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1. Zusammenfassung 

 

Die Zuckerrübe Beta vulgaris var. vulgaris ist eine zweijährige Pflanze der Familie der 

Fuchsschwanzgewächse (Amaranthaceae) mit einem 758Mb großen Genom und einem 

diploiden Chromosomensatz von insgesamt 18 Chromosomen. In Europa stammt fast der 

gesamte Bedarf des Zuckers aus der industriellen Verarbeitung von den in Europa angebauten 

Zuckerrüben. Daher ist es wichtig möglichst dichte genetische Karten des 

Zuckerrübengenoms für die Züchtung, zum Beispiel krankheitsresistenter Linien, zur 

Verfügung zu haben. 

In dieser Arbeit wurde versucht mittels einer neuen array-basierten Methode genetische 

Marker für das Zuckerrübengenom zu finden, mit denen eine genetische Karte mit einer 

physikalischen Karte verknüpft werden kann. 

Um Polymorphismen zwischen zwei Zuckerrübenlinien (P1 und P2) zu detektieren, wurden 

aus deren extrahierter genomischer DNA Amplikons erstellt. Diese wurden fluoreszenz-

markiert und auf einen Microarray hybridisiert. Die Oligonukleotide der Microarrays 

stammen von Zuckerrüben BAC-Endsequenzen und ESTs, welche teilweise auch für ein 

physikalisches Kartierungsprojekt verwendet wurden. Die selbst zusammengestellten 

Microarrays wurden von der Firma Agilent Technologies bezogen. 

Die Oligonukleotide, welche einen Polymorphismus detektieren, knapp 14.500 der 45.200 

getesteten, wurden zu einem neuen Microarray zusammengefasst. Auf diesem Microarray 

wurden die fluoreszenz-markierten Amplikons von 196 Genotypen der F2-Generation der 

Elternstämme (P1 und P2) hybridisiert, um aus diesen Daten eine genetische Karte zu 

berechnen. 

Von den 14.500 Markerkandidaten konnten 293 Marker von dem Programm Mapmaker 3.0 in 

eine genetische Karte mit 715 bekannte Markern eingefügt werden. 
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Abstract 

 

The sugarbeet Beta vulgaris var. vulgaris is a biannual plant that belongs to the 

Amaranthaceae family with a genome size of 758Mb and a diploid chromosome set of 18 

chromosomes. Almost all of the consumed sugar in Europe derives from the sugar of 

sugarbeets, which are cultivated in Europe. This is one reason why it is important to have 

dense genetic maps of the sugarbeets’ genome. Another reason is the breeding of resistance 

sugarbeet lines. 

The point of this project was to find new genetic markers for the sugarbeet genome with a 

new array-based method, which could connect a genetic with a physical map. 

To detect polymorphisms between two parental sugarbeet lines (P1 and P2) amplicons were 

made from their genomic DNA. The amplicons were fluorescence marked and got hybridized 

on a Microarray. The Oligonukleotide of these array derived from sugarbeet  

BAC-endsequences and ESTs, which are also used in a physical mapping project. The 

custom-made Microarrays were ordered by Agilent Technologies. 

The oligonucleotides which detect a polymorphism, almost 14500 of 45200 tested, were set 

up to a new Microarray. On this Microarray 196 genotypes of the F2-generation of the 

parental lines (P1 and P2) had been hybridized in order to calculate a genetic map with this 

data. 

The program Mapmaker 3.0 calculated 293 of the 14500 marker-candidates into a known 

genetic map with already more than 715 known markers. 
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2. Zielsetzung 

Für die Entwicklung einer physikalischen Karte des Zuckerrübengenoms werden genetisch 

kartierte Marker benötigt, damit die Verknüpfung von Kontigs bestätigt werden kann. Als 

dieses Projekt begonnen wurde, standen nur ca. 700 genetisch kartierte Marker zur 

Verfügung. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Zuckerrüben-Haplotypen sich auf 

Sequenzebene stark unterscheiden. Es sollte daher basierend auf Hybridisierung der Versuch 

unternommen werden, neue genetische Marker zu etablieren.  

Dafür sollen zwei unterschiedliche Linien KWS2320 (P1) und P2 mittels Hybridisierung auf 

identischen Microarrays auf Polymorphismen untersucht werden. Auf Grund dieser 

Polymorphismen soll ein neuer Array erstellt werden. Durch die Hybridisierung von 196 

Pflanzen der F2-Generation, der Kreuzung dieser beiden Linien, sollen 

Genotypisierungsdaten bestimmt werden. Mit Hilfe eines Kartierungsprogramms soll nun aus 

diesen Daten eine genetische Karte berechnet werden. 
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3. Einleitung 

3.1 Zuckerrübe allgemein 

Die Zuckerrübe (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima) gehört zur Familie der 

Fuchsschwanzgewächse (Amaranthaceae) (Straßburger et. al. 1999). Die Art Beta vulgaris 

umfasst einige kultivierte Formen von Beta vulgaris subsp. vulgaris. Zur Subspezies vulgaris 

gehören die Kulturformen Rote Rübe (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. conditiva), die 

Futterrübe (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. crassa) und Mangold (Beta vulgaris subsp. 

vulgaris var. vulgaris).  

Die Zuckerrübe ist eine zweijährige Pflanze, die im Frühjahr ausgesät, und optimal nach circa 

180 Tagen vor dem ersten Wintereinbruch geerntet werden soll. Die Pflanze bildet im ersten 

Jahr Blätter, einen Rübenkörper und eine bis zu 2m tief reichende Wurzel aus. 

 

 
Abb. 1: In der Rübe werden Kohlenhydrate in Form von  

Saccharose (Zucker) gespeichert 

 

Wenn gute Bedingungen herrschen, kann die Rübe bis zur Ernte ein Gewicht von  

700 - 1000 Gramm erreichen. Etwa ein Viertel ihres Gewichtes ist dann als Zucker in der 

Rübe gespeichert (www.zuckerverbaende.de).  

Das diploide Genom der Zuckerrübe hat die Größe von 758 Megabasen und ist auf  

9 Chromosomen verteilt (Arumuganathan und Earle 1991). Zurzeit sind 715 genetisch 

kartierte Marker bekannt (Schneider et. al 2007). 
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3.1.1 Anbau und Ertrag der Zuckerrübe 

Die Zuckerrübe wird weltweit, in warmem und gemäßigtem Klima mit ausreichend 

Niederschlag, angebaut.  

 

Staaten Anbaufläche 
in 1000ha 

Zuckerertrag 
in t/ha 

Zuckererzeugung 
in Tonnen (t) 

Deutschland 353 9,2 3 262 168 
Frankreich 349 12,0 4 173 641 
Polen 241 7,1 1 706 797 
Italien 94 7,0 657 110 
Großbritannien 106 10,9 1 157 703 
Spanien 101 10,7 1 077 358 
Niederlande 84 10,8 905 063 
Belgien/Luxemburg  80 10,7 855 577 
Tschech. Republik  50 8,4 467 427 
Dänemark 41 9,2 375 192 
Ungarn 48 7,3 353 370 
Schweden 45 7,0 312 034 
Österreich 40 10,3 407 590 
EU 1 751 9,5 16 721 577 

      Tab.1: Die Daten der dreizehn wichtigsten europäischen Zuckerproduzenten. Deutschland  

      und Frankreich erzeugen fast die Hälfte des Zuckers in der EU. Dass das Klima eine wichtige  

      Rolle beim Zuckerertrag spielt, zeigt sich im Vergleich Österreich zu Schweden. Österreich  

      erzielt mit weniger Anbaufläche mehr Ertrag als Schweden (www.zuckerverbaende.de). 

 

In 246000 landwirtschaftlichen Betrieben in der Europäischen Union (EU) werden 

Zuckerrüben angebaut, um dann in 153 Fabriken zu Zucker verarbeitet zu werden. Somit kann 

der Bedarf von 18 Millionen Tonnen Zucker, der in der EU herrscht, fast ohne Importe 

gedeckt werden. 

Zucker wird weltweit in 127 Ländern erzeugt. In 38 Staaten wird Zucker nur aus Zuckerrüben 

gewonnen. In den restlichen Ländern stammt der Zucker aus Zuckerrohr oder von beiden 

Pflanzen. Bei Zucker in reiner Form kann man nicht unterscheiden, ob es sich um Rohr- oder 

Rübenzucker handelt (www.zuckerverbaende.de).  

 

3.1.2 Verwendungen der Zuckerrübe 

Die Zuckerrübe wird hauptsächlich für die Zuckerproduktion verwendet, da die Wurzel 

zwischen 18 und 20% des Trockengewichts aus Zucker (Saccharose) besteht. Die Gewinnung 

von Zucker aus den Pflanzenzellen der Rübe erfolgt durch Extraktion. Bei der Auftrennung 
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wird der Zucker von den anderen Pflanzenbestandteilen gereinigt und anschließend wird der 

Zucker auskristallisiert. Auf diese Art wird der Zucker nicht chemisch verändert.  

Es findet nicht nur die Rübe Verwendung, sondern auch die Blätter werden als Futter oder 

Gründung gebraucht. Die Melasse wird unter anderem für die Alkoholproduktion, als 

Nährmedium für Pilze und Bakterien und als Süßungsmittel verwendet 

(www.zuckerverbaende.de). 

 

3.1.3 Herkunft und Geschichte der Rübe 

Die Verwendung der Rübe durch den Menschen geht auf die Steinzeit zurück, wo die Blätter 

als Kräuter verwendet wurden. Im vierten bis sechsten Jahrhundert vor Christus wurde die 

Rübe erstmals von Menschen angebaut, weil sie als Salatgemüse die Nahrung bereicherte. 

Angebaut wurde die Zuckerrübe erstmals ende des achtzehnten Jahrhunderts  

(Frietma-De Vries 1996), nachdem man 1747 herausgefunden hat, dass die süße Substanz in 

der Rübe Saccharose ist. Anfangs lag der Zuckergehalt dieser Rüben bei nur 6,2%. In nur 

hundert Jahren erreichten die Züchter einen Zuckergehalt von 16%, der dem heutigen 

Zuckergehalt von circa 20% sehr nahe kommt (OECD 2001). 

Aller Wahrscheinlichkeit nach stammt die Zuckerrübe, sowie alle kultivierten Formen der 

Rübe, von einer kultivierten Form der Wildrübe (Beta vulgaris subsp. maritima) ab, welche 

aus dem mediterranen Raum kommt (McFarlane 1971). 

 

3.2 Genetische und physikalische Kartierung und deren Verknüpfung 

3.2.1 Genetische Kartierung 

Als Mendel 1865 die Vererbungsgesetzte niederschrieb, war das ein Meilenstein in der 

Naturwissenschaft und sozusagen der Beginn der Genetik. Er beobachtete die Oberfläche und 

Farbe der Schoten und Samen von Erbsen (Pisum sativum), sowie die Größe der Pflanzen. Er 

ordnete erstmals genetische Faktoren (Genotyp) sichtbare Merkmale (Phänotyp) zu. Die 

ersten genetischen Marker waren somit beschrieben. Heute versteht man unter einem 

molekularen Marker, einen eindeutig identifizierten DNA-Abschnitt, dessen Ort im Genom 

bekannt sein muss. Die genetische Kopplung wurde erstmals von Thomas Hunt Morgan, er 

forschte an Drosophila beschrieben. Vilemorin und Bateson hatten wie Mendel die Erbse als 

Modelorganismus ausgesucht und beschrieben 1912 erstmals die genetische Kopplung von 

Merkmalen der Erbse. Die erste genetische Karte der Erbse wurde 1948 von Lamprecht 
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veröffentlicht. Sie hatte 37 Marker verteilt auf sieben Kopplungsgruppen  

(Swiecicki et al. 2000).  

 

Die Auswertung von Rekombinationsereignissen in der meiotischen Prophase mit 

statistischen Mitteln, ermöglicht die genetische Kartierung von genetischen Markern. Denn 

bei der Rekombination in der Prophase brechen zwei Stränge auseinander, tauschen die 

abgebrochenen Stränge miteinander aus und vereinigen sich mit dem neuen Strang wieder. 

Der Austausch darf sich allerdings nicht zwischen zwei Schwesterchromatiden ereignen. So 

entstehen Rekombinanten. Bei diesem Vorgang können zwei Orte, die zuerst zusammen auf 

demselben Chromosom liegen, voneinander getrennt werden. Die Trennung der Orte ist 

abhängig von ihrem Abstand zueinander und der Häufigkeit von Rekombinationsereignissen 

in dem Genomabschnitt, in dem sich die Loci befinden. Je kleiner der Abstand zwischen zwei 

Orten ist, desto unwahrscheinlicher ist es, dass sie während der Meiose durch Rekombination 

getrennt werden, und man spricht von Kopplung. Dass heißt, solche genetische Merkmale 

werden aneinander gekoppelt vererbt. Wenn der Abstand der Loci zu groß ist, ist keine 

Kopplung mehr nachweisbar und die Marker vererben sich unabhängig. Der Abstand 

zwischen den Loci wird „genetischer Abstand“ genannt.  

Die Einheit des genetischen Abstands wird in centimorgan (cM) angegeben, benannt nach 

Thomas Hunt Morgan. Der Abstand zweier Orte auf einem Chromosom beträgt ein cM, wenn 

1% des Produkts der Meiose rekombinant ist (Sturtevant 1913).  

 

Für die Analyse der Merkmale und der Erzeugung genetischer Karten werden mathematische 

Hilfsmittel verwendet. Der älteste und der am öftesten verwendete Algorithmus für die 

Auswertung der Segregationsdaten, ist der Algorithmus der maximalsten Wahrscheinlichkeit 

(„Maximum likelihood“). Computerprogramme wie zum Beispiel „Mapmaker“ und 

„Joinmap“ sind dafür am besten geeignet.  

 

Am häufigsten werden F2-Populationen für die genetische Kartierung verwendet, sowie es 

auch schon Mendel getan hat. Die Eltern sind zwei ingezüchtete, homozygote Linien, die P1 

und P2 genannt werden. Diese müssen fruchtbare Nachkommen zeugen können, und sollen 

möglichst viele Polymorphismen zueinander aufweisen. Das Produkt der Kreuzung der beiden 

Linien nennt man F1-Generation. Diese wird dann mit den eigenen Pollen befruchtet. Die 

Nachkommen dieser Selbstbefruchtung sind nun die F2-Generation. In dieser zeigt sich nun, 

wie sich die Merkmale der Eltern in Folge der Rekombination auf die Individuen aufgeteilt 

haben (siehe Abb. 2). 
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Die Individuen der F2-Generation können homozygot sein, wenn sie beide Allele von einem 

Elternteil haben, oder heterozygot, wenn sie je ein Allel von P1 und P2 haben. Jedoch kann 

man nicht bei jeder Art von Marker die Heterozygoten von den Homozygoten unterscheiden. 

So spricht man von kodominanten und von dominanten Markern (Siehe Abb. 3).  

Das Verteilungsverhältnis für den kodominanten Marker ist 1:2:1 und für den dominanten 

Marker 3:1. (Siehe Abb. 3)  

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Die Kreise stellen den Phänotyp dar. Plus (+) und Minus (-) stehen jeweils für eines der beiden Allele, 
also den Genotyp. Dementsprechend weisen kodominante Marker den höchsten Informationsgehalt auf, da bei 
dominanten Markern der heterozygote Genotyp nicht nachweisbar ist.  
 

Bei der genetischen Kartierung ist der kodominante Marker zu bevorzugen, weil er einen 

höheren Informationsgehalt besitzt. 

 

Rekombination 

P1 P2 X 

F1 F1 X 

+ 
F2 

+/+ 
+/- 
-/- 

+ 
- 

    kodominant   dominant 

 +/+ +/- -/+ -/- 

kodominant 

homozygot  heterozygot  heterozygot  homozygot     

 +/+ +/- -/+ -/- 

dominant 

homozygot  heterozygot  heterozygot  homozygot   

Abb. 2: P1 und P2 sind die beiden Elternlinien und ihre 
Kreuzung ergibt die F1-Generation. Die  
F1-Generation wird mit sich selber befruchtet und 
dadurch entsteht die F2-Generation. Dabei kommt 
es zur Rekombination, dem Bruch und der 
Wiedervereinigung von DNA-Strängen.  
Analysiert wird, wie sich die elterlichen 
Merkmale nach der Rekombination in den 
Individuen der F2-Generation auftrennen.  
Wenn nun ein Polymorphismus in P2 (+) aber 
nicht in P1 (-) vorhanden ist, lassen sich nur die 
homozygoten von P1 also -/- von den anderen 
Möglichkeiten (+/+ und +/-) unterscheiden, wenn 
es sich um einen dominanten Marker handelt 
(siehe auch Abb. 3). Bei einem kodominanten 
Marker lassen sich drei Variationen 
unterscheiden. Natürlich muss die F2-Generation 
eine Große Anzahl von Individuen hervorbringen, 
damit die Verteilung der Merkmale statistisch 
belegbar ist. 
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3.2.2 Molekulare Marker 

Es gibt mehrere Arten von molekularen Markern. Unter Punkt 3.2.2. werden drei, welche bei 
dem Gesamtprojekt verwendet werden, in der Reihenfolge ihrer zeitlichen Entwicklung 
vorgestellt: 
 

3.2.2.1 RFLP (restriction fragment length polymorphism) 

Restriktionsenzyme, oft solche deren Erkennungssequenz sechs Basen umfasst, schneiden die 

genomische DNA während eines Verdaus in verschieden große Fragmente. Diese Fragmente 

werden dann auf ein Agarosegel aufgetragen und mit Elektrophorese der Größe nach 

aufgetrennt. Für jedes Individuum erhält man unterschiedliche Bandenmuster. Dies ist darauf 

zurück zu führen, dass die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme verloren gehen, 

verschoben werden oder neu entstehen können. Somit verändert sich die Fragmentlänge und 

dadurch das Bandenmuster. Die Änderungen der Schnittstellen treten durch den Austausch, 

das Verschwinden oder Hinzukommen einzelner Nukleotide, auch genannt SNPs, oder durch 

Deletionen und Insertionen größerer DNA-Abschnitte auf. Die Fragmente werden dann auf 

markierte Sonden hybridisiert. Die Sonden liefern die Informationen zu dem Lokus des 

RFLP-Markers. Ein Vorteil der RFLP-Marker ist, dass sie für beide Allele kodominant sind 

(Botstein et. al 1980). 

 

3.2.2.2 RAPD (random amplified polymorphic DNA) 

Die RAPD-Marker (gesprochen „rapid“) basieren auf der Polymerase-Ketten-Reaktion 

(PCR). Dabei werden 10 Basen lange, zufällig konstruierte Primer eingesetzt. Diese binden an 

ihre komplementäre Sequenz im Genom. Wenn zwei Primer nahe genug beieinander an eine 

Stelle im Genom binden, vervielfältigt die Polymerase die Sequenz zwischen den beiden 

Primern. Wenn nun die Produkte der PCR auf ein Gel aufgetragen werden, ergibt sich 

wiederum für jedes Individuum ein einzigartiges Bandenprofil. Natürlich werden nur 

reproduzierbare Banden als Marker verwendet. Die Gründe für die Unterschiede zwischen 

den Individuen sind dieselben, wie bei den RFLP-Markern. Der große Vorteil dieser Technik 

ist, dass keine Information über die Sequenz der DNA nötig ist. Der Nachteil dieser Marker 

ist, dass es fast nur dominante Marker sind (Williams et. al 1990 und Welsh u.McClelland 

1990). 
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3.2.2.3 AFLP (amplified fragment length polymorphism) 

Die AFLP-Technik (Vos et al. 1995) basiert ebenso wie die RAPD-Methode auf der  

PCR-Amplifikation von Fragmenten. Dazu muss die DNA mit zwei Restriktionsenzymen, 

welche einen 5´-Überhang erzeugen, verdaut werden. Dann werden zwei doppelsträngige 

Adaptoren, die über die komplementäre Sequenz zu den Überhängen verfügen, an die 

Fragmente mittels einer DNA-Ligase ligiert. Als nächster Schritt folgt die PCR Bei dieser 

werden Primer verwendet, welche eine komplementäre Sequenz zu den Adaptoren haben. 

Diese Technik ist sehr flexibel, da eine Vielzahl von Restriktionsenzymen mit 

unterschiedlichen Erkennungssequenzen zur Verfügung stehen. Auch können immer wieder 

neue Primer, mit zu den Adaptoren passenden Sequenzen, erzeugt werden. Ein weiterer 

Vorteil ist, dass keine Sequenzinformation der Probe nötig ist. Der Nachteil von AFLP ist, 

dass wie bei der RAPD-Technik fast nur dominante Marker gefunden werden. 

 

 

3.2.3 Physikalische Kartierung 

Bei einer physikalischen Karte wird der tatsächliche physikalische Abstand angegeben, im 

Gegensatz zur genetischen Karte, die auf Rekombinationsereignissen und deren 

Wahrscheinlichkeit beruht. Eine physikalische Karte gibt die lineare Abfolge der Nukleotide 

bekannt. Damit kann man den genauen Abstand der Marker zueinander, zu den Telomeren, 

sowie zum Centromer angeben. Die beste physikalische Karte mit der größtmöglichen 

Auflösung ist das sequenzierte Genom.  

Mit einer physikalischen Karte lassen sich leicht Veränderungen an den Chromosomen wie 

Deletionen, Translokationen oder Insertionen feststellen. 

Es gibt viele Methoden, eine physikalische Karte zu erzeugen. Allerdings haben 

zytogenetische Methoden wie Chromosomenbänderung oder FISH keine so gute Auflösung 

als molekularbiologische Techniken. Zu diesen zählt man unter anderem  

CHEF-Gel-Kartierung und die Radiation-Hybrid-Kartierung (Meksem und Kahl 2005).  

Genomische Bibliotheken werden sehr oft für physikalische Kartierungsprojekte, sowie zur 

Genomsequenzierung verwendet, wie es auch bei der Zuckerrübe der Fall ist. Eine 

genomische Bibliothek erhält man, durch den Verdau von genomischer DNA mit 

Restriktionsenzymen. Die dabei entstehenden Fragmente werden in einen Vektor ligiert. Die 

Klone können dann vervielfältigt und archiviert werden.  

Drei Vektorarten, welche zur Herstellung genomischer Bibliotheken Verwendung finden, 

werden in den folgenden Punkten vorgestellt  
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� Kosmide 

Kosmide sind Plasmide die kohäsive Enden („cos-sites“) besitzen und daher ihren 

Namen haben. Sie müssen weiters Restriktionsschnittstellen, Bakteriophagen λ-DNA, 

ein Replikon und einen selektiven Marker besitzen. An beiden Seiten der zu 

klonierenden DNA werden die Restriktionsfragmente mit den kohäsiven Enden ligiert, 

und dann die DNA an dieser Stelle gespalten. Die „cos-sites“ werden benötigt, um die 

nun lineare DNA in den Kopf des Bakteriophagen zu verpacken. Man infiziert nun  

E. coli mit den Phagen. In den Bakterien verbindet sich die DNA wieder zu einem 

zirkularen Plasmid. Die Insertgröße liegt bei ca. 40kb (Collins und Hohn 1978). 

 

� Yeast artificial Chromosomes (YACs) 

Es wird in vitro ein linearer DNA-Strang konstruiert, der in den Vektor ligiert wird 

und dieser dann in Hefe transformiert. Bei dem Vektor handelt es sich um ein Plasmid, 

das alle nötigen Funktionen für die Replikation beinhaltet. Ein eingebauter selektiver 

Marker sorgt für die einfache Unterscheidung zwischen den Klonen mit einem leeren 

Vektor und Klonen mit zuvor ligierter DNA. Es gibt kein Größenlimit, aber im 

Durchschnitt enthalten YAC-Klone 250kb bis 400kb lange DNA-Fragmente  

(Burke et. al 1987). 

 

� Bacterial artificial Chromosoms (BACs) 

BAC-Vektoren basieren auf dem E. coli F-Plasmid, das eine sehr niedrige Kopienzahl 

(ein bis zwei Kopien pro Zelle) hat. Das sichert die Stabilität des BACs. Die 

genomische DNA wird in den BAC-Vektor ligiert, der dann in E. coli transformiert 

wird. BACs haben kein Größenlimit, aber die Größe der eingesetzten Fragmente ist 

kleiner als bei YACs (Shizuya et. al 1992). 

 

Es werden Sonden basierend auf bekannten Sequenzen (genomisch kartierte Marker, 

sequenzierte Enden von Klonen, ESTs) erstellt, und diese werden gegen die  

Klon-Bibliothek hybridisiert. Mittels Informationen über überlappender beziehungsweise 

gemeinsamer Sondentreffer auf verschiedenen Klonen, können die Klone in eine Reihenfolge 

gebracht werden. Genetisch kartierte Marker können direkt durch die zugehörigen Sonden 

verankert werden. Dadurch kann man die genetische mit der physikalischen Karte 

verknüpfen.  
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3.2.4 Verknüpfung von genetischen und physikalischen Karten 

Genetische Karten sind eher ungeeignet, um die Komplexität der Genomorganisation zu 

beschreiben, da sie auf Rekombinationsereignissen basieren, denn es gibt Unterschiede 

zwischen einzelnen Arten bei den Rekombinationsereignissen. Genetische Karten stellen 

allerdings wertvolle Informationen für die Konstruktion physikalischer Karten dar. 

Verknüpfte Karten bieten einen detaillierten Blick auf die Genomstruktur und werden für die 

Klonierung von Genen verwendet. Sie werden auch immer häufiger für Sequenzierprojekte 

verwendet. Für die Erstellung einer vernetzten Karte sind einige Vorraussetzungen nötig, die 

hier aufgezählt werden (Meksem und Kahl 2005).  

 

� Eine genetische Karte mit hoher Auflösung, welche Ankerpunkte zum Ordnen der 

physikalischen Karte haben muss.  

� DNA-Bibliotheken aus denen physikalische Karten erstellt werden. 

� Bioinformatische Werkzeuge, die die verschiedenen Datensätze vernetzen und die 

verknüpfte Karte darstellen, ermöglichen es mit den Daten zu arbeiten.  

 
Die Verankerung der Klone kann direkt, wie mit der im letzten Absatz von Punkt 3.2.3 

beschriebenen Methode, über die Sequenzinformation erreicht werden.  

3.3 DNA-Microarrays 

DNA-Microarrays sind eine Hoch-Durchsatz-Technologie, die in der molekularen Biologie 

und der Medizin verwendet wird. Ein Microarray besteht aus geordneten Reihen 

mikroskopisch kleiner Stellen, an denen sich DNA-Oligonukleotide befinden. Diese kurzen 

DNA-Sequenzen werden auch Sonden genannt, und sind chemisch an die Oberfläche des 

Microarrays gebunden. Diese Oberfläche besteht größtenteils aus Glas, kann aber auch aus 

Plastik oder Silikon sein. Auf einem Microarray finden zehntausende dieser Sonden Platz. Die 

Proben sind entweder radioaktiv- oder fluoreszenzmarkierte Sequenzen und werden auf den 

Microarray hybridisiert. Die Proben, die im Gegensatz zu den Sonden mobil sind, binden an 

die Sonde mit der zu ihnen passenden komplementären Sequenz. Alle anderen Sequenzen 

werden bei den Waschschritten nach der Hybridisierung entfernt. Die markierten Sequenzen 

werden mittels verschiedener Scanverfahren sichtbar gemacht. 

Es gibt verschiedene Arten von DNA-Microarrays die verwendet werden für die 

Untersuchung der Genexpression (GE-Microarrays), für die vergleichende Hybridisierung 

von Genomen (CGH-Microarrays) und für die Interaktion zwischen DNA und Proteinen in 

vivo (ChIP on Chip Microarrays). 
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Bei der Anwendung für die Untersuchung der Genexpression werden die relativen Stärken der 

Expression von bekannten Genen mit zwei unterschiedlichen Proben untersucht. Dabei kann 

jedes Gen einzeln in den zwei Proben verglichen werden. Die CGH-Methode macht 

Unterschiede bei der Anzahl von Kopien in einem bestimmten Genom im Vergleich zu einem 

Referenz-Genom sichtbar. Bei der ChIP on Chip Methode geht es um die Lokalisation von 

Bindungstellen von Trankriptionsfaktoren an chromosomalen Positionen. Weiters lassen sich 

mit DNA-Microarrays SNPs finden. Das Entwerfen und Arbeiten mit den Microarrays wird in 

den Punkten 4.2.3, 4.2.4 sowie 4.3.1 genau erklärt. 

Die Microarray-Technologie ist in vielen Labors zu einem Standardwerkzeug geworden. Sie 

wird, um nur einige Beispiele zu nennen, in der Krebsforschung, der Transkriptannotierung, 

des Gen-„silencings“ und der Polymorphismuskartierung verwendet. Ebenso nehmen 

Microarrays in der klinischen Diagnostik einen immer größer werdenden Bereich ein. 

 

3.3.1 Microarrays der Firma Agilent Technologies 

Die Produktion der Microarrays von Agilent beruht auf dem Prinzip eines 

Tintenstrahldruckers. Dabei werden einzelne Nukleotide mit einem modifizierten 

Tintenstrahldruckkopf an ihre vorgesehene Stelle gebracht, wo sie an Hydroxylgruppen 

binden, die auf der Glasoberfläche fixiert sind. Mit Hilfe weiterer chemischer Prozesse 

werden die restlichen Nukleotidschichten aufgetragen. Die Standardlänge der Sonden beträgt 

60 Basen (Paul K.Wolber et al. 2006), kann jedoch auf eigenen Wunsch kürzer sein. Die 

Microarrays werden auf Glasträger mit dem Format 25 x 75 mm „gedruckt“. Durch eine sehr 

hohe Auflösung kann man mehrere Microarrays auf einen Glasträger geben und somit 

mehrere Proben parallel in einem Experiment hybridisieren. Agilent bietet Microarrays an, 

auf denen sich entweder zwei Felder mit je 105.000 Oligonukleotiden (2x105K), oder vier 

Felder mit je 44.000 Oligonukleotiden (4x44K) oder acht Felder mit je 15.000 

Oligonukleotiden (8x15K) befinden. 

Diese Technologie erlaubt es Oligonukleotide nach Wunsch zusammenzusetzen, und ist daher 

ideal geeignet, für die Erzeugung von Microarrays, welche genau den Wünschen der Kunden 

entsprechen.  
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4. Material und Methoden 
 

4.1 Materialien 
 
Stoffe Firma 
Agar M.P. Biomedicals 
Agarose Invitrogen 
Cäsiumchlorid Merck 
Chloroform Merck 
EDTA Merck 
Essigsäure Merck 
Ethanol Merck 
Ethidiumbromid Sigma 
Glucose Merck 
Hefeextrakt M. P. Biomedicals 
Isopropanol Merck 
Kaliumacetat Merck 
Kaliumchlorid Merck 
Magnesiumchlorid Merck 
Natriumchlorid  Merck 
Natriumhydroxid Merck 
Phenol (Tris-gesättigt) Roth 
Salzsäure Merck 
Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) Merck 
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan Merck 
Tris- HCl Merck 
Trypton M. P. Biomedicals 
Tween20 Sigma 

Tab. 2:Aufführung der verwendeten Chemikalien 
 
 

4.1.1 Puffer und Lösungen 
Puffer Zusammensetzung 
50xTAE 242g Tris; 100ml 0,5M EDTA; 57,1ml Essigsäure; auf 1L mit 

dH2O auffüllen 
1xTE 10ml 1M Tris-HCl pH8; 400µl 0,25M EDTA; 990ml dH2O 
L1 50mM Glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris pH 8 
L2 0,2M NaOH, 1%SDS 
L3 589g Kaliumacetat, 230ml Essigsäure 
Extraktionspuffer 0,1M TrisHCl; 0,7M NaCl; 0,05M EDTA; 20µl RNAse A  
NEB 2-Puffer 50mM NaCl; 10mM Tris-HCl; 10mM MgCl2; 1mM Dithiothreitol; 
Ligasepuffer 50mM Tris-HCl; 10mM MgCl2; 10mM Dithiothreitol; 1mM ATP 
10x PCR- Puffer 50ml 1M KCl; 1ml Tween20; 1,5ml 1M MgCl2; 35ml 1M Tris-

Base; 15ml 1M Tris-HCl; 1,5ml Kreosolrot 
Tab. 3: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer 
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4.1.2 Pflanzenmaterial 

P1 und P2 sowie die F2- Pflanzen habe ich von der Firma KWS Saatgut AG (Einbeck) 

erhalten. P1 ist auch unter dem Namen KWS2320 bekannt und eine homozygote, doppelt 

haploide Linie. P2 hat verringerten Heterozygotiegrad, ist daher nicht vollständig ingezüchtet. 

Die 196 F2- Pflanzen stellen die zweite Generation der Kreuzung von P1 und P2 dar und 

werden als in-vitro- Kulturen von KWS bezogen. 

 

 

4.1.3 Kontrollklone (Bacterial Artificial Chromosome) 

Es werden drei unterschiedliche genomische Klone als Kontrollklone eingesetzt und zwar 

zwei BAC (Bacterial Artificial Chromosome)- Klone aus Zuckerrübenklonbanken sowie ein 

Maus BAC-Klon. Bei den beiden Zuckerrübenklonen handelt es sich um die Klone ZR-47B15 

(Insertgröße 110kb) sowie SBI-153H13 (Insertgröße 140kb). ZR-47B15 stammt aus einer 

Klonbank, die mit DNA aus KWS2320 hergestellt wird. Das Ausgangsmaterial für die Bank, 

aus dem der Klon SBI 153H13 stammt, stellt eine andere Zuckerrübenlinie dar. Beide Klone 

sind zuvor vollständig sequenziert worden (Sequenzen hergestellt von Cornelia Lange und 

Juliane Dohm). Für die interne Kontrolle der Microarrays wird der Klon RP24-571N6 

(Insertgröße 120kb; GenBank: AC102017) verwendet.  

 

 

4.1.4 Elektrophoresegele 

Alle Proben werden auf 1%ige Agarosegele aufgetragen. Die abgewogene Agarose wird mit 

1xTAE (aus 50xTAE hergestellt) aufgefüllt und aufgekocht. Vor dem Gießen in eine 

Gelkammer, wird pro 50ml 1xTAE je 1µl Ethidiumbromid zugegeben.  
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4.1.5 DNA- Marker 

Als DNA-Marker für die Gelelektrophorese werden Produkte der Firma Fermentas 

verwendet.  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Abb.4: a) Lambda DNA/HindIII Marker.                               b) GeneRuler™ 100bp DNA Ladder 
 

 

4.1.6 Microarrays 

Alle Microarrays sind bei der Firma Agilent Technologies bestellt worden. Verwendet werden 

individuell gefertigte Genexpressions-Arrays in den folgenden Formaten: 2x105K, 4x44K 

und 8x15K.  

Genexpressions-Arrays werden deshalb CGH-Arrays vorgezogen, weil sie ca. 1000 

individuell erstellten Oligonukleotiden mehr Platz bieten, auf Grund einer niedrigeren Anzahl 

fix vorgegebenen Kontrolloligonukleotiden. Diese Microarrays bieten den Vorteil, dass 

mehrere Felder unabhängig voneinander hybridisiert werden können. Beispielsweise enthält 

der 2x105K Microarray 2 Felder mit jeweils 105.000 unterschiedlichen Oligonukleotiden.  
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4.2 Molekularbiologische Methoden 
Bei allen molekularbiologischen Aufgaben werden Handschuhe zum eigenen Schutz und zur 

Vermeidung von Kontaminationen getragen. 

 

4.2.1 DNA Extraktion 

4.2.1.1 Präparation von Plasmid-DNA im großen Maßstab  

Die DNA der BAC –Klone wird mittels einer Maxiprep gewonnen. 

Zuerst wird eine Einzelkolonie gepickt und in 1L LB-Medium (15g/l Agar;  

5g/l Hefeextrakt; 10g/l Trypton; 10g/l Natruimchlorid) + 12,5µg/ml Chloramphenikol 

gegeben. Dieser Ansatz wird dann über Nacht bei 37°C und 250rpm inkubiert. Am nächsten 

Morgen wird die Bakteriensuspension in vier Zentrifugenröhrchen zu je 250ml aufgeteilt und 

bei 6000rpm in der Beckmanzentrifuge Avanti J50 (Rotor: JLA 10500) für 4min bei 4°C 

zentrifugiert. Danach wird der Überstand abgegossen und das Pellet getrocknet. Die Pellets 

werden nun auf Eis mit je 50ml der Lösung L1 resuspendiert. Wenn sich das Pellet gelöst hat 

gibt man 50ml der Lösung L2 zu und schüttelt vorsichtig. Nach 5 min bei Raumtemperatur 

(RT) kommt die Lösung L3 dazu und es wird kräftig geschüttelt. Nach 20min im Eiswasser 

mit mehrmaligem Schütteln, wird wieder zentrifugiert, allerdings bei 10000rpm für 30min. 

Den Überstand durch einen Faltenfilter in frische Gefäße schütten und bei RT aufwärmen 

lassen. Nach der Zugabe von je 80ml Isopropanol und leichtem Schütteln wird bei 9000rpm 

und RT für 20min zentrifugiert. Der Überstand wird abgegossen und das Pellet mit  

25ml 70%igen Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 9000rpm und RT 

für 15min wird der Überstand abgegossen, und wenn die Pellets trocken sind, werden alle vier 

in jeweils 3ml 1xTE gelöst. 

Für den Cäsiumchlorid– Gradienten werden 4,4g Cäsiumchlorid (CsCl) in ein 50ml 

Falconröhrchen eingewogen. Dazu kommen genau 4g DNA in Lösung und 400µl 1%ige 

Ethidiumbromidlösung (Konzentration: 10mg/ml). Nach Zentrifugation bei 7000rpm und RT 

(15min; Rotor: JA2550), wird der Überstand in ein Quick-Seal Zentrifugenröhrchen 

(Beckman) gefüllt. Es muss eventuell mit CsCl + 1xTE (1:1) aufgefüllt werden, damit keine 

Luftblasen entstehen können. Nach dem Zuschweißen des Röhrchens wird mittels Wiegen 

austariert. Es darf nur 0,02g Abweichung vorhanden sein, um zu verhindern, dass die 

Röhrchen bei der Zentrifugation in der Beckman L8-70M Ultrazentrifuge (Rotor: NVT 

65000) bei 45000rpm und 20°C für 20h kollabieren. Die Bremse bleibt ausgeschaltet, damit 

die Plasmidbande beim Ende des Laufes intakt bleibt. 
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Nach der Zentrifugation sieht man zwei Phasenringe, wobei man den unteren Ring mit einer 

Injektionsnadel abzieht, während am Kopf des Röhrchens mit einer Kanüle entlüftet wird. Um 

das Etidiumbromid auszuwaschen, gibt man 1 Volumen gesättigtes Isopropanol-CsCl-1xTE 

hinzu, und nimmt die obere Phase ab. Dies wird sooft wiederholt bis keine Färbung mehr 

sichtbar ist. Man gibt dann zur unteren Phase 3 Volumen Wasser und 2 Volumen 100%igen 

Ethanol (66% Ethanol: 33% DNA) zu. Nach vorsichtigem Schütteln wird die Lösung bei 

-20°C für mindestens 2h inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 4000rpm und 4°C für 45min 

wird der Überstand abgegossen und das Pellet mit 3ml 70%igen Ethanol gewaschen, und 

anschließend 30min bei 7000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird abgegossen, und 

danach wird das Pellet getrocknet und in 100ml 1xTE auf Eis gelöst. 

 

4.2.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus Zuckerrübenpflänzchen 

Die DNA von P1, P2 und der F2- Generation wird aus ca. 3-5cm großen Pflänzchen 

gewonnen. 

Die Pflanzen werden in 15ml Greinerröhrchen gegeben, und diese dann in flüssigen Stickstoff 

getaucht um die Pflanzen Schock zu frieren. Von dem gefrorenen Pflanzenmaterial werden 

100-200mg mittels einer Waage (Feinwaage Mettler AT 250; Mettler Toledo) abgewogen und 

in 2ml Eppendorfröhrchen gefüllt. Die Zerkleinerung des gefrorenen Pflanzenmaterials 

erfolgt mittels des „TissueLysers“ (Qiagen; Abb. 5). Dazu wird eine rostfreie Eisenkugel 

(5mm Durchmesser; Qiagen) zum Pflanzenmaterial in ein 2ml Eppendorfröhrchen gegeben. 

Der „TissueLyser“ schüttelt die Eppendorfröhrchen mit 30Hz für 45sek und die Eisenkugel 

zermahlt dabei das Pflanzenmaterial. 

 

 
Abb. 5: TissueLyser mit dem das Pflanzenmaterial nachdem Abwägen lysiert wird. 
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Nach der Zerkleinerung der Pflanzen gibt man 1,3ml auf 65°C vorgewärmten 

Extraktionspuffer hinzu und inkubiert für 15min in einem Wasserbad bei 65°C unter 

mehrmaligem Schütteln. Danach werden die Eisenkugeln mit einer Pinzette entfernt, und nach 

Zugeben von 600µl Phenol schüttelt man leicht. Nach 5minütigem Zentrifugieren bei 

14000rpm in der Eppendorf 5417C Zentrifuge wird der Überstand in ein neues 

Eppendorfröhrchen überführt. 600µl Chloroform werden zugegeben und nochmals 5min 

leicht geschüttelt. Nach einem weiteren Zentrifugationschritt (5min; 14000rpm) kommt der 

Überstand wieder in ein neues Eppendorfröhrchen und mittels 10µl RNAse A  

(5,650U/mg Protein) wird die RNA für 10min bei 37°C abverdaut. Die DNA wird dann mit 

700µl eisgekühltem Isopropanol gefällt, und nach einem Waschschritt mit 70% Ethanol wird 

das Pellet in 100µl 1xTE gelöst. 

 

4.2.2 Herstellung von DNA-Amplikons 

4.2.2.1 Verdau der DNA  

Enzyme: BamHI mit der Erkennungssequenz:  5´ GGATCC 3´ 

  BglII mit der Erkennungssequenz:  5´ AGATCT 3´ 

 

Im Durchschnitt wurden 120ng DNA in ein Gesamtvolumen von 30µl über Nacht bei 37°C 

mit den beiden Enzymen BamHI und BglII eingesetzt. Ein Reaktionsansatz enthält: 

2µl DNA, 1µl BamHI (20units/µl; New England Biolabs), 2µl BglII (10units/µl;  

New England Biolabs) 3µl NEB 2-Puffer (New England Biolabs); 3µl 10x BSA  

(New England Biolabs) und 19µl destilliertes und autoklaviertes Wasser (dH2O). 

4.2.2.2 Ligation der Adaptoren an die verdaute DNA 

Adaptoren:  12mer: 5´ GATCAGCGGTGA 3´ 

  24mer: 5´ AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCT 3´ 

    Der 24mer Adapter wird auch in der PCR (siehe 2.2.4) als Primer 

    verwendet 

Für die Ligation setzt man wieder ein Volumen von 30µl an, das sich zusammensetzt aus 10µl 

verdauter DNA, 3µl Ligasepuffer (New England Biolabs); 7,5µl 12mer Adapter (62pmol,  

TIB MolBiol), 7,5µl 24mer Adapter (62pmol, TIB MolBiol) und 1,5µl dH2O. Dieses Gemisch 

wird für 10min auf 55°C erhitzt und langsam wieder auf RT abgekühlt. Danach kommen noch 

0,5µl T4 DNA Ligase (400 units/µl; New England Biolabs) hinzu und es wird über Nacht bei 

16°C inkubiert. 
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}  

4.2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

3µl des Ligationsansatzes werden nach der Inkubationszeit als Template- DNA einer  

PCR-Reaktion (60µl Gesamtvolumen) mit der folgenden Zusammensetzung eingesetzt:  

0,4µl dNTPs (25mM/NTP); 3µl Primer (62pmol; siehe 24mer Adapter 4.2.3); 2µl  

Taq- Polymerase (5units/µl, im Institut hergestellt); 6µl 10x PCR- Puffer; 48,6µl dH2O. 

Die PCR-Reaktion wird im Thermocycler PTC-100 (MJ Research, Inc.) mit dem folgendem 

Programm durchgeführt: 

  5 min 72°C 

  4 min 94°C 

30 sek 94°C 

30 sek 65°C              25 Zyklen 

  3 min 72°C 

10 min 72°C 

4.2.2.4 Aufreinigung der PCR-Produkte 

Die Aufreinigung erfolgt mittels des QIAquick PCR Purification Kit 50 (Qiagen) und des 

QIAquick 96 Purification Kit (Qiagen). Alle Lösungen und Puffer werden mit dem Kit 

mitgeliefert. 

Bei der Verwendung vom QIAquick Purification Kit 50 gibt man 5 Volumen des Puffers PB 

zu einem Volumen der PCR-Probe und mischt diese. Die Probe wird in eine QIAquick Säule 

überführt und diese für 1min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und 

die Probe durch Zugabe von 0,75 ml des Puffers PE und einer weiteren einminütigen 

Zentrifugation gewaschen. Um den restlichen Puffer zu entfernen wird der Durchfluss wieder 

verworfen und ein weiteres Mal für 1 min zentrifugiert. Anschließend wird die Säule in ein 

frisches Eppendorfröhrchen gegeben, 50µl des Puffers EB in die Mitte der Membran pipettiert 

und die DNA mittels einer einminütigen Zentrifugation bei 13000rpm eluiert. 

Bei der Verwendung des QIAquick 96 Purification Kit kommen, die wie oben bereits 

erwähnten Puffer, zum Einsatz, aber anstatt einer QIAquick Säule wird eine QIAquick  

96-Loch Platte verwendet. Weiters wird in diesem Fall statt der Zentrifugation eine 

Wasserstrahlpumpe verwendet, die für das notwendige Vakuum sorgt. Man gibt 3 Volumen 

des Puffers PB zu einem Volumen PCR- Probe und stellt das Vakuum an, bis die ganze 

Flüssigkeit durch die Membran gezogen ist. Beim Waschschritt gibt man je zweimal 900µl 

des Puffers PE in die Löcher und trocknet dann die Membranen, indem man 10min das 

Vakuum aufrechterhält. Der Abfallbehälter wird durch eine neue 96-Loch Platte ausgetauscht 

und die DNA-Fragmente mit 80µl des Puffers EB in diese eluiert.  
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4.2.2.5 Fluoreszenz- Markierung der DNA- Fragmente 

Die aufgereinigten PCR- Fragmente werden nun mit dem Genomic DNA Labeling Kit Plus 

(Agilent Technologies) für die Hybridisierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin-3 

markiert. Als Kontrolle für die spätere Hybridisierung wird noch vor der Markierung 1µl vom 

Maus- BAC Klon RP24-571N6 (entspricht 0,247ng) in die Probe gemischt. 

Für die 8x15K-Proben gibt man 2,5µl vom Random Primer zu 13µl der aufgereinigten Probe 

dazu. Zu den 26µl der 4x44K-Proben und der 2x105K-Proben kommen je 5µl Random 

Primer. Die entsprechende Menge amplifizierter DNA in der Probe soll bei 15000 

Oligonukleotiden 500ng, bei 44000 1µg und bei 105000 1,5µg sein. Die Probe wird dann für 

3min auf 95°C erhitzt und bei 5min auf Eis wieder abgekühlt. Währenddessen setzt man die 

Markierungsreaktion aus folgenden Komponenten an: 

 

Markierungskomponenten 8x15K Microarray 4x44K Microarray 2x105K Microarray 

5x Puffer 5µl 10µl 10µl 

10x dNTP 2,5µl 5µl 5µl 

Exo- Klenow- Fragment 0,5µl 1µl 1µl 

Cyanine 3-dUTP 1,5µl 3µl 3µl 

Tab. 4: Zusammensetzung der Markierungsreaktion für die unterschiedlichen Microarray- Formate. 

 

Diese Markierungsreaktion gibt man zur abgekühlten Probe hinzu und inkubiert die Probe für 

2 h bei 37°C. Nach 2 h werden die Enzyme durch 10minütige Inkubation bei 65°C inaktiviert 

und die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 

 

4.2.2.6 Aufreinigung der fluoreszenz- markierten Produkte 

Zur markierten Probe werden 430µl 1xTE zugegeben. Anschließend wird der gesamte Ansatz 

auf einen 30-YM-Microcon-Filter (Millipore) geladen, und 10min bei 8000g in einer 

Eppendorf Tischzentrifuge 5415D zentrifugiert. Nach dem Wegleeren des Eluats wird der 

Filter ein mit 480µl 1xTE gewaschen und anschließend nochmals 10min bei 8000g 

zentrifugiert. Um die Probe wieder aus dem Filter zu lösen wird er umgedreht in ein frisches 

Röhrchen gesteckt und 1min bei 8000g zentrifugiert. Falls das Volumen nicht dem erwarteten 

Volumen entspricht (siehe Tab. 5: Zeile: markierte DNA-Probe), wird mit 1xTE aufgefüllt 

oder noch mal auf den Filter geladen, 1min bei 8000g zentrifugiert, die Flüssigkeit verworfen 

und der Filter wieder verkehrt in einem neuen Röhrchen zentrifugiert. Dieser Vorgang muss 

solange wiederholt werden, bis das gewünschte Volumen erreicht oder unterschritten wird.  



26 

 

Um die Effizienz der Markierung zu kontrollieren, misst man die aufgereinigten Proben mit 

dem Programm „Microarray Measurement“ mittels Nanodrop 3.0 (Thermo Scientific). Dabei 

wird die Konzentration der Probe in ng/µl und die Markierung in pmol/µl gemessen. Beide 

Angaben werden benötigt um die spezifische Aktivität [pmol/µg] zu berechnen: 

 

 

 

Der Wert soll zwischen 25pmol/µg und 40pmol/µg liegen (Empfehlung der Firma Agilent). 

 

 

4.2.3 Hybridisierung der Microarrays 

Alle Bestandteile die für die Hybridisierung der Probe beigemischt werden stammen aus dem 

CGH- Hybridisierungs- Kit (Agilent). 

 

Komponenten 8x15K Microarray 4x44K Microarray 2x105K Microarray 

Markierte DNA- Probe 18µl 44µl 104µl 

10x Blockierungspuffer 4,5µl 11µl 26µl 

2x Hybridisierungspuffer 22,5µl 55µl 130µl 

Verwendetes 

Probenvolumen 

40µl 100µl 245µl 

Tab. 5: Zusammensetzung der Proben und deren Volumen für die Hybridisierung 

 

Nachdem das Probenvolumen auf den jeweiligen Objektträger („Gasket-Slide“), der mit 

Gummidichtungen, welche die Proben voneinander trennen, versehen ist (siehe Abb.6b), 

geladen wurde, und der sich bereits in einem Teil der Hybridisierungskammer (Agilent) 

befand, wurde der Microarray mit der Seite auf der sich die Oligonukleotide befinden nach 

unten auf den „Gasket-Slide“ gelegt. Man schließt nun die Hybridisierungskammer in dem 

man den oberen Teil auf die Rückseite des Microarrays legt und die Schraube per Hand 

festzieht, damit der Microarray auf den „Gasket-Slide“ gepresst wird. 

 

 

 

 

pmol/µl Markierung 

µg/µl DNA 
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  a)        b)        c) 

 
Abb.6: a): Hybridisierungskammer ohne Befestigungsschraube; b) Wie eine Probe auf eine 4x44K „Gasket-

Slide“ aufgetragen werden soll; c) Eine große Luftblase (oben), wie man sie nach dem Zusammenbauen der 

Kammer sehen sollte. 

 

 

Um zu kontrollieren, dass keine stationären Luftblasen die Hybridisierung behindern, dreht 

man die Hybridisierungskammer vertikal, wobei man gleichzeitig die ganze Fläche des 

Microarrays benetzt. Falls stationäre Luftblasen vorhanden sind, versucht man diese durch 

Klopfen der Hybridisierungskammer auf die Laborbank wieder mobil zu bekommen. Die 

Hybridisierungskammer wird dann so schnell wie möglich in den Rotor im 

Hybridisierungsofen G2505-80082 (Agilent) gesteckt, welcher bereits auf 65°C vorgeheizt ist. 

Der Microarray wird nun für 24 h bei 65°C und 10rpm hybridisiert. 

 

 

4.2.4 Waschen und Scannen der Microarrays 

Die benötigten Waschpuffer werden in 1L (je zweimal Oligo CGH Wasch-Puffer 1) und 2,4L 

(je 1-mal Oligo CGH Wasch- Puffer 2) Kanister als Kit von der Firma Agilent geliefert. Die 

Behälter, in denen die Microarrays gewaschen werden, sind einfache Färbekammern aus Glas 

und eine Halterung zur Fixierung der Microarrays. Weiters benötigt man 2 Magnetrührer, 

wovon einer beheizbar sein muss und zwei Rührfischchen. 

Nachdem die Waschammern #1 und #2 mit dem Waschpuffer 1 gefüllt worden sind, öffnet 

man die Hybridisierungskammer und gibt die zusammenklebenden „Gasket-Slide“ und 

Microarray in die Waschkammer #1. Dort werden die beiden mit Hilfe einer Plastikpinzette 

von einander getrennt, wobei sie die ganze Zeit vom Waschpuffer bedeckt sein sollen.  
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 Waschkammer Waschpuffer Temperatur Zeit 

Trennung von 
Gasket-Slide 

#1 Puffer 1 RT  

1. Waschschritt #2 Puffer 1 RT 5 min 

2.Waschschritt #3 Puffer 2 37°C 1 min 

Tab. 6: Waschbedingungen 

 

Der Microarray wird nun in die Halterung gegeben und diese in die Waschkammer #2 

gestellt, welche sich auf einem Magnetrührer befindet. Es haben mehrere Microarrays in 

dieser Halterung Platz. Es sollen aber nicht mehr als fünf Microarrays sein, da die 

Waschpuffer sonst zu sehr ihre Wirkung verlieren. Man gibt die Halterung in die zweite 

Waschkammer, bevor man einen Rührfisch dazu gibt und den Magnetrührer auf niedriger 

Stufe für 5min einschaltet. In diesen 5min füllt man den auf 37°C vorgewärmten  

Waschpuffer 2 in die dritte Waschkammer, die auf dem beheizbaren Magnetrührer steht und 

schaltet die Heizung auf 37°C ein. Nachdem man noch einen Rührfisch in die dritte 

Waschkammer gegeben hat und die 5 Minuten vorbei sind, nimmt man die Halterung mit den 

Microarrays aus der zweiten Kammer und gibt sie für 1 min unter leichtem Umrühren in die 

Dritte. Danach wird der Magnetrührer abgeschaltet und die Halterung mit den Microarrays 

sehr langsam aus dem Waschpuffer gezogen (ca. 10sek), sodass die Microarrays sofort 

trocknen können. 

 

 
Abb. 7: Waschkammer mit Halterung 

 

Die gewaschenen Microarrays wurden anschließend sofort mit dem DNA Microarray Scanner 

G2565BA (Agilent) gescannt. Da die Proben nur mit Cy3 markiert sind, wurden alle 

hybridisierten Microarrays bei einer Wellenlänge von 532nm und bei 5µm Auflösung 

gescannt.  
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4.3 Bioinformatische Methoden 
 

4.3.1. Erstellung der Oligos 

Zuckerrüben BAC-Endsequenzen und cDNA-Sequenzen (ESTs) aus verschiedenen 

Datenbanken (GenBank und aus dem GABI-BEET-Projekt) wurden von meiner Kollegin 

Juliane Dohm nach Schnittstellen von BamHI und BglII untersucht, und falls welche 

vorhanden waren, in 80 bis 200 Basen lange Fragmente geteilt. Diese Fragmente enthalten 

genau eine BamHI- oder BglII- Schnittstelle. Anschließend werden die Sequenzen mit 

RepeatMasker und einer Datenbank mit Pflanzen spezifischen repetitiven Sequenzen 

maskiert. Hinterher werden die Sequenzen von mir als Datei (Probe Group) auf die „earray“ 

Homepage (http://earray.chem.agilent.com/ earray/login.do) im Fasta- Format geladen. 

„Earray“ errechnete ein 60 Basen langes Oligonukleotid (60mer) mit den besten 

Hybridisierungsdaten aus den Fragmenten. Für die Beiden BAC-Klone ZR47B15 und 

SBI153H13 werden je zwei 60mere pro Fragment berechnet. Aus den Fragmenten des Klons 

RP24-571N6 wird zwar nur ein 60mer pro Fragment berechnet, dieses Oligonukleotid kam 

dann allerdings fünfmal pro Array vor. 

Zusätzlich zu den 60meren sollen auch 30mer Oligonukleotidsequenzen auf den Array gesetzt 

werden. Da mittels earray nur 60mere berechnet werden können, werden bei diesen die 

mittleren 30 Basen herausgeschnitten und diese erneut als Probe Group auf „earray“ geladen 

und als Oligonukleotide berechnet. Bei den BAC-Klonen werden die Schnittstellen der 

Restriktionsenzyme mittels des Programms „Nebcutter V2.0“ (New England Biolabs) in die 

Sequenz der BAC- Klone virtuell eingefügt, um so die Fragmente zu erhalten, die ein realer 

Verdau erzeugen würde. Diese Fragmente werden ebenso als Probe Groups auf die earray 

Homepage geladen, nachdem die bekannten repetitiven Elemente maskiert worden sind. Die 

Repeat-Maskierung erfolgt im Falle der beiden Zuckerrüben-BAC-Klone lokal, während die 

Sequenz des Maus BAC-Klons RP24-571N6 bei „RepeatMasker.org“ maskiert wird. 

Um nun einen Array zu erstellen, muss man sein Format und seine Spezifität (CGH, 

Genexpression, usw.) bestimmen und die jeweiligen Probe Groups benennen, welche auf den 

Array kommen sollen. Der neu erstellte Microarray kann nun mit Hilfe der Designnummer, 

die man für jeden Array zugeteilt bekommt, bei der Firma Agilent bestellt werden. 
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 Oligo/Fragment 30mer 60mer 

BAC-Endsequenzen 1 10860 10860 

ESTs 1 10860 10860 

ZR47B15 2 70 70 

SBI153H13 2 106 106 

Tab. 7: Aufteilung und Herkunft der Oligonukleotide (=Oligos) des 4x44K- Arrays 

 

 

 Oligo/Fragment 30mer 60mer 

BAC-Endsequenzen 1 39752 39752 

ESTs 1 11561 11561 

ZR47B15 2 70 70 

Kontroll-BAC RP24-

571N6 1 5x49 5x49 

Tab.8: Aufteilung und Herkunft der Oligonukleotide (=Oligos)  des 2x105K- Arrays 

 

Für die 8x15K Arrays werden die Oligonukleotide verwendet, ergeben haben (Siehe 5.5.3 

Tab13.). 

 

 

4.3.2. Auswertung der Microarrays mittels Feature Extraction  

Bei dem Scanvorgang des Microarrays wird eine Bilddatei errechnet, aus der mit Hilfe der 

Feature Extraction Software (Agilent Technologies) Datenpunkte berechnet werden. Dazu 

lädt man die Bilddatei in das FE Programm, stellt die Parameter „Grid“ und „Protokoll“ ein 

und startet den Extraktionsvorgang. Der „Grid“ befindet sich auf einer mitgelieferten CD, 

welche mit den Arrays mitgeschickt wird, oder kann aus dem Internet runtergeladen werden. 

Der „Grid“ ist für jeden neu erstellten Microarray einmalig.  

Die Protokolle müssen von einer Agilent Homepage 

(http://www.chem.agilent.com/scripts/generic.asp?lpage=35952&indcol=Y&prodcol=Y) in 

das Programm geladen werden. 
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Genexpression 

Zweifärbig 

Spezifität Protokoll Format 

CGH CGH-v4_91 2x11K, 22K, 44K, 
2x105K, 244K 

GE1-v5_91_0806 8x15K, 4x44K, 2x105K, 
244K 

 

GE1-v1_91 2x11K, 22K; 44K 

GE2-v5_91_0806 8x15K, 4x44K, 2x105K, 
244K 

GE2-v4_91 2x11K, 22K; 44K 

 

GE2-sspe_91 2x11K, 22K; 44K 

Tab.9: Protokolle für die unterschiedlichen Agilent Plattformen und Formate. Das in rot geschriebene wurde 

verwendet. 

 

Das Ergebnis ist eine Vielzahl von Dateien für jeden einzelnen Array. 

 

4.3.3 Normalisierung und Verarbeitung der Signalwerte zu 

Genotypisierungswerten 

Die Textdateien, welche unter anderem die berechneten Signalwerte, 

Oligonukleotidsequenzen und Oligonukleotidnamen beinhalten, werden für jeden Array 

einzeln in das Programm Excel importiert, um die Werte der Arrays zu normalisieren und in 

positive und negative Signale zu unterteilen. Das heißt, bei einem 8x15K Microarray werden 

acht Textdateien nach Excel importiert, bei einem 4x44K Microarray nur vier. 

 

 

4.3.3.1 Normalisierung des 4x44K- Microarrays und des 2x105K- Microarrays 

 

Da bei der Hybridisierung des 4x44K- Microarrays anstatt des Klons RP24-571N6 der 

ZR47B15- Klon der Probe beigemischt worden ist, werden die Werte der  

ZR47B15-Oligonukleotide anstatt der RP24-571N6-Oligonukleotide für die Kontrolle der 

gleichmäßigen Hybridisierung verwendet.  

Für die Normalisierung wird ein Wert für jeden Array bestimmt, bei dem nur ein sehr 

schwaches optisches Signal zu sehen ist. 

 

Genexpression 

Einfärbig 
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 4x44K- Array 2x105K- Array 

P1 115 200 

P2 125 190 

             Tab.10: Normalisierungswerte der einzelnen Arrays. Die Unterschiede ergeben sich  

            durch die unterschiedlich starke Fluoreszenzmarkierung der einzelnen Proben.  

 

Alle Signalwerte werden durch diesen Wert dividiert und somit in positive = größer als 1 und 

negative = kleiner als 1 unterteilt. Die Werte von P1 und P2 werden miteinander verglichen, 

und die Oligonukleotide, deren Hybridisierungsintensität sich zwischen den beiden Linien 

unterscheidet, kommt in neue Probe Groups und auf den 8x15K -Array. 

 

4.3.3.2 Normalisierung der 8x15K- Microarrays 

Zur Überprüfung der Hybridisierung werden ausschließlich die RP24-571N6-Oligonukleotide 

untersucht. Die Werte aller fünf Oligonukleotide, die identische Sequenzen aufweisen, dürfen 

keinen großen Schwankungen unterliegen. Die maximale Standardabweichung aller 

Oligogruppen beträgt nie mehr als 10% des Mittelwerts der fünf Signale.  

Die Oligogruppen werden in Negative und Positive unterteilt, wiederum auf Grund der 

optischen Signale. Es wird der Mittelwert der negativen Signalwerte gebildet, und das 

Ergebnis ist der Normalisierungswert, durch den alle Signalwerte dividiert werden. Allerdings 

wird von diesem Wert noch der natürliche Logarithmus (ln) berechnet, um auch negative 

Zahlen zu bekommen, die dann einen gleich großen Bereich erhalten wie die positiven 

Zahlen.  

 

 

 

 

 

Die negativen Zahlen sind deshalb von Vorteil, weil nun einfache Schwellenwerte gesetzt 

werden können. Ich setze die Schwellenwerte bei +0,4 und -0,4, alle Werte darüber werden 

als positiv und alle darunter als negativ angesehen. Oligonukleotide, welche Werte liefern, die 

zwischen den Schwellen liegen, werden später bei der Kartierung (siehe 4.3.3.3) nicht 

berücksichtigt. 

 

Signalwert 

Normalisierungswert 
ln 
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4.3.3.3 Zuteilung der Genotypisierungswerte (Scores) 

Wenn ein Oligonukleotid bei den 4x44K und 2x105K Microarrays ein Muster von  

„P1 positiv“ (P1+) und „P2 negativ“ (P2-) ergibt, bekommt dieses bei einem positiven Signal 

auf einem 8x15K Microarray ein Score von D. Wenn es negativ ist, dann den Score B. Im 

umgekehrten Falle von „P1 negativ“ (P1-) und „P2 positiv“ (P2+) ergibt das bei einem 

positiven Signal den Score C und bei einem negativen A. Wenn der Wert zwischen den 

Schwellen liegt, bekommt das Oligonukleotid den Score -, was bedeutet, dass dieser Genotyp 

für dieses Oligonukleotid keine Informationen enthält. 

 

4.3.4 Einschränkung der Oligonukleotide auf relevante Markerkandidaten 

Da bei den knapp 15.000 Oligonukleotiden einige bei allen Genotypen ein positives oder 

negatives Signal verursachen, macht es Sinn, diese vor der Berechnung der Karte aus dem 

Datensatz zu entfernen. Die Markerkandidaten, welche für die Berechnung verwendet 

werden, müssen deshalb zwei Bedingungen erfüllen:  

 

• Sie dürfen nicht mehr als 140 - als Score haben, das heißt, es müssen mehr als 55 

Genotypisierungen auf ein eindeutig positives oder negatives Signal 

zurückzuführen sein. 

• Es dürfen höchstens 93% der Scores ident sein. 

 

Auf Grund dieser Bedingungen wird die Anzahl der 14915 Oligonukleotiden auf 5892 

Kandidaten eingeschränkt, mit denen nun die Karte berechnet werden kann. 

 

4.3.5 Berechnung einer Placement-Map mittels Mapmaker 3.0 

Da alle Schritte ab 4.3.3 in Excel ausgeführt werden, aber das Programm Mapmaker 3.0 

(Lander et. al 1987) auf einem Unixrechner läuft, muss die Genotypisierungsdatei in ein 

Mapmaker 3.0 taugliches Format gebracht werden. Dazu wird die Exceldatei in einen 

Texteditor importiert und dort alle Formatierungsschritte unternommen. 

Bereits bekannte Marker und deren Scores (stammen aus dem GABI-Beet-Projekt) werden 

ebenfalls in dieses Format gebracht. Zu diesen ca. 700 bekannten Markern kommen jeweils 

300 von mir berechnete Oligonukleotide mit ihren Genotypisierungsdaten dazu, und werden 

als eigene Datei gespeichert. Dieser Vorgang muss nun 20-mal wiederholt werden, sodass alle 
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5892 ausgewählte Oligonukleotide in Gruppen zu je 300, zu den jeweils 700 bekannten 

Markern aufgeteilt werden. Dieser Schritt ist notwendig, weil das Programm Mapmaker 3.0 

nur Dateien bearbeitet, die nicht mehr als 1000 Marker beinhalten. Diese Dateien werden 

dann in das Programm Mapmaker 3.0 geladen. Den bekannten Markern, von denen die 

Position bekannt ist, werden nun in jeder dieser 20 Dateien ebendiese Positionen auf den 

Chromosomen von Mapmaker 3.0 mit dem Befehl „framework“ zugeteilt. Mit dem Befehl 

„place“ berechnet nun das Programm (Lodscore: 2.0) ob, und wenn ja wo, die 300 von mir 

berechneten Oligonukleotide auf den Chromosomen platziert werden können. Dieser Befehl 

muss allerdings für jedes Chromosom einzeln ausgeführt werden.  
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Berechnung der 
genetischen Karte 

Herstellung DNA-Amplikons  

 
Abb. 8: Die 3-5cm großen Pflanzen werden mittels flüssigem 
Stickstoffs schockgefroren, bevor sie mit dem TissueLyser 
(siehe Abb. 6) zermahlen werden. Mit Hilfe eines 
Extraktionspuffers und den Aufreinigungsschritten mit 
Phenol wird die genomische DNA in 1xTE gelöst  
(siehe 4.2.1).  
Als nächster Schritt folgt die Erzeugung der  
DNA-Amplikons (siehe 4.2.2), die als Proben auf die 
Microarrays hybridisiert werden. Dazu wird die genomische 
DNA über Nacht mit den Restriktionsenzymen BamHI und 
BglII verdaut. Anschließend werden 2 Adaptoren, ein 12mer 
und ein 24mer, an die Restriktionsschnittstellen ligiert, bevor 
diese DNA-Fragmente als Template-DNA in einer PCR-
Reaktion dienen. Die amplifizierten Fragmente werden 
mittels des QIAquick PCR Purification Kits 50 (Qiagen) 
aufgereinigt. Dann werden die DNA-Amplikons für den 
Scanvorgang nach der Hybridisierung mit Cy-3 fluoreszenz-
markiert. Dies geschieht mittels des Genomic DNA Labeling 
Kit Plus (Agilent). Bevor die Proben auf die Microarrays 
hybridisiert werden können, müssen sie ein abschließendes 
Mal mittels Filter gereinigt werden. Alle Zwischenschritte 
werden mittels Gel-Elektrophorese überprüft und der DNA-
Gehalt durch Messungen am Nanodrop 3.0 kontrolliert. 
Die Proben von P1, P2 und der Kontrollen werden auf 
Microarrays mit den Formaten 4x44k und 2x105K für 24h 
bei 65°C hybridisiert. Die Proben der 196 Genotypen der F2-
Generation auf 8x15K Microarrays (siehe 4.2.3). Danach 
werden die Microarrays in 3 kurzen Schritten mit dem 
Waschkit von Agilent gewaschen und anschließend sofort 
mit dem DNA Microarray Scanner G2565BA (Agilent) 
gescannt (siehe 4.2.4). Dann müssen noch die Signale der 
Microarrays ausgewertet, normalisiert und in 
Genotypisierungsscores umgewandelt werden, bevor man 
aus diesen Scores eine genetische Karte erstellen kann. 

5. Resultate 

Um den Ablauf des Versuchs zu verdeutlichen wird die Methode mit Hilfe dieser Abbildung 

erklärt.  

 

 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

Zuerst wird der Versuch mit den beiden von der Firma KWS Saatgut AG gelieferten 

Zuckerrübenlinien P1 und P2 durchgeführt. P1, auch unter dem Namen KWS2320 bekannt, 

ist eine homozygote, doppelt haploide Linie, und P2 hat einen verringerten 

Heterozygotiegrad, ist daher nicht vollständig ingezüchtet. P1 und P2 werden auf den 

gleichen Miroarray hybridisiert, dessen Oligonukleotide von Zuckerrüben ESTs und  

BAC-Endsequenzen stammen. Die ESTs stammen aus GenBank (NCBI), 18% der  

BAC-Endsequenzen stammen ebenfalls aus GenBank und die restlichen 82% aus einer 

Datenbank, die aus dem GABI-Beet-Projekt hervorgegangen ist (siehe 5.5 Tab. 12).  
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Die ESTs und BAC-Endsequenzen werden auch für die physikalische Kartierung der 

Zuckerrübe verwendet. Somit kann man, falls die neu gefundenen genetischen Marker von 

einem EST oder einer BAC-Endsequenz stammen, welche bereits physikalisch kartiert sind, 

die genetische mit der physikalischen Karte verknüpfen. 

 

Die ESTs und BAC-Endsequenzen werden virtuell mit den Restriktionsenzymen BamHI und 

BglII verdaut, in 80 bis 200 Basen lange Fragmente unterteilt, die je eine BamHI- oder BglII-

Schnittstelle beinhalten. Diese Fragmente mit den Schnittstellen werden auf eine Webseite 

von Agilent Technologies, genannt „earray“, geladen. Diese Webseite berechnet 60 Basen 

lange Oligonukleotide aus diesen Fragmenten (siehe 4.3.1). Mit diesen Oligonukleotiden kann 

virtuell ein Microarray erzeugt, und dieser dann bei Agilent Technologies bestellt werden. 

Wenn nun eine Oligonukleotid bei P1 ein positives und bei P2 ein negatives Signal zur Folge 

hat oder umgekehrt, deutet das auf einen Polymorphismus zwischen den beiden Linien hin. 

Dieser Polymorphismus kann dann, auf Grund seiner Verteilung in der F2-Generation, als 

genetischer Marker kartiert werden. Die Oligonukleotide, deren Signale auf einen 

Polymorphismus schließen lassen, werden auf einen neuen Microarray mit dem Format 

8x15K zusammengefasst. Auf diesen Array passen ca. 15.000 Oligonukleotide und dieser 

Array ist acht Mal auf den gesamten Microarray verteilt (siehe 5.5.3 Abb. 17). Darauf werden 

je acht der 196 Genotypen der F2-Generation von P1 und P2, welche ebenfalls von KWS 

Saatgut AG geliefert worden sind, hybridisiert. Nach dem Scannen der hybridisierten 

Microarrays, deren Auswertung und der Umwandlung der Zahlenwerte in 

Genotypisierungswerte, soll eine genetische Karte mit Hilfe dieser Genotypisierungswerte mit 

dem Programm Mapmaker 3.0 (Lander et. al 1987) erstellt werden.  

Für die Auswertung der Bilder, welche der Microarray-Scanner liefert, benötigt man ein 

Programm namens Feature Extraction von Agilent Technologies (siehe 4.3.2). Dieses wandelt 

die Bilddatei in eine Vielzahl von Dateien um, in denen sich nun die Zahlenwerte befinden. 

Diese Werte werden mit dem Normalisierungswert N, der auf den optischen Signalen beruht, 

normalisiert, dass heißt in positive und negative Signale unterteilt (siehe 4.3.3). Den 

normalisierten Werten von den 8x15K Microarrays werden Genotypisierungswerte zugeteilt. 

Ein Beispiel dafür: Wenn ein Oligonukleotid bei den 4x44K und 2x105K Microarrays ein 

Muster von „P1 positiv“ (P1+) und „P2 negativ“ (P2-) ergibt, bekommt dieses bei einem 

positiven Signal auf einem 8x15K Microarray den Genotypisierungswert von D. Wenn es 

negativ ist, dann den Genotypisierungswert B (siehe 4.3.3.3). 
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Molekulare Marker sind die Basis von physikalischen Karten und somit auch der 

Sequenzierung vollständiger Genome. Dies ist auch bei diesem Projekt der Fall, den es sollen 

mit den bei dieser Arbeit gefundenen Markern auch das Projekt der physikalischen Kartierung 

der Zuckerrübe und dessen Folgeprojekt die Genomesequenzierung unterstützt werden. 

Weiters werden molekulare Marker für vergleichende Analysen benötigt, welche Aufschluss 

über die Evolution und Verwandtschaftsbeziehungen von Pflanzen ergeben. Außerdem sind 

molekulare Marker bei der marker-selektiven Pflanzenzüchtung unerlässlich.  

 

5.1 DNA- Extraktion 

P1-, P2- und F2-Pflanzen werden als invitro-Kulturen von der Firma KWS Saatgut geliefert. 

Für die Isolierung der genomischen DNA werden die Pflanzen mittels flüssigen Stickstoffs 

Schock gefroren. Von diesen gefrorenen Pflanzen wird im Durchschnitt 176,0mg mittels einer 

Feinwaage abgewogen (für eine genaue Auflistung der F2-Generation siehe Anhang A). 

Mittels eines Extraktionspuffers und einigen Aufreinigungsschritten (genaues Protokoll siehe 

unter 4.2.1.2) isoliert man die genomische DNA aus den Pflanzen. Um die Ausbeute zu 

messen, wird die in 1xTE gelöste DNA mit dem Nanodrop 3.0 (Thermo Scientific) gemessen. 

Die Gesamtausbeute der einzelnen Proben beträgt im Durchschnitt 6,0µg (eine genaue 

Auflistung der F2-Generation siehe Anhang A). 

 

5.2 DNA- Verdau 

Die genomische DNA wird mit den Restriktionsenzymen BglII und BamHI über Nacht 

verdaut (genaues Protokoll siehe 4.2.2.1), um DNA-Fragmente zu erhalten und um mit deren 

Hilfe Polymorphismen zu entdecken. Beide Restriktionsenzyme erkennen eine sechs Basen 

lange Sequenz (BglII = 5´AGATCT 3´; BamHI = 5´GGATCC 3´) und lassen die gleichen vier 

Basen als 5´-Überhang stehen. Das bietet den Vorteil, dass nur ein Adapterpaar benötigt wird. 

Der Hauptgrund für die Auswahl dieser beiden Restriktionsenzyme ist, dass die beim 

Doppelverdau entstehenden Fragmente, welche bei der PCR amplifiziert werden können, ca. 

10% des Zuckerrübengenoms entsprechen. Diese Annahme beruht auf dem Wissen, dass 

durch den Verdau des Mausgenoms mit BglII ca. 3% des Mausgenoms durch die dabei 

entstehenden Fragmente in der Länge von 100-1200bp amplifiziert werden konnten (Lakshmi 

et al 2006). Da 3% des Mausgenoms ca. 78Mb ausmachen, sind dies, wenn man das auf das 

Zuckerrübengenom umlegt, ca. 10% des 758MB großen Zuckerrübengenoms. 
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Wenn nun eine Restriktionsschnittstelle auf Grund eines Polymorphismuses sich so verändert, 

dass sie nicht erkannt wird oder deswegen eine neue Restriktionsschnittstelle entsteht, wird 

das Muster der Fragmente verändert. Diese Änderung im Muster gilt es in den weiteren 

Schritten als genetischen Marker zu detektieren. 

Weiters werden die Zuckerrüben BAC-Klone SBI153H13 und ZR47B15 und der Maus BAC-

Klon RP24-571N6 verdaut, damit deren Fragmente als Kontrollen dienen können. 

 

5.2.1 Ergebnisse der Verdaue 

Um zu überprüfen, ob die Restriktionsenzyme tatsächlich die DNA in Fragmente geschnitten 

haben, werden Proben der verdauten DNA von P1, P2 und der Kontrollklone auf ein 

Agarosegel aufgetragen, um die Fragmente der Größe nach auf zu trennen  

(siehe Abb. 9 und 10).  

 

 

 

 

Für die Überprüfung der tatsachlichen Verdaue der Kontrollklone dienen virtuelle Verdaue 

mit dem Programm NEBcutter V2.0 (siehe 5.2.2). Damit kann die korrekte Funktionsweise 

der Restriktionsenzyme nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

P1        P2     M

23130bp
9416bp
6557bp
4361bp

2322bp
2027bp

Abb. 9: P1= Elternstamm P1; P2= Elternstamm 

P2; M= Marker (siehe 4.1.4 Abb. 4a). Bei dem 

Verdau von genomischer DNA sollte man auf 

dem Agarosegel keine einzelnen Banden sehen, 

sondern einen "DNA-Schmier“, weil so viele 

unterschiedlich große Fragmente bei dem Verdau 

genomischer DNA entstehen, sodass keine 

Einzelbanden unterscheidbar sind. 

Es werden 10µl je Probe und 6µl vom Marker 

aufgetragen, dass entspricht 680ng von P1 und 

704ng von P2. Das Gel lief bei 8V/cm. 
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M1 K2 K3  K1  M2

3000bp

1500bp

1000bp

500bp

23130bp
9416bp
6557bp
4361bp

2322bp
2027bp 2000bp

 

 

 

5.2.2 Virtuelle Restriktionskarte von Kontrollklonen 

Der virtuelle Verdau der Kontrollklone ermöglicht es herauszufinden, aus welchen 

Fragmenten die Oligonukleotide für die Negativ- sowie für die Positivkontrollen stammen 

sollen. Ebenso lassen sich die Ergebnisse des tatsächlichen Doppelverdaus, die Fragmente auf 

dem Agarosegel, mit den zu erwartenden Fragmenten aus dem virtuellem Verdau vergleichen. 

Weiters lassen sich auch Rückschlüsse ziehen wie viele amplifizierte Fragmente man nach der 

PCR erwarten kann, die alle zwischen 100 und 2500bp lang sein werden. Für den Klon 

SBI153H13 erwartet man 30, für den Klon ZR47B15 19 und für den Klon  

RP24-571N6 34 Fragmente in diesem Größenbereich. 

Der virtuelle Verdau der Kontrollklone mit dem Programm NEBcutter V2.0 ergibt, dass man 

für den Klon RP24-571N6 49, für den Klon SBI153H13 53 und für den Klon ZR47B15 

 35 Fragmente erhält. Das längste Fragment hat bei den beiden Zuckerrüben BAC-Klonen  

ca. 12500bp, bei dem Maus-BAC nur 6319bp. Interessant sind die Fragmente, welche bei der 

PCR tatsächlich amplifiziert werden und bei späteren Aufreinigungsprozessen nicht 

ausgeschieden werden. Diese Fragmente sollen eine Länge zwischen 200bp und 2000bp 

haben.  

 
 
 

Abb. 10: K1= Klon RP24-571N6; K2= 

Klon SBI153H13; K3= ZR47B15. M1 

und M2 = Marker (siehe 4.1.4). Dass die 

oberste Bande von K2 und K3 bei knapp 

über 10000bp und von K1 bei ca. 6000bp 

zu sehen ist, stimmt mit dem virtuellen 

Verdau der Klone mittels NEBcutter V2.0 

über ein. Dies bestätigt die Richtigkeit des 

Verdaus. Es werden 10µl je Probe 

aufgetragen, das entspricht bei RP24-

571N6 1035ng, SBI153H13 798ng und 

ZR47B15 1089ng. Von den Markern 

werden je 10µl aufgetragen. Das Gel lief 

bei 8V/cm. 
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Abb. 11: Virtueller Verdau der Kontrollklone mit NEBcutter V2.0. a) = RP24-571N6; b) = SBI47H13; c) = 

ZR47B15. Die blauen Striche geben eine Restriktionsschnittstelle an (www.nebcutter.com).  

 
Für die Auflistung der Fragmente und deren Länge, welche für die Erstellung der 

Kontrolloligonukleotide verwendet werden siehe Anhang C. 

 

 

5.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Um die Fragmente zu vervielfältigen und auf eine bestimmte Größe einzugrenzen, dienen 

diese Fragmente in einer PCR-Reaktion als DNA-Schablone. Mit der Auswahl der 

Restriktionsenzyme und der Primer lässt sich die Komplexität der Proben, welche hybridisiert 

werden, gezielter einstellen. 

Die Primersequenz ist komplementär zur Adaptersequenz, welche nach dem Verdau an die 

Schnittstellen ligiert wird (Protokoll für die Ligation siehe 4.2.2.2). Das heißt, das 24 Basen 

lange Fragment ist zugleich Adapter bei der Ligation als auch Primer bei der Amplifikation 

(Lucito. und Wigler 2003).  

Während der 25 Zyklen der PCR kann die Taq-Polymerase Fragmente, die bis zu 2500 Basen 

lang sind, vervielfältigen (genaues Protokoll siehe 4.2.2.3). Die Amplikons werden mit dem 

QIAquick PCR Purification Kit 50 (Qiagen) aufgereinigt, bevor sie auf ein Agarosegel 

aufgetragen und mit dem Nanodrop 3.0 gemessen werden. Durch den Aufreinigungsschritt 

werden alle Fragmente, die kürzer als 200 Basen sind, mit der Waschlösung fortgespült. Das 

heißt, die Amplikons, die nach der Markierungsreaktion auf den Microarray hybridisiert 

werden, haben eine Länge zwischen 200 und ca. 2500bp. 

 

 

 

 

a) 

b) 

c) 
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5.3.1 Ergebnisse der PCR 

Die aufgereinigten Amplikons werden zur Kontrolle der Polymerase-Ketten-Reaktion auf 

1%ige Agarosegele aufgetragen (siehe Abb. 12 und Abb. 13). 

Mit jeder Probe der 198 F2-Pflanzen, der drei Kontrollklone und der Proben von P1 und P2 

wird mindestens eine PCR-Reaktion durchgeführt. 

 
 

 
Abb. 12: Aufgereinigte Amplikons der F2-Generation. Als Negativkontrollen werden Proben verwendet, bei 

denen bereits beim Verdau keine DNA eingesetzt wird. Es werden 8µl je Probe und 5µl Marker aufgetragen. Die 

Konzentration der Proben schwankt zwischen 118ng/µl und 30ng/µl. Das Gel lief bei 5V/cm. M= Marker (siehe 

4.1.4 Abb. 4b).  

 

M                            M 

M                             M 

M                                     M 
Negativkontrollen 

3000bp 
1000bp 
500bp 

3000bp 
1000bp 
500bp 



42 

M      P1     P2     M      K1    K2     K3     M      P1    P2 M

3000bp

2000bp

1500bp

1200bp

1000bp

900bp
800bp
700bp

600bp

500bp

400bp

300bp

200bp

100bp
 

Abb. 13: Aufgereinigte PCR-Produkte: M= Marker (siehe 4.1.4 Abb. 4b); K1= Klon RP24-571N6; K2= Klon 

SBI153H13; K3= ZR47B15. P1, P2 entspricht der jeweiligen Zuckerrübenlinie. Es werden je 10µl der Proben 

aufgetragen, dass entspricht bei P1 und P2 300ng, bei RP24-571N6 461ng, SBI153H13 689ng und bei ZR47B15 

710ng. Vom Marker werden je 6µl aufgetragen. Das Gel lief bei 8V/cm. 

 

Der DNA-Gehalt der Proben muss für die Markierungsreaktion bekannt sein, deshalb werden 

die Proben nach der Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem Nanodrop 3.0 gemessen. Die 

Proben von P1, P2 und der Kontrollklone enthalten im Durchschnitt 173ng/µl amplifizierte 

DNA (für die F2-Generation siehe Anhang B). Zu niedrig konzentrierte Proben werden 

mittels einer SpeedVac SC 110 (Life Science International GMBH) aufkonzentriert.  

 

5.4 DNA-Markierung 

Die aufgereinigten PCR-Produkte müssen für den Scanvorgang nach der Hybridisierung mit 

einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden. Die doppelsträngige DNA wird mittels Erhitzen 

in Einzelstränge aufgespaltet. Zufällig konstruierte Primer (Oktamere), die von der Firma 

Agilent geliefert werden, lagern sich an diese an und das Klenow-Fragment baut die dNTPs 

ein. An manchen dieser Nukleotide ist ein Fluoreszenzfarbstoff, in diesem Fall Cyanin-3, 

befestigt und gelangt so in die doppelsträngige DNA (Feinberg und Vogelstein 1983) (für das 

genaue Protokoll siehe 4.2.2.5).  
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Um zu kontrollieren ob genug Fluoreszenzfarbstoff eingebaut worden ist, werden die Proben 

mit dem Programm „Microarray Measurement“ mittels Nanodrop 3.0 gemessen. Mit den aus 

dieser Messung ermittelten Werten, welche sind: Konzentration in ng/µl und Markierung in 

pmol/µl, lässt sich die spezifische Aktivität [pmol/µg] jeder Probe berechnen (siehe auch 

4.2.2.6). Dieser Wert wird benötigt um zu wissen, dass die Markierung ausreicht aber nicht zu 

stark ist, um noch ein signifikantes Signal beim Scannen zu erzeugen. Der Wert soll zwischen 

25pmol/µg und 40pmol/µg liegen (Empfehlung der Firma Agilent). 

5.4.1 Ergebnisse der Markierungsreaktionen 

Die spezifische Aktivität von den aufgetragenen Proben beträgt für den 4x44K Array bei  

P1 22,97pmol/µg, bei P2 23,00pmol/µg und bei ZR47B15 32,57pmol/µg. Die spezifische 

Aktivität der Proben vom 2x105K Array zählt bei P1 35,71pmol/µg und bei  

P2 34,12pmol/µg. Bei der F2-Generation werden nur Stichproben der 196 markierten Proben 

berechnet (siehe Tab. 11). 

 

F2-Linie Nr. 122 128 107 147 161 164 166 109 93 65 17 94 

pmol/µg 34,8 31,6 29,9 30,9 32,1 33,3 29,2 27,3 30,0 22,6 27,3 31,2 

Tab. 11: Die F2-Linien bekommen vor der Extraktion Nummern von 1 bis 196, zu sehen in der ersten Zeile. In 

der Zweiten ist die dazugehörige spezifische Aktivität angezeigt.  

 

Da immer 16 bis 24 Proben in einem Durchlauf markiert und aufgereinigt werden, kann man 

pro Lauf nur ein bis zwei Proben messen. Denn an der Stärke der Färbung jeder Probe ist eine 

zu schwache oder zu starke Markierung visuell erkennbar. 

 

5.5 Microarrays 

Um Polymorphismen zu entdecken, werden die Amplikons von P1 und P2 auf denselben 

Microarray hybridisiert. Der Microarray auf den die Amplikons der F2-Generation 

hybridisiert werden, setzt sich aus den Oligonukleotiden zusammen, die einen 

Polymorphismus zwischen P1 und P2 aufgedeckt haben. 

Die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin-3 markierte amplifizierte DNA wird auf 

Microarrays der Firma Agilent Technologies aufgetragen, und 24 Stunden bei 65°C in einem 

dafür bestimmten Ofen hybridisiert (siehe unter 4.2.3). Danach werden die Microarrays mit 

zwei unterschiedlichen Waschpuffern gewaschen und sofort mit einem Microarray-Scanner 

von Agilent gescannt (siehe unter 4.2.4). 
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Die auf den Microarrays befindlichen Oligonukleotide stammen aus BAC-Endsequenzen und 

cDNA-Sequenzen (ESTs) von Zuckerrüben. Für die Anzahl und Herkunft der ESTs und 

BAC-Endsequenzen, welche auf einen Polymorphismus getestet werden, siehe Tab. 12. 

 

 Anzahl Herkunft 

ESTs 13194 GenBank (NCBI) 

BAC-Endsequenzen 5723 GenBank (NCBI) 

BAC-Endsequenzen 26380 Gabi-Beet Projekt 

Summe 45297  

 Tab. 12: Insgesamt werden 13.194 cDNA Sequenzen und 32.103  

BAC-Endsequenzen überprüft. 

 

Die Sequenzen wurden von meiner Kollegin Juliane Dohm nach Schnittstellen von BamHI 

und BglII untersucht, und falls welche vorhanden waren, in 80 bis 200 Basen lange Fragmente 

geteilt. Diese Fragmente enthalten genau eine BamHI- oder BglII- Schnittstelle und mittels 

einer Datenbank mit Pflanzen spezifischen repetitiven Sequenzen werden diese  

DNA-Fragmente maskiert. Insgesamt sind es 50432 Fragmente mit Schnittstellen und daher 

auch gleichviel Oligonukleotide, die auf einen Polymorphismus getestet werden. Die 

Diskrepanz zur Summe von 45297 aus Tab. 12 ergibt sich dadurch, dass mehrere Fragmente 

von einer BAC-Endsequenz oder einer cDNA-Sequenz stammen können. 

Die sequenzierten Zuckerüben BAC-Klone ZR47B15 und SBI153H13 und der Maus  

BAC-Klon RP24-571N6 werden mit dem Programm NEBcutter V2.0 bearbeitet. Das 

Programm ermöglicht Sequenzen virtuell mit Restriktionsenzymen, in diesem Fall mit BamHI 

und BglII zu verdauen. Die dabei entstehenden Fragmente werden ebenfalls mittels einer 

Datenbank mit Pflanzen spezifischen repetitiven Sequenzen und RepeatMasker maskiert, und 

gemeinsam mit den von den BAC-Endsequenzen und ESTs stammenden Fragmenten in ein 

Online-Programm der Firma Agilent Technologies namens earray 

(http://earray.chem.agilent.com/ earray/login.do) geladen. Auf dieser Website kann man sich 

Microarrays in verschiedenen Formaten mit den nach eigenem Wunsch gefertigten 

Oligonukleotiden zusammenstellen und diese bestellen.  

Die Standardlänge der Oligonukleotide beträgt 60 Basen (60mer)  

(Wolber et. al 2006). Da die Fragmente aber länger sind, berechnet earray das 60mer, welches 

die besten Hybridisierungseigenschaften hat.  

Da kürzere Oligonukleotide spezifischer sind, möchte ich überprüfen ob 30 Basen lange 

Oligonukleotide (30mer) mit demselben Standardprotokoll ein genaueres Ergebnis liefern. 
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Die 30mere sind entstanden, indem von den 60meren am linken und am rechten Ende je 15 

Basen entfernt wurden (siehe genaues Protokoll 4.3.1).  

Beim Bestellvorgang wählt man zuerst das Format und die Spezifität aus. In diesem Fall 

handelt es sich um Genexpressionsarrays im 4x44K, 2x105K und 8x15K Format (siehe 4.1.5). 

Dann werden die Oligonukleotide, die auf den Microarray sollen, ausgewählt und per Internet 

bestellt. Der erste Microarray ist im 4x44K-Format. Dieses Format besitzt den Vorteil neben 

P1 und P2 noch Platz für eine Positiv- und eine Negativkontrolle zu bieten. 

 

5.5.1 4x44K Microarray 

Auf dem 4x44K Microarray befinden sich 21.720 verschiedene Oligonukleotide, einmal als 

30mer und einmal als 60mer. Diese 21720 setzen sich aus 10.860 Oligonukleotiden 

zusammen die von ESTs stammen und die anderen 10.860 stammen von  

BAC-Endsequenzen. Die restlichen ca. 200 freien Plätze werden mit den 

Kontrolloligonukleotiden aufgefüllt.  

Aus diesen 21.200 Oligonukleotiden werden die heraus gesucht, die bei P1 ein positives und 

bei P2 ein negatives Signal liefern und umgekehrt. Ebenso wird untersucht ob 30mere und 

60mere ein unterschiedliches Ergebnis abgeben. 

Auf den 4x44K Microarray werden drei verschiedene Proben hybridisiert (Abb. 14), von P1 

und P2 jeweils 1µg und als Positivkontrolle 0,05ng vom BAC-Klon ZR47B15. Auf das vierte 

Feld wird nur Hybridisierungspuffer geladen.  

 
     P1          P2       ZR47B15          Hyb. Puffer 

 

Abb. 14:Bild des 4x44K Microarrays nach dem Scanvorgang. 
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P1 und P2 zeigen in der Abb.13 eine starke, gleichmäßige Hybridisierungsdichte und auf den 

ersten Blick nicht viel Unterschied. Die Signale von ZR47B15 sind mit freiem Auge nicht 

erkennbar, da nur 27 Oligonukleotide von 70 möglichen ein Signal geben, und daher im 

Gesamtbild von 44000 Oligonukleotiden untergehen. Die Negativkontrolle mit dem 

Hybridisierungspuffer hat funktioniert, denn es gibt kein Signal auf diesem Feld. 

Für die Auswertung der Signale, ob sie als positive oder negative gewertet werden, müssen 

Grenzen (= Normalisierungswert N) gezogen werden. Dazu wird das optische Signal 

herangezogen (siehe 4.3.3.1). Der Grenzwert für P1 beträgt 115 und für P2 125  

(siehe Tab. 10). 

Die Auswertung ergibt, dass 3183 Oligonukleotide bei P1 ein positives und bei P2 ein 

negatives Signal liefern, und 2012 Oligonukleotiden liefern bei P1 ein negatives und bei P2 

ein positives Signal. In Summe sind daher unter den 44000 Oligonukleotiden  

5195 Markerkandidaten  vorhanden, die einen Polymorphismus anzeigen. Die Aufteilung in 

BAC-Endsequenzen und ESTs sind dem Diagramm 1 zu entnehmen. 

 

 

Auswertung 4x44K Microarray
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849
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P1+P2-

   30mer  
P1-P2+

BAC-Endsequenz

ESTs

 
Diagramm 1: Die Unterteilung der 5195 Markerkandidaten in BAC-Endsequenzen, ESTs, 30mere und 60mere. 

Obwohl gleichviel ESTs und BAC-Endsequenzen verwendet werden, zeigen mehr BAC-Endsequenzen als ESTs 

Unterschiede zwischen P1 und P2 (2889 BAC-Endsequenzen; 2306 ESTs). Dasselbe gilt für die 30mere und 

60mere. (2153 30mere; 3042 60mere). Die 2153 Markerkandidaten der 30mere sind identisch mit 2153 der 3042 

Markerkandidaten der 60mere.  
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5.5.2 2x105K Microarray 

Nach der erfolgreichen Positivkontrolle (ZR47B15) und Negativkontrolle 

(Hybridisierungspuffer) auf dem 4x44K Microarray wird für die weiteren Oligonukleotide ein 

anderes Format (2x105K siehe Abb. 15) gewählt, welches erlaubt mehr als 100.000 

Oligonukleotide mit einer Hybridisierung miteinander zu vergleichen.  

 

         P1       P2 

 

Abb. 15:Bild des 2x105K Microarrays nach dem Scanvorgang. 

 

 

Die Auswertung des 2x105K Microarrays liefert 9328 Markerkandidaten , die sich aus 8891 

Oligonukleotiden, welche bei P1 ein positives und bei P2 ein negatives Signal und 437 

Oligonukleotide die bei P1 ein negatives und bei P2 ein positives Signal verursachen, 

zusammensetzen. Die Aufteilung in BAC-Endsequenzen und ESTs ist dem Diagramm 2 zu 

entnehmen. 
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Auswertung 2x105K Microarray
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Diagramm 2: Die Unterteilung der 9328 Markerkandidaten in BAC-Endsequenzen, ESTs, 30mere und 60mere. 

Der Grund warum mehr BAC-Endsequenzen (7779 Kandidaten) als ESTs (1549 Kandidaten) Unterschiede 

zwischen P1 und P2 haben, ist, dass mehr Oligonukleotide von BAC-Endsequenzen stammen als von ESTs. Es 

kommen nämlich im Verhältnis 4 zu 1 mehr BAC-Endsequenzen auf diesem Microarray vor. Die 30mere (1917 

Kandidaten) und 60mere (7411 Kandidaten)  sind im Verhältnis 1 zu 1 verteilt wie zuvor bei dem 4x44K 

Microarray. 

 

5.5.3 8x15K Microarray 

Für die Hybridisierung der F2-Population war ein Microarray von Vorteil, mit dem man 

kostengünstig sowohl möglichst rasch, als auch möglichst viele Genotypen in einem 

Hybridisierungsvorgang bearbeiten kann. Hierfür eignet sich der 8x15K Microarray am 

Besten, da die Summe der Markerkandidaten des 4x44K Microarrays und des 2x105K 

Microarrays geringer ist als 15.000. Somit können alle Oligonukleotide auf einem Feld des 

Microarrays platziert werden. Es können gleichzeitig acht verschiedene Genotypen auf einem 

Microarray hybridisiert werden, was von großem Vorteil ist, wenn man 196 Proben zu 

hybridisieren hat. 

Die Zusammensetzung der Oligonukleotide des 8x15K Microarrays siehe Tab. 13. 
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 30mer 60mer 

BAC-Endsequenzen 2807 7861 

ESTs 1263 2592 

Summe 4070 10453 

Kontrollklon RP24-571N6 5x49 5x59 

   Tab. 13: Zusammensetzung der Oligonukleotide des 8x15K Arrays. 
 

Von den 14523 Markerkandidaten  gaben 12074 bei P1 ein positives und bei P2 ein 

negatives Signal. Die restlichen 2449 Oligonukleotide verursachen bei P1 ein negatives und 

bei P2 ein positives Signal. 10668 Oligonukleotide stammen von einer BAC- Endsequenz und 

3855 von ESTs. 

Es werden dreißig 8x15K Microarrays benötigt, um die 196 Genotypen der F2-Generation zu 

hybridisieren, da sich einige Proben während der Hybridisierung nicht gleichmäßig über den 

Array verteilt haben. In der Abb.16 sieht man einen der 8x15 Microarrays. 

 

G90       G91    G92     G93 

G94       G100   G96       G97 
 
Abb. 16: Bild eines 8x15K Microarray nach dem Scanvorgang. Auf die acht Felder werden acht Proben von 

unterschiedlichen Genotypen der F2-Generation hybridisiert. G90 = Genotyp Nr. 90 

 

Für die Auswertung des 8x15K Microarray wird die Normalisierungsmethode weiter 

verfeinert (siehe 4.3.3.2.). Zu den normalisierten Werten die weiterhin auf den optischen 

Signalen beruhen, kommen nun Schwellenwerte. Dies ist möglich, da der Logarithmus der 

normalisierten Werte genommen wird, und die Werte dadurch in positive und negative Zahlen 

umgewandelt werden. Dies erlaubt eine Schwelle im positiven Bereich bei 0,4 und eine im 

negativen Bereich bei -0,4 zu setzen. Die Werte, die über 0,4 beziehungsweise  
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unter -0,4 liegen, werden als positive beziehungsweise negative Signale vermerkt. Die Werte 

zwischen den Schwellen werden für die weiteren Berechnungen nicht mehr verwendet. 

 

 

5.6 Placement-Map berechnet mit Mapmaker 3.0 

Die Werte der Microarrays werden folgendermaßen normalisiert. Auf Grund der optischen 

Signale wird ein Normalisierungswert N festgelegt, durch den alle Werte geteilt werden. Von 

den daraus entstehenden Werten wird der Logarithmus (ln) genommen. So werden alle Werte 

die zwischen null und eins liegen, also kleiner als der Normalisierungswert N sind, in 

negative Zahlen umgewandelt. Somit können Schwellenwerte gesetzt werden, die bei 0,4 und 

-0,4 liegen (siehe 4.3.2). Wenn ein Oligonukleotid bei den 4x44K und 2x105K Arrays ein 

Muster von „P1 positiv“ (P1+) und „P2 negativ“ (P2-) ergibt, bekommt dieses bei einem 

positiven Signal auf einem 8x15K Array ein Score von D. Wenn es negativ ist, dann den 

Score B. Im umgekehrten Falle von „P1 negativ“ (P1-) und „P2 positiv“ (P2+) ergibt das bei 

einem positiven Signal den Score C und bei einem negativen A. Wenn der Wert zwischen den 

Schwellen liegt, bekommt das Oligonukleotid den Score -, was bedeutet, dass dieser Genotyp 

für dieses Oligonukleotid keine Information enthält (siehe 4.3.3). 

Nach der Normalisierung der Microarray-Daten und deren Verarbeitung zu  

Scores = Genotypisierungswerten werden die Genotypisierungswerte der Markerkandidaten 

mit den Genotypisierungswerten von Markern einer bereits vorhandenen genetischen Karte 

des Zuckerrübengenoms verglichen (Schneider et. al 2007). Die Genotypisierungswerte der 

bekannten Marker werden gemeinsam mit den Genotypisierungswerten, der 300 von mir 

berechneten Markerkandidaten, in einer einzigen Datei in das Programm Mapmaker 3.0 

geladen (siehe auch 4.3.5). Man gibt dem Programm den Befehl „framework“, der die 

Funktion hat aus den Genotypisierungswerten, welche von den bekannten Loci stammen, eine 

genetische Karte zu berechnen. In dieser Karte sind nun die Marker in den Kopplungsgruppen 

an den bekannten Positionen verankert. Dann erteilt man den Befehl „place“, um die eigenen 

Genotypisierungswerte mit den bekannten Werten zu vergleichen. Das Programm berechnet 

auf Grund der Genotypisierungswerte, ob und wenn ja, wo die Markerkandidaten in den 

einzelnen Kopplungsgruppen platziert werden können. Diese Art von Karte nennt man 

„Placement-Map“, da Marker in eine bestehende Karte platziert werden. 

Dass meine Genotypisierungswerte von dominanten Markern stammen und die bekannten 

Werte von kodominanten Markern stellt kein Problem dar, da dem Programm beide Arten von 

Genotypisierungswerten bekannt sind (Lander et. al 1993). 
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5.6.1 Ergebnisse von MapMaker 3.0 

Man erwartet eine Verteilung der Genotypisierungswerte im Bereich von 3 zu 1, auf Grund 

dessen, da es sich um dominante Marker handelt. Bei dominanten Markern geben die 

heterozygoten Genotypen, egal ob +/- oder -/+, immer das gleiche Signal wie der homozygote 

Genotyp +/+, deswegen können diese nur von dem homozygoten Genotyp -/- unterschieden 

werden. Da in einer F2-Population alle vier Möglichkeiten (+/-; -/+; +/+; -/-) gleich stark 

vertreten sein sollen, kommt es bei dominanten Markern zur 3 zu 1 Verteilung der Genotypen 

in de F2-Population. Siehe Abb. 4 unter 3.2.3 F2-Populationen  

Auf Grund dieses Wissens kann man schon im Vorhinein einige Marker ausschließen, die 

diese Bedingung nicht erfüllen und daher aussortiert werden. Von den ca. 15.000 

Markerkandidaten werden nur 5892 in das Programm geladen. Da nur die Markerkandidaten 

verwendet werden, von denen nicht mehr als 93% der Genotypisierungswerte gleich sind. 

Außerdem müssen mindestens 55 Werte auf ein eindeutig positives oder negatives Signal am 

Microarray zurückzuführen sein (siehe auch 4.3.4).  

 

 30mer 60mer Summe 

BAC-Endsequenzen 1081 3667 4742 

EST 282 862 1144 

Summe 1363 4529 5892 

Tab.14: Einteilung der 5892 Markerkandidaten in Oligonukleotidlänge (30mer oder 60mer) und die Herkunft der 

Oligonukleotide. Das Verhältnis von BAC-Endsequenzen zu ESTs beträgt auf dem gesamten 8x15K Microarray 

3 zu 1 und hat sich nun nach der Auswahl von 5892 auf 5 zu 1 verändert. Die Aufteilung in 30mere und 60mere 

hat sich im Vergleich mit den gesamten Oligonukleotiden kaum verändert. 

 

 

Das Programm Mapmaker 3.0 kann von den 5892 Markerkandidaten allerdings nur 293 einer 

Kopplungsgruppe zuteilen. Das entspricht in etwa 5% der Marker die von Mapmaker 3.0 

platziert werden sollten. Die 293 Marker werden jeweils nur einer Kopplungsgruppe zugeteilt. 

Für die genaue Aufteilung der Marker siehe Diagramm 3. 
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Aufteilung der Marker in Kopplungsgruppen
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Diagramm 3: Aufteilung der gefundenen Marker nach Kopplungsgruppen. Die Verteilung ist zum Teil darauf 

zurückzuführen, dass in der Kopplungsgruppe sechs mit 118 bekannten Markern fast doppelt so viele wie bei der 

Kopplungsgruppe eins mit 61 zum Vergleich zur Verfügung stehen. Außerdem ist die Kopplungsgruppe sechs 

mit 225,5cM die längste und die Kopplungsgruppe eins mit 122,7cM die kürzeste. Die Verteilung entspricht also 

der Länge der Kopplungsgruppen in cM und der Anzahl der bereits verankerten Marker. 

 

Manche Marker sind allerdings in einer Kopplungsgruppe mehreren Positionen zugeordnet. 

Dies ist darauf zurückzuführen, weil Abschnitte in den Kopplungsgruppen vorkommen, bei 

denen mehrere bekannte Marker sehr nahe bei einander liegen, bis zu sechs Marker innerhalb 

eines centimorgans. Die Genotypisierungswerte dieser Marker sind so ähnlich, dass die 

Markerkandidaten zwischen jedem Markerpaar platziert werden können. 

Die Herkunft der 293 Marker ist in der Tabelle 15 nachzusehen.  

 

Herkunft Anzahl 

BAC-Endsequenzen 228 

ESTs 63 

Summe 291 

Tab. 15: Die Herkunft der Marker ist nach der Herkunft des Oligonukleotids geordnet,  

welches den Polymorphismus detektiert hat.  

 

Das Verhältnis BAC-Endsequenzen zu ESTs entspricht damit im Wesentlichen dem 

Verhältnis, in dem sie auf dem 8x15K Microarray vorkommen (siehe Tab. 14).  
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Oligonukleotidlänge Anzahl 

30mer 52 

60mer 241 

Summe 293 

Tab. 16: Aufteilung der Marker nach der Oligonukleotidlänge 

in 30mere und 60mere. 

 

Die 52 30mere stammen von keinem der 241 60mere ab, das heißt es gibt keine Kontrolle, ob 

ein 30mer das selbe Ergebnis liefert, wie das 60mer mit dem es die mittleren dreißig Basen 

gemeinsam hat.  

 

 



54 

6. Diskussion 

 

Da die Zuckerrübe (Beta vulgaris var. vulgaris) zu den Fremdbestäuber zählt, ist sie ein sehr 

heterozygoter Organismus mit vielen Polymorphismen. Dieser Umstand wird zur genetischen 

Kartierung genützt, da die Polymorphismen als genetische Marker Verwendung finden. 

Dieses Wissen wird für diese Arbeit ausgenutzt, indem man Polymorphismen zweier 

Zuckerrüben Elternstämme mit einer modifizierten AFLP-Methode  

(Himmelbauer et al. 1998) und deren Verknüpfung mit der Microarray-Technologie sucht und 

findet.  

Diese ca. 14.500 Polymorphismen (siehe 5.5.3) bilden die Grundlage für die Genotypisierung 

der 196 F2-Genotypen der beiden Elternlinien. Mit deren Hilfe soll eine genetische Karte mit 

dem Programm Mapmaker 3.0 erstellt werden. 

 

Da man aber mit dieser Methode nur dominante Marker erhält, kann man auf Grund dieser 

Informationen nur sehr schwer eine eigenständige genetische Karte berechnen. Denn bei 

dominanten Markern lassen sich Homozygote (+/+) von Heterozygoten (+/-) nicht 

unterscheiden, was die Wahrscheinlichkeit einer Beobachtung eines 

Rekombinationsereignisses zwischen zwei Loci erheblich reduziert. Eine Möglichkeit diesen 

Nachteil auszugleichen ist die Anzahl der Genotypen zu erhöhen. Man kann versuchen auf 

Grund der Intensitätsunterschiede der Signale die Heterozygoten von den Homozygoten zu 

unterscheiden, da die Heterozygoten nur ein halb so starkes Signal geben wie die 

Homozygoten (Bensch und Akesson, 2005). 

Bei meiner Arbeit kann allerdings die Anzahl der Genotypen nicht erhöht werden, da die 

Generationszeit der Zuckerrübe zu lange ist, und es zu kostspielig ist, innerhalb kurzer Zeit 

über eine entsprechend große Anzahl an Genotypen zu verfügen. Die Intensitätsunterschiede 

wiederum sind nur bei der Auswertung eines Gels möglich, weil nur dadurch ein Vergleich 

gleich großer Amplikons an der Bandenstärke möglich ist. Bei der Auswertung eines 

Microarrays ist dies nicht möglich, da man die Größe der markierten Fragmente nicht kennt. 

Kurze Fragmente kommen in der hybridisierten Probe in deutlich höherer Konzentration vor, 

als lange Fragmente. Zum Beispiel haben 100bp-Fragmente eine bis zu zehnfach höhere 

molare Konzentration als 1000bp-Fragmente (Lane et al. 2004). Deshalb geben die kürzeren 

Amplikons stärkere Signale als längere, und infolgedessen lassen sich die Signale von 

Microarrays nicht in Hetero- oder Homozygot unterteilen. 
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Aus diesen Gründen werden die 5892 vielversprechendsten Markerkandidaten (siehe 4.3.4) in 

eine bekannte genetische Karte mit 715 Markern platziert. Allerdings lassen sich nur 293 der 

5892 Marker jeweils einer Kopplungsgruppe zuordnen. Dies sind nur sehr wenige, von den 

knapp 15.000 getesteten. Man erwartet sich deutlich mehr, mindestens im Bereich zwischen 

1000 und 2000 Marker. Die 293 Marker liegen in Regionen der Kopplungsgruppen, die sehr 

dicht von bereits bekannten Markern kartiert sind. Ihre Genotypisierungswerte werden mit 

denen ihrer Markernachbarn verglichen, und sind mit diesen sehr ähnlich, was den Schluss 

zulässt, dass die 293 eingeordneten Marker an den richtigen Stellen platziert sind. 

 

Da die Ausbeute sehr gering erscheint, wird dieses Ergebnis durch weitere Experimente 

überprüft. Die Übereinstimmung der Anordnung der eigenen Genotypen wird mit der 

Anordnung der bereits bekannten und kartierten Genotypen (Schneider et. al 2007), welche 

aus derselben F2-Population stammen, verglichen. Falls hier ein Fehler vorliegen soll, können 

die Marker falsch in die bestehende genetische Karte platziert worden sein. Hierfür werden 

die F2-Genotypen nach demselben Protokoll typisiert wie ein Marker, der auch bei Schneider 

et. al vorkommt. Als Ergebnis erhält man diesmal kodominante Genotypisierungswerte, 

welche mit denen des bekannten Markers übereinstimmen. Dieses Experiment wurde von 

Stefanie Palczewski, einer Mitarbeiterin der Gruppe Himmelbauer durchgeführt, und zeigt, 

dass die Anordnung der Genotypisierungswerte beider F2-Generationen überein stimmen.  

 

Ein weiterer Punkt der überprüft wird, ist die Normalisierung der 8x15K Microarrays (siehe 

4.3.3). Hierfür werden zehn Prozent des Normalisierungswertes N von demselben abgezogen 

(N-10%) oder addiert (N+10%). Mit dem neuen Wert werden mit den ursprünglichen 

Schwellen, die bei +0,4 und -0,4 (siehe 4.3.3.2) liegen, die Werte der 8x15K Microarrays 

normalisiert. 

Die Schwellen geben die Grenze an, wann ein Signal als positiv bewertet wird, das heißt, der 

Wert muss nach der Normalisierung größer sein als 0,4, und wann ein Signal als negativ 

bewertet wird, das heißt, der Wert muss nach der Normalisierung kleiner als sein -0,4. Wenn 

der Wert zwischen den Schwellen liegt, bedeutet dies, dass dieser Genotyp für den 

betreffenden Marker keine Information bereitstellt. Die Genotypisierungswerte, die nach der 

Normalisierung mit dem Normalisierungswert N-10% entstehen, kommen näher an die 

vorhersagbare 3:1 Verteilung (siehe Abb. 4 unter Punkt 3.2.3) der Genotypisierungswerte 

heran, als die eigentlichen Werte mit dem Normalisierungswert N. Die Werte bei N+10% 

liefern ein gegenteiliges Ergebnis. 
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Auch die Schwellenwerte werden verändert von 0,4 auf 0,8 und -0,4 auf -0,8. Hier zeigt sich, 

dass die Werte bei den Schwellen von 0,4 und -0,4 näher an der 3:1 Verteilung sind als bei 0,8 

und -0,8, und das bei allen drei verwendeten Normalisierungswerten N, N+10% und N-10%.  

Einfluss auf das Ergebnis können auch Sekundärstrukturen von Amplikons haben, die zu 

falschen negativen Signalen bei der Hybridisierung führen. Die Länge der Amplikons spielt 

dabei aber keine Rolle (Lane et al. 2004). Dass nur 5% der Marker eingeordnet werden 

können, dafür kann dieser Effekt allerdings nicht verantwortlich sein. 

 

Da dominante Marker weniger Informationen liefern als kodominante sind sie nur von 

Vorteil, wenn man sie schnell, günstig und in großer Zahl erzeugen kann. Dies sollte bei der 

in dieser Arbeit verwendeten Strategie der Fall sein. Die Möglichkeit mit demselben Versuch 

mehrere tausend Polymorphismen zu untersuchen, spricht eindeutig für diese array-basierte 

Methode. Ein weiterer Vorteil ist, dass die genetisch kartierten Marker über die 

Oligonukleotide der Microarrays, wenn diese von Sequenzen stammen, welche auch für die 

physikalische Kartierung verwendet werden, die genetische Karte mit der physikalischen 

Karte verknüpfen kann. 

Dies soll auch bei diesem Projekt möglich sein. Es sollen möglichst viele Marker aus diesem 

Projekte für die physikalische Kartierung und dessen Folgeprojekt der Genomsequenzierung 

zur Verfügung stehen. Da man sich bis zu 3000 Marker aus diesem Projekt erwartet hat und 

es nur ein Bruchteil dessen geworden ist, ist der Nutzen für das Gesamtprojekt „physikalische 

Kartierung“ gleich null.  

 

Eine mögliche Fehlerquelle, die aber im Zuge dieser Arbeit nicht mehr überprüft werden 

kann, ist die Auswertung und Normalisierung der 4x44K und 2x105K Microarrays.  

Der Schlüssel dieses gesamten Experiments liegt bei der Auswertung der Microarrays, auf 

denen die beiden Elternlinien hybridisiert werden. Denn dabei werden die Oligonukleotide 

bestimmt, welche einen Polymorphismus aufweisen. Die Grenzen, die darüber bestimmen ob 

ein Signal als positiv oder als negativ gewertet wird, sind der entscheidende Faktor und 

müssen durch ein einfach anzuwendendes mathematisches Werkzeug ermittelt werden, das 

reproduzierbare Ergebnisse (= Grenzwerte) liefert. Denn die optischen Signale, auf denen die 

Zahlenwerte beruhen, sind von mehreren Faktoren wie Markierungs- und 

Hybridisierungsreaktion abhängig, und sind daher nur bedingt geeignet als Grenzwert zu 

fungieren.  
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7.1 Webadressen der Internetquellen 

 

 

http://www.zuckerverbaende.de  (Verein der Zuckerindustrie) 

 

https://earray.chem.agilent.com/earray/  (earray Website) 

 

https://chem.agilent.com  (Agilent Technologies) 

 

http://www.neb.com (New England Biolabs) 

 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php  (NEBcutter V2.0) 

 

http://www.repeatmasker.org  (RepeatMasker) 
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8. Anhang 
 

 

Anhang A: Die Tabelle enthält die Menge des Pflanzenmaterials, welches für die 

DNA-Extraktion eingewogen wurde, und die Menge der Ausbeute an 

genomischer DNA nach der Extraktion. Allerdings nur die Genotypen 

der F2-Generation. 

 

Anhang B: Zeigt die Ausbeute der PCR-Reaktionen, gemessen mit dem Nanodrop 

3.0. Weiters enthält die Tabelle Informationen wie viel Volumen der 

einzelnen Ansätze in den Markierungsreaktionen eingesetzt werden. 

Widerrum nur die der Genotypen der F2-Generation. 

 

Anhang C: Auflistung der Fragmente aus denen die Kontrolloligonukleotide 

stammen. Enthält Informationen über die Länge der Fragmente, der 

Koordinaten der Anfangs- und Endbasen und welche Enzyme das 

Fragment aus dem BAC-Klon geschnitten haben. 
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8.1 Anhang A 
 

Genotyp 
Nr. 

Eingewogenes 
Pflanzenmaterial 

in mg 

Ausbeute d. 
Extraktion 

in µg 
Genotyp 

Nr. 

Eingewogenes 
Pflanzenmaterial 

in mg 

Ausbeute d. 
Extraktion in 

µg 
1 169,8 5,9 53 208,4 8,3 
2 112,5 7,7 54 154,3 6,2 
3 210 6,6 55 210,6 12,8 
4 159 6,3 56 223,8 2,9 
5 192,5 7,1 57 275 2,8 
6 214,5 7,6 58 192 2,2 
7 155,6 14,6 59 160,1 5,9 
8 169,5 1,4 60 170 1,4 
9 208,3 3,1 61 185,8 1,5 
10 167,9 12,2 62 221 10,2 
11 169,5 8 63 205 4,5 
12 166 10,1 64 193,8 2,6 
13 124,7 18,3 65 180 1,8 
14 151,9 8 66 184,3 4,3 
15 169,5 8,6 67 171,5 3,5 
16 188,3 10,2 68 155 6,3 
17 185,7 12,7 69 146,3 3,8 
18 150,7 11,2 70 220,6 8,1 
19 155,2 7,3 71 211,3 1,1 
20 148,6 8,9 72 197 2,6 
21 294 1,7 73 144,2 3,4 
22 181,9 6,3 74 252 2,3 
23 176,2 4,8 75 284,7 6,2 
24 222,9 5,4 76 158,2 3,1 
25 166,9 2,1 77 190,2 2,6 
26 171,7 3,7 78 122,4 4,3 
27 242 7,1 79 140,3 3,1 
28 233,1 9,4 80 183,1 8,5 
29 173 2,6 81 158,1 4,5 
30 179 3,7 82 218,5 2,4 
31 185,3 4,6 83 174,8 7,2 
32 102,5 6,5 84 148 14 
33 232,3 3,6 85 135,8 3,9 
34 204 2,3 86 182 2,1 
35 169 1,5 87 190 7,1 
36 167,9 3,4 88 Pilzbefall - 
37 196,8 3,9 89 161,2 5,6 
38 229 5,6 90 158,2 3,4 
39 165 3,3 91 135,8 7,8 
40 199 10,9 92 186,6 7,8 
41 227,9 3,1 93 155,8 2,7 
42 273 6,3 94 160,1 2,5 
43 148,4 7,4 95 170,3 8,6 
44 196 3,5 96 210,8 2,2 
45 133,6 4,3 97 140,9 6,6 
46 264 7,3 98 157,4 2,1 
47 163,2 6,7 99 198,8 4,1 
48 187,4 4 100 154,4 2,7 
49 305 4 101 213,9 8,6 
50 186,4 1,9 102 144,8 7,5 
51 143,3 2,8 103 185,3 8,7 
52 238,9 3,9 104 203,7 5,4 
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Anhang A 
 

Genotyp 
Nr. 

Eingewogenes 
Pflanzenmaterial 

in mg 

Ausbeute d. 
Extraktion 

in µg 
Genotyp 

Nr. 

Eingewogenes 
Pflanzenmaterial 

in mg 

Ausbeute d. 
Extraktion in 

µg 
105 126,5 7,8 156 136,6 1,2 
106 226 12,9 157 163 3,2 
107 132,1 6,3 158 120,5 7,3 
108 137,3 6 159 142,9 2,4 
109 160 4 160 160 3,3 
110 122,4 9,5 161 139 3,8 
111 191 10,3 162 196 4,1 
112 147 3,6 163 154,9 3 
113 177,9 4,6 164 204,6 7,1 
114 102,5 3,5 165 174 5,5 
115 180,3 13,2 166 133,6 6,4 
116 167,8 5,7 167 134,3 11,9 
117 P2 Elter - 168 185,8 4,7 
118 135,4 14,4 169 137,7 7,8 
119 136,9 2,7 170 147,5 1,9 
120 135,5 2,5 171 173,9 4,8 
121 141 15,6 172 172 3,2 
122 314 2,9 173 139,5 1,7 
123 144,5 3,2 174 143,3 8,8 
124 160,1 6 175 176,6 16 
125 171,7 9,2 176 180,4 12 
126 156,8 9,6 177 130,7 8,2 
127 144,5 8,4 178 168,2 6,2 
128 198,6 4,4 179 170,6 3,6 
129 184 2,3 180 124,2 5,6 
130 185,4 12,4 181 125,5 2,7 
131 244,1 9,3 182 120 3,2 
132 186,9 7,9 183 130,1 4,6 
133 187,6 8,3 184 139,6 12,4 
134 166,8 5,4 185 167,5 6,1 
135 212 3,4 186 137,9 10,3 
136 188,1 7 187 166,9 7,8 
137 158,6 11,7 188 173,8 1,9 
138 240 3,6 189 155,3 11 
139 209,5 8,1 190 195,1 7,3 
140 206,4 9,3 191 221 5,9 
141 178,3 2,9 192 215 5,7 
142 114,9 7,4 193 169,3 3,1 
143 205,2 14,7 194 234,5 4,5 
144 236 5,4 195 127,8 8,8 
145 182,4 6,6 196 135,9 5,7 
146 156,8 6,6 
147 145 11,5 
148 137,6 4,5 
149 135,3 6,5 
150 193,9 11,3 
151 183 3,9 
152 258,9 2,3 
153 168,6 10,8 
154 103,9 5,6 
155 130 2,4 
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8.2 Anhang B 
 

Genotyp 
Nr. 

Konzentration 
in ng/µl 

µl der Probe für 
Markierungsreaktion 

verwendet 
Genotyp 

Nr. 
Konzentration 

in ng/µl 

µl der Probe für 
Markierungsreaktion 

verwendet 
1 118,9 4 53 81,5 6 
2 118,5 4 54 72,6 7 
3 89,5 5,5 55 94,8 5 
4 82,5 6 56 49,8 10 
5 47 10 57 71 7 
6 110,1 4,5 58 59,2 8 
7 118,2 4 59 53 7 
8 35,6 13 60 51 7 
9 88,4 5,5 61 31,7 15,5 
10 104,9 5 62 58,7 8 
11 70,5 7 63 55,4 8,5 
12 85,4 6 64 62,9 8 
13 44,5 11 65 59 8 
14 80,2 6 66 63,7 8 
15 66,9 1,5 67 46,9 11 
16 90,1 5,5 68 60,2 8 
17 94,2 5 69 51,9 10 
18 88,9 5,5 70 71,2 7 
19 84,2 6 71 38,1 13 
20 102,1 5 72 65,9 7,5 
21 56,7 9 73 57,3 8 
22 20,3 25 74 55,3 8 
23 29,1 17 75 104,6 5 
24 71,6 7 76 67 7 
25 54,4 9 77 55,4 9 
26 61,5 8 78 81,6 6 
27 78,2 6 79 32,2 15,5 
28 67,4 7 80 103 5 
29 63,6 8 81 104,4 5 
30 47,7 11 82 52,7 10 
31 57,8 9 83 106,5 5 
32 39 13 84 116,6 4 
33 23,6 21 85 79,9 6 
34 68,9 7 86 75,9 6,5 
35 24,4 20 87 83,4 6 
36 22,1 21 88 Pilz auf Pflanze - 
37 27,9 17 89 80,1 6 
38 57,3 8,5 90 83,3 6 
39 42,7 12 91 46,6 12 
40 62,4 8 92 99,3 5 
41 30,8 17 93 63,9 8 
42 34,5 14 94 76,6 7 
43 49,3 10 95 77,3 7 
44 26,9 18,5 96 34,9 14 
45 67,8 7 97 80,3 6 
46 70,4 7 98 37,2 14 
47 72,8 7 99 74,3 6,5 
48 33,3 15 100 68,3 7 
49 47,7 11 101 81,8 6 
50 51,7 10 102 66,9 7 
51 26,3 19 103 102 5 
52 60,9 8,5 104 83,7 6 
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Anhang B 
 

Genotyp 
Nr. 

Konzentration 
in ng/µl 

µl der Probe für 
Markierungsreaktion 

verwendet 
Genotyp 

Nr. 
Konzentration 

in ng/µl 

µl der Probe für 
Markierungsreaktion 

verwendet 
105 90,3 5,5 157 19,5  
106 86,9 6 158 30,4 17 
107 41,8 12 159 18  
108 34,6 14 160 21,4 24 
109 43,7 12 161 46,9 10 
110 102,6 5 162 34,1 18 
111 79,3 6 163 31,3  
112 71,7 6,5 164 45,4 10 
113 140,8 3,5 165 24 19 
114 82,7 6 166 44,2 10 
115 109,9 4,5 167 39,7 12 
116 98 5 168 24,4 20 
117 P2 Elter - 169 13,8 35 
118 97,9 5 170 20,9 25 
119 27,5 17 171 41 12 
120 14,6 33 172 24,5 20 
121 76,5 6,5 173 37,9 13 
122 40,8 12 174 98,4 5 
123 22,4 23 175 44,5 10 
124 92,5 5,5 176 113,1 4,5 
125 55,9 9 177 132,7 3,5 
126 78,8 6 178 121,5 4 
127 90,4 5,5 179 163,8 3 
128 47,9 10 180 35,4 14 
129 56,9 9 181 56,2 9 
130 104,6 5 182 32,3 15 
131 90,8 5,5 183 73 6,5 
132 19,8 25 184 94,5 5 
133 65,7 7 185 92,4 5 
134 57,9 8 186 102,2 5 
135 37,3 14 187 96,4 5 
136 35,7 14 188 30,9 17 
137 62,5 7,5 189 90,9 5 
138 51 9 190 93,1 5 
139 84,9 6 191 79,7 6 
140 83,5 6 192 25,4 20 
141 51,5 9 193 10,8  
142 86,8 6 194 18,4 27 
143 94,7 5 195 135,5 4 
144 52,7 9 196 59,8 8 
145 52 9 
146 66,3 7 
147 46 10 
148 21,5 25 
149 23,4 22 
150 36,3 14 
151 81,2 6 
152 21,5 25 
153 28,8 17 
154 24 20 
155 14,3 33 
156 17 29 
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8.3 Anhang C 
 

SBI153H13 
 

# Enden Koordinaten Länge (bp)  # Enden Koordinaten Länge (bp)   

1 BglII-BamHI 99212-111832 12621 25 BglII-BglII 
139865-
141680 1816 

2 BglII-BglII 9081-20992 11912 26 BglII-BglII 
119404-
120965 1562 

3 BglII-BamHI 65637-77213 11577 27 BglII-BglII 
138409-
139864 1456 

4 BglII-BamHI 30844-38863 8020 28 BglII-BamHI 
141681-
143074 1394 

5 
BamHI-
BamHI 53882-61812 7931 29 BamHI-BglII 39767-41017 1251 

6 BamHI-BglII 
113833-
119403 5571 30 BglII-BamHI 

136081-
137258 1178 

7 BglII-BglII 
131371-
136080 4710 31 BglII-BglII 64426-65601 1176 

8 
BamHI-
BamHI 89766-94310 4545 32 BamHI-BglII 

137259-
138408 1150 

9 BglII-BglII 78172-82597 4426 33 BamHI-BglII 8045-9080 1036 

10 BamHI-BglII 94311-98440 4130 34 BglII-BglII 49091-50124 1034 

11 BamHI-BglII 27063-30843 3781 35 BglII-BamHI 43230-44215 986 

12 BglII-BamHI 50125-53881 3757 36 BamHI-BglII 77214-78171 958 

13 BamHI-BglII 85103-88812 3710 37 BglII-BamHI 88813-89765 953 

14 BamHI-BglII 23566-26759 3194 38 BglII-BglII 
124014-
124950 937 

15 BglII-BglII 4312-7458 3147 39 BglII-BamHI 
111994-
112926 933 

16 BglII-BglII 
120966-
124013 3048 40 BamHI-BamHI 

112927-
113832 906 

17 BamHI-BglII 
128618-
131370 2753 41 BamHI-BamHI 38864-39766 903 

18 BamHI-BglII 61813-64425 2613 42 BglII-BamHI 98441-99161 721 

19 BglII-BamHI 20993-23565 2573 43 BamHI-BglII 
127239-
127889 651 

20 BglII-BamHI 82598-85102 2505 44 BglII-BglII 7459-7919 461 

21 BamHI-BglII 46620-49090 2471 45 BamHI-BamHI 
128224-
128617 394 

22 BglII-BglII 41018-43229 2212 46 BglII-BamHI 
127890-
128223 334 

23 
BamHI-
BamHI 44466-46619 2154 47 BamHI-BamHI 44216-44465 250 

24 
BamHI-
BamHI 

125191-
127238 2048 48 BglII-BamHI 26760-26986 227 
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49 BglII-BamHI 
124986-
125190 205 52 

BamHI-
BamHI 26987-27062 76 

50 BamHI-BglII 
111833-
111993 161 53 BamHI-BglII 99162-99211 50 

51 BglII-BamHI 7920-8044 125 

 
 

ZR47B15 
 

 
# Enden Koordinaten Länge (bp)   

 
# Enden Koordinaten Länge (bp)   

1 
BamHI-

BglII  47526-59891 12366 21 BamHI-BglII 24553-25866 1314 

2 
BglII-
BamHI 11125-18797 7673 22 BglII-BamHI 98495-99799 1305 

3 
BamHI-
BamHI 

99800-
107410 7611 23 BglII-BglII 84259-85557 1299 

4 
BglII-
BamHI 40253-46431 6179 24 BglII-BglII 97233-98494 1262 

5 
BamHI-

BglII  65753-71887 6135 25 BglII-BglII 25867-27078 1212 

6 
BglII-
BamHI 2452-8527 6076 26 BglII-BglII 580-1749 1170 

7 BglII-BglII  71888-77841 5954 27 BglII-BamHI 23412-24552 1141 

8 BglII-BglII  91311-96990 5680 28 
BamHI-
BamHI 10017-11107 1091 

9 
BamHI-

BglII  86590-91310 4721 29 BglII-BamHI 85558-86589 1032 

10 BglII-BglII 35941-40252 4312 30 BamHI-BglII 46432-47364 933 

11 BglII-BglII 77842-81716 3875 31 BglII-BglII 1750-2420 671 

12 BglII-BglII 27079-30562 3484 32 BglII-BamHI 33009-33659 651 

13 
BamHI-

BglII  18798-22005 3208 33 BglII-BglII 83906-84147 242 

14 
BamHI-

BglII  59941-62983 3043 34 BglII-BglII 96991-97232 242 

15 
BglII-
BamHI 62984-65752 2769 35 BamHI-BglII 35701-35905 205 

16 BglII-BglII 30563-33008 2446 

17 BglII-BglII 81717-83905 2189 

18 
BamHI-
BamHI 33660-35700 2041 

19 
BamHI-
BamHI 8528-10016 1489 

20 BglII-BglII 22006-23411 1406 
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RP24-571N6 
 

 
# Enden Koordinaten Länge (bp)   

 
# Enden Koordinaten Länge (bp)   

1 BglII-BamHI 75611-81929 6319 26 BglII-BamHI 14180-15161 982 

2 BglII-BglII 
100908-
107133 6226 27 BamHI-BglII 33654-34534 881 

3 BglII-BamHI 59855-65576 5722 28 BglII-BamHI 67059-67884 826 

4 BglII-BglII 43905-49453 5549 29 BglII-BglII 7947-8750 804 

5 
BamHI-
BamHI 94246-99254 5009 30 BglII-BamHI 30297-31020 724 

6 BamHI-BglII 67885-72849 4965 31 
BamHI-
BamHI 23765-24478 714 

7 
BamHI-
BamHI 36777-41503 4727 32 BglII-BamHI 36119-36776 658 

8 BamHI-BglII 18369-22869 4501 33 BamHI-BglII 29648-30296 649 

9 BglII-BglII 3939-7946 4008 34 BglII-BamHI 
107134-
107758 625 

10 BglII-BglII 83740-87273 3534 35 BglII-BglII 
115233-
115753 521 

11 BglII-BglII 87274-90358 3085 36 
BamHI-
BamHI 17861-18368 508 

12 
BamHI-
BamHI 15162-17860 2699 37 BglII-BglII 22870-23359 490 

13 
BamHI-
BamHI 31021-33653 2633 38 BglII-BamHI 49454-49883 430 

14 BamHI-BglII 
112655-
115232 2578 39 BglII-BamHI 93825-94245 421 

15 BglII-BglII 1607-3938 2332 40 BglII-BamHI 26384-26792 409 

16 BamHI-BglII 24479-26383 1905 41 BglII-BamHI 23360-23764 405 

17 BglII-BglII 91921-93824 1904 42 BamHI-BglII 35800-36118 319 

18 BamHI-BglII 81985-83739 1755 43 BglII-BglII 43615-43904 290 

19 BamHI-BglII 41866-43614 1749 44 BglII-BglII 75321-75610 290 

20 BamHI-BglII 
99255-
100907 1653 45 BglII-BamHI 57776-58026 251 

21 
(LeftEnd)-

BglII  1-1606 1606 46 BglII-BglII 13936-14179 244 

22 BglII-BglII 90359-91920 1562 47 BamHI-BglII 41504-41726 223 

23 
BamHI-
BamHI 28361-29647 1287 48 BglII-BglII 41727-41851 125 

24 BglII-BglII 
115754-
116892 1139 49 

BamHI-
BamHI 81930-81984 55 

25 BamHI-BglII 58027-59854 1828 
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9. Abkürzungen 
 
Abb. Abbildung 
AFLP amplified fragment length polymorphism 
BAC Bacterial artificial Chromosom 
bp Basenpaar 
ca. circa 
CGH Comparative Genome Hybridisation 
cM centimorgan 
cm Zentimeter 
°C Grad Celsius 
dH2O Destilliertes und autoklaviertes Wasser 
EST expressed sequence tags 
EU Europäische Union 
F1-Generation Erste Generation (Kindergeneration) 
F2-Generation Zweite Generation (Enkelgeneration) 
g Gramm 
h Stunden 
l Liter 
ln Logarithmus 
Mb Megabasen 
min Minuten 
mg Milligramm 
ml Milliliter 
mm Millimeter 
mM Millimolar 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
P1 Erstes Eltern-Individuum der ersten Generation 
P2 Zweites Eltern-Individuum der ersten Generation 
pmol Picomol 
PCR Polymerase chain reaction 
RAPD random amplified polymorphic DNA 
RFLP  restriction fragment length polymorphism 
rpm rounds per minute 
RT Raumtemperatur 
SNP single nucleotide polymorphism 
Tab Tabelle 
V Volt 
YAC Yeast artificial Chromosome 
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