben konnte nicht bestimmt werden, da die PCR-Reaktionen

dieser Proben trotz mehrmaliger Wiederholungen keine Amplifikate hervorbrachten.

Tabelle 13 - Ergebnisse der Genotyp-Bestimmung mittels CAPS-Analyse (Methoden-Etablierung); Vorkommende
Banden werden mit ,,x“ gekennzeichnet; Unspezifische und nicht vollstindig abverdaute Banden sind nicht angefiihrt;
Durchgestrichenen Feldern liegt kein Ergebnis zugrunde, weshalb fiir diese Probe keine Angabe zum bestimmten

Genotyp erfolgen kann.

Kultivar Hpal-Verdau BspTI-Verdau Bestimmter Genotyp
o) o = o o o o)
Pflanze e g = ?S ?S g =
g1 8|88 8| 8|8
Moneymaker X X X |tm-2/tm-2
r&ri;;:l X X X X X Tm-2a/Tm-2a
Tica (siehe Abb. 44 bis Abb. 46)
1 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
5 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
6 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
7 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
8
9 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
10 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
Guyana RZ F1 (siehe Abb. 44 bis Abb. 46)
1
2 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a
3
4 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a
5 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a
6 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a
7 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a
8
9
10
Virus-Mutterpflanze 1 (siehe Abb. 46)
1 ‘ ‘ ‘ X X X ‘ tm-2/tm-2
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A 1.3 Tetra-Primer-ARMS-PCR

A 1.3.1 Agarose-Gel (abschliefende Auswertung)

Das Ergebnis der Tetra-Primer-ARMS-PCR aus Abb. 47 wird in Abschnitt 3.1.3 (siehe
Abb. 9) genau beschrieben und diskutiert.

100bpPlus =i Pl el o o

SO0
2UN)

1500
1200

Abb. 47 - Tetra-Primer-ARMS-PCR. 1: 100 bp-Ladder; 2-3: Moneymaker Assay 2 [2:Pfl. 1(a); 3: Pfl. 2(a)];
4-5: Muchamiel UMH 1200 Assay 2 [4: Pfl. 1(a); 5: Pfl. 2(a)], 6: Muchamiel UMH 1200 Assay 1 Pfl. 1(a); Assay 1 wurde
nur mit Muchamiel UMH 1200 durchgefiihrt, da Moneymaker kein R-Allel besitzt. Moneymaker = tm-2 homozygot,
Muchamiel UMH 1200 = Tm-2a homozygot.

In Abb. 48 wurden Proben von Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach Murray &
Thompson (1980) mittels Assay 1 der Tetra-Primer-ARMS-Methode untersucht, welche
die Unterscheidung zwischen dem Tm-2-Allel und dem Tm-2a-Allel erlaubt. Bei den
meisten Proben in Assay 1 scheint es, als waren beide Resistenz-Allele (254 bp- und
214 bp-Amplifikat) vorhanden (Kontrollbande: 416 bp). Dieses Ergebnis st

widersprichlich. Bei etlichen Pflanzenproben ist die PCR fehlgeschlagen.
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Abb. 48 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 1. 1: 100 bp-Ladder; 2-11: Tica [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4; 6: Pfl. 5;
7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7: 9: Pfl. 8; 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10]; 12: 100 bp-Ladder; 13-22: Guyana RZ F1 [13: Pfl. 1; 14: Pfl. 2; 15: Pfl. 3;
16: Pfl. 4; 17: Pfl. 5; 18: Pfl. 7; 19: Pfl. 8; 20: Pfl. 9; 21: Pfl. 10; 22: Pfl. 6]; 23: 100 bp-Ladder.
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Anhang

Am Gel in Abb. 49 wurden Proben von Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach
Murray & Thompson (1980) mittels Assay 2 der Tetra-Primer-ARMS-Methode untersucht,
welche die Unterscheidung zwischen dem tm-2-Allel und dem Tm-2a- bzw. dem Tm-2-
Allel erlaubt. Die meisten Proben scheinen zudem neben der Kontrollbande (509 bp) das
R-Allel (185 bp) und das S-Allel (381 bp) zu besitzen, als waren beide Resistenz-Allele
vorhanden. Dieses Ergebnis steht in Wiederspruch zu jenem aus Assay 1 (siehe Abb. 48):
Es koénnen nicht beide R-Allele und ein S-Allel gemeinsam vorhanden sein. Das
Bandenmuster des ersten ARMS-Gels (siehe Abb. 47) zeigt dieselben Schwierigkeiten. Die
PCR-Reaktion ist hier bei eben denselben Proben wie in Assay 1 misslungen. All jene
Proben wurden bereits zum zweiten Mal mittels ARMS-PCR untersucht (auch mit
Neuextrakten) - die parallel durchgefiihnrten CAPS-PCRs waren ebenso erfolglos. Die
ARMS-PCR wurde wiederholt.

1 23 4.5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
- oo

Abb. 49 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 2. 1: 100 bp-Ladder; 2-11: Tica [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4, 6: Pfl. 5;
7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7; 9: Pfl. 8; 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10]; 12: 100 bp-Ladder; 13-22: Guyana RZ F1 [13: Pfl. 1; 14: Pfl. 2; 15: Pfl. 3;
16: Pfl. 4, 17: Pfl. 5, 18: Pfl. 7, 19: Pfl. 8; 20: Pfl. 9; 21: Pfl. 10; 22: Pfl. 6]; 23: 100 bp-Ladder.

Das Gel in Abb. 50 wird mit Abb. 51 gemeinsam beschrieben (siehe nachste Seite).

1. 2 3= 4S8 56N/ SE RO (R 51

Abb. 50 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 1, Wiederholung (I) fehlgeschlagener Proben. 1: 100 bp-Ladder;
2: MP1 Pfl. 1(4); 3: Tica Pfl. 8(5); 4-8: Guyana RZF1 [4:Pfl. 1(5); 5:Pfl. 3(5); 6:Pfl. 8(5); 7: 9(5); 8:Pfl. 10(5)];
9: Tica Pfl. 6(3) (Kontrolle); 10: 100 bp-Ladder; 11: MP1 Pfl. 1(3). MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.
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Anhang

Abb. 50 und Abb. 51 zeigen Gelbilder, auf welchen Proben von Einzelpflanzen ausgehend
von Extrakten nach Murray & Thompson (1980) mittels der Tetra-Primer-ARMS-Methode
untersucht wurden. Die erneute Wiederholung der ARMS-PCR brachte keine PCR-
Produkte fiir die interessierenden Proben hervor, lediglich fir Proben, bei denen die PCR
bereits zuvor erfolgreich verlief. Das Ergebnis, der bereits untersuchten Proben ist erneut

kontrar: Es scheint ein S-Allel und ein R-Allel vorhanden zu sein.

Die Probe der Pflanze 6 des Kultivars Guyana RZ F1 konnte bereits analysiert werden und

diente in diesen Gelen der Kontrolle.

3 4 5 6 7 8 9 1011

Abb. 51 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 2, Wiederholung (I) fehlgeschlagener Proben. 1: 100 bp-Ladder;
2: MP1 Pfl. 1(4); 3: Tica Pfl. 8(5); 4-8: Guyana RZF1 [4: Pfl. 1(5); 5: Pfl. 3(5); 6:Pfl. 8(5); 7: 9(5); 8:Pfl. 10(5)];
9: Tica Pfl. 6(3) (Kontrolle); 10: 100 bp-Ladder; 11: MP1 Pfl. 1(3). MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.

Am Gel in Abb. 52 wurden Proben von Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten nach
Murray & Thompson (1980) mittels der Tetra-Primer-ARMS-Methode untersucht. Die PCR

mit den neuen Extrakten ist erneut fehlgeschlagen.

JORITSI28N 31415016017 18 19 20 21

Abb. 52 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Wiederholung (Il) fehlgeschlagener Proben. 1: 100 bp-Ladder; 2-10: Assay 1
[2: MP1 Pfl. 1(5); 3:Tica Pfl. 8(6)], [Guyana RZ F1: 4: Pfl. 1(6); 5: Pfl. 3(6); 6:Pfl. 8(6); 7: PFL: 9(6); 8:Pfl. 10(6)],
[9: Tica Pfl. 6(6); 10: Guyana RZ F1 Pfl. 2(3)]; 11: 100 bp-Ladder; Assay 2: [12: MP1 Pfl. 1(5); 13: Tica Pfl. 8(6)],
[Guyana RZF1:  14:Pfl. 1(6);  15:Pfl. 3(6);  16: Pfl. 8(6); 17: PFL: 9(6); 18:Pfl. 10(6)], [19: Tica Pfl. 6(6);
20: Guyana RZ F1 Pfl. 2(3)]; 21: 100 bp-Ladder. MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.
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Anhang

Fir die Guyana- und Tica-Pflanzen, welche bisher nicht analysiert werden konnten, wurde
bis zu diesem Zeitpunkt viermal mittels der Methode von Murray & Thompson (1980)
gDNA extrahiert und fortfolgend amplifiziert. Die Probe MP1 der Virus-Mutterpflanze
wurde bereits mehrmals extrahiert und kam in keiner einzigen PCR-Reaktion zu einem
Signal. Die Methodik scheint sehr sensibel zu sein. Deshalb wurde in weiterer Folge mit

dem DNeasy® Plant Mini Kit extrahiert.

Am Gelbild der Abb. 53 wurden Proben von Einzelpflanzen ausgehend von Extrakten des
DNeasy® Plant Mini Kits untersucht. Auch diese Extrakte flihrten hier zu keinen klareren
Resultaten. Die Reinheit des genomischen DNA-Templates fiir die PCR mag zwar
grundsatzlich PCR-storende Faktoren minimieren, die Spezifitat der Tetra-Primer-ARMS-
PCR wird dadurch jedoch nicht beeinflusst.

SO 12 13

Abb. 53 - Tetra-Primer-ARMS-PCR (mit Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits); 1: 100 bp-Ladder; 2: MP1 Pfl. 1(a)
(Assay 1); 3: MP1 Pfl. 1(a) (Assay 2); 4: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a) (Assay 1); 5: Muchamiel UMH 1200 Pfl. 1(a)
(Assay 2);  6: Moneymaker Pfl. 1(a)  (Assay 1);  7: Moneymaker Pfl. 1(a) (Assay 2);  9:Tica Pfl. 1(a) (Assay 1);
10: Tica Pfl. 1(a) (Assay 2); 11: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (Assay 1); 12: Guyana RZ F1 Pfl. 1(a) (Assay 2); 13: 100 bp-Ladder.
MP1 = Virus-Mutterpflanze 1.

Da die Ergebnisse der Tetra-Primer-ARMS-PCR durchwegs gegensatzlich sind und die
Genotypen der Versuchspflanzen mit dieser Methode im Zuge der Methoden-Etablierung
nicht eindeutig bestimmt werden konnten, erfolgt an dieser Stelle auch keine

tabellarische Aufstellung der Daten.
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Anhang

A 2 Sorten-Genotypisierung

A 2.1. Extraktions-Kontrollgele: Extraktionserfolg der Extraktion von gDNA

Zur Extraktion von gDNA wurde in den Analysen der Sorten-Genotypisierung

ausschlieBlich mit dem DNeasy® Plant Mini Kit gearbeitet.

A 2.1.1 DNeasy® Plant Mini Kit

In Abb. 54 bis Abb. 60 sind die Kontrollgele zur Extraktion der gDNA aus Pflanzenmaterial

dargestellt.

Abb. 54 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-5: Moneymaker G421 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5: Pfl. 4]; 6: leer; 7-10: Muchamiel UMH 916 [7: Pfl. 1; 8: Pfl. 2; 9: Pfl. 3; 10: Pfl. 4]; 11: leer; 12-15: Muchamiel UMH 972
[12: Pfl. 1; 13: Pfl. 2; 14: Pfl. 3; 15: Pfl. 4].

Abb. 55 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-5: Primabella [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4];
6-9: Philovita F1 [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10: A-Marker; 11-14: Limetto F1 [11: Pfl. 1; 12: Pfl. 2; 13: Pfl. 3;
14: Pfl. 4]; 15-18: Limetto F2 [15: Pfl. 1; 16: Pfl. 2; 17: Pfl. 3; 18: Pfl. 4]; 19: A-Marker.

Abb. 56 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-5: Rote Dattelwein [2: Pfl. 1, 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5: Pfl. 4]; 6-9: Aroma Cocktail [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10: A-Marker; 11-20: Goldita EP2 [11: Pfl. 1; 12: Pfl. 2;
13: Pfl. 3; 14: Pfl. 4; 15: Pfl. 5; 16: Pfl. 6; 17: Pfl. 7; 18: Pfl. 8; 19: Pfl. 9]; 20: A-Marker.
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Abb. 57 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-9: Pozzano F1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4;
6: Pfl. 5; 7: Pfl. 6; 8:Pfl. 7: 9: Pfl. 8]; 10: A-Marker; 11-18: Pozzano F1 [11: Pfl. 9; 12: Pfl. 10; 13: Pfl. 11; 14: Pfl. 12;
15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16]; 19: A-Marker.

Abb. 58 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-9: Pozzano F1 [2: Pfl. 17; 3: Pfl. 18; 4: Pfl. 19;
5: Pfl. 20; 6: Pfl. 21; 7: Pfl. 22; 8: Pfl. 23; 9: Pfl. 24]; 10: A-Marker; 11-18: Goldita EP1 [11: Pfl. 1; 12: Pfl. 2; 13: Pfl. 3;
14: Pfl. 4; 15: Pfl. 5; 16: Pfl. 6; 17: Pfl. 7; 18: Pfl. 8]; 19: A-Marker.

Abb. 59 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2-9: Goldita EP1 [2: Pfl. 9; 3: Pfl. 10; 4: Pfl. 11;
5:Pfl. 12; 6: Pfl. 13; 7: Pfl. 14; 8: Pfl. 15; 9: Pfl. 16]; 10: A-Marker; 11-18: Goldita EP1 [11: Pfl. 17; 12: Pfl. 18; 13: Pfl. 19;
14: Pfl. 20; 15: Pfl. 21, 16: Pfl. 22; 17: Pfl. 23; 18: Pfl. 24]; 19: A-Marker.

Abb. 60 - gDNA-Extraktion (DNeasy® Plant Mini Kit). 1: A-Marker; 2: Goldita EP1 Pfl. 5(2); 3: Goldita EP1 Pfl. 6(2); 4: leer
(Geltasche zerstort); 5: Goldita EP1 Pfl. 7(2).
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Anhang

A 2.2. CAPS-Analyse

A 2.2.1 PCR-Kontrollgel - Uberprifung des Amplifikations-Erfolges

In den PCR-Reaktion (siehe Abb. 61 bis Abb. 67) wurden stets Proben von Einzelpflanzen

ausgehend von Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits untersucht.

Die PCR-Reaktionen der insgesamt 93 extrahierten gDNA-Proben brachten in 89 Fallen
ausreichende Mengen an Amplifikat hervor. Eine Wiederholung der PCR mit der gDNA

von schwachen bzw. ausstdndigen Proben (Moneymaker G421 Pfl. 4 und Muchamiel
UMH 916 Pfl. 3, Abb. 61; Pozzano F1 Pfl. 24, Abb. 62; Goldita EP1 Pfl. 9, Abb. 63) brachte
Amplifikate hervor (siehe Abb. 64 und Abb. 65).

Abb. 61 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2-5: Moneymaker G421 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4]; 6-9: Muchamiel
UMH 916 [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10: A-Marker; 11-14: Muchamiel UMH 972 [11: Pfl. 1; 12: Pfl. 2; 13: Pfl. 3;
14: Pfl. 4].

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 1819 20 2122 23 2425 26 27 28 29
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Abb. 62 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2-13: Pozzano F1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4; 6: Pfl. 5; 7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7;
9: Pfl. 8; 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10; 12: Pfl. 11; 13: Pfl. 12]; 14: A-Marker; 15-26: Pozzano F1 [15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15;
18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17; 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19; 22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21; 24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27: A-Marker;
28: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz); 29: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-2a-Referenz).
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Abb. 63 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2-15: Goldita EP1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4; 6: Pfl. 5; 7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7;
9: Pfl. 8 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10; 12: Pfl. 11; 13: Pfl. 12; 14: Pfl. 13; 15: Pfl. 14]; 16: A-Marker; 17-26: Goldita EP1 [17: Pfl. 15;
18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19; 22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21; 24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27-30: Primabella
[27: Pfl. 1; 28: Pfl. 2; 29: Pfl. 3; 30: Pfl. 4]; 31: A-Marker.
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Abb. 64 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; Philovita F1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4]; 6-9: Limetto F1 [6: Pfl. 1;
7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10-13: Limetto F2 [10: Pfl. 1, 11: Pfl. 2; 12: Pfl. 3; 13: Pfl. 4]; 14-17: Rote Dattelwein [14: Pfl. 1;
15: Pfl. 2; 16: Pfl. 3; 17: Pfl. 4]; 18: A-Marker; 19-22: Aroma Cocktail [19: Pfl. 1; 20: Pfl. 2; 21: Pfl. 3; 22: Pfl. 4]; 23-31:
Goldita EP2 [23: Pfl. 1; 24: Pfl. 2; 25: Pfl. 3; 26: Pfl. 4, 27: Pfl. 5; 28: Pfl. 6; 29: Pfl. 7; 30: Pfl. 8; 31: Pfl. 9]; 32: Moneymaker
G421 Pfl. 4(2); 33: Muchamiel UMH 916 Pfl. 3(2); 34: Pozzano F1 Pfl. 24(2); 35: A-Marker.

Abb. 66 - CAPS-Assay, PCR. 1: A-Marker; 2: Goldita EP1 Pfl. 5(2); 3: Goldita EP1 Pfl. 6(2); 7: Goldita EP1 Pfl. 7(2).
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Abb. 67 - CAPS-Assay, PCR, ohne MgCl,. 1: A-Marker; 2-9: Goldita EP1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4, 6: Pfl. 5;
7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7: 9: Pfl. 8]; 10: A-Marker; 11-18: Goldita EP1 [11: Pfl. 9; 12: Pfl. 10; 13: Pfl. 11; 14: Pfl. 12; 15: Pfl. 13;
16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16]; 19: A-Marker; 20-27: Goldita EP1 [20: Pfl. 17; 21: Pfl. 18; 22: Pfl. 19; 23: Pfl. 20;
24: Pfl. 21; 25: Pfl. 22; 26: Pfl. 23; 27: Pfl. 24]; 28: A-Marker; 29: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-2a-Referenz);
30: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz).

A 2.2.2 Restriktions-Gel (abschlieRende Auswertung)

Der Restriktionsverdau der folgenden Gelbilder (siehe Abb. 68 bis Abb. 79) wurde mit den
Restriktionsenzymen Hpal und BspTl durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Methode wird
in Abschnitt 2.9.2 beschrieben.

Abb. 68 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit Hpal. 1: 100 bp-Ladder; 2-5: Moneymaker G421 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5: Pfl. 4]; 6-9: Muchamiel UMH 916 [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10: 100 bp-Ladder; 11-14: Muchamiel UMH 972
[11: Pfl. 1; 12: Pfl. 2; 13: Pfl. 3; 14: Pfl. 4].

Abb. 69 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit BspTl. 1: 100 bp-Ladder; 2-5: Moneymaker G421 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2;
4: Pfl. 3; 5: Pfl. 4]; 6-9: Muchamiel UMH 916 [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10: 100 bp-Ladder; 11-14: Muchamiel
UMH 972 [11: Pfl. 1; 12: Pfl. 2; 13: Pfl. 3; 14: Pfl. 4].
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Abb. 70 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2-3: Restriktionsverdau mit BspTl [2: Tm-2a/Tm-2a-
Referenz; 3: tm-2/tm-2-Referenz]; 4-5: Restriktionsverdau mit Hpal [4: Tm-2a/Tm-2a-Referenz; 5: tm-2/tm-2-Referenz].

1 23 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Abb. 71 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit Hpal. 1: 100 bp-Ladder; 2-15: Goldita EP1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5:Pfl. 4, 6: Pfl.5; 7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7, 9: Pfl. 8; 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10; 12: Pfl. 11; 13: Pfl. 12; 14: Pfl. 13; 15: Pfl. 14]; 16:
100 bp-Ladder; 17-26: Goldita EP1 [17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17: 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19; 22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21;
24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27-30: Primabella [27: Pfl. 1; 28: Pfl. 2; 29: Pfl. 3; 30: Pfl. 4]; 31: 100 bp-Ladder.
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Abb. 72 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit BspTl. 1: 100 bp-Ladder; 2-15: Goldita EP1 [2: Pfl. 1, 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5:Pfl. 4, 6: Pfl.5; 7: Pfl. 6; 8: Pfl. 7, 9: Pfl. 8, 10: Pfl. 9; 11: Pfl. 10; 12: Pfl. 11; 13: Pfl. 12; 14: Pfl. 13, 15: Pfl. 14]; 16:
100 bp-Ladder; 17-26: Goldita EP1 [17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17; 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19; 22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21;
24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27-30: Primabella [27: Pfl. 1, 28: Pfl. 2; 29: Pfl. 3; 30: Pfl. 4]; 31: 100 bp-Ladder.
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Abb. 73 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit Hpal. 1: 100 bp-Ladder; 2-5: Philovita F1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5: Pfl. 4]; 6-9: Limetto F1 [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10-13: Limetto F2 [10: Pfl. 1, 11: Pfl. 2; 12: Pfl. 3; 13: Pfl. 4];
14: Moneymaker G421 Pfl. 4(2); 15: 100 bp+ ladder; 16-19: Rote Dattelwein [16: Pfl. 1; 17: Pfl. 2; 18: Pfl. 3; 19: Pfl. 4];
20-28: Goldita EP2 [20: Pfl. 1; 21:Pfl. 2; 22:Pfl. 3; 23:Pfl. 4; 24: Pfl. 5; 25: Pfl. 6; 26: Pfl. 7: 27:Pfl. 8; 28: Pfl. 9];
29: Muchamiel UMH 916 Pfl. 3(2); 30: 100 bp-Ladder. 31-32: Ergdnzung [31: Tm-2a/Tm-2a-Referenz; 32: tm-2/tm-2-
Referenz].
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1 23 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132

Abb. 74 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit BspTl. 1: 100 bp-Ladder; 2-5: Philovita F1 [2: Pfl. 1; 3: Pfl. 2; 4: Pfl. 3;
5: Pfl. 4]; 6-9: Limetto F1 [6: Pfl. 1; 7: Pfl. 2; 8: Pfl. 3; 9: Pfl. 4]; 10-13: Limetto F2 [10: Pfl. 1; 11: Pfl. 2; 12: Pfl. 3; 13: Pfl. 4];
14: Moneymaker G421 Pfl. 4(2); 15: 100 bp+ ladder; 16-19: Rote Dattelwein [16: Pfl. 1; 17: Pfl. 2; 18: Pfl. 3; 19: Pfl. 4];
20-28: Goldita EP2 [20: Pfl. 1; 21:Pfl. 2; 22:Pfl. 3; 23: Pfl. 4; 24: Pfl. 5; 25:Pfl. 6; 26:Pfl. 7, 27: Pfl. 8; 28: Pfl. 9];
29: Muchamiel UMH 916 Pfl. 3(2); 30: 100 bp-Ladder; 31-32: Ergdnzung [31: Tm-2a/Tm-2a-Referenz; 32: tm-2/tm-2-
Referenz].
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Abb. 75 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit Hpal. 1: 100 bp-Ladder; 2: Tm-2a/Tm-2a-Referenz; 3: tm-2/tm-2-Referenz;
4-17: Pozzano F1 [4: Pfl. 1; 5:Pfl. 2; 6:Pfl. 3; 7:Pfl. 4; 8:Pfl.5; 9: Pfl.6; 10: Pfl. 7; 11: Pfl. 8; 12: Pfl. 9; 13: Pfl. 10;
14: Pfl. 11, 15: Pfl. 12; 16: Pfl. 13; 17: Pfl. 14]; 18: 100 bp-Ladder; 19-28: Pozzano F1 [19: Pfl. 15; 20: Pfl. 16; 21: Pfl. 17;
22: Pfl. 18; 23: Pfl. 19; 24: Pfl. 20; 25: Pfl. 21, 26: Pfl. 22; 27: Pfl. 23; 28: Pfl. 24]; 29-32: Aroma Cocktail [29: Pfl. 1;
30: Pfl. 2; 31: Pfl. 3; 32: Pfl. 4]; 33: 100 bp-Ladder.
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1 23 4 5 6 7 8 9 101112 13 141516 17 18 19 20 21 2223 2425 26 27 28 2930 31 3233

Abb. 76 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau mit BspTl. 1: 100 bp-Ladder; 2: Tm-2a/Tm-2a-Referenz; 3: tm-2/tm-2-Referenz;
4-17: Pozzano F1 [4:Pfl. 1; 5:Pfl. 2; 6:Pfl. 3; 7:Pfl. 4; 8:Pfl. 5; 9: Pfl. 6; 10:Pfl. 7; 11: Pfl. 8 12:Pfl. 9; 13: Pfl. 10;
14: Pfl. 11; 15: Pfl. 12; 16: Pfl. 13; 17: Pfl. 14]; 18: 100 bp-Ladder; 19-28: Pozzano F1 [19: Pfl. 15; 20: Pfl. 16; 21: Pfl. 17;
22: Pfl. 18; 23: Pfl. 19; 24: Pfl. 20; 25: Pfl. 21; 26: Pfl. 22; 27: Pfl. 23; 28: Pfl. 24]; 29-32: Aroma Cocktail [29: Pfl. 1;
30: Pfl. 2; 31: Pfl. 3; 32: Pfl. 4]; 33 100 bp-Ladder.

Abb. 77 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau. 1: 100 bp-Ladder; 2-3: Restriktionsverdau mit BspTl [2: Tm-2a/Tm-2a-
Referenz; 3: tm-2/tm-2-Referenz; 4: Goldita EP1 Pfl. 5(2); 5: Goldita EP1 Pfl. 6(2); 6: Goldita EP1 Pfl. 7(2)]; 7:
100 bp-Ladder; 8-12: Restriktionsverdau mit BspTl [8: Tm-2a/Tm-2a -Referenz; 9: tm-2/tm-2-Referenz; 10:
Goldita EP1 Pfl. 5(2); 11: Goldita EP1 Pfl. 6(2); 12: Goldita EP1 Pfl. 7(2)]; 13: 100 bp-Ladder.
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1 2 3 45 6 7 8 910111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Abb. 78 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau (Il) mit BspTl, ohne MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2-13: Goldita EP1 [2: Pfl. 1;
3:Pfl. 2; 4:Pfl.3; 5:Pfl.4;, 6:Pfl.5; 7:Pfl.6, 8:Pfl.7; 9:Pfl.8 10:Pfl.9;, 11:Pfl. 10; 12:Pfl. 11; 13:Pfl. 12]; 14:
100 bp-Ladder; 15-26: Goldita EP1 [15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14, 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17; 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19;
22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21; 24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27: 100 bp-Ladder; 28: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-
2a-Referenz); 29: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz).

1 2 3 45 6 7 8 91011 12 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 2425 2627 28 29

w‘.~~~-h.~

Abb. 79 - CAPS-Assay, Restriktionsverdau (ll) mit Hpal, ohne MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2-13: Goldita EP1 [2: Pfl. 1;
3:Pfl.2; 4:Pfl.3; 5:Pfl.4; 6:Pfl.5; 7:Pfl.6; 8: Pfl.7; 9:Pfl.8& 10:Pfl. 9; 11:Pfl. 10; 12:Pfl. 11; 13:Pfl. 12]; 14:
100 bp-Ladder; 15-26: Goldita EP1 [15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16; 19: Pfl. 17; 20: Pfl. 18; 21: Pfl. 19;
22: Pfl. 20; 23: Pfl. 21; 24: Pfl. 22; 25: Pfl. 23; 26: Pfl. 24]; 27: 100 bp-Ladder; 28: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-
2a-Referenz); 29: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz).
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A 2.2.3 Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung mittels CAPS-Analyse

In Tabelle 14 sind alle gewonnenen Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung, welche
mithilfe der CAPS-Analyse gewonnen wurden, zusammengefasst. Neben dem
entstandenen Schnittmuster der beiden Enzymverdau-Reaktionen ist der bestimmte
Genotyp angefiihrt. Zudem wird in der Tabelle auf relevante Abbildungen verwiesen. Es
konnte von jeder Pflanzenprobe der zugehdrige Genotyp bestimmt werden. Die
Genotypisierung mithilfe der CAPS-Methode ausgehend von Extrakten des DNeasy® Plant

Mini Kits lieferte sehr zuverlassig und unkompliziert auswertbare Ergebnisse.

Tabelle 14 - Teil 1 - Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung nach den einzelnen Kultivaren mittels CAPS-Analyse;
Auftretende Fragmente werden mit ,,x“ markiert; Unspezifische und nicht vollstindig abverdaute Banden sind nicht
angefiihrt.

Kultivar Hpal-Verdau BspTl-Verdau Bestimmter Genotyp
2| 8| 5| 2| 8 8| =2
Pflanze 1 3 g * @ a S
< © =) - o n ~
Moneymaker G421 (siehe Abb. 68, Abb. 69, Abb. 73 & Abb. 74)
1 X X X |tm-2/tm-2
2 X X X | tm-2/tm-2
3 X X X | tm-2/tm-2
4 X X x |tm-2/tm-2
Primabella (siehe Abb. 71 & Abb. 72)
1 X X X | tm-2/tm-2
2 X X X | tm-2/tm-2
3 X X X |tm-2/tm-2
4 X X X |tm-2/tm-2
Muchamiel UMH 916 (siehe Abb. 68, Abb. 69, Abb. 73 & Abb. 74)
1 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
Muchamiel UMH 972 (siehe Abb. 68 & Abb. 69)
1 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
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Tabelle 14 - Teil 2 - Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung nach den einzelnen Kultivaren mittels CAPS-Analyse;
Auftretende Fragmente werden mit ,x“ markiert; Unspezifische und nicht vollstidndig abverdaute Banden sind nicht

angefiihrt.

Kultivar Hpal-Verdau BspTI-Verdau Bestimmter Genotyp
o e | 2 o o o o

Pflanze ﬁ -on e f, -o‘: : -:
g1 8| 8| 3| R 8| &

Goldita EP1 (siehe Abb. 71 & Abb. 72)

1 X X X |tm-2/tm-2

2 X X X X X X x | tm-2/tm-2a

3 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

4 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

5 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

6 X X X |tm-2/tm-2

7 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

8 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

9 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

10 X X X |tm-2/tm-2

11 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

12 X X X | tm-2/tm-2

13 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

14 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

15 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

16 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

17 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

18 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

19 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

20 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

21 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

22 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

23 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

24 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

Philovita F1 (siehe Abb. 73 & Abb. 74)

1 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

2 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

3 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

4 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

Limetto F1 (siehe Abb. 73 & Abb. 74)
X X X X X Tm-2a/Tm-2a

2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a
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Tabelle 14 - Teil 3 - Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung nach den einzelnen Kultivaren mittels CAPS-Analyse;
Auftretende Fragmente werden mit ,x“ markiert; Unspezifische und nicht vollstidndig abverdaute Banden sind nicht

angefiihrt.

Kultivar Hpal-Verdau BspTI-Verdau Bestimmter Genotyp
o o | 2 o o o o

Pflanze ﬁ '3 e g 2 ﬁ ':
§| 8| | 3| & B8R

Limetto F2 (siehe Abb. 73 & Abb. 74)

1 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

Rote Dattelwein (siehe Abb. 73 & Abb. 74)

1 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

Aroma Cocktail (siehe Abb. 75 & Abb. 76)

1 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

2 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

3 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

4 X X X X X Tm-2a/Tm-2a

Pozzano F1 (siehe Abb. 75 & Abb. 76)

1 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

2 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

3 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

4 X X X X X X x |tm-2/Tm-2a

5 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

6 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

7 X X X X X X x | tm-2/Tm-2a

8 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

9 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

10 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

11 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

12 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

13 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

14 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

15 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

16 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

17 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

18 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

19 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

20 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

21 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

22 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

23 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a

24 X X X X X X X |tm-2/Tm-2a
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Tabelle 14 - Teil 4 - Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung nach den einzelnen Kultivaren mittels CAPS-Analyse;
Auftretende Fragmente werden mit ,x“ markiert; Unspezifische und nicht vollstidndig abverdaute Banden sind nicht

angefiihrt.

Kultivar Hpal-Verdau BspTI-Verdau Bestimmter Genotyp
o o | 2 o o o o

Pflanze o g e o 2| @l =
§ 8|8 88|38

Goldita EP2 (siehe Abb. 73 & Abb. 74)

1 X X X |tm-2/tm-2

2 X X X |tm-2/tm-2

3 X X X | tm-2/tm-2

4 X X X tm-2/tm-2

5 X X X |tm-2/tm-2

6 X X X |tm-2/tm-2

7 X X X | tm-2/tm-2

8 X X X | tm-2/tm-2

9 X X X |tm-2/tm-2
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A 2.3. Tetra-Primer-ARMS-PCR

A 2.3.1 Agarose-Gel (abschlieRende Auswertung)

Das Ergebnis der Temperaturgradienten-PCR aus Abb. 80 wird in Abschnitt 3.2.3 (siehe
Abb. 15) beschrieben und diskutiert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28

B G e e e e e

Abb. 80 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Temperaturgradient. 1: 100 bp-Ladder; 2-13: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-
2a-Referenz) [3 mM MgCly; 2: 54,1 °C; 3: 54,2 °C; 4: 54,5 °C; 5: 55,0 °C; 6: 55,7 °C; 7: 56,4 °C; 8: 57,2 °C; 9: 57,9 °C; 10:
58,6 °C; 11: 59,2 °C; 12: 59,6 °C; 13: 59,8 °C]; 14: 100 bp-Ladder; 15-26: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz)
[3mM MgCly; 15:54,1 °C; 16: 54,2 °C; 17: 54,5 °C; 18: 55,0 °C; 19: 55,7 °C; 20: 56,4 °C; 21: 57,2 °C; 22: 57,9 °C; 23:
58,6 °C; 24: 59,2 °C; 25: 59,6 °C; 26: 59,8 °C]; 27: 100 bp-Ladder; 28: Negativkontrolle (H;0).

Das Ergebnis des Gelbildes in Abb. 81 wird in Abschnitt 3.2.3 (siehe Abb. 16) beschrieben

und diskutiert.

Abb. 81 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Annealing-T: 59,6°C, 1,5 mM MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2
(Tm-2a/Tm-2a-Referenz); 3: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-Referenz); 4: Goldita EP1Pfl.9 (tm-2/Tm-2a);
5: Goldita EP1 Pfl. 5 (Tm-2a/Tm-2a); 6: Goldita EP1 Pfl. 1 (tm-2/tm-2); 7: Negativkontrolle (H,0); 8: 100 bp-Ladder.
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Das in Abb. 82 abgebildete Ergebnis der Tetra-Primer-ARMS-PCR wird in Abschnitt 3.2.3
(siehe Abb. 17) genau beschrieben und diskutiert.

1 23 45 6 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30

Abb. 82 - Tetra-Primer-ARMS-PCR, Annealing-T.: 59,6°C, 1,5 mM MgCl,. 1: 100 bp-Ladder; 2-9: Goldita EP1 [2: Pfl. 1;
3:Pfl. 2; 4:Pfl. 3; 5:Pfl.4; 6:Pfl.5; 7:Pfl.6; 8 Pfl. 7, 9:Pfl. 8]; 10: 100 bp-Ladder; 11-18: Goldita EP1 [11: Pfl. 9;
12: Pfl. 10; 13: Pfl. 11; 14: Pfl. 12; 15: Pfl. 13; 16: Pfl. 14; 17: Pfl. 15; 18: Pfl. 16]; 19: 100 bp-Ladder; 20-27: Goldita EP1
[20: Pfl. 17; 21: Pfl. 18; 22: Pfl. 19; 23: Pfl. 20; 24: Pfl. 21; 25: Pfl. 22; 26: Pfl. 23; 27: Pfl. 24]; 28-30: Ergénzung [28:
100 bp-Ladder; 29: Muchamiel UMH 916 Pfl. 2 (Tm-2a/Tm-2a-Referenz); 30: Moneymaker G421 Pfl. 1 (tm-2/tm-2-
Referenz)];
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A 2.3.2 Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung mittels Tetra-Primer-ARMS-PCR

In Tabelle 15 sind alle gewonnenen Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung, welche
mithilfe der Analysen der Tetra-Primer-ARMS-PCR gewonnen wurden, zusammengefasst.
Neben dem aufgrund spezifischer Amplifikation entstandenen Bandenmustern ist der
bestimmte Genotyp angefiihrt. Zudem wird in der Tabelle auf relevante Abbildungen
verwiesen. Es konnte von jeder Pflanzenprobe des Kultivars Goldita EP1 der zugehorige
Genotyp bestimmt werden. Die Genotypisierung mithilfe der Tetra-Primer-ARMS-PCR
ausgehend von Extrakten des DNeasy® Plant Mini Kits lieferte nach der durchgefiihrten

Optimierung (siehe Abb. 80) sehr zuverladssig auswertbare Ergebnisse.

Tabelle 15 - Ergebnisse der Sorten-Genotypisierung des Kultivars Goldita EP1 mittels Tetra-Primer-ARMS-PCR, Assay 2;
Auftretende Amplifikate werden mit ,,x“ markiert; Unspezifische Banden sind nicht angefiihrt.

Kultivar Goldita EP1 Assay 2 Bestimmter Genotyp
Pflanze 185 bp 381 bp 509 bp | (siehe Abb. 82)
1 X X tm-2/tm-2

2 X X X tm-2/tm-2a

3 X X X tm-2/Tm-2a
4 X X X tm-2/Tm-2a
5 X X Tm-2a/Tm-2a
6 X X tm-2/tm-2

7 X X X tm-2/Tm-2a
8 X X X tm-2/Tm-2a
9 X X X tm-2/Tm-2a
10 X X tm-2/tm-2

11 X X X tm-2/Tm-2a
12 X X tm-2/tm-2

13 X X Tm-2a/Tm-2a
14 X X X tm-2/Tm-2a
15 X X Tm-2a/Tm-2a
16 X X X tm-2/Tm-2a
17 X X X tm-2/Tm-2a
18 X X X tm-2/Tm-2a
19 X X X tm-2/Tm-2a
20 X X X tm-2/Tm-2a
21 X X X tm-2/Tm-2a
22 X X X tm-2/Tm-2a
23 X X X tm-2/Tm-2a
24 X X Tm-2a/Tm-2a
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A 3 Inokulations-Versuch

Die methodische Vorgehensweise zu diesem Versuch ist im Abschnitt 2.3ausflhrlich
beschrieben. In der Tabelle 16 sind die unterschiedlichen Kultivare, Informationen tUber
deren Genotyp und der Symptomausprdagung nach erfolgter Inokulation angegeben
(absolute Anteile der symptomzeigenden Pflanzen aus der jeweiligen Stichprobe). Die
Daten werden in Abschnitt 3.3beschrieben und diskutiert (vgl. Tabelle 11).

Tabelle 16 - Ergebnisse des Inokulations-Versuchs. Die wdéhrend der Bonituren ermittelten Symptome werden dem
vermuteten bzw. dem bestimmten Genotyp gegeniibergestellt. Die Ergebnisse der Kultivare Philovita F1 und Goldita
EP2 sind detailliert in Tabelle 17 und in Tabelle 18 dargestellt. Bei dem Kultivar Pozzano F1 traten Symptome erst bei
der zweiten Bonitur auf, bei allen anderen Kultivaren waren Symptome bereits bei der ersten Bonitur erkennbar.

Kultivar Absoluter Anteil der Vor der Untersuchung bekannter oder | Bestimmter

symptomzeigenden vermuteter Genotyp Genotyp

Pflanzen aus der

jeweiligen Stichprobe
Moneymaker G421 24 tm-2/tm-2 tm-2/tm-2
Primabella 24 tm-2/tm-2 tm-2/tm-2
Muchamiel UMH 916 0 Tm-2a/Tm-2a Tm-2a/Tm-2a
Muchamiel UMH 972 0 Tm-2a/Tm-2a Tm-2a/Tm-2a
Goldita EP1 6 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot ;;ggf;glylfrle;d
Goldita EP2 24 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | tm-2/tm-2
Philovita F1 0 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | tm-2/Tm-2a
Limetto F1 0 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Limetto F2 0 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Rote Dattelwein 0 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Aroma Cocktail 0 Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | Tm-2a/Tm-2a
Pozzano F1 8* [6*/** Vermutlich Tm-2a homo- o. heterozygot | tm-2/Tm-2a

* Dunkle Flecken am Stangel, braune Blattrander bzw. Blattspitzen

** Haupttrieb verkiimmert

Mit * gekennzeichnete Symptome treten bei 8 Pflanzen auf (33%). Bei 6 Pflanzen (24 %) treten mit * und mit ** gekennzeichnete
Symptome auf.
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Fiir die Pflanzen des Kultivars Pozzano F1 waren untypischerweise erst bei der zweiten
Bonitur  Krankheitssymptome erkennbar. Eine ToMV-Infektion konnte nicht
ausgeschlossen werden. Es wurden daher alle 24 Pflanzen genotypisch untersucht. Die
Daten dazu sind in Tabelle 17 dargestellt und werden in Abschnitt 3.3beschrieben und
diskutiert.

Tabelle 17 - Ergebnisse des Inokulations-Versuchs des Kultivars Pozzano F1. Die ermittelten Genotypen (Schattierung
beachten) sind den Ergebnissen der Bonituren gegeniibergestellt. Die Verteilung der Genotypen der Stichprobe sind
dem unteren Teil der Tabelle zu entnehmen.

Pozzano F1 Symptome
Pflanze Bestimmter Genotyp Bonitur 1, 05.04.2017 Bonitur 2, 09.05.2017
1 tm-2/Tm-2a Nein Nein
2 tm-2/Tm-2a Nein Nein
3 tm-2/Tm-2a Nein Jax/*x*
4 tm-2/Tm-2a Nein Nein
5 tm-2/Tm-2a Nein Nein
6 tm-2/Tm-2a Nein Jax/**
7 tm-2/Tm-2a Nein Ja*
8 tm-2/Tm-2a Nein Nein
9 tm-2/Tm-2a Nein Nein
10 tm-2/Tm-2a Nein Nein
11 tm-2/Tm-2a Nein Nein
12 tm-2/Tm-2a Nein Ja/**
13 tm-2/Tm-2a Nein Nein
14 tm-2/Tm-2a Nein Nein
15 tm-2/Tm-2a Nein Nein
16 tm-2/Tm-2a Nein Jar/**
17 tm-2/Tm-2a Nein Ja*
18 tm-2/Tm-2a Nein Nein
19 tm-2/Tm-2a Nein Ja/**
20 tm-2/Tm-2a Nein JaX/**
21 tm-2/Tm-2a Nein Nein
22 tm-2/Tm-2a Nein Nein
23 tm-2/Tm-2a Nein Nein
24 tm-2/Tm-2a Nein Nein
* Dunkle Flecken am Stangel, braune Blattrander bzw. Blattspitzen
** Haupttrieb verkiimmert
Mit * gekennzeichnete Symptome treten bei 8 Pflanzen auf (33%). Bei 6 Pflanzen (24 %) treten mit * und mit ** gekennzeichnete
Symptome auf.
Verteilung der Genotypen Absolut Relativ
tm-2/tm-2 0 0%
tm-2/Tm-2a 24 100 %
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Aufgrund der eindeutig erkennbaren Segregation der Symptome der Pflanzen des
Kultivars Goldita EP 1 wurden alle 24 Pflanzen genotypisch untersucht. Die Daten dazu
sind in Tabelle 18 dargestellt und werden in Abschnitt 3.3beschrieben und diskutiert (vgl.
Tabelle 12, S. 61).

Tabelle 18 - Ergebnisse des Inokulations-Versuchs des segregierenden Kultivars Goldita EP1. Die ermittelten Genotypen
(siehe Schattierung) sind den Ergebnissen der Bonituren gegeniibergestellt. Die Verteilung der Genotypen der
Stichprobe sind dem unteren Teil der Tabelle zu entnehmen.

Goldita EP 1 Symptome
Pflanze Bestimmter Genotyp Bonitur 1, 05.04.2017 Bonitur 2, 09.05.2017
1 tm-2/tm-2 Ja Ja
2 tm-2/tm-2a Nein* Nein*
3 tm-2/Tm-2a Nein Nein
4 tm-2/Tm-2a Nein Nein
s |megtma @
6% tm-2/tm-2 Nein* Nein*
7% tm-2/Tm-2a Ja*x Ja*x
8 tm-2/Tm-2a Nein Nein
9 tm-2/Tm-2a Nein Nein
10 tm-2/tm-2 Ja Ja
11 tm-2/Tm-2a Nein* Nein**
12 tm-2/tm-2 Ja Ja
13 | |
14 tmTm2a  [Nen  [Nein |
15 | |
16 tm-2/Tm-2a Nein Nein
17 tm-2/Tm-2a Nein Nein
18 tm-2/Tm-2a Nein Nein
19 tm-2/Tm-2a Nein Nein
20 tm-2/Tm-2a Nein Nein
21 tm-2/Tm-2a Nein* Nein**
22 tm-2/Tm-2a Nein Nein
23 tm-2/Tm-2a Nein Nein

2% tmagfim2a  fnem  Nen ]

* Schwaches Erscheinungsbild
** Schwaches Erscheinungsbild und Flecken
X Fur die Pflanzen 5, 6 und 7 wurden andere Genotypen bestimmt, als aufgrund der gezeigten Symptome zu erwarten war.

Verteilung der Genotypen Absolut Relativ
tm-2/tm-2 4 16,67 %
tm-2/Tm-2a 16 66,67 %
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Mittels eines Chi-Quadrat-Tests wurde Uberpriift, ob die Abweichung der tatsachlichen
Genotypen-Verteilung (Analysen-Ergebnisse) von der nach der mendelschen
Spaltungsregel zu erwartenden Genotypen-Verteilung von 1:2:1 (Graw, 2015) des
Kultivars Goldita EP1 im zuldssigen Bereich ist. Die aufgestellte Nullhypothese geht davon
aus, dass die beobachtete Abweichung der Verteilung der Genotypen in der Stichprobe
(1:4:1) tatsachlich der erwarteten Verteilung (1:2:1) in der Grundmenge entspricht. Die
Berechnung von Chi-Quadrat wurde nach Griffiths et al. (2000) durchgefiihrt (siehe
Tabelle 19). Der x>-Wert wurde fiir zwei Freiheitsgrade (2dF) errechnet: x2(2, N=24)=2,67,
p20,05. Die Nullhypothese ist daher giiltig. Das Ergebnis wird in Abschnitt 3.3diskutiert.

Tabelle 19 - Chi-Quadrat-Test nach Griffiths et al. (2000). Der im oberen Teil der Tabelle errechnete x2-Wert, weist auf
den im unteren Teil der Tabelle (Kritische Werte der x?-Verteilung) grau schattierten p-Wert von <0,5 hin.

Genotypen Observed (O): Bestimmte | Expected (E): Erwartete (O-E)? ((0-E)?)/E
Genotypen-Verteilung Genotypen-Verteilung

tm-2/tm-2 4 6 4 0,67

tm-2/Tm-2a |16 12 16 1,33

*-Wert: 2,67

Kritische Werte der x>-Verteilung, 2 Freiheitsgrade

p-Wert
2 dF
0.995 0.975 0.9 0.5 0.1 0.05 0.025 0.01 0.005
x>-Wert: 0.010 0.051 0.211 1.386 4.605 5.991 7.378 9.210 10.597
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A 4 Sequenzanalysen

Im Anschluss sind schematische Darstellungen der mit Vector NTI® durchgefiihrten
Sequenzanalysen der einzelnen Allele des Tm-2-Gens dargestellt. Die Sequenzanalysen

wurden von Mag. Dr. rer. nat. Alexandra Jammer durchgefiihrt.

CAPS-Analyse

Die schematischen Darstellungen der Abb. 83 bis Abb. 85 geben Aufschluss tber die durch
den Enzymverdau der CAPS-Analyse entstehenden Fragmente. Die FragmentgroRen
hangen vom Vorhandensein oder von der Abwesenheit der Restriktionsschnittstellen ab.
Die Primer PrRuG151F und PrRuGO86R fiihren bei einer PCR zu einem amplifizierten
1085 bp-Fragment. Die Primerbindestellen befinden sich in Bereichen des Gens, welche
fir alle drei Allele homolog sind. Der Forward- Primer liegt mitten im ORF des Tm-2-Gens,
der Reverse-Primer liegt 46 Nukleotide downstream des ORFs. Bei der CAPS-Analyse
entsteht fur jedes der Allele tm-2, Tm-2 und Tm-2a, sowie fir alle heterozygoten

Kombinationen ein charakteristisches Schnittmuster (siehe Abschn. 2.9.3).

CAPS-Analyse:
Restriktion des 1085 bp-Amplifikates des tm-2-Allels

Primerbindestelle Fud. P Primerbindestelle Rev.
BspTl-Schnittstelle
N * \

4
5‘ 1085 bp 3‘

l Restriktion

757 bp

1085 bp

Abb. 83 - CAPS-Analyse: Schematische Darstellung des tm-2-Allels (S-Allel) und der Restriktionsschnittstelle fiir das
Restriktionsenzym BspTI. Fiir das Restriktionsenzym Hpal ist in diesem Allel keine Restriktionsschnittstelle vorhanden. Die
entsprechenden Fragmente der Restriktion sind fiir Hpal orange und fiir BspTl blau dargestellt.
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CAPS-Analyse:
Restriktion des 1085 bp-Amplifikates des Tm-2-Allels
Hpal Schnittstelle

Frimerbindestelle Fud. . Primerbindestelle Rev.
\

S,

5;\\ / 1085 bp * \\\ /3‘I

l Restriktion

757 bp

660 bp

Abb. 84 - CAPS-Analyse: Schematische Darstellung des Tm-2-Allels (R-Allel) und der Restriktionsschnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme Hpal und BspTl. Die entsprechenden Fragmente der Restriktion sind fiir Hpal orange und fiir BspT/
blau dargestellt.

CAPS-Analyse:
Restriktion des 1085 bp-Amplifikates des Tm-2a-Allels

Hpal-Schnittstelle

Primerbindestelle Fwd. . - Prim erbindestelle Rev.
BspTI-Schnittstelle BspTl-Schnittstelle

5;\\ / 1085 *‘ * \\\ /3‘l

l Restriktion

660 bp

Abb. 85 - CAPS-Analyse: Schematische Darstellung des Tm-2a-Allels (R-Allel) und der Restriktionsschnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme Hpal und BspTl. Die entsprechenden Fragmente der Restriktion sind fiir Hpal orange und fiir BspT/
blau dargestellt.

Tetra-Primer-ARMS-PCR

Die Tetra-Primer-ARMS-PCR basiert auf der Mismatch-Strategie (siehe Abschnitt 1.3.2 und
Abschnitt 2.10.1). Wann es zur Amplifikation und damit zur Ausbildung einer Bande am
Agarosegel kommt, hdangt hier von den Primerbindungen ab. In Abb. 86 bis Abb. 88 sind
die BandengrofRen entstehender PCR-Produkte der Tetra-Primer-ARMS-PCR und deren
Mismatches dargestellt. Im Anschluss wird erldutert, wie durch spezifische Amplifikation
der drei beschriebenen Resistenz-Allele unterscheidbare Amplifikate unterschiedlicher

GroRe hervorgebracht werden.

Das tm-2-Allel bringt bei Durchfihrung von Assayl (siehe Abb.86) das

416 bp-Kontrollamplifikat hervor, da der Outer Rev.-Primer trotz eines Mismatches
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binden kann. Weil es sich beim tm-2-Allel nicht um ein Resistenz-Allel handelt, weisen die
Inner-Primer wenig Homologie mit der Allel-Sequenz auf. Drei Mismatches im Inner Rev.-
Primer und sieben Mismatches im Inner Fwd.-Primer verhinden die Primerbindungen,
sodass kein weiteres Amplifikat hervorgebracht wird. Die Outer-Primer von Assay 2 (siehe
Abb. 86) bringen das 509 bp-Kontrollamplifikat hervor. Wahrend der Inner Rev.-Primer
aufgrund zweier Mismatches nicht binden kann, erfolgt trotz eines einzelnen Mismatches

die Bindung des Inner Fwd.-Primer und es wird das 381 bp-Amplifikat hervorgebracht.

Tetra-Primer-ARMS-PCR:
Das tm-2-Allel, Primerbindestellen und Mismatches fir Assay 1 und Assay 2

i Inner Rev.-Primer |3 Mismatches)
Inner Fwd.-Primer (1 Mismatch) innes Ileu.m_r [2 psmatches) Inner Fwd.-Primer |7 Mismatches) SMP2402R Tm2 - ! 1
TMV-5 SNPBOLMIsF - Assay 2 TR SNPS01MIsA - Assay 2 SNP2A0AF Tm2(2) - Assay 1 Assay
|

1
Outer Pwd.-Primer \ | ‘Outer Rev.-Primer Outer Fwd.-Primer \ I' Duter Rev.-Primer [1 Mismatch]
TMV-747F - Assay 2 Vo TMV-1256R - Assay 2 [l TMV-22865F - Assay 1 \ TMV-265BR - Assay 1
| \ |
Vo | \ Vol

.
.

N |
S5 N

3!
l Ampifikation

s0bp [ asme

381 bp

Abb. 86 - Tetra-Primer-ARMS-PCR: Schematische Darstellung des tm-2-Allels (S-Allel) und dessen Primerbindestellen
(inkl. Mismatches) fiir Assay 1 und Assay 2. Die Primerbindestellen sind fiir Assay 2 gelb und fiir Assay 1 griin dargestellt.
Grau markierte Primerbindestellen fiihren in diesem Allel zu keinem Amplifikat.

Assay 1 des Tm-2-Allels (siehe Abb. 87) bringt das 416 bp-Kontrollamplifikat und das
254 bp-Amplifikat hervor. Letzteres kann aufgrund der Primerbindungen des Outer Fwd.-
Primers und des Inner Rev.-Primer amplifiziert werden (der Inner Rev.-Primer besitzt
keinen Mismatch). Der Inner Fwd.-Primer besitzt hingegen drei Mismatches, kann daher
nicht binden und bringt kein PCR-Produkt hervor. Assay 2 des Tm-2-Allels (siehe Abb. 87)
bringt das 509 bp-Kontrollamplifikat hervor. Des Weiteren wird durch die
Primerbindungen des Outer Fwd.-Primers und des Inner Rev.-Primers (1 Mismatch) das
185 bp-Amplifikat hervorgebracht. Der Inner Fwd.-Primer kann aufgrund zweier

Mismatches nicht binden.
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Tetra-Primer-ARMS-PCR:
Das Tm-2-Allel, Primerbindestellen und Mismatches fur Assay 1 und Assay 2

1 i Inner Rev.-Frimer
Inner Fwd.-Primer (2 Mismatches) Inner Rev.-Primer (1 M""‘a:d'] Inner Furd.-Primer {3 Mismatches) SNP2483R TmZ - Assay 1
TMV-5 SNPSO1misF - Assay 2 THIV-R SNPIOImIsR - Assay 2 SMP2434F Tm2{2) - Assay 1
\ \ |
\ | | |
Outer Feed.-Primer 1 | Duter Rev.-Primer Duter Fwd.-Primer \ | Outer Rev.-Primer
TMV-7ATF - Assay 2 | THV-1256R - Assay 2 [l ThAW-2286F - Assay 1 | || TMV-2658R - Assay 1
II|I ) I. J
\ /
/
/

| f \ .'I

5 O 3

l Ampifikation

503 bp [ asep
185bp [ zsamp |

Abb. 87 - Tetra-Primer-ARMS-PCR: Schematische Darstellung des Tm-2-Allels (R-Allel) und dessen Primerbindestellen
(inkl. Mismatches) fiir Assay 1 und Assay 2. Die Primerbindestellen sind fiir Assay 2 gelb und fiir Assay 1 griin dargestellt.
Grau markierte Primerbindestellen fiihren in diesem Allel zu keinem Amplifikat.

Das Tm-2a-Allel bringt in Assay 1 (siehe Abb. 88) neben dem 416 bp-Kontrollamplifikat
durch die Primerbindungen des Inner Fwd.- Primers (1 Mismatch) und des Outer Rev.-
Primers auch das 214 bp-Amplifikat hervor. Der Inner Rev.-Primer kann aufgrund zweier
Mismatches nicht binden und bringt kein Amplifikat hervor. Assay 2 des Tm-2a-Allels
(siehe Abb. 88) bringt das 509 bp-Kontrollamplifikat hervor. Der Inner Rev.-Primer kann
trotz eines einzelnen Mismatches binden, sodass durch das Binden des Outer Fwd.-
Primers und des Inner Rev.-Primers das 185 bp-Amplifikat hervorgebracht wird. Der Inner

Fwd.-Primer kann aufgrund zweier Mismatches nicht binden und bringt kein Amplifikat

hervor.

Tetra-Primer-ARMS-PCR:
Das Tm-2a-Allel, Primerbindestellen und Mismatches fur Assay 1 und Assay 2

" - i i - . Inner Rev.-Primer (2 Mismatches|
Inner Fwd.-Primer (2 Mismatches) Inner Rev.-Primer (1 M""":‘:"] Inner Fwd.-Primer (1 Mismatch) T e n::“ 0 1
TMV-5 SNPSOAMisF - Assay 2 TR A T = b 2 SNP2484F Tm2{2) - Assay 1
\ \ |
Y | \ |
Duter Fwed.Primer \ | ‘Outer Rev.-Primer Duter Fwd.-Primer \ | Outer Rev.-Primer
TMV-74TF - Assay 2 | TMW-1256R - Assay 2 TMV-2286F - Assay 1 || TMW-2658R - Assay 1
\ | \ ;i
\ |

!
| \ /
| | Vo /
J/

31’

l Ampifikation

503 bp [ ambe
1asbp [zuamp |

Abb. 88 - Tetra-Primer-ARMS-PCR: Schematische Darstellung des Tm-2a-Allels (R-Allel) und dessen Primerbindestellen
(inkl. Mismatches) fiir Assay 1 und Assay 2. Die Primerbindestellen sind fiir Assay 2 gelb und fiir Assay 1 griin dargestellt.
Grau markierte Primerbindestellen fiihren in diesem Allel zu keinem Amplifikat.

Bei der Tatra-Primer-ARMS-PCR entsteht fir jedes der Allele tm-2, Tm-2 und Tm-2a,

sowie fir alle heterozygoten Kombinationen ein charakteristisches Bandenmuster (siehe

Abschnitt 2.10.3).
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