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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Bedeutung der molekularen Cytogenetik

Ein fundamentales Ziel der meisten Biowissenschaften ist die Analyse von Genomen. Das
Genom, die Gesamtheit der genetischen Information eines Organismus, ist in Pflanzen
iiberwiegend im Nukleus und zu einem geringen Anteil in den Mitochondrien und den
Plastiden lokalisiert (nach HEMLEBEN, 1990). Das Kerngenom besteht aus mehrere
Nukleinsduremolekiilen, die wihrend der Zellteilung kondensieren und die sogenannten
Chromosomen bilden. Die Analyse der Struktur und der genetischen Organisation der
nukledren DNA bzw. der Chromosomen fiihrt zum besseren Verstindnis der Genetik von

Organismen und der Vererbung von Merkmalen (nach HAGEMANN, 1999).

Genome werden mit genetischen, molekularbiologischen sowie mit cytologischen Verfahren
untersucht (LOTTSPEICH & ZORBAS, 1998). Durch molekulargenetische Techniken - wie
beispielsweise die Klonierung von genomischen DNA-Fragmenten oder Anwendung von
molekularen Markersystemen - werden DNA-Sequenzklassen und pflanzliche Gene
identifiziert und genetische Genomkarten aufgestellt (nach HAGEMANN, 1999). Klassische
cytogenetische Methoden, wie Fédrbe- wund Béanderungstechniken, ermdglichen
Chromosomenstruktur- und Karyotypanalysen in vielen Tier- und Pflanzenarten (nach
TRAUT, 1991). Durch die Kombination molekulargenetischer Verfahren mit klassischen
Techniken der Chromosomenanalyse entwickelte sich die molekulare Cytogenetik. Sie
verkniipft die Arbeitsfelder Molekularbiologie und Cytologie miteinander und besitzt daher
integrativen Charakter (HEISKANEN et al., 1996; RaApr, 1998). Genetische Daten und
zellbiologische Befunde werden korreliert und Untersuchung auf unterschiedlichen

biologischen Strukturebenen ermdoglicht (JIANG & GILL,1994; HEISKANEN et al., 1996).

Molekular cytogentische Verfahren erlauben Analysen der Chromosomenstruktur und
Genomzusammensetzung als auch die Lokalisierung von Genen (LEITCH et al, 1994;
SCHWARZACHER & HESLOP-HARRISON, 2000). Die Ergebnisse tragen zu einem besseres
Verstindnis der Architektur des Zellkerns, als auch der Organisation und der Evolution der
Genome bei (HESLOP-HARRISON, 2000; JIANG & GILL, 1994). Cytogenetische Verfahren
konnen deshalb zur Beantwortung von vielfdltigen Fragestellungen hinsichtlich der
genetischen und chromosomalen Genomorganisation eingesetzt werden. Ein breites
Anwendungsgebiet bietet sich sowohl in der Humangenetik als auch der

Pflanzenziichtungsforschung.
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Die zentrale Methode der molekularen Cytogenetik ist die in situ-Hybridisierung (ISH) (GALL
& PARDUE, 1969; LANGER-SAFER et al., 1982). Durch die ISH konnen
Nukleinsduresequenzen innerhalb intakter Gewebe- , Kern- oder Chromosomenstrukturen
mittels Licht-, Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie optisch nachgewiesen werden. Fiir
eine Detektion und Lokalisierung von DNA-Sequenzen entlang Chromosomenstrukturen
eignet sich insbesondere die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH), bei der ein Nachweis

durch Fluorochrome erfolgt (MANUELIDIS et al., 1982).

1.2.  Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung - eine zentrale Methode der molekularen

Cytogenetik

Die in situ-Hybridisierung wurde 1969 von GALL & PARDUE entwickelt. Zundchst wurden
radioaktive oder enzymatische Nachweisverfahren verwendet. Spétere Arbeiten zeigten, dass
fiir die DNA:DNA-in situ-Hybridisierung die Verwendung von Fluorochrom-markierten
DNA-Sonden (MANUELIDIS et al, 1982) entscheidende Vorteile bietet. Fluorochrom-
markierte Sonden gewihrleisten eine hohere Nachweissensitivitit, stirkere Kontraste
zwischen  Préparatstrukturen und  Hybridisierungssignal und einen  geringeren
experimentiellen und zeitlichen Aufwand (RAAP, 1998). In der pflanzlichen Genomanalyse
wurde die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) erstmalig 1985 eingefiihrt (RAYBURN &
GILL, 1985).

Eine besondere Modifikation der FISH ist die Genomische-in situ—Hybridisierung (GISH),
bei der das gesamte Genom einer Art durch Einsatz genomischer DNA als Sonde markiert
wird (SCHWARZACHER et al., 1989). Dies ermdglicht die Differenzierung von Chromosomen
unterschiedlicher Herkunft und somit Untersuchungen der Genomzusammensetzung von
Hybridpflanzen und natiirlichen Arthybriden (PARAKONNY ef al., 1993; SCHWARZACHER et
al., 1989; MIKHAILOVA et al., 1998; MOLNAR-LANG et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2000).
GISH erlaubt die Lokalisierung ganzer Genome, einzelner addierter Chromosomen,
Chromosomenfragmente oder Translokationen im Genom von Hybriden (SCHWARZACHER et
al., 1992; DESEL et al., 2002). Eine vorheriger Identifizierung und Klonierung von
genomspezifischen DNA-Sequenzen ist nicht notwendig. Voraussetzung fiir die erfolgreiche
Anwendung der GISH ist ein ausreichend groBer phylogenetischer Abstand der parentalen
Genome, der einen hohen Anteil an genomspezifischen DNA-Sequenzen in der Genomsonde

bedingt.

Bei der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) und auch bei der Genomischen-in situ-

Hybridiserung (GISH) werden die hybridisierten Proben entweder direkt oder indirekt
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detektiert. Werden Fluorochrom-gekoppelte Nukleotide in die DNA-Sonde inkorporiert, kann
der Hybridisierungsort unmittelbar optisch lokalisiert werden. Bei einem indirekten Nachweis
werden dagegen Nukleotide mit gekoppelten Reportermolekiilen (z.B. Biotin oder
Digoxigenin) in die Sonden-DNA eingebaut. Eine Detektion der hybridisierten Sonde erfolgt
nach Bindung von Fluorochrom-gekoppelten Avidin oder Antikérpern. Der indirekte
Nachweis flihrt zu einer Signalverstirkung und dadurch zu einer hoheren Sensitivitit des

Detektionsverfahrens.

Fiir FISH-Experimente konnen eine Vielzahl verschiedener Fluorochrome eingesetzt werden.
Dazu zdhlen unter anderem FITC (Fluoresceinisothiocanat, griine Fluoreszenz), Texas Red
(rote Fluoreszenz), AMCA (Aminomethylcoumarinessigsdure, blaue Fluoreszenz) oder die
Cyanine™ (z.B. Cy2 griin; Cy5.5 infrarot oder Cy3 rot). Um die Morphologie der nicht-
hybridisierten Chromatinstrukturen zu erkennen, werden Chromosomen und Zellkerne
gegengefiarbt. Hierzu werden iiblicherweise die Fluorochrome DAPI (4,6-Diamidino-2-
phenylindol) oder Propidiumiodid verwendet, die blaue bzw. rote Fluoreszenz emittieren

(nach SCHWARAZCHER & HESLOP-HARRISON, 2000).

Da Fluorochrome mit unterschiedlichen Emissionsspektren verfligbar sind, ist ein
gleichzeitiger Einsatz von mehreren DNA-Sonden mdglich, die sich differentiell darstellen
lassen (Vielfarben-FISH oder multi-colour FISH; LEITCH et al., 1991; LICHTER, 1997). Die
multi colour FISH erlaubt die relative Positionierung mehrerer DNA-Marker im Genom oder
entlang eines Chromosomes. In der Humangenetik wurden Markierungsverfahren erarbeitet,
durch die die FISH-Sonde mit einer Mischung aus mehreren Fluorochromen markiert werden.
Je nach Konzentrationen der verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten Nukleotide im
Markierungsansatz inkorporieren variierende Anteile in die DNA-Sonde (ratio labeling). Dies
Verfahren erlaubt eine simultane in sifu-Hybridisierung von zwolf DNA-Sonden, die unter
Einsatz von nur drei verschiedenen Fluorochromen markiert wurden und durch ihre
unterschiedlichen Emissionspektren detektiert und differenziert werden konnen (DAUWERSE
et al. 1992; GRUNDLACH et al., 2001). Eine Steigerung der multi-colour FISH gelang durch
kombinatorische Markierung von fiinf Fluorochromen. Alle 24 humanen Chromosomen
konnten darauthin durch differente Emissionsspektren detektiert (SCHROCK et al., 1996;
SPEICHER et al., 1996) und mit Hilfe von digitalen Analyseverfahren (z.B. spectral
karyotyping, SKY; ZHANG et al., 2000) in distinkten Pseudofarben wiedergegeben werden
(chromosome painting). Dies ermdglicht die sichere FErkennung chromosomaler
Verianderungen und den Einsatz der multi-colour FISH in der cytogenetischen Diagnose

humaner Chromosomen (LICHTER, 1997).
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Der Erfolg und die Effizienz des Nachweises einer Nukleinsduresequenz durch FISH ist von
der Linge der hybridisierten Zielsequenz, der Haufigkeit der Zielsequenz im Genom, der
Anzahl der gebundenen Reportermolekiile in der eingesetzten DNA-Sonde und dem
angewendeten Nachweisverfahren abhédngig. Die Entwicklung von unterschiedlichen
Markierungsmethoden, neuartigen Fluorochromen, neuen Techniken der
Chromosomenpraparation und nicht zuletzt die Weiterentwicklung der Mikroskopie- und
Bildverarbeitungstechnologie gestattet den Nachweis von immer enger benachbarten und
immer kiirzeren DNA-Fragmenten. Das Auflosungsvermogen und die Sensitivitdt der FISH-

Verfahren wurde somit stetig verbessert.

Entscheidend fiir das Auflosungsvermogen der DNA-DNA-FISH ist der Kondensationsgrad
der Zielsequenz. Mitotische, hochkondensierte Metaphasechromosomen besitzen eine
Auflésungsgrenze von ungefidhr 1Mb (HEISKANEN et al., 1996). Meiotische
Pachytinchromosomen in Pflanzen sind dagegen je nach Art 10-50x ldnger als mitotische
Metaphasechromosomen (DE JONG, 1981). Loci mit Distanzen von 50 kb wurden durch FISH

an Pachytinchromosomen differenziert (FLORIUN et al., 1996; RAAP ef al., 1996).

Zu einer weiteren Steigerung des Auflosungsvermogens der FISH-Technik fiihrte die
Entwicklung der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an gestreckten Chromatin-Féaden, der
sogenannten fibre-FISH (HENG et al., 1992; WIEGANT et al., 1992). Dabei wird die
dekondensierte DNA von Interphasenuklei nach Lyse der Kernmembran und Auflésung der
nukledren Matrix entlang der Glasoberfliche eines Objekttragers gestreckt. Die Streckung
erfolgt hydrodynamisch durch langsames AbflieBen des Lysepuffers, der die freigesetzte und
partiell an der Glasoberfliche fixierte DNA enthidlt. Es entstechen DNA-Stringe mit 2-4
kb/um (JACKSON et al., 1998; FRANSZ et al., 1996a). Dieser Wert liegt im Bereich des
Streckungswertes einer linearisierten Duplex-B-DNA, die 2,941 kb/um aufweist (WATSON &
CRICK, 1953). An die auf den Objekttrager fixierten DNA-Fdden kdnnen DNA-Sonden
hybridisiert werden. Eine lineare Anordnung der Hybridisierungssignale entlang der
Chromatinfaden erlaubt die Detektion von Distanzen kleiner 1 kb (FAN et al., 1990; FLORIN
et al., 1995; FRANSZ et al., 1996a). Dieses hochauflosende fibre-FISH-Verfahren ermoglicht
daher die genaue Positions- und Orientierungsbestimmung von eng benachbarten
Zielsequenzen und eine physikalische Feinkartierung von Chromosomenregionen (CHENG ef

al., 2001a).

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) an mitotischen und meiotischen

Chromosomen gestattet hingegen eine physikalische Kartierung von DNA-Abschnitten mit
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geringerer Auflosung. Im Gegensatz zur fibre-FISH ist aber eine direkte Zuordnung
molekularer Marker zu chromosomalen Regionen moglich (JIANG ef al., 1995; JACKSON et
al., 1999; CHENG et al., 2001; LYSAK et al., 2001). DNA-Marker, die in unabhéngig erstellten
genetischen oder physikalischen Kopplungskarten integriert sind, konnen durch FISH direkt

kartiert und chromosomalen Regionen zugeordnet werden (PETERSON et al., 1999).

Bedeutend fiir die Einsatzmdglichkeiten der FISH-Vefahren ist die Sensitivitdt. Der Nachweis
von Zielsequenzen kleiner 1 kb gelang an humanen Metaphasechromosomen erstmalig 1990
(FAN et al., 1990) und wurde seitdem zahlreich wiederholt. In Pflanzen konnte die
Nachweisgrenze von 1 kb bisher (11 Jahre spéter!) nur vereinzelt erreicht wurde (FRANSZ et
al., 1996b; TEN HOOPEN ef al., 1996; OHMIDO et al., 1998, DESEL et al., 2001). Auch die in
situ-Hybridisierung an gestreckten Chromatin-Faden (fibre-FISH) wurde erst relativ spit von
FRANSZ et al. (1996) mit pflanzlichem Material erfolgreich durchgefiihrt und zdhlt immer

noch zu den schwierigen und anspruchsvollen Verfahren der FISH-Anwendungen.

Dagegen konnten repetitiven Sequenzen und Multigenfamilien an pflanzlichen Chromosomen
oder vereinzelt auch an Chromatin-Fiden bislang oft und erfolgreich durch Fluoreszenz-
in situ-Hybridisierung nachgewiesen werden. Durch die chromosomale Lokalisierung
repetitiver Sequenzen wurden zahlreiche Beitrdge zur Analyse des Genomaufbaus und der
Genomorganisation verschiedener agronomisch bedeutender Arten geleistet (Vicia faba:
FucHs et al., 1994; Arabidopsis thaliana: HESLOP-HARRISON, 1996; Hordeum vulgare:
LEITCH & HESLOP-HARRISON, 1993; Triticeae: PEDERSEN et al., 1996; Beta vulgaris:
SCHMIDT et al.,1994; 1996; 1997; 1999).

1.3. Klassifizierung repetitiver DNA im pflanzlichen Genom

Die nukledre DNA beinhaltet unterschiedliche DNA-Sequenztypen, die entweder in einer
oder wenigen Kopien im Genom vorliegen und solchen, die sich hiufig wiederholen (repetitiv
angeordnet sind). Zu den unikalen DNA-Sequenzen gehdren die meisten Strukturgene, aber
auch weitere DNA-Sequenzen mit unbekannter Funktion (nach HAGEMANN, 1999). Der
Anteil repetitiver Sequenzen am Kerngenom hoherer Pflanzen liegt zwischen 50% und 90%
(nach HESLOP-HARRISON, 2000). Repetitive Sequenzen sind verantwortlich fiir die extremen
Schwankungsbreiten der Genomgroflen, die sich bei Arten mit dhnlicher Genzahl beobachten

lassen (FLAVELL, 1986; LAPITAN, 1992; OHMIDO et al., 2000).

Fir alle GefdBpflanzen wird eine anndhernd gleiche Anzahl von etwa 25000 Genen
angenommen (HESLOP-HARRISON, 2000), trotzdem besitzen insbesondere hohere Pflanzen

eine bis zu 2500-fache Variation ihres DNA-Gehaltes (BENNETT & SMITH, 1976). Durch das



Einleitung 6

Auftreten von lingeren Gensequenzen oder zahlreicheren Introns in den Genen ldsst sich die
groBe DNA-Menge in den Kernen vieler Pflanzen nur unzureichend erkldren. Zum Teil sind
die sehr unterschiedlichen GroBen des absoluten DNA-Gehalts bei Pflanzen in der
Polyploidisierung begriindet (70-80% der hoheren Pflanzen sind polyploid) (LEITCH &
BENNETT, 1997). Indes bieten die unterschiedlichen Ploidiegrade von Pflanzenzellen ebenfalls
keine ausreichende Erklarung fiir die tatsédchlich vorhandene Komplexitit und Variabilitdt der
Genome. Bedeutend ist vielmehr, dass mit zunehmenden DNA-Gehalt der Anteil repetitiver
Sequenzen des haploiden Genoms ansteigt. Der Anteil repetitiver Sequenzen schwankt
zwischen 25% bei Arabidopsis thaliana (MEYEROWITZ & PRUITT, 1985) und 93% bei
Triticum aestivum (RANJEKAR et al, 1976). Durch genetische und biochemische Analysen
konnte bestdtigt werden, dass die Variabilitit der Genomgrofen im Wesentlichen durch
unterschiedliche Mengen der repetitiven DNA im Genom verursacht wird (FLAVELL et al.,

1974; SMYTH, 1991).

Repetitive Sequenzen treten in zwei Organisationsformen auf. Sie konnen entweder
tandemartig in Blocken angeordnet sein oder aber dispers im Genom verstreut vorliegen.
Beide Organisationsformen wurden bisher in allen darauthin untersuchten Pflanzengenomen

gefunden (LAPITAN, 1992; KUMAR & BENNETZEN, 1999).

1.3.1. Tandemartig angeordnete Genomkomponenten

Die tandemartig angeordneten Genomkomponenten lassen sich hinsichtlich ihres
Repetitionsgrades einteilen in hochrepetitive (10°-10° Kopien pro Genom) und
mittelrepetitive (10%-10* Kopien pro Genom) Sequenzen ( nach HEMLEBEN, 1990). Zu den im
Genom hochamplifizierten DNA-Klassen gehoren die Satellitenfamilien, die Minisatelliten
und die Mikrosatelliten sowie die Telomersequenzen. Mittelrepetitiv sind die Gene der

ribosomalen RNA und der Histone (HESLOP-HARRISON, 1996; 2000).

Das wiederkehrende Sequenzmotiv ist bei nicht-kodierenden Sequenzen - wie Satelliten-DNA
und Telomer-DNA - kiirzer als bei der kodierenden rDNA. Die Repeatlinge eines Monomers
der Satelliten-DNA liegt bei 150-180 bp oder bei 300-360 bp, wihrend rDNA eine Linge bis
18,5 kb aufweisen kann (LAPITAN, 1992). Durch den Einsatz von Restriktionsenzymen,
Klonierung und DNA-Sequenzierung konnten inzwischen fiir viele Pflanzen hochrepetitive
Satelliten-DNAs auf molekularem Niveau charakterisiert werden. Die Sequenzen von
Satelliten-DNAs sind héufig art- oder gattungsspezifisch und konnen als artspezifische
Marker bei der Analyse von Hybriden eingesetzt werden (SCHMIDT et al., 1997a). Satelliten-

DNA ist bevorzugt im pericentromerischen, interkalaren und subtelomerischen
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Heterochromatin lokalisiert. Diese stiarker anfarbbaren chromosomalen Regionen enthalten
dicht kondensierte, transkriptionsinaktive DNA. Eine auffallend hohe Methylierungsrate (20-
30% der Cysteinreste konnen am 5-C-Atom durch eine Methylgruppe modifiziert sein)
beeinflusst ~ wahrscheinlich  die  Expression  von  Genen  und  induziert
Chromatinkonformationen, die die Transkription unterdriicken (nach FLAVELL & MOORE,
1996). Die Amplifikation der Repeats im Genom konnte durch ungleiche inter- bzw.
intrachromosomale ~ Rekombination = zwischen = Genomabschnitten mit tandemartig
angeordneten Sequenzen erfolgen, die eine hohe Homologie aufweisen (MCALLISTER &

WERREN, 1999).

Die Funktion der Satelliten-DNA ist weitgehend unbekannt. Ihr Vorkommen in allen
eukaryotischen Organismen und die dhnliche Groe der Wiederholungseinheiten lassen eine
Funktion bei der Bildung der Chromosomenstruktur und der Organisation der DNA in den
Nukleosomen vermuten (HESLOP-HARRISON, 2000). Vorstellbar ist weiterhin, dass
Rekombinationprozesse zwischen nicht-homologen Loci durch Satelliten-DNA-Sequenzen
initiiert werden. Der Satelliten-DNA kidme demnach eine Funktion bei der Entstehung

genetischer Variabilitdt sowie der Genomevolution zu.

Minisatelliten bzw. Mikrosatelliten gehoren ebenfalls zu den hochrepetitiven, tandemartig
angeordneten DNA-Sequenzen. Sie bestehen aus sehr kleinen Monomereinheiten von 1-5 bp
und existieren in vielen Loci im Genom (HAGEMANN, 1999). Aufgrund ihres hohen
Polymorphiegrades (VNTR, variable number of tandem repeats) sind sie wertvolle
artspezifische Marker, die zur Selektion und Identifikation von Hybridlinien verwendet
werden konnen (finger printing) (SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1996; SCHMIDT et al.,
1997).

Den physikalischen AbschluB3 vieler pflanzlicher Chromosomen bilden tandemartig
angeordnete hochkonservierte DNA-Sequenzen mit dem Konsensus (TTTAGGG),. Die
Anzahl der telomerischen Repeats ist artspezifisch. In Arabidopsis erstrecken sich die Repeats
iber eine Lénge von 2-5 kb (RICHARD & AUSUBEL, 1988), wihrend sie in Tabak tiber 60-160
kb angeordnet sind (FAJKUS et al., 1995). Sie werden distal von einem 3’-G-reichen und
einem 5'-C-reichen DNA-Bereich abgeschlossen, wobei iiberhingende G-Reste eine
Haarnadelstruktur formen, die Erkennungsmotiv der Telomerase ist (PARDUE & BARYSHE,
1999). Die Telomerase ist ein Ribonukleoprotein, das die Addition von einzelnen Nukleotiden

an das 3'-Ende katalysiert. Die telomerischen Sequenzen stabilisieren die
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Chromosomenenden und verhindern den Verlust von terminalen Nukleotiden wahrend der

Replikation (MCKNIGHT ef al., 2002).

Die telomerischen Repeats sind in vielen Arten, z.B. Tomate und Roggen, proximal mit
subtelomerischen repetitiven Sequenzen assoziiert (FAJKUS et al., 1995; VERSHININ et al.,
1995). Auch diese Satellitenfamilien besitzen eventuell Bedeutung bei der Ausbildung der
Struktur der Chromosomenenden und dienen zum Schutz der terminalen
Chromosomenregionen (ZHONG et al., 1998; GARRIDO-RAMOS et al., 1999; ALKHIMOVA et
al., 1999).

Zu den mittelrepetitiven Sequenzen gehoren Gene der ribosomalen RNA (rDNA). Die Gene
fiir die 18S-5,85-25S rRNA liegen als Transkriptionseinheit, bestehend aus
hochkonservierten, kodierenden Abschnitten und variablen Spacerregionen, tandemartig
angeordnet vor (nach HEMLEBEN, 1990). Die rDNA-Loci sind mit dem NOR (nucleolar
organisation region) identisch. Sie konnen eine Linge von 7,8 kb—18,5 kb besitzen und in

einer Anzahl von 600-8500 Kopien pro haploiden Genom vorliegen (LAPITAN, 1992).

Die 5S rRNA-Gene sind rdumlich getrennt von den 18S-5,8S-25S rRNA-Loci. Die
tandemartig angeordneten Einheiten von 200-900 bp, bestehend aus einer kodierenden Region
von 120 bp und variablen Spacern, sind in 1000-50000 Kopien pro haploidem Genom

vorhanden (ELLIS et al., 1988; nach HEMLEBEN, 1990; RODER ef al., 1992).

1.3.2. Disperse repetitive Sequenzen im pflanzlichen Genom

Die dispers im Genom angeordneten repetitiven Sequenzen besitzen im Vergleich zu den
tandemartig angeordneten Sequenzen eine hohere Heterogenitdt beziiglich ihrer Grofe und
Struktur (SMYTH, 1991). Zu den dispers im Genom verteilten Sequenzen gehdren die
transponierbaren oder mobilen Elemente, die die Féhigkeit haben, sich von einer Stelle in
einer DNA-Sequenz an eine andere Stelle innerhalb desselben Chromosomes oder in ein
anderes Chromosome zu verlagern. Dieser Vorgang wird als Transposition bezeichnet
(HAGEMANN, 1999). Die ersten Befunde, die die Existenz von beweglichen DNA-
Komponenten im Genom aufzeigten, wurden in den flinfziger Jahren von B. MCCLINTOCK
durch Untersuchung der genetischen Instabilitit von Genen in Zea mays erbracht
(MCCLINTOCK, 1954). Seitdem wurde die Struktur und Wirkungsweise weiterer genetischer
transponibler Elemente in hoheren Pflanzen untersucht und charakterisiert (Tab. 1, FLAVELL,

1994).
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Nach dem Prinzip der Transposition werden Klasse I-Elemente (Retrotransposons) und
Klasse II-Elemente (Transposons) unterscheiden. Die Elemente der Klasse II werden am
bisherigen Ort im Genom ausgeschnitten und an einen neuen Ort verlagert (konservative
Transposition). Bei den Elementen der Klasse I wird die DNA repliziert und kann in
multiplen Orten im Genom inseriert werden (replikative Transposition). Die Replikation und
Transposition der transponiblen Elemente ist ein komplexer Prozess fiir den mehrere Enzyme
notwendig sind (BENNETZEN, 1996). Bei den Retrotransposons (Klasse I-Elemente) erfolgt
die Transposition {iiber ein RNA-Intermediat und deren reverse Transkription. Die
Retrotransposons kodieren daher u.a. fiir eine RNA-abhingige DNA-Polymerase (RT:

Reverse Transkriptase).

Tab. 1: Transponible Elemente pflanzlicher Genome (verdndert nach FLAVELL, 1994)

- Terminale Repeats oder Transpositions- .
Transposonfamilie . . Exzission
Sequenzwiederholungen Intermediat
Klasse I Retrotransposons
Tyl-copia-Retrotransposons ja(LTR) RNA nein
Ty3-gypsy-Retrotransposons ja(LTR) RNA nein
Non-LTR-Retrotransposons nein (mitunter RNA nein
kurze direkte Repeats)
Klasse I1 Transposons
Ac-Ds-Transposons ja(11 bp) ja
En/Spm . .
(5"-CACTA3")- Transposons ja (13 bp) Ja
Mu-Transposons ja (200 bp) ja
Unklassifizierte Transposons (MITEs) ja(11-14 bp) DNA? ?

Sehr unterschiedliche Formen von Retrotransposons konnten bisher im pflanzlichen Genom
charakterisiert werden (BENNETZEN, 1996; 1998; KUMAR & BENNETZEN, 1999). Die LTR-
Retrotransposons, die Tyl-copia- und Ty3-gypsy-Elemente, werden von langen terminalen
Repeats (LTR: long terminal repeat) begrenzt. Die DNA-Sequenzen zwischen den LTRs
enthalten bis zu drei offene Leseraster (ORFs: open reading frames) und kodieren u.a. fiir die
Enzyme, die an der Transposition beteiligt sind. Die Tyl-copia- und Ty3-gypsy-Elemente
unterscheiden sich in der Anordnung der Gene. Wiahrend die Ty3-gypsy-Elemente dieselbe
Genanordnung zeigen wie Retroviren, weisen Tyl-copia-Elemente eine verdnderte Folge der

Gene in der internen Domane auf (Abb. 1).
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Ty1-copia-Retrotransposon

5’—[>P LTR # gag - Prot Int RT - RNAseH TP LTR 4-[>—3,

PBS PPT

5*-[>-P LTR 4? gag [ Prot RT - RNAseH Int ? LTR 4‘[>‘ ¥

TBS
PBS PPT

Non-LTR-Retrotransposon (LINE)
ORF1 ORF2

5 > _ gag RT - RNAseH N —{>— 3

TBS TBS

Abb. 1: Struktur verschiedener Retrotransposons. Die LTR-Retrotransposons, die Tyl-copia- und
Ty3-gypsy-Elemente, werden von langen terminalen Repeats (LTR: long terminal repeat) begrenzt
(Pfeile). In der internen Doméne sind die Gene lokalisiert: gag: Viruscoreprotein, Prot: Protease, RT:
Reverse Transkriptase und Int: Integrase. PBS (primer binding site), PPT (polypurine tract) und TBS
(target side duplication) sind charakteristische Sequenzdoménen. Die Tyl-copia- und Ty3-gypsy-
Elemente unterscheiden sich in der Anordnung der Gene

Die Non-LTR-Retrotransposons (LINEs) sind am 5’-Ende oft unvollstindig und besitzen am 3’-Ende
einen Poly-A-Schwanz. ORF1 und ORF?2 {iberlappen.

Die genomische und chromosomale Organisation der Tyl-copia wurde in zahlreichen Arten,
so z.B. A. thaliana (Ta, Rtat und Arab) (VOYTAS & AUSUBEL, 1988); Nicotiana tabacum
(Tntl-Elementfamilie) (GRANDBASTIEN et al., 1989), und B. vulgaris (Tbv) (SCHMIDT et al.,
1995) untersucht. Insbesondere die Analyse der kodierende Sequenz der reversen
Transkriptase der Tyl-copia-Elemente wurde intensiviert, nachdem FLAVELL ef al. (1992) aus
konservierten Gensequenzen degenerierte Primer entwickelt hatten, durch die Tyl-copia-
dhnlichen Elemente in pflanzlichen Genomen anhand eines PCR-Assays nachgewiesen
werden konnten (HIROCHIKA & HIROCHIKA, 1993, BRANDES ef al., 1997; KUMAR et al., 1997;

HESLOP-HARRISON et al., 1997).

Die non-LTR-Retrotransposons besitzen keine LTR-Sequenzen und werden auch als non-
viral-Retrotransposons bezeichnet (EICKBUSH, 1992). Sie enthalten offene Leseraster, die wie
auch bei den LTR-Retrotransposons fiir Polypeptide mit reverser Transkriptase-Aktivitit
kodieren. Die non-LTR-Retrotransposons werden in sog. SINEs (short interspersed elements)

(SINGER, 1982; LENOIR et al., 1997) mit Sequenzldngen von ca. 500 bp und LINEs (long
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interspersed elements) mit einer Lange von mehreren Kilobasen und Spacersequenzen
(SINGER, 1982; nach SCHMIDT, 1999) eingeteilt. Die LINEs sind im Sdugergenom weit
verbreitet. LINE-Familien aus der Pflanze sind beispielsweise Cin4 aus Zea mays (SCHWARZ-
SOMMER et al., 1987), Zepp aus Chlorella (HIGASHIYAMA et al., 1997), BNR1 aus Beta
vulgaris (SCHMIDT et al., 1995; KUBIS et al., 1998) und BLIN aus Hordeum vulgare
(VERSHININ et al., 2002).

Transposons der Klasse II bilden im Unterschied zu den Retrotransposons kein RNA-
Intermediat und ihre Exzission und Integration erfolgt nach dem Prinzip der konservativen
Transposition, d.h. das Element wird an der einen Stelle herausgeldst und taucht an einem
anderen Ort im Genom wieder auf (FLAVELL et al, 1994; HAGEMANN, 1999). Diese
Transposition wird durch die Transposase katalysiert. Die Transposonfamilien werden nach
der Sequenzhomologie ihrer internen Domidne und nach der Feinstruktur der terminalen
invertierten Repeats (TIRs) differenziert. Die TIRs sind Erkennungssequenzen der

Transposase und fiir die Transposition notwendig.

Die Kopien einzelner Sequenzfamilien besitzen eine hohe Variabilitit, die wahrscheinlich
durch spontane Mutation verursacht wurde (KIDWELL & LISCH, 1997). Man unterscheidet
zwischen autonomen Elementen, die fiir die typischen Enzyme transponibler Elemente
codieren, und nicht-autonomen, deletierten Sequenzen, fiir die angenommen wird, dass sie
durch andere mobile Elemente transaktiviert und mobilisiert werden konnen (WALBOTT,
1999). Mit der Charakterisierung der Transposons der Klasse II auf molekularer Ebene und
der molekularen Prozesse ihrer Transposition wurde zundchst beim Mais und Antirrhinum
begonnen (nach KUNZE et al.,1997; SMYTH, 1991). Die Elemente Ac-Ds (activator-
dissociation), En/Spm (enhancer/supressor-mutation) oder Mu (mutator) konnten im Genom
von Z. mays identifiziert und charakterisiert werden. Die En/Spm-Elemente besitzen innerhalb
ithrer TIRs das konservierte Sequenzmotiv 5-CACTA-3". Vertreter aller drei
Transposonfamilie wurden bisher in verschiedenen Spezies nachgewiesen (nach KUNZE et al.,
1997).

Die Ac-Ds-Elemente werden zur Mutagenese und Genisolierung, dem sogenannten
Transposon-tagging, eingesetzt. Dazu werden Ac-Elemente in Pflanzen eingekreuzt, die Ds-
Elemente enthalten. Die Ac-Elemente initiieren Transpositionen der Ds-Elemente, die zu
Mutationen fiihren. Dadurch kénnen definierte Defekte oder phédnotypische Verdnderungen
hervorgerufen werden. Durch markierte DNA-Sonden fiir Ds oder Ac kann sodann das Gen,
in welches das Transposon integriert wurde, identifiziert und isoliert werden (A. majus:

MARTIN et al., 1985; A. thaliana: RAINA et al., 2002).
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Zu den Transposons (Klasse II-Elemente) gehoren auch MITEs (miniature inverted-repeat
transposable elements) (WESSLER et al., 1996). MITEs sind kurze degenerierte Elemente, die
sich nicht autonom amplifizieren konnen und nur geringe Homologie zu den anderen
Transposonklassen aufweisen. Neuere Daten lassen vermuten, dass MITEs Derivate einer
full-lenght Klasse II-Elementfamilie sind, bei denen die Transposase-kodierende

Sequenzregion deletiert wurde (FESCHOTTE & MOUCHES, 2000).

Alle mobilen oder transponiblen genetischen Elemente im Genom fiithren zu einer Instabilitét
des Genotyps (KUMAR & BENNETZEN, 1999). Durch konservative und replikative
Transposition von DNA-Elementen existiert eine Vielzahl an Moglichkeiten auf die
Genomstruktur und die Genomorganisation eines Organismus einzuwirken. Mutation
innerhalb von Gensequenzen oder regulatorischer Sequenzregionen kdnnen beispielsweise die
Expression individueller Gene direkt beeinflussen und somit den Phidnotyp von Arten
verandern (BENNETZEN, 1996; KIDWELL & LISCH, 1997). Retrotransposons besitzen einen
effektiven Mechanismus der Amplifikation im Genom, wodurch insbesondere die
Genomgrofe stark beeinflusst werden kann (XIONG & EICKBUSH, 1990; OHMIDO ef al., 2000).
Die durch die transponiblen Elemente induzierten Mutationen fithren zur Umstrukturierung
von Genomen und tragen so zu einer groBeren genetischen Variabilitit und Heterogenitat
einer Art bei. Mobile DNA-Elemente konnten dadurch zu einer verbesserten
Anpassungsfdhigkeit der Arten auf verdnderte Umweltbedingung beitragen und dadurch eine

fundamentale Rolle in der Evolution und Artbildung besitzen.

Da mobile DNA-Elemente wie auch die tandemartigen repetitiven Genomkomponenten einen
sehr hohen Anteil am DNA-Gehalt eines Zellkern haben konnen, ist die Charakterisierung
und Lokalisierung dieser Sequenzklassen fiir das Verstindnis des Aufbaus pflanzlicher
Chromosomen unumginglich. Zum Nachweis von strukturellen Prinzipien der pflanzlichen
Chromosomenarchitektur ist daher weiterhin sinnvoll, zunéchst eine moglichst groe Anzahl
an Genombestandteile in einer Spezies zu analysieren und ihre Anordnung auf dem
Chromosom zu ermitteln. Ein Modell, in dem die Organisation disperser und tandemartig
angeordneter repetitiver Sequenzen als auch genreicher Regionen entlang der Chromosomen
zusammenfassend dargestellt ist, wurde am Beispiel der Zuckerriibe B. vulgaris, aus deren
Genom zahlreiche Sequenzfamilien bekannt und charakterisiert sind, erarbeitet (SCHMIDT &
HESLOP-HARRISON, 1998). Dieses Modell ist Grundlage fiir weiterfilhrende Studien

repetitiver Genomkomponenten.
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1.4. Genomanalyse und Ziichtung nematodenresistenter Zuckerriibenlinien

Die Zuckerriibe (Beta vulgaris) gehort in Europa zu den wichtigsten landwirtschaftlichen
Kulturpflanzen. Sie gehort zur Familie der Chenopodiaceae und taxonomisch zur Gattung
Beta, die in die vier Sektionen Beta, Corollinae, Nanae und Procumbentes gegliedert ist (Tab.
2; VAN GEYT et al., 1990). Die Art B. vulgaris mit ihren mannigfaltigen Kulturformen
(Zuckerriibe, Futterriibe, Mangold oder Rote Beete) wird der Sektion Beta zugeordnet

(TRANZSCHEL, 1927; ULBRICH, 1934; LANGE et al., 1999).

Tab. 2: Taxonomie, Chromosomenverhaltnisse und Verbreitungsgebiet der Arten der Gattung Beta

Sektion Art 2n Verbreitungsgebiet
1 Beta Tranzschel
B. vulgaris L. Kiisten von Nord-und
ssp. vulgaris 18 Westeuropa und des Mittel-
ssp. maritima Arcang. 18 meerraumes einschlieBlich
ssp.adanensis 18 Nordwestafrika und den
B. patula 18 Kanarischen Inseln
B. macrocarpa 18
17 Corollinae Tranzschel
B. corolliflora 36 Hiigelige und gebirgige
B. macrorhiza 18 Regionen in der Tiirkei,
B. lomatogona 18 Armenien (Kaukasus)
B. trigyna 54 und in den benachbarten Léndern
B. intermedia 45 Osteuropas bis Asien
1 Nanae Ulbrich
B. nana 18 Wenige Hochgebirgslagen
Griechenlands
V14 Procumbentes Ulbrich
B. patellaris 36 Kanarische Inseln,
B. procumbens 18 Kiisten Nordwestafrikas
B. webiana 18

Das Genom von B. vulgaris besitzt einen diploiden Chromosomensatz (2n = 18) und eine
relativ kleine Grofe von 758 Mbp (ARUMUGANATHAN & EARLE, 1991). Daher ist B. vulgaris
ein geeigneter pflanzlicher Modellorganismus zur Genomstrukturanalyse. Das Genom der
Zuckerriibe wird deshalb, aber auch wegen ihrer Bedeutung als Kulturpflanze durch
molekularbiologische Methoden seit ldngerem intensiv untersucht. Fiinf nicht-homologe
Satelliten-DNA-Familien, sowie Mikrosatelliten und Retrotransposons sind charakterisiert
und lokalisiert (SCHMIDT et al., 1991; 1998; SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1996; KUBIS et
al., 1997). YAC- und BAC-Banken wurden erstellt und analysiert (KLEINE et al., 1995;
GINDULLIS et al., 2001a). Molekulare Markersysteme durch RFLP- oder AFLP-Analysen sind
erarbeitet und genetische Kopplungskarten, in denen iiber 900 DNA-Marker neun



Einleitung 14

Kopplungsgruppen zugeordnet werden konnten, konnten erstellt werden (PILLEN ef al.,1993;

HALLDEN et al., 1996; SCHONDELMAIER & JUNG, 1997).

Die molekularen wie auch quantitativen und cytogenetischen Analysen des
Zuckerriibengenoms konnen den  Ziichtungprozess von agronomisch  wertvollen
Zuckerriibenlinien und die gezielte Ubertragung von Eigenschaften unterstiitzten, effizienter
gestalten und optimieren. Insbesondere bei einem Transfer von Genen fiir Resistenzen oder
Toleranzen gegeniiber Schaderregern, die im Genom von Wildarten kodiert vorliegen, in die

Kulturpflanze sind molekulare und cytogenetische Daten von grofler Bedeutung.

Die Ubertragung einer Resistenz gegen das Riibenzystenilchen Heterodera schachtii Sch.,
einen weitverbreiteten Schaderreger, ist ein bedeutendes Ziel der Zuckerriibenziichtung. Der
Nematode ist ein typischer Fruchtfolgeschiddling, der hohe Ertragsausfille (10-50%
Ertragsausfall auf zentralen Flidchen: Jahresbericht 2000 - Institut fiir Nematologie und
Wirbelkunde, Miinster) in Europa verursacht. Eine weitgestellte Fruchtfolge ist aus
wirtschaftlichen Griinden schwer durchfiihrbar und der Einsatz von Nematiziden ist nicht
erlaubt. Fir die Bekdmpfung des Nematoden sind daher resistente Riibensorten
unumgénglich. Resistenz gegen H. schachtii konnte in den Kulturformen der Sektion Beta
nicht gefunden werden. In den drei Wildarten der Sektion Procumbentes (B. procumbens, B.
webbiana, B. patellaris) wurde allerdings eine vollstindige Resistenz gegen H. schachtii
nachgewiesen (GOLDEN, 1959; KLINKE ef al., 1996). Durch Kreuzungen einer tetraploiden
anfilligen Zuckerribe B. vulgaris ssp. vulgaris mit der diploiden nematodenresistenten
Wildriibe B. procumbens konnten dominante monogene Resistenzen gegen Nematoden in das
Zuckerriibengenom eingefiihrt werden (SAVITSKY, 1975; 1978; SPECKMANN et al., 1985;
HEUBROEK et al., 1988). AnschlieBende Riickkreuzungen der triploiden Hybride mit
diploiden anfélligen Zuckerriiben fiihrten zu resistenten monosomen Additionslinien,
Fragmentadditionslinien und Translokationslinien. Diese Hybride enthalten zusitzlich zum
Zuckerriibengenom resistenzvermittelnde Wildriibenchromosomen, ein
Wildriibenchromosomenfragment oder ein integriertes Wildriibenfragment (Translokation)

(SAVITSKY, 1978; 1980; SPECKMANN et al., 1985; JUNG et al., 1986; JUNG & WRICKE, 1987).

Monosome Additionslinien und Fragmentadditionslinien wurden als Eltern fiir die weitere
Ziichtung eingesetzt. Weiterhin sind sie als Modelllinien zur Untersuchung chromosomaler
Strukturen hervorragend geeignet, da eine Analyse des Aufbaus und des Verhaltens einzelner
Chromosomen und Chromosomenfragmente im genetischen und chromosomalen Hintergrund

der Kulturpflanze einfacher ist als die Untersuchung ganzer Genome. Die vergleichende
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Untersuchung der Hybridlinien fiihrt daher zu wertvollen Hinweisen auf die nukleére

Architektur der Elterngenome.

Fiir die Translokationslinie A906001 wurde nachgewiesen, dass das Resistenzgen Hs/”™
dem Chromosom 1 von B. procumbens entstammt und endstindig auf Kopplungsgruppe 4
kartiert ist (HELLER et al., 1996; SCHONDELMAIER & JUNG, 1997). Aus der Linie A906001
wurde eine reprasentative Y AC-Bank erstellt, aus der translokationsspezifische YACs isoliert
wurden, die Insert-DNA aus dem resistenzgentragenden Chromosomenabschnitt enthielt
(KLEINE, 1993; KLEINE et al., 1995). Diese YACs wurden zum Sichten einer cDNA-Bank aus
Wurzel-mRNA verwendet (KLEINE et al., 1997) und fiihrten zur Identifizierung des

Nematodenresistenzgens Hs /""" durch Positionsklonierung (CAI et al., 1997).

Nach mehr als drei Jahrzehnten intensiver klassischer Ziichtungsarbeit sind Zuckerriiben mit
Resistenz gegen H. schachtii jetzt bis zur Marktreife entwickelt worden. In Deutschland
wurde die erste resistente Sorte im Jahre 1998 zugelassen. Durch resistente
Zuckerriibensorten (z.B. Evasion, Nemakill, Nematop), die von der Firma Novatis Seeds
vertrieben werden, konnte die Populationsdichte von H. schachtii in Feldversuchen um 60-
90% gesenkt werden (Jahresbericht 2000: Institut fliir Nematologie und Wirbelkunde,
Miinster). Es handelt sich um homozygot resistente, diploide Translokationslinien, die neben
der Nematodenresistenz auch noch agronomisch unerwiinschte Eigenschaften der Wildriibe
enthalten. Die resistenten Sorten zeigten nur auf Flichen mit hohem Nematodenbesatz

deutliche Ertragsvorteile (J. MULLER, pers. Mitteilung).

Obwohl die aus der Kreuzung mit homozygot resistenten Bestduberlinien hervorgegangenen
Sorten theoretisch zu 100% resistent sein miissten, treten in der Nachkommenschaft 5%
anfillige Pflanzen auf (J. MULLER, pers. Mitteilung). Ein Anteil von anfilligen Pflanzen in
einer resistenten Sorte steigert die Vermehrungsrate des Nematoden und verhindert die
Reduktion der Populationsdichte des Schddlings. Die Ursache fiir diese verminderte
Transmission der Resistenz ist bislang nicht geklart. UnregelmiBigkeiten der meiotischen
Teilung, wie Briickenbildung zwischen den Chromosomen und das Auftreten von
Minichromosomen, die vermutlich in den spdten meiotischen Stadien abgetrennt und
abgebaut werden, wurden von BRANDES et al., (1987) beobachtet. Vorstellbar ist, dass die
Wildriibentranslokation diese Storungen verursacht und wihrend der Gametenbildung
verloren geht. Ein direkter Nachweis des Verlustes der resistenzgentragenden

Chromosomenregion in der Meiose konnte aber bislang nicht erbracht werden.
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1.5. Ziel der Arbeit

Nach Artkreuzungen zwischen der Zuckerriibe B. vulgaris und verschiedenen Wildriiben der
Section Procumbentes wurden nematodenresistente Riibenlinien entwickelt, die zusitzlich
zum Zuckerriibengenom Wildriiben-DNA enthalten. Diese Hybridlinien sind wichtiges

Ausgangsmaterial fiir die Ziichtung neuer nematodenresistenter Zuckerriibensorten.

Vergleichende strukturelle Analysen der nukledren DNA bzw. der Chromosomen in den
Elternarten und den Hybridlinien fiihren zu einem besseren Verstindnis der genetischen
Organisation der Genome sowie der Vererbung von Merkmalen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollen daher repetitive und unikale Sequenzen durch cytogenetische Verfahren
insbesondere der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung im Genom von nematodenresistenten

Linien lokalisiert und physikalisch kartiert werden.
Durch die Untersuchungen werden folgende Ziele verfolgt:

e Mit dem Nachweis verschiedener repetitiver Sequenzklassen im Genom der Wildriibe B.
procumbens, der Zuckerribe B. wvulgaris und verschiedenen nematodenresistenten
Hybridlinien soll die Anordnung der Sequenzen in den Chromosomen aufgezeigt werden.
Insbesondere die Feinstruktur der centromerischen und telomerischen Regionen der
Elterngenome und der Aufbau der zum  Zuckerriibengenom  addierten,
resistenzgentragenden Fragmente der Linien PROI1 und PAT2 sollen analysiert werden.
Mogliche Prozesse, die zur Entstehung der Fragmentadditionslinien beigetragen haben,

konnen anhand der Ergebnisse tiberpriift werden.

e Durch Lokalisierung von unikalen DNA-Sonden soll die exakte chromosomale Position
des Nematodenresistenzgens Hs/”°’ und der Wildriibentranslokation in der
Translokationlinie A906001 ermittelt werden. Die Herkunft des integriertem
Wildriibenchromatins soll durch vergleichende Studien an Chromosomen der monosomen
Additionslinie und der Wildriibe aufgekldart werden. Durch in situ-Hybridisierung
translokationsspezifischer DNA-Sonden an Chromosomen verschiedener meiotischer
Stadien kann das Verhalten der Translokation in der Meiose dargestellt werden. Dadurch
sollen Hinweise auf die Vererbung des Resistenzgens auf die nachfolgende Generation
erhalten werden.

Grundlage fiir die Durchfiihrung der Analysen ist zundchst die Optimierung der Fluoreszenz-

in situ-Hybridisierung an Chromosomen der Gattung Beta. Die Detektion von unikalen

] pro-1

Sequenzen (YACs, Sequenz des Nematodenresistenzgen Hs ) an die Chromosomen von

Wild- und Zuckerriibenarten muss zunichst erarbeitet werden. Hochauflosende Verfahren wie
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FISH an langgestreckten Pachytinchromosomen und fibre-FISH sind zur physikalischen
Feinkartierung von Chromosomenregionen notwendig. Sie sollen daher in der Genomanalyse
der Beta-Arten eingesetzt werden. Durch direkte Zuordnung der molekularen Marker zu
chromosomalen Regionen der Beta-Chromosomen sollen bisherige molekulargenetische
Ergebnisse bestdtigt und ergénzt werden. Die Analyse der chromosomalen Struktur durch die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung soll zum besseren Verstindnis der Architektur der

Zellkerne, sowie der Organisation und Evolution der Genome in der Gattung Beta beitragen.



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.2. Chemikalien und ihre Bezugsquellen:

Substanz:

Bezugsquelle:

B-Mercaptoethanol

10x Klenow-Puffer

10x One-Phor-All-Buffer

10x Taqg-Puffer
1-Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid
(IPTG)

1 kb-Leiter

Agarose

Ampicillin

Anti-Digoxigenin-alkalische Phosphatase
Anti-Digoxigenin-FITC

Bacto-Trypton

Bacto-Yeastextrakt

Biotin-16-dUTP

Blockingreagenz
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
Bromphenolblau (BPB)

Cellulase (4spergillus niger)

Cellulase (Onozuka R-10)

Chloroform

Chromschwefelséure

Citifluor AF1

Cytohelicase
Desoxyribonukleotidtriphosphate (ANTP)
Dextransulfat

DIG-High-Prime

DIG-Nick Translation Mix
Digoxigenin-11-dUTP

Essigsdure, 100%

Ethanol, 100%

Ethidiumbromid
Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA)
Formaldehyd (37%)

Formamid Ultra

Formamid, 100%

Glycerin

Hefeextrakt

Hemicellulase

Heringssperma-DNA

Hydroxychinolin

Immersionsdl

KAc

KH,PO,

M13-Primer

Magic Minipreps DNA Purification System
MgCl, x 6 H,O

Methanol, 100%

MgClz

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, D

Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Biomol, Feinchemikalien GmbH,Hamburg, D

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein ,D

FMC Bioproducts, Rockland, USA

Biomol, Feinchemikalien GmbH,Hamburg, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
DIFCO Laboratories, Augsburg, D

DIFCO Laboratories, Augsburg, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

Biomol, Feinchemikalien GmbH,Hamburg, D

Sigma, Deisenhofen, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Chem. Lab. Canterburry, UK

Sigma, Deisenhofen, D

Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Fluka, Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Deisenhofen, D

Aldrich, Sigma, Deisenhofen, D

Roth, Karlsruhe

DIFCO Laboratories, Augsburg, D
Sigma, Deisenhofen, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
Merck, Darmstadt, D

Zeiss, Gottingen, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Stratagene, Heidelberg, D

Promega Corporation, Madison, WI, USA
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
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Mineralol
N,N,N,N-tetramethylethylendiamin (TEMED)
NaH2PO4

Na,HPO,

NaCl

Natriumzitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
4-Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
NaOH

Nukleotid-Mix

Pd(N)4 ,,random primer*
Paraformaldehyd

PCR-Puffer

Pektinase (Aspergillus niger)

Phenol
Polyoxyethylen(20)-Sorbitanmonolaureat
(Tween 20)

Restriktionsenzyme
Restriktionspuffer (10x One-phor-all-Puffer)
Rinderserumalbumin (BSA)

RNase A

Salmon-sperm DNA

Salzsdure, 100%

Schwefelsdure, 100%

Sephadex G-50

SDS

SeaKem Agarose
Streptavidin-alkalische Phosphatase
Streptavidin-Cy3

Spermidine

Spermin

T4 DNA Ligase 10x Puffer
Tag-DNA-Polymerase

TRIS, pure, ultrapure

Triton X 100

Vectashield H-1000

X-Gal

Zitronensédure

2.1.4. Pflanzenmaterial

Sigma, Deisenhofen, D

Sigma, Deisenhofen, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Roth, Karlsruhe, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Sigma, Deisenhofen, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Biomol, Feinchemikalien GmbH,Hamburg, D
Biomol, Feinchemikalien GmbH,Hamburg, D
Sigma, Deisenhofen, D

Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Sigma, Deisenhofen, D

Sigma, Deisenhofen, D

Stratagene, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
FMC Bioproducts, Rockland, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Sigma, Deisenhofen, D

Sigma, Deisenhofen, D

Sigma, Deisenhofen, D

Promega Corporation, Madison, WI, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Biomol, Feinchemikalien GmbH,Hamburg, D
Roth, Karlsruhe, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
Roth, Karlsruhe, D

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
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Das Saatgut der Futterzuckerriibensorte ,,Rosamona” (Quedlinburger Saatgut GmbH) wurde
kommerziell erworben. Es handelt sich hierbei um eine Hybride zwischen einer méinnlich
sterilen Zuckerriibe als weiblichen Elter und einer Futterriibe als Pollenspender (FISCHER,
1989).

Die in Tabelle 3 aufgefiihrten monosomen Additionslinien und Fragmentadditionslinien, die
zusdtzlich zum Zuckerriibengenom ein resistenzvermittelndes Chromosom oder
Chromosomenfragmente einer Wildriibe der Sektion Procumbentes enthalten, wurden fiir
die Untersuchungen eingesetzt (JUNG et al., 1992; JUNG & WRICKE, 1987). Saatgut der
Translokationslinie A906001, bei der infolge einer Rekombination Wildriibenchromatin in
ein Zuckerriibenchromosom integriert ist, wurde freundlicherweise von der Firma Saatzucht
A. Diekmann-Heimburg, Siilbeck zur Verfiigung gestellt.

Tab. 3: Ubersicht iiber nematodenresistente Zuckerriibenlinien



Material und Methoden 20

Kielcode Wildriibenherkunft 2n weitere Bezeichnungen
950039 B. procumbens,; Chromosom 1 18+1 a-Typ (JUNG & WRICKE, 1987)
930285 B. webiana; Chromosom 1 18+1 a-Typ (JUNG & WRICKE, 1987)
930269 B. webiana; Chromosom 7 18+1 b-Typ (JUNG & WRICKE, 1987)
930279 B. webiana; Chromosom 8 18+1 c-Typ (JUNG & WRICKE, 1987)
930143 B. procumbens 18+Fragment | PRO1 (JUNG & WRICKE, 1987)
940070 B. patellaris 18+Fragment | PAT2 (BRANDES et al., 1987)

A906001 (Dieckmann-
940043 B. procumbens; Chromosom 1 18 Heimburg)

Das Saatgut der Wildriibenarten der Sektionen Beta, Corollinae und zwei Arten der Sektion
Procumbentes der Gattung Beta wurde von Dr. L. Frese (Institut fiir Pflanzenbau der
Bundesforschungsanstalt fiir Landwirtschaft, Braunschweig-Vdlkenrode) zur Verfiigung
gestellt. Beta nana (81FD26) und Beta webbiana (B 602) wurden von Dr. B. Ford-Lloyd
(University of Birmingham/England) abgegeben.

Die monosomen Beta vulgaris x Beta corolliflora Additionslinien (2n = 2x = 18+1), sowie
eine amphitriploide Hybride Beta vulgaris x Beta corolliflora (2n = 3x = 18+9 = 27)
wurden von Prof. Guo Dedong aus dem Institute of Biotechnology, Heilongjiang University
Harbin (VR China) hergestellt und von Dongjie Gao (Universitit Kiel) freundlicherweise
zur Verfligung gestellt.
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2.1.3. DNA-Sonden

Fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrten
DNA-Sonden verwendet.

Tab. 4: DNA-Sonden fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)

DNA-Sonde . .
EMBL Herkunft Linge Zielsequenz Referenz
pTAT71 . . 18S-5,85-25S rRNA-Gene | GERLACH &
Triticum aestivum L. 9 kb terminal auf Chromosom 1 | BEDROCK, 1979
p18S . Fragment der 18S rRNA- T. SCHMIDT,
B. vulgaris L. 380 bp Gensequenz unveroffentlicht
. L Primer zur
intern transkribierte Spacer | Verfiigung gestellt
ITS1 400 b der 18S-5.8S-25S-rRNA- | von: Dr.R.L.
p Gene: ITS1 Doudrick/USDA
Forest Service,
Saucier (USA)
pXV1 . 55 IRNA-Gene; SCHMIDT et al.,
B. vulgaris L. 349 bp perizentromerisch auf
725803 1994
Chromosom 4
perizentromerisches
pBV1 . ; ) SCHMIDT &
727849 B. vulgaris L. 327 bp Satelhtenrepe.at in B. METZLAFF, 1991
vulgaris
pLT11 Arabidopsis Telomersequenz RICHARDS &
thaliana L. AUSUBEL, 1988
pAV34 . subtelomerisches
AT242669 B. corolliflora 363 bp Satellitenrepeat JANSEN, 1999
pAN163 . interkalares
AI242691 B. corolliflora 230 bp Satellitenrepeat JANSEN, 1999
interkalares
pEV1 . . . SCHMIDT et al.,
777848 B. vulgaris 160 bp Satelhtenrepe.at in B. 1996
vulgaris
TS5 perizentromerischer SCHMIDT &
g 50809 Beta procumbens 160 bp Satellitenrepeat in HESLOP-
Procumbentes HARRISON, 1996
TS4.1 perizentromerischer SCHMIDT &
g 508 68 B. procumbens 312 bp Satellitenrepeat in HESLOP-
Procumbentes HARRISON, 1996
Fragment des Reverse
pBP10 Transkriptase Gens von GINDULIS et al.,
AI278752 B. procumbens 417bp Ty3-gypsy- 2001b
Retrotransposons
B. procumbens KLEINE et al.,
YAC120 A906001 120 kb 1995
B. procumbens KLEINE et al.,
YAC128 A906001 280 kb 1995
Hs1 7! B.procumbens interne Sequenz des
Klon 1832 A906001 684 bp Nematodenresistenzgens Caletal., 1997

2.1.4. Wirts-Vektor-Systeme

Fiir die Klonierung von PCR-Produkten wurde das pGEM-T Easy Vector System (Promega)
eingesetzt. Die EcoRV-Schnittstelle und das 3" terminal {liberhdngende Thymidin des
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pGEM-T Vektors gewihrleistet eine effiziente Ligation von PCR-Produkten, da eine
Selbstligation des Vektors verhindert wird.

Als Wirtsbakterium fiir die Transformation diente Escherichia coli DH5a..

2.1.5. Standardpuffer und Losungen

Fixierlosung (Fixativ): 3 Teile Methanol (100%)
1 Teil Essigsdure (100%)
stets frisch ansetzen

TE-Puffer: TrissHCl pH 8,0 10mM
EDTA 1 mM

TNE-Puffer: NaCl 100 mM
TrissHCl1 pH 8,0 10mM
EDTA 1 mM

20x SSC: NaCl 3iM
Natriumzitrat 0,3 M
pH 7,0

4xSSC/Tween: 4x SSC mit 0,2% Tween 20

Mcllvaine-Puffer: Na,HPO4 x 12 H,O 164 mM
Zitronensaure 8 mM
pH 7,0

DAPI-L&sung: Stammlosung von 100 pg/ml in H,O (Lagerung bei -20°C)

Arbeitslosung: 2 pg/ml in Mcllvaine-Puffer

2.1.6. Nahrmedien und Antibiotika

Alle Angaben pro Liter

2 YT-Fliissigmedium:Bacto-Trypton l6 g
Hefeextrakt 10g
NaCl 5¢

LB-Fliissigmedium: Bacto-Trypton 10g
Hefeextrakt S5¢g
NaCl 10g

LB-Agar: LB-Fliissigmedium + 15 g Agar

Indikatorplatten: LB-Agar
IPTP 0,5 mM
X-Gal 0,004%

Antibiotikum: Ampicillin 100 pg/ml Ndhrmedium
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2.2. Methoden
2.2.1. Pflanzenanzucht

Die Anzucht der Pflanzen von B. vulgaris konnte durch direkte Aussaat in die Erde
erfolgen. Eine Vorbehandlung des Saatgutes war nicht erforderlich.

Die Keimfihigkeit des Wildriibensaatgutes war aufgrund einer starken Verkieselung des
Perikarps sehr gering. Zur Unterstiitzung der Keimung wurde eine -einstiindige
Vorbehandlung mit konzentrierter Schwefelsdaure durchgefiihrt. Nachdem die Samenknéuel
anschlieend unter flieBendem Wasser griindlich gewaschen und mit Hilfe eines Skalpells
angeritzt worden waren, wurden sie auf feuchtem Filterpapier ausgelegt und in Petrischalen
in einem Inkubator bei 24°C gekeimt. Nach ca. 10 Tagen wurden die Keimlinge in
Einheitserde gepflanzt. Die weitere Aufzucht erfolgte im Gewichshaus. Fiir die Anzucht der
Pflanzen von B. nana war eine Sterilisierung des Saatgutes mit 4% Kalziumhypochlorid (10
min; gefolgt von intensivem Waschen mit Wasser) und die Verwendung von autoklavierter
Erde notwendig.

2.2.2. Nematodentest

Um resistente und anfillige Zuckerriiben zu unterscheiden, wurden sdmtliche Pflanzen im
Gewiéchshaus einem Nematodentest (TOXOPEUS & LUBBERTS, 1979) unterzogen. Zur
Gewinnung von infektiosen Nematodenlarven wurden Zysten des Nematoden Heterodera
schachtii Schm. von den Wurzeln befallener, anfilliger Zuckerriiben gewaschen, in einem
Schlupftrichter mit 3M Zinkdichlorid-Losung (ZnCl,) tberfiihrt und fiir sieben Tage bei
Raumtemperatur inkubiert. Die zu testenden Pflanzen wurden einzeln in Quarzsand
kultiviert und mit den geschliipften L,-Larven (Larvalstadium 2) inokuliert (600 Larven pro
Pflanze). Um die Auswaschung der Nematoden zu verhindern, wurden die frisch
inokulierten Pflanzen zwei Tage nicht gegossen.

Nach einer vierwdchigen Inkubationszeit wurden die Pflanzen bonitiert. Dazu wurde der
Quarzsand vorsichtig von den Wurzeln entfernt, so dass die Zystenanzahl je Wurzel
bestimmt werden konnte.

Der Nematodenbefall wurde in zwei Klassen unterteilt:
I: 0-5 Zysten resistent

II: > 5 Zysten anfillig

2.2.3. Molekularbiologische Standardmethoden

2.2.3.1. DNA-Prizipitation mit Ethanol

Zunichst wurde die Konzentration der Kationen in der DNA-Ldsung mit 3 M Na-Acetat
(pH 5,2) Losung auf 0,3 M eingestellt. Die Losung wurde mit 2 Vol —20°C kaltem Ethanol
versetzt und gemischt. Die Prézipitation erfolgte 30 min bei —70°C oder {i.N. bei —20°C. Die
DNA wurde durch 15 min Zentrifugation bei 4°C und 10000xg pelletiert. AnschlieBend
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wurde 1x mit eiskaltem 70%-igem Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde
abschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.3.2.  Priparation pflanzlicher Gesamt-DNA

Die Préparation pflanzlicher Gesamt-DNA aus Blattmaterial erfolgte nach der Methode von
JUNGHANS & METZLAFF (1988). Etwa 5 g frisches Blattmaterial wurde kurz mit
destilliertem Wasser gespiilt, abgetrocknet und in fliissigem Stickstoff gemorsert. Das fein
zerstolene Gewebe wurde in 15 ml Extraktionspuffer iiberfiihrt. Nach Zugabe von 3 ml
10% SDS (SDS-Endkonzentration: 3.3%). erfolgte eine Inkubation fiir 20 bis 60 min unter
leichtem Schwenken bei 37°C. Nach vorsichtigem Mischen mit 9 ml Phenol/TE folgte eine
10 miniitige Zentrifugation bei 3100 rpm (Megafuge R, Heraeus Sepatech) und 4°C. Im
Anschlufl wurde eine Proteinextraktion der wéssrigen Phase durch Ausschiitteln mit 0,5
Vol. Phenol/TE und 0,5 Vol. Chloroform und eine Zentrifugation wie oben durchgefiihrt.
Die wiissrige Phase des Uberstandes wurde mit 1 Vol. Chloroform ausgeschiittelt und erneut
zentrifugiert. Die Fillung der Nukleinsduren erfolgte mit 1 Vol. eiskaltem Isopropanol
(100%). Durch mehrmaliges Kippen und Drehen des Reaktionsgefdles wurde die
hochmolekulare DNA verkndult. Dieses Prézipitat wurde abgenommen, in 70%igem
Ethanol gespiilt und in 0,5 ml TNE-Puffer gelost.

Die Entfernung der RNA erfolgte durch einstiindige Inkubation mit RNase A bei 37°C und
anschlieBender Féllung der DNA mit 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol (100%) bei -20°C.
Darauthin wurde die DNA duch Zentrifugation wie oben sedimentiert, das Pellet mit
70%igem Ethanol gespiilt, getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer
aufgenommen. Die Qualitit und die Konzentration der extrahierten DNA wurde durch
Restriktion (Kap.2.2.3.4.) und Auftrennung eines Aliquots in einem Agarosegel
(Kap.2.2.3.3.) iiberpriift. Die Lagerung der DNA erfolgte wahlweise bei -20°C oder bei 4°C.

Extraktionspuffer:

NaCl 100 mM
EDTA 50 mM
Tris/HC1 pH 7,5 50 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM

Phenol: Phenol gesittigt mit TE-Puffer, pH 8,0

Chloroform: Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch 24:1

2.2.3.3.  Gelelektrophorese von DNA

Die DNA-Proben wurden mit 0,1 Vol. Beladungspuffer versetzt und auf ein 0,9-1,3%iges
horizontales Agarosegel in 1x TAE-Puffer aufgetragen. Die Agarosekonzentration richtete
sich nach der Grosse der zu trennenden DNA-Fragmente. Durch Anlegen eines elektrischen
Feldes konnten die DNA-Fragmente nach ihrer Grosse aufgetrennt werden. Zur
Grossenbestimmung der Fragmente wurde zusitzlich ein DNA-Grossenstandard (z.B. 1kb-
Leiter, Gibco) aufgetragen.

Zur Anfiarbung der DNA-Banden wurde das Agarosegel mit 0,5 pg Ethidiumbromid/ml
versetzt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoresziert bei Anregung mit UV-
Licht (A = 312 nm). DNA-Banden sind so auf dem UV-Transilluminator sichtbar und
konnen photografisch festgehalten werden.
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50x TAE-Elektrophoresepuffer:

Tris-Acetat, pH 8,0 2M
EDTA 0,05 M

Eine Verdiinnung zu 1x TAE-Puffer erfolgte mit H,O.

Beladungspuffer:
EDTA 100 mM
Glycerol 40%
SDS 0,1%

Bromphenolblau (w/v) 0,1%
Xylencyanol (W/v) 0,1%

2.2.3.4. DNA -Restriktion

Die Aktivitit der Restriktionsendonukleasen (U) ist bezogen auf die Menge an
Restriktionsenzym, die benétigt wird, um 1 pg Lambda-DNA in einer Stunde zu spalten.
Der Reaktionsansatz wurde entsprechend den Herstellerangaben aus destilliertem Wasser,
Reaktionspuffer, genomische DNA und Restriktionsenzym gemischt und im
Temperaturoptimum des verwendeten Enzyms fiir einige Stunden inkubiert.

Restriktionsansatz:
X Ug DNA
2,5 ul geeigneter 10x Puffer
3x U Restriktionsendonuklease
y ul H,O
¥ 25l

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 0,1 Vol. Beladungspuffer (Kap.2.2.3.3.) beendet.
AnschlieBend wurde ein Aliquot im Agarosegel analysiert (Kap.2.2.3.3.).

2.2.3.5. Riickgewinnung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Von der restringierten, in einem Agarosegel aufgetrennten DNA wurden DNA-Banden mit
einem Skalpell herausgeschnitten und in ein Reaktionsgefaf tiberfiihrt.

Fiir die Aufreinigung der DNA aus dem Gelstiick wurde der ,,Sephaglas™ Band Prep Kit”
von Pharmacia Biotech verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

2.2.3.6. Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation wurden die PCR-Amplifikate zunichst durch das ,,Wizard®PCR Preps
DNA Purification System* (Promega) aufgereinigt.

Da die in der PCR-Reaktion eingesetzte thermostabile Polymerase (Tag-Polymerase) am 3°-
Ende des PCR-Produkts template-unabhingig ein zusitzliches Desoxyadenosin anfiigt,
wurde fiir die Klonierung der PCR-Produkte der pGEM®-T Easy Vektor (Promega)
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verwendet. Der pGEM®-T Easy Vektor ist nur geeignet fir DNA-Fragmente mit
tiberhdngendem Adenosinrest, da nach Spaltung des Vektors mit EcoRV an beiden 3'-
Enden der Klonierungsstelle ein terminales Thymidin eingefiigt wurde. Durch das terminale
iiberhdngende Thymidin wird die Rezirkulation des Vektors verhindert und die Effizienz
der Ligation wesentlich gesteigert. Fiir die Ligation wurde gemil3 den Herstellerangaben der
T4 DNA-Ligase 10x Puffer, die T4 DNA-Ligase (Promega), das PCR-Produkt und das
destilliertes Wasser zusammengegeben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.3.7. Herstellung kompetenter Zellen

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen wurden 3 ml 2 YT-Medium (Kap.2.1.6.) mit einer
E.coli-DH 5a-Einzelkolonie angeimpft und tiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler
(Certomat®, B. Braun Biotech International) bei 220 rpm inkubiert. Damit wurden dann
500 ml LB-Medium beimpft und bei 37°C inkubiert, bis die optische Dichte (A = 450 nm)
einen Wert von 0,6 erreicht hatte. Die Bakteriensuspension wurde schnell auf Eis abgekiihlt
und unter der Sterilbank auf zwei 250 ml PlastikgefdBle verteilt. Die Suspension wurde
anschliefend 10 min bei 5000 rpm (Beckman-Zentrifuge, Rotor A 6,9) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Das Sediment wurde in 50 ml kalter 0,1 M
MgCl,-Losung resuspendiert und in 50 ml Gefdfle und 5 min bei 5000 rpm (Beckman-
Zentrifuge, Rotor A 6.14) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment
in 50 ml kalter 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert. Nach einer halbstiindigen Inkubation auf
Eis wurde der Ansatz erneut 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in
10 ml 0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert mit 7 ml sterilem Glycerin vermischt. Unter der
Sterilbank wurde die Suspension aliquotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
kompetenten Bakterien konnen bei -70°C gelagert werden, bevor sie fiir eine
Transformation eingesetzt werden.

2.2.3.8. Transformation von Plasmid-DNA in Wirtsbakterien

Fiir die Transformation wurden 200 pl der kompetenten Zellen des E.coli-Stammes DH5a
(Kap.2.2.3.7.) auf Eis aufgetaut. 10 pl des Ligationsansatzes (Kap.2.2.3.6.) wurden zu den
Zellen gegeben, gemischt und 0,5-1 h auf Eis inkubiert. Nach Erwédrmen des Ansatzes auf
42°C fiir 90 sec oder 3x 30 sec wurde die Bakterienzellwand fiir die DNA permeabel
(Hitzeschock). Danach wurde der Ansatz sofort auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 800 ul
gekiihltem 2 YT-Medium (Kap.2.1.6.) wurden die Zellen 1 h bei 37°C inkubiert. Dann
wurde bei 2500 rpm zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Sediment wurde in 400 pl
gekiihltem 2 YT-Medium resuspendiert und auf Indikatorplatten (Kap.2.1.6.) mit Ampicillin
(100 pg/ml) ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C iiber Nacht. Nach einigen
Stunden Lagerung bei 4°C konnte eine Blau/Weiss-Selektion durchgefiihrt werden.

2.2.3.9. Anlegen einer Stammkultur

Uberimpfen einer Einzelkolonie eines Bakterienstammes in 3 ml 2 YT-Medium (Kap.2.1.6.)
mit 300 ug Ampicilin und Inkubation iiber Nacht auf einem Schiittler bei 220 rpm und
37°C. Von dieser Ubernachtkultur wurden 850 ul Bakteriensuspension abgenommen und
mit 150 pl sterilem Glycerin (100%) versetzt. Das Gemisch wurde in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70°C gelagert.
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2.2.3.10. Isolierung bakterieller Plasmid-DNA

Zur Préparation bakterieller Plasmid-DNA wurden je nach Verwendungszweck zwei
verschiedene Methoden verwendet. Fiir die Kontrolle der Bakterienklone war die
kostengiinstigere Schnellanalyse nach HOLMES & QUIGLEY (1981) ausreichend. Eine
sauberere Priparation fiir die Sequenzierung und die PCR erfolgte durch das ,Magic "™
Minipreps DNA Purification System” von Promega.

Plasmid-Minipriaparation (Schnellanalyse)

Es erfolgte eine Zentrifugation von 1,5 ml Ubernachtkultur bei 10000xg iiber 20 sec. Das
Sediment wurde in 200 ul STM resuspendiert. Nach Zugabe von 20 pul Lysozym (10 mg/ml)
wurde erneut gemischt und der Ansatz 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden Proteine bei 100°C im Wasserbad denaturiert (40 sec) und die Plasmid-DNA
freigesetzt. Nach 15 miniitiger Inkubation auf Eis wurde 15 min bei 10000xg zentrifugiert.
Das erhaltene Proteinpellet wurde mit einer Pipette entfernt. Zur Féallung der DNA wurden
80 pl eiskaltes Isopropanol zu dem Uberstand gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einer 10 miniitige Zentrifugation bei 10000xg wurde der Uberstand entfernt und das
Sediment zweimal mit 80%igem Ethanol gewaschen. Das bei Raumtemperatur getrocknete
Sediment wurde in 75 pl 1x TE-Puffer (Kap.2.1.5.) gelost und bei 4°C gelagert.

Saccharose-Triton-Medium (STM):

Saccharose 8%
Triton X 100 5%
EDTA 50 mM
TRIS 50 mM

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI auf 8,0 eingestellt

Priparation hochreiner Plasmid-DNA

Die Plasmid-Minipriparation wurde mit dem ,Magic '~ Minipreps DNA Purification
System” von Promega (A7100) durchgefiihrt, dessen Grundlage die alkalische Lyse der
Bakterienzelle ist (SAMBROOK et al., 1989). Die Praparation der Plasmid-DNA erfolgte nach
Herstellerangaben.

2.2.3.11. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch PCR (polymerase chain reaction) ist es moglich, eine DNA-Sequenz bis zu einer
Lange von 4 kb spezifisch und direkt exponentiell zu vervielfiltigten. Eine thermostabile
DNA-Polymerase (7aq-DNA-Polymerase, Roche), die aus dem Bakterium Thermus
aquaticus isoliert wurde, und zwei spezifische Oligomerprimer werden fiir eine PCR
eingesetzt. Die Tag-DNA-Polymerase besitzt eine 5'—3 -Polymerase, deren Aktivitdt bei
72°C ihr Maximum erreicht. Bei klonierten DNA-Sequenzen wurden Primer eingesetzt, die
die Fremd-DNA flankieren. Die Reaktion besteht aus Denaturierung (92°C), Anlagerung
der Primer an die einzelstrangige DNA und DNA-Synthese. Diese drei Schritte werden 35
mal wiederholt und die Orginalmatrize dadurch stark vervielfaltigt.

PCR-Ansatz:
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Programmablauf:

PCR-Puffer (mit 1,5mM MgCl,) Ix
Primer 100 pmol
dNTP-Mix (2,5mM pro Nukleotid) 0,2 mM
DNA 50-100 ng
Tag-DNA-Polymerase SU
H,O ad 50 pl
5,0 min 94°C
0,5 min 94°C Denaturierung
0,5 min 56°C Primeranlagerung
1,5 min 72°C Extension
5,0 min 72°C

e 4°C

Primersequenzen, die nicht im Ergebnissteil aufgefiihrt wurden:

ITS5 : GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS2 : GCTCGCGTTCTTCATCGATGC
1832D: CGAATAAGTGAGAGGATC

1832H: GGCACCATCCAAACTCGG

1832B: GCAATATTCCCACTAAAT
1832T:CTATGCTCGAGTGTGGGTATAGTT

2.2.3.12. Southern-Transfer

1
|35x

28

Bei dem Southern-Transfer (SOUTHERN, 1975) wurden die zuvor gelelektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Fragmente auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond™-N",
Amersham) {iibertragen. Die nachfolgende Hybridisierung mit markierten DNA-Proben
erlaubte die Identifizierung spezifischer DNA-Fragmente bzw. Fragmentmuster. Die DNA-
Fragmente wurden zundchst auf einem UV-Transilluminator durch dreiminiitige
Bestrahlung (Wellenlédnge 306 nm) depuriniert. Dies fiihrt zu Einzelstrangbriichen der DNA
und erleichterte die spitere Ubertragung auf die Membran. Wihrend des 16 -bis 24-
stiindigen Transfers erfolgte die Denaturierung der DNA.

Transfer-Losung:

NaOH 0,5M
NaCl 1,5M
pH 7,0

Neutralisierungslosung:

NaCl 3,0M
Tris 0,5M
pH 7,0

2.2.3.13. Radioaktive DNA-Markierung und Hybridisierung



Material und Methoden 29

Mit Hilfe der Random Priming Markierungsmethode wurden radioaktive Nukleotide in die
Sonden eingebaut (FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983). Die Sonden wurden mit o->*P-dATP
und o-*P-dCTP markiert. Das Endvolumen der Reaktionsansitze betrug 100 pl. Diese
wurden fiir 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend von den nicht eingebauten Nukleotiden
tiber eine Sephadex-G-50-Sdule (Pharmacia Biotech) getrennt. Vor der Hybridisierung
wurden die Sonden durch 5-miniitige Inkubation bei 100°C in Einzelstang-DNA iiberfiihrt.

Die Membranen wurden zur Abséttigung freier, unspezifischer Bindungsstellen fiir 3-5 h bei
60°C mit 10 mg/ml Heringssperma-DNA in Vorhybridisierungslosung inkubiert.
AnschlieBend wurden die Membranen mit den markierten Sonden in Glasréhren iiberfiihrt.
Die Hybridisierung wurde bei 60°C im Hybridisierungsofen (Drehinkubator; Bachhofer,
Reutlingen) fiir 24 h durchgefiihrt. Dabei wurden die Membranen durch Rotation
gleichmiBig mit der Losung benetzt.

Zur Entfernung unspezifisch gebundener DNA wurden die Membranen anschlieBend
zweimal mit Waschlosung I fiir 30 min bei 60°C gewaschen. Danach wurden sie in einen
Folienschlauch eingepackt und mit einem doppelt beschichteten Rontgenfilm (Hyperfilm-
MP, Amersham, Braunschweig) in einer Expositionskassette mit Verstirkerfolie
(CORONEX) bei —70°C exponiert. Die Expositionszeit betrug, je nach Aktivitit der
markierten Sonde, wenige Stunden bis mehrere Tage.

Markierungsansatz:
Sonden-DNA (20-40 ng) 20 ul
dGTP, dTTP-Mix (0,5 mM) 4 ul
Oligo-(dNTP)s (50 U/ml) 10 pl
Klenow-Puffer (10x) 10 pl
Klenow-Enzym (1 U/ul) 2 ul
a-"*P-dATP (40 uCi) 1,5 ul
a-**P-dCTP (40 pCi) 1,5 ul
HQO 51 },ll
2100 pl
10x Klenow-Puffer:
Tris/HCI pH 7,2 500 mM
MgCl, 100 mM
DTE 1 mM

BSA 2 mg
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20x SSPE:
NazHPO4 0,2 M
NaCl 3iM
EDTA 20 mM

100x Denhardt-Losung:

Polyvinylpyrrolidon 2% (W/v)
BSA 2% (W/v)
Ficoll Typ 400 2% (w/v)

Vorhybridisierungslosung:

SSPE 5% (W/v)

SDS 0,2% (w/v)

Denhardt-Losung 5% (w/v)
Waschlosung I:

SSC 0,5x

SDS 0,2% (w/v)
Waschlosung I1:

SSC 1x

SDS 0,2% (W/v)

2.2.3.14. Sequenzierung von DNA

Das hier verwendete Sequenzierungsprotokoll basiert auf der Kettenabbruchmethode durch
den Einsatz von 2°,3'-Didesoxynukleotiden (SANGER et al., 1977). Eine Matrizen-DNA
wurde in einer cycle sequencing-PCR amplifiziert, wobei die DNA-Synthese des neuen
Stranges durch den zufilligen Einbau von Didesoyxnukleotiden gestoppt wurde. Die
Auftrennung und Detektion der DNA-Fragmente erfolgte am LI-COR®DNA Sequencer
4000 mittels eines Polyacrylamidgels. Es wurden M13 Universalprimer verwendet, die
Fluoreszenz-(IRD800)-markiert vorlagen.

Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde der ,,SequiTherm EXCEL™ Long Read™ DNA
Sequencing Kits-LC* (Biozym) verwendet. Der Sequenzierungsansatz musste zunichst auf
200 fmol Plasmid-DNA und 2 pmol Fluoreszenz-markierte M13-Primer eingestellt werden.
Die Auftrennung erfolgt in einem 7%igen Polyacrylamidgel, das eine Dicke von 0,25 mm
besall und zwischen zwei 30x 40 cm groBBen Glasplatten gegossen wurde.

Polyacrylamidgel:
TBE-Puffer 1x
Long Ranger 7%
Harnstoff ™

TBE-Puffer (10x):
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Tris/HC1 pH 7 1,34 M
EDTA 25 mM
Borséaure 450 mM
dest. Wasser ad 11

Die Sequenzgellosung (35 ml) wurde direkt vor dem Gieflen des Gels mit 350 pl DMSO,
35 ul TEMED und 245 pl APS (10%) vermischt und anschlieBend filtriert (Filtropur S,
pyrogenfrei, 0,45 um Porendurchmesser; Sarstedt, Niimbrecht). Nach etwa zwei Stunden
war das Gel polymerisiert. Als Laufpuffer wurde TBE, pH 7 (1x) verwendet. Vor dem
Auftragen der denaturierten Proben erfolgte ein Vorlauf von 30 min.

Die Laufbedingungen am LI-COR® DNA-Sequencer 4000 waren wie folgt:

Parameter

Spannung 1500 V
Stromstérke 35 mA
Temperatur 45°C
elektr. Leistung 50 W
frames 40
scan speed 3
Bildauflosung 16 bits

M13 Primer:

M13-Forward Primer; 5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’
M13-Reverse Primer: 5°-GGATAACAATTTCACACAGG-3’°

Der Ansatz wurde auf Eis gemischt:

SequiTerm EXCEL II Sequencing Buffer 7,2 ul

DMSO 0,7 ul
M13 Primer 2.0 ul
Template-DNA 100-350 fmol
ad 16 pl mit deionisiertem Wasser

Taq-DNA-Polymerase (5 U/ul) 1,0 pl

Der gut durchmischte Ansatz wurde auf vier gekennzeichnete 0,5 pl-Gefifle (A,T,G,C)
verteilt und der ANTP/ddNTP-Mix wie folgt dazugegeben:

A 2 ul A-Mix
T 2 ul T-Mix
G 2 ul G-Mix
C 2 ul C-Mix
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Fiir die anschlieBende PCR im Thermocycler (Gene Amp PCR System 9600 Perkin Elmer)
wurde folgendes Programm verwendet:

30 sec 94°C

30 sec 94°C Denaturierung ]

30 sec 56°C Primeranlagerung | 28x
60 sec 70°C Extension

10 sec 94°C 110x

30 sec 70°C ]

o0 4°C

Durch Zugabe von 3 pl Beladungspuffer (Kap.2.2.3.3.) zu jedem Ansatz wurde die
Reaktion gestoppt.

Bevor die Beladung des denaturierenden Sequenzierungsgels mit jeweils 1 ul eines
Ansatzes pro Tasche erfolgte und die Elektrophorese durchgefiihrt wurde, wurden die
Ansitze fiir 3 min bei 94°C denaturiert. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Daten mit dem Softwareprogramm ,,DNA 4200 ausgewertet.

2.2.3.15. Sequenzauswertung

Die Sequenzdaten, die nach der elektrophoretischen Auftrennung gewonnen wurden,
wurden mit den Programmen ,,DNAStar* und ,,DNASIS for Windows V2.5 bearbeitet und
ausgewertet.

Homologie und Divergenz zwischen Sequenzen wurden durch das Programm ,,CLUSTAL
W (Version 1.7) ermittelt. Die durch ,,CLUSTAL W* errechneten und in ,,PHYLIP s#yle*
gespeicherten Daten konnten durch ein weiteres Programm ,,Tree View (Win32) 1.4 als
phylogenetische Stammbéume dargestellt werden.

Uber das Internet sind Sequenzdatenbanken (Genbank, EMBL) zuginglich, die eine
Homologiesuche zu in den Datenbanken abgelegten Sequenzen ermdglichen. Mit den
ermittelten Nukleotidsequenzen wurde ein Homologievergleich in der EMBL-Datenbank
mit den Suchprogrammen ,Fasta3“ (http://www2.ebi.ac.uk/fasta3) und ,Blastn®
(http://www.nbci.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/) durchgefiihrt (ALTSCHUL et al., 1990).

2.2.4. Markierung von DNA-Sonden fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Es wurden unterschiedliche Verfahren zur Markierung von DNA-Sonden fiir die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung eingesetzt. Repetitive Sequenzen wurden mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Anwesenheit von Biotin-16-dUTP, Digoxigenin-11-
dUTP oder Rhodamin-4-dUTP (FluoroRed) amplifiziert und als Sonden fiir die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung verwendet. YAC-DNA wurde durch DOP-PCR
(degenerate oligonucleotide primer PCR; TELENIUS et al., 1992) und genomische DNA
durch Random Priming oder Nick-Translation mit Biotin-16-dUTP oder Digoxigenin-11-
dUTP markiert.

2.2.10.1. Sondenmarkierung mit Polymerase-Kettenreaktion

Die Sondenmarkierungen wurden mit den Primern M13 Universal-Primer und M13
Reverse-Primer durchgefiihrt, welche die Polylinkerregion des Vektors pUCI1S, in dem die
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Sonden kloniert wurden, flankieren. Nachdem die Ansdtze gemischt worden waren, wurden
sie mit einem Tropfen Mineraldl iiberschichtet und im DNA Thermal Cycler 480 (Perkin
Elmer Cetus) inkubiert.

Ein typischer PCR-Ansatz fiir eine DNA-Markierung enthielt:

PCR-Puffer (mit 1,5 mM MgCl,) Ix
M13 Primer 100 pmol
dNTP-Mix (2,5 mM pro Nukleotid) 0,2 mM
DNA 50-100 ng
Hapten-gekoppelte  Nukleotide S. U
Tag-Polymerase 2,5U
H,0 ad 50 ul

Je 50 pl Ansatz wurden eingesetzt:

Rhodamin-4-dUTP  (FluoroRed) (1 mM) 2,00 pl

oder
Digoxigenin-11-dUTP (1 mM) 1,75 pl
oder
Biotin-16-dUTP (0,3 mM) 3,00 pl

Da markierte DNA im Agarosegel langsamer als unmarkierte DNA wandert, ist eine
Kontrolle der Markierungeffizienz durch Gelektrophorese (Kap.2.2.3.3.) moglich. Dazu
wurden 1 pl des PCR-Reaktionsansatzes mit markierter DNA und als Kontrolle 1 pl eines
PCR-Ansatzes ohne Zugabe von Hapten-gekoppelten Nukleotiden in benachbarten
Gelspuren elektrophoretisch aufgetrennt. Bei einer effizienten Markierung ist ein deutlicher
Unterschied in den resultierenden Lauflingen zu beobachten. Bei Digoxigenin-markierten
DNA-Sonden ist die Lauflingendifferenz zu unmarkierten DNA groBer als bei Biotin-
markierten DNA-Sonden.

Die markierten DNA wurde mit Ethanol prézipitiert (Kap.2.2.3.1). Das DNA-Pellet wurde
getrocknet, in 20 pl sterilem H,O resuspendiert und bei -20°C gelagert.

2.2.10.2. DOP-PCR (degenerate oligonucleodite-primed PCR)

Bei der DOP-PCR (TELENIUS et al., 1992) wird ein degenerierter Primer 6-MW (5'-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3") eingesetzt. Der Primer enthdlt 3 spezifische
Basen am 3'-Ende wund eine Nofl-Restriktionsschnittstelle am 5°-Ende. Die
Amplifikationschritte sind in 2 Stufen eingeteilt. Zundchst werden 5 Zyklen bei einer
geringen Stringenz (annealing temperatur, T, = 30°C) durchgefiihrt. Durch seine kurze
spezifische Sequenz am 3'Ende und der zentralen Kassette mit den degenerierten
Nukleotiden wird zunichst eine hdufige Anlagerung des DOP-Primers ermdglicht. Ein Pool
von sehr unterschiedlichen Sequenzen entsteht, welcher statistisch die als Sonde verwendete
genomische DNA reprisentiert.

Wihrend der zweiten Stufe wird die annealing-Temperatur auf 60°C erhoht. Das erlaubt die
Amplifikation nur nach spezifischer Paarung der vollstindigen Lénge der Primersequenz.
Alle Sequenzen vom ersten Schritt werden nun exponentiell amplifiziert.

Reaktionsansatz:
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PCR-Puffer (ohne MgCl,) 1x

dNTP-Mix (2 mM dG,dA,dC,dT) 0,2 mM

Biotin- oder Digoxigenin-dUTP ImM

6-MW Primer (20 uM) 2 uM

MgCl, (20 mM) 2 mM

Template-DNA 0,1-1 ng/ul

Tag-Polymerase 1,25U

H,0 ad 50 pl
Programmablauf:

5,0 min 94°C

1,0 min 94°C ]

1,5 min 30°C | 5x

3,0 min 30-72°C |

3,0 min 72°C ]

1,0 min 94°C ]

1,0 min 62°C | 25-35x

3,0 min 72°C ]

10 min 72°C

2.2.10.3. Digoxigenin-Markierung von DNA-Sonden durch Random-Priming

Fir die Markierung von DNA mit Digoxigenin nach der Methode von FEINBERG &
VOGELSTEIN (1983) wurde der ,,DIG-High Prime”-Kit von Roche verwendet. Das
Reaktionsgemisch enthidlt hexamere Oligonukleotide, die als Zufallsprimer dienen, das
Klenow-Enzym (1 U/ul), Digoxigenin-11-dUTP (0,35 mM), dTTP (0,65 mM), dATP
(1 mM), dCTP (1 mM) und dGTP (1 mM) in einem optimierten Reaktionspuffer-Konzentrat
in 50% Glycerin.

1 ng DNA wurde mit sterilem H,O auf ein Endvolumen von 16 ul aufgefiillt. Die
Denaturierung der DNA erfolgte durch Erhitzen fiir 10 min in einem Wasserbad (100°C)
und schnellem Abkiihlen in einem Eis/Ethanol-Bad (-20°C). 4 pl des ,,DIG-High Prime*-
Kit-Reaktionsgemisches wurden in das eiskalte Reaktiongefdl pipettiert. Dieses wurde kurz
gemischt und anzentrifugiert. Um das Reaktionsgemisch nur sehr langsam zu erwérmen,
wurde das kalte Reaktionsgefdl im Becherglas mit dem Eis/Ethanol-Bad in ein 37°C
warmes Wasserbad gestellt und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die
markierte DNA mit Ethanol prézititiert (Kap.2.2.3.1.).

Die Ausbeute an neusynthetisierter markierter DNA konnte durch sehr langsames
Erwdrmen des Reaktionsgemisches im Wasserbad und durch Steigerung der Inkubationszeit
(1-20 h) erhoht werden.

2.2.10.4. Nick-Translation

Fir die Nick-Translation werden zwei Enzyme eingesetzt, die DNase 1, die
Einzelstrangbriiche (nicks) in der doppelstrangige DNA erzeugt, und die DNA-Polymerase I
aus E. coli. Die 5 —3 -Exonukleaseaktivitit der DNA-Polymerase 1 entfernt 5° vom
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Einzelstrangbruch gelegene Nukleotide. Die DNA-Polymeraseaktividt katalysiert am 3'-
OH-Ende des Einzelstrangbruches den Einbau neuer dNTPs. In 5 —3"-Richtung entsteht ein
neuer DNA-Strang, in den markierte AINTPs eingebaut werden.

Um Sonden nach diesem Verfahren mit Digoxigenin zu markieren, wurde ein ,,DIG-Nick
Translation Mix“ von Roche verwendet. Dieser ist zusammengesetzt aus DNA-Polymerase
I, DNase I, dATP (0,25 mM), dCTP (0,25 mM), dGTP (0,25 mM), dTTP (0,17 mM) und
Digoxigenin-11-dUTP (0,08 mM) und liegt in einem stabilisiertem Reaktionspuffer in 50%
Glycerin vor. 1 pg der zu markierende DNA wurden mit sterilem H,O auf ein Endvolumen
von 16 pl aufgefiillt und 4 ul ,,DIG-Nick-Translation Mix‘ dazugegeben. Nach sorgfiltigem
Vermischen von DNA und ,,DIG-Nick-Translation Mix* folgte eine Inkubation von 1,5 h
bei 15°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) und Erhitzen
auf 65°C fiir 10 min gestoppt.

Fiir die Markierung mit Biotin wurde ein ,,Nick-Translation Mix*“ (Roche) verwendet. Die
zu markierende DNA (1 pg) wurde mit sterilem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 pl
aufgefiillt und mit jeweils 4 ul ,,Nick-Translation Mix* und 5x Nukleotid-Mix (0,08 mM
Biotin-16-dUTP, 0,25 mM dNTP) vermischt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C.

Nach Beendigung der Reaktionen wurde eine Ethanolprizipitation der markierten DNA
durchgefiihrt (Kap.2.2.3.1.). Das Sediment wurde in 20 pl sterilem H,O aufgenommen und
die Einbaueffizienz der markierten Nukleotide durch Dot-Blot-Hybridisierung getestet.

2.2.10.5. Enzymatische Uberpriifung der DNA-Markierung

Um die Inkorporation von Biotin-bzw. Digoxigenin-markierten Nukleotiden in DNA-
Fragmenten nachzuweisen, wurden diese zunéchst an positiv geladene Membran (Hybond
N'-Membran, Amersham) gebunden. Dazu wurde die zu testende Probe (0,5-7 pl)
aufgetragen, iiber 5 — 10 min an der Luft getrocknet und 30 sec auf dem Transilluminator
mit UV-Licht bestrahlt. Der Nachweis erfolgte durch die Zugabe eines fiir Biotin-bzw.
Digoxigenin-spezifischen Nachweisreagenz, an das alkalische Phosphatase gekoppelt ist.
Eine Farbreaktion erfolgte durch Umsetzung des Substrates BCIP/NBT zu einem blauen
Prazipitat.

Die Membran wurde zunichst unter leichtem Schiitteln fiir 1 min in Puffer I dquilibriert.
Unspezifische Antikdrperbindungen wurden durch 30-miniitige Inkubation in Puffer II
reduziert. Nach vorsichtigem Abtropfen der Membran wurde der AntikOrper aufgetragen
und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Danach schlossen sich zwei Waschschritte zunichst fiir 15
min in Puffer [ und dann fiir 2 min in Puffer III an.

Die Detektionslosung wurde auf die Membran gegeben und fiir 10 min dunkel inkubiert.
Die Membran wurde anschlieend fiir 10 min mit HO gewaschen und dunkel getrocknet.
Bei markierten Proben zeigte sich eine blau/violette Farbreaktion.
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Puffer I:
NaCl 0,I5M
Tris-HCI 0,10 M
Der pH-Wert der Losung wurde
mit HCI auf 7,5 eingestellt.
Puffer II:
0,5% Blockingreagenz (Boehringer Mannheim) in Puffer I
Puffer I1I:
Tris HCl, pH 9.5 0,10 M
NaCl 0,10 M
MgCl, 0,05 M
Nachweisreagenzien:

Streptavidin, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase, wurde 1 : 1000 in Puffer I
verdiinnt (Endkonzentration: 0,75 U ml™).

Anti-Digoxigenin, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase, wurde 1:5000 in
Puffer I verdiinnt (Endkonzentration: 0,15 U ml™).

Detektionsldsung:

75 ul BCIP/NBT + 4925 nl Puffer 111

2.2.10. Praparation pflanzlicher Chromosomen

Bevor Chromosomen aus Blatt-oder Bliitenmaterial pripariert und fiir die Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung eingesetzt werden konnen, muss eine Aktivierung und Anreicherung
der sich teilenden Zellen im Gewebe erfolgen. Nur Priparate mit einer moglichst gro3en
Anzahl von in Teilung befindlichen Zellkernen konnen fiir die in situ-Hybridisierung
eingesetzt werden. Weiterhin ist es unbedingt erforderlich, die zur Praparation verwendeten
Objekttrager zu reinigen. Bei nicht vorbehandelten Objekttrigern besteht die Gefahr, dass
praparierte Chromosomen wéhrend der Durchfiihrung der in situ-Hybridisierung sich
abldsen und nicht mehr nachweisbar sind.

2.2.10.1. Synchronisierung und Fixierung des Pflanzenmaterials

Etwa 1,5 cm lange Herzblétter junger Pflanzen wurden zur Anreicherung und Fixierung von
Chromosomen in der Metaphase in 2 mM 8-Hydroxychinolin fiir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert, dann fiir einige Stunden in Fixierlosung bei RT fixiert und anschlieBend bei -
20°C in frischer Fixierlosung gelagert. Das Material war fiir mehrere Monate verwendbar.

Fiir die Priparation aus Wurzelspitzen wurde Saatgut auf feuchtem Filterpapier 1-2 Tage bei
26°C inkubiert. Bei einer Wurzelldnge von ca. 0,5 cm wurden die Keimlinge 18 h bei 26°C
auf Filterpapier, das in 0,001% Hydroxyharnstoff getrdnkt war, inkubiert. Nach intensivem
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Spiilen mit destilliertem Wasser wurde das gekeimte Material weitere 5 h auf feuchtem
Filterpapier bei 26°C belassen. Danach wurden die Wurzelspitzen abgenommen und nach
einer fiinfstiindigen Hydroxychinolinbehandlung (8 mM) in Methanol/ Eisessig (3:1) fixiert.

2.2.10.2. Vorbehandlung der Objekttriger

Um eine gute Haftung der Chromosomen zu gewéhrleisten und Verluste von Chromosomen
zu vermeiden, ist eine sehr saubere Glasoberfliche der Objekttrager notwendig. Sie wurden
deshalb fiir mindestens 2 h mit Chromschwefelsdure vorbehandelt und dann fiir 15 min
unter flieBendem Wasser gewaschen. Anschliefend wurden sie mehrmals mit destilliertem
Wasser gespiilt und bei 37°C getrocknet. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden die
Objekttrager mit 100% Ethanol gespiilt und getrocknet.

Fiir die Préparation von gestreckter DNA aus BACs wurden polylysinbeschichteten
Objekttragers (Sigma P 0425) kduflich erworben.

2.2.10.3. Priparation von Chromosomen

Die Isolierung von Zellkernen und die Herstellung von Chromosomenpéparaten fiir die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung erfordert zunichst eine enzymatische Vorbehandlung
zur Lockerung und Auflésung des festen Zellgefliges (Mazeration). Die Préparation von
Chromosomen aus Blattmaterial oder aus Antheren, als auch aus unterschiedlichen Spezies
verlangt Enzymmischungen variierender Zusammensetzung.

Die Spreitung und Fixierung der Chromosomen auf dem Objekttriger, die nach
enzymatischen Verdau des pflanzlichen Gewebes im Reaktionsgefdl durchgefiihrt wird,
kann durch verschiedene Verfahren erfolgen. Bei den Tropfpriparationen wird eine
aufgereinigte Kernsuspension auf den Objekttriger getropft. Bei der Quetschpriparation
wird das mazerierte Pflanzenmaterial auf dem Objekttriager zerkleinert und durch Druck auf
ein Deckgldschen gespreitet.

2.2.5.3.1. Mazeration des pflanzlichen Gewebes

Es wurden verschiedene Enzymmischungen verwendet, da das Pflanzenmaterial stark
variierte. Die optimalen Bedingungen fiir die Mazeration mussten jeweils empirisch getestet
werden. Fiir die Priparationen von Zellkernen aus Bliiten war eine hohe Konzentration
Cytohelicase in der Enzymmischung notwendig. Aber auch Pflanzenart,
Wuchsbedingungen, Grofle oder Alter der Blitter beeinflulliten die Mazeration. Daher war
es notwendig, verschiedene Enzymmischungen und variierende Inkubationszeiten zu testen.

Die Enzymmischung I nach dem Handbuch des ,,Practical course on molecular
cytogenetics of higher plant“ (Wageningen, 1998) wurde fiir die Mazeration von Blittern
eingesetzt. Fiir 1-3 Bldttchen von ca. 2-8 mm wurden 500 pul Enzymlosung in ein Gefal3
gefiillt. Die Inkubationszeit war sehr variabel und musste immer individuell tiberpriift
werden. Bei 37°C (Wasserbad!) war eine Zeit von 2-6 h oder eine gestaffelte Inkubation
iiber Nacht notwendig. Bei der Inkubation iiber Nacht wurde das Material zunichst 1-2 h
bei 37°C vorbehandelt, dann 15-18 h bei 4°C und anschliefend 1-3 h bei 37°C inkubiert.

10x Enzympuffer:
Natriumzitrat 60 mM

Zitronensdure pH 4,5 40 mM
Zum Gebrauch 1 : 10 in H,O verdiinnen
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Enzymmischung I:

3,0% Cellulase (Aspergillus niger 0,45 U mg™'; C-1184)
0,1% Cellulase (Onozuka, 1,3 U mg™; 16419)

0,3% Pectolyase  (Aspergillus japonicus, 3,9 U mg™; 76305)
0,3% Cytohelicase (Helix pomatia; C-8274)

in sterilem 10 mM Zitratpuffer (pH 4,5)

Fiir die Mazeration von Bliitenmaterial (Bliitenstand ca. 1-1,5 cm Lénge) wurden 800-
1000 pl der Enzymmischung I1 verwendet:

Enzymmischung II:

3,0% Cellulase (4. niger 0,45 U mg™'; C-1184)
0,1% Cellulase (Onozuka, 1,3 U mg'l; 16419)
0,3% Pectolyase (4. japonicus, 3,9 U mg™, 76305)
1,0% Cytohelicase (H. pomatia, C-8274)

in sterilem 10mM Zitratpuffer (pH 4,5)

Eine verbesserte Mazeration von einigen Wildriibenblédttchen wurde in Enzymmischung III
nach SCHWARZACHER & HESLOP-HARRISON in ,,Practical in situ Hybridisation® (2000)
beobachtet.

Enzymmischung I1I:

17,8% (80 Uml ') Cellulase (4. niger; C-1184, Sigma)
0,77% (10 Uml ") Cellulase (Onozuka,; 16419, Serva)
3,0% (13,5 U ml-1) Pektinase (445 Uml ', P-0690, Sigma)

in sterilem 10 mM Zitratpuffer (pH 4,8)

Fir die Mazeration von Bliitenmaterial wurde der Enzymmischung III noch 1%
Cytohelicase (Helix pomatia, C-8274, Sigma) hinzugefligt.

2.2.5.3.2. Spreitung der Chromosomen

Fir die Spreitung der Chromosomen auf dem Objekttriger wurden drei verschiedene
Verfahren angewendet. Fiir die Tropfpréparation wird aus dem mazerierten Gewebe eine
Zellkernsuspension hergestellt, die dann auf den Objekttriger getropft wird.
Tropfpréaparation A und B unterscheiden sich hinsichtlich der Art des Auftropfens der
Zellkernsuspension. Fiir eine Quetschpréparation wird das mazerierte Material auf dem
Objekttrager zerkleinert und durch das Auflegen eines Deckglidschens zerdriickt. Dabei
werden die Chromosomen gespreitet.

Tropfpriparationen A:

Die Tropfpréparate wurden in einer modifizierten Form nach der Methode von AMBROS et
al. (1986) hergestellt.

Zwei bis drei etwa 2-8 mm lange, fixierte Herzbldtter wurden fiir 2x 15 min in 1x
Enzympuffer auf einem Schiittler gewaschen und in 1 ml Enzymlésung bei 37°C 3-4 h bis
zur Mazeration der Zellwand verdaut. Das verbleibende Gewebe wurde mit einer Pinzette
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zerstoflen und die Zellsuspension anschlieBend zentrifugiert. Die Umdrehungszahl und die
Zentrifugationsdauer richteten sich hierbei nach der zu bearbeitenden Pflanzenart. Material
von Beta vulgaris wurde 4 min bei 1000xg zentrifugiert. Bei Wildriibenarten wurde 2-4 min
bei 500-700xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das
zellkernhaltige Pellet in 1 ml Enzympuffer (6 mM Natriumzitrat, 4 mM Zitronensdure, pH
4,5) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Waschschritt wurde drei bis viermal
wiederholt. Nach Abnahme des Uberstandes wurde 1 ml Fixierlosung zugegeben und
nochmals zentrifugiert. Dieser Fixierungsschritt wurde zwei-bis dreimal wiederholt. Die
Zellkerne wurden in 100 pl Fixierlosung resuspendiert. 10-15 pl dieser Suspension wurden
aus 50 cm Hohe, mit einer durch ein Stativ befestigten Pipette, auf einen gereinigten
Objekttrager getropft. Zum weiteren Spreiten der Chromosomen wurde der Objekttrager
kriftig geschiittelt. Die Trocknung der Priparate erfolgte an der Luft und die Uberpriifung
threr Qualitdt bei 200-facher VergroBerung am Phasenkontrastmikroskop. Geeignete
Chromosomenpréparate wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C trocken gelagert.

Tropfpriparation B:

Das mazerierte Blittchen wurde als Ganzes aus der Enzymlosung entnommen und auf einen
Objekttriiger gelegt. Uberfliissige Enzymldsung wurde vorsichtig abgesaugt und durch
Enzympuffer (6 mM Natriumzitrat, 4 mM Zitronensidure pH 4,5) ersetzt. Uberfliissiger
Enzympuffer wurde abgesaugt und der Blattgrund des Blattes mit dem Skalpell zerkleinert.
Die resultierende Zellsuspension wurde auf mehrere Objekttriager verteilt und mit 60%iger
Essigsdure vermischt. Die Inkubationszeit in der Essigsdure variierte zwischen 2 und 10
min. Fixierlosung (Methanol/ Eisessig 3:1) wurde kreisformig um die Suspension pipettiert
und ein Tropfen direkt auf die Suspension gegeben. Um nicht festhaftende Zelltriimmer und
Zytoplasmareste zu entfernen, wurde das Praparat mit 500 pl Fixierlosung gewaschen und
anschlieBend im Stinder getrocknet.

Fiir die Priparation von meiotischen Stadien wurde die mazerierte Bliite in eine Petrischale
(6 cm) mit 2-3 ml Enzympuffer iiberfiihrt. Die Antheren wurden vom Bliitenstand
abgetrennt und auf einen Objekttrager libertragen. Nach der Zerkleinerung mit einem
Skalpell wurde das Material wie oben beschrieben mit Essigsdure und Fixierlosung
behandelt. Die Priparation erfolgte mit Hilfe eines Zeiss Stereomikroskops (,,Stemi*
2000C) bei 10facher VergroBerung. Wenn die Zellkerne von unverdautem
zytoplasmatischen Material umgeben waren, wurde eine Inkubation mit 60%iger Essigsdure
bei 60°C durchgefiihrt.

Quetschpriaparation:

Es wurden Quetschpriparate in einer modifizierten Form nach SCHWARZACHER et al. (1980)
hergestellt.

Etwa 2-8 mm lange, fixierte Herzblitter wurden in Enzympuffer (6 mM Natriumzitrat, 4
mM Zitronensdure pH 4,5) zweimal 15 min auf einem Schiittler gewaschen und dann in 1
ml Enzymlosung (bei 37°C ungefdhr 3,5 h bis zur Mazeration der Zellwinde inkubiert. Die
Enzymlosung wurde abgenommen und die Blattchen wurden vorsichtig in 1 ml
Enzympuffer gewaschen. Das mazerierte Bldttchen wurde auf einem gereinigten
Objekttrdager in einen Tropfen Essigsdure (45%) tiberfiihrt. Unter einem Stereomikroskop
(,,Stemi 2000C, Zeiss) erfolgte darauthin das Herauspriparieren und Zerteilen des am
Blattgrund befindlichen Meristems. AnschlieBend wurde ein sauberes Deckglas aufgelegt
und darauf mit einer Prépariernadel vorsichtig geklopft, bis das Gewebe zerfallen und
gleichmiBig verteilt war. Zuletzt folgte ein starkes Nachquetschen mit dem Daumen. Zum
Abfrieren des Deckglases wurden die Objekttriger fiir 10 min auf Trockeneis gelegt oder in
flissigen Stickstoff eingetaucht. Das Entfernen des Deckglases erfolgte mit Hilfe einer
Rasierklinge. Die Chromosomenpréiparate wurden abschlieBend an der Luft getrocknet und
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ihre Qualitdt im Phasenkontrastmikroskop bei 200facher VergroBerung liberpriift. Geeignete
Priparate wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C trocken gelagert.

2.2.10. Fluoreszenz-in  situ-Hybridisierung an mitotischen und meiotischen

Chromosomen

Bevor die in situ-Hybridisierung einer DNA-Sonde an chromosomale DNA erfolgen kann,
ist eine Vorbehandlungen der Priparate erforderlich. Zell- und Zytoplasmareste auf dem
Objekttrager miissen entfernt werden. Danach werden die Chromosomenpriparate ein
weiteres Mal fixiert. Nach der darauffolgenden Denaturierung von DNA-Sonde und
Chromosomen erfolgt die Hybridisierung tiber Nacht. Durch nachfolgende nichtstringende
bzw. stringente Waschschritte wird {iberschiissige bzw. unspezifisch gebundene DNA-Probe
entfernt. Die Hapten-gekoppelte DNA-Sonde kann dann durch Fluoreszenz-markierte
Antikorper detektiert werden.

Vorbehandlung der Chromosomenpriparate:

Zunichst werden auf den Objekttragern mit den Chromosomenpréiparationen die Bereiche,
auf dem die fixierten Zellkerne lokalisiert sind, mit einem Diamantstift markiert und die
Priparate mit einer durchlaufenden Nummer gekennzeichnet.

Unspezifische Hybridisierung der Sonde soll durch Entfernung von RNA reduziert werden.
Eine anschlieende kurze Pepsinbehandlung fiithrt zur Beseitigung des Zytoplasmas und zu
einer verbesserte Permeabilitit des fixierten Materials. Dadurch wird die spezifische
Anlagerung der Sonde an der chromosomalen Zielsequenzen erleichtert. Durch Inkubation
in Paraformaldehyd werden die Chromosomen stirker an der Glasoberflache fixiert und ihre
Struktur stabilisiert.

1. RNase A-Behandlung:

Die RNase A-Stammlosung (10 mg/ml) wurde 1:100 in 2x SSC verdiinnt. 200 pl dieser
Losung wurden auf jeden Objekttrager gegeben, mit einem Kunststoffstreifen abgedeckt
und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung der Abdeckung wurden die Objekttréger in
ein Coplin-Gefal iiberfiihrt und 3x 5 min in 2x SSC bei RT auf einem Schiittler
gewaschen.

2. Pepsin-Behandlung (Permeabilisierung):

Eine Inkubation mit proteinabbauenden Enzym, wie z.B. Pepsin, macht die
Chromosomenprdparate  flir ~ Sonde und  Nachweisreagenzien  zuginglicher
(Permeabilisierung). Da Pepsin sein Aktivititsoptimum im sauren Bereich hat, wurden
die Praparate fiir 1 min in 0,01 M HCI &dquilibriert. Die Pepsin-Stammldsung (500 pg/ml)
wurde 1:50 in 0,01 M HCIl verdiinnt und 200 pl dieser Losung auf jedes
Chromosomenpréparat pipettiert, mit einem Kunststoffstreifen abgedeckt und fiir 15 min
in einem Thermocycler (,,7ouch down”, MWG) bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung der
Abdeckung wurden die Priparate in ein Coplin-GefdB tiberfiihrt und 2x 5 min in 2x SSC
bei RT auf einem Schiittler gewaschen.

3. Nachfixierung:

Zur Nachfixierung wurden die Chromosomenpriparate fiir 10 min in 4%
Paraformaldehyd bei RT inkubiert. Darauf folgten drei griindliche Waschschritte {iber je
mindestens 5 min in 2x SSC auf einem Schiittler, um iiberschiissiges Paraformaldehyd
vollstindig zu entfernen.
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4. Dehydration:

Die Chromosomenpriparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert.
Dazu wurden die Objekttrager zunidchst 3 min in 70% Ethanol; 3 min in 90% Ethanol
und dann 3 min in 100% Ethanol inkubiert. AnschlieBend wurden sie an der Luft
getrocknet.

Denaturierung und Hybridisierung:

Die Stringenz, mit der die in sifu-Hybridisierung durchgefiihrt wird, bestimmt den
Prozentsatz korrekt gepaarter Nukleotide im Doppelstrang aus Sonde und Zielsequenz. Die
Stringenz der Hybridisierung wird durch die Formamid- und SSC-Konzentration eingestellt
und kann anhand der zwei folgenden Formeln berechnet werden (LEITCH et al. 1994):

Stringenz (%) = 100-M; (T, — t,)
T, =0,41 (%GC) + 16,1 logM — 500/n — 0,61 (%Formamid) + 81,5

M. Fehlpaarungsfaktor (1 fiir Sonden tiber 150 bp, 5 fiir Sonden unter 20 bp Lénge);

T: errechnete Schmelztemperatur (°C) fiir DNA-Doppelstriange, die langer als 250 bp sind;

t,: Temperatur (°C), bei der die in situ-Hybridisierung bzw. die Waschschritte durchgefiihrt werden;
(%GC): prozentualer Anteil von Guanin und Cytosin;

M: Konzentration monovalenter Kationen (Na") (mol™);

n: Sondenldnge in Basenpaaren;

(%Formamid): Formamidkonzentration in Volumenprozent

Bei den hier verwendeten Sonden erfolgte die in situ-Hybridisierung bei einer Stringenz von
76%.

Hybridisierungslosung:
Formamid (Ultra pure) 50%
Dextransulfat 20%
SSC 2x
SDS 0,15%
Salmon-sperm-DNA 250 ng / pl
DNA-Sonde I ng/pl
H,O ad 30 ul

Die fertige Hybridisierungslosung wurde kurz anzentrifugiert und fiir 10 min bei 70°C in
einem Wasserbad denaturiert und anschlieBend 5 min auf Eis inkubiert. Die
Hybridisierungslosung wurde vollstindig auf die Chromosomenpriparate aufgetragen. Mit
einem Kunststoffstreifen wurden die Priparate blasenfrei abgedeckt. Die Denaturierung der
Chromosomen, sowie die Reassoziation der DNA erfolgte durch schrittweise Abkiihlung
der Chromosomenpriparate im Thermocycler.

Fiir Beta-Arten wurde folgendes Programm verwendet:

8 min 70°C
5 min 55°C
2 min 50°C
3 min 45°C
10 min 37°C
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Danach erfolgte der Transfer der Chromosomenpriparate in eine vorgewdrmte
Feuchtekammer und die Inkubation bei 37°C iiber Nacht.

Stringente Waschschritte nach der Hybridisierung:

Um unspezifisch gebundene Sonden zu entfernen, erfolgten die Waschschritte nach der
Hybridisierung unter stringenteren Bedingungen als die Hybridisierungreaktion. Die
Stringenz der Waschlosung ist von der Formamid- und Salzkonzentration sowie von der
Temperatur abhiangig. In den meisten Fillen wurde mit einer Stringenz von 79% gearbeitet.
Fir den Nachweis von LINEs, die sehr heterogen, mit hoher Sequenzdivergenzen im
Genom vorhandenen sind, wurde die Stringenz auf 72% reduziert.

Nach der Hybridisierung wurden die Chromosomenprédparate zundchst zur leichteren
Entfernung des Kunststoffstreifens in 2x SSC bei 42°C getaucht und daraufhin in einem
Coplin-GefaB 2x 5 min bei 42°C in Waschloésung (20% Formamid in 0,1x SSC) inkubiert.
Im Anschluf3 daran wurde 2x 5 min bei 42°C und 1x 5 min bei RT in 2x SSC gewaschen.

Antikorperreaktion und Signaldetektion:

Nach der Hybridisierung der Sonde und den stringenten Waschschritten wurden die Sonden
detektiert. Das Nachweisverfahren richtete sich dabei nach der Art der Sondenmarkierung.
Eine mit Digoxigenin-11-dUTP markierte Sonde wurde immunologisch iiber ein F,-
Fragment nachgewiesen, das mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Es handelte
sich in diesem Fall um das Konjugat Anti-Digoxigenin-Fluoresceinisothiocyanat (Anti-
Digoxigenin-FITC). Eine mit Biotin-16-dUTP markierte Sonde wurde durch
Indocarbocyanin-gekoppeltes Streptavidin (Cy3-Streptavidin) nachgewiesen.

Um die Objekttrager zu dquilibrieren, wurden sie zundchst 5 min in 4x SSC/Tween 20
inkubiert. AnschlieBend wurden 200 ul 5% BSA in 4x SSC/Tween 20 auf jeden
Objekttrager gegeben, dieser mit Kunststoffstreifen abgedeckt und 10 min inkubiert. Dann
wurde die Abdeckung entfernt, iiberschiissige Fliissigkeit abgetropft und 30 ul der
Detektionslosung auf den Objekttrager gegeben.

Detektionslosung:

Anti-Digoxygenin-FITC 1:100 in 3% BSA in 4x SSC/Tween 20
Streptavidin-Cy3 1:150 in 3% BSA in 4x SSC/Tween 20

Die abgedeckten Objekttrager wurden 1 h bei 37°C in einer Feuchtekammer inkubiert.
Danach wurden sie in ein Coplin-GefaB tiberfiihrt und ohne Abdeckung 3x 5 min bei 42°C
in 4x SSC/Tween gewaschen.

Bei einem direkten Nachweis, bei dem DNA-Sonden eingesetzt wurden, die Fluorochrom-
gekoppelte Nukleotide (z.B. dNTPs gekoppelt mit FITC oder Cy3) enthalten, war eine
Detektion mit Antikérpern nicht notwendig, da die DNA-Sonden nach der Hybridisierung
direkt im Fluoreszenzmikroskop lokalisiert werden konnen.

Zur Gegenfarbung des Chromatins wurde 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet,
da die Anregungs- und Emissionswellenldngen dieses Farbstoffes nicht mit denen der
eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe FITC bzw. Cy3 iiberlappen. Es wurde hierzu 100 ul
DAPI-Losung (2-4 pg/ml) auf den Objekttrager gegeben, dieser mit einem
Kunststoffstreifen abgedeckt und 10 min bei RT inkubiert. Das Ablosen der Abdeckung
wurde durch kurzes Eintauchen der Objekttrager in 4x SSC/Tween 20 erleichtert.

Die fluoreszierenden Signale bleichen unter UV-Licht aus, was als fading bezeichnet wird.
Zur Stabilisierung der Signale wurden die Prédparate daher in einem Tropfen Antifade-
Losung (Citifluor AF1 oder Vectashield H-1000) eingebettet. Der Objekttrager wurde mit
einem Deckgldschen (24x 32 mm) abgedeckt. Durch vorsichtiges Andriicken des
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Deckgliaschens wurde iiberschiissige Antifade-Losung mit einem Filterpapier abgesaugt und
die Unterseite des Objekttragers mit H,O gereinigt. Die Préparate waren bei 4°C mehrere
Monate auswertbar.

2.2.10. Rehybridisierung der Chromosomenpriparaten

Um ein Chromosomenpriparat mehrfach fiir eine FISH einsetzen zu konnen, wurde eine
Methode zur Rehybridisierung nach HESLOP-HARRISON ef al. (1992) verwendet. Nach einer
in situ-Hybridisierung wurde der Objekttriager zur Verfliissigung des Citifluor AF1 auf 50°C
erwiarmt. Das Deckglas konnte dann vorsichtig mit einer Rasierklinge abgehebelt werden.
Um die Signale zu entfernen, wurde das Préparat in einem Coplin-Gefal bei 42°C im
Wasserbad 2x 5 min in 2x SSC, dann 1x 30 min in 4x SSC/Tween 20 und anschlieBend 3x
10 min in 2x SSC gewaschen. Danach wurde 10 min in 4% Paraformaldehyd bei RT
nachfixiert und 3x 10 min in 2x SSC auf einem Schiittler gewaschen. Die Dehydration der
Chromosomenpréparate erfolgte durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90%, 100%)
und nachfolgender Trocknung an der Luft. Nach dieser Behandlung konnte das Priparat ein
weiteres Mal denaturiert und hybridisiert werden. Eine Vorbehandlung der Pridparate mit
RNase und Pepsin war nicht notwendig.

2.2.10. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an gestreckten Chromatinfasern

Durch in situ-Hybridisierung an gestreckten Chromatinfasern ist es moglich, die Anordnung
chromosomal eng benachbarte DNA-Sequenzen aufzuzeigen und dadurch eine
physikalische Feinkartierung von Chromosomenabschnitten durchzufiihren. Die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an Chromatinfasern gehort zu den hochauflosenden
Verfahren der in situ-Techniken. Zur Herstellung der Chromatinfasern wird zunéchst eine
Zellkernsuspension aus Blattgewebe isoliert und auf Objekttriger gebracht. Nach Fixierung
ist es moglich, eine multi-colour Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an diesen gestreckten
Chromatinfasern durchzufiihren (FRANSZ et al., 1996).

2.2.10.1. Priparation einer Zellkernsuspension

Etwa 2 g frisches Blattmaterial wurden mit destilliertem Wasser abgespiilt, vorsichtig
trocken getupft und in fliissigem Stickstoff gemdrsert. Das fein zerstoBene Gewebe wurde
in 20 ml eiskaltem NIB (Nuclei Isolation Buffer) iiberfiihrt und 5 min vorsichtig vermischt.
Grofle Partikel wurden durch mehrere Filtrationsschritte durch Nylongewebe (MONYL,
HydroBios) mit immer kleiner werdenden Porengroflen (170, 50 und 20 um) abgetrennt.
Zum Filtrat wurde 1 ml eiskaltes NIB mit 10% (v/v) Triton X-100 zugegeben und die
Zellkernsuspension anschliefend zentrifugiert (Ausschwingrotor Megafuge 1.0 R; 2000
rpm, 10 min, 4°C). Das Pellet wurde in 200 pl NIB resuspendiert. Die Anzahl, Qualitit und
Morphologie der Zellkerne wurde nach Férbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI im
Fluoreszenzmikroskop kontrolliert. Die Zellkerndichte in der Kernsuspension sollte etwa 5x
10° Kerne pro Milliliter betragen.

Die Kernsuspension war nach Zusatz von sterilem Gycerin (Endkonzentration 50%) bei -
20°C einige Monate haltbar.

NIB (Nuclei Isolation Buffer):
Tris HCI, pH 9.5 10 mM

EDTA 10 mM
KCl 100 mM



Material und Methoden 44

Saccharose 500 mM
Spermidine 4 mM
Spermin 1 mM
2-Mercaptoethanol 0,1% (v/v)

2.2.10.2. Priparation von gestreckten Chromatinfasern

20-50 pl Kernsuspension wurden bei 750xg iiber 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50
ul PBS resuspendiert. Zwei Tropfen von je 1 pl der Suspension wurden auf einen
ethanolgereinigten Objekttrager aufgetragen. Nach dem Antrocknen wurden 20 ul frischer
STE-Lysis-Puffer zugefiigt und 6 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Lyse der Kerne
wurde das Chromatin freigesetzt. Durch Kippen des Objekttriagers in einem Winkel von
30°-45° floss der Tropfen langsam iiber die Glasoberfliche ab. Das Chromatin aus den
lysierten Kernen wurde entlang des Objekttrigers gestreckt. Nach dem Antrocknen wurden
die Priparate 3 min in 96% Ethanol inkubiert und 3 h bei 60°C fixiert. Die Qualitéit der
gestreckten Chromatinfasern wurde durch Anfarben mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI im
Fluoreszenzmikroskop stichprobenartig {iberpriift. Prdparate, die angefarbt und unter
Fluoreszenz betrachtet wurden, wurden nach Moglichkeit nicht fiir eine FISH weiter
verwendet, da die UV-Strahlung die Chromatinfasern zerstérte. Die Praparate wurden bei
Raumtemperatur gelagert und innerhalb einer Woche fiir die FISH eingesetzt. Praparate
konnten aber auch in trockenen Gefdlen bei 4°C iiber einen lingeren Zeitraum gelagert
werden.

STE-Lysis-Puffer:

Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,5% (w/v)
Tris HCL, pH 7 100 mM
EDTA 5mM

PBS:  phosphatgepufferte Salzlosung, pH = 7,4

NaCL 130mM
Na,HPO, 7mM
NaH,PO, 3mM

2.2.10.3. fibre-FISH

1. RNase A-Behandlung:

Die RNase A-Stammlosung (10 mg/ml) wurde 1:100 in 2x SSC verdiinnt. 200 pl dieser
Losung wurden auf jeden Objekttrager gegeben, mit einem Kunststoffstreifen abgedeckt
und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung der Abdeckung wurden die Objekttréger in
ein Choplin-Gefa3 iiberfiihrt und 2x 5 min in 2x SSC bei RT auf einem Schiittler
gewaschen.

2. Paraformaldehydfixierung:

Zur Nachfixierung wurden die Objekttrager fiir 10 min in 4% Paraformaldehyd bei RT
inkubiert und anschlieBend 3x 5 min in 2x SSC auf einem Schiittler gewaschen.
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3. Dehydration:

Die Objekttrager wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Dazu wurden
die Objekttrager je 3 min in 70% , 90% und 98% Ethanol inkubiert. AnschlieBend
wurden sie an der Luft getrocknet.

4. Denaturierung und Hybridisierung:

Die Préparate wurden genau 2 min in 70% Formamid 2x SSC bei 70°C inkubiert und
anschliefend direkt in einer eiskalten aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Nach je
3min in 70%, 90% und 98% Ethanol wurden die Priparate luftgetrocknet. Die
Hybridisierungslosung (30 pl-Ansatz, Kap.2.2.6.) wurde 10 min bei 70°C inkubiert und 5
min auf Eis gehalten. Nach vollstindigem Auftragen der Hybridisierungsldsung wurde
die Fliissigkeit mit einem Kunststoffstreifen abgedeckt und die Pridparate in eine
vorgewdrmte Feuchtekammer transferiert und bei 37°C tiber Nacht inkubiert.

Die stringenten Waschschritte nach der Hybridisierung, Antikdrperreaktion und
Signaldetektion erfolgten analog Kap.2.2.6. Nach der Farbung der Chromosomen mit
DAPI wurden zur Stabilisierung der Signale die Pridparate in Vectashield H-1000
eingebettet.

2.2.10. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an bacterial artificial chromosomes (BACs)

Auf Objekttrigern fixierte BAC-Molekiile (proteinfreie Plasmid-DNA) konnen als
Hybridisierungstarget der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung eingesetzt werden. Durch den
direkten optischen Nachweis von ausgewihlten Sequenzen in der genomischen Insertion
mittels FISH ist eine optische Kartierung grofer Sequenzabschnitte von BAC-Klonen
moglich.

2.2.10.1. Herstellung der Priparate

40-60 ng BAC-DNA (Qiagen-Midi-Prdparation: 100 ng/ul) wurden in 10 ul AF-Losung
(Chem. Lab. Canterburry) auf ein Ende eines poly-Lysin-beschichteten Objekttrigers
(Sigma P 0425) aufgetragen. Der Tropfen wurde mit einem Deckglas (20x 20 mm)
abgedeckt. Das Deckglas wurde langsam zum gegeniiberliegendem Ende des Objekttragers
gezogen und die Fliissigkeit liber das Glas verteilt. Die Pridparate wurden 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und 2 min in frischem Methanol/Essigsdure-Gemisch (3:1, 4°C)
fixiert. Die trockenen Préparate wurden 30 min bei 60°C hitzefixiert und am folgendem Tag
fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung eingesetzt (JACKSON ef al., 1999).

2.2.10.2. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an BAC-Molekiilen

Die Priaparate wurden mit 70% Formamid in 2x SSC Ld&sung iiber 90 sec bei 70°C
denaturiert und sofort durch eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90% und 98%) bei -20°C
dehydriert und luftgetrocknet.

Das Hybridisierungsgemisch mit 50% Formamid, 10% Dextransulfat, 2x SSC, 250 ng/ul
Heringssperma-DNA und 1 ng/pul DNA-Sonde wurde 10 min bei 70°C denaturiert und 5
min bei 4°C inkubiert. 30 pl des Hybridisierungsmixes wurden auf die Prédparate
aufgetragen und mit einem Kunststoffstreifen abgedeckt. Nach einer Inkubation bei 37°C
tiber Nacht (18 h) wurden die Priparate 5 min bei Raumtemperatur in 2x SSC gewaschen.
Darauf folgte je ein Waschschritt bei 45°C in 2x SSC fiir 10 min sowie bei Raumtemperatur
in 2x SSC fir 5 min. Die Prdparate wurden mit 4x SSC/Tween 20 &quilibriert. Die
Antikorper- und Signaldetektion erfolgte nach Kapitel 2.2.6.
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2.2.10. Fluoreszenzmikroskopie und digitale Bildbearbeitung

Grundlage fiir die bildliche Darstellung der in situ-Hybridisierungssignale ist die
Mikroskopie, die groBtmogliche Sensitivitit und Auflosung gewihrleisten muss. Die
technischen Moglichkeiten zur photographischen Aufnahme sowie Digitalisierung und
Reproduktion der Daten miissen darauf abgestimmt sein. Alle im Mikroskop detektierten
Strukturen und Signale sollten bildlich in hoher Qualitit darstellbar sein.

2.2.10.1. Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzfarbstoffe lassen sich mikroskopisch sichtbar machen, indem man sie mit Licht
einer bestimmten Wellenldnge anregt (Anregungslicht) und die ausgestrahlte Fluoreszenz
(Emission) mit geeigneten optischen Filtern sichtbar macht. Je nach verwendetem
Fluorochrom sind andere Filtersdtze notwendig (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Fluoreszenzeigenschaften von FITC, Cy3 und DAPI

Anregungs- Emissions- Farbe der Filternummer
Fluoreszenzfarbstoff . . .
maximum (nm) | maximum (nm) | Fluoreszenz (Zeiss)
FITC 495 523 griin 09
Cy3 550 570 rot 15
DAPI 358 461 blau 01

Die Auswertung der Signale der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung erfolgte mit dem
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop ,,Axioplan2* der Firma Zeiss. Ultraviolettes, sichtbares und
infrarotes Licht wird von einer Quecksilberdampflampe HBO 100 (100 W) ausgesendet.
Dieses Fluoreszenzmikroskop ist ausgestattet mit folgenden Filtersdtzen: Filter 01 (DAPI),
Filter 09 (FITC), Filter 15 (Cy3) und Filter 25 (Dreifachfilterblock fiir DAPI, FITC und
Cy3). Weiterhin stand eine Filmkamera von Zeiss (MC 80) zur Aufnahme von
Farbnegativen zur Verfligung.

Im Verlauf der Arbeiten wurde ein weiteres leistungsstirkeres  Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan2 imaging) genutzt, das fiir die Detektion der unikalen
Sonden und der Analyse der Fiber-FISH eingesetzt wurde. ,,Axioplan2 imaging“ besitzt
eine verbesserte Optik. Durch eine sogenannte Lichtfalle wird storendes Streulicht
minimiert und dadurch der Kontrast erhoht. Die im ,,Axioplan 2 imaging“ verwendeten
Objektive (Plan-Neofluar 16x/0,50vy, Plan-Apochromat 100x/1,405) besitzen eine sehr
geringe Eigenfluoreszenz, hohe Lichtstirke und eine hohe numerische Apertur. Durch
Verwendung des speziell fiir diese Objektive entwickelten Immersionsdls ,,Immersol*
(Zeiss) mit extrem geringer Eigenfluoreszenz ist es moglich, mit einer hohen Auflosung
auch schwache Fluoreszenzsignale zu detektieren. Die in Tabelle 5.2 aufgefiihrten
Filtersitze wurden verwendet.

Zur Anregung wurden Schmalbandfilter (BP) verwendet, die Licht innerhalb eines
schmalen, definierten Ausschnittes des Spektrums durchlassen. Das emittierte Licht fallt
durch einen Langwellensperrfilter (LP), der nur fiir Licht oberhalb einer bestimmten
Wellenlidnge durchlédssig ist. Zwischen beiden Filtern ist in einem Winkel von 45°C
zwischen Anregungsfilter und Objekt ein sogenannter dichromatischer Teilerspiegel
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(Strahlenteiler: dichroic beam splitter: FT) angebracht, der kurzwelliges Licht auf das
Préparat reflektiert und das emittierte lingerwellige Fluoreszenzlicht passieren 14ft.

Tab. 5.2: Verwendete Filtersdtze und ihre Eigenschaften

Filtersatz Am;ﬁlel:gs_ Emi;i:;(;ns- Strahlenteiler Fh(l;oe:;%:::zine
01 BP 365/12 LP 397 FT 395 DAPI
09 BP 450-490 LP 515 FT 510 FITC, Fluorescein
15 BP 546/12 LP 590 580 Cy3
25 TBP TBP TFT DAPI/FITC/Cy3
Dreifachfilter- 400+495+570 460+530+610 410+505+585
block

2.2.10.2. Mikrophotographie und Digitalisierung

Nach Anregung durch die kurzwellige, energiereiche UV-Strahlung verblassen
Fluoreszenzfarbstoffe = im  Fluoreszenzmikroskop trotz der Anwendung von
Antibleichmitteln sehr schnell (fading). Wenn mehrere Fluorochrome nachgewiesen werden
sollen, muss daher zuerst der Farbstoff sichtbar gemacht und photographiert werden, der mit
langerwelligem, energiedrmeren Licht angeregt wird. Dadurch werden die
Fluoreszenzsignale moglichst lang erhalten und die Dokumentation aller Signalfarben
ermoglicht.

Die mikroskopischen Bilder wurde bei einer 1600-fachen Vergroferung mit einer
Filmkamera von Zeiss (MC 80 DX) und Verwendung des Farbnegativfilms ,,Fujicolor
Superia 400 dokumentiert. Die Belichtungszeiten sind abhéngig von der Signalstirke und
des zur Detektion verwendeten Filtersatzes. Die Zeiten wurden empirisch ermittelt (Tab.
5.3).
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Tab. 5.3: Ermittelte Belichtungszeiten (sec)

Belichtungszeiten (sec)
FITC Cy3 DAPI Dreifachfilterblock
Signalstirke Proben
(Filter 09) | (Filter 05) | (Filter 01) (Filter 25)
Stark Satelliten-DNA 2-4 0,5-3 0,2-1 3-9
Mittel rRNA-Gene 4-8 3-6 0,2-1 4-10
Schwach unikale 8-13 3-8 0,2-1 8-20
Sequenz

Alternativ wurden digitale Aufnahmen mit einem luftgekiihlten CCD-Kamera-System
(charge-coupled device: Kamera mit gekiihltem ladungsgekoppeltem Bildsensor; Quantix/
Photometrix) produziert. Die elektronisch gespeicherten Aufnahmen haben im Vergleich zu
Photographien eine geringere Auflosung, so dass zur Dokumentation der Ergebnisse
bevorzugt Farbfilmabziige produziert wurden. Vorteilhaft ist eine CCD-Kamera bei der
Aufnahme von Fluorochromen, die nicht im sichtbaren Wellenldngenbereich emittieren, da
die Kamera mit hoher Effizienz emittierte Photonen iiber einen weiten Bereich des
Spektrums registriert.

2.2.10.3. Bildbearbeitung

Zur genauen Auswertung, optimalen Darstellung und Prédsentation der Ergebnisse wurden
die Bilder digitalisiert und mit Bildbearbeitungsprogrammen iiberarbeitet.

Farbnegative wurden mit einem Film-Negativ-Scanner (Nikon LS-1000; 35 mm) bei einer
Auflésung von 300 dpi (dots per inch) digitalisiert. Die Skalierung wurde so eingestellt,
dass eine DateigroBe von 1-2 MB erhalten wurde. Farbabziige wurden mit einem
Flachbettscanner (Epson Twain 5) ebenfalls bei einer Auflosung von 300 dpi eingelesen.
AnschlieBend wurden die Bilder mit dem Software-Programm ,,Adobe Photoshop 3.0” oder
»Adobe Photoshop 5 iiberarbeitet. Der Farbkontrast zwischen Hybridisierungssignal und
Bildhintergrund wurde optimiert. Aufnahmen des gleichen Bildausschnitts, die durch
unterschiedliche Farbfilter photographiert wurden, konnten iiberlagert werden. Eine exakte
Positionierung eng benachbarter Signale war nur durch digitale Uberlagerung der
Hybridisierungsmuster mdglich. Um Besonderheiten im Bild zu verdeutlichen, wurden
Textzeichen und Pfeile in die Darstellung eingefiigt. Fiir eine qualitativ gute Reproduktion
durch einen Digitalfarbdrucker war es notwendig die Bildhelligkeit heraufzusetzten und
BildgroBen zu optimieren. Die Bilder wurden als Datei im Format JPG unter dem Modus
~Image Quality: Maximum* gespeichert.

Bilddaten, die durch das CCD-Kamera-System (Kap.2.2.10.2) gewonnen wurden, konnten
mit dem Bildbearbeitungsprogramm ,IPLab“ (Version 2.4) analysiert werden. Durch
Umwandlung der Dateiformate von IPL in TIFF, war es moglich die Daten in ,,Adobe
Photoshop 3.0 zu iiberarbeiten.

Langenbestimmungen von Chromosomen in den Aufnahmen wurden durch ein spezielles
Messprogramm ,,MicroMeasure Version 3.3 durchgefiihrt (REEVES, 2001). Reproduziert
wurden die Computerbilder auf dem Digitalfarbdrucker UP-D8800 (Sony) bei einer
Auflésung von 300 dpi.
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3.  Ergebnisse

3.1. Entwicklung hochauflosender Verfahren der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

fiir die Genomanalyse der Gattung Beta

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten hochauflosende Verfahren der Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung (FISH) fiir die Genomanalyse der Gattung Beta erarbeitet, etabliert und
angewendet werden. Hochauflosende Verfahren der FISH ermdglichen die Analyse der
Feinstruktur von Chromosomen. Eine chromosomale Lokalisierung von DNA-Sequenzen mit
hoher Sensitivitdt und Auflosung ist durch eine effiziente Hybridisierung der DNA-Sonden an
langgestreckte chromosomale Zielsequenzen mdoglich. Eine Vergroerung des Zielortes der
Hybridisierung wird durch eine Verringerung des Kondensationsgrades des Chromatins
bewirkt. Der Grad der DNA-Kondensation von Chromosomen ist maximal in der Metaphase.
Geringer kondensiert ist die DNA der Chromosomen der mitotischen Prometaphase, des
meiotischen Pachytdnstadiums und wéhrend der Interphase. Durch Einsatz unterschiedlicher
Chromosomenpraparate kann daher eine physikalische Kartierung der Chromosomen mit
zunehmender Auflésung durchgefiihrt werden. Eine physikalische Feinkartierung von sehr
eng gekoppelten Sequenzen ist durch Hybridisierung an gestreckten Chromatinfasern, die
nach Auflosung der Kernmembran pripariert werden kdnnen, moglich.

Um die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung zur physikalischen Kartierung der Chromosomen
der Gattung Beta einsetzen zu konnen, mufite das Verfahren der in situ-Hybridisierung
zundchst optimiert werden.

In den folgenden Kapiteln werden die erarbeiteten Grundlagen fiir hochauflésende Verfahren
der in situ-Hybridisierung dargestellt. Die Anwendungen der ausgearbeiteten und optimierten
Verfahren in der Genomanalyse der Zuckerriibe B. vulgaris, der Wildriibenarten der Sektion
Procumbentes und verschiedener Zuckerriibenhybriden werden in den anschlieBenden

Kapiteln 3.2.-3.5. beschrieben.
3.1.1. Optimierung der Priparation mitotischer Chromosomen

Grundlagen fiir die Pridparation von qualitativ hochwertigen Chromosomen, an denen eine
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mdglich ist, sind:
1. die Verwendung von teilungsaktivem Pflanzengewebe mit einem hohen Anteil von
Metaphasezellen (hoher Metaphaseindex),
2. eine vollstindigen Trennung der Zellen aus dem Gewebeverband durch enzymatischen
Abbau von Zellwand und intrazelluldren Matrixstrukturen (Mazeration),

3. eine optimale Spreitung und Fixierung der Chromosomen auf dem Objekttriger.
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Die Optimierung des Préaparationsverfahrens hinsichtlich der drei aufgefiihrten Kriterien wird

im folgenden beschrieben.

e Erhdhung des Metaphaseindex:
Um Saatgutressourcen der Wildriiben effizient auszunutzen, wurden
Chromosomenpréparate aus Blattmaterial hergestellt. Da der Anteil meristematischer Zellen
im gesamten Blatt gering ist, muflte zunédchst der Bereich des Blattes ermittelt werden, in
dem sich vermehrt teilungsaktive Zellen befinden.
Ein erhohter Anteil von teilungsaktiven Zellen wurde in Chromosomenpréparaten aus dem
Blattgrund bzw. aus dem unteren Bereich der Blattspreite, die an den Blattgrund anschlief3t,
beobachtet. Bei ldngeren und dlteren Bléttern (langer als 8 mm) konnten auch in
Randbereichen der Blattspreite vermehrt Metaphasezellen nachgewiesen werden. Dies
entspricht den Erwartungen, da im Blattgewebe von Dikotyledonen mehrere interkalare
Meristemzonen (basiplastes Wachstum) fiir das Breitenwachstum der Blattes verantwortlich
sind. Diese treten im Blattgrund haufiger auf. Am Breitenwachstum des Blattes sind
weiterhin Randmeristeme beteiligt (STRABBURGER, 1983), durch die der erhohte Anteil der
Metaphasen in Priparaten aus Blattrandern erklédrt werden kann.
Bei Monokotyledonen fordern basale Meristeme in den Nodien das Léngenwachstum der
Blitter. Dies wurde durch Chromosomenpriparationen aus den Blattknoten von Mais- und
Reispflanzen bestitigt. In Priparaten aus den Blattspreiten von Mais und Reis konnten keine
oder nur selten Metaphasen gefunden werden, wiahrend nach Priparation der Nodiregionen
ein erhdhter Anteil an mitotisch aktiven Kernen nachgewiesen wurden.
Eine Aktivierung der teilungsfidhigen Zellen wurde in der Gattung Befa, insbesondere bei
B. vulgaris, durch eine Lichtinduktion der Pflanzen erreicht. Werden die Riibenpflanzen
iiber einen Zeitraum von 9 h dunkel gestellt und darauffolgend am frithen Morgen fiir 4-5 h
belichtet, so wurde eine deutliche Zunahme der Metaphasechromosomen in den Pridparaten
beobachtet. Zur Belichtung wurde die Lichtquelle (SON-T 400, Philips) in einem Abstand
von ca. 80 cm iiber der Pflanze angebracht. Ein Metaphaseindex bis zu 3,5% wurde durch
einen derartigen Dunkel-Lichtwechsel in Chromosomenpridparaten aus jungen Pflanzen
beobachtet (Abb. 1A). Durch die oben beschriebene Vorbehandlungen konnte regelméfig

ein Metaphaseindex von 1-2% erreicht werden.

e Enzymatischer Abbau von Zellwand und intrazelluldre Matrix:
Enthilt das Pflanzenmaterial ausreichend teilungsaktive Zellen, so ist der enzymatische
Verdau des Gewebes fiir die Qualitit der Chromosomenpraparate mafigeblich. Zellwand-

und Cytoplasmareste um Interphasekerne und Metaphasechromosomen fiithren zu einer
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mangelnden Permeabilitit des Préparates und verhindern den Zugang der DNA-Sonde zur
Zielsequenz. An nicht ausreichend mazerierten Chromosomen treten gehduft unspezifische
Bindungen der DNA-Sonde und des zur Sondendetektion eingesetzten Antikorpers auf und
verursachen unspezifische Hintergrundsignale. Gleichfalls ungeeignet sind Chromosomen,
deren strukturelle Integritdt durch die Prdparation verletzt wurde. Sie werden wihrend der
Denaturierung oft partiell oder vollstindig zerstort. Eine chromosomale Lokalisierung der
Hybridisierungssignale ist nicht mehr mdglich.

Eine Optimierung des enzymatischen Verdaus der Zellgewebe war fiir die Untersuchungen
der Chromosomen der Gattung Beta erforderlich. Unterschiedliche Enzymldsungen und
Inkubationszeiten wurden getestet. Ein Enzymgemisch aus 3% Cellulase (Aspergillus niger),
0,1% Cellulase (Onozuka), 0,3% Pectolyase und 0,3% Cytohelicase fiihrte bei einer
Inkubationszeit von 3,5 - 5 h zu einem ausreichenden Abbau von Zellwand und Cytoplasma
in den Bléttchen von B. vulgaris. Durch Unterschiede im Alter der Pflanzen und variierende
Wachstumsbedingungen (z.B. Haltung im Gewéchshaus oder unter Freilandbedingungen)
war das zu untersuchende Blattmaterial oft nicht homogen. Eine individuelle Kontrolle jeder
einzelnen Prdparation war trotz der gefundenen Richtwerte fiir die Inkubationszeit daher
immer erforderlich. Fiir die Mazeration von Wildriibenblittern erwies sich ein
Enzymgemisch aus 17,8% Cellulase (4. niger), 0,77% Cellulase (Onozuka) und 3%
Pektinase iiber 3 - 4 h als geeignet. Die hierbei bendtigten hohen Enzymkonzentrationen
konnten auf einen im Vergleich zur Zuckerriibe hoheren Vernetzungsgrad der
Polysaccharide in der Wildriibenzellwand und der Interzellularsubstanz hinweisen.
Wahrscheinlicher ist, da3 die festere Epidermisstruktur der Wildriiben, die eine Anpassung
an trockene Lebensrdume darstellt, eine hohere Enzymkonzentration erforderlich macht.
Dies zeigte, dass der enzymatische Verdau des Zellgewebes fiir jede Pflanzenart individuell

optimiert werden muss.

e Spreitung und Fixierung der Chromosomen auf dem Objekttrager:

Nach Herauslosung der Zellen aus dem Gewebeverband, Zersetzung von Zellwand und
intrazelluldren Matrixstrukturen wurden die Chromosomen auf dem Objekttriger gestreckt
und fixiert. Eine Zellspreitung durch Auftropfen einer Kernsuspension auf einen
vorbehandelten Objekttrager ermdglichte die Anfertigung von Préparaten mit gleichméaBig
hoher Qualitdt (Tropftechnik). Weiterhin wird ein Verlust einzelner Chromosomen aus
vollstindigen Metaphasen vermieden. Bei der Quetschpriparation, die iiblicherweise fiir
Blattmaterial eingesetzt wird, werden Chromosomen bei der Entfernung des zum

Auseinanderpressen des Gewebematerials verwendeten Deckgldschen hiufig beschidigt.
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Allerdings wurde die Tropftechnik bisher ausschlieBlich fiir die Herstellung von
Kernpriparaten aus Wurzelspitzen verwendet. Um die Vorteile einer Spreitung der Kerne
durch Auftropfen auszunutzen, wurde das Verfahren fiir Blattgewebe optimiert.

Fiir die Priparation der Kernsuspension musste das enzymatisch zersetzte Gewebe mehrfach
sedimentiert werden. Die Sedimentation der Kernsuspension erwies sich als kritisch, da bei
hohen Umdrehungszahlen die Kernmembranen zerstort wurden. Das mazerierte Gewebe aus
aus B. vulgaris wurde bei 1000xg sedimentiert, wihrend Wildriibenkerne nur bei 500xg bis
maximal 700xg zentrifugiert werden konnten. Um eine saubere Praparation zu erhalten,
mussten die Waschschritte mit Enzympuffer drei- bis viermal wiederholt werden. Nach der
Auswaschung von Enzymresten wurde das Material fixiert. Um Pufferreste zu entfernen,
war es notwendig, die Kernsuspension zwei- bis dreimal mit Fixierlosung zu waschen. Die
Anzahl der Waschschritte war abhéngig von der Festigkeit des Kernpellets sowie der
potentiellen Gefahr, nicht vollstindig sedimentierte, cytoplasmafreie Kerne oberhalb des
Pellets zu verwerfen. Eine gute Spreitung der Chromosomen wurde durch Auftropfen einer

ausreichenden Menge (10-15 pl) der Suspension auf den Objekttrdger aus 50 cm Hohe

erreicht.

Abb. 2: (A) Chromo-
somenpriparation  aus
Blattmaterial von
B. vulgaris (160x).
(B-D) FISH an
Chromosomen von

B. vulgaris (2n=18) (B),
Zea mays (2n=20) (C)
und Arabidopsis
thaliana (2n=10) (D).
Durch  die  biotin-
markierte DNA-Sonde
pTA71 wurde die 18S-
5,8S-25S rDNA durch
rote Fluoreszenzsignale
nachgewiesen. Die
Chromosomen wurden
mit DAPI angefarbt.

Das Préparationsverfahren wurde sowohl fiir Blattmaterial der Zuckerriibe B. vulgaris, als
B. lamatogona, B. procumbens) und Zuckerriibenhybriden (z.B. monosome Additionslinie
und Fragmentadditionslinie) erfolgreich angewendet. Auch aus Blattmaterial anderer
Gattungen wie z.B. Arabidopsis thaliana (Abb. 2B), Zea mays (Abb. 2D), Antirrhinum majus
(Kap.3.5.2) und Cicer arietinum (Kap.3.5.1.2.) wurden Chromosomenprédparate durch

Auftropfen der Kernsuspension hergestellt. Die Eignung der Préparate fiir den Einsatz in der



Ergebnisse 53

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung wurde durch Nachweis der ribosomalen RNA-

Gensequenzen durch FISH in den verschiedenen Priparaten iiberpriift (Abb. 2B-D).
3.1.2. Darstellung einer vollstiindigen Meiose in B. vulgaris

Die Priparation meiotischer Chromosomen erfolgte aus jungen Antheren, in denen die
Meiose noch nicht beendet war. Am oberen Ende junger Bliitenstinde der Zuckerriibe
befinden sich die hellen, kleinen Antheren, in denen die Pollenmutterzellen (PMC) frithe
meiotischen Teilungsstadien durchlaufen. In den sich gelblich farbenden Antheren ist die
Meiose bereits beendet, und es sind ausschlieBlich Mikrosporen und Perpetuumzellen
vorhanden.

Fiir das Auffinden der geeigneten Teilungsstadien im Bliitenstand fiir hochauflésende FISH-
Experimente ist eine genaue Kenntnis der meiotischen Stadien notwendig. Die
Chromosomenmorphologie variiert zwischen Pflanzengattungen, so dass schematisierte
Lehrbuchzyklen nicht geniigen, um Teilungsstadien der Gattung Befa eindeutig und
ausreichend fiir weitere FISH-Analysen zu charakterisieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein vollstindiger Atlas der Meiose der Zuckerriibe B
vulgaris erstellt (Abb. 3). Diese Ubersicht ermdglichte eine klare Charakterisierung der
Stadien, beschleunigte die Suche nach Teilungsstadien erheblich und war fiir die Auswertung

der Ergebnisse notwendig.

Die Chromosomenstadien in den Pollenmutterzellen wurden vier meiotischen Phasen
zugeordnet, die als frithe Prophase I (1), spite Prophase I (2), erste Teilungsphase (3) und
zweite Teilungsphase (4) bezeichnet wurden. In jedem meiotischen Abschnitt konnten
charakteristische Chromosomen- und Kernstrukturen beobachtet werden, die in Abb. 3

dargestellt und in den folgenden Abschnitten 1 bis 4 detailliert beschrieben werden.

1. Prophase I:
Die frithe Prophase I ist durch Erkennung und Paarung der homologen Chromosomen
charakterisiert.

a) Prileptotin (Abb. 3-1a): In sich entwickelnden Antheren mit einer Linge von ca.
0,25-0,30 mm liegen die Chromosomen weitgehend dekondensiert vor. Distinkte,
stark DAPI-positive Blocke (Chromozentren) représentieren pericentromerisches oder
interkalares Heterochromatin und die nukleoldre Organisationsregion (NORs,
nucleolar organization regions). Eine groflere kreisformige, DAPI-negative Region
reprasentiert den Nukleolus. Am Ende des Préleptotins vergroBern die PMC ihr

Volumen um etwa das 3-fache und die Chromatinstrukturen erscheinen verfeinert.
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b) Leptotin (Abb. 3-1b): Jedes Leptotinchromosom besteht aus zwei
Schwesterchromatiden. In Antheren einer Lénge von ca. 0,35-0,40 mm lassen sich
zahlreiche ungepaarte fadige Chromosomen beobachten. Der Nukleolus ist deutlich in
der Mitte des Netzwerkes zu erkennen. Heterochromatische Regionen fusionieren und
bilden stark DAPI-positive Zentren, die sich am Ende des Leptotins in einer Hélfte
des Nukleus zusammenlagern.

c) Zygotdn (Abb. 3-1¢): In Antheren einer Lénge von ca. 0,45-0,50 mm kondensiert das
Chromatin in einem zentralen Bereich. Das Chromatin bildet einen dichten Knoten,
aus dem gepaarte und ungepaarte euchromatische Chromosomen in das
Nukleoplasma reichen. Der Nukleolus ist peripher lokalisiert und noch deutlich
erkennbar (Abb. 2-1c Pfeil).

d) Friihes Pachytin (Abb.3-1d): Der Knoten lockert sich und die Chromosomen breiten
sich im gesamten Nukleus aus. Die aus dem Knoten herausragenden Chromosomen
sind dicker und zeigen eine deutliche Doppelstruktur. Der Nukleolus ist nicht mehr
sichtbar. Als stark DAPI-positives Chromosomenende ist die NOR erkennbar (Abb.
2-1d Pfeil). Uber die starke terminale DAPI-Firbung kann dieses Bivalent als
Chromosomenpaar 1 identifiziert werden.

e) Pachytin (Abb. 3-le): In Antheren mit einer Linge von ca. 0,50-0,70 mm ist die
Assoziation und Paarung der homologen Chromosomen abgeschlossen. Die
Chromosomen sind vollstindig iiber den synaptonemalen Komplex verbunden. Der
Chromatinknoten ist aufgelost und individuelle Bivalente konnen identifiziert werden.
Jedes Bivalent hat pericentromerische und interkalare, stark DAPI-geféarbte
heterochromatische Regionen. Ein Pachytdnchromosom ist bei B. vulgaris 20-30-mal
langer als ein Metaphasechromosom der Mitose (nach Vermessung von sechs

Pachytinchromosomen von B. vulgaris).

2. Spite Prophase I
Die spite Prophase I ist charakterisiert durch Verkiirzung und zunehmende Kondensation der
Chromosomenpaare.

a-b) Frithes Diplotdn (Abb. 3-2ab): Der synaptonemale Komplex zwischen homologen
Chromosomen ist bis auf einige Verbindungsstellen aufgelost. Die Bivalente zeigen
eine ,,fransige* Struktur. Der Kern scheint durch einzelne Chromosomen ausgefiillt.

c) Spites Diplotin (Abb. 3-2c): In dem fadigen Netzwerk lassen sich zunehmend
diskreter werdende Bivalente erkennen. Die euchromatischen Chromosomenenden

erscheinen weiterhin dekondensiert.
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d) Diakinese (Abb. 3-2d): In den stark kondensierten Bivalenten sind
heterochromatische Blocke im pericentromerischen Bereich von euchromatischen
Regionen an den Chromosomentermini zu unterscheiden. Ringbivalente mit

Chiasmata in beiden Chromosomenarmen und Stabbivalente mit einem Chiasma sind

sichtbar.

Abb. 3: Charakterisierung der Meiosestadien von Pollenmutterzellen (PMC) aus jungen Beta-

Antheren nach DAPI-Firbung:

1. Die frilhe Prophase I ist durch Erkennung und Paarung der homologen Chromosomen
charakterisiert.
(a) Préleptotin, (b) Leptotédn, (c) Zygotén, (d) frithes Pachytin, (¢) Pachytin. Im Zygotén ist der
Nukleolus peripher lokalisiert (c Pfeil). Als stark DAPI-positives Chromosomenende ist die NOR
im frithen Pachytin erkennbar (d Pfeil).

2. Die spite Prophase I ist charakterisiert durch Verkiirzung und zunehmende Kondensation der
Chromosomenpaare.
(a-b) Friihes Diplotin, (c) spétes Diplotén, (d) Diakinese, (e) spate Diakinese

3. Die erste Teilungsphase ist durch Segregation homologer Chromosomen auf zwei haploiden
Kerne gekennzeichnet. (a) Metaphase I, (b) frithe Anaphase I, (¢) Telophase I, (d-e) Interkinese
(Prophase II).

4. Die zweite Teilungsphase ist durch die Trennung der Chromatiden -charakterisiert.
(a) Metaphase 11, (b) Anaphase 11, (c) Telophase II, (d) Tetrade, (¢) haploide Mikrosporen.
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e) Spite Diakinese (Abb. 3-2¢): Hetero- und euchromatische Regionen lassen sich nicht
mehr differenzieren. Das NOR-tragende Bivalent ist durch DAPI-Farbung nicht zu

identifizieren. Die Bivalente beginnen sich zentral zu gruppieren.

3. Erste Teilungsphase
Die erste Teilung ist durch die Segregation homologer Chromosomen auf zwei haploide
Kerne gekennzeichnet.
a) Metaphase I (Abb. 3-3a): Die maximal kondensierten Bivalente richten sich in der
Aquatorialebene des Spindelapparats aus.
b) Frithe Anaphase I (Abb. 3-3b): Die homologen Chromosomen weichen auseinander
und werden zu den Spindelpolen gezogen.
c) Telophase I (Abb. 3-3c): Zwei polare Gruppen von je neun stark kondensierten
Chromosomen sind zu erkennen.
d-e) Interkinese (Prophase II) (Abb. 3-3de): Neun partiell dekondensierte Chromosomen
mit stark DAPI-positiven Zentren und fiadigen Réindern liegen in zwei eng

benachbarten haploiden Kernen vor.

4. Zweite Teilungsphase
Die zweite Teilung ist durch die Trennung der Chromatiden charakterisiert.
a) Metaphase II (Abb. 3-4a): Zwei Gruppen von je neun stark kondensierten
Chromosomen sind in zwei eng benachbarten Kernen zu erkennen.
b) Anaphase II (Abb. 3-4b): Die Chromatiden trennen sich und bewegen sich auf die
Spindelpole zu.
c) Telophase II (Abb. 3-4c): Vier Gruppen mit je neun sich dekondensierenden
Chromatiden liegen vor.
d) Tetrade (Abb. 3-4d): Die neun Chromosomen dekondensieren und das Chromatin
zeigt die typische komplexe Struktur eines Interphasekerns.
e) (Abb. 3-4e) Aus den vier haploiden Interphasekernen bilden sich vier haploide
Mikrosporen.

3.1.3. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an gestreckten Chromatin-Fiaden

Das Auflosungsvermdgen der FISH an kondensierten Metaphasechromosomen ist limitiert
und eignet sich nicht zur Bestimmung kleinerer physikalischer Abstinde zwischen zwei
DNA-Sonden. Loci mit einem geringeren Abstand als 1 Mb sind optisch auf
Metaphasechromosomen nicht differenzierbar. Meiotische Chromosomen, insbesondere

Pachytédnchromosomen, sind weniger kondensiert, und Loci mit Abstdnden bis 50 kb konnen
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in pflanzlichem Material unterschieden werden (FLORIUN ef al., 1996; RAAP et al., 1996). Eine
nahezu lineare Auflosung chromosomaler Strukturen bieten gestreckte Chromatinfasern
(extended chromatin fibres, ECF), die eine direkte optische Feinkartierung physikalisch sehr
eng gekoppelter Sequenzen (Distanzen kleiner 1 kb) ermdglichen (FAN et al., 1990; FLORIN
et al., 1995; FRANSZ et al., 1996a).

Fiir die Praparation von gestreckten Chromatinfasern wurde eine Zellkernsuspension aus
jungem Blattgewebe hergestellt. Zwei bis drei Tropfen der Suspension (5x 10° Kerne pro
Milliliter) wurden entlang der kurzen Seite eines Objekttragers aufgetragen. AnschlieBend
erfolgte die Lyse der Kerne durch Zugabe eines ionischen Detergenz (0,5% SDS). Nach
Kippen des Objekttragers in einem Winkel von 30° bis 45° konnte der Tropfen mit den
lysierten Kernen langsam {iber den Objekttrager abflieBen. Dadurch wurde aus den Kernen
das Chromatin freigestetzt und entlang der Glasoberfldche gestreckt. An den entstandenen
Chromatinfaden 146t sich anschlieBend eine in situ-Hybridisierung mit DNA-Sonden
durchgefiihren. Dieses Verfahren der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an gestreckten

Chromatinfasern wird fibre-FISH bezeichnet.

Zundchst wurde die fibre-FISH mit DNA-Sonden fiir die repetitiv angeordnete ribosomale
DNA (pXVl1, pl8S; ITS: Kap.4.1.3) etabliert und die maximal detektierbare DNA-Ldnge

sowie die Spezifitit der Signale ermittelt und tiberpriift.

Die fiir die 5S rRNA und die 18S-5,8S-25S rRNA kodierenden Gene sind im pflanzlichen
Genom als Multigenfamilien organisiert. lThnen gemeinsam ist die Anordnung in
chromosomalen Blocken aus tandemartig angeordneten Einheiten, bestehend aus den
eigentlichen Genen sowie den intern transkribierten und intergenen Spacern mit
regulatorischen Sequenzen.

Der Klon pXV1, der die vollstindige Sequenz eines 5S rRNA-Gens und des intergenen
Spacers der Zuckerriibe enthélt, wurde auf Chromatinfiden aus B. vulgaris hybridisiert. Die
Lange der linear angeordneten Signale wurde in Bildfolgen mit bis zu 13 sich iiberlagernden
Fotographien, auf denen Signalpunkte {liber einem Bereich von ca. 800 um dokumentiert
wurden, ausgemessen. Die Lingenbestimmung der Signallinien wird durch Uberkreuzen oder
Ubereinanderlagerung der Signale erschwert bzw. verhindert. Am Beginn bzw. Endpunkt
einer Chromatinfaser ist die Fluoreszenzintensitét oft gering und die Signale sind diffus. Sehr
stark verkiirzte Signalfolgen werden durch gebrochene Chromatinfasern verursacht. Sie
wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen. Die zur Auswertung verwendeten Daten

stammen von separat lokalisierten Signalen, und die angegebenen Messwerte repriasentieren
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nur die Lange der eindeutig zusammenhéngenden Bereiche. Der Streckungsfaktor variierte in
verschiedenen Bereichen eines Préparates und zwischen den Priparaten, da die Lyse der
Kerne und die Streckung des Chromatins nicht homogen erfolgte. Die errechneten Werte
konnen daher nur Abschitzungen sein.

Linear angeordnete und nicht unterbrochene Hybridisierungssignale wurden iiber eine Lénge
von 260 £ 69 um (Mittelwert £ Standardabweichung; n = 22) detektiert. Einige Signallinien
(n=4) zeigten eine Léinge von ca. 600 + 20 pm. Eine Zusammenlagerung zweier
Chromatinfasern konnte diese langen Signalfolgen verursachen. Auszuschlieflen ist allerdings
nicht, dass durch vollstindige Lyse von Kernmembran und nukledrer Matrix sowie einer
optimalen FlieBgeschwindigkeit des freigestetzten Chromatins entlang des Objekttragers
iiberdurchschnittlich  lange = DNA-Fdden  entstanden sind. Diese auch in
Wiederholungsversuchen immer wieder zu beobachteten langen Signalfolgen konnten
demnach einen Hinweis auf die tatsédchliche Lange der 5S rRNA geben. Legt man den durch
FRANSZ et al. (1996a) bestimmten Streckungsfaktor von 3.27 kb/um zugrunde, so lassen sich
die tandemartig angeordneten 5S rRNA-Gene iiber eine Lange von 850 + 330 kb nachweisen,
wobei einige Daten auf eine mogliche Lénge von ca. 1900 kb hinweisen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Signale an Chromatinfasern iiber eine Lédnge von durchschnittlich
260 pum (850 kb) detektiert werden konnen. Gebrochene oder iibereinandergelagerte
Chromatinfdden, eine zu geringe Signalintensitdt oder eine verringerte Streckung des
Chromatins beeinflussen die Ergebnisse der fibre-FISH und begrenzen die
Einsatzmdglichkeiten der Methode. Die Analyse der Daten erfordert daher eine besonders
kritische Betrachtung der Spezifitit der Signale.

Die Spezifitit der durch fibre-FISH erzeugten Hybridisierungssignale wurde durch ein
Testsystem verifiziert. Durch die Hybridisierung von zwei eng benachbarten Fragmenten der
tandemartig angeordneten 18S-5,8S-25S rRNA-Gene wurden die detektierten Signalpunkte
auf den Chromatinfasern iiberpriift. Die notwendigen DNA-Sonden waren ein am 3 -Ende des
18S rRNA-Gens lokalisiertes genomisches Fragment und ein angrenzendes Fragment des
intern transkribierten Spacers (ITS). Das ITS-Fragment wurde durch PCR mit ITS-Primern
(ITS2 und ITS5, Kap.4.1.3) aus genomischer DNA der Zuckerriibe amplifiziert. Eine
erwartete alternierende Reihenfolge der Signale beider DNA-Sonden konnte entlang der
Chomatinfasern beobachtet werden (Abb. 4A). Dies bestitigte die Spezifitit der
Hybridisierungssignale und erlaubt den Einsatz dieses Verfahrens zur Genomanalyse der

Beta-Arten.
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Abb. 4: (A) FISH an gestreckten Chromatinfasern der Translokationslinie von B. vulgaris
(A906001): Doppelhybridisierung von zwei eng gekoppelten Sequenzen der tandemartig
angeordneten 18S-5,8S-25S rDNA zur Verifizierung der Spezifitit. Die Position der zu den
Hybridisierungssonden komplementiren chromosomalen Sequenzen sind im Schema eingezeichnet
(Digoxigenin-markierte ITS1- und Biotin-markierte 18S rDNA-Sequenz). Analog zur schematischen
Anordnung der Zielsequenz sind auf den Chromatinfasern alternierende rote und griine Signale
detektierbar.

(B-C) Physikalische Kartierung eines BAC-Klons: (B) DAPI-Firbung von auf Objekttragern
immobilisierten zirkuliren BAC-Molekiilen (Pfeile). (C) FISH an linearisierter BAC-Molekiile mit
Gesamt-BAC-DNA (griin, oben) und pTS5-Satellitenrepeat (rot, Mitte, Pfeilkopfe) als Sonde. Die
digitale Ubereinanderlagerung beider Hybridisierungsmuster (unten) verdeutlicht die Anordnung der
pTS5-Repeats entlang der Gesamt-BAC-DNA. Die Insertion besteht aus mehreren groBen pTSS5-
Repeatblocken.

3.1.4. Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an BAC-Molekiilen

Nach Einfiilhrung der fibre-FISH in die Beta-Genomanalyse wurden Experimente
durchgefiihrt, in denen BAC-Molekiile (bacterial artificial chromosomes) als
Hybridisierungstargets verwendet wurden. In unserer Arbeitsgruppe wurde eine BAC-Bank
aus der Linie PRO1 im Vektor pBeloBACI11 erstellt (GINDULLIS et al., 2001). Es stellte sich
die Frage, ob durch FISH die optische Kartierung ausgewdéhlter Sequenzen sowie die

Bestimmung ihrer Anordnung in der genomischen Insertion eines BAC-Klons mdglich ist.

Die Versuche wurden exemplarisch am BAC-Klon 406A8 durchgefiihrt. Der Klon wurde
durch Koloniehybridisierung mit dem Satelliten-Repeat pTS5 selektiert. Die BAC-DNA
wurde nach einem modifizierten Protokoll (GINDULLIS et al., 2001) mit dem Plasmid-Midi-
Kit (Qiagen) isoliert und iiber eine Qiagen-Tip100-Sdule gereinigt. Bei schonender Isolierung
bleibt die BAC-DNA, wie durch Pulsfeldgelelektrophorese nachweisbar war, weitgehend
intakt. In einem ersten Schritt wurden die BAC-Molekiile auf Poly-L-Lysin beschichtete
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Objekttrager immobilisiert. Die bei der Ausbreitung der DNA iiber den Objekttrager
wirkenden Scherkrifte verursachen Doppelstrangbriiche und die dadurch linearisierten BAC-
Molekiile werden gestreckt. Nach Fixierung und Wirmebehandlung wurden die Priparate
durch DAPI-Féarbung kontrolliert und fiir eine FISH-Analyse eingesetzt. Intakte zirkulédre
BAC-Molekiile, die auf ein sehr schonendes Préiparationverfahren hinweisen, wurden nach

DAPI-Féarbung auf den Préparat ebenfalls nachgewiesen (Abb. 4B Pfeile).

Fiir die FISH-Analyse wurde zunichst die DNA des gesamten BACs 406A8 mit Digoxigenin-
dUTP markiert und als Sonde eingesetzt. Dadurch wurden die Gesamtldnge der
Hybridisierungssignale des BACs mit der Groenbestimmung nach Pulsfeldgelelektrophorese
(130-140 kb) korreliert und ein Streckungsfaktor des gestreckten Chromatins errechnet. In
dem in Abb. 3C dargestellten Beispiel wurde ein Streckungsfaktor von 3,6 kb/um ermittelt.
Dieser Wert liegt nur gering iiber den fiir die Streckung von Chromatinfaden aus Zellkernen
errechneten Wert von 3,27 kb/um (FRANSZ et al., 1996a). Die BAC-Molekiile konnten etwas
weniger gestreckt werden, was wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Verfahren zur
Streckung der DNA zuriickzufiihren ist. Die Streckung der BAC-Molekiile erfolgte sehr
schonend durch Ziehen eines Deckgldschen iiber den mit der DNA-LOsung benetzten
Objekttrager. Die Chromatinfiden wurden durch HerabflieBen eines Fliissigkeitstropfen

entlang des Objekttragers gestreckt.

Die vorangegangene molekulare Charakterisierung hatte ergeben, dass grof3e Abschnitte des
BACs 406A8 aus pTS5-Satelliten-DNA bestehen (F. GINDULLIS, pers. Mitteilung). Um die
Grofle dieser Regionen zu ermitteln, wurden die Prdparate simultan mit der Gesamt-BAC-
Sonde und einer diffentiell markierten pTS5-Sequenz hybridisiert. Die Gesamt-BAC-Sonde
markiert das vollstindige BAC-Molekiil in lokal variierender Intensitit. Die detektierten
pTS5-Satellitenarrays sind mehrfach unterbrochen. Die Insertion besteht aus mehreren grof3en
pTS5-Repeatblocken, zwischen denen nicht homologe Sequenzen lokalisiert sind. Der grofite

pTS5-Satellitenblock hat eine Lange von rund 28 kb (Abb. 4C).

Die Ergebnisse zeigen, dass durch mikroskopische Analyse der genomischen DNA der BACs
die Organisation von eng gekoppelten Sequenzen ermittelt und eine Léngenabschétzung
durchgefiihrt werden kann. Hochauflosende Verfahren der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
konnen zur physikalische Kartierung von BAC-Klonen eingesetzt werden und somit

wesentlich zur Genomkartierung der Beta-Arten beitragen.
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3.2. Analyse der Genomstruktur der Zuckerriibe Beta vulgaris durch Fluoreszenz-in

situ-Hybridisierung

Eine genaue Kenntnis der Genomorganisation der Zuckerriiben B. vulgaris ist Voraussetzung
fir die Untersuchungen von durch interspezifische Kreuzungen entstandenen
Zuckerriibenhybride. Fiir vergleichende Analysen von Hybridgenomen (z.B. monosomen
Additionslinien oder Fragmentadditionslinien) sind strukturelle Untersuchungen der
Elterngenome notwendig. Ein Modell der Chromosomenstrukur, das die Loci und die
Organisation der filir B. wulgaris charakterisierten Sequenzfamilien entlang eines
Chromosomes darstellt, wurde von SCHMIDT & HESLOP-HARRISON (1998) entwickelt. Jedoch
musste in einem schematisierten Chromosomenstrukturmodell unberiicksichtigt bleiben, dass
repetitive  Sequenzen auf einzelnen Chromosomen in stark unterschiedlichen
Amplifikationsgraden vorliegen. Eine variierende Anzahl von Repeatkopien auf den
Chromosomen fiihrt bei einem Nachweis durch FISH zu einer chromosomenspezifische
Signalverteilung. Um Maoglichkeiten der Identifizierung von Chromosomen im B. vulgaris-
Genom  durch  Fluoreszenz-in  situ-Hybridisierung  zu  iberpriifen, = wurden
Hybridisierungsmuster von nicht-homologen repetitiven DNA-Sequenzen durch multi-colour
FISH miteinander kombiniert und analysiert. Die Ergebnisse, die zu einer Differenzierung
von B. vulgaris-Chromosomen beitrugen, werden in Kapitel 3.2.1. dargestellt. Fiir die
Karyotypanalyse wurden repetitive Sequenzen auf mitotischen Metaphasechromosomen und
langgestreckten ~Pachytdnchromosomen lokalisiert. Die Lokalisierung und genaue
Positionierung eng benachbarter DNA-Sequenzen auf Pachytinchromosomen erlaubt die
Erstellung einer Feinstruktur des Chromosomenmodells. Um eine exakte Bestimmung der
Chromosomenstadien zu gewdhrleisten, wurde das Verhalten der Befa-Chromosomen in der
frithen Meiose analysiert (Kap.3.2.2.).

Weiterhin kann das Chromosomenmodell durch eine genaue Untersuchung funktionell
wichtiger Chromosomenabschnitte vervollstindigt werden. Dies ist durch in situ-
Hybridisierung an gestreckten Chromatinfdden (fibre-FISH) moglich. Die Anordnung
repetitiver Sequenzen in terminalen Chromosomenregionen von B. vulgaris wurde durch

Hybridisierung an gestreckte Chromatinfasern ermittelt (Kap.3.2.3.).

3.2.1. Identifizierung von Chromosomen durch das Hybridisierungsmuster repetitiver

Sequenzen

Die Chromosomen der Zuckerriibe sind relativ klein und morphologisch sehr dhnlich. Eine

Identifizierung individueller Chromosomen durch klassische cytologische Farbetechniken
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(z.B. C- und G-Banding) fiihrte bisher nicht zu einem eindeutigen Standardkaryogramm der
Metaphasechromosomen von B. vulgaris. Idiogramme der Zuckerriibe, die z.B. an
Metaphasechromosomen (BOSEMARK & BORMOTOV, 1971), Prometaphasechromosomen
(LOPTIEN, 1985), Pachytinchromosomen (NAKAMURA & TSUCHIYA, 1982; DE JONG, 1981)
oder an haploiden Pflanzen (CISTUE et al., 1985) durch Analyse der Chromomerenmuster und
Langenmessungen erstellt wurden, erwiesen sich fiir eine Identifizierung individueller
Chromosomen nicht brauchbar. Die Karyotypanalyse wird erschwert durch grofe Variationen
der totalen chromosomalen Lédngen, der Verhiltnisse der Armlidngen zueinander oder der
Verteilung von Hetero- und Euchromatin in verschiedenen Fixierungen (variierender
Kondensationgrad der Chromosomen) oder Prdparationen (unterschiedlich starke Spreitung).
Die absoluten Chromosomenlédngen in B. vulgaris unterscheiden sich bei sehr stark
kondensierten Chromosomen kaum. Bei dekondensierten Chromosomen behindern
Verkriimmungen und Uberschneidungen der Chromosomenarme die Lingenmessungen. Die
distalen euchromatischen und schwach DAPI-gefarbten Regionen und die hdufig V-formig

auseinanderragenden Chromatiden verursachen ebenfalls Fehler bei der Langenbestimmung.

Die Ermittlung der totalen chromosomalen Lingen und Armldngenrelationen (q/p: q: langer
Arm; p: kurzer Arm) der B. vulgaris-Chromosomen wurde mit Hilfe des
Langenmessprogramms fiir Chromosomen ,Micro Measure 3.3 (REEVES, 2001)
durchgefiihrt und bestétigte 18 relativ gleichlange, metazentrische Chromosomen im
Zuckerriibengenom. Es wurden Metaphasen mit sehr unterschiedlichen Kondensationsgraden
der Chromosomen ausgewertet. Um Messfehler auszuschlieBen wurden Doppel- bzw.
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.. Die chromosomalen Léngen variierten 8% um den
Mittelwert aller Chromosomenlidngen in einer Metaphase. Das Verhéltnis der Armlidnge
betrug 1,22 + 0,11 (Mittelwert + Standardabweichung; n = 378) bei einer mittleren
Abweichung von = 0,08. Alle B. vulgaris Chromosomen besitzen eine Centromerposition

innerhalb der medianen Region (mediane Region: q/p>1,0-1,7 nach TRAUT, 1991).

Da die Grenzen der schwach DAPI-gefarbten Chromosomenenden wie oben erwihnt schwer
detektierbar sind und wéhrend der Betrachtung im Mikroskop unter UV-Bestrahlung schnell
verblassen (fading), wurden die Chromosomenenden mit einer heterologen Telomersonde
(pLT11) aus A. thaliana durch FISH markiert (RICHARDS & AUSUBEL, 1988). Fiir die exakte
Berechnung der Armlingenrelationen wurde simultan die Centromerposition mit dem
pericentromerisch lokalisierten BamHI-Satellitenrepeat pBV1 detektiert. Durch Markierung
der Centromere und Telomere sollten Fehler der Langenbestimmung reduziert und eventuelle

Léangendifferenzen der Chromosomen aufgedeckt werden. Allerdings wurden ebenfalls nur 18
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relativ gleichlange, metazentrische Chromosomen im Zuckerriibenchromosom nachgewiesen.

Bestétigt wurde daher die exakte Messung der DAPI-gefarbten Chromosomen.

Eine individuelle Markierung und Identifizierung von Chromosomenpaaren war durch Einsatz
von chromosomenspezifisch hybridisierenden DNA-Sonden in der Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung moglich. Durch den Nachweis der ribosomalen Gene konnten einzelne
Chromosomenpaare erfolgreich identifiziert werden (SCHMIDT et al., 1994). In B. vulgaris
sind die Gene fiir die 5S rRNA centromernah auf dem kurzen Arm eines Chromosomenpaares
angeordnet. Es war moglich, Chromosom 4 von B. vulgaris durch in situ-Hybridisierung einer
5S rRNA-Sonde zu identifizieren (SCHONDELMAIER et al., 1997). Die 18S-5,8S-25S rRNA-
Gensequenzen sind terminal auf Chromosom 1 von B. vulgaris lokalisiert.
Lichtmikroskopisch ist Chromosom 1 durch das Vorhandensein einer sekundéren
Einschniirung in qualitativ guten Chromosomenstadien ohne spezifische Markierung
erkennbar. Durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mit einer heterologen DNA-Sonde aus
Weizen (pTA71, GERLACH & BEDROCK, 1979) konnte Chromosom 1 im Interphase- und
Metaphasekern eindeutig lokalisiert (Abb. 2B) (SCHMIDT et al., 1994).

Damit sind Chromosom 1 und Chromosom 4 durch in situ-Hybridisierung mit rDNA-Sonden
identifizierbar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Hybridisierungsmuster der in
Tab.5 aufgefiihrten repetitiven Sequenzen an Chromosomen von B. vulgaris untersucht.
Chromosomenspezifische Signalmotive sollten durch Vergleich mitotischer und meiotischer
Chromosomen, sowie multi-colour FISH und Rehybridisierung von Chromosomenpréparaten

aufgezeigt werden.
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Tab. 5: DNA-Sonden, die fiir die Identifizierung von B. vulgaris-Chromosomen eingesetzt wurden.

DNA-Sonde |Zielsequenz Referenz
18S-5,8S-25S rRNA-Gene; terminal auf GERLACH & BEDROCK,
pTAT71 Chromosom 1 von B. vulgaris 1979

5S rRNA-Gene; pericentromerisch auf

pXV1 Chromosom 4 von B. vulgaris SCHMIDT et al., 1994

pEV1 interkalares Satellitenrepeat in B. vulgaris SCHMIDT et al., 1998
pericentromerisches Satellitenrepeat in SCHMIDT & METZLAFF,

pBVI B. vulgaris 1991

pAV34 subtelomerisches Satellitenrepeat aus JANSEN, 1999

B. corolliflora

pAN163 interkalares Satellitenrepeat aus B. corolliflora | JANSEN, 1999

Das EcoRI-Satellitenrepeat pEV1 ist in unterschiedlichen Amplifikationsgraden auf den
Chromosomen lokalisiert. Nach Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung des pEV1-Repeats
wurden Signale unterschiedlicher Intensitit auf den Chromosomen detektiert. Die Analyse der
pEVI1-Hybridisierungssignale auf Chromosomen von drei mitotischen Metaphasen (Abb.
5A,B und C) und zwei dekondensierten meiotischen Pachytdnstadien (Abb. 5D-E) fiihrte zu
einer Differenzierung zwischen Chromosomen. Sowohl die chromosomale Position, als auch
die unterschiedliche Intensitdt und die Anzahl der Signale ermoglichte eine Zuordnung der 18

Chromosomen von B. vulgaris in vier Gruppen, die I bis IV bezeichnet wurden.
Gruppe I (Abb. 51):

Auf je sechs Metaphasechromosomen und je drei Pachytinchromosomen wurden starke
pEVI1-Signale auf beiden Chromosomenarmen detektiert. Die stark kondensierten
Metaphasechromosomen (Abb. 51 Ma, Mg und Mc) zeigen eng benachbarte, starke Signale
(rote Floureszenz). Die Hybridisierungsmuster der drei Pachytdnchromosomen (Abb.51 Pp,
und Pg) lassen erkennen, dass auf beiden Chromosomenarmen zwei Blocke des
Satellitenrepeats (Abb. 5I Pp: griine Fluoreszenz, Abb. 51 Pg: rote Fluoreszenz) im
interkalaren Heterochromatin vorliegen (stark DAPI-gefarbte Chromosomenregionen;

Abb. 5SI Pp und Abb. 5IPg: blaue Fluoreszenz: jeweils unterhalb der hybridisierten
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Chromosomen dargestellt). Pericentromerisches Heterochromatin wurde dagegen durch

pEV1 nicht markiert.
Gruppe II (Abb. 51I):

Deutliche Hybridisierungssignale des EcoRI-Satelliten auf einem Chromosomenarm und
wenige, sehr schlecht detektierbare Repeatkopien auf dem anderen Arm kennzeichneten
zwel Chromosomenpaare. Auf je vier Chromosomen der Metaphasen Ma, Mg und Mc la63t
sich jeweils ein Signal auf jeden Chromosomenarm erkennen. Signale auf dem
Pachytinchromosomen in Abb. 5II Pg (rote Fluoreszenz) zeigen zwei eng benachbarte
Satellitenblocke je Chromosomenarm. An den Pachytinchromosomen in Abb. 5II Pp
(grine Fluoreszenz), die stirker kondensiert vorlagen, wurde wiederum nur ein starkes
Signal je Arm detektiert. Dies zeigt, dass beide Satellitenblocke sehr eng benachbart
vorliegen und eine Differenzierung nur an stark dekondensierten Chromosomen moglich

ist.
Gruppe IIT (Abb. 511II):

Ein Chromosomenpaar wurde dadurch charakterisiert, dass deutlich erkennbaren pEV1-
Signale auf den beiden Chromosomenarmen mit sehr unterschiedlicher
Fluoreszenzintensitdt zu beobachten waren. Im Gegensatz zu den Chromosomen der
Gruppe II, die auch eine assymmetrische Verteilung der Satellitenrepeats auf den
Chromosomenarmen aufweisen, ist in Gruppe III das schwéchere Signal immer deutlich
detektierbar. Durch die Hybridisierung an den Pachytinchromosom in Abb. SIII Pg (rote
Fluoreszenz) wird ein weiterer Unterschied zu Gruppe II-Chromosomen deutlich. Zwei
eng benachbarte grofle pEV1-Satellitenblocke auf einem Chromosomenarm und ein grof3er
Satellitenblock auf dem anderen Arm waren zu erkennen. Auf den Chromosomen der
Gruppe II dagegen wurden zwei groBe und zwei kleine Satelliten-Blocke detektiert

(Abb. 5II Pg, rote Fluoreszenz).
Gruppe IV(Abb. 51V):

Schwache Signale auf beiden Chromosomenarmen, die meist ebenfalls eine
unterschiedliche Signalintensitdt aufwiesen, besalen drei weitere Chromosomenpaare. Die
Intensitdt der Signale dieser sechs Metaphasechromosomen (Abb 51V M, Mg und M)
variiert je nach Priparat. Die Permeabilitdt der Praparate und damit der Zugang der DNA-
Sonde zur Chromosomen-DNA scheint die Hybridisierung an die kleineren pEV1-
Satelliten-Blocke der Chromosomen aus Gruppe IV stark zu beeinflussen. An den drei

Pachytinchromosomen (Abb. 5IV Pp und Pg) sind die Hybridisierungssignale nur schwach
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detektierbar. Die Chromosomen der Gruppe IV sind eindeutig von den Chromosomen der
anderen Gruppen differenzierbar. Chromosomenpaare innerhalb der Gruppe sind allerdings

nicht zweifelsfrei identifizierbar.

Abb. 5: Hybridisierungsmuster des interkalaren EcoRI-Satelliten pEV1 auf Chromosomen der
Metaphase (A-C rot) und des Pachytinstadium (D griin, E rot). Auf den Pachytinchromosomen
wurde simultan die 5S rDNA (D gelb) mit einer biotinmarkierten Sonde (pXV1, orange, Pfeil)
lokalisiert. Weiterhin wurde zur Verifizierung der Centromerposition der BamHI-Satellit pBV1
(E griin) als Sonde eingesetzt. Der pBV1-Satellit ist pericentromerisch und demnach zwischen
beiden EcoRI-Satellitenblocken (rot) lokalisiert.

In D und E sind jeweils rechts die DAPI gefarbten Chromosomen abgebildet.

[Die Darstellung der Metaphasen A-C erfolgte im ,,LAYER/COLOR* Modus (Photoshop)].

Einteilung der Chromosomen in die Gruppen I-1V:

Die Chromosomen, der oben dargestellten Metaphasen aus A, B und C (M4, Mg und Mc) und den
Pachyténstadien E und D (Pp und Pg), wurden nach ihren pEV1-Hybridisierungssignalmustern den
vier Gruppen I, II, III und VI zugeordnet. Die Kriterien fiir die Gruppenzuordnung waren:
I - starke Signale auf beiden Armen; II - ein sehr schwaches und ein starkes Signal je
Chromosomenarm; III - deutliche, aber unterschiedlich starke Signale auf beiden Armen;
IV - schwache Signalintensitdten auf beiden Armen.

Die Nummerierung der Metaphasechromosomen kennzeichnet jeweils nur ihre Position in den
oberen Abbildungen A-C.

In Pp und Pg wurden jeweils die DAPI-gefarbten Chromosomen unterhalb der
Hybridisierungsmuster dargestellt. Die Hybridisierung der pEV1 und pBVI1-Sonde in den
heterochromatischen Regionen ist zu erkennen.
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Multi-colour FISH und die Rehybridisierung (nicht dargestellt) der Préaparate mit den rDNA-
Genen zeigte, dass die Chromosomen, welche die ribosomalen Gene tragen (Chromosom 1
und 4), durch starke pEV1-Signale charakterisiert und der Gruppe I zuzuordnen waren. An
den Pachytinchromosomen aus Abb. 5D wurde die 5S rDNA durch ein orange-rotes
Hybridisierungssignal detektiert (DNA-Sonde: pXV1). Die Rehybridisierung der 18S-5,8S-
25S rDNA (DNA-Sonde: pTA71) an Metaphasechromosomen ist in Abb. 6A (rechts, griine

Fluoreszenz) dargestellt.

Nach pEV1-in situ Hybridisierung und Einteilung in die oben beschriebenen Gruppen zeigte
die Rehybridisierung mit der subtelomerischen Satellitensequenz pAV34 an den Armen des
Chromosoms der Gruppe III stark unterschiedliche Signale (Abb. 6B III). Auf einem
Chromosomenarm ist eine grofle Anzahl von subtelomerischen Repeats lokalisiert, wihrend
am anderen Chromosomenarm nur wenige Repeatkopien vorhanden sind. Weiterhin liessen
sich die beiden Chromosomenpaare der Gruppe II durch die Signalintensitit des
subterminalen  Satelliten differenzieren. Ein Chromosompaar zeigte auf beiden
Chromosomenenden ein deutliches Signal auf beiden Chromatiden (Abb. 6B II Pfeil). Auf
dem zweiten Chromosomenpaar der Gruppe Il konnten nur an einem Chromosomenende
subtelomerische Repeats detektiert werden (Abb. 6B II Pfeilkopf). Durch simultane in situ-
Hybridisierung des interkalaren Satellitenrepeats pEV1 und des subtelomerischen Satelliten
pAV34 ist demnach eine weitere Unterscheidung der zwei Chromosomenpaaren der Gruppen

II moglich.

Weitere repetitive Sequenzen, die in unterschiedlicher Kopienzahl auf den Chromosomen
lokalisiert sind, wie zB. der Apal- bzw. Rsal-Satellit pAN136, zeigten
Hybridisierungsmuster, die auf eine Repeatverteilung dhnlich des pEV1-Satelliten schlieen
lieBen. Auf 4-6 Chromosomen, die durch eine hohe Kopienanzahl des pEV1 gekennzeichnet
waren, wurden relativ starke Hybridisierungssignale detektiert, wihrend schwache Signale auf
den {tbrigen, noch nicht eindeutig identifizierbaren Chromosomen nachgewiesen wurden.
Eine Identifizierung weiterer Chromosomen war deshalb durch das Satellitenrepeat pAN136

nicht moglich (Abb. 6C).

Der centromernah lokalisierte BamHI-Satellit pBV1 liegt ebenfalls in unterschiedlicher
Amplifikation auf den Chromosomen vor. Vier Chromosomenpaare zeigen starke
Hybridisierungssignale. Ein bis zwei Chromosomenpaare zeigen starke bis mittelstarke
Signale, wihrend 3-4 Paare durch schwache Signale charakterisiert sind (Abb. SE griin; Abb.
6D griin). Nach Doppelhybridisierung des BamHI- und des EcoRI-Satellitenrepeats an
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Pachytdnchromosomen wurde gezeigt, dass drei Chromosomenpaare mit starken Signalen der
Gruppe I (Abb. 51 Pg) zuzuordnen sind. Zu den Chromosomen der Gruppe I gehort auch das
Chromosomenpaar 1 und 4, die durch die chromosomale Lokalisierung ribosomalen DNA
identifiziert wurden (Abb. 6C: 18S-5,8S-25SrRNA, griine Fluoreszenz; Abb. 51 Pp: SSTRNA,
gelbe Fluoreszenz). Auf Chromosomen mit geringer Kopienzahl des EcoRI-Satelliten sind
auch nur geringe Kopienzahlen des BamHI-Satelliten durch schwache pericentromerische

Hybridisierungssignale nachweisbar (Abb. 5E, griin).
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I II I 1A

- EcoRI-Satelliten-DNA (pEV1) D 5S rDNA (pXV1) D BamHI-Satelliten-DNA (pBV1)
o 18S-5,8S-25S rDNA (pTa7l) | Apal-Satelliten-DNA — Apal-Satelliten-DNA (pAN163)
(pAV34)

Abb. 6: Karyotypanalyse von B. vulgaris durch Kombination der Hybridisierungsmuster
repetitiver Sequenzen:

(A-C) Multi-colour FISH des interkalaren EcoRI-Satellitenrepeats pEV1 (A-C links, rot). Simultane
Hybridisierung einer DNA-Sonde fiir die 18S-5,85-25S rDNA (pTA71) (A rechts Pfeile, griin), des
subtelomerisch lokalisierten Apal-Satelliten pAV34 (B rechts, griin) oder des interkalaren Apal-
Satelliten pAN136 (C rechts, griin).

In (B) wurden die Chromosomen der Gruppen II und III gekennzeichnet. Nach in situ-Hybridisierung
des pAV34-Repeats sind die Chromosonen der Gruppe Il unterscheidbar. pAV34-Satellitenrepeats
konnten auf einem Chromosomenpaar an beiden Armen (Pfeile) und an dem anderen
Chromosomenpaar nur an einem Chromosomenarm (Pfeilkopf) nachgewiesen werden (B rechts).

(D) FISH mit der BamHI-Satelliten-DNA pBV1 (links, griin) und dem 18S-5,8S-25S rDNA-Sequenz
pTAT71 (rechts, rot, Pfeile) als Sonde.

(E) Schematische Darstellung der Loci der verschiedenen Repeats auf den 9 Chromosomen von
B. vulgaris
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Eine Zusammenstellung aller oben beschriebenen Ergebnisse zeigt die schematische
Abbildung 6, in der die chromosomale Verteilung der untersuchten Repeats dargestellt wurde
(Abb. 6E). Die drei Chromosomen aus Gruppe I sind durch starke pEV1-Signale auf beiden
Chromosomenarmen gekennzeichnet und lassen sich durch die Loci der ribosomalen Gene
unterscheiden. Beide Chromosomen aus Gruppe Il zeigen eine stark assymmetrische pEV1-
Repeatverteilung auf den Chromosomenarmen. Sie koénnen durch Hybridisierung des
subtelomerischen Satelliten pAV34 voneinander differenziert werden. An einem
Chromosomenpaar aus Gruppe II sind in beiden terminalen Chromosomenbereichen pAV34-
Repeats nachweisbar. An nur einem Chromosomenende lassen sich dagegen die pAV34-
Repeats am zweiten Chromosom der Gruppe II detektieren. Das Chromosom aus Gruppe 111
ist nach in situ-Hybridisierung des pEV1 durch die deutliche und assymmetrisch
angeordneten Signale auf den Chromosomenarmen erkennbar. Durch die Kombination der
Hybridisierungsmuster in mitotischen und meiotischen Chromosomen lassen sich insgesamt
sechs Chromosomenpaare differenzieren. Die drei weiteren bisher nicht unterscheidbaren
Chromosomenpaare mit schwachen pEVI1-Signalen wurden in einer Gruppe (IV)

zusammengefaft

3.2.2. Lokalisierung repetitiver Sequenzen auf Chromosomen der meiotischen

Prophase I

Vergleichende Betrachtungen der Hybridisierungsmuster von pericentromerischen und
interkalaren DNA-Sonden an mitotischen und meiotischen Chromosomen (Kap.3.2.1)
demonstrierte das hohe Auflosungsvermdgen der FISH an meiotischen Chromosomen.
Pachytinchromosomen erlauben aufgrund ihres geringen Kondensationgrades eine
physikalische Kartierung eng benachbarter Sequenzen. Im Pachytin sind homologe
Chromosomen vollstindig gepaart, wodurch nach in sifu-Hybridisierung nur die halbe Anzahl
der im Genom vorhandenen Loci als Signal nachweisbar ist. Deshalb ist fiir die
Quantifizierung der Hybridisierungssignale eine zweifelsfreie = Abgrenzung des
Pachytinstadium von vorangehenden und nachfolgenden Teilungsstadien zwingend
notwendig. Weiterhin ist flir die chromosomale Positionierung der DNA-Sonden die Lage und
Ausrichtung der langgestreckten, sich oft {iberlagernden Prophase-I-Chromosomen im
Nukleus notwendig. Durch Lokalisierung von pericentromerischen, interkalaren und
telomerischen ~Chromosomenregionen im Zellkern wurde daher die komplexe
Chromatinstruktur der ersten meiotischen Stadien, iiber die bisher wenig bekannt ist,

untersucht.
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Eine vollstindige Paarung homologer Chromosomen im Pachytinstadium wurde durch
Detektion der Gene der 5S rRNA bestitigt. Die 5S rDNA ist centromernah auf dem kurzen
Arm des Chromosomenpaares 4 angeordnet (SCHMIDT et al., 1994; SCHONDELMAIER et al.,
1997). Es war zu beobachten, dass im Gegensatz zum Zygotéin- und frithen Pachytidnstadien
(Abb. 7A), in denen zwei benachbarte kleine Signale detektiert wurden, im Pachytdnstadium
nur ein starkes Hybridisierungsort nachgewiesen wurde (Abb. 7B). In der nachfolgenden
Diakinese werden die centromernahen Abschnitte der Chromosomen getrennt und es wurden

wiederum zwei Signale auf einem Bivalent detektiert (Abb. 7C).

Abb. 7: (A-C) Paarung homologer Chromosomen in der Prophase I: Die pericentromerische
Region auf Chromosomenpaar 4 von Beta vulgaris wurden durch Detektion der 5S rRNA-Gene (rote
Fluoreszenz) in frithen meiotischen Stadien lokalisiert. Die Assoziation im spiten Zygotin (A), die
Paarung im Pachytdn (B) und die partielle Trennung der beiden homologen Chromosomen in der
Diakinese (C) sind zu beobachten.

(D-G) Identifizierung der heterochromatischen Regionen im meiotischen Prophase-I-Nukleus:
Doppelhybridisierung mit dem pericentromerischen BamHI-Satellitenrepeat pBV1 (griin) und dem
interkalar lokalisierten EcoRI-Satellitenrepeat pEV1 (rot) auf Chromosomen des Leptotins
(D), frithen Zygotins (E), Pachytdns (F) und friihen Diploténs (G). Nebeneinander dargestellt ist
jeweils der Nukleus nach DAPI-Firbung, das Hybridisierungsmuster und eine Uberlagerung von
DAPI-Farbung und Fluoreszenzsignalen. (F, Pfeile) Stark DAPI-gefarbte Bereiche, die nicht durch die
Satelliten-Sonden markiert wurden. (G, Pfeil) Ein zentral lokalisierter pBV1-Satellitenblock wird
durch pEV1-Blocke flankiert.
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Neben der centromernah lokalisierten 5S tDNA wurden Repeatblocke zweier
Satellitenfamilien im Prophase-I-Nukleus lokalisiert. Durch FISH mit DNA-Sonden des
interkalaren EcoRI-Satellitenrepeats pEV1 und des centromernahen BamHI-Satellitenrepeats
pBV1 konnten nahezu alle stark DAPI-gefarbten Regionen markiert werden (Abb. 7D-G). In
den relativ undifferenzierten Chromatinstrukturen des Leptotdns (Abb. 7D) waren lédngliche
Signale erkennbar, die weniger kondensierte Abschnitte der DNA reprédsentieren. In den
folgenden Stadien war eine paarweise Anordnung der interkalaren und pericentromerischen
Signale zu beobachten (nicht dargestellt). Die diskreteren Signale verdeutlichten eine
zunehmende Kondensierung der Chromosomen. Im frithen Zygotédn (Abb. 7E) gruppieren
sich die Satellitenregionen zentral und eng gepackt in einem Chromatinknoten. Der Knoten
lockerte sich im Pachytén (Abb. 7F) auf und die heterochromatischen Zentren verteilten sich
wieder iber den gesamten Nukleus. Die Organisation der interkalaren und
pericentromerischen Satelliten auf einzelnen Bivalenten war zu erkennen. Zentrale
Hybridisierungssignale der pBV1-Sonde wurden durch pEV1-Signale flankiert, wobei der
Abstand der Satellitenblocke voneinander unerwartet gering war. Die centromerische Region
schien stirker kondensiert als die terminalen Chromosomenregionen.

Im Ubergang zum Diplotinstadium (Abb. 7G) trennten sich die Bivalente und blieben nur
iiber terminale Chromosomenabschnitte verbunden. In den nachfolgenden Stadien der
Diakinese und Metaphase I lagen die Bivalente sehr stark kondensiert vor und eine simultane
chromosomale Lokalisierung beider Satellitensequenzen fiithrte zu nicht differenzierbaren
Signalen (nicht dargestellt).

Ergéinzend wurde in den Stadien der meiotischen Prophase 1 die Ausrichtung der
Chromosomenenden untersucht. Nach Hybridisierung der Telomersonde pLTI11 aus
A. thaliana (RICHARDS & AUSUBEL, 1988) und der Sonde pTA71 fiir die terminal auf
Chromosom 1 lokalisierte 18S-5,8S-25S rDNA (GERLACH & BEDROCK, 1979), die mit dem
Nukleolus assoziiert ist, wurden die terminalen Chromosomenregionen in der Meiose
lokalisiert. Im frithen Leptotin waren die Hybridisierungssignale {iber den gesamten Nukleus
verteilt. Teils paarweise angeordnete Signale deuteten an, dass terminale Bereiche homologer
Chromosomen eng nebeneinander lokalisiert waren (Abb. 8B). Eine Anhdufung der
Hybridisierungsorte in diskreten Bereichen oder entlang der Kernmembran wurde nicht
beobachtet. Aufgrund der vorliegenden Daten kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
dass eine Assoziation in distinkten Doménen entlang der Kernmembran erfolgte. Zu bedenken
ist, dass die dreidimensionalen Kernstruktur durch die Chromosomenpriparation

zwangsldufig zerstort wurde und nur eine zweidimensionale Darstellung der Ergebnisse
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moglich war. Die rdumliche Anordnung der Chromosomenenden kann daher nicht eindeutig
wiedergegeben werden.

Der Nukleolus mit der 18S-5,8S-25S rDNA ist zentral lokalisiert. Im Chromatinknoten des
Zygotanstadiums wurden die Chromosomenenden und die 18S-5,8S-25S rDNA peripher und
nur auf einer Seite detektiert. Dies deutet auf eine Polarisierung der Chromosomenenden im

Zygotanstadium hin (Abb. 8B und C).

Durch die Ergebnisse der in situ-Hybridisierungen, die in Abb. 8C dargestellt sind, wurde
erstmals nachgewiesen, dass die Arme des rDNA-tragenden Chromosom 1 durch Telomere
abgeschlossen werden (Abb. 8B und C, Pfeile). In Studien an mitotischen Chromosomen
konnten telomerischen Repeats terminal der ribosomalen rDNA bisher nicht lokalisiert
werden. Nur das hohe Auflésungsvermodgen der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an
meiotischen Chromosomen erlaubt, die eng benachbarten Sequenzen simultan zu detektieren.
Im Leptotdnstadium wurden Telomere und rDNA im peripheren Bereich des Nukleolus
kolokalisiert. Im Zygotin ragen die rDNA-tragenden Chromosomenenden aus dem
Chromatinknoten heraus. In terminaler Position wurden auf beiden Chromosomen die
telomerischen Repeats eindeutig nachgewiesen, wahrend proximal die rRNA-Gene durch

zwei langezogene starke Signale detektiert werden konnte. Dies zeigt eindeutig, dass

telomerische Sequenzen distal der ribosomalen rDNA lokalisiert sind.

Abb. 8: Lokalisierung terminaler Chromosomenregionen wihrend der frithen Meiose: Die
terminalen Abschnitt der B. vulgaris-Chromosomen wurden mit der Telomer-Sonde pLT11 (griin) und
der DNA-Sonde pTA71 (rot), welche die 18S-5,8S-25S rRNA-Gene detektiert, im Kern von
B. vulgaris lokalisiert. DAPI-Farbung der PMC (A), Detektion der Digoxigenin-markierten Sonde
pLT11 (B griin) und der Biotin-markierten 18S-5,85-25S rRNA-Gene (C rot). Paarweise Verteilung
der Signale im Leptotén (links unten). Ausrichtung der Chromosomenenden zu einer Seite im Zygotin
(rechts oben).

Signale der Telomer-Sonde pLT11 sind terminal an den rDNA-tragenden Chromosomen zu erkennen
(B + C, Pfeil).

Durch die ausfiihrliche und genaue Betrachtung der ersten meiotischen Stadien mit

komplexen Chromatinstrukturen (Leptotdn, Zygotdn mit Chromatinknoten, frithes Diplotin)
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wurde das Verhalten, d.h. insbesondere die Assoziation und Paarung homologer Beta-
Chromosomen aufgezeigt. Durch FISH mit centromerisch, interkalar und telomerisch
lokalisierten DNA-Sequenzen wurde die Ausrichtung der Chromosomen im Nukleus der

frithen meiotischen Stadien verdeutlicht.

Durch diese Studien wurde die Voraussetzung fiir eine bessere chromosomale Abgrenzung
und Quantifizierungen von FISH-Signalen an Chromosomen der frithen meiotischen Stadien
geschaffen. Frithe meiotische Chromosomenstadien sind durch ihre relativ dekondensierte
DNA besonders fiir die Lokalisierung von eng benachbarten DNA-Sonden geeignet. Wichtige
Grundlagen fiir die physikalische Feinkartierung der Chromosomen von B. vulgaris durch

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung konnten erarbeitet werden.

3.2.3. Physikalische Feinkartierung und Vermessung terminaler Chromosomen-

regionen durch fibre-FISH

Fir die physikalische Feinkartierung der Chromosomenenden in B. vulgaris wurde die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an Chromatinfasern durchgefiihrt. Den &dufleren Abschluss
der Chromosomen bilden Wiederholungen stark konservierter Telomersequenzen mit der
Konsensussequenz 5'-TTTAGGG-3" (RICHARDS & AUSUBEL, 1988; GANAL et al., 1992;
FucHS et al, 1995). Sie haben eine bedeutende Funktion bei dem Schutz und der
Stabilisierung der Chromosomenenden. Die Lénge der Telomere ist dynamisch und ist mit
dem Alterungsprozess von Zellen korreliert (ZAIKAN, 1995). FISH-Analysen von
Metaphasechromosomen von B. vulgaris zeigten an allen Chromosomenenden Signale
unterschiedlicher Intensitit, die durch variierende Kopienanzahl der Repeats erzeugt wurden
(Abb. 9A). Um die Léngen der telomerischen Repeatblocke quantifizieren zu konnen, waren
hochauflosende FISH-Verfahren an dekondensierten Chromatin notwendig. Nur eine hohe
Auflosung des Nachweisverfahrens erlaubt eine Korrelation von Signal und

Zielsequenzlidnge.

Durch in situ-Hybridisierung an gestreckten Chromatinfasern konnte das Vorkommen von
unterschiedlich langen Telomersequenzen bestitigt werden. FEine Abschitzung der
Telomerldnge der Zuckerriibenchromosomen wurde durch Ermittlung der Léingen von
zusammenhdngenden Signallinien durchgefiihrt. Die optische Vermessung erfolgte mit dem
Programm ,MicroMeasure 3.3 (REEVEsS, 2001), das unter der Internet-Adresse
http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure abrufbar ist. Unter Annahme eines
durchschnittlichen Streckungsfaktors der DNA von 3.27 kb/um (FRANSZ et al, 1996a)

wurden fiir die Langen der telomerischen Sequenzblocke Werte zwischen ca. 35 kb und 170
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kb ermittelt (Abb. 9C). Eine Clusterung der Werte und eine Verteilung der Telomerldngen in

Gruppen war nicht zu beobachten.

Proximal zu den Telomersequenzen sind subtelomerischen Repeats lokalisiert. Der
subtelomerische Apal-Satellit pAV34 (JANSEN, 1999) wurde an den Enden der
Chromosomenarme von B. vulgaris detektiert (Abb. 9B). Simultane in situ-Hybridisierungen
der telomerischen (pLT11) und subtelomerischen (pAV34) DNA-Sequenzen an mitotischen
und meiotischen Chromosomen zeigten eine Kolokalisation beider Repeatfamilien. Die
Uberlagerung der Signale der telomerischen und subtelomerischen DNA-Sonde erlaubten
aber bisher keine Aussage iiber die exakte Anordnung und Grof3e der Repeats. Die Linge der
subtelomerischen Repeatblocke war bisher ebenfalls nichts bekannt. Daher wurden die
hochauflosenden fibre-FISH Studien auf die Analyse der subtelomerischen Regionen
ausgedehnt. Durch FISH an gestreckten Chromatinfasern wurde beobachtet, dass pAV34-
Blocke in unterschiedlichen Léngen auftraten und proximal zu den Telomerbereichen
lokalisiert waren. Der Ubergang der Signale zwischen beiden Sequenzbldcken war variabel.
Nach einer genaueren Auswertung von fiinf Chromatinpriparationen und zwei zeitlich
getrennt  durchgefiihrten in  sifu-Hybridisierungen, lieBen sich die beobachteten

Signalverteilungen drei Organisationsformen zuordnen (Abb. 9D):

1. Es wurden telomerische und subtelomerische Signale beobachtet, die direkt aneinander
grenzen. Eine Liicke ist zwischen ihnen nicht erkennbar.

2. Telomer und pAV34-Sequenzen sind in distinkten Bereichen lokalisiert, die durch eine
Liicke unterbrochen werden.

3. Im Telomerbereich und im subtelomerischen Bereich treten jeweils einzelne
Signalpunkte der anderen Sequenz auf (Interspersion). Zwischen beiden Regionen

existiert ein Bereich ohne Hybridisierungssignal.

Daraus folgt, dass die subtelomerischen Repeats entweder durch nicht-homologe Sequenzen
von den telomerischen Repeatblocken getrennt sind oder beide Sequenzklassen direkt
nebeneinander lokalisiert vorliegen. Repeatblocke beider Klassen, die durch weitere DNA-
Sequenzen getrennt sind, konnen durchmischt sein (Interspersion) oder distinkte
Chromosomenabschnitte mit nur einer Sequenzklasse bilden. Da alle drei mdoglichen
Organisationsprinzipien der telomerischen und subtelomerischen Sequenzen in den
analysierten Chromatinpriparaten zu beobachten waren, scheinen die Chromosomenenden
eines Genoms durch individuelle Sequenzanordnungen charakterisiert.

Chromosomenspezifischen Strukturunterschiede der teminalen Regionen kdnnten fiir eine
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korrekte Erkennung homologer Chromosomen in der Meiose verantwortlich sein. Denkbar
wire auch, dass der Aufbau der Chromosomentermini eine wichtige Funktion bei der

Rekombination einnimmt.

Abb. 9: Feinkartierung der terminalen Chromosomenregionen in B. vulgaris:
(A-B) FISH an Metaphasechromosomen von B. vulgaris mit der Telomersonde pLT11 (A) und dem
subtelomerischen Apal-Satelliten pAV34 (B).

(C-D) Fibre-FISH an Chromatinfasern aus B. vulgaris: Lingenabschitzung der telomerischen
Repeats (C rot) nach Hybridisierung mit der Telomersonde pLT11 auf 35 kb-170 kb. (D) Multi-
colour FISH mit Telomersonde pLT11(TR, rot) und subtelomerischem pAV34-Satelliten (griin).
Zuordnung der Hybridisierungsmuster in drei mogliche Organisationsformen. 1: Eng benachbart
lokalisierte Sequenzklassen und partielle Interspesion; 2: Distinkte chromosomale Bereiche beider
Repeatblocke, unterbrochen von nicht-homologen Sequenzen. 3: Interspersion beider
Sequenzklassen i{iber den gesamten Hybridisierungsbereich. Repeatblocke werden durch nicht-
homologe Sequenzen getrennt.

3.3. Strukturelle Analyse von Wildriibenchromosomen aus der Sektion Procumbentes

Die genetische Basis der Zuckerriibe B. vulgaris, ist relativ eng. Wildriiben dagegen besitzen
eine hohe genetische Variabilitdt und agronomisch interessante Eigenschaften. B. patellaris,
B. webbiana und B. procumbens, die Wildriibenarten der Sektion Procumbentes, zeigen
Resistenz gegen den Nematoden Heterodera schachtii Schm. Nach Artkreuzungen zwischen
diesen Wildarten und B.vulgaris konnten nematodenresistente Zuckerriibenlinien selektiert
werden.

Grundlage fiir die Untersuchung der Genome von zichterisch  wertvollen

nematodenresistenten Hybridlinien ist ein genaues Studien der Elterngenome. Ein Vergleich
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der Chromosomenarchitektur in Eltern-und Hybridlinien wird nach chromosomaler
Lokalisierung verschiedener repetitiver Sequenzklassen moglich. Eine verdnderte
Organisation von Sequenzen auf Chromosomen kann Riickschliisse auf die Genomevolution
und die Phylogenie einzelner Sequenzklassen innerhalb der Gattung Befa zulassen. Die
chromosomale Lokalisierung repetitiver Sequenzklassen im Genom der Zuckerriibe wurde in
vorangegangenen Kapiteln vorgestellt (Kap.3.2.1.). Vergleichende Untersuchung in zwei
Wildriibenarten (B. procumbens und B. patellaris) der Sektion Procumbentes werden in den
folgenden Kapitel beschrieben. Die chromosomale Lokalisierung von Repeats in Wildarten
war Grundlage fiir die Analyse der nematodenresistenten Fragmentadditionslinien PRO1 und
PAT2, die aus B. procumbens bzw. aus B. patellaris abstammende Chromosomenfragmente

im Genom enthalten (Kap.3.4.).

3.3.1. Physikalische Kartierung von centromerassoziierten und terminal lokalisierten

repetitiven Sequenzen in B. procumbens

Eine wesentliche Komponente der repetitiven DNA-Fraktion von B. procumbens bilden die
Sau3 A-Satellitenfamilien pTS5 und pTS4.1. Molekulare Daten haben gezeigt, dass die
Sau3 A-Satelliten-DNA-Familien nur im Genom der drei Procumbentes-Arten vorhanden sind
(SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1996). Monomere dieser artspezifischen Satelliten konnten
als DNA-Sonden genutzt und als molekulare Marker zur Selektion von nematodenresistenten
Zuckerriibenhybriden eingesetzt werden (SCHMIDT ef al., 1990).

Durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung lieBen sich die Sau3A-Satellitenrepeats im
Wildriibengenom in pericentromerischen Chromosomenregionen lokalisieren (Abb. 10A+B)
(sieche auch SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1996). Die Sau3A-Satelliten besitzen
unterschiedliche Amplifikationsgrade auf den Chromosomen. In B. procumbens lag die
Anzahl der Chromosomen mit Blocken des Sau3A-Satelliten pTS5 variabel zwischen 10 und
12 pro mitotischer Metaphase (Abb. 10A). Diese Chromosomen besitzen auch die Sau3A-
Satellitensequenz pTS4.1. Der Satellit pTS4.1 ist auf vier weiteren Chromosomen
nachweisbar und insgesamt auf 16 Chromosomen lokalisiert (Abb. 10B). Die simultane in
situ-Hybridisierung beider Satellitensonden zeigte, dass pTS5 und pTS4.1-Repeats eng
benachbart auf 10 bis 12 Chromosomen vorlagen. Durch die in Abb. 10A und B dargestellten
Ergebnisse wurden die Untersuchungen an mitotischen Metaphasechromosomen von
SCHMIDT & HESLOP-HARRISON (1996) bestitigt. Zur exakten Positionierung und Ermittlung
der relativen Lage beider Satelliten zueinander wurden wenig kondensierte
Pachytidnchromosomen fiir die in situ-Hybridisierung eingesetzt. Durch die hohe Aufldsung

der Signale an den langgestreckten Bivalenten war erkennbar, dass die Centromere aus
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mehreren Doménen bestanden. Die zentral lokalisierten pTS5-Satellitensequenzen wurden zu
beiden Seiten durch Blocke des pTS4.1-Satellitenrepeats flankiert. Die pTS5-Sonde erzeugte
ein starkes zentrales Hybridisierungssignal, das von zwei schwicheren pTS4.1-Signalen

flankiert wurde (Abb. 10C+D).

Weitere repetitive Sequenzfamilien des Genoms der Wildriibe B. procumbens werden durch
Retroelemente gebildet. Der Klon pBP10 aus B. procumbens zeigte eine hohe Homologie
(71% Homologie auf DNA-Ebene) zum Gen der Reversen Transkriptase der Ty3-gypsy-
Retrotransposons (GINDULLIS et al., 2001). Nach FISH mit pBP10 an Chromosomen
mitotischer Metaphasen von B. procumbens wurden Hybridisierungssignale unterschiedlich
hoher Intensitit in zehn pericentromerischen Chromosomenregionen detektiert (Abb. 10G).
Schwache Hybridisierungssignale auf allen Chromosomenarmen zeigten zusétzliche, dispers
verteilte Kopien der Retroelemente in B. procumbens (Abb. 10G). Durch in situ-
Hybridisierung an Pachytinchromosomen wurde das Ty3-gypsy-dhnliche Retroelement
pBP10 in hoher Kopienzahl in den centromerischen Regionen von flinf Bivalenten
nachgewiesen. Die Rehybridisierung der Chromosomen mit pTS5 ergab, dass Retroelemente
und Sau3 A-Satelliten auf allen fiinf Chromosomenpaaren kolokalisieren (Abb. 10E+F). Auch
auf den relativ dekondensierten Pachytinchromosomen konnten in den centromernahen
Bereichen keine Doménen identifiziert werden, die ausschlieBlich Sau3 A-Satelliten oder Ty3-

gypsy-dhnliche Retroelemente enthalten.

Abb. 10: (A-J) Physikalische Kartierung von centromerassoziierten und telomerischen
repetitiven Sequenzen in der Wildriibe B. procumbens:

(A-B) Lokalisierung der centromernahen Sau3A-Satelliten pTS5 (A) und pTS4.1 (B) an mitotischen
Chromosomen.

(C) Doppelhybridisierung des Satelliten pTS5 (rot) und pTS4.1 (griin) an Pachytinchromosomen.
Mittig sind die Einzelhybridisierungen und rechts ist eine Uberlagerung aller Signale dargestellt.
(D) AusschnittsvergroBerung aus (C): Eine zentrale pTS5-Domine (gelb) wird durch pTS4.1
Satellitenblocke (griin) flankiert.

(E-F) Nachweis der Kolokalisation des Ty3-gypsy-Retroelements pBP10 (rot) mit dem Sau3A-
Satelliten pTS5 (griin) in pericentromerischen Regionen der Pachytinchromosomen.
(F) Digitale Uberlagerung der Hybridisierungsmuster. (G) Lokalisierung des Ty3-gypsy-
Retroelements pBP10 auf mitotischen Chromosomen.

(H-I) Nachweis des subtelomerischen Apal-Satellitenrepeats pAV34 (H) und des telomerischen
Repeat (I rot) auf den Wildriibenchromosomen.

(J) Lokalisierung des centromernahen und in geringer Kopienzahl vorliegenden EcoR1-Satelliten
pEVI.

Die DAPI-gefarbten Chromosomen sind jeweils links in den Abbildungen dagestellt.

(K-M) Nachweis der centromerassoziierter Satelliten an mitotischen Chromosomen von B.
patellaris: (K) DAPI-Farbung der B. patellaris-Chromosomen. (L) Lokalisierung der Sau3A-
Satelliten pTS5 (rot) und pTS4.1 (grin) durch FISH. (M) Uberlagerung beider
Hybridisierungsmuster. Pfeile kennzeichnen die Chromosomen mit stirkeren pTS5-Signalen.
(K Pfeil) Potenticlle Chromosomen, von denen das Chromosomenfragment der Linie PAT2
abstammen konnte (siche Kap. 6.4.3).
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Die chromosomale Lokalisierung der Sau3A-Satellitenrepeats pTSS und pTS4.1 sowie des
Ty3-gypsy-dhnlichen Retroelements pBP10 ermdglichten die Erstellung eines Modells der
Centromerregion von B. procumbens (Abb. 11; GINDULLIS et al., 2001). Eine zentrale pTS5-
Repeats enthaltende Doméne wird von pTS4.1-Repeatblocken flankiert. Unterbrochen werden
die Satelliten durch kleinere Regionen mit DNA-Sequenzen, die komplexe Struktur aufweisen
(z.B.: Ty3-gypsy-Retrotransposons). Dieses Modell war ein Ausgangspunkt flir strukturelle

Untersuchungen des Centromeres aus Minichromosomen der Fragmentadditionslinie PROI.

Zusétzlich zu den Sequenzen der Sau3A-Satelliten und der Ty3-gypsy-dhnlichen
Retroelemente pBP10 wurden Repeats des EcoRI-Satelliten auf B. procumbens-
Chromosomen nachgewiesen. Der EcoRI-Satellit lag im Genom von B. vulgaris in den
interkalaren Chromosomenregionen hochamplifiziert vor. An B. procumbens-Chromosomen
dagegen waren schwache Hybridisierungssignale in centromernaher Region nach FISH mit
EcoRI-Satellitenrepeats detektierbar (Abb. 10J). Die Sau3 A-Satellitenblocke werden demnach
sowohl durch kleinere Blocke des EcoRI-Satelliten als auch durch Ty3-gypsy-dhnlichen

Retroelemente unterbrochen.

reomer || AIHIERITORE reorer

Abb. 11: Centromermodell von B. procumbens: pTS5-Repeats (rot) sind zentral lokalisiert und
flankiert von pTS4.1-Regionen (griin). Uberlappende Bereiche sind orange markiert. Unterbrochen
werden die Sau3A-Satelliten durch kleine Blocke des EcoRI-Satelliten (schwarz) und kleine Regionen
komplexer DNA-Sequenzen (grau) z.B. Ty3-gypsy-dhnliche Retroelemente (verdndert nach
GINDULLIS et al., 2001).

Um die Untersuchungen der Chromosomenarchitektur nicht nur auf den centromernahen
Bereich zu beschrinken, wurden die in B. vulgaris bereits eingesetzten telomerischen und
subtelomerischen DNA-Sonden ebenfalls fiir in situ-Hybridisierungen an Chromosomen der
Wildriibe B. procumbens verwendet. Eine genomspezifische chromosomale Organisation der
beiden terminal lokalisierten Sequenzklassen, konnte z.B. fiir die Analyse terminaler

Wildriibentranslokationen hilfreich sein.

Wie oben schon erwéhnt, sind Telomere der Sequenz 5 -TTTAGGG-3" sind in zahlreichen
Pflanzen vorhanden und durch FISH mit dem aus A. thaliana isolierten Klon pLT11
nachweisbar (RICHARDS & AUSUBEL, 1988). Weiterhin zeigten molekulare Daten zeigten,
dass Sequenz des subtelomerische Repeats pAV34 in den Sektionen Beta und Procumbentes

konserviert vorliegt (JANSEN, 1999). Dies wurde durch in situ-Hybridisierung der
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telomerischen Sequenz pLT11 und der subtelomerischen Apal-Satellitensequenz pAV34 an
mitotischen Chromosomen von B. procumbens bestitigt (Abb. 10H+I). Wie auch in der
Zuckerriibe  B.  vulgaris wurden beide Repeatfamilien in  unterschiedlichen
Amplifikationsgraden auf allen Chromosomenenden detektiert.

Die Organisation der Chromosomenenden scheint innerhalb der Gattung Beta konserviert. Die
centromernahen Regionen der Wildriibe B. procumbens dagegen weisen genomspezifische
Strukturen auf. Genomspezifisch vorkommende DNA-Sequenzen wie auch der Nachweis
genomspezifischer chromosomaler Sequenzorganisationen konnten beispielsweise zur
Untersuchung der Genomkonstitution in Hybridgenomen und zur Selektion von

Hybridpflanzen eingesetzt werden.
3.3.2. Lokalisierung centromernaher Satelliten-DNA in B. patellaris

Da im Rahmen dieser Arbeit Hybridmaterial aus interspezifischen Kreuzungen von
B. procumbens x B. vulgaris und B. patellaris x B. vulgaris untersucht werden sollten, wurde
eine vergleichende Analyse der centromernahen Chromosomenregion im Genom von
B. procumbens (Kap.3.3.1) und B. patellaris durchgefiihrt. Im Gegensatz zur 18-
chromosomigen, diploiden Wildriibe B. procumbens aus der Sektion Procumbentes besitzt die
nematodenresistente, tetraploide Wildriibe B. patellaris 36 Chromosomen. Die aus
B. procumbens isolierten Sau3A-Satelliten pTS4.1 und pTSS5S wurden in B. patellaris
chromosomal lokalisiert (Abb. 10K-M) (sieche auch STEFFENSEN, 1997). Auf 22
Chromosomen konnten pTS5-Repeats detektiert werden. Auf 26 Chromosomen hybridisierte
das pTS4.1-Repeat. FISH an meiotischen Pachytdnchromosomen bestétigten 11 pTS5-und 13
pTS4.1-Repeatloci (nicht dargestellt).

In mitotischen Chromosomen wurde eine Kolokalisation beider Sau3A-Satelliten in 18-20
centromernahen Chromosomenregionen beobachtet. Auf weiteren 4-6 Chromosomen waren
ausschlieflich schwache pTS4.1-Hybridisierungssignal zu erkennen. Die
Fluoreszenzintensitdt der durch pTS4.1 hervorgerufenen Signale war, verglichen mit den
Signalintensititen der pTS5-Repeats, meist stirker. Auf zwei in Abb. 10K gekennzeichneten
Chromosomenpaaren (Abb. 10K Pfeile) waren die Signale der pTS5-Repeats stirker. Im
Gegensatz dazu scheint auf den Chromosomen von B. procumbens das pTS5-Repeat
gegeniiber dem pTS4.1-Repeat in hoheren Amplifikationsgraden vorzuliegen. Diese
Beobachtung 146t eine unterschiedlich starke Amplifikation der Satellitenfamilien in den

Genomen von B. procumbens und B. patellaris vermuten.
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3.4. Anwendung der FISH in der Genomanalyse von Zuckerriibenhybriden

Durch Artkreuzungen zwischen Wildriiben der Sektion Procumbentes und der Zuckerriibe
B. vulgaris wurden nematodenresistente Zuckerriibenlinien entwickelt, deren Genom
Resistenzgen codierende Wildriibben-DNA-Sequenzen enthalten. Monosome Additionslinien
2n = 18+1), die ein zusitzliches Wildriibenchromosom  besitzen, und
Fragmentadditionslinien (2n = 18+Fragment), die nur ein Wildriibenfragment enthalten,
wurden aus der Nachkommenschaft selektiert (JUNG & WRICKE, 1987; BRANDES et al., 1987;
JUNG et al, 1992). Nach crossing-over FEreignissen und Ubertragung von
Wildriibenchromatin auf ein Zuckerriibenchromosom entstanden Translokationslinien (2n =
18) (SPECKMANN et al., 1985; JUNG & WRICKE, 1987; LANGE et al, 1990).
Translokationslinien haben trotz der noch vorhandenen negativen Wildriibeneigenschaften fiir
die Entwicklung von resistenten Zuckerriibensorten, die in der Landwirtschaft erfolgreich
eingesetzt werden konnen, eine grole Bedeutung.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Anwendung von molekularen
cytogenetischen Verfahren zur Genomanalyse der nematodenresistenten Zuckerriibenlinien.
Eine genaue cytogenetische Charakterisierung der Genome erlaubt Aussagen iiber die
Entstehung,  Herkunft, Stabilitit und Vererbung von  Chromosomen  oder
Chromosomenfragmenten und der auf ihnen lokalisierten agronomisch bedeutsamen Gene.
Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung ermdglicht es, durch den Einsatz von artspezifischen
Sonden die Wildriiben-DNA im Genom der Zuckerriibe zu markieren und zu identifizieren.
Zur Untersuchung von Hybridgenomen konnen als artspezifische Sonden sowohl klonierte
und charakterisierte DNA-Sequenzen als auch die genomische DNA der Elternarten
(Genomische-in situ-Hybridisierung) eingesetzt werden.

Die Lokalisierung von Wildriilbenchromatin, die Analyse der chromosomalen
Zusammensetzung der Hybridgenome wund die Charakterisierung von resistenten
Pflanzenmaterial durch Genomische-in situ-Hybridisierung (GISH) und durch Hybridisierung

von genomspezifischen Satellitensequenzen wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

3.4.1. Identifizierung von Wildriibenchromatin und Charakterisierung der

Hybridlinien durch Genomische-in situ-Hybridisierung

Genomische-in situ-Hybridisierung (GISH) ist eine Variante der Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung, bei der die gesamte genomische DNA markiert und als Sonde eingesetzt
wird. Sie eignet sich zur Identifizierung parentaler Genome in Arthybriden und einzelner

Chromosomen in Hybridpflanzen (SCHWARZACHER et al., 1992). Voraussetzung fiir eine
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erfolgreiche GISH ist eine ausreichende phylogenetische Distanz zwischen den Genomen der
Elternarten, d.h. es muss ein hoher Anteil an artspezifischen Sequenzen in den parentalen
Genomen vorhanden sein.

Eine Vorbehandlung (mechanische Fragmentierung) der als Sonde eingesetzten Gesamt-DNA
erwies sich als vorteilhaft. Fiir eine optimale Hybridisierung wurde die genomische DNA
durch Ultraschallbehandlung in Bruchstiicke von 100-500 bp gespalten. In der Gattung Beta
wurde die GISH zundchst an monosomen Additionslinien der Zuckerriibe etabliert und
hinsichtlich der Sondenkonzentration optimiert. Ein optimales Signal-Hintergrund-Verhiltnis
wurde bei einer Sondenkonzentration von 100-150 ng in 30 pl Hybridisierungslosung
erreicht.

In nematodenresistenten, monosomen Additionslinien (2n = 18+1), die ein zusitzliches
Chromosom der Wildriibe B. procumbens enthalten, konnte das Wildriibenchromosom durch
GISH eindeutig identifiziert werden. Verifiziert wurde dieses Ergebnis durch simultane
Hybridisierung mit dem B. vulgaris-spezifischen Satelliten pBV 1. Dieser Satellit markiert alle
18 Zuckerriibenchromosomen, zeigt jedoch keine Hybridisierung auf dem mit B. procumbens-
DNA identifizierten Wildrilbbenchromosom (Abb. 12A).

Nach Hybridisierung differeniell markierter genomischer DNA aus B. vulgaris und
B. procumbens und Detektion mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern wurden alle
Zuckerriibenchromsomen mit roter und das Wildriibenchromosom mit griiner Fluoreszenz
markiert (Abb. 12B+C). Eine besonders starke Floureszenz der centromerischen
Chromosomenbereiche wurde durch hochrepetitive pericentromerische Satellitensequenzen
(z.B. pBVI1) verursacht. Wie aus Reassoiationskinetiken hervorgeht, assoziieren
hochrepetitive Sequenzen schneller und daher effektiver an eine passende Zielsequenz als
unikale DNA (HEMLEBEN, 1990). An phylogenetisch stark konservierte funktionelle DNA-
Sequenzen, wie die rRNA-Gene oder die Telomersequenzen, binden beide Genomsonden.
Signale, die durch Kreuzhybridisierung mit den terminal lokalisierten 18S-5,8S-25S rRNA-
Genen verursacht wurden, konnten von wildriibenspezifischen Signalen eindeutig
differenziert werden, da nach Uberlagerung beider Hybridisierungsmuster —die
kreuzhybridisierenden Chromosomenbereiche orange erschienen. Auch morphologisch ist
eine klare Unterscheidung zwischen einem vollstindigem Chromosom und den rDNA-
tragenden terminalen Chromosomenenden moglich. Durch Rehybridisierung mit rRNA-
Sonden wurde die terminale Position der 18S-5,8S-25S rRNA-Gene auf einem
Chromosomenpaar bestétigt (nicht gezeigt). Der Einsatz von Blockierungs-DNA zur

Unterdriickung von Kreuzhybridisierungsreaktionen zwischen konservierten Sequenzen war
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fiir die eindeutige Erkennung der Elterngenome nicht notwendig. Dies zeigt, dass die
phylogenetische Distanz der Elterngenome aus den Sektionen Befa und Procumbentes
ausreichend grof3 und eine Analyse durch GISH moglich ist.

Auch in Interphasekernen wurde das dekondensierte Wildriibenchromosom durch GISH
nachgeweisen. Im Zuckerriibenhintergrund, der durch rote Fluoreszenz markiert war, zeigte
das Wildriibenchromosom ein griines Fluoreszenzsignal. Die im Nukleolus lokalisierte rDNA
konnte durch orange geférbte Bereiche identifiziert werden (Abb. 12C).

Erkenntnisse iiber die Chromosomenverteilung und das Verhalten des Wildriibenchromosoms
wiahrend der Gametenentwicklung lassen sich durch GISH an verschiedenen meiotischen
Teilungsstadien der monosomen Additionslinie gewinnen. Rekombinationsereignisse
zwischen Wildriiben- und Zuckerriibenchromosomen lassen sich moglicherweise durch
GISH-Untersuchungen analysieren. Weiterhin konnen Studien der Chromosomenverteilung in
der Meiose auf das Verhalten von integrierter Wildrilbben-DNA wéhrend der
Reduktionsteilung hinweisen. Riickschliisse auf die Transmission von agronomisch wichtigen

Wildriibengenen im Genom von B. vulgaris konnen erhalten werden.

Abb. 12: Nachweis von Wildriiben-DNA in nematodenresistenten Hybridlinien von B. vulgaris
durch in situ-Hybridisierung mit genomischer DNA (GISH):

Pfeile weisen auf Wildriiben-DNA. Pfeilkopfe zeigen auf Kreuzhybridisierung mit 18S-5,8S-25S
rDNA. Zur Erkennung der Chromosomenmorphologiec wurden jeweils die DAPI-gefarbten
Chromosomen (blau, links bzw. in (I) unten) abgebildet.

(A-J) Detektion von B. procumbens-Chromatin (griin).

(A-E) Identifizierung des Wildriibenchromosoms in der monosomen Additionslinie. Hybridisierung
des B. vulgaris-spezifischen Satelliten pBV1 (A rot) bzw. Gesamt-DNA von B. vulgaris (B-C rot)
zur Markierung der Zuckerriibenchromosomen. Nachweis des Wildriibenchromosoms in meiotischen
Stadien: Pachytin (D) und Diakinese (E).

(F) Identifizierung eines Wildriibenfragments in der Fragmentadditionslinie PRO1.

(G-J) Detektion der Wildriibentranslokation in der Zuckerriibenlinie A906001. (H-J) Lokalisierung
der Translokation in frithen meiotischen Stadien durch multi-colour FISH mit Gesamt-DNA von B.
vulgaris (rot) im Zygotin (H-I) und Pachytin (J). In (I) ist die in (H) lokalisierte terminale
Chromosomenregion mit der Translokation vergrofert dargestellt. Der Abschluf3 des Chromosomes
wird durch Sequenzen gebildet, die in beiden Genomen vorkommen (telomerische oder
subtelomerische Repeats, z.B.: pAV34).

(K-L) Analyse der Genomzusammensetzung von B. vulgaris X B. corolliflora Hybridlinien. Gesamt-
DNA von B. vulgaris (griin) hybridisierte nur gering mit dem Wildriibenchromosom der monosome
Additionslinie (2n = 18+1) (K). Multi-colour FISH mit Gesamt-DNA von B. vulgaris (rot) und B.
corolliflora (glin-orange) an Chromosomen der amphitriploide Linie (2n = 18+9) (L).
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Im Pachytdnstadium wurde durch Hybridisierung genomischer DNA von B. procumbens ein
Chromosom in seiner ganzen Lange markiert und als Wildriibenchromosom identifiziert. Eine
separate Lokalisierung oder partielle Anlagerung an ein anderes Bivalent konnte nicht
beobachtet werden (Abb. 12D). In der Diakinese wurde das Univalent durch starke
Hybridisierungssignale als B. procumbens-Chromosom identifiziert (Abb. 12E). Eine Paarung
des Wildriibenchromosoms mit den B. vulgaris-Chromosomen zu Bivalenten oder Trivalenten
wurde nicht beobachtet. Die Ursache fiir die Bildung von Univalenten ist in der geringen
Homologie zwischen den Chromosomen der Sektionen Befa und Procumbentes zu suchen.
Eine Rekombination zwischen Zuckerriibenchromosom und dem Wildriilbenchromosom ist
deshalb ein seltenes Ereignis. In der ersten meiotischen Teilung (Aufteilung der homologen
Chromosomen) wird das Wildriibenchromosom nur an einen Tochterkern weitergegeben.
Theoretisch enthalten mindestens 50% der Gameten deshalb keine Wildriibben-DNA und sind
nematodenanfallig.

Um die Einsatzmdglichkeiten der GISH nicht nur auf den Nachweis ganzer Chromosomen zu
beschridnken, wurde das Verfahren fiir die Detektion von Chromosomenfragmenten und einer
relativ kleinen Translokation der Linie A906001 angewendet.

In mitotischen Metaphasestadien der Fragmentadditionslinie PROI1 wurde das
resistenzvermittelnde Chromosomenfragment von B. procumbens, das eine Grole von 6-9
Mbp, besitzt durch GISH nachgewiesen (Abb. 12F). Die Grofle des Fragments wurde unter
der Annahme einer durchschnittlichen Chromosomengrofle von 80 Mbp, durch Relation der
Gesamtlinge eines Pachytinchromosomes zur Liange des Fragments geschitzt. Da die
Genomische-in situ-Hybridisierung wiederum ohne Blockierungs-DNA durchgefiihrt wurde,
traten terminal auf einem B. wvulgaris-Chromosomenpaar Signale auf, die durch
Kreuzhybridisierung der 18S-5,8S-25S rRNA-Gene verursacht wurden. Der Nachweis des
Wildriibenchromatins in der homozygoten Translokationslinie A906001 durch GISH ist eine
relativ schwierige Aufgabe, da die Wildriibenintrogression auf weniger als 1 Mbp geschitzt
wird (KLEINE et al., 1995). Im Gegensatz dazu enthilt ein Riibenchromosom ungefdhr
80 Mbp DNA (2n = 2x = 18; 1C = 758 Mbp). Voraussetzung fiir einen erfolgreichen
Nachweis waren qualitativ hochwertige, d.h. cytoplasmafreie Chromosomenpréparate.

In mitotischen Metaphasechromosomen wurde die Translokation terminal auf beiden
homologen Chromosomen durch Hybridisierung von Gesamt-DNA aus B. procumbens
lokalisiert (Abb. 12G). Die Detektion der Translokation in Stadien der meiotischen Prophase
gelang ebenfalls. Simultane Hybridisierung von differentiell markierter genomischer DNA

beider Elternarten fihrte zu einer roten Fluoreszenz der Zuckerribenchromosomen und zu
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griinen Signalen, die die Positionen des Wildriibenchromatins angeben. Im Zygotin und
Pachytdn war ein terminales wildriibenspezifisches Signal zu erkennen (Abb. 12H-J). Die
detaillierte Betrachtung des physikalischen Endes des Translokationschromosoms zeigte im
Zygotianstadium bei stirkerer Vergroferung, dass die B. procumbens-Translokation einen
orange markierten Bereich aufwies (Abb. 12I). Dies zeigt, dass kreuzhybridisierende DNA-
Sequenzen, die in beiden Elternarten vorhanden sind, am terminalen Ende der Translokation
lokalisiert sein miissen (Abb. 12I). Der in B. vulgaris und B. procumbens konservierte
subtelomerische Satellit pAV34 (JANSEN, 1999) kann als Erklirung fiir die
Kreuzhybridisierung am distalen Chromosomenende herangezogen werden. Nicht
ausgeschlossen ist, dass das fiir fast alle Pflanzen charakteristische Telomersequenzenmotiv
5'-TTTAGGG-3" fiir die Kreuzhybridisierung verantwortlich ist.

Die aufgefiihrten Resultate zeigten, dass die Methode der Genomischen-in situ-
Hybridisierung unter entsprechenden Voraussetzungen (Préparatequalitit,
Chromsomenspreitung, Auswahl geeigneter Stadien der Meiose oder Mitose, effektive
Sondenmarkierung und —konzentration) ein Auflosungsvermdgen erzielt, durch das
Chromosomenabschnitte von 1000 kb identifiziert werden konnen.

In weiterfiilhrenden Arbeiten wurde das Verfahren zur Analyse von Hybridpflanzen, die nach
Artkreuzung von B. vulgaris mit B. corolliflora selektiert wurden, eingesetzt (JANSEN, 1999).
Die Wildarten der Sektion Corollinae sind u.a. aufgrund ihrer Toleranz gegeniiber niedrigen
Temperaturen und hohen Salzkonzentrationen, sowie durch Resistenzen gegen verschiedene
Viren und Pilze sehr interessant fiir die Ziichtungsforschung.

Monosome Additionslinien (2n = 18+1) von B. vulgaris, die ein zusétzliches Chromosom der
Wildriibe B. corolliflora enthalten (Abb. 12K), sowie amphitriploide Linien (2n = 18+9), die
18 Zuckerriibenchromosomen und einen haploiden Chromosomensatz von B.corolliflora im
Genom vereinen (Abb. 12L), wurden durch GISH untersucht. In der monosomen
Additionslinie wurden 18 Chromosomen durch genomische DNA von B. vulgaris markiert
(grine Fluoreszenz), wihrend ein Chromosom keine Hybridisierungssignale zeigte
(Abb. 12K). In der amphitriploiden Linie wurden neun Chromosomen, die morphologisch
nicht von Zuckerriibenchromosomen differenziert werden konnen, durch Gesamt-DNA von B.
corolliflora identifiziert (Abb. 12L orange-rot). Die 18 Zuckerriibenchromosomen konnten
durch differentiell markierte Gesamt-DNA von B. vulgaris simultan detektiert werden (Abb.
12L griin-gelb). Daraus folgt, dal durch Hybridisierung der parentalen Gesamt-DNA aus
B. vulgaris und B. corolliflora die Chromosomen spezifisch markiert wurden und die

Genomzusammensetzung in beiden Hybridlinien eindeutig bestimmt werden konnte.
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Verifiziert wurde die genomspezifische Hybridisierung wiederum durch multi-colour FISH
mit dem B. vulgaris-spezifisch hybridisierenden BamHI Satellitenrepeat pBV1 (nicht
dargestellt). Trotz des relativ geringen phylogenetischen Abstandes zwischen den Sektionen
Beta und Corollinae (FRITSCHE et al., 1987) war ein zusitzlicher Einsatz von Blockierungs-
DNA nicht notwendig; d.h. es exisitiert eine ausreichend genetische und strukturelle Distanz

zwischen den Genomen der Elternarten B. vulgaris und B. corolliflora.

3.4.2. Identifizierung von Wildriibenchromatin in nematodenresistenten

Zuckerriibenlinien durch genomspezifische DNA-Sequenzen

Phylogenetisch relativ junge Sequenzfamilien, die nur in Arten der Sektion Beta oder
Procumbentes  existieren, konnen sehr effektiv fiir die Genomanalyse von Arthybriden
eingesetzt werden. Nach vergleichender Analyse der Genomorganisation durch Southern-
Hybridisierung wurden tandemartig angeordnete Satelliten-DNA-Sequenzen der Gattung Beta
charakterisiert, die flir die Sektionen Beta oder Procumbentes spezifisch sind (SCHMIDT &
HESLOP-HARRISON, 1996). Als DNA-Sonden fiir eine FISH eingesetzt, eignet sich diese
Satelliten-DNA zur Markierung von Wildriibenchromatin und zu genomdiagnostischen
Zwecken (d.h. zur Analyse der Genomzusammensetzung von Arthybriden, wie monosome

Additionslinien und Fragmentadditionslinien).

3.4.2.1. Physikalische Feinkartierung des monosomen Chromosomenfragments in der

Fragmentadditionslinien PRO1

In der Nachkommenschaft interspezifischer Kreuzungen wurden verschiedene
nematodenresistente Additionslinien selektiert, die nur Bruchstiicke oder Fragmente eines
Wildriibenchromosoms enthalten (SAVITSKY, 1975; JUNG & WRICKE, 1987; BRANDES 1992).
Die nematodenresistente Fragmentadditionslinie PRO1 enthélt ein Chromosomenfragment
aus dem Genom von B. procumbens, auf dem ein Nematodenresistenzgen lokalisiert ist. Diese
Linien sind wertvolles Basismaterial fiir die Ziichtung resistenter Riibenlinien. Sie stellen
ebenfalls ein hervorragendes experimentelles System zur Analyse artspezifischer DNA-
Sequenzen dar, da ein Chromosomenfragment geringer Grof3e (6-9 Mbp) als Minichromosom
im heterologen genetischen Hintergrund von B. vulgaris vorliegt. Daher ist es moglich, den
chromosomalen Aufbau des Fragments isoliert zu analysieren.

Durch in situ-Hybridisierung mit den genomspezifischen Sau3A-Satelliten pTS4.1 und pTS5
aus B. procumbens war eine Identifizierung und Lokalisierung des Fragments im Genom der
Fragmentadditionslinie = moglich. In  mitotischen =~ Metaphasechromosomen  der

Fragmentadditionslinie PRO1 wurden beide Satelliten, die auf den Wildriibenchromosomen
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centromerisch lokalisiert vorliegen, jeweils an einem Ende des schwach DAPI-gefarbten
Fragments nachgewiesen (Abb. 13A+B). Der Vergleich mit den FISH-Ergebnissen an
Wildriibenchromosomen weist demnach auf eine akrozentrische Fragmentstruktur. Die exakte
chromosomale Positionierung der Satelliten wurde durch Hybridisierung an
Pachytidnchromosomen durchgefiihrt. Hybridisierungssignale von pTS5 wurden proximal und
von pTS4.1 distal auf dem Fragment detektiert. Im Gegensatz zur Anordnung in
B. procumbens flankierten pTS4.1-Satellitenrepeat den pTSS5-Satellitenblock nur auf der
distalen Seite. Die durch die Uberlagerung beider Signale erzeugte gelbe Fluoreszenz wies auf
eine teilweise Interspersion von pTS4.1 und pTSS5 in der Grenzregion beider Satellitenarrays
hin (Abb. 13C+D).

Die Hybridisierung an gestreckten Chromatinfasern ermdglichte eine wesentlich genauere
Zuordnung beider Satelliten zueinander und eine Abschétzung der Grofe der Repeatblocke.
Die aufeinanderfolgenden Signale der differentiell markierten pTS5- und pTS4.1-Sonden
bestétigten, dass der Satellit pTS5 nur an einer Seite von pTS4.1-Sequenzen flankiert wird
(Abb. 13E). Beide Satellitenarrays werden nicht durch grofere Bereiche von nicht-homologen
Sequenzen voneinander getrennt. Durch die vorhergehende Untersuchung von intakten
Chromosomen war die relativen Lage der Satellitenbldcke und ihre Orientierung bekannt. In
vollstdndiger centromerischer Regionen werden zentral lokalisierte pTS5-Repeatblocke auf
beiden Seiten von pTS4.1 Repeats flankiert. Die Organisation der Satelliten auf dem
Fragment 148t daher Riickschliisse auf die Fragmententstehung zu. Ein Bruch innerhalb der
centromerischen Chromosomenregion kdnnte zum Verlust der zweiten flankierenden pTS4.1-
Repeatblocke gefiihrt haben.

Erste Vermessungen zeigten, dass der pTS5-Satellit in Sequenzbldcke von ungefdhr 215 kb
angeordnet ist. Die beobachteten Liicken in den pTS5-Arrays zeigten eine gelbe Fluoreszenz
und enthielten vereinzelte Kopien des Satelliten pTS4.1. Die angrenzende, distale Region von
ca. 117-123 kb bestand tiberwiegend aus pTS4.1-Sequenzen. Dieser Bereich war relativ
homogen.

Wiederholungsuntersuchungen mit frisch préparierten Kernmaterial aus sehr jungen Bléttern
ergaben erhohte Daten: Der pTS5-Satellit wurde {iber eine Linge von 243 + 61 kb (Mittelwert
+ Standardabweichung, n = 18; L. = 342 kb) detektiert. Hybridisierungssignale der pTS4.1-
Sonde wurden in einem Bereich von 263 + 112 kb (Mittelwert + Standardabweichung, n = 19,
Lmax = 416 kb) nachgewiesen. In einem Chromatinabschnitt lassen sich sowohl pTS5- und
pTS4.1-Hybridisierungssignale detekieren. AusschlieBlich pTS4.1-Sequenzen wurden iiber
eine Lange von 106 £ 40 kb (Mittelwert £ Standardabweichung, n = 17; Ly = 177)
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beobachtet. Die Daten, die durch die erste Versuche ermittelt wurden, liegen innerhalb der
unteren Standardabweichung der Wiederholungsmessung. Eine groBere Streckung der
Chromatinfasern aus frischen und jungen Material und ein dadurch hoéherer Anteil an
ungebrochenen und langgestreckten Fasern ist wahrscheinlich fiir die verdnderten mittleren
Langenwerte der Wiederholungsversuche verantwortlich. Die Messwerte aus den zweite
Vermessungen scheinen daher die tatsdchlichen GroBen der Repeatblocke genauer zu
reprédsentieren.

Da das Minichromosom mitotisch stabil segregiert wird, muss es funktionelle
Centromersequenzen enthalten. Unter Annahme, dass die ermittelten maximalen Léngendaten
einen optimal getreckten und ununterbrochenen Centromerbereich reprédsentieren, 163t sich
die Centromerldnge in PROI auf ca. 450 — 519 kb abschétzen, wodurch die ungefahre Grofie
einer noch funktionellen Centromerregion in der Gattung Beta dargestellt wird.

Weiterhin wurde durch Doppelhybridisierung des Ty3-gypsy-Retroelements (pBP10) und des
pTSS5-Satellitenrepeats, das Vorhandensein von komplexen DNA-Strukturen wie
Retrotransposonsequenzen innerhalb der centromerischen Region des PRO1-Fragments

nachgewiesen (Abb. 13F).

Abb. 13: (A-I) Detektion und physikalische Kartierung des Wildriibenfragments in der Linie
PROL1: Identifizierung des akrozentrischen Fragments durch FISH der wildriibenspezifischen Sau3A-
Satelliten pTS5 (rot) und pTS4.1 (griin) an (A-B) Metaphase- und Interphasechromosomen; (C-D)
Pachytdnchromosomen (D) VergroBerter Bildausschnitt aus (C).

(E) Feinkartierung durch fibre-FISH an Chromatinfasern der Fragmentadditionslinie PRO1. Der Satellit
pTS5 wird nur an einer Seite von pTS4.1-Sequenzen begrenzt. (F) Nachweis des Ty3-gypsy-Elements
pBP10 (rot) auf dem Chromosomenfragment von PRO1. Zur Verifizierung der Hybridisierung wurde
der B. vulgaris-spezifische, pericentromerische BamHI-Satellit (pBV1) eingesetzt (griin). (G) In situ-
Hybridisierung des subtelomerischen Satelliten pAV34. Ein starkes griines Hybridisierungssignal ist nur
auf einer Seite des schwach DAPI-gefarbten Fragments sichtbar. (H-I) FISH des EcoRI-Satelliten pEV1
an Pachytinchromosomen. Auf den B. vulgaris-Chromosomen ist der Satellit interkalar, auf dem
Fragment von PROI1 (wie auch in B. procumbens) pericentromerischen lokalisiert und dem Sau3A-
Satelliten eng benachbart. (Pfeile deuten jeweils auf das Chromosomenfragment mit dem
Hybridisierungssignal.)

(J-P) Strukturanalyse des Fragments in der Linie PAT2: (J-K) Identifizierung des Fragments durch
FISH der Sau3A-Satelliten pTS5 (rot) und pTS4.1 (griin). (L-M) Nachweis der nicht-terminalen
Position des pTS5-Satelliten auf dem Fragment im Pachytdnstadium. (N) Detektion des pTS4.1-
Satelliten in nicht-terminaler Position. (Pfeile deuten jeweils auf das Chromosomenfragment mit dem
Hybridisierungssignal.) (OQ) Organisation der pTS4.1-Repeats entlang gestreckter Chromatinfasern
(fibre-FISH). pTS4.1-Repeats sind in zwei deutlich voneinander getrennten Blocken angeordnet. (P)
Doppelhybridisierung von pTS4.1- (griin) und pTS5-Repeats (rot) auf Chromatinfasern von PAT2 weist
auf Kolokalisation beider Satellitenfamilien iiber den gesamten detektierten Bereich hin.
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Die Struktur des Chromosomenfragments in der nematodenresistenten Zuckerriibenlinie
PRO1 wurde weiterhin durch Hybridisierung des EcoRI-Satellitenrepeats pEV1 analysiert.
Die EcoRI-Satellitensequenz liegt in B. vulgaris in interkalaren Chromosomenregionen
hochamplifiziert vor. In B. procumbens war die Wiederholungseinheit nur in geringer
Kopienzahl im pericentromerischen Bereich nachweisbar. Das Monomer pEV1 wurde als
Sonde fiir die FISH auf meiotischen Pachytinchromosomen der Fragmentadditionslinie PRO1
eingesetzt. Auf den Zuckerriibenchromosomen ist die Hybridisierung des EcoRI-Satelliten auf
den heterochromatischen interkalaren Chromatinregionen deutlich detektierbar. Zur
Identifizierung des Fragments wurde simultan eine Hybridisierung mit pTS5 als Sonde
durchgefiihrt. Das Hybridisierungssignal des pTS5-Repeats lag terminal auf dem Fragment.
Das Hybridisierungssignal des pEV1 wurde dicht neben dem pTSS5-Signal detektiert. Eng
benachbart und auch zwischen den pTS5-Repeatblocken sind demnach auch kleinere Cluster
des EcoRI-Satelliten lokalisiert (Abb. 13H-I). Der Nachweis des Ty3-gypsy-Elements
(pBP10) und des EcoRI-Satelliten in PRO1 korelliert mit den Beobachtungen im Centromer
der Wildriibe B. procumbens und bestiétigte das Centromermodell in Abb. 11.

Nach der proximalen Lokalisierung des pTS5-Satelliten auf dem Chromosomenfragment
stellte sich die Frage, ob telomerische oder subtelomerische Satellitensequenzen das Fragment
abschlieen. Simultane in situ-Hybridisierung des pTS5-Repeats zur Detektion des Fragments
und telomerischer Sequenzen lassen deutliche Signale des pLT11 an einem Fragmentende
erkennen (nicht dargestellt). Der subtelomerische Satellit (pAV34) wurde ebenfalls nur auf
einem Chromosomenarm lokalisiert (Abb. 13G). Multi-colour FISH zeigte, dass diese Signale
nicht benachbart zu den pTS5-Loci liegen, sondern auf dem entgegengesetztem
Chromosomenarm lokalisiert sind (T. SCHMIDT, pers. Mitteilung). Dies deutet darauf hin, dass
distal des pTS5-Satellitenblocks keine oder nur eine geringe Anzahl von Kopien der pLT11-
oder pAV34-Repeats vorhanden sind. Auch in fibre-FISH-Experimenten an Chromatinfaden
aus PRO1 konnten nur getrennt auftretenden pTS5 oder pLT11-Signallinien und keine
zusammenhdngenden Signalfolgen von pTS5 und pLT11 beobachtet werden. Dadurch wurde
die Vermutung bestdtigt, dass das Fragment auf einer Seite nicht durch telomerische

Sequenzen abgeschlossen wird.
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3.4.2.2. Physikalische Feinkartierung des monosomen Chromosomenfragments in der

Fragmentadditionslinie PAT2

Nach den Untersuchungen der Fragmentstruktur in der Linie PROI1, wurden vergleichende
Untersuchungen an der nematodenresistenten Fragmentadditionslinie PAT2 durchgefiihrt.
PAT?2 enthilt ein Chromosomenfragment aus der Wildriibe B. patellares, das aufgrund seiner
GroBe und des geringen Anteils an heterochromatischen Sequenzen nur schwer im Mikroskop
zu identifizieren ist. Im Vergleich zur Lange des Chromosomenfragments in PROI ist das
Fragment in PAT2 kleiner, wird aber ebenfalls mitotisch stabil an die Tochterkerne
weitergegeben. Funktionelle Strukturen der Centromerregion, die ein Anheften der
Mikrotubuli an die Kinetochorproteine ermdglichen, sind demnach auf dem Fragment
vorhanden. Die meiotische Stabilitdt (PAT2: 18,3%) ist im Vergleich zu PRO1 (PROI:
34,8%) stark reduziert (BRANDES et al., 1987; BRANDES, 1992). Vergleichende
Untersuchungen der Fragmente konnten auf die Strukturen innerhalb der centromernahen
Regionen hinweisen, die einen wesentlichen Einflul auf die Funktionalitit der Centromere
austiben.

Im Genom der Fragmentadditionslinie PAT2 war durch FISH mit den genomspezifischen
Sau3 A-Satellitenrepeats pTSS5 und pTS4.1 als Sonden eine eindeutige Identifizierung des
Fragments mdoglich (Abb. 13J+K). Ein starkes pTS4.1- und ein schwaches pTSS5-
Hybridisierungssignal wiesen darauf hin, dass das pTS4.1-Repeat in hoherem
Amplifikationsgrad ~ vorliegt.  Die  unterschiedlichen = Fluoreszenzintensitit  der
Satellitensequenzen korreliert mit den Beobachtungen im Elterngenom B. patellaris (Abb.
10L). Die Fluoreszenzsintensitidten der Hybridisierungssignale der pTS4.1-Sonde waren auf
den meisten der B. patellaris-Chromosomen stirker als die der pTS5-Sonde. Fiir eine
Feinkartierung der centromerischen Region des PAT2-Chromosomenfragments wurden
zunichst Untersuchungen an langgestreckten Pachytdnchromosomen und Chromatinfiden
durchgefiihrt. Die Priaparation von PAT2-Pachytinchromosomen erwies sich als schwierig, da
die Mazeration des Gewebes trotz verldngerter Inkubationszeiten hédufig nicht ausreichend
war, was auf eine verdnderte Zusammensetzung der Zellwand, der Kutikula oder der
Epidermis hinweisen konnte. Weiterhin war nur in 0,1- 0,5% der Nuklei das
Chromosomenfragment peripher lokalisiert; nur an freiliegenden Fragmenten ist aber eine
strukturelle Analyse moglich.

In situ-Hybridisierung auf Pachytdnchromosomen zeigten Signale des pTS5-Satelliten, die
deutlich nicht am terminalen Ende des Fragments lokalisiert waren (Abb. 13L+M). Nach

simultaner  in  situ-Hybidisierung  unterschiedlich  markierter ~ Satelliten  an
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Pachytinchromosomen konnten nur sehr schwache Signale detektiert werden, wobei die
geringe Signalstirke durch die verminderte Qualitit der Prdparate und nicht durch einen
niedrigen Amplifikationsgrad verursacht wurde. Eine genauere Positionierung beider
Satellitensequenzen zueinander war nicht eindeutig moglich.

Deshalb wurden fiir die Feinkartierung des Fragments gestreckte Chromatinfasern aus PAT2-
Pflanzenmaterial pripariert. Eine Kontrolle der Praparate durch DAPI-Farbung zeigte relativ
kurze Chromatinfasern, die sich nur iiber einen eng begrenzten Bereich des Objekttrigers
ausbreiteten. Weder durch eine neu bereitete Kernsuspension noch Verdnderungen in der
Praparation der Chromatinfiaden (z.B. Inkubationzeit des Lysepuffers, FlieBgeschwindigkeit
der lysierten Kernsuspension iiber den Objekttriger oder Vorbehandlung der Objekttriger)
konnte eine Verbesserung der Priparate erreicht werden. Erste Analysen mittels fibre-FISH
wurden daher zunédchst an den vorhandenen Priparaten durchgefiihrt. Trotz der préparativen
Schwierigkeiten konnten strukturelle Einsichten in den Aufbau des PAT2-
Chromosomenfragments gewonnen werden.

Die in situ-Hybridisierung des pTS4.1-Repeats zeigte zwei Sau3 A-Repeatblocke, die durch
eine Liicke unterbrochen wurden (Abb. 130). Simultane in situ-Hybridisierung der pTS4.1-
und pTS5-Repeats als Sonden an Chromatinfiden deuteten auf eine Kolokalisierung beider
Satelliten hin (Abb. 13P). Abschnitte, in denen nur Signale eines Satelliten detektiert wurden,
konnten nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Herstellung
geeigneter Prdparate mit PAT2-Material konnen die Daten nur als Hinweis interpretiert
werden, dass die Anordnung der Repeatblocke in PAT2 von der Organisation in der
Fragmentadditionslinie PRO1 abweicht. Die andere Organisation und die Position der Sau3A-
Satelliten in interner Region des PAT2-Fragments deuten auf unterschiedliche Vorgénge bei
der Bildung des PAT2-Fragments und des PRO1-Fragments hin. Wéhrend die Ergebnisse
vermuten lassen, dass sich das PROI-Fragment nach einem Bruch innerhalb der
centromerischen Chromosomenregion gebildet hat; scheint das PAT2-Fragment durch

Spaltung im interkalaren Chromosomenbereichs entstanden.
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3.4.3. Nachweis von Wildriibenchromatin in nematodenresistenten Tranlokationslinien

mit unikalen Sequenzen als Sonden

Resistente monosome Additionslinien und Fragmentadditionslinien besitzen einen hohen
Anteil von Wildriibeneigenschaften und sind daher fiir den Einsatz in der Landwirtschaft
ungeeignet. Ziel der Ziichtung sind resistente homozygote Zuckerriibenlinien, bei der
Chromatin der Wildriibe in Form einer moglichst kleinen, nur die gewiinschten
Wildriibengene enthaltenden, Translokation auf einem Zuckerriibenchromosom integriert ist.
Nach einem langwierigen Ziichtungsprozess konnte die resistente Linie A906001 entwickelt
werden, die eine Translokation von rund 1000 kb aus der Wildriibe B. procumbens besitzt und
sich in ihrem Phinotyp nur gering von der Zuckerriibe unterscheidet (JUNG et al., 1992,
KLEINE et al., 1995).

Da eine Lokalisierung der Wildriibentranslokation im Genom der Linie A906001 durch FISH
mit repetitiven wildriibenspezifischen DNA-Sonden (z.B. pTS5) aufgrund der sehr geringen
Kopienanzahl auf der kurzen Translokation nicht mdglich war, wurden zur Detektion des
Wildriibenchromatins YACs eingesetzt, deren Insertion aus translokationsspezifischer DNA
bestand. Die verwendeten YACs entstammten einer YAC-Bank aus der Linie A906001 und
sind Bestandteile von Contigs, die aufgrund von Daten aus molekularer Analysen der
Translokation erstellt wurden (KLEINE ef al., 1995; CAl et al., 1997). Durch die Moglichkeit
des chromosomalen Nachweises von unikalen Sequenzen durch Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung sollte die Voraussetzung fiir die physikalische Kartierung von Genen im Beta-
Genom geschaffen werden. Der direkte chromosomale Nachweis von YACs erlaubt die
Bestimmung ihrer Position und Anordung und die Ausrichtung von YAC-Contigs auf dem

Chromosom.

3.4.3.1. Lokalisierung und Positionierung von translokationsspezifischen YACs in der

Translokationslinie A906001

Die Translokation der homozygoten, nematodenresistenten Riibenlinie A906001 wurde durch
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mit den translokationsspezifischen Klonen YAC120 und
YACI128 lokalisiert und nachfolgend cytogenetisch kartiert. Der fiir die FISH eingesetzte
YAC120 besitzt eine Lange von 150 kb und enthélt die Sequenz des Nematodenresistenzgens
Hs 1" (KLEINE et al., 1995). Der YAC128 ist 370 kb lang (CAI et al., 1996).

Beide YACs zeigten terminale Hybridisierungssignale im schwach DAPI-gefarbten Bereich
homologer Chromosomen (Abb. 14A-C). Das Wildrilbenchromatin war auf beiden

homologen Chromosomen detektierbar, woraus deutlich wurde, dass die Zuckerriibenlinie



Ergebnisse 98

A906001 homozygot fiir die Translokation ist. Hybridisierungssignale waren jeweils auf
beiden Chromatiden der Chromosomen sichtbar. Um die relative Lage der YACs zueinander
zu ermitteln und aufzukldren, welche Sequenz in distaler Position liegt, wurden durch multi-
colour FISH beide YACs simultan auf der Wildriibentranslokation lokalisiert. Dadurch war es
moglich, die die Translokation iiberspannenden YAC-Contigs und damit die physikalische
Karte der Translokation in Bezug zum Centromer und Telomer zu orientieren. Um das
entsprechende  Auflosungsvermdgen zu erreichen, war es notwendig, meiotische
Chromosomen zu priparieren, da diese relativ dekondensiert vorliegen und damit grofere
Zielsequenzen bieten. Durch in situ-Hybridisierung der YACs an Chromosomen in
verschiedenen Meiosestadien wurde gezeigt, dass der YAC120 terminal und der YAC128
proximal auf der Translokation lokalisiert ist (Abb. 14D). Die Hybridisierungsignale beider
YACs {berlappten nicht, waren jedoch nur wenig voneinander entfernt. Da das
Auflésungsvermogen der FISH an Pachytdnchromosomen um etwa 50-100 kb liegt (DEJONG
et al.,1999) und eine Liicke zwischen beiden Signalen deutlich zu erkennen war, wurde
vermutet, dass die Distanz zwischen den YACs und damit zwischen den beiden, die
Translokation zum gréf8ten Teil abdeckenden Contigs ungefahr 100-200 kb groB ist.

Aus den oben beschriebenen multi-colour FISH-Experimenten war bekannt, dass YAC120
am Chromosomenende lokalisiert ist. Es stellte sich die Frage, ob die YAC120-Sequenz das
Chromosom abschlieBt oder ob terminal zusétzliche telomerisch oder subtelomerische
Sequenzen vorhanden sind. Deshalb wurden weitere Experimente an Pachytinchromosomen
durchgefiihrt. Fir die multi-colour FISH wurden YACI20 und die Telomerssequenz
(TTTAGGG), pLTI11 eingesetzt. Die mikroskopische Auswertung ergab, dass YACI120
unmittelbar an den Telomerbereich angrenzt (Abb. 14E). Damit erscheint es
unwahrscheinlich, dass sich weitere distal lokalisierbare YAC-Klone aus der YAC-Bank

(KLEINE ef al., 1995) isolieren lassen.
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Abb. 14: Lokalisierung und physikalische Kartierung der Wildriibentranslokation auf
Chromosomen der homozygoten resistenten Linie A906001 von B. vulgaris:

Pfeile deuten jeweils auf die translokationsspezifischen Hybridisierungssignale.

(A-C) Lokalisierung der Wildriibentranslokation durch FISH an mitotischen Chromosomen. Beide
Y ACs sind terminal auf einem Chromosomenpaar lokalisiert. (A) Hybridisierung des YAC120 (150 kb).
(B) Hybridisierung des YAC128 (370 kb). (C) Doppelhybridisierung des YAC120 (griin) und des
YACI128 (rot).

(D) Bestimmung der exakten Position und relativen Lage durch multi-colour FISH mit YAC120 (griin)
und YAC128 (rot) an meiotischen Chromosomen (Diakinese). Lokalisierung des YAC120 distal und
YACI28 proximal. Zusitzliche Hybridisierung einer dritten DNA-Sonde (BamHI-Satellitenrepeat
pBV1) zur Markierung der Centromere (rot, starke Signale).

(E) Multi-colour FISH von YAC120 (rot) und Telomerrepeats (griin-gelb) an Pachytdnchromosomen
zeigt die endstindige Lage des YAC120 und seine physikalische Kopplung zum Telomer.

(F) Vermesssung der InsertionsgroBe des YAC120 durch fibre-FISH: der YAC120 wurde iiber einen
Bereich von 116 + 23 kb detektiert. Hybridisierung des YACI120 (griin) an Chromatinfasern der
Translokationslinie A906001.
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Um die Struktur der Translokation durch hochauflosende fibre-FISH-Eyperimente
untersuchen zu konnen, wurden gestreckte Chromatinfasern der Translokationslinie A906001
mit YACI120 als Digoxigenin-markierte Sonde hybridisiert (Abb. 14F). Auf den
Chromatinfasern der Linie A906001 wurden spezifische Signallinien einer durchschnittlichen
Liange von 35 £ 7 um (n = 19; L max = 152 pm) detektiert. Wird daraus die korrelierende
DNA-Grofle mit dem durch FRANSZ et al. (1996a) bestimmten optimalen Streckungsfaktor
von 3,27 kb/um berechnet, ergibt sich ein Wert von ca. 116 + 23 kb fiir die Insertionsgrof3e
des YAC120. Durch Pulsfeldgelelektrophorese wurde eine Grofle von ca. 150 kb bestimmit.
Die Differenz zwischen beiden Messdaten konnte durch eine geringere Streckung der
Chromatinfasern oder zu geringe Signalintensitit in den terminalen Bereichen der
Chromatinfasern verursacht worden sein.

Unikalen Sequenzen, wie sie der YAC120 darstellt, wurde bisher nur selten auf gestreckten
Chromatinfasern aus Pflanzenmaterial lokalisiert. Die Hybridisierungen von BAC-Klonen an
Chromatinfasern wurden von CHENG et al. (2000a) und LYSAK et al (2001) erfolgreich
durchgefiihrt. Die Hybridisierung einer YAC-Sonde ist bisher nicht beschrieben und stellt
demnach einen weiteren Schritt zur Detektion von low-copy und unikale Sequenzen auf

Chromatinfasern aus pflanzlichem Gewebe und insbesondere der Gattung Beta dar.

3.4.3.2. Ursache fiir die verminderte Transmission in nematodenresistenten

ZucKkerriibenlinien

Der Nachweis der Translokation in verschiedenen meiotischen Stadien durch YAC-in situ-
Hybridisierung (Kap. 3.4.3.1.) fiihrte zu Hinweisen auf die Ursache der bei der
Sortenentwicklung beobachteten verminderten Transmission der Resistenz. Obwohl das
Resistenzgen in den Translokationslinien auf einem Zuckerriibenchromosompaar als
homozygote Introgression vorliegt, ist die Stabilitit der Vererbung (Transmissionsrate) nicht
befriedigend (J. MULLER, pers. Mitteilung). So spalten aus der Nachkommenschaft
homozygoter resistenter Linien immer wieder anféllige Pflanzen heraus, die vermutlich aus
dem spontanen Verlust des Nematodenresistenzgens resultieren (BRANDES et al., 1987).
Deshalb konzentrierten sich die Analysen auf die Untersuchung verschiedener Meiosestadien
in der Translokationslinie A906001. Obwohl YAC128 nicht das Nematodenresistenzgen
tragt, wurde dieser Klon als FISH-Sonde ausgewdhlt, da die Fluoreszenzsignale eine hohere
Intensitét als die des YAC120 haben. Der YACI128 ist dem YAC120 eng benachbart und
kann daher zum Nachweis der Translokation im Genom von B. vulgaris eingesetzt werden.

Durch FISH des translokationsspezifischen YAC128 wurde gezeigt, dass Erkennung und

Paarung homologer Chromosomen in der meiotischen Prophase durch die
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Wildriibenintrogression nicht behindert wurden. Im spéten Leptotdn waren zwei Signale auf
zwei nebeneinander lokalisierten Chromatinfidden nahe beieinander zu erkennen (Abb. 15A).
Die beiden homologen Chromosomen lagen folglich eng benachbart. Das Pachyténstadium ist
durch die vollstindige Paarung homologer Chromosomen gekennzeichnet. Wie zu erwarten
war, lief} sich der YAC128 als relativ starkes Signal terminal auf einem Bivalent detektieren
(Abb. 15B). Weiterhin sind schwichere Signale, die dispers iiber alle Chromosomen verteilt
sind, zu beobachten. Aufgrund der geringen Signalintensitdt lassen sie sich deutlich vom
YACI128-Hybridisierungssignal differenzieren. Die schwachen Signale deuten auf das
Vorhandensein von dispersen DNA-Sequenzen innerhalb der YAC128-Insertion.

Storungen traten in den nachfolgenden Stadien der Meiose auf. In der Diakinese, Anaphase |
und Telophase I wurden in 7-16% der Pollenmutterzellen UnregelméBigkeiten bei der
Chromosomenverteilung beobachtet (Abb. 15C-E). Analysiert wurden insgesamt 900 Nuklei,
die aus 7 verschiedenen Antheren bzw. Pridparaten gewonnen wurden und aus zwei
unterschiedlichen Bliitenstinden einer Pflanze entstammten. Diese Stadien wurden durch
Hybridisierung mit YAC128 untersucht. Ausgewihlte Beispiele dieser FISH-Ergebnisse
wurden dokumentiert und sind in Abb. 15 dargestellt.

e Wihrend der Diakinese bildete sich eine deutlich verlédngerte Briicke zwischen zwei
homologen Chromosomen eines Bivalents, auf der die translokationsspezifische
Sequenzen des YAC128 detektiert wurden (Abb. 15C). Es handelt sich demzufolge um

das Chromosomenpaar mit der Translokation.

e Im Anaphasestadium wurde ein verzogerter Transport eines Chromosoms zu den
Spindelpolen beobachtet. Dieses Chromosom hybridisierte stark, ebenso wie ein
Chromosomenbruchstiick, mit den Wildriibensequenzen des YACI128. Sowohl das
hybridisierende Chromosom als das Chromosomenfragment waren von den restlichen
Chromosomen separiert, die schon zu den Polen gezogen wurden (Abb. 15D). Ein

weiteres Bruchstiick in der Mitte ohne Hybridisierungssignal ist sichtbar.

® In der Telophase I wurde zwischen den beiden Tochterkernen ein Chromosomenfragment
detektiert, das mit dem translokationsspezifischen YACI128 hybridisierte. Wahrend ein
Tochterkern ein spezifisches Signal zeigte, lie sich im anderen Kern keine spezifische

Hybridisierung des YAC128 nachweisen (Abb. 15E).

® Beobachtungen in der zweiten Teilungsphase der Meiose zeigten, dass eine gestorte
Verteilung der Chromosomen nicht auf die erste Teilungsphase beschrinkt war. Auch in
Anaphase II und Telophase II bildeten sich Briicken zwischen den sich trennenden

Chromatidenpaaren, und abgespaltene Mikronuclei waren nach DAPI-Féarbung
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nachweisbar (Abb. 15F+QG). Eine Briickenbildung wurde in der zweiten Teilungsphase bei
5% der untersuchten Nuklei beobachtet (je 100 Nuclei aus 3 unterschiedlichen Antheren

wurden analysiert).

Abb. 15: Meiotische Stabilitit der Translokation: Lokalisierung der Wildriibentranslokation in
verschiedenen meiotischen Stadien der nematodenresistenten Translokations-linie A906001 durch
FISH mit YAC128.

(A) Spites Leptotdn; (B) frihes Pachytén; (C) Diakinese; (D) Anaphase I; (E) Telophase I; (F)
Anaphase II; (G) Telophase II. Bei (A-B) lassen sich keine Storungen in der Assoziation und Paarung
der homologen Chromosomen nachweisen. (C) In der Diakinese bildet die Translokation eine Briicke
zwischen zwei homologen Chromosomen. (D-G) In der spédten Prophase und den Teilungsphasen I
und II sind UnregelméBigkeiten bei der Aufteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen (D-F) zu
beobachten. In der Telophase I konnte die vollstindige Abtrennung des translokations-tragenden
Chromosomenabschnittes beobachtet werden. (F-G) In der TeilungsphaseIl ist ebenfalls
Briickenbildung und die Abtrennung von Chromosomenbruchstiicken zu beobachten.

Zusammenfassend konnte durch  FISH-Analyse bestdtigt werden, dass die

Wildriibentranslokation in der A906001 zu unregelmifBiger Verteilung der homologen
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Chromosomen in der ersten Teilungsphase der Meiose fithren kann. Mikroskopische
Beobachtungen zeigten weiterhin, dass auch bei der Teilung der Chromatiden (2. meiotische
Teilung) Storungen auftreten konnen. In beiden Fillen sind abseits liegende
Chromosomenbruchstiicke zu beobachten. Diese enthalten sehr wahrscheinlich das
Nematodenresistenzgen und werden vermutlich in den folgenden Stadien abgebaut. Es scheint
daher, dass diese nachgewiesenen meiotischen Storungen der translokationstragenden
Chromosomenregionen fiir die verminderte Transmission der Translokationslinie

verantwortlich sind.

3.4.3.3. Lokalisierung translokationsspezifischer Sequenzen auf Chromosomen der

monosomen Additionslinie und der Wildriibe

Nematodenresistente Zuckerriibenlinien entstanden durch Introgression von Segmenten eines
Wildriibenchromosoms aus monosomen Additionslinien (2n = 18+1). Die monosome
Additionslinie war aufgrund ihres Phéanotyps und Isoenzymmusters als ,,a-Typ* klassifiziert
und enthélt das Chromosom 1 von B. procumbens, auf dem sich das Nematodenresistenzgen
Hs 17" befindet (JUNG et al., 1992; JUNG, 1987).

Um die molekulare Organisation der translokationspezifischen Sequenzen besser zu verstehen
und Hinweise auf unbekannte repetitive Sequenzen in den YACs zu bekommen (siche
Hintergundsignale in Abb. 14C und Abb. 15F), wurden die selektierten YACs auf den
Chromosomen der monosomen Additionslinien und der Wildriibe B. procumbens hybridisiert.
Die chromosomale Herkunft der Resistenzgen-tragenden DNA-Sequenzen sowie Hinweise
auf den Entstehungsprozess der Hybridlinien sollten untersucht werden.

Durch FISH mit YACI20 auf der monosomen Additionslinie und der Wildriibe
B. procumbens wurden starke Hybridisierungssignale am perizentrischen, DAPI-positiven
Heterochromatin hervorgerufen. In der monosomen Additionslinie ist die Centromerregion
des zusiétzlichen Chromosoms stark markiert und ermoglicht die eindeutige Identifizierung
des Wildriibenchromosoms (Abb. 16A Mitte). Die Hybridisierung von YACI120 an
meiotischen Chromosomen der Wildriibe B. procumbens ergab unterschiedlich starke Signale
an 10 bis 12 perizentrischen Heterochromatinblocken (Abb. 16B Mitte). Die Signalverteilung
stimmte mit dem durch die Sau3A-Satellitenrepeats verursachten Hybridisierungsmuster
iiberein (Abb. 10A-D).

Der YAC120 enthélt einige Kopien der Sau3 A-Satelliten-DNA-Familie, die in B. procumbens
in pericentromerischen Chromosomenregionen hochampliziert vorliegt und als molekularer
Marker fiir die Selektion nematodenresistenter monosomer Additionslinien eingesetzt werden

kann (SCHMIDT et al., 1990). Wird der YAC120 als FISH-Sonde eingesetzt, detektiert er die



Ergebnisse 104

Satellitenarrays am Centromer der Wildriibenchromosomen, die als Zielsequenzen
hochabundant vorliegen. Da der YAC120 sowohl in der monosomen Additionslinie als auch
in der Wildriibe sehr stark an die repetitiven Satellitenblocke hybridisiert, ist keine eindeutige
Lokalisierung des Resistenzgens moglich. Ein iiberraschendes Ergebnis brachte die
Hybridisierung des YAC128 in der monosomen Additionslinie. Hier wurde das zusitzliche
Wildriibenchromosom  vollstindig markiert. Die Hybridisierung an weniger stark

kondensierten meiotische Chromosomen zeigte, dass im Bereich des perizentrischen

Heterochromatins des Wildriibenchromosoms keine Hybridisierungssignale auftraten (Abb.

16A rechts).

Abb. 16: Vergleichende
Hybridisierung der YACs an
Additionslinie und Wildriibe:

(A) FISH an meiotischen
Chromosomen (Prophase 1) der
monosomen Additionslinie (18+1)
von B.  vulgaris mit dem
translokationsspezifischen YACI120
(griin, Mitte) und YACI128 (rot,
rechts).

(B) FISH an meiotischen
Chromosomen von B. procumbens
mit YACI120 (griin, Mitte) und
YACI128 (rot, rechts).

Analog zeigten in B. procumbens alle Chromosomen starke, dispers verteilte Signale nach der
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mit YACI128 (Abb. 15B rechts). Daraus wurde
geschlussfolgert, dass YAC128 eine DNA-Sequenz enthalten muss, die hochamplifiziert im
B. procumbens-Genom vorkommt, aber nur in wenigen Kopien im B. vulgaris-Genom
existiert. Ahnliche Verteilungsmuster sind aus Hybridisierungsexperimenten von LTR-
Retrotransposons der Tyl-copia-Klasse auf Riibenchromosomen bekannt (SCHMIDT et al,.
1995). Um die Ursache fiir diese disperse Hybridisierung zu ermitteln, wurde eine PCR mit
Tyl-copia-spezifischen Primern durchgefiihrt (FLAVELL et al., 1992). Dadurch konnte aus

dem YACI128 ein Tyl-copia-typisches Fragment von 270 bp amplifiziert werden.
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YAC128 YAC120 :
M 1 2 3 4 M 1 2 3 M

B. procumbens

oy
H, O-Kontrolle

Hefe-DNA
B. vulgaris

= 270 bp
&= 270 bp

Abb. 17: (A) Detektion eines Tyl-copia-typischen DNA-Fragments von 270 bp im 1,2%igem
Agarosegel nach Amplifikation der konservierten Region der Reversen Transkriptase durch PCR mit
degenerierten Primern. M: 1kb Leiter, YAC128 1-4: unterschiedliche Konzentrationen an YAC128 als
Template-DNA: 1/100; 1/20, 1/10 und unverdiinntes Amplifikat aus DOP-PCR-Ansatz.

(B) Nachweis der Spezifitit:YAC120 in drei Konzentrationen (1/20; 1/10 und unverdiinnt);
genomische DNA aus Hefe (Sacharomyces cerevisiae), B. vulgaris und B. procumbens wurden als
Template-DNA eingesetzt

Nach Klonierung und Sequenzierung des PCR-Produkts konnte durch Vergleich mit den in
der EMBL-Datenbank abgelegten Tyl-copia-Sequenzen eine Homologie festgestellt werden.
Die klonierte DNA-Sequenz zeigte 43% Homologie zur DNA-Sequenz des Tyl-copia-
Retrotransposons Tbv1 aus B. vulgaris (Z38076). Die Homologie zur Tbv1-Sequenz ist sehr
wahrscheinlich Ursache fiir die beobachtete schwache Kreuzhybridisierung des YAC128 mit
den Zuckerriibenchromosomen.

Aus den starken Signalen des YAC128 in der FISH-Analyse kann geschlussfolgert werden,
dass die aus diesem YAC isolierte und klonierte Rerverse Transkriptase-Sequenz zu einer
hochamplifizierten Subfamilie von Ty1-copia-Retrotransposons gehdrt, die sehr spezifisch fiir

das B. procumbens-Genom ist.
3.4.3.4. Vergleichende Lokalisierung des Nematodenresistenzgens Hs1”""’

Um eine detaillierte cytogenetische Analyse chromosomaler Regionen zu ermdglichen, sollte
der Nachweis von kurzen, unikalen DNA-Sequenzen durch Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung im Genom von B. vulgaris erarbeitet und etabliert werden. Voraussetzung fiir
die Hybridisierung von unikale Genen ist die Verwendung von qualitativ hochwertigen

Chromosomenpraparaten aus jungem Pflanzenmaterial mit einem hohen Metaphaseindex.
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Wichtig ist die sorgfdltige Auswahl der Prédparate, die génzlich frei von storenden
Cytoplasmaresten sein miissen. Die eingesetzte DNA-Sonde muss hochspezifisch an die
Zielsequenz auf dem Chromosom binden. Weiterhin muss die Inkorporation der markierten
Nukleotide hocheffizient erfolgen, damit die Fluoreszenzsignale mit ausreichender Intensitét
erzeugt und detektieren werden konnen.

Als unikale Gen wurde das in einen Plasmidvektor klonierte Nematodenresistenzgens Hs 17"
auf die nematodenresistente Translokationslinie A906001 hybridisiert. Die Sequenz des
Nematodenresistenzgen HsI”" ist Teil des YAC120 (Abb. 19) (CAI et al., 1997). Da die
YAC-Hybridisierung ergab, dass die Linie A906001 homozygot ist, wurden
Hybridisierungssignale auf einem Chromosomenpaar erwartet. Durch Verwendung
unterschiedlicher Primerkombinationen wurden aus dem klonierten Nematodenresistenzgen
(Klon 1832) durch PCR DNA-Sonden unterschiedlicher Lange hergestellt und fiir die FISH
eingesetzt (Primer 1832D; 1832H, 1832B und 1832T wurden freundlicherweise von D. CAI
zur Verfiigung gestellt). Da als Template ein ¢cDNA-Klon in der PCR eingesetzt wurde,
umfaBten die PCR-Produkte nur kodierende Sequenzen des Hs/”""-Gens.

Zunichst musste die Sonde selektiert werden, die hoch spezifisch hybridisiert und dabei grof3
genug ist, um stabil an der genomischen Zielsequenz gebunden zu bleiben. Zu beobachten
war, dass nur das kleinste Fragment mit einer Linge von 684 bp spezifisch hybridisierte. Die
lingeren = Sonden  zeigten  zusidtzliche = Hybridisierungssignale  auf  mehreren
Zuckerriibenchromosomen. Dies ld6t vermuten, dass Kreuzhybridisierung mit Sequenzen
kodierend fiir konservierte Proteindomédnen in Zuckerriibe und Wildriibe fiir die
unspezifischen Signale verantwortlich sind.

Nur nach Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung des kiirzesten PCR-Produktes von 684 bp
wurden Hybridisierungssignale auf nur einem Chromosomenpaar detektiert. Auf jeweils
beiden Chromatiden konnten in terminaler Chromosomenregion Hs/”*’-Sequenzen
nachgewiesen  werden.  Durch  die  Hybridisierung der  DNA-Sonde  des
Nematodenresistenzgens HsI”°" auf der Translokationslinie A906001 (Abb. 18A) konnten
molekulare Untersuchungen bestétigt werden, die gezeigt hatten, dass das Resistenzgen

terminal auf homologen Chromosomen lokalisiert ist (HELLER et al., 1996).
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Abb. 18: (A) Chromosomale Lokalisierung des Nematodenresistenzgens HsI”’ (internes
Fragment von 684 bp) in der homozygoten nematodenresistenten Translokationslinie A906001.
Hybridisierungssignale (Pfeile) sind auf homologen Chromosomen auf beiden Chromatiden sichtbar.
(B) Detektion von HsI”" in der monosomen Additionslinie von B. vulgaris mit Chromosom 1 von
B. procumbens (Pfeil); (C) Rehybridisierung mit dem B. procumbens-spezifischen Satellitenrepeat
pTS5 (Pfeil). (D) Nachweis des Nematodenresistenzgens Hs/”°" in terminaler Position von
B. procumbens-Chromosomen (Pfeile).

Da durch die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung der YACs auf der monosomen
Additionslinie von B. vulgaris und der Wildriibe keine Hinweise zur Entstehung der
Translokation erzielt wurden, wurden in situ-Hybridisierungen der HsI”°’- Sequenz an
Chromosomen der monosomen Additionslinie und der Wildriibe B. procumbens durchgefiihrt.
Da die Gensonde nur ein kurzes Fragment der kodierenden Gensequenz enthielt, wurde
erwartet, dass eine eindeutige chromosomale Lokalisierung des Nematodenresistenzgens in
der monosomen Additionslinie und der Wildriibe mdglich ist. Durch Kenntnis der
chromosomalen Position des Gens sollte die Frage geklart werden, welche
Rekombinationsereignisse zur Entstehung der Translokation gefiihrt haben konnten.

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung der HsI”°’-Gensequenz an  mitotischen
Metaphasechromosomen der monosomen Additionslinie zeigte zwei Hybridisierungssignale
in terminaler Position an einem Chromosom (Abb. 18B). Zwei schwache Signalpunkte auf
beiden Chromatiden waren zu erkennen. Um die Spezifitit des beobachteten
Fluoreszenzssignals zu  bestdtigen, war eine zusdtzliche Identifizierung des
Wildriibenchromosoms notwendig. Dazu wurde eine Rehybridisierung der Chromosomen der
monosomen Additionslinie mit dem B. procumbens-spezifischen Satelliten pTSS5
vorgenommen (Abb. 18C). Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die HsI”"*'-Gensonde

auf dem durch pTSS5 identifizierten Wildrilbenchromosom hybridisiert. Das
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Nematodenresistenzgen Hs/”°" ist demnach auf dem addiertem Wildriibenchromosom
terminal lokalisiert.

Um Hinweise auf die chromosomale Herkunft der Gensequenz in der Wildriibe zu erhalten,
wurden  in situ-Hybridisierungsexperimente der HsI”°’-Gensonde an Prometaphase-
chromosomen von B. procumbens durchgefiihrt. An den B. procumbens-Chromosomen
wurden in terminaler Position auf zwei Chromosomen Signale nachgewiesen (Abb. 18D). Die
Hybridisierungssignale waren auf beiden Chromatiden detektierbar. Die FISH zeigt, dass die
Translokation mit dem Hs/”*’ Gen einem terminalen Chromosomenabschnitt eines
Wildriibenchromosoms entstammt. Das Nematodenresistenzgen ist die erste unikale Sequenz,
die bisher in Wildriiben durch FISH nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse der
chromosomalen Lokalisierung des Nematodenresistenzgens als auch von YACI120 und
YACI128 (vgl. Kap. 3.4.3.1.) in B. procumbens und in der Translokationslinie A906001
wurden in der nachfolgenden Abbildung (Abb. 19) schematisch dargestellt. Die
genomspezifischen Satelliten pTSS5 (B. procumbens) (Abb. 18C) und pBV1 (B. vulgaris)

(Abb. 14D) wurden als chromosomale Marker eingesetzt.

Hs1 pro-1 -
st vor 58 —) \ YAC120
\ Hs1 pro-1 (00
\

— \
pTS5 pBV1 \\

\
\
\
\
\ YAC128
\
\
\
\
\
\
\
— L _ 4 \
B. procumbens B. vulgaris -Chromosom IX B. procumbens- YAC-Contigs
mit B. procumbens -Translokation Translokation (Cai et al., 1996)

Abb. 19: Schematische Darstellung der Struktur der Translokation und der Lage des
Nematodenresistenzgens in der resistenten Riibenlinie A906001. Dargestellt sind die
translokationsspezifischen YACs (YAC120 und YACI28), das Nematodenresistenzgen HsI””,
B. procumbens-spezifisches Satellitenrepeat pTSS und B. vulgaris-spezifisches Satellitenrepeat pBV 1.
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Durch die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung des Gens HsI”" ergaben sich Einsichten in
den moglichen Ursprung der Translokation. Die Translokation der Zuckerriibenlinie A906001
stammt sehr wahrscheinlich aus einem terminalen Chromosomenabschnitt der Wildriibe.
Weiterhin konnte auch die RFLP-Kopplungsanalyse bestitigt werden (HELLER et al. 1996). In
der RFLP-Analyse verschiedener resistenter Zuckerriibenlinien wurde gezeigt, dass die
jeweiligen Translokationen aus den Wildriiben B. procumbens und B. webbiana, die ein
Nematodenresistenzgen tragen, immer endstindig in der Kopplungsgruppe 4 kartiert werden
konnen. Die FISH mit YACI20 und dem Telomerrepeat beweist, dass in Bezug auf die

Translokation die genetische und die cytogenetische Kartierung libereinstimmen.
3.5. Chromosomale Verteilung von Retrotransposons im pflanzlichen Genom

In den vorangegangenen Kapiteln wurde die chromosomale Lokalisierung verschiedener
Satelliten-DNA-Familien der Gattung Beta beschrieben. Zu den Hauptklassen der repetitiven
DNA im pflanzlichen Genom gehoren neben den tandemartig angeordneten Satelliten-DNA-
Sequenzen auch transponible DNA-Sequenzen wie Transposons und Retrotransposons. Der
Nachweis und die molekulare Charakterisierung der Retrotransposons (als Sequenzklasse der
repetitiven DNA) gelang bereits in vielen pflanzlichen Genomen (SMYTH et al., 1993;
HESLOP-HARRISON et al., 1997; KUMAR & BENNETZEN, 1999). Ausgangspunkt der eigenen
Studien von Retroelementen war die in situ-Hybridisierung des YAC128 auf Chromosomen
der monosomen Additionslinie von B. vulgaris. Eine genomspezifische Verteilung von
dispersen Hybridisierungssignalen und die Amplifikation eines Tyl-copia-typischen
Fragments durch PCR aus dem YAC128 lieBen vermuten, dafl Retrotransposonsequenzen im
YACI128 inseriert und fiir die zusitzlichen dispersen Signale verantwortlich sind (vgl. Kap.

3.4.3.3.).

Im folgenden ist die Analyse der chromosomalen Verteilung der drei Retrotransposon-
sequenzklassen im Beta-Genom dargestellt. Weiterfiihrend wurden auch Genome anderer
Pflanzengattungen untersucht werden, um artiibergreifende Prinzipien der Anordnung der

Retroelemente pflanzlicher Genome nachzuweisen.

Retrotransposons sind repetitiven Sequenzen, die u.a. fiir eine RNA-abhidngige DNA-
Polymerase (RT: Reverse Transkriptase) kodieren und bei ihrer Amplifikation in der Zelle ein
RNA-Intermediat bilden. Im pflanzlichen Genom wurden bisher verschiedene Formen von
Retroelementen charakterisiert. Sie werden eingeteilt in LTR-Retrotransposons mit langen
terminalen Sequenzwiederholungen (LTR: /long terminal repeat) und Non-LTR-

Retrotransposons, die keine terminalen Repeats besitzen (vgl. Tab. 1). Bei den Non-LTR-
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Retrotransposons unterscheidet man zwischen SINEs (short interspersed elements) (SINGER,
1982; LENOIR et al., 1997) mit Sequenzldngen von ca. 500 bp und LINEs (long interspersed
elements) mit einer Linge von mehreren Kilobasen und Spacersequenzen (nach SCHMIDT,

1999).

LTR-Retrotransposons lassen sich einteilen in Tyl-copia- und Ty3-gypsy-Elemente. Sie
besitzen eine interne Doméne mit mehreren ORFs (open reading frames). Diese enthalten
Gene fiir eine Reverse Transkriptase, eine Protease, eine RNase H und eine Integrase. Tyl-
copia- und Ty3-gypsy-Retrotransposons unterscheiden sich in der Reihenfolge der Gene fiir

die Integrase und Reversen Transkriptase (vgl. Abb. 1).

Die chromosomale Lokalisierung und molekularen Analysen der Reversen Transkriptase
Domine von Tyl-copia-Elemente war Bestandteil der eigenen Arbeit. Die Untersuchungen
zur chromosomalen Verteilung der Ty3-gypsy-dhnlichen Elemente im Genom der Wildriibe
B. procumbens wurden durch die molekularen Studien zur Charakterisierung von
centromernahen Retrotransposons von Frau Dr. 1. Galasso (Germplasm Institute Bari, CNR,
Italien) unterstiitzt (GINDULLIS et al., 2001). Ty3-gypsy-dhnliche Retroelemente in Cicer
arietinum wurden in Kooparation mit Frau Dr. C. Staginnus aus der Arbeitsgruppe von Herrn
Prof. Dr. Kahl (Plant Molecular Biology, Universitdt Frankfurt) analysiert (STAGINNUS ef al.,
1999). In Zusammenarbeit mit Frau Dr. S. Kubis aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Heslop-
Harrison (Department of Cell Biology, John Innes Centre, Norwich, UK) wurden Non-LTR-

Retrotransposons (LINEs) charakterisiert und chromosomal lokalisiert (KUBIS et al., 1998).

3.5.1. Tyl-copia-Retrotransposons der Gattung Beta

Sehr gut wuntersuchte Retrotransposon sind die Tyl-copia-Retrotransposons, wobei
insbesondere die fiir die Reverse Transkriptase kodierende Gensequenz (RT-Gen) analysiert
wurde. Die Reverse Transkriptase ist das Schliisselenzym der Reversen Transkription der
Retrotransposons. Sequenzvergleiche der RT-Gene zeigten, dass eine sehr hohe Heterogenitét
der Gensequenzen im Genom verschiedener Arten existiert (FLAVELL et al.; 1992, SCHMIDT
et al., 1995; BRANDES et al., 1997). Trotzdem konnten durch Homologieuntersuchungen
konservierte Aminosduredominen nachgewiesen werden, die sich fiir die Ableitung von Ty1-
copia-spezifischen Primern eigneten (FLAVELL et al., 1992; VOYTAS et al., 1992; HIROCHIKA
& HIROCHIKA, 1993). Dadurch konnen durch Polymerasekettenreaktion spezifische
Fragmente des RT-Gens aus unterschiedlichen Genomen amplifiziert, isoliert und molekular
charakterisiert werden. Durch Fluoreszenz-in situ-Untersuchungen konnten Tyl-copia-

Retrotransposons chromosomal lokalisiert werden. Es =zeigte sich, dass Tyl-copia-
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Retroelemente relativ gleichméssig iiber die euchromatischen Regionen des Genoms verteilt
und in hoher Kopienzahl auf allen Chromosomen vorhanden sind. Weiterhin wurden
chromosomale Segmente, in denen die Tyl-copia-Retroelemente stark amplifiziert vorliegen,
als auch ein Ausschlufl der Tyl-copia-Retrotransposons aus der pericentromerischen Region
und der 18S-5,85-25S rRNA-Gene beobachtet (SCHMIDT ef al., 1995).

Ziel der eigenen Arbeiten war eine cytogenetische Charakterisierung der RT-Gensequenzen
der Tyl-copia-Retroelemente innerhalb der Gattung Beta. Um eine mdgliche Existenz von
genomspezifischen Sequenzfamilien in den vier Sektionen Beta, Procumbentes, Nanae und
Corollinae zu priifen, wurden zunéchst Fluoreszenz-in situ-Untersuchungen, in denen PCR-
Produkte als Sonden eingesetzt wurden, an Hybridlinien der Zuckerriibe durchgefiihrt. Aus
genomischer DNA von B. vulgaris, B. procumbens oder B. corolliflora wurden mit Tyl-
copia-spezifischen Primern (5-AARCNTTYGAYAG-3"; 5-GCRTCRTCNGCRTA-3";
FLAVELL et al., 1992) Retrotransposonsequenzen amplifiziert und mit Hapten-gekoppelten
Nukleotiden markiert. Da die DNA-Sonden durch Amplifikation aus genomischer DNA
markiert wurden, wurde eine Population divergierter Reverse Transkriptase-Sequenzen mit
einer Linge von ungefihr 270 bp, die entweder aus dem Zuckerriiben- bzw. einem
Wildrilbengenom entstammten, fiir die FISH-Studien eingesetzt. Chromosomen der
monosomen Additionslinie 950039 (2n = 18+1), die ein Wildriibenchromosom aus
B. procumbens besitzt, und einer amphitriploide Zuckerriibenlinien (2n = 18+9), mit neun aus
B. corolliflora abstammenden Wildriibenchromosomen, wurden hybridisiert.

Nach der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung war eine disperse Verteilung der aus B. vulgaris
amplifizierten Retroelemente auf allen 18 Zuckerriibenchromosomen in der monosomen
Additionslinie zu beobachten (Abb. 20A). Wéhrend die Retroelemente nicht oder in nur
geringer Kopienanzahl in pericentromerischen und heterochromatischen
Chromosomenregionen nachweisbar waren (Abb. 20A Pfeilkopf), traten in den
euchromatischen Bereichen sehr unterschiedliche Signalintensititen auf. Dies deutet auf
unterschiedliche Kopienzahl der Tyl-copia-Retroelemente in den Chromosomen. Auch in der
Interphase waren die Tyl-copia-Retroelemente dispers iiber den gesamten Kern und nicht im
stark DAPI-gefarbten Heterochromatin lokalisiert (Abb. 20B). Durch in situ-Hybridisierung
mit den aus B.vulgaris amplifizierten Retroelementen zeigte ein Chromosom keine
Hybridisierungssignale (Abb. 20A Pfeil). Nach gleichzeitiger Hybridisierung der aus
B. procumbens amplifizierten Retroelemente (Abb. 20C griin, Pfeil) war eine
genomspezifische Hybridisierung der Tyl-copia-Elemente zu beobachten. Obwohl eine

schwache Kreuzhybridisierung auf den 18 Zuckerriibenchromosomen nachweisbar war,
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konnte das addierte Wildriibenchromosom eindeutig durch das stirkere Signal der
hybridisierenden B. procumbens-Fragmente identifiziert werden. Weiterfiihrend wurde auch
der Nachweis einer genomspezifischen Hybridisierung mit aus B. corolliflora amplifizierten
Retroelementen auf den Chromosomen einer amphitriploiden Linie durch multi-colour FISH
erbracht. Wéhrend die 18 Zuckerriibenchromosomen mit dem B. vulgaris-spezifischen

Satelliten pBV1 markiert wurden (Abb. 20D griin), hybridisierten die differentiell markierten

Retroelemente bevorzugt an den neun B. corolliflora-Chromosomen (Abb. 20D rot).

Abb. 20: Vergleichende chromosomale Lokalisierung pflanzlicher LTR-Retrotransposons:
(A-C) Genomspezifische Hybridisierung von Tyl-copia-Retroelementen an Chromosomen der
monosomen Additionslinie von B. vulgaris (2n = 18+1). (A) Nachweis der Retroelemente aus
B. vulgaris (rot). (B) Lokalisierung der Retroelemente aus B. vulgaris im Interphasekern (griin).
(C) Doppelhybridisierung von Ty1-copia-Elementen aus B. vulgaris (rot) und B. procumbens (griin).
(D) Detektion des B. vulgaris-spezifischen BamHI- Satelliten (pBV1, griin) und Tyl-copia-
Retroelementen (rot) aus B. corolliflora im Genom einer amphitriploiden Hybridlinie (2n = 18+9).

Aufgrund der beobachteten Artspezifitit und ihrer dispersen, iiber alle Chromosomen
verteilten Lokalisierung ergab sich die Frage, ob Tyl-copia-Retrotransposons der
hauptverantwortliche Sequenztyp fiir eine genomspezifische Hybridisierung von Gesamt-
DNA (GISH) sein konnte. Darauf basierend wire denkbar, dass durch Hybridisierung von
genomspezifischen,  dispers  verteilten = Retroelementen = der = Nachweis  von
Chromosomentranslokationen in Hybridengenomen moglich ist. Im Vergleich zur
genomischer DNA wire durch Einsatz von Retroelementen als DNA-Sonde eine geringere
Kreuzhybridisierung zu konservierten Sequenzen (z.B. rRNA oder Telomere) und eine sich

daraus ergebenen hoheren Genomspezifitit zu erwarten. Durch eine detaillierte molekulare
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Analyse der Reversen Transkriptase Sequenzen (RT-Sequenzen) von Tyl-copia-

Retrotransposons der Gattung Beta sollte daher tiberpriift werden, ob genomspezifische
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Retrotransposonfamilien existieren, die &hnlich wie die Gesamt-DNA zur Differenzierung
und Analyse von Arthybriden in der FISH eingesetzt werden konnten.

Es wurden insgesamt 39 RT-Sequenzen kloniert und sequenziert. Jeweils neun Tyl-copia-
Klone der Sektionen Befa (Tbv) und der Sektion Nanae (Tbn), zehn Klone der Sektion

Procumbentes (Tbp) und elf Klone der Sektionen Corollinae (Tbc) wurden untersucht.
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Tab. 7: Klonierte PCR-Produkte nach Amplifikation mit Tyl-copia-spezifischen Primern aus
genomischer DNA von B. vulgaris, B. procumbens, B. corolliflora und B. nana.

Spezies Bezeichnung bp Grofle % A+T |EMBL
Gehalt | GenBank Nr.

B. vulgaris Tbv-1 266 58,7 738076

B. vulgaris Tbv-3 261 57,9 738077

B. vulgaris Tbv-5 128 65,6 AJ489174
B. vulgaris Tbv-6 277 55,3 AJ489173
B. vulgaris Tbv-10 278 56,4 AJ489181
B. vulgaris Tbv-11 304 46,3 AJ489180
B. vulgaris Tbv-18 257 64,5 AJ489179
B. vulgaris Tbv-20 277 63,6 AJ489178
B. vulgaris Tbv-21 277 63,5 AJ489177
B. vulgaris Tbv-22 289 61,6 AJ489176
B. vulgaris Tbv-25 269 56,9 AJ489175
B. procumbens | Tbp-YAC128 210 50,9 AJ249707
B. procumbens | Tbp-2 260 58,9 AJ489188
B. procumbens | Tbp-3 289 60,2 AJ489186
B. procumbens | Tbp-6 274 58,8 AJ489185
B. procumbens | Tbp-7 290 54,9 AJ489184
B. procumbens | Tbp-8 262 61,8 AJ489183
B. procumbens | Tbp-9 270 61,5 AJ489182
B. procumbens | Tbp-10 274 58,8 AJ489193
B. procumbens Tbp-11 287 46,3 AJ489192
B. procumbens | Tbp-12 150 473 AJ489191
B. procumbens | Tbp-13 244 54,5 AJ489190
B. procumbens | Tbp-18 274 58,8 AJ489189
B. procumbens Tbp-21 267 53,2 AJ489187
B. nana Tbn-1 259 49,3 AJ489202
B. nana Tbn-2 256 54,7 AJ489201
B. nana Tbn-3 246 62,1 AJ489200
B. nana Tbn-4 281 50,2 AJ489199
B. nana Tbn-5 264 60,2 AJ489198
B. nana Tbn-6 282 50,0 AJ489197
B. nana Tbn-7 308 62,7 AJ489196
B. nana Tbn-8 266 57,5 AJ489195
B. nana Tbn-9 266 64,2 AJ489194
B. corollinea Tbc-3 262 60,9 AJ489206
B. corollinea Tbc-5 266 50,8 AJ489205
B. corollinea Tbc-6 233 56,2 AJ489204
B. corollinea Tbe-8 272 55,1 AJ489203
B. corolliflora Tbc-12 277 62,5 AJ489213
B. corolliflora Tbc-13 269 60,2 AJ489212
B. corollinea Tbe-14 280 60,8 AJ489211
B. corollinea Tbc-15 277 60,6 AJ489210
B. corollinea Tbe-16 283 57,2 AJ489209
B. corollinea Tbc-17 267 65,1 AJ489208
B. corollinea Tbc-18 291 57,4 AJ489207

Die Sequenzanalyse und die Verrechnung der Sequenzhomologien mit dem Programm

PHYLIP ergab eine starke Divergenz der RT-Sequenzen. Auf Nukleinsdureebene zeigten die
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Sequenzen eine Homologie zwischen 34,7% bis 99,3%. Dies deutet auf eine grofle
Heterogenitit der Tyl-copia-Retrotransposons in der Gattung Befa hin (Abb. 21.).

Sehr homogen ist eine Gruppe der Nanae-Klone (Tbn). Die DNA-Sequenzen Tbn-1, Tbn-2,
Tbn-3, Tbn-4, Tbn-5 und Tbn-6 weisen einen Homologiegrad von 79,5% bis 88,3% auf. Die
Sequenzhomologie zu den weiteren drei Klonen aus der Sektion Nanae Tbn-7, Tbn-8 und
Tbn-9 betrdgt dagegen nur 38,3%, 46,4% bzw. 58,5%.

Die RT-Sequenzen aus B. procumbens lassen sich verschiedenen Gruppen zuordnen. Eine
Procumbens-Gruppe, die ebenfalls relativ homogen ist, umfasst Tbp-3, Tbp-6, Tbp-7, Tbp-10
und Tbp—18 (DNA-Homologie von 98,9% bis 84,8%). Die tibrigen Tbp-Klone sind
wesentlich heterogener und wurden in der genetischen Distanzanalyse in fast allen
Hauptzweigen gefunden. Hierzu gehort auch die Ty1-copia-Sequenz aus dem YAC128 (Abb.
21, Pfeil), die relativ dicht zu den Non-LTR-Retrotransposons BNRI-1 und BNRI-2 und den
vier RT-Klone Tbv-20, Tbv-21, Tbv-22 und Tbv-25 aus B. vulgaris eingeordnet wurde. Die
Homologie zu den BNR- und Tbv-Sequenzen sind sehr wahrscheinlich Ursache fiir die
beobachtete schwache Kreuzhybridisierung des YAC128 mit den Zuckerriibenchromosomen
(Kap.3.4.3.3.; Abb. 14C; Abb. 15E).

Die aus B. procumbens isolierten Klone représentieren nur einen kleinen Ausschnitt der
Population der Tyl-copia-Retrotransposons dieses Genoms. Die heterogene Verteilung der
Tbp-Sequenzen im Dendrogramm ist Ausdruck fiir die Existenz vieler divergierter
Subfamilien in B. procumbens. Subfamilien von Ty1-copia-Retrotransposons liegen in
pflanzlichen Genomen unterschiedlich stark amplifiziert vor und konnen in ihrer Kopienzahl
um mehrere Groflenordnungen variieren. Aus den starken Signalen des YAC128 in der FISH-
Analyse kann geschlussfolgert werden (Kap.3.4.3.3.), dass die aus diesem YAC isolierte und
klonierte RT-Sequenz zu einer hochamplifizierten Subfamilie von Ty1-copia-
Retrotransposons gehort, die relativ spezifisch fiir das B. procumbens-Genom ist. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Tyl-copia-Elemente, die liber das gesamte
Wildriibenchromosom verteilt sind, flir das Hybridisierungsmuster des YAC128

verantwortlich waren.
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Abb. 21: Darstellung der Sequenzdivergenz von Retroelementen nach Verrechnung der
Sequenzheterogenitéit mit dem Programm PHYLIP. Rot gekennzeichnet sind die RT-Sequenzen
von B. procumbens. Gruppen sehr nah verwandter Elemente aus B. nana, B. vulgaris und B.
procumbens sind grau unterlegt. Die Tyl-copia-Sequenz aus dem YAC128 ist durch einen Pfeil

markiert.

Tyl-copia Retrotransposons:

Gossypium hirsutum (AC: M94471); Brassica napus (AC: M94491); Zea mays (AC: M94481);
Drosophila melanogaster (copia; AC: X02599); Oryza sativa (Tos12; AC: D85870); Nicotiana
tabacum (Tntl; AC: X13777); B. vulgaris (Tbv1l; AC: Z38076); B. vulgaris (Tbv3; AC: Z38077);

B. procumbens (Tbp-YACI128; AC: AJ249707).

Non-LTR-Retrotransposons:

B. vulgaris (BNR1-1; AC: Z38073) ; B. vulgaris (BNR1-2; AC: Z38074).

Die RT-Sequenzen der drei Sektionen Beta, Procumbentes und Corollinae bilden keine scharf
abgegrenzten, individuellen Subfamilien, die spezifisch und représentativ fiir eine Sektion
sind. Fiir eine genomspezifische Hybridisierung geeignet erscheint nur die relativ homogene
Gruppe von Tbp-3, Tbp-6, Tbp-7, Tbp-10 und Tbp-18. Um die Genomspezifitit einzelner
Klone zu iiberpriifen wurde eine Hybridisierung von genomischer DNA der drei Sektionen an
klonierte Tyl-copia-Fragmente des RT-Gens durchgefiihrt. Fiir den Southern-Blot wurden
jeweils 12 Klone aus B. vulgaris, B. procumbens und B. corolliflora durch PCR mit M13-

Primersequenzen amplifiziert und im Gel aufgretrennt. Danach erfolgte der Southern-Transfer
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und die Hybridisierung mit der radioaktiv markierter genomischer DNA aus B. vulgaris,

B. procumbens und B. corolliflora (Abb. 22).

PCR-Produkt aus Ty1-copia-Klonen:

Tbp Tbc Tbv
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Abb. 22: Hybridisierung von genomischer DNA aus B. vulgaris, B. procumbens und

B. corolliflora mit DNA klonierter Fragmente (Tbp aus B. procumbens, Tbc aus B. corolliflora und
Tbv aus B. vulgaris) der Reverse Transkriptase der Tyl-copia- Retroelemente. Auftrennung der
Fragmente erfolgte in einem 1,3%igen Agarosegel.

Eine genomspezifische Hybridisierung einzelner Klone wurde nicht nachgewiesen.
Beobachtet wurde, dass die genomische DNA aus den drei Arten unterschiedlich stark an die
Fragmente bindet. Dies 1a8t Riickschliisse auf die Abundanz der klonierten Sequenzen im
Beta-Genom zu. Homologe Sequenzen, die in hoher Kopienzahl in allen Beta Genom
vorliegen, sind Tbp-2, Tbp-13, Tbc-16, Tbc-18, Tbc-15 und Tbv-1, Tbv-6, Tbv-18, Tbv-27.
(Abb. 22). Ein Vergleich der Positionen dieser in hoher Kopienzahl vorhandenen Sequenzen
in der bildlichen Darstellung der Sequenzdivergenz in Abb. 21 14t keinen Zusammenhang
zwischen Zugehorigkeit zu einer spezifischen Subfamilie und Kopienanzahl im Genom
vermuten.

Durch FISH war eine genomspezifische Hybridisierung einer gemischten Population
divergierter Fragmente des Reversen Transkriptase-Gensequenz im Genom von Hybridlinien
eindeutig nachweisbar (vgl. Abb. 20). Da diese Genomspezifitit nicht durch Hybridisierung
von genomischer DNA an die isolierten RT-Sequenzen bestétigt werden konnte (Abb. 22), ist
zu vermuten, dass komplexe artspezifische Subfamilien der Tyl-copia-
Retrotransposonsequenzen vorliegen. Durch Hybridisierung eines Sequenzengemisches mit

Klonen, die eine hohe Homologie zeigen (z.B. Gemisch bestehend aus Tbp-3, Tbp-6, Tbp-7,
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Tbp-10 und Tbp-18), an genomische DNA der Arten konnte diese Vermutung bestitigen. Aus
zeitlichen Griinden konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr durchgefiihrt
werden.

3.5.2. Chromosomale Lokalisierung von Ty3-gypsy dhnlichen Retroelementen in

B. procumbens und Cicer arietum

Neben den Tyl-copia-Retrotransposons wurde die zweite Gruppe der LTR-Retrotransposons,
die Ty3-gypsy-dhnlichen Retroelemente analysiert. Sie unterscheiden sich von den Tyl-copia-
Retrotransposons in der Anordnung der Integrase- und der Reversen Transkriptase-
Gensequenzen innerhalb der internen Doméne (Abb. 1). Ty3-gypsy-Elemente kdnnen
zusitzlich ein env-Gen enthalten, das Ahnlichkeiten mit einem von Retroviren bekannten
Hiillprotein besitzt. Ty3-gypsy-Retroelemente scheinen daher enger verwandt mit Retroviren
zu sein. Hochrepetitive Ty3-gypsy-dhnliche Retrotransposons wurden unter anderem in Z.
mays (Cinful-1; SANMIQUEL & BENNETZEN, 1998) oder in Lilium henryi (dell; SMYTH et al.,
1989) molekular charakterisiert. Chromosomal lokalisiert wurden bisher nur einige der
isolierten Ty3-gypsy-Retroelemente. In pericentromerischer Region wurde Athila aus A.
thaliana lokalisiert. Cyclops-2 aus Pisum sativum konnte dagegen dispers im Genom verteilt

nachgewiesen werden (nach KUMAR & BENNETZEN, 1999).

In Zusammenarbeit mit Dr. I. GALASSO (Germplasm Institute Bari, CNR, Italien) wurde aus
dem Genom der Wildriibe B. procumbens das erste Ty3-gypsy-dhnliche Retroelement
(pBP10) in der Gattung Beta isoliert und molekular charakterisiert (GINDULLIS ef al., 2001).
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung an meiotischen Wildriibenchromosomen haben gezeigt,
dass pBP10 in hoher Kopienzahl im pericentromerischen Heterochromatin vorliegt (vgl.
Abb. 10E+Q). In niedriger Kopienzahl sind Ty3-gypsy-dhnliche Retroelemente auf allen
Chromosomen detektierbar (Abb. 23A).

Bemerkenswert war, dass die Ty3-gypsy-Retroelemente in den centromerischen Regionen

chromosomale Polymorphismen aufwiesen, die sich zu drei Mustern zusammenfassen lassen:

e Es trat kein detektierbares Signal innerhalb der zentralen Einschniirung auf, wéihrend in
den flankierenden, heterochromatischen Blocken eine hohe Kopienzahl des
Retroelementes nachgewiesen wurden (Abb. 23B Pfeil).

e Innerhalb der zentralen Einschniirung war das Retrotransposon hoch amplifiziert, wéhrend
in den angrenzenden heterochromatischen Blocken nur kleine Cluster auftraten (Abb. 23B
Pfeilkopf).

e Keine detektierbare Amplifikation der Ty3-gypsy-dhnlichen Sequenzen in den

centromerischen Regionen.
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Durch die in situ-Hybridisierung an Pachytdnchromosomen war es moglich, die Verteilung
der Ty3-gypsy-dhnlichen Retrotransposons im Genom mit hoher Auflésung darzustellen.
Dadurch konnten hochabundante pericentromerische und kleine disperse Repeatblocke sowie
eine variable Organisation der Elemente im centromernahen Bereich simultan nachgewiesen

werden.

Um mogliche artiibergreifende Muster der chromosomalen Lokalisierung der Ty3-gypsy
Retrotransposons im pflanzlichen Genom zu ermitteln, wurden weitere Studien an der
Kichererbse (Cicer arietum, 2n = 16, GenomgrdBe: 738 Mbp) durchgefiihrt, die ein dhnlich
groBes Genom wie B. vulgaris besitzt. In Kooparation mit Dr. C. STAGINNUS aus der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. DR. KAHL (Plant Molecular Biology, Universitidt Frankfurt)
wurde eine Plasmidbank des Cicer-Genomes, die durch shot gun-Klonierung von EcoRI-
Fragmenten hergestellt worden war, mit Gesamt-DNA auf hochrepetitive
Genomkomponenten durchsucht. Zwei nicht-homologe Ty3-gypsy-Retrotransposons dhnliche
Sequenzen CaRepl (2140 bp) und CaRep?2 (950 bp) konnten als prominente Elemente der
hochrepetitiven DNA in C. arietum identifiziert und charakterisiert werden (STAGINNUS et al.,
1999). Die beiden AT-reichen Sequenzen wiesen auf DNA- und Aminosdureebene
Homologie zu den Genen fiir Protease und Reverse Transkriptase von dell (Lilium henryi,
SMYTH et al., 1989) auf.

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung von CaRepI- und CaRep2-Sonden an mitotischen
Chromosomen von C. arietum zeigte iiber alle Chromosomen verteilte
Hybridisierungsmuster. Starke Hybridisierungsignale wurden in den DAPI-positiven
Regionen aller Chromosomen beobachtet (Abb. 21G+H). Die Ty3-gypsy-dhnlichen
Retroelemente waren hoch abundant im centromernahen Heterochromatin und wurden aus der
zentralen, centromerischen Region ausgeschlossen (Abb. 23C Pfeil). Das Retroelement
CaRepl war auch im Euchromatin, d.h. den schwach DAPI-gefarbter chromosomalen
Regionen, nachweisbar (Abb. 23D Pfeile). Das Retroelement CaRep?2 hingegen war vor allem
im Heterochromatin lokalisiert (Abb. 23C).

Die in situ-Hybridisierungsmuster von Ty3-gypsy-dhnlichen Retroelementen an
Chromosomen von B. procumbens und C. arietum zeigten in beiden Genomen eine hohe
Abundanz der Repeats im centromernahen Heterochromatin. Wahrend im Genom von

B. procumbens die Ty3-gypsy-dhnlichen Retroelemente aber z.T. innerhalb der zentralen
chromosomalen Einschniirung lokalisiert sind, zeigen die Ergebnisse an, dass sie in C.
arietum aus centromerischen Regionen ausgeschlossen sind. Desweiteren weisen schwache

Hybridisierungssignale im Euchromatin darauf hin, dass in beiden Arten weitere
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Retroelementfamilien vom Ty3-gypsy-Typ in niedriger Kopienzahl in euchromatischen
Regionen lokalisiert sind. Allerdings kann auch eine geringe Kreuzhybridisierung der DNA-

Sonden mit dhnlichen im Euchromatin lokalisierten Sequenzabschnitten nicht auszuschlieBen.
3.5.3. Verteilung von Non-LTR Retrotransposons (LINEs) im Beta-Genom

Zu den nicht viralen oder Non-LTR-Retrotransposons gehoren LINEs (long interspersed
elements). Die LINE sind in Sdugergenomen weit verbreitet. Bisher charakterisierte LINE-
Familien aus Pflanzen sind z.B. Cin4 aus Zea mays oder del2 aus Lilium speciosum (nach
BENNETZEN, 1996)

Mit degenerierten Primersequenzen, die aus dem Gen der Reversen Transkriptase von Cin4
und del2 abgeleitet wurden, wurde die Sequenzfamilie BNRI aus dem Genom von Beta
vulgaris charakterisiert (SCHMIDT et al., 1995). Nach Homologievergleichen wurden aus
DNA-Regionen des RT-Gens, die fiir konservierte Aminoséduren kodieren, LINE-spezifische
Primer fiir einen PCR-Assay abgeleitet (KUBIS ef al., 1998). Diese Primer wurden als BEL1
(5'-RVNRANTTYCGNCCNATHTC-3") und BEL2 (5"-TCYGTCCCCCTRGGRRACAG-
3") bezeichnet. Durch den spezifischen PCR-Assay wurde die Amplifikation und molekulare
Analyse von LINE-Fragmenten (410 bp) aus genomischer DNA verschiedener Pflanzenarten
moglich. Die Sequenzhomologie auf Nukleinsdureebene zwischen den analysierten LINEs im
Genom von B. vulgaris, B. lomatogona und B. nana variiert stark. Die Retroelemente BvLi3
(B. vulgaris) und BILi2 (B. lomatogona) sind beispielsweise auf DNA-Ebene nur zu 43,2%
homolog.

Eine chromosomale Lokalisierung der isolierten LINE-Fragmente wurde im Genom von

B. vulgaris und B lomatogona durchgefiihrt. Aufgrund der groB3en Variabilitdt der klonierten
Sequenzen einer Art wurden als Sonden fiir die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung jeweils 3-
6 markierte Klone eingesetzt. Kopien der Retroelemente BNR /-6 wurden auf allen 18
Chromosomen von B. vulgaris detektiert (Abb. 23E). Signale auf beiden Chromatiden waren
in interkalaren oder terminalen Chromosomenregionen nachweisbar. Auf allen Chromosomen
von B. lomatogona wurden auch Kopien der Retroelemente BILil-3 nachgewiesen. Sie waren
in terminalen euchromatischen Chromosomenregionen lokalisiert (Abb. 23F). Sehr schwache
und starke Hybridisierungssignale innerhalb einer Art weisen auf regionale Unterschiede der
Kopienzahl und eine Clusterung der LINE auf den Chromosomen hin Um Hinweise auf die
Artspezifitit der LINEs zu erhalten, wurden die aus B. lomatogona isolierten Klone BILil-3
an Chromosomen von B. vulgaris hybridisiert. Unter Standardbedingungen (Kap.4.2.6.) war
zunichst keine spezifische Hybridisierung an den Zuckerriibenchromosomen zu beobachten.

Eine erfolgreiche Hybridisierung wurde erst nach Reduktion der Stringenz der
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Waschlésungen von 78% auf 72% nachgewiesen. Kopien der Retroelemente B/Lil-3 wurden
in telomerischen und vereinzelt (d.h. auf 4-6 Chromosomen) in interkalaren
Chromosomenregionen detektiert (Abb. 23G).

Um auch fiir LINEs Hinweise auf generelle Merkmale der chromosomalen Verteilung zu
erhalten, wurde in vergleichenden Untersuchungen das aus Antirrhinium majus (2n = 16)
isolierte Retrotransposon AmLi auf Chromosomen von A. majus lokalisiert. Auf 4-6
Chromosomen lassen sich LINEs in niedrigem Kopienzahl in interkalaren Regionen
detektieren. 6-8 Chromosomen zeigen starke Hybridisierungssignale. Auf einigen
Chromosomen sind eng benachbart mehrere Loci von AmLi zu erkennen. Die
Hybridisierungsorte liegen im Euchromatin eng benachbart zum pericentromerischen

Heterochromatin.
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Abb. 23: Vergleichende chromosomale Lokalisierung pflanzlicher LTR-Retrotransposons und
Non-LTR-Retrotransposons:

(A-B) Detektion des Ty3-gypsy-dhnlichen Retroelements pBP10 in B. procumbens. Disperse
Hybridisierung auf allen Chromosomen und starke Signale in pericentromerisch Regionen. Pfeile (B)
weisen auf chromosomale Polymorphismen der Hybridisierungsmuster.

(C-D) Nachweis der Ty3-gypsy-dhnlichen Elemente CaRep2 (C) und CaRepl (D) im Heterochromatin
von Cicer arietum. Kein Signal war innerhalb der centromerischen Region detektierbar (C Pfeile). Das
Retroelement CaRepl war auch im Euchromatin ausgebreitet (D Pfeile).

(E-H) Lokalisierung von Non-LTR-Retrotransposons (LINEs) in B. vulgaris (E: BNRI-6 + G: BILil-3),
B. lomatogona (F: BILil-3) und Antirrhinium majus (H: AmLi). Die LINEs wurden in allen Arten in
terminal euchromatischen Chromosomenregionen detektiert. Auf Chromosomen von B. vulgaris (E+G)
konnten vereinzelt auch Signale im interkalaren Chromosomenbereich nachgewiesen werden. In 4.
majus (H) wurden chromosomenspezifische Hybridisierungsmuster, die durch hohe Kopienzahlen der
LINE:s in interkalaren Regionen verursacht wurden, beobachtet.
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Alle Hybridisierungsmuster zeigen eine starke Ubereinstimmung. Die LINEs aus den drei
Arten B. vulgaris, B. lomatogona und A. majus sind auf allen Chromosomen der jeweiligen
Art nachweisbar. Sie kdnnen in interkalaren oder terminalen euchromatischen
Chromosomenregionen lokalisiert sein. Die differierenden Signalintensititen weisen auf
unterschiedliche Kopienzahlen auf den Chromosomen hin. Die LINEs aus A. majus bilden im
Vergleich zu den LINEs der Beta-Arten groflere Cluster in interkalaren
Chromosomenregionen. Die Unterschiede der Signalintensitdten, und damit der Kopienanzahl

der LINEs, sind auf den Chromosomen von A. majus deutlich zu erkennen.

Durch die vergleichende Lokalisierung von Non-LTR- und LTR-Retrotransposons konnten
Prinzipien der Verteilung disperser DNA-Sequenzfamilien im Befa-Genom aufgezeigt
werden. Durch die erginzenden FISH-Studien in weiteren pflanzlichen Arten wurden die

Befunde bestétigt und Hinweise auf grundlegende strukturelle Merkmale erhalten.
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4. Diskussion

4.1. Einsatz der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung in der pflanzlichen

Genomanalyse: Moglichkeiten und Grenzen

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ist ein schnelles und direktes Verfahren
zum optischen Nachweis von Nukleinsduresequenzen im Nukleus. FISH-Verfahren
konnen eingesetzt werden, um die Struktur von Chromosomen und Genomen zu
analysieren und physikalische Chromosomenkarten zu erstellen. Die Leistungsfahigkeit
dieser Methode und ihre Einsatzmoglichkeiten in der Genomanalyse werden entscheidend
durch Sensitivitidt und Auflosungsvermdgen des Verfahrens bestimmt. Die Detektion von
unikalen DNA-Markern oder Gensonden auf Chromosomen erfordert eine mdglichst hohe
Sensitivitdt der in situ-Hybridisierung. Weiterhin sind insbesondere fiir einen visuellen
Nachweis von eng benachbarten DNA-Sequenzen hochauflosende Verfahren der in situ-

Hybridisierung notwendig.

4.1.1. Einsatz der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung zur Genlokalisierung und

physikalische Kartierung

Durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) wurden in pflanzlichen Genomen
zundchst repetitive Sequenzen chromosomal lokalisiert (SCHWARZACHER et al., 1988;
LEITCH & HESLOP-HARRISON, 1993; HARRISON & HESLOP-HARRISON, 1995; VERSHININ et
al., 1995; ScHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1996). Hochrepetitive Satelliten- und
Minisatelliten-DNA  wie auch die Gene der ribosomalen RNAs, die zu den
mittelrepetitiven Genomkomponenten gehoren, wurden im Genom von Beta vulgaris durch
FISH nachgewiesen (SCHMIDT, 1998; SCHMIDT et al., 1990; 1991; 1994; KUBIS et al.,
1997). Fiir die physikalische Kartierung von DNA-Markern und Gensequenzen auf
Chromosomen, ist aber die chromosomale Lokalisierung von unikalen DNA-Sequenzen
unentbehrlich. Allerdings konnen unikale DNA-Sequenzen zumeist nur durch FISH-
Signale mit schwacher Fluoreszenzintensitit detektiert werden (PETERSON et al., 1999;
TEN HOOPEN et al., 1996). Fiir die Beobachtung und bildliche Darstellung der FISH-
Ergebnisse ist daher der FEinsatz hochempfindlicher optischer Systeme der
Fluoreszenzmikroskopie, wie auch entsprechend sensitive und hochauflosende
Bildaufnahme- und Imageverarbeitungsverfahren grundlegend. Ferner waren fiir die
eigenen Arbeiten spezifisch bindende DNA-Sonden, effiziente Markierungstechniken und
qualitativ hochwertige, d.h. cytoplasmafreien Chromosomenpréparate mit einem hohem

Metaphaseindex von mind. 0,5 % erforderlich. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
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insbesondere durch die Optimierung der Chromosomenpréparation (d.h. Minimierung von
Cytoplasmaresten und Erhohung des Metaphaseindex) eine effektive spezifische
Hybridisierung an die Zielsequenz bei minimaler unspezifische Bindung erreicht. Dies
ermoglichte die chromosomale Lokalisierung einzelner YAC-Insertionen, die simultane
Detektion und Positionierung zweier YACs sowie den erstmaligen Nachweis eines
unikalen Gens, das Nematodenresistenzgen Hs/”°” im Genom von B. vulgaris (DESEL et

al., 2001).

Die Insertionen einzelner YACs oder BACs wurden im pflanzlichen Genomen zuvor schon
mehrfach durch FISH-Studien chromosomal lokalisiert (JIANG et al., 1995; GOMEZ et al.,
1997; ZWICK et al., 1998; FUCHS et al., 1996b; PETERSON et al., 1999). Uber den Nachweis
von zwei oder mehr unikalen Sequenzen auf pflanzlichen Chromosomen durch multi-
colour FISH wird dagegen seltener und nur in neueren Literaturdaten berichtet (FRANSZ et
al., 2000, LYSAK et al., 2001; CHENG et al., 2001a). Der simultaner Nachweis von YAC-
Klonen erlaubt eine Bestimmung der relativen Position der YACs und die chromosomale
Orientierung von YAC-Contigs (FRANSZ et al., 2000, DESEL et al., 2001). Durch die
Etablierung der Doppelhybridisierung zweier YACs auf der Wildriibentranslokation der
Zuckerriibenlinie A906001 wurde durch die eigenen Arbeiten die Voraussetzung fiir die
physikalische Kartierung und Strukturanalyse von chromosomalen Abschnitten durch in
situ-Hybridisierung in der Gattung Beta geschaffen. Weiterfilhrend konnten die
methodischen Verbesserungen der Chromosomenpriparation bereits durch D. DECHYEVA
(pers. Mitteilung) auch zur chromosomalen Lokalisierung von BAC-Klonen auf Beta-

Chromosomen erfolgreich eingesetzt werden.

Nach der erfolgreichen Detektion von YAC-Klonen, deren Insertionen mehrere hundert
Kilobasen genomischer DNA enthalten, bestand eine weitere Herausforderung in der
Lokalisierung unikaler Gensequenzen von nur 1-2 kb. Da die Fluoreszenzintensitit der
Hybridisierungssignale proportional zur Gesamtlinge der chromosomalen Zielsequenz ist,
ist die Detektion kurzer Zielsequenzen sehr schwierig. Die Spezifitit schwacher Signale ist
nur gewihrleistet, wenn unspezifische Hintergrundsignale nahezu vollstindig eliminiert
sind und ein Nachweis der Hybridisierungssignale an beiden Schwesterchromatiden sowie
auf identischer Position der homologen Chromosomen erfolgt. In der Gattung Beta wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Nematodenresistenzgen Hs/”" detektiert. Die
HsI1”*"'-Sonde war fiir den erstmaligen Nachweis einer kurzen unikalen Gensequenz im
Beta Genom besonders geeignet, da die ungefihre chromosomale Position des Hs?*-

Gens durch die vorangehende Lokalisierung des YAC120, der die HsI”*”-Gensequenz
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enthélt, bekannt war. Durch Anzahl und Position der Hybridisierungssignale war es daher
moglich die Spezifitit der Hybridisierung zu iberpriifen. Als Gensonde wurde ein
Fragment des klonierten Nematodenresistenzgens Hs/”°’ mit einer Sequenzlinge von
684 bp eingesetzt. Vergleichbare DNA-Sonden unikaler Gensequenzen mit Sequenzldngen
von 1,4 kb und 1,29 kb wurden von FRANSZ et al. (1996b), TEN HOOPEN et al. (1996),
MOSCONE et al. (1996) und OHMIDO et al. (1998) in Petunie und Reis durch in situ-
Hybridisierung nachgewiesen. Indess zdhlt die in B. vulgaris hybridisierte Gensonde zu
den bislang kiirzesten unikale DNA-Sequenz, die in der pflanzlichen Genomanalyse

erfolgreich eingesetzt wurden.

Die Moglichkeit des direkten optischen Nachweises von unikalen DNA-Sequenzen auf den
Chromosomen von B. vulgaris erdffnet vielfdltige Anwendungsmoglichkeiten in der
Genomanalyse der Gattung Befa. Weiterfilhrende Projekte und Verkniipfungen zu

aktuellen Forschungarbeiten sind beispielsweise:

® Um die physikalische Feinkartierung der Translokation der Zuckerriibenlinie A906001
zu unterstiitzen, sollten durch die chromosomale Lokalisierung der 14b-Gensequenz
oder weiterer translokationsspezifischer YAC-Klone auf der Translokation die
molekularen Daten erginzt werden (D. CAIl, pers. Mitteilung; A. SCHMIDT pers.

Mitteilung; KLEINE et al., 1995).

e Weiterhin kann das etablierte Verfahren der chromosomalen Lokalisierung von BAC-
Klonen fiir die Analyse von centromerassoziierter und B. procumbens-spezifischer
Sequenzen aus der BAC-Bibliothek der Fragmentadditionslinie PRO1 eingesetzt
werden (GINDULLIS et al., 2001a, DECHYEVA et al., eingereicht). Hierdurch ist ein

wesentlicher Beitrag zur Analyse der Centromerregion der Linie PRO1 zu erwarten.

Bemerkenswert flir das hier etablierte FISH-Verfahren zum Nachweis von unikalen
Sequenzen ist ferner, dass auf eine Verstirkung der Signale durch sekundir und tertiér
bindende Antikdrper verzichtet werden konnte. Auch war eine Kompetition oder
Vorhybridisierung der DNA-Sonde mit blocking-DNA (z.B. Cot-1-DNA), die ubiquitir im
Genom vorkommenden Sequenzen enthélt, zur Vermeidung von unspezifischen
Hybridisierungssignalen nicht erforderlich. Entscheidend fiir das Erreichen einer hohen
Sensitivitit der FISH war der FEinsatz von  qualitativ  hochwertigen
Chromosomenpréparationen, die eine effektive Hybridisierung und einen minimalen Anteil

an Hintergrundsignalen gewéhrleisteten.
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Besonders effiziente Nachweisverfahren, wie der FEinsatz von Tyramidmolekiilen
(tyramide FISH: Tyr-FISH), kénnen zu einer weiteren Steigerung der Sensitivitdt beitragen
(RAAP ef al., 1995; KHRUSTALEVA & KIK, 2001). Dazu werden Tyramidderivaten, die mit
einem Reporter (meist einem Fluorochrom) gekoppelt sind, enzymatisch aktiviert und an
der Sonde lokal akkumuliert. Eine hohe Zahl von aktivierten Tyramid-gekoppelten
Fluorochrommolekiilen fiihrt zu einer enormen Signalverstirkung und einer hohen
Senisitivitit des Nachweises. In weiterfiihrenden Arbeiten sollte dieses Verfahren
eingesetzt und getestet werden. Es ist anzunehmen, dass die Sensitivitit der FISH-
Analysen an Chromosomen der Gattung Beta dadurch weiter gesteigert wird. Da die
Amplifikation von Hybridisierungssignalen aber auch immer eine Verstirkung von
unspezifischem Hintergrund verursacht, wird der Erfolg des Tyramid-Verfahrens im
Wesentlichen ebenfalls durch den FEinsatz von qualitativ hochwertigen und

cytoplasmafreien Chromosomenpriparationen beeinflusst werden.
4.1.2. Das Auflosungsvermogen der FISH-Verfahren

Fiir viele Fragestellungen der pflanzlichen Genomanalyse ist die relative Position und
physikalische Distanz zwischen eng benachbarten DNA-Sequenzen von grofler Bedeutung.
Die Steigerung des Auflosungsvermogen (d.i. eine Verringerung des detektierbaren
Abstands zwischen zwei Zielsequenzen) der in situ-Hybridisierung an Chromosomen der

Gattung Beta, war daher ein weiteres Ziel der methodischen Entwicklung.

Bei Metaphasechromosomen ist eine Differenzierung von DNA-Sequenzen nicht moglich,
die weniger als 1 Mb trennen (HEISKANEN ef al., 1996). Fiir eine physikalische
Feinkartierung der Chromosomen der Gattung Beta werden wesentlich hdhere
Auflosungen bendtigt. Es war daher notwendig, FISH-Protokolle in Verbindung mit
Praparationen von dekondensierter DNA fiir die Genomanalyse der Gattung Befa zu
etabliert. Durch Verwendung weniger stark kondensierter Prometaphasechromosomen
wurde nur eine geringe Steigerung der Auflosung erreicht. Auf dekondensierten
meiotischen Chromosomen wurden dagegen Abstidnde von 300-500 kb detektiert (RAAP et
al., 1996). An Pachytinchromosomen aus Tomate konnten DNA-Sequenzen mit einer
Distanz von 1,2 Mb in heterochromatischen Chromosomenregionen und von 120 kb in
euchromatischen Bereichen detektiert werden (DE JONG et al., 1999). An frithen
Pachytinchromosomen zeigten CHENG et al. (2001a), dass es mdglich ist, zwei BAC-

Klone im Abstand von 40 kb separat zu lokalisieren.
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In den eigene Ergebnissen war nach einer Doppelhybridisierung von YAC120 und
YACI128 an meiotischen Chromosomen zwischen beiden Zielregionen ein Segment ohne
Hybridisierungssignal detektierbar. Molekulare Untersuchungen bestétigten, dass beide
YACs durch einen chromosomalen DNA-Abschnitt von nur 200 kb getrennt werden (D.
CAl, pers. Mitteilung). Der Nachweis dieses DNA-Abschnittes von 200 kb durch in situ-
Hybridisierung bestitigt, dass auch an den meiotischen Chromosomen von B. vulgaris eine
gegeniiber der FISH an Metaphasechromosomen verbesserte Auflosung der
Hybridisierungssignale erreicht werden konnte. Durch Hybridisierung an dekondensiertes
Chromatin von Interphasekernen aus humanen Zellen wurde das Auflosungsvermdgen
weiter gesteigert (HEISKANEN et al, 1996). Problem der Hybridisierung an
Interphasekernen ist die dreidimensionale Anordnung der Chromosomen. Der Nachweis
von groBeren Distanzen ist nur durch Einsatz der Laser Scanning-Mikroskopie moglich

(MONTIN et al., 1994).

Das Auflésungsvermogens der FISH im pflanzlichen Genom wurde durch den Einsatz von
Chromatinfasern nachhaltig gesteigert (FRANSZ ef al., 1996a). In ersten Analysen mit dem
sogenannten fibre-FISH-Verfahren wurde eine Auflosung von 10-20 kb erreicht (HENG et
al., 1992). Durch FLORIN et al. (1996) wurde eine chromosomale Distanz von 200 bp
durch fibre-FISH nachgewiesen. Die optische Analyse der Hybridisierungssignale an
Chromatinfasern erlaubt die Bestimmung von Repeatlingen und die Detektion von
iiberlappenden Regionen sowie die Unterbrechungen von Sequenzfolgen (HENG et al.,

1992, FRANSZ et al., 1996a; JACKSON et al., 2000; CHENG et al., 2001a).
4.1.3. Einsatz der fibre-FISH in der Genomanalyse der Beta-Arten

Zur Etablierung des hochauflosenden fibre-FISH-Verfahrens in der Genomanalyse der
Gattung Beta wurde die Spezifitit der Hybridisierung durch den Nachweis von zwei
alternierenden und differentiell markierten Fragmenten der 18S-5,8S-25S rDNA verifiziert.
Die eng aneinandergrenzenden DNA-Fragmente der Léangen 380 bp und 400 bp wurden
durch die alternierende Anordnung der Signale identifiziert. Dadurch wurde gezeigt, dass
repetitive DNA-Sequenzen unter 1 kb an Chromatinfasern von B. vulgaris nachweisbar
sind. Von FRANSZ et al. (1996a) wurden Fragmente der ribosomalen DNA mit
Sequenzldngen von 0,7 kb (25S rDNA) und 1 kb (18S rDNA) an Chromatinfasern aus
Tomate detektiert. Die alternierende Anordnung gestattete ebenfalls eine Identifizierung

von Hybridisierungssignalen der repetitiv vorliegenden Sequenzen.
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Um die Qualitit der Chromatinfasern aus B. vulgaris zu Ttberpriifen, wurde die
nachweisbare maximale Lange der Zielsequenz bestimmt und mit Literaturdaten
verglichen. Von MESBAH et al. (2000) wurde eine B. procumbens-spezifische DNA-
Sequenz (PBG-4) von 755 kb an Chromatinfasern einer monosomen Additionslinien von
B. vulgaris detektiert. FRANSZ et al. (1996a) ermittelten die Linge der 5S rDNA auf 657 +

62,6 kb an Chromatinfasern von Tomate.

Durch eigene Untersuchungen wurden in B. vulgaris die ribosomalen 5S rRNA-Gene auf
einer durchschnittlichen DNA-Sequenzlidnge von 850 + 330 kb nachgewiesen. Die relativ
grofle Streuung der gemessenen Werte und das Auftreten von einzelnen stark verldngerten
DNA-Fasern deuten darauf hin, dass die Chromatinfasern aus B. vulgaris strukturell sehr
heterogen sind. Durch variierende Lyse der Kerne und Streckung des Chromatins entlang
des Objekttragers konnen DNA-Fasern sehr unterschiedlicher Lénge entstehen. Die
Streckung der Chromatinfasern ist abhingig von der Anzahl der Zellen und der
FlieBgeschwindigkeit der Chromatin-Kernsuspension entlang des Objekttragers. Obwohl
die Streckung hoch variabel ist und dadurch eine grofe Streuung der MeBdaten
hervorgerufen wurde, waren die Mittelwerte der Distanzen in unterschiedlichen Priparaten
gleich. Wird eine groBBere Anzahl von Messdaten (d.h. 10-15 Lédngenwerte) aus mindestens
3-4 unabhéngig voneinander hergestellten Préparaten analysiert, so war eine Abschitzung
der chromosomalen Lidnge im Genom von B.vulgaris mdglich. Um eine exakte
Bestimmung der Sequenzldngen durchfiihren zu konnen, ist allerdings ein direkter
Vergleich mit einem internen Standard, d.h. die simultane Hybridisierung einer Sequenz
mit bekannter DNA-Ldnge, unerldsslich. Weiterhin konnte der Einsatz von
lysinbeschichteten Objekttragern, wie sie fiir in situ-Hybridisierungsanalysen an
Chloroplasten-DNA (LILLY et al., 2001) und BACs (JACKSON et al., 1999) verwendet
wurden, zu einer Steigerung der Stabilitit der Chromatinfasern und zu einem sicherer

Nachweis groBlerer chromosomaler Abschnitte beitragen.

Die molekulare Isolierung und Sequenzierung des 5S rDNA-Monomers aus B. vulgaris
ergab eine Linge von etwa 350 bp, wobei auf die kodierende Region 120 bp entfallen
(SCHMIDT et al., 1994). Die durch fibre-FISH ermittelte Linge des 5S rDNA-Clusters
entspriachen 1056-2640 Wiederholungseinheiten. In Weizen wurde durch PFGE die Anzahl
der 5S rDNA Arrays auf 4700-5200 fiir ein kurzes Repeat und auf 3100 Kopien eines
langen Repeats ermittelt (RODER et al, 1992). In Pisum sativum wurden 6500-7000
Kopien nachgewiesen (ELLIS et al, 1988). Die errechnete Anzahl der

Wiederholungseinheiten in B. vulgaris scheint dagegen vergleichsweise gering. Allerdings
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lassen weitere Signallinien, die eine Lange von 600 pm besallen, eine hohere Kopienzahl
(ca. 5605 arrays) der 5S rDNA und eine groflere Linge der Gencluster (ungefdhr 1962 kb)
vermuten. Fiir eine eindeutige Bestimmung der Kopienzahl sind daher ergéinzende
molekulare Analysen durch PFGE (RODER et al., 1992) oder durch vergleichende
Hybridisierungsstudien an unterschiedliche Konzentration von Plasmid- und genomische

DNA (KOUKALOVA et al., 1989; SCHMIDT et al., 1994) notwendig.

Durch die Etablierung der fibre-FISH wurde die Voraussetzung fiir die Detektion von eng
benachbarten Sequenzen und dadurch eine visuelle physikalische Genkartierung in Genom
von B. vulgaris geschaffen. Eine mikroskopische Untersuchung von klonierten DNA-
Fragmenten wird durch die Ubertragung des in situ-Hybridisierungs Verfahrens auf den
Nachweis von spezifischen DNA-Sequenzen entlang gestreckter BACs (JACKSON et al,
1999), YACs (ROSENBERG et al., 1995; FLORUN et al., 1995) oder Chloroplasten-DNA
(LILLY et al., 2001) ermoglicht. Durch die optische Analyse der Insertionen der BAC- oder
YAC-Klone konnen chimédre Sequenzen und interne Deletionen identifiziert sowie

tiberlappende Regionen, Distanzen und die Sequenzorganisation ermittelt werden.

Die physikalische Kartierung der genomischen DNA eines BACs mittels fibre-FISH wurde
im Rahmen dieser Arbeit etabliert. Dieses Verfahren kann einen substantiellen Beitrag zur
Analyse der Insertionen von BACs aus der BAC-Bank, die aus der Linie PRO1 erstellt
wurde (GINDULLIS et al., 2001a), leisten und die Untersuchung der centromerischen

Strukturen unterstiitzen (T. SCHMIDT, pers. Mitteilung).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Auflésung und Sensitivitit der FISH
optimiert und bisherige Nachweisgrenzen erreicht oder iiberschritten wurden. Im Genom
aus Pflanzenmaterial der Gattung Beta wurden hochrepetitive, mittelrepetitve und unikale
Sequenzen erfolgreich detektiert. Die Positionierung und Orientierung der verschiedenen
DNA-Sequenzen wurde an mitotischen und meiotischen Chromosomen, an
Chromatinfasern und an gestreckten BACs mit zunehmender Auflosung durchgefiihrt. Es
wurde gezeigt, dass FISH sowohl zur Genlokalisierung, als auch zur detaillierten
Untersuchung des strukturellen Aufbaus und der Organisation chromosomaler Regionen
eingesetzt werden kann. Durch die chromosomale Lokalisierung der DNA-Sequenzen wird
eine Integration von cytogenetischen Befunden und molekulargenetischen Daten
ermoglicht. Anhand von hochauflosenden Verfahren der Fluoreszenz-in situ-

Hybridisierung werden genetische und cytologische Methoden verkniipft und die Liicke
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zwischen Molekularbiologie und Cytogenetik liberbriickt. Die eigenen Arbeiten konnten

einen weiteren Schritt zur Verkleinerung dieser Liicke beitragen.

4.2. Strukturelle Organisation von repetitiven Sequenzen in funktionellen

Chromosomendoménen

Grundlage fiir die stabile Vererbung von Merkmalen ist eine korrekt ablaufende mitotische
und meiotische Zellteilung. Intakte centromerische und terminale Chromosomenregionen
sind Voraussetzung fiir eine exakte dreidimensionale Organisation (MCKNIGHT et al.,
2002) und fiir eine fehlerfreie Verteilung der Chromosomen in Mitose und Meiose
(CARLTON & CANDE, 2002; MARTINEZ-PEREZ et al., 1999; SYBENGA, 1999). Die
Lokalisierung und strukturelle Analyse dieser funktionellen Chromosomendominen im
meiotischen Nukleus kann auf mogliche Mechanismen hinweisen, die an Paarung, Synapse
und Rekombination der Chromosomen beteiligt sind (ARMSTRONG et al., 2001).
Vergleichende Studien zwischen Arten filhren zur Aufdeckung der Genomentwicklung
und phylogenetischer Zusammenhidnge (HUDAKOVA et al, 2001). Weiterfithrend konnten
diese Studien zur Identifizierung von essentiellen oder nicht-funktionellen DNA-

Segmenten beitragen.

Durch die in der Genomanalyse der Gattung Beta ctablierten Verfahren, der in situ-
Hybridisierung an Chromatinfasern und dekondensierten meiotischen Chromosomen,
wurde die Analyse der Struktur und Organisation repetitiver Sequenzen in telomerischen

und centromerischen Chromosomenregionen ermoglicht.
4.2.1. Strukur der terminalen Chromosomendomsénen in B. vulgaris

Die physikalischen Enden der eukaryotischen Chromosomen, die sogenannten Telomere,
bestehen aus einem Komplex von telomerspezifischen DNA-Sequenzen und verschiedenen
Proteinen (ZAKIAN, 1995). Viele Arten enthalten telomerische Repeats, die aus
hochkonservierten, G-reichen, tandemartig angeordneten Wiederholungseinheiten von 5-
8 bp Léange bestehen. Untersuchungen an A. thaliana (RICHARDS & AUSUBEL, 1988) und
an Lycopersicon esculentum (GANAL et al, 1992) zeigten die Konsensussequenz
5°-TTTAGGG-3" als Monomer der telomerischen Repeats. Homologe Sequenzen sind an
Chromosomenenden in vielen Arten bisher nachgeweisen worden (FUCHS et al., 1995).
Ausnahmen bilden Arten aus den Gattungen Alliaceae (PICH et al., 1996) und
Asphodelaceae (ADAMS et al., 2001), in denen wahrscheinlich andere repetitive
Sequenzfamilien die Funktion der telomerischen Repeats libernehmen. Auch in B. vulgaris

wurden mit der aus A. thaliana klonierten Telomersequenz (pLT11; RICHARDS &
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AUSUBEL, 1988) als Sonde die physikalischen Termini von Metaphasechromosomen
identifiziert. Daraus folgt, dass die Telomere der B. wvulgaris-Chromosomen die
Konsensussequenz, die aus A. thaliana isoliert wurde, enthalten. Unterschiedliche
Fluoreszenzintensititen der terminalen Signale lassen vermuten, dass auf den
Chromosomen unterschiedliche Kopienzahlen der Repeats und damit unterschiedliche
Arrayldngen verhanden sind. Durch Hybridisierung an Chromatinfasern aus B. vulgaris
wurden die Lédngen der Telomerbereiche erstmalig mikroskopisch vermessen. Die
telomerischen Repeats ordnen sich iiber einer Lange von 35 kb bis 170 kb an. Dieser Wert
entspricht in etwa der Lingen des telomerischen Repeatclusters in der Tomate (L.
esculentum, 12-223 kb; ZHONG, 1998). Nach DNA-Restriktion und PFGE wurden in M.
tabacum telomerspezifische Fragmente einer DNA-Lange von 60-160 kb aufgetrennt und
detektiert (FAJKUS et al, 1995). Auch diese Daten liegen im Messbereich der eigenen
Analysen und bestdtigen die variierende Anzahl der telomerischen Repeatcluster. Auf allen
Chromosomentermini von Oryza sativa ssp. japonica wurde dagegen das telomerische
Repeat 1iiber einen deutlich kiirzeren Bereich von 3-4kb durch FISH an
Pachytinchromosomen und gestreckten Chromatinfasern nachgewiesen (OHMIDO et al.,
2001). Die Ergebnisse von OHMIDO et al. (2001) belegen, dass im pflanzlichen Genom die
Lange der telomerischen Repeats sehr unterschiedlich sein kann. Weitere vergleichende
Studien sind allerdings erforderlich, um Hinweise auf die Ursache der unterschiedlichen

Telomerlidngen in den Arten zu erhalten.

Die ungleichen Langen der telomerischen Repeatcluster auf den Chromosomen einer Art
konnten sowohl die Folge der Addition einer variierenden Anzahl an Repeats durch die
template-unabhingige Telomerase als auch das Resultat ungleicher crossing-over
Ereignisse sein (PARDUE & DEBARYSHE, 1999). Auch ist nicht auszuschlieBen, dass
terminale oder proximale divergente telomerische Sequenzabschnitte, wie sie
beispielsweise in 4. thaliana nachgewiesen wurden (RICHARDS et al., 1992), fiir die
Detektion von nur kurzen Arraylingen verantwortlich sind. Ist die Sequenzhomologie
zwischen DNA-Sonde (pLT11) und Telomersequenz nicht ausreichend hoch, erfolgt keine
DNA-DNA-Hybridisierung und demzufolge auch kein Nachweis durch FISH oder auch
durch PFGE. Langenwerte, die durch FISH-Studien ermittelt werden, wiirden demnach nur
einen Ausschnitt des Repeatarrays repridsentieren. Durch Hybridisierungsstudien bei
verminderter Stringenz und erginzende Sequenzanalysen konnten divergierte

Sequenzabschnitte an den Chromosomenenden identifiziert werden.
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Telomersequenzen sind oft proximal mit anderen tandemartig angeordneten repetitiven
Sequenzen hoherer Komplexitéit assoziiert (GARRIDO-RAMOS et al.,1999; FAIKUS et al.,
1995). Diese subtelomerischen Repeats dienen wahrscheinlich dem Schutz der
Chromosomenenden und der proximal anschlieBenden Chromosomenregionen vor
endonukleolytischem Abbau. Da die terminalen euchromatischen Abschnitte der
Chromosomen von Zuckerriibe und Gerste genreich sind (SCHMIDT & HESLOP-HARRISON,
1998, HESLOP-HARRISON, 2000) ist anzunehmen, dass ein Verlust dieser
Chromosomenregionen fiir die Pflanze letal wire. Weiterhin konnten die subtelomerischen
Repeats auch fiir die Initierung von Rekombinationereignissen in distalen
Chromosomenabschnitten als auch fiir die Erkennung und Assoziation homologer

Chromosomen in der meiotischen Prophase I mitverantwortlich sein (ZHONG et al., 1998).

Subtelomerisch lokalisierte Satelliten-DNA sind bisher in zahlreichen pflanzlichen Arten,
beispielsweise in den Genomen von Tabak, Tomate, Reis, Gerste und Roggen, identifiziert
und charakterisiert worden (CHEN et al., 1997; GANAL et al., 1992; WU & TANKSLEY,
1993; BRANDES et al., 1995; VERSHININ et al., 1995). Auch im Genom der Wildriibenart
B. corolliflora wurde durch JANSEN (1999) ein subtelomerisch lokalisierter Apal-Satellit
(pAV34) identifiziert und kloniert. Durch Southern-Hybridisierung ist dieser Apal-Satellit
pAV34 oder verwandte Sequenzen in allen Beta-Arten nachgewiesen worden (JANSEN,
1999). FISH-Studien zeigten, dass der pAV34 in unterschiedlichen Amplifikationgraden
an den Chromosomenenden von B. vulgaris und B. procumbens lokalisiert ist (JANSEN,
1999). Die eigenen multi-colour FISH der Telomersequenz (pLT11) und des
subtelomerischen Satelliten (pAV34) auf Metaphasechromosomen von B. vulgaris

deuteten auf eine eng benachbarte Organisation beider Sequenzen.

Molekulare  Analysen der Chromosomentermini weisen auf unterschiedliche
Organisationprinzipien der subtelomerischen und telomerischen Repeats in pflanzlichen
Arten hin. Molekulare Studien in Gerste zeigten, dass subtelomerische und telomerische
Repeats durch nicht homologe Sequenzen getrennt vorliegen (BROUN et al., 1992) oder
physikalisch eng benachbart sein konnen (RODER et al., 1993). In N. tabacum wurde
dagegen nachgewiesen, dass subtelomerische Repeats (HRS60) direkt an telomerische

Sequenzen angrenzen (FAJKUS et al., 1995).

In FISH-Studien an Chromatinfasern aus Tomate wurden telomerische und
subtelomerische Repeatblocke (TR und TGR1) sowohl separat, durch nichthomologe

Sequenzen getrennt, als auch eng benachbart und tiberlappend detektiert (ZHONG et al.,
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1998). Weitere molekulare und FISH-Analysen an  Chromatinfasern und
Pachytinchromosomen aus Reis (O. sativa ssp. japonica) zeigten, dass auf dem langen
Arm der Chromosomen 6 und 12 die subtelomerischen Repeats (TrsA) durch mehrere
tausend Basenpaare von telomerischen Sequenzen getrennt angeordnet sind (OHMIDO et

al., 2001).

Die eigenen Analysen der Chromosomentermini von B. vulgaris durch fibre-FISH
bestitigten, dass pAV34-Sequenzblocke unterschiedlicher Langen eng benachbart zu den
telomerischen Repeats lokalisiert sind. Ahnlich der Beobachtungen in Tomate (ZHONG et
al., 1998), waren drei Prinzipien der Organisation beider Repeatfamilien an den
Chromatinfasern aus B. vulgaris nachweisbar. Beide Sequenzblocke konnen direkt
aneinander grenzen oder durch nichthomologe Sequenzen getrennt sein. Auch
Interspersion beider Sequenzfamilien innerhalb einer zentralen Region wurde detektiert.
Separat lokalisierten Sequenzen und benachbarte Repeatblocke, die eine Distanz grofer als
ungefahr 50 kb aufweisen, konnen durch die Ergebnisse der fibre-FISH nicht differenziert
werden. Chromosomenenden auf denen ausschlielich eine der beiden Sequenzfamilien
lokalisiert ist, wurden durch multi-colour FISH-Analysen an Metaphasechromosomen aus
B. vulgaris nicht nachgewiesen. Da im Gegensatz zu den Beobachtungen in Tomate
(ZHONG, 1998) an allen kondensierten Chromosomenenden eine Kolokalisierung beider
Sequenzfamilien beobachtet wurde, deuten separate telomerische oder subtelomerische
Signalfolgen darauf hin, dass auf einzelnen Chromosomenarmen die Arrays in einem

relativ grolem Abstand vom Telomer lokalisiert sind.

Die fibre-FISH-Daten an B. vulgaris-DNA zeigten, wie auch in Tomate und Reis (OHMIDO
et al., 2001; ZHONG, 1998), dass subtelomerische und telomerische Repeatfamilien
innerhalb eines Genoms nach unterschiedlichen Organisationsprinzipien angeordnet sein
konnen. Es scheint daher, dass jedes Chromosom eine individuelle Struktur und
Anordnung der terminalen und subterminalen Regionen besitzt. Eine Zuordnung der
Hybridisierungsmotive zu individuellen Chromosomen war allerdings in den
durchgefiihrten Studien in B. vulgaris aufgrund der fehlenden Chromosomenstruktur der
Chromatinfasern und der zu geringen Auflosung der FISH an Pachytinchromosomen nicht
moglich. Um Organisationsmotive einzelnen Chromosomen zuordnen zu konnen, ist
vielmehr die Hybridisierung von chromosomenspezifischen, distal lokalisierten Markern
(z.B. BACs, die als Insertionen terminal lokalisierte DNA-Marker enthalten) und die
simultane Hybridisierung von telomerischen als auch subtelomerischen Sequenzen

notwendig. Chromosomenspezifisch hybridisierende BACs konnten bereits von DONG et
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al. (2000) durch Selektion einer BAC-Bibliothek aus Kartoffel mit RFLP-Markern als

Sonden identifiziert und zur FISH-Analyse erfolgreich einsetzt werden.

Ein simultaner Nachweis von drei differentiell markierten DNA-Sequenzen wére
notwendig, um indiviuduelle Strukuren der Chromosomentermini zu identifizieren.
Technisch durchfithrbar wire dies durch die Detektion einer dritten DNA-Sonde mit dem
Fluorochrom Cy5, das im langwelligen Infrarotbereich emittiert, und mit einer CCD-
Camera dokumentiert werden kann. Ist allerdings durch vorangehende molekulare
Analysen die Anordnung der DNA-Sonden entlang der Chromatinfaser bereits geklért,
wird es moglich, die Sonden alternierend mit zwei Fluoreszenzfarben zu markieren und zu
detektieren. Der Nachweis von sechs benachbarten BAC-Klonen, die mit Biotin oder
Digoxigenin markiert wurden, gelang JACKSON et al. (2000) an Chromatinfasern aus A.
thaliana. Da die Abfolge der BAC-Klone entlang der Chromatinfaser durch vorangehende
molekulare Analysen bekannt war, konnten tiberlappende Bereiche und Distanzen ermittelt

werden.

An Chromatinfasern aus tierischen und humanen Kernen ist die gleichzeitige Detektion
von DNA-Sonden moglich, die mit flinf unterschiedlichen Fluorochrome gekoppelt
wurden (LICHTER, 1997; SPEICHER ef al., 1996). Es scheint, dass in wenigen Jahren auch in
der pflanzlichen Genomanalyse hochauflésende fibre-FISH mit drei oder mehr
unterschiedlich markierten DNA-Sonden durchgefiihrt werden. Voraussetzung dafiir ist
eine geeignete technische Ausstattung (wie sie in der Humanforschung bereits eingesetzt
wird) und dass die unterschiedlichen Emissionsspektren der Fluorochrome detektiert und

differenziert werden konnen.

Die Untersuchungen der Chromosomenenden in B. vulgaris durch hochaufldsende FISH-
Verfahren konnte einen wesentlichen Beitrag zur Feinstrukturanalyse der terminalen

Chromosomenstruktur leisten.
4.2.2. Organisation centromerassozierter repetitiver DNA

Das Centromer hoherer Eukaryonten ist eine essentielle, hoch differenzierte Struktur, die
auf allen Chromosomen zu finden ist. Die Centromere haben vielfiltige mitotische und
meiotische Funktionen. Sie dienen z.B. als Anheftungsstellen der mitotischen und
meiotischen Spindel, als Verbindung beider Schwesterchromatiden und als
Erkennungsregionen  fiir  Proteine, die  wichtige =~ Aufgaben  bei  der
Chromosomensegregation und -—bewegung besitzen (CHOO, 1997). Eine intakte

Centromerregion ist hinreichend fiir eine korrekte Verteilung von Chromosomen auf die
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Tochterkerne in der Mitose und Meiose (MOORE, 1998). Cytologisch charakterisiert ist das
Centromer durch eine von konstitutivem Heterochromatin flankierte primére Einschniirung
des Chromosoms (TRAUT, 1991). Die heterochromatischen Blocke bestehen zumeist aus
repetitive DNA, die wihrend der Interphase, Mitose und Meiose kondensiert und als stark
DAPI-gefarbte Regionen im Nukleus erkennbar sind (CHEN et al., 1998; GINDULLIS et al.,
2001b; ARAGON-ALCAIDE et al, 1996). In hoheren Eukaryoten konnten bisher
verschiedene centromerspezifische Satellitenfamilien charakterisiert werden. Die a-
Satellitenfamilie aus humanen Chromosomen (SCHUELER et al., 2001; GRADY, 1992), die
Tahiti-, Moora- und Bora-Bora-Region charakterisierenden Satellitensequenzen aus
Drosophila melanogaster (LE et al., 1995) oder die pAL1-Satellitenfamilie aus 4. thaliana
(MARTINEZ-ZAPATER et al., 1986) wurden beispielsweise detailliert untersucht. Bei der
Charakterisierung der centromerischen Sequenzen zeigte sich, dass fiir ein aktives
Centromer hoherer Eukaryoten keine universell konservierte DNA-Sequenz verantwortlich
ist. Die Centromerfunktion scheint epigenetisch festgelegt (KARPEN & ALLSHIRE, 1997;
HESLOP-HARRISON et al., 1999), d.h. eine erblich festgelegte Centromeraktivitét
korrespondiert nicht mit einer Primérstruktur der DNA. Vermutet wird, dass durch die
Kombination verschiedener Sequenzen charakteristische Strukturen oder Konformationen
(higher-order structure) ausgebildet werden, an die die centromerbindenden Proteinen
(z.B.: CENP A) binden und somit die Funktionalitit einer Centromerregion gewéhrleisten

(KARPEN & ALLSHIRE, 1997; CHOO, 1997).

In pflanzlichen Genomen wurden sowohl hoch repetitive Satelliten-DNA unterschiedlicher
Lange und Sequenzdivergenz als auch nicht Satelliten-DNA durch in situ Hybridisierung
in centromerischen Regionen lokalisiert (BRANDES ef al., 1997, ARAGON-ALCAIDE ef al.,
1996, JIANG et al., 1996). Die Funktionen dieser Sequenzen ist bisher ungeklédrt. Im
humanen Genom wurde Interaktion der a-Satellitensequenz an ein hoch konserviertes
CENP-B-Bindungsproteins, das die Anlagerung der Kinetochorproteine vermittelt,
nachgewiesen (MURO et al., 1992). Sequenzhomologie zum Proteinbindungsmotiv der
CEN-B-Box des a-Satelliten (MURO ef al., 1992) wurden in centromerischer DNA aus 4.
thaliana (AtCon: HESLOP-HARRISON et al, 1999) und in Geteiden (CCS1: ARAGON-
ALCAIDE et al., 1996) gefunden. Dies konnte auf funktionelle Sequenzen innerhalb der
centromerischen Satelliten hinweisen. Heterochromatische Regionen sogenannte knobs
oder Neocentromere, die in interstitiale Position auf den Chromosomenarmen von Mais

identifiziert wurden (PEACOCK et al., 1981), und die centromerdhnliches Verhalten zeigen
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konnen (HIATT et al., 2002), weisen ebenfalls auf mogliche centromerische Funktionen

von Satellitenrepeatclustern im pflanzlichen Genom hin.

Molekularen Untersuchungen der Centromerregion in unterschiedlichen Arten haben
verdeutlicht, dass die Identifizierung von centromerspezifischen Sequenzfamilien nicht
ausreicht, um die Funktionalitit der Centromere zu kldren. Eine Analyse, der Struktur und
Sequenzorganisation in der centromerischen Region ist notwendig. Durch Anwendung
hochauflésender FISH-Verfahren, die im Rahmen dieser Arbeit in der Genomanaylse der
Beta-Arten etabliert und eingesetzt wurden, konnte eine physikalische Ubersichtskarte der

centromernahen Region der B. procumbens-Chromosomen erstellt werden.

Es wurde gezeigt, dass die Sau3Al-Satellitensequenz pTS5 in einer zentralen Domine
hochamplifiziert vorliegt. Der pTS5-Block wird zu beiden Seiten durch die zur nicht-
homologen Sau3Al-Familie gehorende Satellitensequenz pTS4.1 flankiert. Die Grenzen
zwischen beiden Sequenzblocken sind flieBend und enthalten sowohl pTSS5- als auch
pTS4.1-Repeats. Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass die Sau3 Al-Satellitenblécke von
kleinen Abschnitten aus komplex aufgebauter DNA wie Retrotransposons unterbrochen
werden. Kolokalisierend mit pTS5-Repeatblocken wurden Ty3-gypsy-Retrotransposons
(pBp10) nachgewiesen (GINDULLIS et al., 2001b).

Ty3-gypsy-Retrotransposons gehoren zu den dispers verteilten repetitiven Elementen im
pflanzlichen Genom (BENNETZEN, 1976). In vielen pflanzlichen Arten wurden bereits Ty3-
gypsy-Retrotransposons in pericentromerischen Chromosomenregionen nachgewiesen
(z.B. Getreiden: pSau3A9, PRESTING et al., 1998, JIANG et al., 1996; Mais: CentA,
ANANIEV et al., 1998a). Auf Chromosomen von Hirse (Sorghum vulgare) wurden sowohl
Ty3-gypsy- als auch Tyl-copia-Retroelemente centromerassoziiert detektiert (MILLER et
al., 1998). In der pericentromerischen Region von Chromosom 5 aus 4. thaliana konnten
ebenfalls zwei Ty3-gypsy und ein Tyl-copia-Element identifiziert werden (TUTOIS et al.,
1999). Welche Funktion die Retroelemente in den centromernahen Regionen iibernehmen
und warum gypsy- und copia-Elemente sowohl getrennt als auch benachbart auftreten, ist

bisher nicht bekannt.

In den FISH-Studien der B. procumbens- Chromosomen konnten Sequenzen der EcoRI-
Satellitenfamilie (pEV1) in niedriger Kopienzahl centromernah und dem Sau3 Al-Satelliten
engbenachbart detektiert werden. Desweiteren wurde auf einigen Chromosomen von
B. procumbens  das  Alul-Satellitenrepeat (pAp4) in hoher Kopienzahl in

pericentromerischer Regionen chromosomal lokalisiert (DECHYEVA et al., eingereicht).
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Neben den Sau3 Al-Satelliten sind demnach kleine Repeatblocke anderer Satellitenfamilien
in der centromernahen Region vorhanden. Das Organisationsprinzip der
pericentromerischen Region von B. procumbens korreliert mit Beobachtungen in anderen
Organismen (DONG et al., 1998b; ANANIEV et al., 1998a; JIANG et al., 1996). In einem
zentralen Region liegen konservierte Satellitrepeats, sogenannte major repeats, in hoher
Kopienzahl vor. Umgeben wird dieser zentrale Bereich von divergierten Sequenzen und
heterologen Repeatfamilien, sogenannten minor repeats, oder Retroelementen (TUTOIS et
al., 1999; HENIKOFF, 2002). Auch im Centromer von A. thaliana-Chromosomen wurden in
einer zentralen Doméne Satelliten der pAL1-Sequenzfamilie nachgewiesen, die von nicht
homologen repetitiven Sequenzen flankiert werden. Die Doménen werden unterbrochen
von Retroelementen (HESLOP-HARRISON et al., 1999). Eine dhnliche strukturelle Hierarchie
findet sich auch in centromerischen Strukturen der humanen Chromosomen. Zentrale
Blocke des a-Satelliten sind umgeben von nicht homologen Satelliten (1-3 B-Satelliten)

(CHOO, 1997).

Die zwischen Pflanze und Tier konservierten Prinzipien des Centromeraufbaus zeigen,
dass eine Hierarchie von centromerassoziierten repetitiven Elementen evolutionér friith
entwickelt wurde und eine bedeutende Rolle fiir die Funktionalitéit des Centromeres haben
muss. Weiterhin wurde beobachtet, dass die Abundanz repetitiver Sequenzklassen in den
pflanzlichen Centromerregionen zwischen den Chromosomen und den Arten hoch variabel
ist (MOORE, 1997; HESLOP-HARRISON et al., 1999). Chromosomen-spezifische
Amplifikationsgrade centromerischer Repeats wurden beispielswiese in Arabidopsis und
Mais beobachtet (HESLOP-HARRISON et al, 1997; CHEN et al, 2000). Auf
Metaphasechromosomen von B. procumbens wurden die Sau3Al-, pAp4- und EcoRI-
Satellitenrepeats als auch die Ty3-gypsy-Retroelemente in variierender Kopienzahl
nachgewiesen (GINDULLIS .et al., 2001b; SCHMIDT et al., 1998; DECHYEVA et al.,
eingereicht). Trotz der groBen Differenzen im Amplifikationsgrad der Satellitenfamilien

auf den Chromosomen scheint die hierarchische Struktur der Repeats beibehalten.

Das Centromer der B. procumbens-Chromosomen ist eine komplexe Struktur bestehend
aus Satelliten-DNA und Retroelementen mit unterschiedlicher Abundanz auf den
Chromosomen. Aus den Untersuchungen der centromerischen Region von B. procumbens
durch in situ-Hybridisierung an Pachytinchromosomen und Chromatinfasern wurde ein
Centromerstrukturmodell der Wildriibe B. procumbens erstellt, das Grundlage flir weitere
molekularen und strukturellen Analysen der centromernahen Chromosomenregion

innerhalb der Arbeitsgruppe ist (GINDULLIS et al., 2001b).
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4.2.3. Verhalten von Centromer- und Telomerregionen in frithen meiotischen

Teilungsphasen

Die Meiose besteht aus zwei komplexen und hochspezialisierten Zellteilungen, die
letztendlich zur Bildung von haploiden Zellen fithren. Die kritischen Prozesse der Meiose
ereignen sich in der frithen Prophase I, in der homologe Chromosomen assoziieren und
paaren (Chromosomensynapse). Im Pachytin werden die homologen Chromosomen {iber
den synaptischen Komplex (synaptonemal complex: SC) miteinander verbunden, dessen
Morphogenese und Struktur bereits mehrfach untersucht wurde (ZICKLER & KLECKNER,
1999; WALKER & HAWLEY, 2000). Im Gegensatz dazu wurden die prasynaptischen
Vorgénge bisher selten charakterisiert (SCHWARZACHER, 1997; MIKHAILOVA et al., 1998;
BASS et al., 2000). Der Zeitpunkt der Erkennung und Paarung homologer Chromosomen
scheint in den Arten unterschiedlich (ARMSTRONG et al., 2001; CARLTON & CANDE, 2002).
Auch die Bedeutung der in vielen Arten beobachtete Clusterung von Centromeren oder
Telomeren an der Kernmembran (bouquet stage) ist bisher unverstanden (BASS et al.,
1997; MIKHAILOVA et al., 1998). Durch die Lokalisierung der centromerischen und
terminalen Chromosomenregionen im Nukleus ist es moglich, die Ausrichtung der
Chromosomen, ihre Lage und ihr Verhalten in unterschiedlichen meiotischen Stadien zu
beobachten und zu analysieren (ARMSTRONG et al., 2001; BASS et al., 1997; MARTINEZ-
PEREZ et al., 1999; MIKHAILOVA et al., 2001). In A. thaliana wurde aufgezeigt, dass
Assoziation und Paarung der Telomere und Centromere in den frithen meiotischen Phasen
nicht zeitgleich stattfindet (ARMSTRONG et al., 2001). In Mais wurde durch BASS et al.
(1997) nachgewiesen, dass Telomere zundchst wihrend der premeiotischen Interphase und
ein zweites Mal am Ende der Leptotdnphase gruppieren und sich in der Kernperipherie
anordnen. Interessanterweise liegen die Telomere zwischen diesen beiden Phasen dispers

tiber den gesamten Nukleus verteilt vor (BASS et al., 1997; 2000).

In B. vulgaris wurde im frithen Leptotdn zunéchst eine Vergroferung des Kernvolumens
beobachtet. Eine Ausbreitung des Chromatins in interchromosomale Zwischenrdume ist fiir
eine Neuordnung und Erkennung homologer Chromosomen notwendig und verursacht die
Vergroferung der Chromosomen und des Kernvolumens (SYBENG, 1999). Die
Lokalisierung von telomerischen und centromerischen Repeat wies im Kern von
B. vulgaris auf keine Clusterbildung oder Paarung von Chromosomentermini oder
centromerischen Regionen hin. /n situ-Hybridisierung des centromerisch lokalisierten
Sau3 Al-Satelliten pTS5 an PMC von B. procumbens deutet dagegen auf eine bipolare

Orientierung der centromerischen Chromosomenregionen in der spédten Leptotdnphase
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(T.SCHMIDT pers. Mitteilung). Einschrinkend muss erwdhnt werden, dass rdumliche
Muster, wie beispielsweise eine parallele Anordnung entlang der inneren Kernmembran
eindeutig nur nach dreidimensionale Rekonstruktion der Kernstruktur durch /aser-

scanning-Mikroskopie (BASS et al., 1997) nachweisbar sind.

In den nachfolgenden Studien wurde durch in situ-Hybridisierung einer 5S rDNA-Sonde,
die die pericentromerische Region eines Chromosomenpaares (Chromosom 4) markiert
(ScHMIDT et al, 1994), die Chromosomenassoziation im Zygotin, die
Chromosomensynapse im Pachytin und die darauffolgende partielle Trennung der
Bivalente in der Diakinese bestétigt (Abb. 6). Durch die Hybridisierung der 5S rDNA-
Sonde wurde die centromerische Region nur eines Chromosompaares lokalisiert. Durch
Nachweis der interkalare und pericentromerische Satellitenrepeats im Kkonstitutiven
Heterochromatin der meiotischen B. vulgaris-Nuklei war die Detektion aller
centromerischer und interstitialen Regionen im Nukleus moglich. Die Assoziation von
tandemartig angeordnete Sequenzen mit heterochromatischen Chromosomenregionen des
Pachytéin wurde auch in Mais, A. thaliana oder Reis beobachtet (CHENG et al., 2001b).
Dies deutet darauf hin, dass tandemartig angeordnete repetitive DNA eine direkte oder
indirekte Rolle bei der Kondensation der DNA iibernehmen kdnnte und moglicherweise

eine Interaktion mit spezifischen Proteinen wéhrend der meiotischen Prophase erfolgt.

Die Assoziation und Fusion des konstitutivem Heterochromatins aller homologen
Chromosomen wihrend der Prophase, sowie die darauffolgende Trennung der Satelliten in
der Diakinese wurde durch die in situ-Hybridisierung der pericentromerischen und
interkalaren Satellitenrepeats bestitigt. Die Signale sind zunéchst {iber den gesamten
Nukleus verteilt, treten dann zunehmend paarweise und in verminderter Anzahl auf. Eine
Anordnung der Chromosomen im Nukleoplasma oder entlang der Kernmembran konnte
auch wihrend der Zygotin- und Pachytidnphase der PMCs von B. vulgaris nicht beobachtet
werden. DONG et al. (1998a) wiesen eine Rabl-Formation von Telomeren und
Centromeren in PMCs einiger Getreiden (Weizen, Roggen, Gerste und Hafer) nach. In
Mais, Reis und Sorghum wurde dagegen eine disperse Anordnung beobachtet (DONG et al.,
1998a). Die Ausbildung einer Rabl-Formation scheint fiir die Synpase der homologen
Chromosomen in Mais, Reis, Sorghum und auch B. vulgaris nicht notwendig. Im Zygotin
lagern sich die pericentromerischen und interkalaren Heterochromatinregionen zu einem
dichten Knoten zusammen, aus dem einzelne Chromatinfasern herausragen. Ein derartiger
Chromatinknoten wurde ebenfalls in der Meiose von 4. thaliana beobachtet (ROSS et al.,

1996) und wird als synizetic knote bezeichnet (Synizesis gr.-lat.. zusammenziehen) (DE
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JONG, 1981). RosSS et al. (1996) vermuten, dass der Chromatinknoten eine analoge Struktur
zur klassischen bouguet- oder Rabl-Anordnung darstellt, die in Insekten und Sadugerzellen

beobachtet wurde (RABL, 1985).

In situ-Hybridisierung der auf allen Chromosomen vorhandenen telomerischen Repeats
(pLT11) und der terminal auf Chromosom 1 lokalisierten 18S-5,8S-25S rDNA lie3en keine
geregelte Anordnung der Chromosomen im Leptotdn erkennen. Im Zygotin dagegn sind
die aus dem Chromatinknoten herausragenden terminalen Chromosomenabschnitte zu
einer Nukleushélfte hin ausgerichtet. Die bipole Orientierung der Telomere bestdtigen,
dass der Chromatinknoten eine analoge bouquet-Formation darstellt (ROSS et al., 1996).
Die aus dem synizetic knote herausragenden Chromosomenenden waren zum gréf3ten Teil
ungepaart. Demnach ist der Chromatinknoten eindeutig einem Stadium vor dem Pachytén
und nicht, wie zundchst von DE JONG & OuD (1979) fiir B. vulgaris postuliert, einem
friihen Diplotdnstadium zuzuordnen. Der Chromatinknoten ist Ausgangs-, aber nicht
Endpunkt einer vollstindigen Paarung der homologen Chromosomen (SUZUKI et al.,
1997). Da die Chromosomenenden des Zygotianstadiums noch relativ stark dekondensierte
DNA enthalten, sind Chromosomen des Zygotéins zur physikalischen Feinkartierung von
terminal lokalisierten DNA-Sequenzen geeignet. Dies konnte durch den erstmaligen
simultanen Nachweis der 18S-5,8S-25S rDNA und telomerische Repeats (pLT11) terminal
auf Chromosom 1 von B. vulgaris bestitigt werden. Die hohe Auflosung der
Chromosomenenden im Zygoténstadium ermdglichte die proximale Position der 18S-5,8S-
25S rDNA und die distale Lage der telomerischen Repeats eindeutig nachzuweisen. Durch
FISH an kondensierten Chromosomen der mitotischen Metaphase oder Prometaphase

konnten beide Sequenzen zuvor nicht gleichzeitig lokalisiert werden.

Der Chromatinknoten lockert sich im Pachytén auf. Alle homologen Chromosomen liegen
einschlieBlich ihrer Telomerbereiche vollstindig gepaart vor und sind iiber den
synaptonemalen Komplex miteinander verbunden. Durch FISH der interkalaren sowie der
pericentromerischen Satellitensequenzen wurden die heterochromatischen Blocke entlang
der Pachytinchromosomen identifiziert. Die Anzahl der Signale ist im Vergleich zum
mitotischen Metaphasenukleus auf die Hélfte reduziert. Dies bestitigt die vollstindige
Synapse der homologen Chromosomen. Da unterschiedliche Kopienzahlen der
Satellitenrepeats auf den Chromosomen exisitieren, entstanden chromosomenspezifische
Hybridisierungsmuster. Bemerkenswert war, dass ein bis zwei stark DAPI-markierte
centromernahe Chromosomenregionen durch multi-colour FISH des interkalaren EcoRI-

Satelliten pEVI und des BamHI-Satelliten pBV1 keine Hybridisierung zeigten. Interessant
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wére eine Charakterisierung dieser eventuell chromosomenspezifischen
Satellitensequenzen. Da eine stindige Homogenisierung der Repeatsequenzen zur
Aquilibrierung zwischen den Chromosomen fiihrt, sind chromosomenspezifische
Satelliten-Repeats sehr selten in Pflanzengenomen und nur in Einzelfdllen beschrieben

(WANG et al. 1995, GAO et al., 2001).

Dem Pachytidn folgt ein Stadium mit diffusen Bivalentstrukturen, in denen vor allem die
terminalen Chromosomenabschnitte stark dekondensiert erscheinen, wéhrend die
centromernahen Regionen kondensiert bleiben. Die dekondensierten Chromosomenenden
in der Diakinese eignen sich zur physikalischen Kartierung eng benachbarter Sequenzen.
Dies konnte durch die Doppelhybridisierung zweier translokationsspezifischer YACs an
Chromosomen der Linie A906001 gezeigt werden. Eine Auflosung bis zu 200 kb wurde
beobachtet. DNA-Sequenzen, die in stark kondensierten, zentralen Chromosomenregionen
lokalisiert sind, sind an Chromosomen in der Diakinese nur schwer kartierbar. Ein
Nachweis von Univalenten bzw. Trivalenten, Chiasmata oder Paarungen zwischen
homoeologen Chromosomen im Diplotdn und in der Diakinese erlaubt Riickschliisse auf
Homologiegrad, Phylogenie oder Vererbung von addierten Chromosomen,
Chromosomenfragmenten oder integrierten DNA-Fragmenten. Die Ergebnisse konnen zu
Hinweisen auf die Transmission von eingekreuzten Merkmalen in Hybridgenomen fiihren
(BRANDES et al., 1987). Die Diakinese ist daher ein cytogenetisch hochinteressanten
meiotischen Stadium insbesondere nach interspezifischen Kreuzungen oder molekularen

Verianderungen der Genome.

Durch das Studium der frithen meiotischen Stadien wurde ein Beitrag zur Analyse der
prasynaptischen Vorgénge in der Meiose von B. vulgaris geleistet und die Voraussetzung
fiir den Einsatz dieser Chromosomenstadien mit dekondensierter DNA fiir die Fluoreszenz-
in situ-Hybridisierung ermoglicht. Die genaue Charakterisierung der meiotischen
Chromosomenstadien ist Grundlage fiir den Erfolg einer FISH mit hoher Auflésung und

damit fiir die physikalische Feinkartierung der Chromosomen unendbehrlich.
4.3. Chromosomale Verteilung pflanzlicher Retrotransposons

Zu den repetitiven Sequenzen im pflanzlichen Genom gehoéren neben den tandemartig
angeordneten Satellitensequenzen weitere Sequenzklassen, die meist durch ihre disperse
Genomorganisation charakterisiert sind. Im Unterschied zu den Non-LTR-
Retrotransposons sind die LTR-Retrotransposons (LTR: long terminal repeats) durch

direkte terminale Wiederholungssequenzen gekennzeichnet. Die Klasse der LTR-
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Retrotransposons sind bislang am intensivsten analysiert worden. Sie wird in Tyl-copia-

und Ty3-gypsy-Retrotransposons unterteilt (BENNETZEN, 1996).

Ziel der eigenen Arbeiten war eine vergleichende chromosomale Lokalisierung der
unterschiedlichen Retroelementklassen im Genom von B. vulgaris. Als DNA-Sonde fiir die
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung wurde eine Population divergierter Sequenzen der
Reversen Transkriptase eingesetzt, die durch PCR mit Tyl-copia-spezifischen Primern aus
genomischer DNA von B. vulgaris amplifiziert wurden. Die FISH-Studien zeigen, dass
Tyl-copia-Retrotransposons relativ gleichméBig iiber die euchromatischen Regionen des
Genoms verteilt und in hoher Kopienzahl auf allen Chromosomen vorhanden sind. In
anderen pflanzlichen Arten wurde ebenfalls eine disperse Ausbreitung der Tyl-copia-
Retrotransposons tiber die euchromatischen Chromosomenregionen beobachtet (KUMAR et
al., 1997; BRANDES et al., 1997, HESLOP-HARRISON et al., 1997). Bemerkenswert fiir die
Verteilung der Tyl-copia-Retrotransposons in B. vulgaris ist ihr Ausschluss aus den
chromosomalen Bereichen der tandemartig angeordneten Gene der 18S-5,8S-25S rRNA,
die sich terminal auf Chromosom 1 befinden, und der auf allen Chromosomen
pericentromerisch lokalisierten BamHI-Satelliten. Studien an Vicia faba zeigten, dass in
den Regionen eines interkalaren Satelliten keine Tyl-copia-Elemente lokalisiert sind
(BRANDES et al., 1997; PEARCE et al., 1996). Dies deutete darauf hin, dass der Ausschluss
aus Satellitenblocken, die einer stindigen Homogenisierung unterliegen, ein

artiibergreifendes Prinzip filir die Verteilung der Tyl-copia-Retroelemente im Genom ist.

In einigen Arten liegen die Tyl-copia-Retrotransposons dagegen nicht dipers im Genom
verteilt vor. So wurden in Allium cepa die Tyl-copia-Retrotransposons in terminalen
heterochromatischen Regionen und in A. thaliana und Cicer arietum im perizentrischen
Heterochromatin lokalisiert (HESLOP-HARRISON et al., 1997; nach KUMAR & BENNETZEN,
1999). Die Ausbreitung von Retrotransposons im Genom scheint artspezifischen Prinzipien

oder Mechanismen zu unterliegen.

Die zweite LTR-Retrotransposonfamilie, die Ty3-gypsy-Retroelemente, akkumuliert
bevorzugt im perizentrischen Heterochromatin. In B. vulgaris wurden Ty3-gypsy-
Retrotransposons, wie auch in Mais und in Getreiden (Gramineae), im centromerischen
Heterochromatin nachgewiesen (GINDULLIS et al., 2001b; ANANIEV ef al.,1998a; MILLER
et al., 1998; PRESTING et al., 1998). Die haufig beobachtete Akkumulation der Ty3-gypsy-
Retroelemente in der centromernaher Region spricht fiir eine funktionelle Bedeutung der

Ty3-gypsy-Retroelemente im Centromer (MILLER et al., 1998; PRESTING et al., 1998).



Diskussion 145

Nach in situ-Hybridisierung der Ty3-gypsy-dhnlichen Retroelementen wurden im Genom
von B. vulgaris zusétzliche schwache Signale, dispers iiber alle Chromosomen verteilt,
beobachtet. Dies ldsst vermuten, dass die Ty3-gypsy-Retroelemente in niedriger
Kopienzahl im gesamten Genom verteilt vorliegen. Die hohe Anzahl der Ty3-gypsy-
Retroelemente in centromerischer Region und die gleichzeitige niedrigen Abundanz in
anderen chromosomalen Bereichen konnte durch centromerspezifische Targetsequenzen
verursacht werden, die die Integration der Kopien sehr effektiv initileren und hohe
Amplifikationsrate hervorrufen. Daneben konnten unterschiedlich effektive Mechanismen
der Transkription oder Transposition in centromerischer und nicht-centromerischer
Chromosomenregion eine differierende Ausbreitung der Ty3-gypsy-Elemente im Genom
bedingen. Aufgrund der sehr komplexen Transkriptions- und Transpositionprozesse
scheinen allerdings Analysen der Mechnismen in unterschiedlichen chromosomalen

Regionen derzeit noch schwer durchfiihrbar.

Desweiteren wurden - vergleichend zur Verteilung der LTR-Retrotransposons (Ty1-copia
und Ty3-gypsy) im Genom - die zu den Non-LTR-Retrotransposons gehdrende Klasse der
LINE (long interspersed nuclear elements) chromosomal lokalisiert. Die Sequenzen des
LINE-Typs BNRI wurden aus dem Genom der Zuckerriibe isoliert und molekular
charakterisiert (SCHMIDT et al., 1995; KUBIS et al., 1997). Durch Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung war eine chromosomale Lokalisierung moglich. Die LINEs sind dispers
verteilt, aber im Vergleich zu den relativ uniform auf den Chromosomen verbreiteten Ty1-
copia-Retroelementen zusétzlich regional amplifiziert. Einige starke
Hybridisierungssignale, die durch Signalpunkte auf beiden Chromatiden verifiziert werden,
weisen auf die Bildung von Clustern oder Sequenzblocken bevorzugt in terminalen
Regionen hin. Die telomernahen Sequenzblocke konnten durch Integration von Non-LTR-
Retrotransposons in bereits vorhandene LINEs der jeweiligen Familie entstanden sein. Ein
moglicher Mechanismus fiir die Akkumulation von LINEs in subtelomerische Regionen
wurde fiir das LINE Zepp aus Chlorella beschrieben (HIGASHIYAMA ef al., 1997). Durch
mehrfache Integration im 5'-Sequenzbereich eines inserierten LINEs entstehen Cluster mit

verkiirzten 5’- und vollstdndigen 3 -Enden der LINE-Sequenz.

Analog zur regionalen Hiufung von LINEs gibt es in B. vulgaris auch chromosomale
Regionen, aus denen die untersuchten LINEs ausgeschlossen sind (KUMAR & BENNETZEN,
1999). Es handelt sich hierbei ebenfalls um die Gene der 18S-5,85-25S rDNA, die sehr
dynamisch sind und einer stindigen Homogenisierung unterliegen. Die gro3e Dynamik der

rRNA-Gene scheint den Ausschluss aller untersuchten Retroelemente (der LTR- und der
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non-LTR-Retrotransposons), die sich nur langsam {iber grofle Zeitrdume hinweg im

Genom ausbreiten, zu bedingen.

Fiir die zusitzlich durchgefithrten molekularen Untersuchungen der Tyl-copia-
Retroelemente wurden Sequenzenabschnitte der reversen Transkriptase aus den vier
Sektionen der Gattung Beta isoliert und kloniert. Der DNA-Sequenzvergleich zeigte eine
hohe Heterogenitit der Klone auf DNA-Ebene. Molekulare Studien der Tyl-copia-
Sequenzen aus Kartoffel, Vicia oder den Getreiden wiesen ebenso auf einen hohen
Polymorphismus der Tyl-copia-Retrotransposons im pflanzlichen Genom hin (FLAVELL et
al., 1992; KATSIOTIS ef al., 1996; KUMAR & BENNETZEN, 1999; PEARCE ef al., 1996).

Die Ursache der extreme Variabilitdt und Heterogenitdt von Tyl-copia-Retrotransposons

konnte auf zwei Zusammenhingen beruhen:

1. Die Reverse Transkiptase ist ein Enzymkomplex mit DNAse-Aktivitdt, die keine
proofreading-Funktion besitzt. Bei der Umschreibung von RNA in DNA werden
auftretende Fehler nicht korrigiert. Daraus resultiert eine 10°-fach erhohte

Mutationsrate, die die Entstehung von individuellen Subfamilien bedingt.

2. Die fehlende phanotypische Ausprigung und der dadurch bedingte fehlende
Selektionsdruck auf DNA-Ebene verursacht eine Anhdufung von Mutationen und

darausfolgend eine hohe Heterogenitdt der Tyl-copia-Sequenzen.

Trotz des Polymorphismus der Sequenzen war eine genomspezifische Hybridisierung der
Tyl-copia-Retrotransposons in monosomen Additionslinien von B. vulgaris zu
beobachten. Molekulare Studien in anderen Arten bestitigten, dass die
Sequenzheterogenitit der Tyl-copia-Retroelemente der phylogenischen Beziehung der
Arten folgt (KAMM ef al., 1995; KATSIOTIS et al., 1996). Obwohl beispielsweise eine grof3e
innergenomische Heterogenitit der Tyl-copia-Retrotransposons im Genomen von
polyploiden Pflanzen nachgewiesen wurde, konnte eine genomspezifische Hybridisierung
der Retrotransposons in Southern-Analysen beobachtet werden (z.B. tetraploider Wildhafer
Avena  vaviloviana, KATSIOTIS et al, 1995). Artspezifische Tyl-copia-
Retrotransposonfamilien wurden ebenso in weiteren Untersuchungen an Gymnospermen

und Angiospermen identifiziert (BRANDES et al., 1997).

Die Heterogenitidt der Retrotransposonsequenzen scheint das Ergebnis einer vertikalen
Transmission zu sein, die im Verlauf der Phylogenie der Arten stattgefunden hat. Ein
horizontaler Transfer von Tyl-copia-Retrotransposons zwischen Pflanzenarten schien

bislang demgegeniiber unwahrscheinlich (KUMAR & BENNETZEN, 1999). Denn neuere
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Daten von STUART-ROGERS & FLAVELL (2001) haben allerdings deutliche Hinweise auf
einen horizontalen Tranfer ergeben. Die Detektion von envelope (env)-Gensequenzen in
pflanzlichen Retroelementen bestdtigt zudem die Existenz von potentiell funktionellen
Retroviren in pflanzlichen Genomen (LATEN HM, 1999; CARLOS et al., 2001; DAVID et al.,
2002). Es ist daher wahrscheinlich, dass ein horizontaler Austausch von pflanzlicher DNA

zwischen den Arten erfolgen kann.

Die biologische Funktion der Retrotransposon ist bislang ungekliart. Die grof3e
Heterogenitidt der Retrotransposonsequenzen fiihrt zu einer groBeren genetischen
Variabilitdt und daher moglicherweise zur verbesserte Adaption der Arten (Biodiversitét).
Die Retrotransposons wiirden so eine bedeutende Rolle bei der Evolution der Arten
iibernehmen (KUMAR & BENNETZEN, 1999). Der Nachweis von Retroelementen oder
Retrotransposonfragmenten innerhalb regulatorischer Region von Genen deutet iiberdies
darauf hin, dass Retrotransposons einen EinfluB3 auf die Funktion oder Evolution von
Genen ausiiben. Die Integration von Retrotransposons innerhalb regulatorischer
Sequenzabschnitte konnte zur Inaktivierung der Gene fiihren, ferner Genduplikation,
ungleiche Rekombination oder andere Anderungen beeinflussen (KIDWELL & LISCH,
1997). Auch die hohe Abundanz einiger Retrotransposonklassen in centromerischen und
telomerischen Regionen konnte letztlich auf eine funktionelle Bedeutung der
Retroelemente in diesen chromosomalen Abschnitte hindeuten (HIGASHIYAMA et al., 1997,

MILLER et al., 1998; PRESTING et al., 1998).

4.4. Karyotypanalyse pflanzlicher Genome durch Fluoreszenz-in  situ-

Hybridisierung

Eine Differenzierung und Identifizierung individueller Chromosomen der mitotischen
Metaphase ist durch Verfahren der klassischen Cytologie in vielen Genomen moglich. Der
Vergleich von Chromosomenarmldngen und Heterochromatinmustern, die durch C-, N-
oder Q-banding entstehen, kann zur Zuordnung von Chromosomenpaaren und der
Erstellung eines Karyogramms beitragen (nach TRAUT, 1991). Treten im Genom allerdings
Chromosomen mit dhnlicher Morphologie auf (wie z.B. im Genom von B. vulgaris, A.
thaliana oder Reis), sind banding-Verfahren oder Lédngenmessungen fiir die
Klassifizierung einzelner Chromosomen oft nicht ausreichend. Durch Bindung der
Fluoreszenzfarbstoffe DAPI, das bevorzugt AT-reiche heterochromatische Regionen
markiert, und Propidiumjodid (PI), das relativ gleichmiBig in Doppel- und Einzelstrang-

DNA interkaliert = (HESLOP-HARRISON &  SCHWARZACHER, 1996), konnen
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chromosomenspezifische reverse PI-DAPI Banden auf den Chromosomen erzeugt werden
(PETERSON et al.,1999, LiM et al., 2001). Aber auch diese Technik ist fiir eine
Karyotypanalyse in vielen pflanzlichen Arten mit kleinen Chromosomen nicht geeignet.
Durch Entwicklung der Verfahren der molekularen Cytogenetik insbesonderem dem
Einsatz der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung wird die individuelle Markierung von
Chromosomen durch repetitive oder unikale DNA-Sonden ermdglicht. Durch die
Lokalisierung der rDNA wurden einzelne Chromosomenpaare in zahlreichen Genomen
erfolgreich charakterisiert (ELLIS et al., 1988; SCHMIDT et al., 1994; SCHONDELMAIER et
al., 1997; LEITCH &HESLOP-HARRISON, 1993, MONTIN et al., 1994; BROWN ef al., 1999).
Nur wenige weitere chromosomsomenspezifische repetitive Sequenzen sind allerdings
bisher in pflanzlichen Genomen identifiziert worden (WANG et al. 1995, GAO et al., 2000,
UENG et al., 2000). Daher wurden Repeats eingesetzt, die in unterschiedlichen
Kopienanzahl auf den Chromosomen vorhanden sind. FEine {ibereinstimmende
chromosomale Position und gleiche Fluoreszenzintensitit der Hybridisierungssignale kann
dann zur Identifizierung homologer Chromosomen fithren. Durch in situ-Hybridisierung
von Mikrosatelliten (CUADRADO & SCHWARZACHER, 1998); Satellitenrepeats (PEDERSEN et
al., 1996; GALASSO et al., 2001) oder Retrotransposons (HESLOP-HARRISON et al., 1997;
PRESTING et al., 1998) wurden bereits diffenzielle Hybridisierungsmuster auf pflanzlichen
Chromosomen erzeugt.

Auf den morphologisch sehr &hnlichen Chromosomen von B. vulgaris wurden in den
eigenen Arbeiten mehrere unterschiedliche Repeatfamilien durch multi-colour FISH-
Experimente und Rehybridisierungen simultan lokalisiert. Durch Kombination der
Signalverteilungsmuster ist eine Identifizierung von sechs individuellen Chromosomen und
einer weiteren Gruppe mit drei Chromosomen mdglich.

Um eine weiteren Differenzierung der B. vulgaris-Chromosomen durchzufiihren, scheint
die Kombination der ermittelten Hybridisierungsmotive mit Signalmustern von
Mikrosatellitensequenzen oder LINEs sinnvoll (SCHMIDT et al., 1993; KUBIS et al., 1997).
Sowohl Mikrosatelliten als auch LINEs sind dispers {iber alle Chromosomen verteilt und
bilden auf einigen Chromosomen Cluster oder Sequenzblocke, die einzelne stérkere
Signalpunkte verursachen. Da meist nur zwei oder drei Sonden simultan hybridisiert
werden konnen, ist zu bedenken ist, dass eine Analyse und Kombination der
Hybridisierungssignalmuster von mehreren Repeatfamilien sehr aufwendig sein kann.
Durch Rehybridisierung der Chromosomenpréparate kann die Anzahl der hybridisierten

und lokalisierten DNA-Sequenzen erhoht werden. Allerdings nimmt die Qualtitdt der
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Chromosomenpraparate nach Rehybridisierung stark ab und die Detektion und
Positionierung der Signale ist hdufig sehr erschwert.

Vorteilhafter wire eine Karyotypisierung mit chromosomenspezifischen DNA-Sequenzen,
die sich durch ihre Markierung oder durch eine chromosomenpezifische Position
unterscheiden und simultan eingesetzt werden konnen.

In tierischem oder humanem Kernmaterial ist eine routineméfige Karyotypanalyse durch
FISH moglich. Als DNA-Sonde werden Gemische aus DNA-Fragmenten verwendet, die
spezifisch an ein bestimmtes Chromosom hybridisieren. Solche DNA-Sonden werden
beispielsweise nach der Sortierung von Chromosomen hergestellt, in dem aus der
praparierten DNA eine chromosomenspezifische DNA-Bibliothek angelegt wird (painting
probes). Die Sortierung erfolgt mit Durchflusszytometrie (flow-sorter) oder durch
Mikrodissektion. Dieses Verfahren wurde erstmal 1988 von LICHTER ef al. sowie PINKEL
et al. vorgestellt. In pflanzlichem Material ist durch den hohen Anteil von dispers im
Genom verteilten Genomkomponenten (zumeist Retrotransposons), das sogenannte
chromosome painting durch ein Gemisch von chromosomenspezifischen DNA-
Fragmenten nur eingeschrankt moglich. Pflanzliche Chromosomen besitzten einen
dhnliche AT/GT-Verhidltnis auf allen Chromosomen, was auf ausgedehnte
Sequenzhomogenisierung durch hdufige Transposition und / oder Konversion im Genom
hinweist (SCHUBERT et al., 2001), und die Isolierung von chromosomenspezifischen
Sequenzen sehr erschwert. DNA-Sonden, die nach Mikrodissektion individuellen
pflanzlichen Chromosomen aus Vicia faba, Hordeum vulgare, Triticum aestivum oder
Picea  abies  isoliert  wurden, zeigten  unabhdngig von  angewendeten
Blockierungsbedingungen Hybridisierungssignale auf allen Chromosomen (FUCHS et al.,
1996a). Nur in wenigen Ausnahmen wurden nach Mikrodissektion chromosomen-
spezifische Repeats isoliert. In Rumex acetosa konnten beispielsweise erfolgreich Repeat
durch Mikrodissektion isoliert werden, die spezifisch an das Y-Chromosome hybridisieren
(SHIBATE et al., 1999).

Die Entwicklung von BAC und YAC-Bibliotheken mit genomischen Insertionen erlaubt
die Isolierung von Klonen, die als Markersequenzen individueller Chromosomen
eingesetzt werden konnen. Die Wahrscheinlichkeit, dass die genomische Insertion der
YACs oder BACS dispers lokalisierte Retrotransposonssequenzen beinhaltet, steigt
proportional zum Anteil der repetitiven Sequenzen am Genom und zur Grof3e der Insertion.
An Chromosomen von A. thaliana, deren Genom einen geringem Anteil von dispers

lokalisierten Genomkomponenten besitzt, konnte chromosome painting mit einem



Diskussion 150

Gemisch aus chromosomenspezifischen BAC-Klonen erfolgreich durchgefiihrt werden
(LYSAK et al., 2001).

Durch Lokalisierung von Markersequenzen auf individuellen Chromosomen ist eine
Integration von physikalischen Chromosomenkarten zu genetischen Kopplungsgruppen
moglich.

Ziel weiterer Karyogrammanalysen sollte daher der Einsatz von chromosomenspezifischen
unikalen Sequenzen z.B. BACs sein. Beispielsweise konnten RFLP-Proben, die aus den
genetischen Kopplungsgruppen von B. vulgaris ausgewidhlt wurden, zum Sichten einer
BAC-Bibliotheken von B. vulgaris eingesetzt werden. Wenn die Insertionen der isolierten
BAC:s frei von dispers lokalisierten Repeats sind, sollten die BACs zur Identifizierung von
Chromosomen geeignet sein und so zu einer Integration von genetischer Kopplungsgruppe

und physikalischer Chromosomenkarte beitragen kdnnen.
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4.5. Einsatz der FISH in der Pflanzenziichtungsforschung: Analyse der Genome

von nematodenresisten Zuckerriibenlinien

4.5.1. Genomische-in situ-Hybridisierung zur Bestimmung der

Genomzusammensetzung

Die Genomische-in situ-Hybridisierung (GISH), bei der als DNA-Sonde die genomische
Gesamt-DNA (Genomsonde) einer Elternart verwendet wird, eignet sich zur
Identifizierung einzelner Chromosomen, Chromosomensegmente (SCHWARZACHER et al.,
1992) oder vollstindiger Genome in Hybridlinien und natiirlichen Arthybriden
(SCHWARZACHER et al., 1989; ANAMTHAWAT-JONSSON et al., 1990, ANAMTHAWAT-
JONSSON, 2001, FORSSTROM et al., 2002). Die GISH kann daher sowohl in der
Pflanzenziichtung zur Genomanalyse von Hybridpflanzen aus Artkreuzungen und
anschlieBenden Riickkreuzungen eingesetzt werden als auch zur taxonomischen
Einordnung von natiirlichen alloploiden Pflanzen beitragen (ORGAARD et al.; 1995, FUKUI
et al., 1997). Die Bestimmung der Genomzusammensetzung in Krokus (Crocus, Iridaceae)
(DRGAARD et al.; 1995), Weizenhybriden (Triticum durum x T. distichum x Lyphopysum
elongatum) (KOSINA & HESLOP-HARRISON, 1996), Reis (Oryza) (FUKUI et al., 1997) oder
Kartoffel (Solanum tuberosum) (DONG et al., 1999) erfolgte beispielsweise durch GISH.
Der Nachweis von relativ kleinen Translokation durch GISH wurde durch MUKAI et al.
(1993) in Weizen-Reis-Hybriden und durch PICKERING et al. (2000) in Gerstenhybridien
(Hordeum bulbosum x H. vulgare) beschrieben. In den eigenen Studien wurden
Hybridgenome von nematodenresistenten Zuckerriibelinien durch Genomische-in situ-

Hybridisierung (GISH) analysiert (DESEL et al., 2002).

Durch interspezifischen Kreuzungen zwischen B. vulgaris und B. procumbens und
mehrfacher Riickkreuzung mit B. vulgaris konnten nematodenresistente monosome
Additionslinien und Fragmentadditionslinien entwickelt werden, die ein zusétzliches
Chromosom oder ein Chromosomenfragment aus B. procumbens zum Zuckerriibengenom
enthalten (JUNG & WRICKE, 1987). Weiterhin entstanden nematodenresistente
Translokationlinien, bei denen Wildrilbbenchromatin in ein Zuckerriibenchromosom
integriert wurde (JUNG et al., 1992). Durch Genomische-in situ-Hybridisierung wurde das
zusdtzliche Wildriibenchromosomen oder -chromosomenfragment im Genom der
monosomen Additionslinie und der Fragmentadditionslinie detektiert und identifiziert. Auf
Chromosomen der Translokationsline A906001 war es moglich, die integrierte Wildriiben-

DNA von ungefiahr IMb durch Einsatz von genomischer DNA als Sonde zu lokalisieren.
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Obwohl eine Kreuzhybridisierung der markierten Genomsonden mit konservierten
Sequenzen nicht durch zusitzliche Blockierungsreaktionen oder Kompetition (durch
Zusatz von Cot-1-DNA) unterdriickt wurde (CAMILLERI et al., 1998), war eine eindeutig
Zuordnung der Signale moglich. Auch eine Vorhybridisierung der Sonden mit
genomischer DNA aus der im Hybridgenom vertretenen zweiten Elternart, war nicht
erforderlich. Bei eng verwandten Arten war beispielsweise der Einsatz eines 100-
500facher Uberschusses der Blockierungs-DNA zur Sonden-DNA notwendig (WANG et
al., 2000), um eine spezifische Hybridisierung an die Chromosomen einer Elternart zu
detektieren. Die phylogenetische Distanz zwischen den Genomen der Elternarten aus den
Sektionen Beta und Procumbentes ist demnach ausreichend grof3 fiir eine GISH-Analyse
der Hybride (FRITSCHE et al., 1987). Dieses Ergebnis war zu erwarten, da molekulare
Anaylsen der repetitiven Genomkomponenten auf relativ groBen phylogenetischen
Abstand der beiden Beta-Sektionen hindeuteten (SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1996;
SCHMIDT et al., 1990; 1996; 1997). Trotzdem ist bemerkenswert, dass eine eindeutige
differentielle Markierung der Elternanteile in den Hybridgenomen moglich ist, da
zahlreiche repetitiven DNA-Sequenzen in beiden Elterngenomen vorkommen. Dazu zdhlen
die ribosomalen Gene, Telomersequenzen und zwei Satellitenfamilien (EcoRI-Satellit
pEV1 und Apal-Satellit pAV34) sowie LTR-Retrotransposons und LINEs (SCHMIDT et al.,
1998; JANSEN, 1999; KUBIS et al.,1998). Die in beiden Genomsonden enthaltenden
hochkonservierte 18S-5,8S-25S rRNA-Gensequenzen verursachen starke terminale Signale
auf Chromosom 1 von B. vulgaris (SCHMIDT et al., 1994). Da es zu einer Uberlagerung der
optischen Signale beider Genomsonden kommt, erscheinen die durch Kreuzhybridisierung
hervorgerufenen Signale in Mischfarben und sind von den durch reine Floureszenzfarben

gekennzeichneten genomspezifischen Signalen unterscheidbar.

In der Pflanzenziichtung ist die Ausldsung von Translokation im Genom von Arthybriden
zur Ubertragung von Genen einer Art auf eine andere Art von groBer Bedeutung
(HOFFMANN et al., 1971). Die Introgression von DNA mit agronomisch wertvollen
Gensequenzen aus einer Wildart in Chromosomen einer Kulturart, ist héufig
Voraussetzung fiir eine korrekt ablaufende Meiose und die damit verbundene stabile
Vererbung der eingekreuzten Merkmale. Nach Artkreuzungen werden Riickkreuzungen
durchgefiihrt deren Ziel Pflanzen sind, die weitgehend dem rekurrentem Elter, der
Kulturart, entsprechen und nur noch wenig Erbinformationen des Donors, der Wildart,
enthalten (BECKER, 1993). Meist nur durch GISH ist ein eindeutige Identifizierung von

wertvollen Hybridpflanzen moglich, in denen homoeloge Chromosomen rekombiniert und
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Chromosomenabschnitte transloziert sind (CRASTA et al., 2000, WANG et al., 2000). Ein
Nachweis von integrierten kurzen DNA-Fragmenten ist besonders bedeutsam, da durch
Methoden der klassischen Cytogenetik wie z. B. banding-Techniken an kleinen
Chromosomen kleine Verdnderungen in der Chromosomenstruktur nur schwer detektierbar
sind. Wertvolle Hybridpflanzen mit minimalen Anteil an Erbinformation der Wildart
konnen durch GISH selektiert werden. Die eindeutige Lokalisierung von ungefdahr 1000 kb
in verschiedenen meiotischen Stadien von B. vulgaris deutet darauf hin, dass GISH
erfolgreich in der Genomanalyse von Translokationslinien der Gattung Beta eingesetzt

werden kann.

Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass es moglich ist, durch Genomische-in situ-
Hybridisierung, die in das Zuckerriibengenom integrierte Wildrilben-DNA im
Hybridgenom {iber seine vollstindige Linge zu markieren. Dies erlaubt eine Lokalisierung
von weniger kondensierten, nicht separat liegenden Chromosomen in mitotischen und
meiotischen Stadien, sowie in den wenig diffenzierten Chromatinstrukturen der Interphase-
und Prophasenuklei (SCHWARZACHER ef al., 1997; MIKHAILOVA et al, 1998). Dadurch ist
eine Voraussetzungen geschaffen, um Assoziation und Synapse homoeologer
Chromosomen und Chromosomenfragmente wihrend der Meiose zu analysieren. Die
weitgehend noch unbekannten Vorgédnge in den frithen meiotischen Stadien kdnnen durch
GISH-Studien untersucht werden. Beispielweise wurde GISH eingesetzt, um die Effekte
des Phl-Gens auf die Paarung homoeologer Chromosomen in Additionslinien aus Weizen
und Reis zu untersuchen (MIKHAILOVA ef al., 1998). Der Nachweise einer Anlagerung von
Chromosomen oder Chromosomenfragmenten aus der Wildriibe an teilweise homologe
DNA in terminalen Chromosomenregionen der Zuckerriibe (wie z.B. subtelomerisches
Repeat pAV34, JANSEN ,1999) durch GISH konnte auf Rekombinationsereignisse und
Ubertragung von Wildriibengenen auf B. vulgaris-Chromosomen hinweisen. Gewonnene
Kenntnisse {iber Rekombination-initiierenden Chromsomenregionen konnten die
Entwicklung von Stategien zur Integration von Fremd-DNA in Genome und zukiinftig die
Struktur artifizieller pflanzlicher Chromosomen beeinflussen. Im Diplotdin und der
Diakinese kann die Bildung von Bivalenten oder Trivalenten zwischen Chromosomen auf
Sequenzhomologien zwischen parentalen Genomen deuten und zur taxonomischen
Einordnung von Arten fithren (POGGIO et al., 1999).

Die Genomische-in situ-Hybridisierung erlaubt die Bestimmung der Zusammensetzung
von Hybridgenomen, ohne zunéchst genomspezifische Marker der Elterngenome zu

klonieren und molekular zu charakterisieren. Dies ist von besonderem Vorteil, wenn wenig
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untersuchte Wildarten mit agronomisch wertvollen Eigenschaften in die Zuckerriibe
eingekreuzt werden. Die erarbeiteten Verfahren wurden zur Analyse der Hybridgenome
aus interspezifischen Kreuzungen von B. vulgaris und B. corolliflora aus der Sektion
Corollinea eingesetzt. Die Differenzierung von monosomen Additionslinien und trisomen
Linien, sowie die Identifizierung von amphitriploiden Hybriden war ohne vorherige
Charakterisierung von Corollinea-spezifischen Markern méglich (JANSEN, 1999; DESEL et
al., 2002). Die Ubertragbarkeit des Verfahrens und damit die Anwendung der GISH auf
weitere Fragestellungen zur Komposition von Hybridgenomen innerhalb aller Sektionen

der Gattung Beta scheint daher sehr wahrscheinlich.

4.5.2. Einsatz von B. procumbens spezifischen Satellitensequenzen zur Analyse von

Zuckerriibenhybridlinien

Die drei Wildriibenarten [B. procumbens (2n = 18); B. webbiana (2n = 18); B. patellaris
(2n = 36)] der Sektion Procumbentes wurden molekular und cytologisch intensiv
untersucht (SCHMIDT et al., 1990, 1994; SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1993; 1996).
Aufgrund der in ihnen gefundenen vollstindigen und dominant vererbten Resistenz gegen
den bedeutenden Schédling der Zuckerriibe, den Riibenzystennematode Heterodera
schachtii, ist die Genomanalyse der Procumbentes-Arten fiir die Pflanzenziichtung von
groler Bedeutung. Prominente Satelliten-DNA-Familien, die nur in den Genomen der
Procumbentes-Arten vorliegen, konnten identifiziert werden (SCHMIDT et al., 1990, 1996).
Die charakterisierten Sau3 Al-Satellitenrepeats pTSS5 wurden zur Selektion von resistenten,
monosomen Additionslinien (18+1) und zum Nachweis von B. procumbens Chromatin im
Hybridgenom mittels Squash-Dot-Hybridisierung oder Dot-Blot-Hybridisierung eingesetzt
(SCHMIDT et al., 1990). Durch FISH konnte gezeigt werden, dass zwei nicht homologe
Sau3 Al-Satellitenfamilien mit unterschiedlichen in centromerischen Chromosomen-
regionen von B. procumbens und B. patellaris lokalisiert sind. Repeatblocke der Sau3Al-
Satellitensequenz pTS5 wurden auf 10-12 Chromosomen in B. procumbens und 22-24
Chromosomen in B. patellaris detektiert. Fiir Repeats des nicht-homologen und ebenfalls
pericentromerisch lokalisierten Sau3A-Satelliten pTS4.1 wurden 16 Loci im Genom von
B. procumbens und 26 Loci in B. patellaris durch multi-colour FISH nachgewiesen.

Die tetraploide B. patellaris ist eine Allopolyploide, die B. procumbens als ein
Elterngenom besitzt. Das zweite Elterngenom ist unbekannt. Durch in situ-Hybridisierung
von genomischer DNA aus B. procumbens konnte gezeigt werden, dass das zweite

Elterngenom von einer nah verwandten Art abstammt (STEFFENSEN, 1997). Die
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Chromosomen des zweiten Elterngenoms wurden durch die Gesamt-DNA von
B. procumbens vollstindig, aber in einer geringeren Internsitit markiert. Die Anzahl der
pTS5-Loci scheinen in beiden Elterngenomen nahezu gleich. Die pTS4.1-Satellitensequenz
dagegen ist auf dem zweiten unbekannten Subgenom weniger hoch amplifiziert und daher
im Verhéltnis zum B. procumbens-Genom nicht in doppelter Locianzahl in B. patellaris
nachweisbar. Die sehr differierenden Fluoreszenzintensititen der Signale auf den
Chromosomen weisen auf eine unterschiedlich starke Amplifikation der Sau3Al-
Satellitenrepeats in den centromerischen Chromosomenregionen hin. Um so erstaunlicher
ist, dass das Wildribenchromosomen in allen nematodenresistenten monosomen
Additionslinien durch FISH der pericentromerisch lokalisierten Sau3Al-Satellitenrepeats
durch ein starkes Fluoreszenzsignal zu identifizieren ist. DNA-Sonden beider Sau3Al-
Satellitenfamilien sind daher auf allen Wildriibbenchromosomen, auf denen das
Nematodenresistenzgen lokalisiert ist, hoch amplifiziert (SCHMIDT et al., 1990). Auch die
Minichromosomen der nematodenresistenten Fragmentadditionslinien PRO1 und PAT2

konnen durch FISH der Sau3 Al-Satelliten identifiziert werden (SCHMIDT et al., 1997).

4.5.3. Moglicher Entstehungsprozess der Fragmentadditionslinien PRO1 und PAT?2

DNA-Sonden der Sau3Al-Satellitenfamilien aus B. procumbens hybridisieren an den
addierten Chromosomenfragmenten der Fragmentadditionslinien PRO1 und PAT2 von
B vulgaris (SCHMIDT et al., 1997). In der Linie PRO1 ist ein starkes Hybridisierungssignal
der centromerassoziierten Sequenzen am Fragmentende zu beobachten. Das Fragment, das
von einem Chromosom der Wildriibe B. procumbens stammt, ist demnach akrozentrisch.
Vergleichende Untersuchungen von meiotischen Chromosomen und Chromatinfasern von
B. procumbens und PRO1 deuten darauf hin, dass ein Bruch innerhalb der centromerisch
lokalisierten pTS5-Sequenzen im Wildriibenchromosom zur Entstehung des Fragments in
PROI1 gefiihrt haben muss. Der Bruch fiihrte zu einem Verlust einer flankierenden pTS4.1-
Region. Die unterschiedliche Organisation der Sau3Al-Satelliten in B. procumbens und

PROI1 sind in Abb. 25 vergleichend dargestellt (GINDULLIS ef al., 2001).

Die in B. procumbens centromernah lokalisierte EcoRI-Satellitensequenz (pEV1) wurde
auf dem Chromosomenfragment nachgewiesen. [n situ-Hybridisierungen an
Pachytinchromosomen zeigten, dass pEVI1-Repeats und pTS5-Repeats am gleichen
Fragmentende lokalisiert sind. Die in B. procumbens pericentromerisch detektierten Ty3-
gypsy-Retroelemente (pBpl0) hybridisierten ebenfalls spezifisch an einem Ende des

addierten Chromosomenfragments. Grofle pTS5-Satellitenblocke werden wahrscheinlich,
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wie auch schon in der pericentromerischen Region von B. procumbens beobachtet, von
kleineren Blocken der Ty3-gypsy-Retroelemente unterbrochen. Die beobachete
Organisation der beiden Satellitenfamilien und der Ty3-gypsy-Retrotransposons scheint
ein allgemeines Prinzip der Centromerregion in B. procumbens zu sein, das auch durch die

Addition eines Chromosomenfragments in ein Zuckerriibbengenom nicht verandert wird.

Beta procumbens

worer ENIVERLORE oo
PRO1 T T —

Abb. 24: Modell der Entstehung des PRO1-Chromosomenfragments (nach GINDULLIS ef al.,
2001). Die Lage des vermutlichen Bruchpunkts im Centromer (rot) ist durch die senkrechte Linie
gekennzeichnet. pTS5-Repeats (rot) sind zentral lokalisiert und flankiert von pTS4.1-Regionen
(griin). Uberlappende Bereiche sind orange markiert. Unterbrochen werden die Satelliten durch
durch kurze Regionen komplexer DNA-Sequenzen wie z.B. Ty3-gypsy-dhnliche Retroelemente

(grau).

Eine 100%ige Weitergabe des Chromosomenfragments in der Mitose und 34,8%ige
Transmission in der Meiose (BRANDES et al., 1987; 1992) weisen auf das Vorhandensein
von funktionellen centromerischen Strukturen, die flir die mitotischen Teilungsprozess
aber nicht immer fiir die Meiose geniigen. Die eingeschriankte centromerische Aktivitit des
Chromosomenfragments in der Meiose konnte durch das Fehlen einer symmetrisch
aufgebauten Centromerregion, oder durch die verminderte Lidnge des centromerischen
Chromosomenbereichs verursacht werden. Denkbar ist, dass insbesondere bei der Paarung
der homologen Chromosomen Storungen auftreten, die zum Verlust des einzeln
vorliegenden Chromosomenfragments fiihren. Es wurde hdufig beobachtet, dass das
Fragment eng benachbart zur terminalen Chromosomenregion eines Bivalents lokalisiert
ist. Da das Chromosomenfragment keinen homologen Partner besitzt, konnte die
Anlagerung an einen Chromosomenabschnitt eines Bivalent mit mdglichst hoher

Homologie, Voraussetzung fiir eine korrekt Verteilung auf ein Tochterkern darstellen.

Erste Untersuchungen der Fragmentadditionslinie PAT2, die nach Artkreuzungen von
B. vulgaris und B. patellaris selektiert wurde (BRANDES et al., 1987), lassen einen
anderen Aufbau des Fragments und einen von PRO1 differierenden Entstehungsprozess
vermuten. Durch FISH wurde gezeigt, dass die Loci der Sau3Al-Satelliten nicht am

Fragmentende liegen. Die Sau3Al-Satellitenrepeats pTS4.1 scheinen wie bei einem
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vollstdndigen Centromer in zwei Blocken angeordnet zu sein. Allerdings flankieren die
pTS5-Repeats nicht wie in PRO1 die pTS4.1-Sequenzblocke auf einer Seite. Die in situ-
Hybridisierung an gestreckten Chromatinfasen deutet vielmehr auf eine Interspersion der
pTS4.1 und pTS5-Repeats in beiden Blocken hin. Das PAT2-Fragment konnte demnach
durch zwei Briiche in interkalarer Chromosomenregion beider Chromosomenarme
entstanden sein. Die moglichen Bruchstellen miissten in sehr unterschiedlicher Distanz
zum Centromer lokalisiert sein. Daher scheint eine Entstehung durch einen Bruch
innerhalb des langen Arms eines submetazentrischen B. patellaris-Chromosoms
wahrscheinlich. Zu vermuten ist, dass das urspriingliche Wildriibenchromosom wie auch
das Fragment durch schwach DAPI-gefarbtes Heterochromatin und einen niedrigen
Amplifikationsgrad der pTS5-Repeats charakterisiert ist. Im Genom von B. patellaris ldsst
sich anhand dieser Kriterien ein Chromosomenpaar erkennen, aus dem das PAT2-
Fragment abstammen konnte.Dies Chromosom ist submetazentrisch, zeigt schwach DAPI-
gefarbtes Heterochromatin und ein pTS5-Signal von geringer Intensitét.

Fiir einen eindeutigen Nachweis wire eine vergleichende Hybridisierung von PAT2-
Chromosomenfragment-spezifischen Markern auf der Fragmentadditionslinie und der
Elternart B. patellaris notwendig. Grundlage fiir weitere Studien an PAT2 scheint eine
BAC-Bibliothek des PAT2-Genoms, mit deren Hilfe Fragment-spezifische BAC isoliert,
charakterisiert und lokalisiert werden konnen.

Ziel weiterer Studien sollte eine physikalische Feinkartierung der Fragmente in PAT2 als
auch in PRO1 durch molekulare und cytogenetische Verfahren sein. Vergleichende
Untersuchungen in den Elternarten konnten zu Erkenntnisse zum Entstehungsprozef3 und

zur chromosomalen Herkunft der Fragmente fiihren.

4.5.4. Physikalische Kartierung der Wildriibentranslokation in der
Zuckerriibenlinie A906001

In der Nachkommenschaft von monosomen Additionslinien konnten nematodenresistente
Translokationslinien, das sind 18-chromosomige Zuckerriibenlinien mit einer Introgression
der Wildriibe B. procumbens, selektiert werden. Da sie relativ geringe Mengen an
Wildriiben-DNA enthalten und daher im Vergleich zu monosomen Additionslinien und
Fragmentadditionslinien nur wenige agronomisch unerwiinschte Wildriibeneigenschaften
besitzen, sind sie von hohem ziichterischen Interesse. Durch Selbstung entstand die
homozygoten = Translokationslinie =~ A906001  (Kielcode 930043), die eine
Wildriibentranslokation von ungefdhr 1 Mb enthilt. Aus der Linie A906001 wurde eine
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reprasentative YAC-Bank erstellt, aus der translokationsspezifische YAC-Klone isoliert
werden konnten (KLEINE ef al. 1993; CAI et al., 1996). Diese YAC-Klone wurden zum
Sichten einer cDNA-Bank aus der Wurzel eingesetzt und ein cDNA-Klon (Klon 1832)
konnte isoliert werden, der wie genetische Komplementationsversuche zeigten, das Hs1”™”
"_Gen reprisentiert (CAI er al, 1997). Im Genom von B. procumbens sind 3
Nematodenresistenzgene (Hs1”"”, Hs2"”7, Hs3"®) auf 3 verschiedenen Chromosomen
(I, VII, VIII) nachgewiesen worden (LOPTIEN, 1984; REAMON-RAMOS & WRICKE, 1992;
LANGE et al., 1993; KLEINE et al., 1997). Durch RFLP- und AFLP-Kartierung wurde das
Resistenzgen Hs/”' des Chromosoms 1 von B.procumbens endstindig auf
Kopplungsgruppe 4 der Translokationslinie A906001 lokalisiert (HELLER et al., 1996;

SCHONDELMEIER & JUNG, 1997).

Durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung mit den von CAI et al. (1996) und KLEINE ef al.
(1993) isolierten translokationsspezifischen YACs wurde die endstindige Position der
Translokation durch direkten mikroskopischen Nachweis auf den Chromosomen bestitigt.
Der YAC120, der die Sequenz des Nematodenresistenzgens HsI”*" enthilt, sowie der
YACI128 konnten in terminaler Chromosomenregion auf zwei homologen Chromosomen
nachgewiesen werden. YACI20 und YACI128 sind Bestandteile zweier nicht
tiberlappender Contigs, die auf Grundlage molekularer Analysen aufgestellt wurden und
die Anordnung bekannter Sequenzen auf der Translokation repridsentieren (CAI et al.,
1996). Durch Doppelhybridisierung beider YACs an langgestreckten meiotischen
Chromosomen wurde der YAC120 distal und der YAC128 proximal lokalisiert. Daraus
folgernd konnte die Orientierung der Contigs und ihre Ausrichtung auf der Translokation
beziiglich zum Telomer oder Centromer bestimmt werden. Durch RFLP- oder AFLP-
Kartierung war eine Ausrichtung der Sequenzkarte bisher nicht moéglich. Weiterhin zeigte
die detailliertere Analyse des distalen Chromosomenabschnittes, durch multi-colour FISH
des telomerischen Repeats pLT11 und des YACI20 an dekondensierten
Pachytinchromosomen, dass die Translokation durch telomerische Repeats abgeschlossen

wird.

Um das Resistenzgen HsI”°" durch FISH direkt nachzuweisen, wurden DNA-Sonden
unterschiedlicher Lange hergestellt. Nur die kiirzeste DNA-Sonde mit einer Sequenzlidnge
von nur 684 bp hybridisierte hochspezifisch und terminal an einem Chromosomenpaar. Die
langeren DNA-Sonden zeigten zusétzliche terminale Hybridisierungssignale, die
vermutlich durch Kreuzhybridisierung mit konservierten Sequenz-Motiven verursacht

werden. Denkbar wire, dass DNA-Regionen fiir die zusétzlichen Hybridisierungssignale
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verantwortlich sein konnten, die fiir die auch in anderen Genen vorkommenden lysinreiche
Domine kodieren. Weiterhin zeigten molekulare Analysen (Southern- und Northern-
Hybridisierungen), dass dem Nematodenresistenzgen Hs/”"°” homologe DNA-Sequenzen
mit bisher unbekannter Funktion im Genom von B. vulgaris vorhanden sind (D. CAI
personliche Mitteilung). Nur durch hoch stringente Versuchbedingungen ist ein
spezifischer Nachweis des Hs/”°”-Gens méglich. Dies bestitigt die Ergebnisse, die durch
FISH mit der Hs/”"*"-Sequenz als DNA-Sonde erhalten wurden.

7.
Pt im  Genom der

Durch die Lokalisierung des Nematodenresistenzgens Hsl/
Translokationslinie A906001 wurde erstmalig eine unikale Gensequenz durch FISH-
Experimente in B. vulgaris detektiert. Dadurch wurden die Grundlagen weiterer
Genlokalisierungen im Genom der Zuckerriibe durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
geschaffen. Durch den Einsatz der kurzen unikalen DNA-Sequenz wurde die
Nachweisgrenze unikaler Sequenzen durch FISH in der pflanzlichen Genomanalyse auf

684 bp gesenkt.

4.5.5. Mogliche Entstehung und Herkunft der Translokation

Um einen Hinweis auf den moglichen Entstehungsprozess der Translokation und auf die
Herkunft der integrierten DNA mit dem Hs/”*’- Nematodenresistenzgen zu erhalten,
wurden vergleichende in situ-Hybridisierungen an Chromsomen der monosomen

Additionslinie und der Wildriibe B. procumbens durchgefiihrt.

FISH der internen Gensequenz zeigte, dass das Nematodenresistenzgen auf dem addierten
Wildriibenchromosom der Additionslinie wie auch in der Wildriibe endstindig lokalisiert
ist. Daraus folgt, dass das Resistenzgen nach crossing over der terminalen Regionen eines
Wildriiben- und Zuckerriibenchromosoms und Ubertragung und Introgression des
endstdndigen Wildriibenchromosomenabschnittes in das Genom von B. vulgaris integriert
wurde. Die terminale Chromosomenregion, in der es bevorzugt zu einer
Wildriibenintrogression kommt, kann als ein Hot spot fiir Translokationen bezeichnet
werden (HELLER et al, 1996). Dennoch bleibt fraglich, ob es sich um reziproke
Translokationsereignisse handelt. Die Hybridisierung markierter cDNA an B. vulgaris-
Chromosomen ergab, dass genreiche DNA-Sequenzen vorwiegend im subtelomerischen
Euchromatin zu finden sind (SCHMIDT & HESLOP-HARRISON, 1998). Es ist kaum
anzunehmen, dass B. vulgaris als diploide Pflanze den mit einer reziproken Translokation
einhergehenden Genverlust tolerieren kann. Vielmehr muss davon ausgegangen werden,

dass das B. procumbens-Chromosomensegment an ein Chromosom der Zuckerriibe
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angelagert wurde. In weiterfilhrenden Arbeiten konnte untersucht werden, ob durch die
Translokation auch die Struktur des Telomerbereichs und des Blocks des subtelomerischen

Satelliten pAV34 (JANSEN, 1999) verdndert wurde.

4.5.6. Ursache fiir die verminderte Transmission in nematodenresistenten

Translokationslinien von B. vulgaris

Der Anteil anfilliger Pflanzen in nematodenresistenten Zuckerriibenlinien hat erheblichen
Einfluss auf die Abundanzdynamik von H. schachtii unter Feldbedingungen (MULLER,
pers. Mitteilung). Nematodenzysten, die bis zu zehn Jahren im Boden iiberdauern koénnen,
sich durch Befall von anfilligen Pflanzen stark vermehren. Die Erfassung der Ursache fiir
die verminderte Vererbung der Resistenz ist notwendig, um Strategien zur Verbesserung
der resistenten Zuckerriibensorten zu entwickeln. Es wurde vermutet, dass besonders
aggressive Pathotypen (z.B. Schach 1) der H. schachtii-Populationen im Feld spezifisch
die Resistenz des eingekreuzte Hs/”*’'-Gens durchbrechen kénnen. Diese Pathotypen
sollen verantwortlich fiir das Auftreten von ca. 5% anfilliger Pflanzen in der
Nachkommenschaft der homozygot resistenten Bestduberlinie sein (MULLER, persdnliche
Mittelung). Weiterhin zeigten cytologische Beobachtungen UnregelmaBigkeiten der
Chromosomensegregation innerhalb der Meiose (BRANDES et al., 1987). Da die
translokationtragenden Chromosomen mikroskopisch nicht eindeutig nachweisbar sind,
konnte allerdings durch klassische cytologische Studien nicht gekldrt werden, ob die
Translokation an den beobachteten Strukturen beteiligt war. Nur der Einsatz von
translokationsspezifischen =~ Sonden in  FISH-Experimenten  ermdglichte,  die
Wildriibenintrogression in meiotischen Chromosomenstadien zu lokalisieren. Durch FISH
des translokationsspezifischen YACI28 in verschiedenen meiotischen Teilungsstadien
konnte gezeigt werden, dass die Erkennung und Paarung homologer Chromosomen in
meiotischen Prophasen durch das integrierte Wildriibenchromatin nicht behindert werden.
Diese Beobachtungen wurden durch GISH an meiotischen Prophasechromosomen
bestdtigt. In Zygotén und Pachytin wurde eine Assoziation und Paarung durch genomische

DNA von B procumbens markierten Translokation nachgewiesen.

In den folgenden meiotischen Stadien, der Diakinese, Anaphase und Telophase, wurden
Storungen der Chromosomenaufteilung beobachtet, die auf einen Verlust der
Wildriibenintrogression und somit des Nematodenresistenzgens HsI”°" bei der
Gametenentwicklung hinweisen. UnregelméBigkeiten innerhalb der meiotischen

Verteilungsprozesse traten mit einer Haufigkeit von 5-16 % innerhalb der untersuchten
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Zellen auf. Aufgrund der hohen Haufigkeit scheinen die durch die meiotischen Stérungen
hervorgerufenen Verluste von resistenzgentragenden Chromosomensegmenten einen
bedeutenden Anteil am Verlust der Resistenz in der Nachkommenschaft zu besitzen. Ein
Verlust der Resistenz bei etwa 5 % der Nachkommen, scheint daher im Wesentlichen
durch den Verlust des Resistenzgens wéhrend der meiotischen Prozesse und nur zu einem
geringen Anteil durch das Auftreten von aggressiven Pathotypen des Nematoden

verursacht zu werden

Als Ursache fiir die Instabilitdt der Translokation ldsst sich die folgende Annahme
postulieren: Sowohl B. vulgaris als auch B. procumbens besitzen im subtelomerischen
Bereich groBBe Arrays des Satelliten pAV34 (JANSEN, 1999). Diese Blocke haben eine
Ausdehnung von 70-230 kb. Wenn die Translokation nicht reziprok ist, wovon aufgrund
des nicht-tolerierbaren Genverlusts in B. vulgaris im Fall reziproker Translokation
ausgegangen werden kann, muss bei der Entstehung der Translokation die Anlagerung
eines terminalen B. procumbens-Chromosomenfragments angenommen werden. Die
vergleichende Genlokalisierung durch FISH hat gezeigt, dass das Nematodenresistenzgen
HsI””" sich in terminaler Position in B. procumbens befindet. Nach Anlagerung der
Wildriibentranslokation kommt es zur Ausbildung eines ,,chimdren*
Zuckerriibenchromosoms, das nun einen proximalen, aus B. vulgaris stammenden pAV34-
Satellitenblock und einen distalen, aus B. procumbens stammenden Satellitenblock besitzt.
Wenn zwischen den beiden homologen Satellitenblocken dieses Chromosoms wihrend
mitotischer Teilungsphasen oder der Interphase eine parazentrische Inversion erfolgt, so

wird auch das Nematodenresistenzgen betroffen.
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Abb. 25: Moglicher Mechanismus, der zum Verlust des Resistenzgens in der
Translokationslinie fiihrt. (A): Strukturheterozygote nach parazentrischer Inversion.

(B): Bildung einer Inversionsschleife bei der Paarung der homologen Chromosomen sowie
crossing over der beiden inneren, benachbarten Cromatiden zwischen ¢/C und d/D-Loci.
(C) Briickenbildung und Chromosomenfragment nach erfolgter Rekombination und nach
Auseinanderweichen der homologen Chromosomen in der ersten meiotischen Teilungsphase.
F/fund B/b: homologe Satelliten; A/a: telomerische Repeats; C/c: z.B. Nematodenresistenzgen.

In der Meiose entstehen durch diese strukturheterozygoten Abschnitte der Chromosomen
Inversionsschleifen. Sie konnen nach erfolgter Rekombination in den meiotischen

Teilungen  Briickenbildungen mit anschlieBenden = Chromosomenbriichen  und

Chromatinverlusten verursachen. Die Rekombination konnte wiederum durch crossing
over-Ereignisse in den Satellitenblocken ausgelost werden. Nach Auseinanderweichen der
homologen Chromosomen und Aufteilung auf die Tochterkerne entstehen
Minichromosomen oder Chromosomenfragmente, die nicht zu den Polen transportiert

werden und bei der Bildung der Kernmembran verloren gehen.
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Multi-colour FISH-Analysen an meiotischen Stadien in denen als Sonden der YAC128 und
das Satellitenrepeat pAV34 verwendet werden, konnten Aufschluss iiber ein solches
Ereignis geben. Durch Untersuchungen des synaptischen Komplexes im Pachyténstadium
und der Nachweis von Inversionsschleifen konnten weiterhin die dargestellten
Vermutungen bestitigt werden. Die Lokalisierung der Translokation durch Nachweis des
YACI128 in Préipartionen des synaptischen Komplex durch Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung sollte in nachfolgenden Arbeiten durchgefiihrt werden. Da durch PETERSON
et al. (1999) bereits unikaler Sequenzen durch FISH im synaptischen Komplex lokalisiert

wurden, ist zu vermuten, dass derartige Studien erfolgreich durchfiihrbar sind.

Die bereits vorliegenden Daten konnte zeigen, dass die verminderte Transmission der
Nematodenresistenz in den resistenten Linie A906001 sehr wahrscheinlich durch die
hdufig auftretenden meiotischen UnregelmiBigkeiten, an denen die Translokation beteiligt
ist, verursacht wird. Ein moglicher Mechanismus fiir die den Verlust des terminalen
Chromosomenabschnitten nach Anlagerung einer Wildriibentranslokation wurde

aufgezeigt.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Beitrag zur Analyse der Genomstruktur,
Genomorganisation und —zusammensetzung von nematodenresistenten Zuckerriiben
(Beta vulgaris) geleistet. Diese Linien enthalten ein vollstindiges Zuckerriibengenom und
addierte Chromosomen, Chromosomenfragmente oder Translokationen der Wildriibe
Beta procumbens mit Resistenzgenen gegen den Riibenzystennematoden Heterodera
schachtii Schm. Durch das molekular cytogenetische Verfahren der Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung wurde der strukturelle Aufbau der Chromosomen in diesen Linien untersucht.
Zunidchst wurden die Wildrilbbenchromosomen, Chromosomenfragmente oder die
Translokation (ca. 1Mb) im Zuckerriibbengenom durch Genomische-in situ-Hybridisierung
(GISH) und durch Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) mit genomspezifischen
repetitiven DNA-Sonden identifiziert und chromosomal lokalisiert. Die strukturelle Analyse
der Chromosomenfragmente in den Linien PRO1 und PAT2 erforderte vorab die
Lokalisierung der DNA-Sonden in den Elterngenomen von B. vulgaris und B. procumbens.
Dabei fiihrte die Kombination der Hybridisierungsmotive der telomerischen, interkalaren und
pericentromerischen Satellitenrepeats im Genom der Zuckerriibe zur eindeutigen
Charakterisierung von sechs der insgesamt neun Chromosomenpaare. Grundlegend fiir die
Karyotypanalyse waren FISH-Studien an dekondensierten meiotischen Chromosomenstadien.
Durch die Darstellung der vollstindigen Meiose in B. vulgaris wurde eine klare
Charakterisierung der Teilungsstadien ermoglicht. Dies trug zu einem erfolgreichen Einsatz
meiotischer Chromosomen in den FISH und damit verbunden zu einer Steigerung des
Auflésungsvermogens der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung bei.

Die Etablierung des Verfahrens der fibre-FISH erlaubte eine hochauflosende Analyse der
Anordnung repetitiver Sequenzenklassen an den Chromosomenenden und in der
centromernahen Chromosomenregion. Variable Organisationsprinzipien der telomerischen
und subtelomerischen Repeats, die vermutlich chromosomenspezifisch sind, wurden an
Chromatinfasern aus B. vulgaris nachgewiesen. Desweiteren zeigt die Feinstrukturanalyse der
centromernahen Region von B. procumbens eine hierarchische Organisation centromerischer
Satellitenrepeats und Retrotransposons. Eine zentrale Region, in der pTS5-Satellitrepeats in
hoher Kopienzahl vorliegen, wird von kleineren Domédnen des nicht-homologen Satelliten
pTS4.1 flankiert. Unterbrochen werden die Satellitenblocke von Ty3-gypsy-Retrotransposons.
Die vergleichenden FISH-Studien der Genomen der Elternarten und der nematodenresistenten
Hybridlinien fiihrten zu Hinweisen auf den Entstehungsprozess und die chromosomale

Zusammensetzung der addierten Wildrilben-DNA in den Fragmentadditionslinien. Die im
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Wildriibengenom pericentromerisch lokalisierten Satellitenrepeats wurden auf dem Fragment
der Linie PROI1 terminal lokalisiert. Dies begrindet die Vermutung, dass das
Chromosomenfragment nach Bruch eines Wildriibenchromosoms in centromernaher Region
entstanden ist. Der Aufbau und die Entstehung des Fragment in der Linie PAT2, deren
integrierte DNA aus der Wildriibe B. patellares entstammt, ist zu dem Fragment in PRO1
divergent. Erste Untersuchungen des PAT2-Fragments lassen vermuten, dass ein Bruch im

interkalaren Chromosomenbereich erfolgt ist.

Fir die Untersuchung der ziichterisch wertvollen Translokationslinie A906001 wurde die
FISH zur chromosomalen Lokalisierung von unikalen Sequenzen erfolgreich erarbeitet. Zwei
translokationsspezifischen YACs (kiinstliche Hefechromosomen = Yeast Artificial
Chromosomes) sowie eine unikale Gensequenz wurden eindeutig detektiert. Durch multi-
colour FISH mit YACs konnte die exakte Position und Orientierung der Y AC-Sonden auf der
Wildriibentranslokation der Linie A906001 ermittelt werden. Die in situ-Hybridisierung eines
translokationsspezifischen YACs an meiotischen Chromosomen bestitigten weiterhin die
Annahme, dass Storungen im meiotischen Teilungsprozess zu einem Verlust des
Resistenzgens fithren und zur verminderten Transmission der Resistenz beitragen. In
Teilungsstadien, die der meiotischen Prophase I nachfolgen, wurden UnregelméBigkeiten in
der Aufteilung der Chromosomen auf die Tochterkerne und das Auftreten von
Minichromosomen beobachtet.

Die chromosomale Herkunft der integrierten DNA der Translokationslinie A906001 aus einer
terminalen Chromosomenregion in der Wildrilbe B. procumbens wurde durch FISH des
Nematodenresistenzgens Hs/”°' auf den Chromosomen der Translokationslinie, einer
monosomen Additionslinie und der Wildriibe aufgezeigt. Die interne Sequenz des
Nematodenresistenzgens Hs /""" von 684 bp, die als DNA-Sonde verwendet wurde, gehort zu
den kiirzesten bislang verdffentlichten unikale Sequenzen, die im pflanzlichen Genom durch
FISH detektiert wurde. Durch das hier etablierte Verfahren konnte die Nachweisgrenze der
FISH unikaler Sequenzen in pflanzlichen Genomen erheblich gesenkt werden.

Die Einfiihrung von hochauflésenden und hochsensitiven FISH-Verfahren in der
Genomanalyse der Beta-Arten sowie der Nachweis von unikalen Sequenzen ermoglicht
erstmalig die physikalische Feinkartierung und Genlokalisierung im Beta-Genom durch

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung.
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6. Summary

In the present study, fluorescent in sifu hybridisation (FISH), the most important technique in
molecular cytogenetics, has been used to investigate parental and hybrid genomes of the
genus Beta. FISH techniques enabled the physical mapping of DNA sequences along
chromosomes at mitosis and meiosis. Furthermore, with repeated DNA sequences as probes,
FISH contributed to the wunderstanding of chromosome architecture and sequence
organisation.

Interspecific hybrids had been established by crosses of cultivated beet (Beta vulgaris L.) and
wild beet, and resistance to beet cyst nematode Heterodera schachtii Schm. had been
transferred to sugar beet (B. vulgaris) from the section Procumbentes. Progeny include
nematode-resistant sugar beet lines containing an entire sugar beet genome (2n=18) and alien
wild beet chromosomes, chromosome fragments or translocation carrying genes for resistance
to the beet cyst nematode.

Understanding chromosome architecture in hybrid genomes requires comprehensive studies
of the parental genome structure. The individual identification of six chromosome pairs of
sugar beet was feasible by multi-colour FISH with telomeric, intercalary and pericentromeric
repeats as DNA probes. The basis for karyotyping of sugar beet chromosomes are studies on
decondensed meiotic chromosomes. Only the depiction of a complete atlas of meiosis in
B. vulgaris led to the characterisation of all meiotic stages, making FISH studies of early
meiotic sugar beet chromosomes possible, and hence improve the level of signal resolution.
Furthermore, the establishment of high-resolution FISH on extended DNA fibres (Fibre-
FISH) allows precise positioning and orientation of DNA probes. Therefore, this FISH
technique dramatically increases the resolution of visual mapping. Fibre-FISH has been used
for physical mapping of repetitive sequences at chromosome ends and centromeric regions.
Investigations of terminal chromosomal domains of sugar beet show variable organisation
patterns of telomeric and subtelomeric repeats. Physical mapping of centromeric regions of
wild beet chromosomes indicate that satellites and retrotransposons are organised
hierachically. Within a central chromosomal region, high copy numbers of pTS5 satellite
repeats are flanked by smaller domains of non-homologous satellite pTS4.1. The satellite
blocks are interspersed with small blocks of Ty3-gypsy-retrotransposons.

In interspecific hybrids discrimination of B. vulgaris and B. procumbens genomes and
localisation of alien chromosomes, chromosome fragments or translocation has been
performed by in situ hybridisation of genomic DNA (GISH) and FISH with genome-specific
repetitive DNA probes.
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The structure of chromosome fragments in monosomic addition lines were analysed by
physical mapping of repetitive DNA sequences. Comparative studies of parental and hybrid
genomes revealed possible mechanisms of the formation of minichromosomes in the fragment
addition lines PRO1 and PAT2. Repeats with pericentromeric positions on the wild beet
chromosomes were localised in terminal regions of the PRO1 fragment. Formation of the
fragment after breakage within the centromeric region of a wild beet chromosome can be
assumed. The composition and probably also the formation of the PAT2 fragment is different.
First investigations indicated that breaking in intercalaric chromosome domains involved in

formation of fragment.

For studying the translocation line A906001, the chromosomal localisation of single copy
sequences has been established. The visual detection of YACs (yeast artificial chromosomes)
and a single copy gene was possible with a high-sensitive FISH technique. Multi-colour FISH
of two YACs carrying translocation-specific inserts enabled the determination of the exact
position and orientation of Y AC-contigs.

FISH with YACI128 confirmed the assumption, that disturbances in the meiotic division
process result in damage of chromosomes and contribute to reduced transmission. The
nematode resistant gene Hs/”"*" was localised by using an internal sequence of this gene as
probe. The lenght of this single copy probe was only 684 bp. This is one of the shortest single
copy probes in FISH on plant chromosomes published so far.

_] . .
177" at chromosomes of wild beet, a monosomic

Visual detection of the single copy gene Hs
addition line and the translocation line A906001 by FISH indicates the chromosomal origin of
the resistance gene. The wild beet chromatin of the translocation line A906001 is derived

from a terminal chromosomal region of B. procumbens.

High-sensitive and high-resolution techniques of FISH have been established in genome

analysis of Beta species in the present studies.
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