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1. Einleitung

Grüne Pflanzen können von einer Vielzahl von Krankheiten betroffen sein. Dabei wird
eine Krankheit fiir Pflanzen definiert als signifikante Abweichung vom normalen
Metabolismus (Dickinson und Lucas 1982). Somit fallt die Beschäftigung mit jedem
Agens, sei es belebt oder nicht, das eine derartige Abweichunghervorrufen kann, in den
Bereich der Phytopathologie.
Bei diesen Agenzien kann es sich um physikalische oder chemische Einflüsse, um

anorganische oder organische giftige Substanzen, um Pflanzen, Tiere oder
Mikroorganismenhandeln.

Physikalische Faktoren
Licht Temperatur Wasser Sauerstofl"

ematoden Schnecken Käfer Wespen
Motten Schmetterlinge

SchwermetalleMikroorganismen
Bakterien Pilze Mycoplasmen org. Verbindungen Schefeldiohde

Fluoddverbindmgen

Nährstoflinmgel
parasitische Pflanzen

_ _ _ _MineralienUngleichgewichte

I," n
Chemische Faktoren

 
Abb. 1.1: Beispiele für Agenzien, die Pflanzenkrankheitenverursachen können. VerändertnachDickinsonund Lucas (1982).

Auch wenn die Pilze in der Abb. 1.1 nur als einer der Verursacher von

Pflanzenkrankheitenaufgefiihrt werden, ist ihr Anteil insbesondere an den Krankheiten
landwirtschaftlich genutzter Pflanzendoch erheblich.
Im Sommer 1845 breitete sich in Irland die Kraut- und Knollenfaule der Kartofiel
(Solanum tuberosum L.), hervorgerufen durch den PilzPhytophtora infestans (Mont.)
de Bary, epedimieartig aus. Der größte Teil der Ernte ging verloren. Da das Land
weitgehend auf den Ertrag aus dem Kartolfelanbau angewiesen war, waren

Hungersnöte und eine große Auswanderungswelledie unmittelbaren Folgen (Schumann
1991). Mit den Untersuchungen über die Zusammenhänge dieser Epidemie begann die
intensive Forschung aufdem Gebiet der Pflanzenkrankheiten.
Mittlerweile wurde eine Vielzahl von Pilzen als Erreger von Pflanzenkrankheiten
beschrieben. Infektionswegeund Krankheitsverläufe wurden in vielen Fällen detailliert
studiert. Für eine Übersicht sei aufdie Bücher von Schumann (1991), Peggs und Ayres
(1987) sowie Dickinsonund Lucas (1982)verwiesen.
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Wichtig in diesem Zusammenhang ist das Wechselspiel zwischen Pilzund Pflanze. Zwei
interessante Fragestellungen lauten: Welche Abwehrmechanismenhat die Pflanze, um

die Etablierung des Pilzes zu verhindern oder einzudämmen? Wie überwindet ein Pilz
die Abwehrmechanismender Pflanze?

Die bisher bekannten Abwehrmechanismen von Pflanzen gegenüber Pathogenen
werden von Scheel (1992) in 7 Gruppen unterteilt, die in Tabelle 1.1 zusammengestellt
sind.
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 !

IlIII
Tah. 1.1: TypischeAlmehrrealrflonenvon Pflanzengegen Pathogene, mach Scheel (1991).

Wie der Tabelle 1.1 zu entnehmen ist, werden Abwehrreaktionen in der Regel auf

genetischer Ebenereguliert.
Einer der aufgeführten Faktoren bei der pflanzlichen Abwehrreaktion ist die
Akkumulation sogenannter Phytoalexine.
Phytoalexine sind im allgemeinen lipophileSubstanzen, die als Sekundärmetabolitevon

Pflanzen synthetisiert und häufig an Infektionsstellen oder an Wunden derart hoch
akkumuliert werden, daß sie hemmend aufdie Entwicklungvon Pilzen oder Bakterien
wirken (Kuc und Rush 1985). Kuc und Rush (1985) geben an, daß in mindestens 17
PflanzenfarnilienPhytoalexin-Akkumulationim Rahmen der Abwehrreaktiongegenüber
Pathogenenbeobachtetwurde.
Ihrer Ansicht nach ist die Kompetenz bestimmte, als Phytoalexine einsetzbare,
Sekundärmetaboliteproduzieren zu können, charakteristisch fiir eine Pflanzenfamilie.
Entscheidend fiir die Resistenz gegenüber bestimmten Pathogenen ist nicht die
Synthesefahigkeit an sich, sondern die genetische Ausstattung der Pflanze, mit deren
Hilfe sie die Pathogene erkennt und daraufliin Syntheseraten und Akkumulationsorte
der von ihr synthetisierbarenPhytoalexinesteuert.

Im Unterschied zu den Abwehrmechanismen von Tieren gegenüber einzelnen
Pathogenen, z.B. mit Hilfevon Antikörpern, ist die Regulation bei Pflanzen weniger
spezifisch.
Pflanzen erkennen in erster Linie Verletzungen und den Kontakt mit "Nicht-selbst"-

Komponenten, die als Elicitoren wirken
.
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1.1

So werden beispielsweise nach Untersuchungen von Varns et al. (l971b) gekochte,
wäßrige Extrakte von Phytophtora infestans durch Solanum tuberosum unabhängig
von Pilzrasse oder Kartoffelsorte über die gleichen Elicitoren (bestimmte Fettsäuren,
aus den Gruppen der Arachidonsäurenund Eicosapentaenonsäuren) erkannt und lösen
Phytoalexin-Akkumulation,sowie die hypersensitive Reaktion aus (Varnset al. 1971a).
Kompatible Rassen müssen demnach über Gene verfiigen, mit deren Hilfe sie die
prinzipiell mögliche Erkennungdurch den Wirt unterdrücken (Kuc und Rush 1985).

Kann ein Pilz die Erkennung durch die Pflanze nicht oder nur zum Teil verhindern, so

wird er mit den Abwehrreaktionender Pflanzekonfrontiert.
Erfolgreiche Pathogene müssen in diesen Fallen in der Lage sein, z.B. die von der
Wirtspflanze synthetisierten Phytoalexine in weniger toxische Komponenten umzu-

wandeln. Alternativ bzw. ergänzend dazu können die Pathogene so ausgestattet sein,
daß sie von den produzierten Phytoalexinratennicht oder nur wenig gehemmt werden
(VanEttenet al. 1982).

Als Beispiele fiir solche Parasiten seien hier die auch im weiteren besprochenen
Fusarien-Arten Nectria haematococca (Berk.) (anamorph: Fusarium solani [Mart.]
Sacc.) und Gibberella pulicaris (Fries) Sacc. (anamorph: Fusarium sambuccinum
[Fuckel]) angeführt. Bei beiden handelt es sich um ubiquitär verbreitete Organismen,
die eine Reihe von pflanzlichenWirten befallen, darüberhinausaber auch saprophytisch
existieren können.

Demethylierung von Pisatin als ein Faktor für die Virulenz von

Nhaematococca

Die Entgifiung des Phytoalexins Pisatin aus Erbsen (Pisum sativum L.) durch
Nhaematococca MP VI gehört zu den bestuntersuchten Beispielen für den
Zusammenhang zwischen der Fähigkeit zum Phytoalexinabbauund der Virulenz eines
Pilzes(Weltring 1992).
VanEtten et al. (1989) fanden eine enge Korrelation zwischen der Virulenz von

Wildisolatenund ihrer Fähigkeit, Pisatin abbauen zu können.
Stoffwechselphysiologisch handelt es sich bei dem entscheidenden Entgiflungsschritt
um eine Demethylierung. Das Schlüsselenzym dabei ist eine Cytochrom P-450
Monooxygenase, die die Demethylierung von Pisatin zu öa-Hydroxymaacldain
katalysiert (VanEttenet al. 1975, 1989).
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Abb. 1.2: Demethylicmngvon Pisafin durch NhaanatacoccaMP VI.AWeltfing(1992).

Das Gen fiir die Pisatin-Demethylasewird als Pda-Gen bezeichnet. Von Weltring et al.
(1988) wurde die Isolation eines solchen Gens beschrieben. Die Isolation erfolgte in
diesem Fall über den Weg der Komplementation eines Pda‘ Stammes von Aspergillus
nidulans (Tieghem) aus einer genomischen Bank von Mhaematococca. Dazu wurde
A.nidulans mit Klonen einer genomischen DNA-Bibliothek von Nhaematococca
(Stamm T-9) transformiert. Es gelang ein PdaT9-Gen in A.nidulans konstitutiv zu

exprirnieren, zu reisolierenund zu sequenzieren.
Weiterhin wurde mit diesem Gen ein Pda‘-Stamm von Mhaematococcatransformiert,
wodurch sich sein Phänotyp zu Pda+ änderte (VanEttenet al. 1989).
Die Sequenz des isolierten PdaT9 Gens zeigte Homologie zu anderen P-450
Monooxygenasen, was als letzter Beweis fiir die erfolgreiche Klonierung des die
Pisatin- Entgiftung katalysierendenEnzyms angesehen wurde.
Mit Hilfedes so isolierten Gens konnten 5 weitere, nicht miteinander gekoppelte Allele
des Pda-Gens gefunden werden WVeltring 1992). Die strukturelle Ähnlichkeit dieser
Gene liegt bei 92%, sie unterscheiden sich jedoch in ihren regulatorischen Sequenzen.
Unterschiede innerhalb der regulatorischen Bereiche sind vermutlich nrit verschieden
hoher Virulenz gekoppelt (Miao et al. 1991a).

Durch Hybridisierungsexperimentewurde herausgefimden, daß die bisher untersuchten
Feldisolate jeweils nicht mehr als zwei der sechs Pda-Allele in aktiver Form besitzen.
Nichtvirulente Isolate von Mhaematococcabesaßen bis aufeine Ausnahme keines der
Pda-Allele (Miao et al. 1991a).

Es ist gelungen, ein Pda-Gen in Cochliobolus heterostrophus (Drechsler), einem Mais-
Pathogen, zu exprimieren. Der Effekt war, daß der transforrnierte Stamm dadurch zum

PathogenaufPisum sativum wurde, eine Eigenschaft, die der untransformierte Stamm
nicht besitzt (Schäfer et al. 1989). Weiterhin wurde von Schäfer et al. (1989)
beschrieben, daß die Transformation von A.niduIans‚ einem Saprophyten, mit
demselben Gen nicht zur Virulenz auf Erbsen fiihrt. Daraus wird geschlossen, daß
neben der Fähigkeit Pisatin zu entgifien noch weitere Gene erforderlich sind, um auf
diesem Wirt existieren zu können.
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Schäfer et al. (1989) bezeichnet sie als "fiindamentale Gene für Pathogenität", die
reinen Saprophyten offenbar fehlen.
Die Befimde weisen stark daraufhin, daß das Pda-Gen ein wichtiger Faktor fiir die
Virulenz aufP.sativum ist.

Bezüglich der Lokalisationder Pda-Gene beiMhaematococcawurden Untersuchungen
zur Karyotypanalyse durchgefiihrt (Miao et al. l99la/b). In vorausgegangenen
Kreuzungen war aufgefallen, daß das Pda6-Gen nicht wie erwartet seggregierte.
Mhaematococcaist ein haploider Ascomycet, so daß bei der Kreuzung zweier Stämme
mit einem aktiven Pda6-1-Gen nur PdzÜ-Nachkommenerwartet wurden. Tatsächlich
beobachtete man aber in einigen Asci eine 4:4 Aufspaltung des Pda+- und Pda'-

Phänotyps. Bei den Pdr-Nachkommen konnte das Pda6-1-Gen über Hybridisierung
von genornischer DNA mit dem PdaT—9-Gen nicht nachgewiesen werden, woraus auf
einen Totalverlust des Gens im Rahmen der Meiose geschlossen werden mußte.
In Hybridisierungen des klonierten PdaT-9 Genes mit pulsfeldgelelektrophoretischen
Auftrennungen von chDNA (chromosomale DNA) der Eltemstämme aus der o.a.

Kreuzung wurde das Pda6-1-Gen bei beiden Eltern auf einem 1,6 mbp großen
Chromosom lokalisiert. Alle Pda‘-Nachkommen aus dieser Kreuzung zeigten
Veränderungen, die das 1,6 mbp Chromosom betrafen (Miao et al. 199lb). Das
Chromosom fehlte oder war teilweise deletiert. Auch fiir die Pda+-Nachkommenwaren

innerhalb des ursprünglichen 1,6 mbp Chromosoms Veränderungen aufgetreten. Hier
wurden ebenfallsDeletionen beobachtet, die jedoch nicht das Pda6-1-Gen umfaßten. In
anderen Fällen war das gesamte 1,6 mbp Chromosom doppelt vorhanden.
Auch die veränderten Chromosomen der Fl-Generation erwiesen sich in weiteren

Kreuzungen als unstabil.Aus diesen Beobachtungen schlossen Miao et al. (l99lb),daß
es sich bei dem beobachtetenChromosom um ein B-Chromosom handeln müsse.

Unter B-Chromosomen, wie sie von Jones und Rees (1982) fiir Insekten und höhere
Pflanzen beschriebenwurden, versteht man Chromosomen ohne funktionaleGene fiir
den Organismus, die im Rahmen der Meiose ungenau auf die Nachkommen verteilt
werden.
B-Chromosomen bei Pilzen waren bis dahin nur fiir Magnaporthe grisea (Mills und
McCluskey 1990) beschrieben.
Im Unterschied zur Definition der B-Chromosomen enthält das entdeckte 1,6 mbp
Chromosom von Nhaemalococca funktionaleGene. Neben dem Pdaö-Gen wurde von

Miao et al. (1991b) ein weiteres fiir die Metabolisierung des Phytoalexins Maackiain
wichtiges Mak-Gen aufdem unstabilenChromosom lokalisiert.
Diese Beobachtungen lassen den Schluß zu, daß unstabile Chromosomen
möglicherweise eine Rolle bei der genetischen Variabilität phytopathogener Pilze

spielen (Miao et al. 199lb).
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1.2 Untersuchungen zum Abbauvon Phytoalexinendurch G.pulicaris

G.pulicaris ist wie Nhaematococcaein phytopathogenerheterothallischer Ascomycet.
Er hat ein breites Wirtsspektrum und wurde von den unterschiedlichsten Substraten
isoliert (Erde, Mais, Kartoffeln, Zuckerrohr, Nelken, Kakteen, Pinien u.a. Desjardins et

al. 1986, 1989).

Eine bekarmte, von G.pulicaris ausgelöste Pflanzenkrankheitist die Trockenfauleder
Kartoffel. Gpulicaris dringt vornehmlich über vorhandene Wunden, wie sie z.B. im
Rahmen der Ernte entstehen können, ein und bewirkt das Verrotten des
Kartoifelgewebes. Diese Krankheit fiihrt jährlich zu 6% (seltener bis 25%) Verlusten
bei eingelagerten Kartoffeln (Chelkowski 1989). Während der Infektion produziert
Gpulicaris fiir Tiere und Menschen gifiige Trichothecen-Toxine(Hohn 1992), so daß
befalleneKnollen nicht weiter verwendet werden können.

Die Kartoffel synthetisiert auf entsprechende Reize, z.B. Verletzung, eine Reihe von

Phytoalexinen, mit denen der Pilz konfrontiert wird. Die in den höchsten
Konzentrationen produzierten Phytoalexine sind die Sesquiterpene Rishitin und
Lubimin (VanEttenet al. 1989).
Die bisher untersuchten virulenten Wildisolate von Gpulicaris sind, wie oben fiir
Mhaematococcabeschrieben,genetisch so ausgestattet, daß sie diese Stoffe tolerieren
und metabolisierenkönnen (Desjardinsund Gardner 1989).

   
 

‚;_‚_„_A_.„„„fick-T

Rishitin zurüc Relative
Nr. Toleranz gewonnenes Toleranz gewonnenes Virulenz auf
f Lubimina Rishitina Kartofieln

L-
-4

  

Tab: 1.2: Lubimin-Toleranz.Rishitin-Toleranz, Rhhflin-Meabolisnnxsund Virulenz einiger Stimme von Gpulicaris auf
Kartoflellmollen(verändertnachDesjndlmund Gardner 1989).
‘JeweilszoougllishlflnmndLuhhnhwurenindenAmäuenenmahen.AngegebenlstderRestgehaltanLubhnln
undRhlniflnmelflTagen.

Die genauen Abbauwege sind erst teilweise bekannt, insbesondere fiir das Rishitin
kennt man bisher nur ein Abbauprodukt. Dabei handelt es sich um ILIZ-Epoxyrishitin
(Desjardins et al. 1992).
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Abb: 1.2: Die Hauptphytoalexineder Kartoflel:Rishitin und Lnhimin. Ans Weltring (1992).

Untersuchungen zum Rishitinmetabolismus von Brindle et al. (1985) lassen die
Hypothese zu, daß der erste Abbauschritt des Rishitins zum ILIZ-Epoxyrishitin,wie
bei Nhaematococca (s.o.), um durch eine P—45O Monooxygenase katalysiert werden
könnte.

Von Desjardins und Beremand (1986) wurde ein geeignetes genetisches System für
Gpulicaris etabliert. Sie bestimmten für eine Reihe von Stämmen die Kreuzungstypen
und untersuchten, welche Substrate fiir Kreuzungen verwendet werden können. Als gut
geeignet haben sich dabei Kreuzungsansätze auf tyndalisierten Maulbeerbaumästchen
(Morus alba) erwiesen.

Für genetische Untersuchungen zur Virulenz und Phytoalexin-Toleranz wurde eine
Kreuzung zwischen R-6380 und R-7843 durchgeführt (Desjardins und Gardner 1989).
Diese Kreuzung, die mit 1104 bezeichnet wurde, war insofern nicht ideal, als R-7843
gegenüber dem hochvirulenten R-63 80 immer noch schwachvirulent war und auch eine
gewisse Rishitin- und Lubimintoleranz aufwies. Ein anderer, nichtvirulenter Stamm
vom passenden Kreuzungstyp stand jedoch nicht zur Verfiigung.
Desjardins und Beremand (1989) stellten für ihren Kreuzungsansatz 1104 fest, daß
keine voll ausdifferenzierten 8sporigen Tetraden gebildet wurden. Im Durchschnitt
fanden sie 5 oder weniger auskeimendeSporen pro Ascus.
Irmerhalb ihrer Analysen fanden sie, daß die Merkmale Koloniefarbe, Trichothecen-
Hydroxylierung, Kreuzungstyp und die Fähigkeit Protoperithezien zu bilden im
Verhältnis 1:1 segregierten. Dagegen stellten sie Abweichungenin der Segregation der
Merkmale Rishitinmetabolismusfahigkeit (3:l, hoch zu gering) und Virulenz auf
Kanofieln (l:3, hoch zu gering) fest. Hohe Virulenz und hohe Rishitinmetabolis-
musfahigkeit waren dabei immer gekoppelt.

Ein Nachkomme aus der Kreuzung 1104, bezeichnet als 1104—R-6, hatte den
Kreuzungstyp von R-7843, war Rishitin sensitiv und schwach virulent. Mit ihm wurde
eine Rückkreuzung, bezeichnet als Kreuzung 1421, mit R-6380 durchgeführt. Die Asci
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dieser Kreuzung enthielten im Schnitt 7 keimungsfahige Ascosporen, so daß
vollständige Tetradenisoliert und analysiertwerden konnten.
Für die Nachkommen dieser Kreuzung beobachteten Desjardins und Gardner (1989)
eine 4:4 Segregation fiir die Eigenschafi der Virulenz aufKartoffeln.
Für den rishitintoleranten Phänotyp beobachteten sie 4:4, 6:2 und in einem Fall 8:0

(nichttolerantztolerant) Aufspaltungen. Daraus schlossen sie, daß die Rishitintoleranz
von mindestens 2 Genen bewirkt wird, von denen jedes allein fiir den toleranten

Phänotyp ausreicht. Rishitintoleranz und Rishitinmetabolismusfahigkeitsegregierten in

allen untersuchten Tetradengekoppelt.
Das völlige Verschwinden des toleranten und vimlenten Phänotyps in einer isolierten
Tetrade deutet aufGenverlust innerhalb der Meiose hin.
Denkbar wäre, daß die Toleranz- und Virulenzgene auf unstabilen Chromosomen
lokalisiert ist, wie z.B. fiir das Pda-Gen bei Mhaematococca (Miao et al. l991b)
gefunden.
Alle rishitinsensitiven Nachkommen waren nur schwach virulent, wodurch Desjardins
und Gardner (1990) die Hypothese, daß Rishitintoleranz fiir hohe Virulenz erforderlich
ist, gestützt sahen.
Nachkommenaus der Kreuzung 1421 wurden untereinander und wiederum mit R-6380

fiir weitere Analysen der Segregation von Virulenz- und Metabolismus-Genen
verwendet (Desjardins et al. 1992). Dabei konnte fiir die Fähigkeit zum Rishitinabbau
die Existenz von mindestens 2 Metabolismusgenen (RimI und Rim2) bestätigt werden.
Hohe Virulenz erwies sich als gekoppelt an das Rim1—Gen, das den Phänotyp des
schnellen Rishitinmetabolismusbewirkt.

Zur Zeit wird versucht, wie bei Mhaematococca mit dem PdaT9—Gen gelungen, ein
Rishitinmetabolismus-oder ein Lubimimnetabolismusgenzu klonieren (Weltring pers.
Mittlg.).
Dazu wurde eine Cosmid-Genbankkonstruiert (Desjardins et aI. 1992), die das Genom
des Feldisolates Gpulicaris R-6380 umfaßt. R-6380 ist hochvirulent auf Kartofieln,
kann Rishitin und Lubiminmetabolisierenund ist gegenüberbeidentolerant (Tab 1.2).
Mit dieser Genbank wird zur Zeit ein anderes Feldisolat Gpulicaris R-5690
transformiert. R-5690 ist nicht virulent, wenig tolerant gegenüber Lubimin und Rishitin
und kann beide nur langsam metabolisieren (Tab. 1.2).
Ziel ist, metabolisierende Transformantenzu erhalten und aus diesen, analog zum Pda-

Gen, zumindest eines der Metabolismusgenewieder zu reisolieren.

Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismus(RFLP)

Ein weiterer Ansatz ein derartiges Gen zu isolieren ist es über "Chromosome walking"
zu finden.
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Dazu muß jedoch zunächst das Genom von G.puIicaris R-6380 näher charakterisiert
werden. Daraufaufbauend sind chromosomale Marker zu finden, die in unmittelbarer
Nähe des zu isolierenden Gens lokalisert sind.
Für diesen Zweck ist die Erstellung einer RFLP-Karte erforderlich.

Um Restriktionsfiagment-Längen-Polymorphismen(RFLP's) zu finden, trennt man die
zuvor mit einem beliebigenRestriktionsenzym verdaute DNA zweier nahe verwandter
Pilzstämmegelelektrophoretischauf, blottet sie und hybridisiert mit Sonden, die DNA-
Sequenzen des einen der beiden untersuchten Stämme enthalten. Erhält man dabei fiir
beide Stämme ein unterschiedliches Hybridisierungsmuster,so liegt ein RFLP vor.

Diese Beobachtung kann aufDNA-Ebeneeine der folgenden Ursachenhaben:
o eine Schnittstelle fiir das zum Verdau der DNA eingesetzte Enzym ist in einem

Stamm deletiert,
o es existiert in einem der Stämme eine zusätzliche Schnittstelle oder
o einer der beiden Stämme weist gegenüber dem anderen Insertionen oder Deletionen

innerhalb desselben Restriktionsfragmentesauf.

Als Sonden fiir die Detektion solcher RFLP’s werden häufig Einzelkopie-Sequenzen
gewählt, da hierbei die auftretendenBandenmuster in der Regel einfacher auszuwerten
sind als bei Sonden, die Vielfachkopie-Bereichedetektieren (Cooley 1992).

Die Anwendungen, die eine RFLP-Analysebietet, sind vielfältig.
Für die Erstellung von genetischen Karten mit Hilfevon Nachkommeneiner Kreuzung
werden zunächst Einzelkopie-RFLP-Markerfiir die beiden Elternstämme gesucht und
mit diesen die Nachkommenuntersucht (Hulbert et aI. 1988).
Vielfachkopie-Sequenzenwerden dagegen oft fiir Fingerabdruck Untersuchungen nahe
verwandter Stämme eingesetzt, da sie viele Loci gleichzeitigerfassen.
Ein weiteres Beispiel sind RFLP-Untersuchungen, die zur Aufldärung von

Starnrnbäumen dienen. Ilierfiir werden als RFLP-Sonden üblicherweise die
hochkonservierten iibosomalenRNA-Sequenzen eingesetzt (Cooley 1992).

Wie erwähnt, sind RFLP-Analysenein Hilfsmittelfiir die Erstellung genetischer Karten.
Gegenüber anderen Markem haben RFLP-Marker laut Hulbert et aI. (1988) und
Cooley (1992)die folgenden Vorteile:
o sie sind in großer Zahl verfiigbar, bei BedarfHunderte von Markemfür eine einzige

Kreuzung,
o sie sind in der Regel codominat, so daß Genotypen klar erkarmtwerden können,
o sie ermöglichen die Differenzierung zwischen homozygoten und heterozygoten

Individuen,
o sie unterliegen keinem Selektionsdruck,
o die für die AnalysebenötigteDNA kann ausjedem Gewebe gewonnen werden,
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o häufig existieren viele Allele für den detektierten Locus und
o sie können bei enger Kopplung an interessierende Genorte umnittelbar als

Startpunkte fiir die Klonierung der Gene über "Chromosome walking" eingesetzt
werden.

Die Erstellung einer RFLP-Karte erfolgt über eine Analyse der RFLP-Muster der
Nachkommeneiner Kreuzung. Beobachtet wird dabei die Segregation möglichst vieler
Marker, in denen sich die Eltern unterscheiden.
Bei RFLP-Markem ist fiir die beobachteten Allele von einer 1:1 Segregation
auszugehen, insofern sie nicht auf unstabilen Chromosomen lokalisiert sind (s.o.).
Daher wird zunächst die Verteilung der Allele eines Markers auf die Nachkommen
daraufliin untersucht, ob sie signifikant von einem 1:1 Verhältnis abweicht. Eine
Abweichungvom 1:1 Verhältnis kann auch zufällig aufireten. Daher sind statistische
Tests erforderlich, um zu prüfen, ob das erhaltene Verhältnis in Bezug aufdie Größe
der Stichprobe signifikant ist und nicht zufällig erhoben wurde. Häufig wird als
Kriterium der xz-Wert unter der Hypothese einer Gleichverteilungder Allele berechnet
(Sachs 1974, Fleiss 1981). Überschreitet x2 den Wert 3.84 (bei einer Verteilung mit
einem Freiheitsgrad, siehe Fleiss [l98l]), so ist das angenommene Kriterium mit

95%iger Sicherheit abzulehnen. Das bedeutet fiir den Fall der verglichenen Allele, daß
sie zu 95% nicht frei verteilt vorliegen.

Im zweiten Schritt wird die Rekombinationsfrequenzzwischen zwei Markem anhand
der Häufigkeiten der vier auftretenden Klassen von Nachkommen bestimmt. Die
Rekombinationsfiequenz ist der Anteil an Nachkommen aus der untersuchten

Nachkommenpopulation,der bezüglichdes untersuchten Markerpaaresje ein Allel der
beidenEltern besitzt.
Sie ist unmittelbar ein Maß fiir die Kopplung der Marker. Je niedriger die
Rekombinationsfrequenz,desto seltener werden die Marker im Rahmen der Meiose
durch "Crossing over"—Ereignisse getrennt und desto enger liegen sie folglich
beieinander. In der Biologie spricht man statt von Rekombinationsfrequenzenauch von

Morgan-Einheiten und meint dabei den genetischen Abstand zweier Marker (die
Begriffe sind jedoch keine Synonymel). Eine Rekombinationshäufigkeitzwischen zwei
Markemvon 1% entspricht einem CentiMorgan abgekürzt als lcM.
Für eine vertiefende Einführung in die Erstellung genetischer Karten sei an dieser Stelle
auf Suzuki et aI. (1989) verwiesen.

Nachdem für die Markerpaare berechnet wurde, wie eng sie untereinander gekoppelt
sind, muß wiederum ein statistischer Test durchgeführt werden, um abzuschätzen, ob
die beobachtete Verteilung signifikant von einer zufälligen Verteilung abweicht (oder
nicht). Dabei wird, wie oben, der xZ-Wert unter der Hypothese der freien Verteilung
der Markerallele auf die Nachkommen berechnet. Zusätzlich wird ofi das 95%
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Konfidenz-Intervall (Bronson et al. 1989) ermittelt. Man versteht darunter nach Sachs
(1974) ein aus Stichproben berechnetes Intervall, das den wahren aber unbekannten
Parameter (die tatsächliche Rekombinationshäufigkeit) mit einer vorgegebenen
Wahrscheinlichkeitüberdeckt.
In der Praxis (vgl. 2.3.13.2) berechnet man dazu die obere und untere Grenze dieses
Intervalls, das die direkt berechnete Rekombinationshäufigkeit überdeckt. Der
tatsächliche Wert liegt nun, bedingt durch die Größe der Stichprobe, mit 95%
Wahrscheinlichkeit innerhalb dieses Intervalls.
Für eine nicht freie Verteilung der Marker liegt die Rekcmbinationshäufigkeitunter

50%. Sobald daher die obere Grenze des 95% Konfidenz-Intervalls deutlich größer als
50% Rekombinationshäufigkeitist, muß die Annahme der Kopplung abgelehnt werden,
bis eine Analyse mit einer höheren Zahl von Nachkommen möglich ist oder die

Hybridisierung der Marker mit pulsfeldgelelektrophoretisch getrennten Chromosomen
eindeutig Kopplung oder Nichtkopplungergibt.
Ein dritter für die Signifikanz einer Kopplung wichtiger Wert ist der (p-Koeffizient. Er

gibt an, ob die Verteilung auch unabhängig von der Stichprobengröße signifikant ist

(Fleiss 1981).

Die erste RFLP-Karte fiir einen phytopathogenenPilzwurde fiir Bremia lactucaevon

Hulbert et al. (1988) erstellt. Für die Erstellung dieser Karte wurden 61 RFLP-Loci

gefimden. Mit diesen Markem konnte eine vorläufige genetische Karte, bestehend aus

13 Kopplungsgruppen, erstellt werden.
Beobachtet wurde die Cosegregation dieser Marker mit 8 Avirulenz-Loci. Dabei
konnte für einen RFLP-Marker eine Abstand von 6,5 cM zum Avrö-Avirulenz-Gen
ermittelt werden.
Die Größe des gesamten Genoms wurde auf2.000 cM und 5x107 mbp (Hulbert et al.

1988) geschätzt. Demnachentspricht ein Abstandvon 6,5 cM bei B. lactucaeetwa 163

kbp.
Mit Hilfe dieses RFLP—Markers wird die Klonierung des Avr6—Gens über
"Chromosomewalking" versucht (Cooley 1992).

Auch fiir den PilzMagnaporthegrisea‚ ein Reis-Pathogen, wird zur Zeit in mehreren
Laboratorien an RFLP-Karten gearbeitet (Leong und Holden 1989, Valent und

Chumley 1991, Skinner et al. 1990). Bislang konnten mit 175 Markem und 67

Kreuzungsnachkommen6 Kopplungsgmppen (Valent und Chumley 1991) festgestellt
werden. Auch hier beobachteteman Kopplung von RFLP-Markemund 2 potentiellen
Avirulenzgenenund versucht ihre Klonierung über "Chromosomewalking".
Eine weitere, detailierte Karte ist von Tzeng et al. (1992) fiir Cochliobolus
heterostrophus beschriebenworden. Sie wurde mit 91 Kreuzungsnachkommenund 132

Markem erstellt und überdeckt 941 cM. Für Cheterostrophus postulieren Tzeng et al.
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(1992) ein kbp/cM Verhältnis von 23:1. Auch in diesem Fall ist die Isolation von

pathogenitätsbeeinflussendenGenen geplant (Tzenget al. 1992).
Als letztes Beispiel sei die von Raeder et al. (1989) erstellte genetische Karte fiir
Phanerochaete chrysosporium angefiihrt. Hier wurden kbp/cMVerhältnisse von 59:1
ermittelt und Cluster von Lignin-PeroxidaseGenen gefunden.

Ein Grund dafiir, daß zur Zeit fiir mehrere Pilze RFLP—Karten erstellt und darauf
aufbauenddie Klonierung von Genen über "Chromosome walking" versucht wird, ist
das Fehlen effizienter Transforrnationssysteme(Cooley 1992) filr diese Pilze. Daneben
entfällt beim "Chromosomewalking" die oft schwierige Reisolation des Gens aus einem
komplementierten Stamm.

Karyotypanalysemit Hilfevon Pulsfeldgelelektrophoresetechniken
Im Rahmen der Charaktierisierungeines Genoms werden in letzter Zeit immer häufiger
pulsfeldgelelektrophoretische Aufirennungen von Chromosomen der untersuchten
Organismen in die Analysenmit einbezogen.
Bei der Pulsfeldgelelektrophorese(PFGE) handelt es sich um eine Technik, n1it deren
Hilfe sich DNA-Moleküle von bisher bis zu 12 mbp Größe (Mills und McCluskey
1990) voneinandertrennen lassen.
Der Einsatz einer Pulsfeldgelelektrophoresemethodebei Pilzenwurde von Schwarz und
Cantor (1984) sowie von Carle und Olson (1984) erstmals beschrieben. In beiden
Fällen wurde PFGE für die Trennung von Chromosomen der Hefe Saccharomyces
cerevisiaeeingesetzt.
Die ursprüngliche Technik wurde mittlerweile weiterentwickelt, wie in den
Übersichtsartikelnvon Anand (1986) oder Mills und McCluskey (1990) dargestellt ist.
Theoretische Betrachtungen der zugrundeliegenden Bewegung der DNA-Moleküle
durch ein Gel, über dem ein pulsierendes elektrisches Feld liegt, wurden z.B. von Slater
et al. (1987), sowie Lalande et al. (1987) veröflentlicht.
In üblichen Elektrophoresesystemen, die fiir die Trennung restringierter, genomischer
DNA verwendet werden, können DNA-Fragmente von bis zu 20 kbp Länge
aufgetrennt werden. Für größere Fragmente ist der Siebeffektdieser Gele so stark, daß
sie nicht mehr getrennt werden, da ihre Bewegung im Gel nicht mehr mit ihrer Größe
korreliert ist (Millsund McCluskey 1990).
In Pulsfeldgelelektrophoresenwird nun der Winkel des elektrischen Feldes während des
Laufes innerhalb vorgegebener Abstände verändert. Üblicherweise liegt diese

Winkeländerung bei etwa 120° oder darunter. Beträgt die Winkeländerung 180°, so

spricht man von Feldinversionsgelelektrophorese.Der die TrennungbewirkendeEfiekt
beruht darauf, daß die DNA-Molekülemit steigender Größe immer länger brauchen, bis
sie sich nach einer Winkeländerung des Feldes wieder optimal zum elektrischen Feld
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ausgerichtet haben und mit der Nettowanderung beginnen. Die Pulszeiten werden
möglichst so gewählt, daß sich die Moleküle der Größenbereiche‚ die aufgetrennt
werden sollen, hauptsächlich in der Reorientierungsphase und nur kurz in der
Bewegungsphasebefinden(Millsund McCluskey 1990).

Seit der Publizierungdieser Technikvor 8 Jahren sind fiir mehr als 25 PilzeKaryotypen
(Cooley 1992)bestimmtworden, regelmäßig kommen neue hinzu.
Auch fiir die Gruppe der phytopathogenenPilze wurde eine Reihe von Karyotypen
bestimmt. Einige davon sind in Tab 1.2 dargestellt.

   Chromosomen Chromosomen [kb
‚

Colletotrichumgloeosporioides
A Chromosomen 3 — 5 2 000 - 6.000
B Chromosomen 3 - 10 270 - 1.200

Cochliobolusheterostrophus
A Chromosomen 15 1.300 - 3.700
B Chromosomen 1 1.300

Fusarium oxysporum

   

  
 
 

 
   

f.sp. conglutinans 8 2.200 - 6.200
f.S‚ rahani l1 630 - 6.400 i

6 - 14 1
Magnaporthegrisea - 1

A Chromosomen 5 - 6 3.000 - 12.000 1
B Chromosomen 1 - 4 500 - 2.000 1i111111111

Tab 1.2: Elektrophoreflsche Knryotypen einiger phytopathogenerPlln. Nach Cooley (1992) und Mill: und McCluskey
(1990).

Die Auflrennungund die Größenbestimmungder Chromosomen eines Pilzesermöglicht
die Bestimmung der absoluten Genomgröße.
Diese kam dann z.B. im Rahmen einer RFLP-Analyse fiir die Bestimmung des
Verhältnisses von physikalischem und genetischem Abstand zweier Marker (kbp/cM)
verwendet werden.

Weiterhin läßt sich durch Hybridisierung von RFLP-Markem mit pulsfeldgel-
elektrophoretisch aufgetrennten Chromosomen die Lage der Kopplungsgruppen
bestimmen. Ofi wird auch die Kopplung von Markern, die nach der genetischen
Analyse einen Abstand von mehr als 20 cM haben, durch Hybridisierungsexperimente
überprüft (Tzenget al. 1992).
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Nützlich ist die Auftrennung der Chromosomen fiir geplante Genklonierungen über
"Chromosome walking". Es ist möglich, die aufgetrennten Chromosomen aus dem Gel
zu isolieren und damit, wie von Zolan et al. (1992) fiir Coprinus cinereus beschrieben,
chromosomenspezifischeGenbänkeanzulegen.

In jüngster Zeit erfahrt bei phytopathogenenPilzen insbesondere die Beobachtung der

instabilen, kleinen B-Chromosomen-Äquivalente höchste Aufmerksamkeit. Nachdem
von Miao et al. (1991b) auf einem solchen Chromosom von Nhaematococca ein für
die Resistenz gegenüber dem Phytoalexin Pisatin wichtiges Gen lokalisiert wurde, kann
man sich für die B-Chromosomen eine wichtige Funktion beim lateralen Gentransport
zwischen verschiedenen Pilzstämmen vorstellen. Triflidiese Hypothese zu, so könnte
sie die hohe Variabilitätmancher phytopathogenerPilze und ihre Anpassungsfähigkeit
an verschiedenste Wirte erklären.

1.5 Problemstellung: Molekulare Analyse des Genoms von Gibberella
pulicaris
Innerhalb der hier vorgelegten Arbeit sollten Analysen des Genoms von G.pulicaris im
HinblickaufphytopathogeneMerkmaledurchgeführt werden.

Einerseits sollte versucht werden, die bisher unbekannten Karyotypen des auf
Kartofieln phytopathogenenStarnrnes R-6380 und der nicht phytopathogenenStämme
R-7843 und R-5690 zu bestimmenund zu vergleichen.
Aufiretende Unterschiede zwischen den Karyotypen sollten daraufhin analysiert
werden, ob sie in Verbindungmit phytopathogenenEigenschaften stehen.

Parallel dazu sollte eine Kreuzung zwischen den Stämme R-6380 und R-7843

durchgefiihrt und eine Reihe von Nachkommen isoliert werden. Dieser

Kreuzungsansatz ist bereits einmal von Desjardins und Gardner (1989) als fertil
beschrieben (Kreuzung 1104) worden und diente daher u.a. der Etablierung der

Kreuzungstechnik fiir G.pulicaris innerhalb der Arbeitsgruppe.
Für die Nachkommensollten die von den Eltern vererbten Eigenschaften "Virulenz auf
Kartoffeln" und "Fähigkeit zur Metabolisierung des Phytoalexins Rishitin" bestimmt
werden.

Als dritter Bereich sollten die von Weltring (Desjardins et al. 1992) hergestellten
Cosmid- und Plasmidgenbänkevon G.puIicaris R-6380 daraufhin getestet werde, ob
sie sich fiir die Suche nachRFLP-Markemeignen.
Für die gefimdenen RFLP-Marker sollte ihre Segregation innerhalb der

Kreuzungsnachkommen analysiert und vorhandene Kopplungsgruppen bestimmt
werden.
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Sofern vorhanden, sollten auch Kopplungen der untersuchten phytopathogenen
Eigenschaften mit RFLP-Markem aufgezeigt werden.
Diese Untersuchungen sollten abklären, ob unter den gegebenen Voraussetzungen die

Erstellung einer RFLP-Karte fiir Gpulicaris durchführbar und hilfreich fiir die

Klonierung von Genen über "Chromosomewalking" sein könnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Stämme

Gibberella pulicaris (Stamm R-6380): Wildisolat von Solanum tuberosum aus der
BundesrepublikDeutschland, Matl-1, lvfln+

‚
Fmn'*’‚ Rim1+, Rim2+ (Desjardins

und Gardner 1991). Die mit (K) bezeichneten Stämme wurden von Desjardins
(pers. Mittlg.) zur Verfügung gestellt. lvfit (L) bezeichnetete Stämme wurden
fiisch aus lyophilisiertemMyzel, das von Nelson (pers. Mittlg.) zur Verfügung
gestellt wurde, angezogen.

Gibberellapulicaris (Stamm R-5690):Bodenisolat (Desjardinsund Gardner 1989).

Gibberella pulicaris (Stamm R-7843): Wildisolat von Dianthus caryophyllus
(Gartennelke) aus Chile, Matl-2, Mln+‚ Fmn‘, Riml‘, Rim2‘ (Desjardins und
Gardner 1991). Die mit (K) bezeichneten Stämme wurden von Desjardins (pers.
Mittlg.) zur Verfügung gestellt. Mit (L) bezeichnetete Stämme wurden frisch
aus lyophilisiettemMyzel, das von Nelson (pers. Mittlg.) zur Verfiigung gestellt
wurde, angezogen.

Nachkommen aus der Kreuzung 1104 (Desjardins und Gardner 1989) zwischen

G.pulicaris Stamm R-6380 und R—7843 wurden fieundlicherweise von

Desjardins (pers. Mittlg.) zur Verfiigung gestellt. Die Bezeichnung dieser
Nachkommenbeginnt mit 1104-.

Nachkommenaus der selbst durchgeführten Kreuzung von Gpulicaris Stamm R-6380

und R-7843 (Aufstellung, siehe Anhang). Die Bezeichnung dieser Nachkommen
beginnt mit RAP oder P3A1- (vgl.3.l.2).

2.1.2 Genbanken

Promotor-Test-Genbank (PTG) von genomischer DNA von G.pulicaris R-638O in
E.coli HBIOI. 0,5 - 2,0 kbp Insertionen in pKBcosHT (Weltring unveröffentlicht).

Cosmid-Genbankvon genomischer DNA von Gpulicaris R-6380 in E.coli DH1. 40 -

45 kbp Insertionen in pGPC 1 (Desjardinset al. 1992).
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2.1.3 Chemikalien

Amersham:
Babendererde:
Biometra:

Biozym:
Boehringer:

Diagen:

Difco:
DuPont :

Felegara:
Gibco-BRL:
Macherey-Nagel:
New EnglandBiolabs:
Novo Biolabs:
Oxoid:
Pharmacia:
Riedel-de-Haen:
Roth:
Schleicher&Schuell:
Serva:

Sigma:

Tropix:
Westmilch:

 

Hybond-N
Nytex-Membran
PFGE-Chromosomenstandards (Schizosaccharomyces
pombe, Stamm CBS 1058 und Saccharomyces cervisiae
Stamm Way 5-4A), GTP-Agarose
FastLane-Agarose, InCert-Agarose
Ethidiumbron1id‚ Random Piimed Labeling Kit, DIG
DNA Labeling and Detection Kit, Nylonmembran
Qiagen—Aflinitätschromatographiesäulen,
Nylonmembranen
Casaminosäuren
Genescreen-, GenescreenJr-Nylonmembran, oc-[32P]-
dATP
V8-Gemüsesafi
Agarose, Pepton No. 140, YeastExtract, Select-Agar
Membranfilter
Ä-Leiter PFGE Marker
Novozym 234 (Chargen: PPM-3276‚ PPM-3897)
Malzextrakt
DNA-PolymeraseI, Restriktionsenzyme
Essigsäure, Isopropanol
Ethanol, Saccharose, Sorbit
Rundfilter,Membranfilter,Einmal-Filterhalter
Ampicillin, Lysozym, Maleinsäure, Natiiumdodecylsulfat
(SDS)‚ Dextranblau,Bromphenolblau
Driselase (Lot 29F-O206)‚ Chitinase (LOT 11H4028),
CTAB
AIN/{PPD‚CSPD
Magermilchpulver

Alle weiteren Chemikalienstammen von der Firma Merck.
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2.1.4 Häufig verwendete Puffer und Lösungen

AMPPD-Lösung: AMPPD-Vorratslösung (10 mg/ml) 1:100 verdünnt in Puffer III

Antikörperlösung: Anti-DIG—Antikörperkonjugat1:10.000 verdünnt in Puffer II.

CSPD-Lösung: CSPD-Vorratslösung (11,6 mg/ml) 1:100 verdünnt in Puffer HI
CTAB-Puffer: 1% CTAB, 0,7 M NaCl‚ 0,1% Mercaptoethanol, 10 mM EDTA,

50 mM TIis-HCl
chDNA-Lysepuffer : l0 mM Tris-HCl, 0,5 M EDTA, 1 mg/ml Proteinase K, 1%

Sarkosyl,pH 8,0
Dehybridisierungs-
Puffer: 1 x TE, 1% SDS
Denaturierungspuffer:1,5 M NaCl‚ 0,5 M NaOI-I, pH 12,5
(Vor-)Hybridi—
sierungslösung : 7% SDS, 5 x SSC, 2% Blocking (aus 10% Stammlösung in

Puffer I), 0,1% Laurylsarkosyl,50% Fonnamid
Lagerpufier: 10 mM Tris-HCI,0,5 M EDTA, pH 0,8
Lysis buffer: 0,5% Triton-X-IOO, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, 10 mM

Saccharose, 0,1% Lysozym, pH 8,0
Neutralisationspuffer: 2 M NaCl‚ 1 M Tris-HCI,pH 5,5
Pilz-Lysepufier: 100 mM EDTA pH 8,0, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 1% SDS,

0,2% ProteinaseK
Puffer I (n.r.M.): 0,1 M Maleinsäure, 0,15 M NaCl‚ pH 7,5
Puffer II (n.r.M.); 1% Blocking Reagenz in Puffer I
Puffer III (n.r.M.): 0,1 M Tris-HCl,0,1 M NaCl‚ 50 mM MgClz
Saltfree: 10 mM EDTA, 40 mM Tris-HCl,pH 8,2
SSC (20x): 150 mM NaCl‚ l5 mM Na-Citrat, pH 7,0
STC (0,85 M): 0,85 M Sorbit, 10 mM Tris-HCl,50 mM CaCl2‚ pH 7,5
STC (1,2 M): 1,2 M Sorbit, l0 mM Tris-HCl,50 mM CaClg,pH 7,5
STET-Pufier: 8% Saccharose, 5% Triton-X-IOO, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-

HCl, pH 8,0
TE: 10 mM TrisHCl pH 8,0, 1 mM EDTA, pH 8,0
TBE (10x): 0,89 M Tris-HCl, 0,89 M Borsäure, 20 mM EDTA, pH 9,0 (für

PFGE)
TAE (20x): 0,8 M Tris-HCl, 40 mM EDTA, pH 8,0 mit Essigsäure

eingestellt (fiir PFGE und normale Elektrophoresen)
Waschlösung I : 0,1% SDS, 2 x SSC
Waschlösung II: 0,1% SDS, 0,1 x SSC
Waschputfer: 0,3% Tween20 in Puffer I



2. Material und Methoden 19 

2.2

2.2.1

2.2.2

2.3

2.3.1

Medien und Kulturbedingungen
E.coli

Die Anzucht der E.coli-Kloneaus den Genbanken erfolgte aufLB-Mediumnach Miller
(1972) (10 g/1 Casein, 5 g/1 Yeast Extract, 5 g/1 NaCl‚ pH 7,2, 2% Agar [nur fiir
Festmedien], dem jeweils 50 mg/1 Ampicillinzugefiigt wurde (Selektionsdruck).
Flüssigkulturen wurden bei 37°C und 180 U/min inkubiert.

G.pulicaris

P1atten-‚ bzw. Schrägagarröhrchenkulturen der verwendeten Stämme wurden mit V8-
Medium (Stevens 1974), bestehend aus: 3 g/1 CaCO3‚ 20% V8-Gemüsesaft und 2%
Agar angelegt.
Die Platten wurden bei RT unter ständiger Beleuchtung inkubiert, um die Sporulation
anzuregen.

Flüssigkulturen mit abgeschwemmten Sporen erfolgten in YEPD-Medium, bestehend
aus: 0,3% Yeast Extract, 1% Pepton und 2% Glucose. Die Inkubation erfolgte bei
28°C und 180 U/min.

Methoden

Plasmidisolationaus E.coli

Um eine optimale Ausbeute an Plasrnid- bzw. Cosmid-DNA für anschließende
Markierungsexperimente zu erhalten, wurden verschiedene Methoden zur

Plasmidisolationgetestet.

2.3.1.1 KochmethodenI und H

KochmethodeI
Diese Methode fiir eine Plasmid Minipräparation im Eppendorfmaßstab erfolgt nach
einer Beschreibung von Holmes und Quigley (1981).
Die eingesetzten Klone wurden dazu in je 1 ml LBamp angeimpft und ü.N. auf dem
Schüttler inlcubiert, pelletiert, in 75 ul Lysepufier resuspendiert und wie bei Holmes
und Quigley ( 1981) beschriebenweiter behandelt.
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KochmethodeH
_

Im Unterschied zu der o.a. Kochmethode I wurde hier ein anderer Lysepufiier,
bezeichnet als "Lysis buffer“, verwendet. Darüberhinauswurde die DNA 2mal gefallt,
um eine höhere Aufreinigung zu erreichen.
Die wie in Kochmethode I angezogenen und pelletierten Zellen wurden in je 200 ul
Lysis bufi'er (Weltring, unveröffentlicht) resuspendiert, genau 1 Minute gekocht und
dann fiir 15 Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge (12.000 U/min) zentrifugiert. Das

Pellet wurde entfernt und die Plasmid-bzw. Cosmid-DNA mit 0,1 Vol 3 M Na-Acetat

und 2 Vol Ethanolbei -70°C fiir 30 Minuten gefallt. Nach 10 minütiger Zentrifugation
in der EppendorfZentrifuge (12.000 U/min) wurde der Überstandverworfen, das Pellet

getrocknet und in 100 ul TE gelöst. Dann wurden je 50 ul Wasser und anschließend
100 ul einer wäßrigen Lösung mit 20% PEG 4000 und 2,5 M NaCl zupipettiert und

die Fällung fiir eine Stunde bei 0°C durchgeführt. Anschließend wurde wiederum für 15

Minuten in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert, der Überstand verworfen, das Pellet
mit 70% Ethanolgewaschen, getrocknet und abschließend in 20 ul TE aufgenommen.
Diese Isolationsmethodelieferte eine höhere DNA-Ausbeute als Kochmethode I und
wurde daher insbesonderefiir die Plasmidpräparationverwendet.

2.3.1.2 Plasmidisolationmit Hilfevon Qiagensäulen

2.3.2

In dieser Plasrnid-, bzw. Cosmidisolationsmethodewird die Plasmidisolation durch
alkalischeLyse und eine daran anschließende Aufreinigung der isolierten DNA mit Hilfe

von Afiinitätschromatographiesäulen durchgefiihrt. Man erhält so weitgehend von

Verunreinigungen freie DNA-Präparationen. Die Anzucht der Klone erfolgte wie oben

beschrieben,jedoch in einem größeren Volumen (5-10ml). Die Isolation erfolgte nach

Angaben des Herstellers mit Qiagen-tip-20 Säulen.

DNA-Präparationvon G.pulicaris

Für die Präparation genomischer DNA von Gpulicaris wurden die Stämme zunächst
fiir 3-5 Tage in Flüssigkultur angezogen, das Myzel dann abfiltriert, 2mal mit Wasser

gewaschen, unter flüssigem Stickstofi’ eingefroren und lyophilisiert. Das getrocknete
Myzel wurde unter flüssigem Stickstoff aufgerieben und bis zur DNA—Isolation bei

-20°C in geeigneten Plastikgefaßengelagert.
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2.3.2.1 DNA-Präparationmit Aufreinigung im CsCI—Gradienten

Das pulverisierte Myzel wurde in GSA-Bechem mit Pilz—Lysepuffer knapp l Minute

resuspendiert, dann 1 h bei 37°C, sowie im Anschluß daran l h bei 60°C unter leichtem
Schwenken inkubiert.
Myzelreste wurden im GSA-Rotor bei 10.000 U/min 15 Minuten abzentrifugiert. Der
Überstand wurde in neue Zentrifugenbecher überfiihrt, mit 1/10 Vol kaltem 5 M K-
Acetat gemischt und für 1 Stunde aufEis inkubiert. Die ausgefallten Proteine wurden
daraufhindurch Zentrifixgation (27.500 g, 15') abgetrennt und der Überstand wiederum
in ein neues Gefaß überführt. Hier wurde die DNA-haltige Lösung mit 1 Vol

Isopropanol überschichtet und vorsichtig gemischt. Die DNA wurde, soweit möglich,
um eine leicht gekrümmte, zugeschmolzene Pasteurpipette gewickelt, in 70% Ethanol

gewaschen und an der Luft getrocknet. Anschließend wurde die DNA wieder in TE

gelöst.
Die DNA—Lösung wurde mit CsCl versetzt, mit Hilfedes Refiaktometers wurde dabei
eine Dichte von 1,391 eingestellt und anschließend die DNA-Lösung in

Ultrazentiifiigationsröhrchen gefüllt. Jedem Ultrazentrifugationsröhrchen wurden 50 ul
Ethidiumbromid zugefügt und die Röhrchen verplombt. Die anschließende
Ultrazentrifiagation erfolgte bei 45.000 U/min für 20 Stunden. Der CsCl-Gradient
wurde unter UV-Licht betrachtet und die durch interkalierendes Ethidiumbromid
deutlich sichtbaren DNA-Banden mit Hilfeeiner feinen Kanüle gezapfl.
Zum Entfernen des Ethidiumbromids wurde mehrmals mit CsCl-gesättigtem
Isopropanol extrahiert. Sowie bei Betrachtung unter UV-Licht keine
Ethidiumbromidrestemehr zu erkennenwaren, wurde mit 3 Vol TE verdünnt, die DNA

mit 2 Vol Ethanol gefallt und wiederum aufgewickelt. Die Pasteurpipetten mit
anhaltender DNA wurden kurz in 70%iges Ethanol gewaschen, die DNA an der Luft
getrocknet und in 50-200 ul TE gelöst.
Die DNA war nach dieser Aufarbeitungsehr sauberund gut schneidbar.

2.3.2.2 CTAB-Methode

Da im Zuge der RFLP-Analyse sehr häufig genomische DNA isoliert werden mußte,
wurde in der Regel eine vereinfachte, schnelle DNA-Isolation bevorzugt. Diese
Methode wurde von Doyle (1990) als gut geeignet zur Isolation von pflanzlicherDNA
beschrieben.Der von Doyle (1990) angegebene CTAB-Pufferwird fiir die Präparation
pilzlicherDNA 1:1 mit Wasser verdünnt und dann eingesetzt.
Je Ansatz wurden 0,4 g pulverisiertes, gefiiergetrocknetes Myzel in l0 ml CTAB-

Pufier, der bereits auf 60°C vorgewärmt war, resuspendiert und l Stunde bei 60°C
unter leichtem Schütteln inkubiert.
Nach der Lyse wurde mit 1 Vol kaltem Chloroform-Isoamylalkohol(24:1) extrahiert.
Dabei wurde vorsichtig (Rollen zwischen den Händen) gemischt, um Scherkräfiegering
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2.3.3

2.3.4

zu halten. Die Phasentrennung erfolgte in der Regel im Ausschwingrotor (BeckmanJS-

13)fi.ir 30' bei 1.600 x g. Die wäßrige (obere) Phase wurde vorsichtig in ein

Glasröhrchen überführt und mit 2/3 Vol Isopropanol überschichtet. Nachdem die DNA

deutlich sichtbar ausfiel, wurden die Phasen allmählich gemischt. Das Päzipitat wurde,
wenn es sich nicht aufwickeln ließ, durch 2 Minuten Zentrifugation bei 500 x g

pelletiert und in 76%igem Ethanol mit 10 mM Ammoniumacetat mindestens eine

Stunde gewaschen. Falls nötig wurde wiederum bei 500 x g zentrifugiert und

getrocknet. Abschließendwurde das getrocknete Pellet in 1 rnl TE aufgenommen.
Die DNA-Ausbeuten liegen in Abhängigkeit vom verwendeten Stamm zwischen 15

und 100 ug pro 0,1 g lyophilisiertemMyzel.

Restriktion und Gelelektrophoresen

Gelelektrophoresen und Restriktionen, sowohl chromosomaler, als auch Cosmid- bzw.

Plasrnid-DNA wurden nach den von Maniatis et a1. (1982) angegebenen Methoden

durchgeführt.
Von der chromosomalen DNA fiir die RFLP-Analysewurden jeweils 8-10 ug DNA in

140 ul Restriktionsansätzen mit 20 Units des jeweiligen Restriktionsenzyms fiir 3-5

Stunden verdaut. Die DNA wurde rr1it 1/10 Vol 3 M Na-Acetat und 2 Vol Ethanol

gefällt, getrocknet und in 25 ul TE aufgenommen.
Die Aufirennung der DNA erfolgte in 0,8 - 1% igen Agarosegelen, die fiir die RFLP-

Analyse mit Tris-Acetat-Pufferbei 25 V, ansonsten mit Saltfree-Pufier bei 100 V,
durchgeführt wurden. Als Größenstandard diente mit HindIII restringierte X-DNA.

Nach der Elektrophorese wurde die im Gel aufgetrennte DNA mit

ethidiumbromidhaltigem(50 ug/l) Elektrophoresepufier gefärbt, unter UV-Licht (302
nm) betrachtetund photographiert.

RadioaktiveMarkierunggenomischer DNA
Die DNA (1 pg) wurde zunächst mit BamH I restringiert, dann 5' bei 95°C denaturiert

und 10' aufEis inkubiert.
Die Markierung erfolgte mit Hilfe des Random Prime Labeling Kits von Boehringer
Mannheim nach Angaben des Herstellers. Als radioaktives Nukleotid wurde (1-[32P]-
dATP eingesetzt.

2.3.5 Koloniefilterhybridisierung
Für die Koloniefilterhybridisierung nach Grunstein und Hognes (1975), wurden

LBamp-Platten mit Vereinzelungsansätzen von E.coli Klonen der verwendeten

Genbanken eingesetzt.
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2.3.6

Die radioaktive Hybridisierung erfolgte nach einer Methode von Johnson et.al. (1984).
Die Vor- und die Hybridisierungslösungenthieltenjeweils0,25% Magerrnilchpulver
Die Reststrahlung der Filter wurde nach dem letzten Waschschritt Init einem Detektor

gemessen, die Filter dann in Klarsichtfolie eingeschlagen und fiir mehrere Tage auf
einen Röntgenfilm mit Verstärkerschirm aufgelegt. Die Exposition erfolgte im

Gefrierschrankbei -20°C.

Southernanalyse

Für die RFLP-Analysemußte eine Vielzahl von "Southemblots", Hybridisierungenund

Dehybridisierungendurchgeführt werden. Dabeiwar die Aufgabe, alle Hybridisierungen
möglichst nichtradioaktiv, mit Hilfe des Digoxigenin—(DIG)-Systems von Boehringer
Mannheim durchzuführen. Die Detektion erfolgte mit den nach Aktivierung durch
alkalische Phosphatase lichtemmitierenden Farbstofien AMPPD und CSPD der Firma

Tropix.

2.3.6‚l "SouthembIots"

Der Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmenten, erfolgte auf

geladene und ungeladene Nylonmembranenverschiedener Hersteller. Geblottet wurde

jeweilsnach Angabe der jeweiligenMembranhersteller.
Der größte Teil der Blots erfolgte auf ECL-getesteter, ungeladener Hybond-N
Membran.
Nach dem Blotten wurden die Membranen in 2 x SSC gewaschen und die DNA durch

2stündiges Backenbei 80°C hitzefixiert.

2.3.6.2 NichtradioaktiveMarkierungder Sonden

Die Markierung der Sonden erfolgte nach den Anweisungen des verwendeten DIG

DNA Labeling and Detection Kits der Firma Boehringer Mannheim. Bei diesem System
ist eines der verwendeten Nukleotide, das dUTP an Digoxigenin (DIG) gekoppelt, so

daß die neu synthetisierte DNA mit Hilfevon Anti-DIG-Antikörpem, die wiederum an

alkalische Phosphatase gekoppelt sind, detektiert werden kann.
Bei der markierten DNA handelte es sich um Plasmid-‚ bzw. Cosrnid-DNA von

Einzelklonender verwendeten Genbanken. Vor der Markierung wurde die DNA durch

lstündige Restriktion mit EcoR I linearisiert, durch lominütiges Erhitzen auf95°C und
anschließenden Kälteschock denaturiert und in dieser Form zum Markierungsansatz
gegeben.
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Zur Kontrolle der Markiemngsefiizienzwurden Verdünnungsreihen der markierten
Sonden-DNA und der dem Kit beiliegenden markierten Kontroll-DNA bis zu einer

Verdünnung von 10'7 in 1 ul Portionen aufNylonfilterpipettiert, hitzefixiett und mit

diesen Filtern der nichtradioaktiveNachweis geführt.
Für eine Hybridisierung wurden nur solche Sonden verwendet, von denen 1 pl noch in

der Verdünnung l0'5 detektiert werden konnte.
Derartig getestete Markierungsansätzewurden zunächst bei -20°C gelagert und fiir die

Hybridisierungen in bis zu 12 rnl Hybridisierungslösung verdünnt. Die verdünnten
Sonden wurden bis zu 5 mal wiederverwendet.

2.3.6.3 Hybridisierungund Detektion

Nylonmembranenmit hitzefixierter DNA wurden zunächst in 2 x SSC benetzt und

dann in oben offene Hybridisierungsbeutel aus Kunststoff eingeschweißt. Pro 100 cm2

Filterfläche wurden 15-20 rnl auf 37°C vorgewärmte Vorhybridisierungslösung
(verändert nach Church und Gilbert 1984) zupipettiert, die Hybridisierungsbeutel
luftbasenfrei zugeschweißt und die Lösung durch mehrmaliges Streichen der Beutel

über die Tischkante gleichmäßigverteilt.
Die weitere Hybridisierung und Detektion fand nach Angaben des Herstellers mit

folgenden Änderungen statt:
Während der Hybridisierung und der Inkubation mit Antikörperlösung wurden die

Filter lufiblasenfrei eingeschweißt und die Lösungen jeweils durch Streifen der

eingeschweißten Filter über die Tischkante gleichmäßigverteilt.

Einmal verwendete Hybridisierungslösungen wurden aufgefangen und bei -20°C

eingefroren.

Für die Lumineszensreaktion wurden fiir jeden Filter zwei Folien derart

zurechtgeschnitten, daß der Filter darin eingeschweißt werden konnte (etwa 4 cm

länger und breiter als der Filter). Je 1 ml fiisch (im Verhältnis 1:100) in Puffer III

verdünnter AMPPD- bzw. CSPD-Vorratslösung wurde zentral aufeine der Folien auf-

pipettiert.
Der Filter wurde mit der DNA-Seite aufden Tropfen gelegt und mit der zweiten Folie

bedeckt. Mit Hilfeeiner Pipette oder vorsichtigem Streichen mit den Fingern wurde die

Lösung gleichmäßig aufder Membran verteilt. Die obereFolie wurde abgenommen und

überschüssige Flüssigkeit mit Whatman-Papierabgesaugt, so daß der Filter gerade noch

leicht feucht blieb. Dann wurden die Filter eingeschweißt und die lichtemittierende
Reaktion durch 10-15 minütige Inkubationbei 37°C aktiviert.
Auf die DNA-Seite der Filter wurde ein Röntgenfihn aufgelegt und die

Expositionstasche mit Glasplatten und Gewichten beschwert, um Filter und Film

möglichst plan aneinanderzupressen.
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Die Filmewurden nach 2 Stunden Expositionszeit entwickelt. Wenn das Signal noch zu

schwach war, wurde erneut ein Film aufgelegt.
Die Leuchtreaktion hielt über mehrere Tage unvermindert an, der unspezifische
Hintergrund nahm jedoch nach den ersten 3 Stunden zu.

2.3.6.4 Dehybridisierung

2.3.7

Für die Dehybridisierungwurden die Filter zunächst mit Wasser gewaschen und dann 2
mal 10 Minuten bei 99°C mit vorgewännter Dehybridisierungslösung inkubiert.
Abschließend wurden die Filter in 2 x SSC gewaschen und bis zur nächsten

Hybridisierung feucht eingeschweißt.
Schonendere Dehybridisierungsmethoden fiihrten in der Regel nicht zu einer

vollständigenEntfernung der markiertenSonde.

Protoplastierungvon Gpulicaris

Die Protoplastierung von Gpulicaris wurde nach einer Methode von Klaus Weltring
(pers. Mittlg.) durchgeführt. Lediglich die
zellwandlysierendenEnzyme wurden variiert.

Mengen der verwendeten

Je drei eine Woche alte, sporulierende Kulturen des zu protoplastierendenStammes auf

VS-Agarplatten wurden mit 2mal 15 m1 YEPD abgeschwemmt und die Sporen vom

Myzel durch Mullfiltration(3 Lagen Mull) weitgehend abgetrennt. Der Sporentiter des
Filtrats wurde bestimmt und 100 m1 V8-Flüssigmediummit 1—5x108 Sporen beimpfi.
Die Konidienkeirnungerfolgte aufdem Schüttler fiir 10 Stunden.
Die gekeimten Konidien wurden durch Filtration über Nytex-Membran (Porengröße
20-30 um) vom Kulturmedium getrennt und zweimal mit KCl-Lösung gewaschen. Die
Molarität der dafiir eingesetzen KCl-Lösung lag zwischen 0,8 und 1,2 Mol pro Liter.
Je 0,5-2 g Myzel wurden in 40 m1 Protoplastierungspuffer (KCl-Lösung der gleichen
Molarität‚ wie zum Waschen eingesetzt) mit 200-300 ug Novozym und 200-300 pg
Driselase resuspendiert und in l0 ml Portionen in kleinen Erlenmeyerkolbenbei 30°C
unter leichtem Schütteln (etwa 80 U/min) 3-6 Stunden protoplastiert.
Das Restmyzel wurde wiederum durch Nytexfiltration abgetrennt und das die
Protoplasten enthaltende Filtrat 5 Minuten bei 1.075 g abzentrifiagiert, der Überstand
abgegossen, l0 rnl KCl-Lösung zupipettiert, das Pellet resuspendiert und erneut für 5
Minuten abzentrifiagiert. Das Pellet wurde in 500 pl KCl aufgenommen und der

Protoplastentiterbestimmt.
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2.3.8 ChDNA-Präparation

Die Präparation chromosomaler DNA (chDNA), eingebettet in Agaroseblöckchen,
kann aus Protoplastenoder auch direkt aus Myzel erfolgen (McCluskey et al. 1990).

2.3.8.1 ChDNA aus Protoplasten

Um chDNA aus Protoplasten zu gewinnen, wurden diese, wie von Kayser und
Wöstemeier (1991) beschrieben, in Konzentrationen von 1x107 bis 1x109
Protoplasten/m} in 0,6% InCert-Agarose eingebettet. Die so hergestellten
Agaroseblöckchen wurden je 2mal 24 h mit chDNA Lysepufier bei 50°C inkubiert,
mehrfach in Lagerpufier gewaschen und in diesem bei 4°C aufbewahrt.

2.3.8.2 ChDNA aus Myzel

Von McCluskey, Russel und Mills (1990), sowie von Kayser (1991) wurden Methoden
zur chDNA-Präparationdirekt ausjungem Myzel beschrieben.
Bei chDNA-Präparationen aus Myzel (Kayser 1991) wurde das, wie fiir die

Protoplastierungangezogene, Myzel mit 0,8 M KCl gewaschen und je 1-1,2 g in 1 m1

0,8 M KCl mit 0,7% InCert-Agarose und 20 mg Novozym 234 resuspendiert und
Agaroseblöckchen gegossen. Diese Blöckchen wurden für 3 h bei 28°C in je 20 rnl

1,2 M KCl mit 1% Novozym 234 inkubiert und im Anschluß daran wie oben
beschriebenmit chDNA-Lysepuffer inkubiert.

2.3.9 Pulsfeldgelelektrophorese

2.3.9.1VerwendeteApparatur

Für die Pulsfeldgelelektrophoresen wurde das System Rotaphor V5.1. der Firma
Biometra (Göttingen) eingesetzt. Das Gerät arbeitet nach dem Prinzip der

"Rotierendes-Feld-Elektrophorese" (RFE), wie sie von Southem et al. (1987) und

Ziegler et al. (1987) beschriebenwurde.
Ein Vorteil der verwendeten Apparatur ist, daß viele Parameter über eine

angeschlossene Steuereinheit (Controler) programmiert werden können. Dies

ermöglicht eine flexibleund reproduzierbare Variation aller wichtigen Trennparameter
wie: Temperatur, Spannung, Winkel des elektrischen Feldes und Pulsdauer auch
während des Laufes.
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Als Elektrophoresepufier diente 0,5 x TAE oder 0,25 x TBE. Die Gele aus

Elektrophoresepuffer mit 0,6-1% FastLane-Agarose wurden in zur Apparatur
gehörenden Gießformen gegossen.
In die einzelnen Geltaschen wurden 1 oder 2 geviertelte Agaroseblöckchen plaziert und
die Tasche n1it O‚7%iger InCert-Agarose verschlossen. Die fiir die Trennung angelegte
Spannung lag zwischen 1,6 und 5,8 V/cm. Die genauen Parameter sind im folgenden
Abschnitt dargestellt (Tab. 2. l).
Als Größenstandards wurden, in Abhängigkeitvom zu analysierendenTrennbereich,Ä:
Leitern (48,5 kbp, 97,0 kbp‚...,l0l8 kbp), sowie chDNA-Präparationen von

Saccharomyces cerevisiae Stamm WAY5-4A (245 kbp - 2,5 mbp, 13 Banden) und
Schizosaccharomyces pombe Stamm CBS 1058 (3,0 mbp, 4,6 mbp, 5,7 mbp)
eingesetzt.

2.3.9.2Trennbedingungen

Es wurde eine Reihe von Trennbedingungen ausprobiert, um die Effekte auf die
Aufirennung der Chromosomen in verschiedenen Größenbereichen zu studieren.

Begonnen wurde mit Parametern, die von Kayser (1991) im Rahmen seiner Dissertation
fiir die Karyotypanalyse bei Penicilliumjanthinellum eingesetzt wurden. Daneben
wurden Bedingungen von Miao et al. (l99la), die zur Karyotypanalyse bei Nectria
haematococcaeingesetzt wurden und solche des Geräteherstellers Biometra (1990) auf
ihre Eignung zur Trennungder hier vorliegendenChromosomen getestet.
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Puffer 7|l dauer ratur stärke‘
l 1 253 11 19 11; 500 s 120° 1,4 V/cm 0,7%FL 0‚5xTAEt 48 h: 1000 s

‚ 42 11; 1500 s

48 h: 2000 sl 48 h: 2500 s

1 48 h: 4000 s

212 h 144 11; 350-1800 5,1111 120° 1,4 V/cm 11°C 0,7%FL O,5xTAE
68 h: 1.800-5000 s, lo

l
llä 3 258h 2011; 500s 120° 1,4 V/cm 11 C O,7%FL 0,5xTAE
l

l

97°-110° 1m 1,53-1,63 V/cm

24 h: 1.000 S

0,8% FL 0,5xTAE

2l0h 130 h: 5000-500 s, log
80 h: 500-50 s, lin ll0°-l15° lo l,6-1‚97 V/cm

28 h: 1.800 s

1

c 0,7% FL 0,5xTAE

1 2411 6 11: 150 s 120° 5,3 V/cm 4°C l‚0%FL 0,25xTBE!
6 h: 90 s

  
  
   

 
  

 
48 h: 2.500 s

40 h: 4.000 s

24 h: 500 s

24 h: 1.500 s

 
120° 1,4 V/cm

24 h: 2.500 s

24 h: 3.500 s

39 h: 4.000 s

p-n 0

O

 C1

1,57 V/cm 13

48 h: 2.000 s

12°C l 0% FL O‚25xTBE

 

l2h:60s
2411: 100.20 5,1m 120°-100°1o 7,0 V/cm 0‚9%FL 025m3};
242m 110° 10V _     

Tab. 2.1: Pulsfehlgelelektmphorese.Aufstellung der eingesetzten Trennpanlneter.Die Bedindungm 1 und 2 stammen von

Knyser(l99l)‚lledmgnngen3mxd4shdvonlabgeleitetbklledmgmgmsdndvariiertnachlllometraflßo),
die 6und8sindvonB1ometn(l990)fibemommen,dkBedingungen7stammenvonMhoaaL
(1991:)und die 9 sind die ReferenzbedlngungenMr den verwendeten Scaevisiae
WAY5—4Avon Biometra (1992).

2.3.10 Kreuzung von G.pulicaris
2.3.l0.l Substrat, Kulturbedingungen

Schrägagarröhrchen (2% Wasseragar) mit tyndalisierten Morus alba-Ästchen wurden
zunächst mit einer Sporensuspension von G.pulicaris R-6380 beimpft und bis zum

Auftreten von Protoperithezienwie von Desjardins und Beremand (1986) beschxieben
unter kontinuierlichem, l2stündigen Hell-Dunkel-Wechsel bei 25°C mit Licht, bzw. bei
20°C ohne Licht inkubien. Sobald unter der Stereolupe Ansätze der

Protoperithezienbildung zu erkennen waren (nach 6-8 Wochen), wurden die
Kreuzungsansätze fiir eine Minute mit einer Sporensuspension von G.pulicaris R-7843

überschichtet und diese anschließend wieder abgegossen. Die Röhrchen wurden danach
bei konstant 15°C bis zum Auftreten reifer Perithezien(weitere 4-8 Wochen) gelagert.
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2.3.l0.2 Isolation und Anzucht der Ascosporen

Für die Isolation der Ascosporen wurden die reifen Perithezien mit Hilfeeiner Pinzette
vom Malba-Ästchen gelöst, aufMiracloth-Filtemmehrmals mit 0,1 M KCl gewaschen
und aufPetrischalen mit 5%igem Wasseragar überlührt. Die Perithezienwurden unter

optischer Kontrolle unter dem Mikroskop mit Hilfefeiner Pinzetten vorsichtig geöffnet,
so daß die Rosette mit den Asci aus dem Peritheziumaustrat. Die Ascosporen wurden
mit Hilfevon feinen Pinselhaaren, die in die Spitzen von Pasteurpipetten geklebt waren,
isoliert und in sporenfreie Bereiche auf dem Agar geschoben, bzw. gezogen. Der
Bereich um eine vereinzelte Spore herum wurde mit der Impflanzette ausgestochen und
mit der aufliegenden Spore in VS-Schrägagarröhrchen überführt. Die Keimung der
Sporen wurde am nächsten Tag unter dem Binokular überprüfi. Nach lOtägiger
Anzucht bei RT unter ständiger Beleuchtung wurden die Röhrchen mit den mittlerweile
wieder sporulierenden Nachkommen bei 4°C gelagert und als Stammröhrchen
verwendet.
Alternativ zum "Knacken" der Perithezien konnten Ascosporen auch aus den
Ascosporenmassen isoliert werden, die aus dem Ostiolum reifer Peritheziengeschoben
wurden. Dazu wurde der kompakte Ascosporentropfen oberhalb der Ostiolumöfihung
mit einer Pinzette abgehobenund in 500 pl dest. Wasser resuspendiert. Je l0 ul wurden
auf Wasseragarplatten pipettiert und die Sporen wie oben beschrieben vereinzelt.
Dieses Vorgehen hatte den Vorteil, daß die Verunreinigung mit Konidiosporen relativ
gering war. Möglich ist mit dieser Technik jedoch nur die Isolation zufällig
ausgewählter Ascosporen und nicht, wie im anderen Fall möglich, von ganzen
Tetraden.

2.3.11 Virulenztest aufKartoffeln

Der Vergleich der Virulenz auf Kartoffeln wurde wie von Desjardins und Gardner
(1988) beschriebendurchgeführt. Da die von ihnen verwendeten Kartoffelsorten nicht
zur Verfügung standen, wurde der Versuch mit deutschen Kartotfeln der Sorte

Sieglinde (WochenmarktMünster) aus der Frühjahrsemte 1992 durchgeführt.
Die gewaschenen Kartoffeln wurden kurz in Alkohol abgeflammt. Dann wurden mit
Hilfe einer Metallhülse Zylinder von 3 cm Durchmesser ausgestochen. Aus diesen
wurden etwa 0,5 cm dicke Scheiben geschnitten und je drei in eine feuchte Kammer

(Petrischale mit angefeuchtetem Filterpapier) überführt. Pro Testansatz wurden jeweils
drei Scheiben am Rand mit einem etwa 1 mm2 großen Impfstück einer 5-7 Tage alten
Kolonie des zu testenden Elter, bzw. Nachkommenaus der Kreuzung beimpfi und fiir
5 Tage im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die
Scheiben gewogen, das verrottete Gewebe entfernt und der nicht angegrifiene Rest

erneut ausgewogen. Für Aussagen über die Virulenz wurde als Kriterium der Anteil
des innerhalb der Inkubationszeitverrotteten Kartoffelgewebesverwendet.
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2.3.12 Test aufRishitinabbaufähigkeit
Für den Test auf Rishitinabbaufahigkeit wurden 5-7 Tage alte VS-Plattenkulturen
verwendet.
In Schraubglaskölbchen,die je 250 ul l%igen V8-Agar mit 75 ug Rishitin enthielten,
wurden lmmz große Impfstücke mit der Myzelseite nach unten aufdie Agaroberfläche
gelegt. Die Proben wurden fiir 3 Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln in einer

feuchten Kammer inkubiert.
Die Extraktion des nicht metabolisierten Rishitins erfolgte mit Hilfevon Ethylacetat.
Jedem Ansatz wurden 300 ul Ethylacetatzugesetzt und über Nacht extrahiert. Jeweils

150 ul der so erhaltenen Ethylacetatextraktionwurde im Gaschromatographen im

Vergleichmit einem Standard aufihren Rishitingehalt hin analysiert.
Verwendet wurde ein Gaschromatographder Firma Shimadzu GC 14A mit AOC-1400

Probengeber. Die Steuerung des Gaschromatographen erfolgte über einen CR4AX

Chromatopac.Die verwendete Säule wird bezeichnet als OVl (0,25 mm x 25 m x 0,25
um). Das Temperaturprogrammwar: 160°C—->240°C‚AT = 6°C/min.

2.3.13 Kopplungsanalyseder RFLP-Marker

Die Kopplungsanalyse der RFLP-Marker erfolgte mit Hilfe eines selbstgeschriebenen
Turbo-PascalProgramms (Borland 1988), bezeichnetals: "RFLPDetl".Das Programm
liefert in der derzeitigen Form Kopplungsanalysen, wie sie von Bronson et al. (1989)
fiir das Programm HAPMAP beschriebenwurde. Im Gegensatz zu HAPMAP ist es

jedoch in der Datenmanipulation flexibler und durch das Programmieren in einer

Hochsprachebei Bedarfbeliebigzu erweitern.

2.3.l3.l Erfaßte Daten

Für die Kopplungsanalyse wurden die Bezeichnung des RFLP-Markers, das

Restriktionsenzym, bei dem er in der analysierten Form auftrat und die RFLP-Muster

der beiden Eltemstämme erfaßt. Aus der Analyse der Hybridisierungen der jeweiligen
Marker mit der DNA der untersuchten Nachkommenaus der Kreuzung wurde notiert,
welchen der beiden Elterntypen ein Nachkomme im Hybridisierungsmuster repräsen-
tierte oder ob er ein verändertes Muster aufwies.
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2.3.l3.2 Berechnete Parameter

Aus den erfaßten Daten wurden mit Hilfedes Programms RFLPDetl fiir jede mögliche
Markerkombination der theoretische Abstand in Centimorgan Einheiten (cM)
berechnet. Als Kriteriumfür eine signifikanteKopplung der verglichenenMarkerwurde
aus den zur Verfügung stehenden Daten jeweils der xZ-Wert, der cp-Koeflizient, sowie
das 95%-Konfidenz-Intervallermittelt,
Kopplung zweier Marker wurde immer dann vermutet, wenn die errechneten Werte
eine Nichtkopplungder Merkmalezu 95% ausschlossen.
Die Berechnungen erfolgten nach den Angabenvon Fleiss (1981).

Nach Eingabe der Daten wurden die Kopplungswahrscheinlichkeiten innerhalb des
Programms RFLPDetl wie folgt berechnet:

Berechnung von x2

4 (|obs — exp| — 0,5)’f=Z
‚e: CXP

i = je eine der vier möglichen Klassen von Nachkommentypen, obs = Anzahl der beobachteten

Nachkommen mit den Eigenschaften der zugehörigen Klasse, exp = Anzahl der erwarteten

Nachkommenmit den Eigemchanender zugehörigen Klasse.

Berechnung der oberen und unteren Grenzen des 95% Konfidenz-Intervalls

(2np+ c’ — 1) — c,lc’(2+ + 4p(nq+1)
2(n + c)obereGrenze =

(Znp + c’ — 1) + q/c’ + (2 — + 4p(nq +1)
untere Grenze = 2Än+cl

obere Grenze, bzw. untere Grenze = Grenze des 95% Konfldenz-Intervalls, p= Anteil der

Relmmblnanten,q=l-p‚ c=1.96. ist p=0 so wird die untere Grenze auchgleich0 gesetzt.
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Berechnung des (p -Koeffizienten

n= die Zahl der Nachkommeninsgesamt.
 
Das Programm RFLPDetl gibt die so berechneten Werte, zusammen mit den

zugehörigen Markerkombinationen,den ermittelten Rekombinationshäufigkeitenund
den Häufigkeiten der 4 möglichen Klassen in Form einer Tabelle aus. Der Quellcode
des Programms ist im Anhang wiedergegeben.
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3.

3.1

3.1.1

Ergebnisse

Kreuzung der Gpulicaris Stämme R-6380 und R-7843

Die Kreuzung der beiden Fusarien Stämme verfolgte zwei Ziele.
und Beremand ( 1986) beschriebene

Vorgehensweise fiir eine erfolgreiche Kreuzung von Gpulicaris im Labor etabliert
Einerseits sollte die von Desjardins

werden, indem zunächst eine bereits durchgeführte, d.h. erwiesenermaßen kompatible
Kreuzung nachvollzogenwurde.
Die Erfahrungen aus diesem Kreuzungsansatz sollen in Zukunfi fiir weitere
Kreuzungsansätze Anwendung finden, in denen als ein Kreuzungspartner z.B. ein
transformierter Stamm eingesetzt wird.
Desweiteren sollten die Nachkommen aus dieser Kreuzung fiir die RFLP—Ana1yse bei
G.pulicaris eingesetzt werden. Es galt vorhandene Kopplungsgmppen der eingesetzten
RFLP-Markeruntereinander, sowie günstigstenfalls auch Kopplungen der molekularen
Marker mit der phänotypisch beobachteten Segregation von Virulenzverhalten und
Rishitinabbaufahigkeit zu finden.

Kreuzungsansätze

Die Kreuzung wurde insgesamt 5 mal angesetzt, wobei jeweils 3 bis 9 Parallelansätze
durchgeführt wurden, um mit hoher Wahrscheinlichkeit in mehreren Ansätzen bis zur

Perithezienbildungzu kommen.
Die Protoperithezienbildungkonnte nach 6 bis 8 Wochen in 90% der Ansätze
beobachtetwerden. Die restlichen Ansätze zeigten auch nach dreimonatiger Inkubation
keine Protoperithezienbildung. Spätestens nach 8 Wochen wurde mit einer
Konidiensuspensionvon G.pulicaris R-7843 überschichtetund bei 15°C inkubiert.
Die Differenzierung der Protoperithezienin reife Perithezienkonnte nur fiir etwa 10%
der insgesamt weit über 100 beobachtetenProtoperithezienverfolgt werden (Abb. 3.1).
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3.1.2

Abb.3.1: Kreuzungsansatz Gpulicanlv R6380 x 11-7843. Malba-Zweig mit Protoperithezienund Perithezien,eines davon

mit herausgeschobenenAscosporen (PP = Protoperithezimn,P = Perithezitnn,A = Ascosporentropfen).

Isolation der Ascosporen

Die Isolation der Ascosporen erfolgte wie beschrieben, sowohl aus den oben aus den
Perithezien herausgeschobenenAscosporentröpfchen, als auch bei einem Peiithezium

aus den Asci selbst. Ein Problem bei der Isolation aus den Asci war, den richtigen
Zeitpunkt abzupassen, zu dem die Ascosporen in den Asci bereits ausdifferenziert
waren, diese aber noch keine Ascosporen abgegeben hatten (Abb. 3.2).

Die Differenzierung zwischen Ascosporen und Konidiosporen war gut möglich, da die

Ascosporen stets nur 3fach septiert und kompakter waren, als die im Schnitt um 25%

längeren und 4-6fach septierten Konidiosporen. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal
waren die oft leicht abgewinkelten, schmalen Nasen der Konidiosporen im Gegensatz
zum leicht gekrümmt, zigarrenformigenHabitus der Ascosporen (Abb 3.3).



3. Ergebnisse 35

Abb.3.2: Kreuznngsansatz Gpulicaris R6380 x R-7843. Ami-Rosette aus einem reifen Perithezimn. Zu erkennen sind
Reste der Rosette mit einem intalden Ascus mit 8 ausdiflerenziertenAscosporen (A = Ascospore).

Abb.3.3: Gpulicaris R6380 x R—7843. Asco- und Konidiospomn nebeneinander(A = Ascospore, K =

Konidie, S = Septe).

In vielen Fällen konnte beobachtet werden, daß die Ascosporen bereits innerhalb von

30 Minuten nachÜberfijhren aufWasseragarkeimten.
Insgesamt wurden 33 Ascosporen isoliert und in VS-Schrägagarröhrchenüberführt. 32

davon keimten aus. Die jeweiligen Anzuchtröhrchen wurden fiir weitere Experimente
als Stammkulturen Verwendet.
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3.2

3.2.1

Fünfdieser Ascosporen entstammen einer Tetrade, sie werden im weiteren mit P3A1-1
bis P3A1-5 bezeichnet(Perithezium3, Ascus 1, Ascosporennummer 1-5).
Die restlichen 28 Ascosporen sind zufällig ausgewählte Ascosporen. Folgende
Bezeichnungen wurden vergeben: RAPl-l bis RAPl-7‚ RAP2-1, RAP2-2, bis RAP2-4
bis RAP 2-12, RAP3-1 bis RAP3—9 (Random-Ascospore aus Perithezium 1-3,
Ascosporennummer l-12).

Analyse des Virulenzverhaltens und der Rishitinabbaufähigkeitder
Elternstämme und Kreuzungsnachkommen
Nachkommenaus der durchgefiihrten Kreuzung und die Eltemstärnme wurden aufihre

Fähigkeit zum Rishitinabbau, sowie auf ihre Virulenz auf Kartoffeln (S. tuberosum)
untersucht.
Die dabei erhaltenen Ergebnisse sollten ggf. Kopplungen zwischen wichtigen
phytopathogenenMerkmalenund den mit Hilfeder RFLP-Sonden detektierten Marken

aufdecken. Die Auswahl der getesteten Nachkommen ist daher analog zu den in der

RFLP-Analyseverwendeten Stämmen erfolgt.

Virulenzverhalten im Biotest

Der Biotest wurde wie unter 2.3.11 beschrieben durchgefiihrt. Die Kartoffelsorte
Sieglindewurde gewählt, da keine andere Frühkartotfel erhältlich war. Nach fiinfTagen
Inkubationergab sich der Anteil verrotteten Gewebeswie in Tabelle3.1 dargestellt.

Die fiir die Kreuzung eingesetzten Eltern sind in der Tabellenicht aufgeführt, da bis zu

diesem Experiment noch nicht klar war, daß die Virulenz des Gpulicaris Stammes

R-6380 (K) nach Laborkultur gegenüber dem frisch aus lyophilisiertem Myzel
angezogenen stark herabgesetzt war. Erwartet worden war, daß R-638O (K) nach wie

vor virulenter ist, als R-7843 (K). Das Gegenteil war der Fall, wie aus Abbildung3.4

deutlich wird.
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  Virulenztest Virulenztest
(5 Tage mkubiert) (5 Tage inkubiert)

" nach5 Tagen Inlmhation. Bei den Stämmen R-6380
Abb.3.4:VirulenztestaufKartoffel. Photographieder Versu

und R-7843 handelt es sich um die im Textmit (K) gekennzeichnetenStämme.

im Vergleich mit den im Labor bereits seit
Die Virulenz der Eltemstämme (L),

atz bestimmt
längerem kultivierten (K), wurde daher in einem zweiten Versuchsans

(Tab. 3.2).

.
Bezeichnung
der Stämme 

Kartofleln. Vergleich der Laborkulturen (K)
Tah. 3.2: Virulenztest auf

Gpulicariv (Stämme R6380angeirnpflen (L) Kulturen von

Sxuberosum,Sorte Sieglinde.Eingesetzt wurden

Dicke.

aß die frischen Stämme in beidenFällen virulenter waren, al

6380 (L) zeigte eine 4,2fach höhere Virulenz als

R-7843 (L) lag beim 1‚3fachen von R-7843
Hierbeiergab sich, d
Kultur gehaltenen. Der Stamm R-

R-638O (K), die Virulenz des Starnmes

(K).
Der Virulenzunterschied d

etwa 3% zugunsten von R-
er beiden Elternstännne lag unter diesen Bedingungen bei

6380 (L). R-7843 (L) verrottete 51%, R-6380 (L) zersetzte
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3.2.2

54% des zur Verfügung stehenden Kartoffelgewebes. Dies stellt keinen signifikanten
Unterschied dar.
Die untersuchten Nachkommen unterscheiden sich dagegen in ihrer Virulenz z.T.

erheblich, wie in der Abb. 3.5 dargestellt. 
  
  

Virulenztest aufKartoffelscheiben,Sorte Sieglinde

Verrottungin
5

Tagenin
[g]
bezogenauf3

Kartoffelscheiben h 
Abb.3.5: Virulenztest mit Nachkonxmen aus der Krumm; Gpuücaris 11-6380 x 11-7843. Graphische Darstellung der

Werte am Tabelle3.1 und 3.2.

Im Rahmen der RFLP-Analyseder Nachkommenwurde versuchsweise der Virulenztest

mit als Marke aufgenommen. Unabhängig vom Verhalten der Eltern wurde als

Kriterium fiir Virulenz aufKartoffeln unter den gegebenenBedingungen alternativ eine

Verrottung von mindestens 2 g, 3 g, 4 g, 5 g und 6 g Kartofielgewebe gewählt. Für

keines der drei Kriterien wurde eine signifikante Kopplung mit einem der anderen

Markerdetektiert.

Rishitinabbaufähigkeit

Die Rishitinabbaufahigkeit sollte zunächst nach einem von Weltring (pers. Mittlg.)
standardisiert angewendeten Verfahren fiir die Analyse von Transformanten ermittelt

werden. Die Ansätze wurden wie unter 2.3.12 beschrieben durchgefiihrt. Einziger
Unterschied war, das die Rishitinkonzentration in der ersten Versuchsreihe bei

50 ug / 250 ul lag. Unter diesen Bedingungen war bei beiden Eltemstämmen nach 4

Tagen kein Rishitin mehr nachzuweisen.
In Vortests (nicht dargestellt) wurde ermittelt, daß bei einer Erhöhung der

Rishitinkonzentration auf etwa 75 ug / 250 pl nach drei Tagen Inkubation noch ein
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deutlich höherer Restrishitingehalt in den Ansätzen mit R—7843‚ gegenüber denen mit
R-63 80 nachweisbarwar.

Mit den entsprechend erhöhten Rishitinkonzentrationen wurde eine zweite
Versuchsreihe gestartet. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.3 dargestellt. Ein Nachkomme
wurde immer dann als schneller Rishitinabbauer eingestuft, wenn nach 3 Tagen nur

noch weniger als die Hälfte des ursprünglich im Ansatz vorhandenen Rishitins
nachweisbar war. Dabei wurden nicht die absoluten Konzentrationen, sondern die
Flächen unter den jeweiligen Rishitinsignalen der gaschromatographischen
Auswertungen betrachtet. Die angegebenen Restrishitingehalte sind gerundet und
beziehensich aufden Nullwert (ProbeNr. 49) mit 75 ug Rishitin im Ansatz.

 

 
4____‚

  

N Bezeichnung Rishitin- Resrishi- schneller Desj. Nr. Bezeichnung Rishiün- Restrishi schneller Desj.
signal tingehalt Abbauer [+l-] signal - Abbauer [+/—] 1

+/- m eIflh +/—

1 -

r.

1  

 

 

 
 

 
  
 

  

I1— 3853 52x11mm1—maIIIIBEII— 1104-14-2 5337 mm—l
EIEIZ—1104-R-9—1104-11-11 E1851;E—EIBII1
RA1>2-1 9939EI—s441—jfllflßl—mß—a
—RA1>3-8mml—l
mfl:l— 16444 EmII—I
mflaj—4873
—15282 121511-1
—m 12300 IH!:i—-l

1104-8-1 man:1104-R-2 17016 mm1n.I!!!16591 EMI1—;
m 7317E!44 EILEIIZ1
51511151:1104-11-7 Multi5351115132551111EI!12710 EBBIIZ!mm5:

1104-7-5 Mumm2107s mfli1—l
 

   
Tab. 33: Rlahlflnmetabollsnus von Eltern Imd Nachkonunen aus der Kreuzung Gpuücariv R6380 x R-7843.

Rlshltlnalgnalein GC-Elnhelten nach 3 Tagen lnlmbafloln. Der angegebene Restrlslflflngehaltlst Im Vergleich
rundem Nullwert berechnet und aufvolleu; gerundet In der Spalte "Desj." sind die Ergebnisse zursclmellen

Rlahltinmetaboliamusfihiglreltder Nachkommen aus der Kreuzung 1104 von Desjardlm a aL (peu. Nllttlg.) ‚

swdtbekmmmgegehnfimNxhhmwwmenhsmndlunubduermdmgudnwoWemüemkhedd
Rishitinsignals in GC-Emheiten kleinerals 10.000 war.
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3.3

Rishitinabbautest

(*1)
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Abb.3.6: Rishifinmetaboflsm von Eltern und Nachkonunen aus der Kreuzung Gpulicaris R6380 x R-7843 in

graphischer Darstellung. Eingeuiclmet ist ein Balken bei 10.000 relativer Restgehalt an Rlshifin. Dieses

KüterümdianetflrdkAmwemmgabGreuumbchenxhnenmmdhngsamenAhhmem

Unter dem Kriterium, daß ein Nachkomme als schneller Rishitinabbauer eingestuft
wird, wenn der relative Restrishitingehalt unter den gewählten Bedingungen kleiner als
10.000 ist, sind 26 der untersuchten 46 Nachkommen als schnelle Rishitinabbauer
einzustufen. Die Nachkommen llO4—R-6 und RAP 1-3 sind eindeutig Nichtabbauer.
Die Auswertung dieses Tests wurde innerhalb der Kopplungsanalyseder RFLP-Marker
als zusätzliche Marke verwendet (siehe 3.3.4 Segregationsanalyse der detektierten

Marken). Dabei wurde eine signifikante Kopplung mit dem Cosmid RFLP-Marker
CosII 4 festgestellt.

MolekulareAnalysevon Nachkommenaus der Kreuzung
G.pulicaris R-6380 x R-7843

Um die molekulare Analyse der Kreuzungsnachkommendurchführen zu können, galt es

zunächst eine Reihe von RFLP-Markem zu finden, in denen sich die Eltemstämme
unterscheiden. Diese sollten im Rahmen der Segregationsanalyseals genetische Marker
fiir die Analyse der Nachkommendienen. Kopplungen der Markeruntereinander sowie
auftretendeKopplungen der RFLP's mit den untersuchten Fähigkeiten zur Virulenz und
zum Rishitinabbau sollten ermittelt und, soweit im Rahmen dieser Arbeit möglich,
statistisch abgesichert werden.
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3.3.1 Optimierung der Detektion von RFLP's mit nichtradioaktivmarkierter
DNA

Eine technische Aufgabe im Rahmen dieser Arbeit war, die Detektionen von RFLP's

mit nichtradioaktiv markierten DNA-Sonden zu etablieren. Für die Markierung stand
dabei das "DNA Labeling and Detection Kit nonradioactive" der Firma Boehringer
Mannheim zur Verfiigung.
Die Detektionerfolgte mit den lichtemitierenden Substraten AMPPD und CSPD fiir die

alkalische Phosphatase.
In der Anfangsphase war insbesondere der häufig auftretende unspezifische
Hintergrundein Problem, da er die Auswertung der Hybridisierungenerschwerte.
Als wichtige Faktoren zur Hintergrundminimierungwurden die Wahl der zum Blotten
verwendeten Nylomnembran,die Art des Blottingverfahrens an sich, die Kontrolle der

Markierungseflizienzder Sonden vor der Hybridisierung, die Hybridisierungs- und

Detektionsbedingungen und die Wahl des eingesetzten Hybridisierungspuffers
angesehen.
Bezüglich des Blottingverfahrens wurde jeweils das vom Hersteller der Membran

empfohlene angewendet, da in Vortests mit verschiedenen Blotting-Puffem(20 x SSC,
1 M NH4-Acetat und 0,25 M NaOH mit 1,5 M NaCl) keine signifikantenUnterschiede
der Hybridisierungsgüte in Abhängigkeit vom Blottingpuffer erketmbar waren. Der

positive Effekt einer UV-Fixierung der DNA auf die Hybridisierungsgüte, wie er von

Allefs et al. (1990) beschrieben ist, konnte nicht überprüft werden, da kein UV-
Crosslinkerzur Verfügung stand. Die DNA wurde deswegen stets durch Hitzefixierung
an die Nylonmembrangebunden.
Der Vergleich verschiedener Membranen ergab, daß die Hybridisierung an positiv
geladene Membranen (Genescreenlj Quiagenl’) efiektiver erfolgt als an ungeladene
(Quiagen, Genescreen). Gleichzeitig stieg jedoch bei positiv geladenen Membranen der

unspezifische Hintergrund stark an, wenn lediglich die Standardhybridisierungspufier
verwendet wurden.

Die Wahl eines Hybrididisierungspuffers mit 50% Formamid- und 7%iger SDS-
Konzentration (modifiziert nach Church und Gilbert 1984) reduzierte den Hintergrund
stark, so daß dieser bei einer Expositionsdauervon unterhalb zwei Stunden schwach bis

gar nicht zu erkennenwar.

Dies galt allerdings mit Sicherheit nur fiir solche Membranen, die bereits vom Hersteller
auf die Eignung für nichtradioaktive Markierung getestet waren (Hybond-N,
Boehringer Nylonmembran).Nichtgetestete Membranen, unabhängig davon ob geladen
oder nicht, zeigten teilweise so starken Hintergrund, daß keine Sonden mehr

differenziert werden konnten (insbesondereGenescreen und Genescreen+).
Für die Hybridisierungenzur Analyse der RFLP-Segregationwurde daher stets eine fiir

die nichtradioaktive Markierung und Detektion mit lichternittierenden Substraten

getestete Membran verwendet (Hybond-Noder Boehringer Nylonmembran).
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Ebenso erwies es sich als wichtig, die Markierungseffizienzder eingesetzten Sonde vor

der Hybridisierung zu überprüfen, da diese ofi unterschiedlich gut war. Markierte
DNA-Sonden, von denen noch l ul einer lO'5-Verdünnung nach 4stündiger Exposition
detektierbar waren, lieferten auch in der Hybridisierung mit genomischer DNA gute
Ergebnisse (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Sondenqualitätspmbeeiner nichtradioaldivenMarkierungvon Plasmid-und Cosmid-DNA. Aufpipettiert wurde

jeweils 1 pl InarkierteDNA-Lösung in den angegebenenVerflfinnungenDie Exposition des Filters erfolgte fiir 3
Stunden.

Derartig getestete Sonden konnten bis zu 5mal fiir eine Hybridisierung eingesetzt
werden, ohne daß sich das Signal wesentlich verschlechterte.
Weiterhin galt es, die Filter möglichst mehrfach benutzen zu können, um das Ausmaß
der erforderlichen DNA-Präparationerl, Restriktionen, und "Southem blots" nicht
übermäßig anwachsen zu lassen.
Die in der Anleitung zum verwendeten Markierungskit beschriebenen
Dehybridisierungsvorschrifien erwiesen sich unter unseren Bedingungen als schlecht
geeignet. Häufig wurde keine völlige Dehybridisierung erreicht, was die Auswertung
erschwerte. Daher wurde letztendlich auf eine Dehybridisierung durch lOminütiges
Waschen mit 1 x TE und 1% SDS bei 99°C ausgewichen. Diese Methode hat den
Nachteil, daß auch ein Teil der Ziel-DNA mit abgelöst wird, sie filhrt jedoch in der
Regel zum völligen Verschwinden der Hintergrundbandenvorheriger Sonden.
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Derartig dehybridisierte Filterwurden im Rahmen der RFLP-Segregationsanalysebis zu

5mal wiederverwendet und waren immer noch auswertbar.

3.3.2 Suche nach geeigneten RFLP-Markernfür die Segregationsanalyseder
Nachkommen

Als einsetzbare Marker fiir die RFLP-Analyse standen die von Weltring
(unveröffentlicht) hergestellten Cosrnid- und Promotor-Test-Genbanken (PTG) von

Gpulicaris Stamm R-63 80 zur Verfügung.
Zunächst wurde fiir die Promotor-Test-Genbankgeprüft, ob es sich bei den klonierten
Fragmentenvorwiegend um Einzelkopie-Elementehandelt.
Dazu wurden Koloniefilterhybridisierungen mit Klonen aus dieser Bibliothek
durchgeführt (Abb 3.8).
Analog zum Vorgehen von Tzeng et al. (1992), die eine RFLP-Karte fiir
Cheterostrophus angefertigt haben, wurden Klone, die nur schwach mit genomischer
DNA von Gpulicaris R-6380 hybridisierten, in erster Armahme als Einzelkopie-Klone
angesehen.
Tzenget al. (1992)geben an, daß sie die Armahmefiir das Vorliegen von Einzelkopie-
Elementen immer dann verwarfen, wenn der Klon n1it mehr als 5 Banden von Hind IH
geschnittener Eltern-DNA hybridisierte. Dies traf fiir keinen der bisher untersuchten 22
PTG-Klone zu. 
Abb.3.8: Koloniefiltefliybridisierungvon Klonen der verwendeten PromotobTest-Genbankmit genomischer DNA von

Gpulicaris R-6380. Nur 2 Kolonien auf dem abgebildeten Filter hybridisieren stark. Mittel bis schwach

hybridisierendeKlone wurden fiir die Suche nachRFLP‘:eingesetzt.

Die insgesamt 21 eingesetzten Klone aus der Cosmid-Genbankwurden aufgrund ihrer
"Incert"-Größe von 40-50 kbp nicht entsprechend untersucht, da für die eingesetzten
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Restriktionsenzyme auch bei Einzelkopie-Elementen eine Vielzahl von Banden zu

erwarten war.

In Hybridisierungsexperimenten wurde analysiert, ob die aus der Promotor-Test-
Genbank und der Cosmid-Genbank ausgewählten Klone mit "Southern blots"
restringierter und gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA der beiden Eltemstämme,
einen RFLP zeigen.
Bei den verwendeten Restriktionsenzymen handelte es sich jeweils um solche, die
Sechser-Palindrome als Schnittstellen erkennen: EcoR I, BamH I, Bgl II, Pst I, Kpn I,
Hind III, Xho I und Xba I. Die Auswahl dieser Enzyme erfolgte in erster Linie

zugunsten der kostengünstigsten, da auch Tzeng et al. (1992) beschreiben,daß es eher
auf die Anzahl, als auf die Erkennungssequenzen der fiir die Suche nach RFLP's
verwendeten Restriktionsenzymeankommt.

Insgesamt wurden 22 Plasn1id- und 20 Cosmid-Klone untersucht (Tab. 3.4). 11
Plasmid- und 15 Cosmid-Klone erwiesen sich n1it einem bis zu 6 der verwendeten
Restriktionsenzyme als geeignete RFLP-Marker. Statistisch waren somit 75% der
zufällig ausgewählten Cosmid-Klone und 50% der Plasmid-Klone tatsächlich RFLP-
Marker.
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Tab. 3.4: Suche nach geeigneten RFLP-Markemflirdie Analyse der Nachkommenaus der Kreuzung Gpulicaris 11-6380 x

11-7843. Getestete Sonden der Promotor-Test-Genbank und CosInid-Genbank von Weltring
(unverölfentlicht).Ein Sternsymbol (*) bei einem gefundenen RFLP-Markerbedeutet. da8 diese Marke Illr die

RFLP-Almlysevenvendet wurde. In der Spalte "Probe Nr." steht ein "P" fiir einen Plasmid-Iflonund "C" fiir
einen Cosmid-Klon. Die eingeklammerten Zahlen in der Spalte "RFLP [+/—]" stehen filr die Zahl der

Restriktionsenzymefiir die der Klon einen RFLP detektiert
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Exemplarisch sind in den folgenden Abbildungen einige Southernhybridisierungen
dokumentiert. Plasmid-Klone (Abb 3.9) hybridisierten im allgemeinen mit einer, z.T.

aber auch mit bis zu 4 Banden.

Iamhdl
I-Ind
II 

Abb.3.9: RFLP—Analyse der Eltern aus der durchgefiihrten Kreuzung. Beispiel fiir das Ergebnis eines

Hybridisienmgsexpeümentesmit "Southern blots" restringierter und gelelektrophoretsichaufgetrennter DNA

der beiden Eltern. Die DNA in jeder Spur ist jeweils mit einem von 8 Restrikiomemymengeschnitten worden.

Hybfidisiert wurde mit dem Plasmid RFLP-MarkerB 15. Der Marke:- deteldiert einen RFLP für Kpn I

geschnittene Eltern-DNA.

Die ursprüngliche Annahme, daß die Cosmid-Klone aufgrund der Größe der

hybridisierenden Fragmente nahezu immer einen RFLP detektieren und das

Bandenmuster häufig unübersichtlich sein sollte, bestätigte sich nicht. Ein Viertel der

eingesetzten Cosmid—Klone detektierte im Rahmen der Untersuchungen keinen RFLP

zwischen den Stämmen (Abb 3.10). Die Cosmid-Klonehybridisierten in der Regel mit 4

bis l0 Banden aufdem Blot, so daß das Muster in allen Fällen überschaubarblieb (Abb
3.10 und 3.11).
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R-78Ä3I 
Abb. 3.l0:RFLP-Analyse der Eltern aus der durchgeführten Kreuzung. Beispiel für das Ergebnis eines

Hylnidisienmgsexperimentesvon "Southernblots" restringierter und gelelektrophorefischaufgetrennter DNA
der beiden Eltern. Die DNA in jeder Spur ist mit jeweils einem von 8 Restriktionsenzymengeschnitten worden.
Für diese Hybridisierungwurde der Cosmid KlonCoslll 6 eingesetzt. Für diesen Markerzeigt sich kein RFLP.

Abb.3.ll:RFLP-Analyse der Eltern aus der durchgeführten Kreuzung. Beispiel für das Ergebnis eines

Hybridisienmgsexperimentesvon "Southem blots" restringierter und gelelektrophoretiseh aufgetrennter DNA

der beiden Eltern. Die DNA in jeder Spur ist mit jeweils einem von 8 Restrildionsenzymengeschnitten worden.

Zur Hybridisierungwurde der Cosmid Klon Cos 7 eingesetzt. Er detektiert RFLP’: mischen den Elternstämmen

wenn diese mit den Restriktionsenzymen Kpn I,Pst I oder Xho I geschnitten werden.

3.3.3 Hybridisierungder Nachkommen-DNAmit geeigneten RFLP-Sonden

Von den insgesamt 25 gefimdenen RFLP-Markern wurden bisher 15 fiir eine

Segregationsanalyse der Nachkommen aus der durchgefiihrten Kreuzung eingesetzt.
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Der Cosmid Marker CosII 2 wurde zweimal mit verschieden restringierter
Nachkommen-DNA(Xho I und EcoR I) hybridisiert‚ was jeweils ein unterschiedliches
RFLP-Muster ergab. Die Segregationsanalyse zwischen diesen sicher gekoppelten
Marken diente als Positivkontrolle für die Kopplungsanalyse (Eine Hybridisierung mit
demgleichen DNA-Fragment, das fiir mehrere Restriktionsenzyme einen RFLP
detektiert, muß in der Hybridisierung mit entsprechend verdauter Nachkommen-DNA
eine sehr enge Kopplung zeigen, wenn der Klon nicht rekombinierteDNA enthält.)
Aus den im Rahmen der eigenen Kreuzung erhaltenen Nachkommenwurden 25 fiir die
Segregationsanalyse verwendet. Dazu kamen noch einmal 21 Nachkommen aus der
analogen Kreuzung 1104 von Desjardinsund Gardner (1989).
Die Auswertung der Hybridisierungenerfolgte im Vergleichmit den RFLP-Mustern der
beiden Eltern. Beobachtet wurden bezüglichder Musterverteilung vier Typen, nämlich
die beiden Eltemtypen‚ Kombinationen aus den Hybridisierungsmustem der Eltern
sowie deutlich abweichendeNachkommenmuster.
Die Abb. 3.12 und 3.13 zeigen exemplarisch je eine der fiir die Segregationsanalyse
durchgefiihrten Hybridisierungen der 46 Nachkommen mit RFLP-Markem. In Abb.
3.12 ist das Ergebnis eines Hybridisierungsexperiments mit dem Plasmid-Klon B 15
wiedergegeben. Abb.3.13 zeigt ein entsprechendes Experiment mit dem CosmidKlon
Cos II 2.
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Abb.3.12 a-c: RFLP-Analyse der Nachkommen aus der Kreuzung R6380 x 11-7843. Hybridisiernng von 46

Nachkommen mit dem Plasmid RFLP Marker B 15 (Kpn I). Charakteristisch für diesen RFLP-
MarkerisgdnlfirdasdnrchkßwrepriseufleneMustendiemnerederbeidenßmndenfirem

rten14,5 kbp großes Fragment steht, das entsprechende Fragment beim von R-7M3 rep
Muster jedochnur 6,9kbp groß ist.
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Abb. 3.13 a-c: RFLP-Analyse mit den Nachkommen aus der Kreuzung R-6380 x R-7843. Hybridisierung von 46

Nachkommen mit dem Cosmid RFLP-MarkerCos II 2 ‘(Xho I). Clmrakteristiseh fiir diesen RFLP-

Marker ist: Im dem von R-7843 repräsenltierten Hyhridisiemngsmuster findet sich eine

Hybridisierung mit einem 15 khp großen Fragment. Diese Bande fehlt im Muster von R6380.

Stattdessen tritt zusätzlich eine Hybridisierungmit zwei anderen Fragmenten(7,5 kbp und 5 kbp) auf.
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Für die Auswertung der Segregation der untersuchten Marken wurden die eingesetztenNachkommenvon l bis 46 durchnumeriert (Tab. 3.6).
Das Ergebnis der durchgeführten 16 Hybridisierungen mit Sonden, die RFLP'smarkieren, ist in Tabelle 3.6 zusammengestellt. Wichtig ist neben der Angabe derjeweiligen Sonde auch das Restriktionsenzym, mit dem die als Ziel-DNA verwendeteNachkommen—DNA geschnitten war (Nur in Kombinationmit DNA, die mit diesemRestriktionsenzym geschnitten ist, ist der Klon ein RFLP-Marker!) Im Anhang zudieser Arbeit findet sich als Ergänzung zu den hier dargestellten Daten eine Aufstellungder beobachtetenUnterschiede im Hybridisierungsmusterder beiden Eltemstämme mitden gefimdenenRFLP-Markern.

Nachkommen-
nummer

Eine Hybridisierung, die dem Eltemtyp R-6380 entsprach, wurde mit "A" bezeichnet.Analog dazu wurde eine dem Eltemtyp R-7843 entsprechende Hybridisierung mit "B"bezeichnet. Ein "C" kemizeichnet in der Tabelle 3.6 ein gegenüber beiden Elternverändertes Muster (z.B bewirktdurch Rekombinationim detektierten Bereich) und ein"X" steht immer dann, wenn keine Auswertung fiir diesen Nachkommenmöglich war.

Die Weiterverarbeitung der Nachkommenmusteraus Tabelle 3.6 erfolgte zunächst mitHilfedes Programms RFLPDetl.
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Tab 3.6: RFLP-Amlyse. Aufstellung der flir die Hybridisiemngeingesetzten Sonden. Segregatlon der RFLlLMarkerbei

den Nachkommen.Im Feld Naehlromnaenmustersind die beobaehtetuHybridisiermgslnnsterder Nachkommen

aufgelistet Jeder Buchstabe steht flir einen Nachkommen: A = Muster wie bei R6380, B = Muster wie bei R-

7843, C = neues Muster, X = nicht auswertbar.

3.3.4 Segregationsanalyseder detektierten Marken

Als Kriterien fiir eine Kopplung zweier Marker wurde der xZ-Wert, das 95%
Konfidenz-Intervall sowie der (p-Koefiizient fiir die vorliegende Verteilung bestimmt.

Auszugehen war bei der Verteilung von nur einem Freiheitsgrad (Fleiss 1981). In

diesem Fall ist die Nullhypothese, d.h die zufällige Verteilung der Marker, immer dann
abzulehnen, wenn x2 > 3,84 ist (Sachs 1974). Das 95% Konfidenz-Intervall hingegen
überdeckt den Bereich der tatsächlichen Rekombinationshäufigkeit (entspricht in
diesem Fall den in Centimorgan (cM) angegebenen Morgan-Einheiten) zu 95%. Hier

war ein Kriterium, daß die obere Grenze des Intervalls kleiner als 50 sein mußte, da
eine Rekombinationshäufigkeitvon 50 fiir freie Verteilungder Merkmalesteht. In zwei

Fällen, für die Kopplunganalyse von CosII 4 (EcoR I) mit CosII 2 (Xho I) und B14

(EcoR I) mit B15 (Kpn I), überschritt die obere Grenze des 95% Konfidenz-Intervalls
den Wert 50, obwohl der xl-Wert Kopplung anzeigte. In diesen Fällen ist eine
Kopplung nicht sicher.
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Der ebenfalls berechnete (p-Koeflizient ist ein Maß für die Signifikanz der berechneten
Rekombinationshäufigkeit unabhängig vom Stichprobenumfang (der Anzahl analy-
sierter Nachkommen). In der hier vorliegenden Verteilung muß der (p-Koeffizient
größer als 0,34 sein, damit die Signifikanz der Kopplung unabhängig von der

Stichprobengröße ist. Für die Markerpaarung B14 (EcoR I) — B15 (Kpn I), deren 95%
Konfidenz-Intervallbereits über den Wert 50 hinausreicht ist der (p-Koeffizientmit 0,3l
ebenfalls zu niedrig für eine signifikante Koppllung. Für das zweite Markerpaar, CosII
4 (Pst I) - CosII 2 (Xho I), dessen 95% Konfidenz—Intervall über 50 hinausgeht, liegt
der cp-Koeffizientgenauaufder Grenze zur signifikantenKopplung.

Da die notwendigen Berechnungen für sehr viele Markerkombinationendurchzuführen
waren und beim Hinzufügen neuer Markerdaten jedesmal eine vollständig neue

Berechnung erfolgen muß, wurde die Auswertung mit Hilfeeines Computerprogramms
durchgeführt. Das hier verwendete Programm, bezeichnet als RFLPDet1‚ wurde zu

diesem Zweck entwickelt (Quellcode, siehe Anhang). Es berechnet u.a.

Rekombinationshäufigkeiten,Konfidenz-Intervalle, xZ-Werte und (p-Koeffizienten für
Marker einer beliebigen Kreuzung zweier haploider Organismen, ähnlich wie das

Programm HAPMAP, welches für die Erstellung einer RFLP-Karte bei
C.heterostrophus eingesetzt wurde (Bronson et al. 1989).

Die Verteilung der Markermuster auf die Nachkommen und die Aufstellung der

Markerkombinationen,deren Kopplung nach dem x2 -Test zu 95% wahrscheinlich ist,
sind in den Tabellen 3.7 und 3.8 dargestellt. Bei beiden Tabellen handelt es sich um

Auswertungsprotokolle, die mit dem Programm RFLPDetl erstellt wurden. Die

vollständige Kopplungsanalysefür alle Marker, unabhängig vom Grad der Signifikanz,
ist dem Anhang beigefügt.
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Tab. 3.7: Kopplungsanalysemit Hilfedes ProgrammsRFLPDetl.Marker-Verteilungder Elterntypen aufdie Nachkonunen.

a = erster Elternityp (GpulicarisR4380),h= zweiter Flterntyp(hier Gpulicarn’: 11-7843)

    Harkerl Harkerz cH Chi’ 95% K.I. Phi NK H AA AB BA BB
-_-------- —-———----- n--- ————- ----———----- p--- --- —-— -—- ——- ——- ---

  
 
   
  
 
  
 
  
  

B14(EcoRI) B17(EcoRI) 2.4 33.44 0.1 - 14.2 0.89 42 4 13 0 1 28
B14(EcoRI) B1(PStI) 19.5 11.56 9.4 - 35.7 0.53 41 5 11 3 5 22
B14(EcoRI) B15(KpnI) 40.0 3.86 25 3 - 57.1 0.31 40 6 12 1 15 12
B14(EcoRI) C9(XbaI) 21.9 9.11 9 9 - 40.9 0.53 32 14 11 1 6 14
B14(EcoRI) cosIII7(Xb 17.9 14.04 8 1 - 34.4 0.60 39 7 12 1 6 20
CII 10 (PS cosII7(Pst 21.4 7.15 9 0 - 42.0 0.51 28 18 12 4 2 10
CII 10 (PS cosII1(Kpn 27.5 5.84 15 1 - 44.5 0.38 40 6 18 5 6 11
B17(EcoRI) B1(PstI) 17.9 12.32 8 1 - 34.4 0.56 39 7 11 3 4 21
B17(EcoRI) C9(XbaI) 21.9 8.42 9 9 - 40.9 0.51 32 14 12 2 5 13
B17(EcoRI) cosIII7(Xb 23.7 8.21 12 0 - 41 0 0.46 38 8 11 3 6 18

B1(PstI) cosIII7(Xb 27.8 5.73 14 8 - 45.9 0.40 36 10 11 3 7 15
CosII2(Eco cosII2(Xho 0.0 36.09 0 0 - 10.9 0.95 40 6 21 0 0 19
cosII10(PS cosII7(Pst 3.4 21.63 0 2 - 19.8 0.86 29 17 15 1 0 13
cosII10(PS cosII1(Kpn 2.3 35.20 0.1 - 13.9 0.90 43 3 25 0 1 17
CosII4(Pst cosII2(Xho 33.3 4.06 19.1 - 51 6 0.34 36 10 10 2 10 14
CosII4(Pst Rish10000 31.7 5.86 18 6 - 48.7 0.38 41 5 12 2 11 16
cosII7(Pst cosII1(Kpn 3.3 22.63 0 2 - 19.2 0.87 30 16 15 0 1 14

C9(XbaI) cosIII7(Xb 9.4 18.74 2 5 - 26.4 0.77 32 14 14 3 0 15
Viru1enz_2 Vir_3g 13.0 21.92 5 4 - 27.2 0.69 46 2 12 0 6 28

       
 

 

Kopplung nachdem xZ-Test zu 95% wahrscheinlich ist.

Marker 1. Marker2 = vergflchenesMarkerpaar/ 95% KJ. = 95% Konfldenz-Intervall/NK = Naehklmrmnen/

MM=Fehlpaanmgen/AA‚BB=Eltemtypm/AB,BA=Relmmbimflonstypen

Das Programm selbst detektiert nur die Kopplung zwischen jeweils zwei Markern. Die

Zusammenstellung der Kopplungsgmppen erfolgte daher von Hand. Dazu wurde die

vom Programm berechneten Kopplung zweier Marker mit der Kopplung zu einer
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weiteren Marke, die mit beiden oder einem der Marker des beliebig wählbaren

Ausgangspaares signifikant gekoppelt war, verglichen.
Dazu ein Beispiel: Die MarkerB 1 und B 14 sind signifikant miteinander gekoppelt. Ihr

genetischer Abstandbeträgt 19,5 cM. Der MarkerB 17 ist sowohl mit B 14 (Abstand:
2,4 cM) als auch mit B 1 (Abstand: 17,9 cM) signifikant gekoppelt. Addiert man die

Abständevon B 17 und B 14 (2,4 cM) und von B17 und B 1 (17,9 cM) so ergibt das

20,3 cM, was leicht über 19,5 cM, dem berechneten Abstand von B 14 und B 1 liegt.
Der MarkerB 17 liegt somit zwischen B 14 und B 1. Die Differenz zwischen 20,3 cM

und 19,5 cM ist dadurch begründet, daß bei der direkten Abstandsbestimmung
zwischen den Markem innerhalb der Meiose aufgetretene "Doppelcrossover"
unberücksichtigtbleiben, da sie sich nicht aufdie Rekombinationshäufigkeitauswirken.

"Doppelcrossover" können erst berücksichtigt werden, wenn ein dritter, zwischen den

beiden ersten Markemliegender Markermit berücksichtigtwird. Der Abstandzwischen
den beiden äußeren Markemmuß dann nach oben korrigiert werden (vgl. Suzuky et al.

1939)

Dieses Vorgehen wurde solange wiederholt, bis sämtliche Marker der

Kopplungsgruppe gefunden waren.

Eine Analyse der Daten aus Tabelle 3.8 ergibt 3 Kopplungsgruppen, die im ersten Fall

von zwei, im zweiten von vier und im dritten von 6 Markembeschriebenwerden. Drei
Marker zeigen keine signifikante Kopplung mit anderen und stehen ebenfallsfiir eigene
Kopplungsgruppen.

Folgende Kopplungsgmppenwurden ermittelt:
Kopplungsgmppe I wird charakterisiert von den RFLP-Sonden B 14, B 17, B 1, C 9

und CosIII 7,
Kopplungsgruppe II besteht aus den MarkemCII 10, CosII 7, CosII 1 und CosIII 10,
Kopplungsgruppe III besteht aus CosII 2 und CosII 4.

Bei den Markem, fiir die sich aus den durchgeführten Hybridisierungen keine

signifikante Kopplung ablesen ließ, handelt es sich um CosII 5, C 4 und CosH 21. Der

Marker B15 zeigt im xZ-Test Kopplung mit B14, die obere Grenze des Konfidenz-
Intervalls liegt jedoch bei 57,1 und der Wert des (‚o-Koeffizientenliegt nur bei 0,31, so

daß eine Kopplung nicht zu belegen ist.

Die im Rahmen der Untersuchungen der Kreuzungsnachkommenauf ihre Fähigkeit
zum Rishitinabbausowie ihre Virulenz aufKartoffeln beobachtetenEigenschafien (Tab.
3.3 und 3.1) wurden ebenfalls fiir die Kopplungsanalyse eingesetzt. Bezüglich des

Merkmals der Virulenz auf Kartolfeln konnte keine Kopplung mit einem anderen
Markerbestimmtwerden.
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Das fiir die Fähigkeit zum schnellen Rishitinabbau gewählte Kriterium (Integral über
dem Rishitinsignal kleiner als 10.000, Tab 3.3) erwies sich als signifikant gekoppelt mit
dem MarkerCosII 4.

Aus den fiir die einzelnen Marker ermittelten Abständen voneinander, läßt sich eine
erste Kartierung der drei Kopplungsgruppen anfertigen (Abb. 3.8). In dieser
Darstellung sind die durch Zweipunktanalyse ermittelten Abstände zwischen zwei
Markemangegeben. Die Chromosomensymbolesind alle gleich groß gewählt, da keine
genauen Größen bekannt sind. Ebenso deutet die Lage der Kopplungsgruppen aufden
Symbolen nicht auf ihre tatsächliche Position hin. Die Abstände der einzelnen Marker
sind innerhalb der Kopplungsgmppe maßstabsgetreu gewählt.

II
Kopplungsgruppen I bis III

Abb.3.8: Kopplungsgrupen-Analyse der Nachkommen am der Kreuzung Gpulicarü 11-6380 x R-7843. Schematische

Darstellung der ermittelten drei Kopplungsgruppen. Die Markierung RIM-H sieht fllr das Merkmal des

schnellen Rishiflmnetaholislnns.Alle anderen Markienmgen entsprechen den Bezeichnungen der zugehörigen
RFLP-Marker.Die Größe der Kopplungsgnlppensymholeund die Positionender Kopplungsgruppendaraufsind

willkürlichgewählt.

Kopplungsgruppe I überdeckt einen Bereich von 47,6 cM, Kopplungsgmppe II einen
von 27 cM und Kopplungsgruppe III einen Bereich von 35 cM.

Der Klon Cos II 4 ist nach den durchgeführten Analysen signifikant mit der Fähigkeit
zum schnellen Rishitinabbau (RIM++) gekoppelt. Der Abstand von 31.7 cM ist
allerdings noch zu hoch, um ihn für die Klonierung des Genes einsetzen zu können. Er

sollte jedoch fiir die chromosomale Lokalisation des Gens sowie bei der Suche nach
enger mit der RIM++-Fähigkeitgekoppelten genetischen Markendienlich sein.
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3.4

3.4.1

Karyotypanalyseverschiedener Stämme von G.pulicaris

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Karyotyp der fiir die Kreuzung eingesetzten
Stämme von Gpulicaris bestimmt werden. Dazu mußten die chDNA-Präpararationen
sowie die Trennbedingungen innerhalb der Pulsfeldgelelektrophorese auf die zu

analysierendenStämme hin optimiert werden.

Optimierung der chDNA-Präpararation

Für die chDNA-Präparation wurden die beiden für die Kreuzung eingesetzen
Eltemstännne G.pulicaris R-7843 und R-6380 sowie der im Rahmen der Arbeitsgruppe
regelmäßig transforrnierte Stamm R-5690 verwendet.
Alternativ wurde die chDNA-Präpararationaus Protoplasten, sowie aus jungem Myzel
versucht.
Die anfänglich eingesetzten Protoplastierungsbedingungenwaren auf den Stamm R-

5690 hin optimiert. Als Protoplastierungspufferdientenje 20ml 1,2 M KCl.

Novozym 243, Batch PPM 3276 und Driselase wurden in einer Konzentration von je 5

mg/ml zugesetzt (Tab 3.9).
Nach 4 stündiger Protoplastierung war die Protoplastenausbeutewie in Tabelle 3.9

dargestellt.
  

Stammbezeichnun i
s1 l
51 l
450 zmri

    
 
   

äins

0

0

Tal:3.9: Protopludenmgvon Gpulicarü. Ergebnis des ersten Protoplastierungsexperhmmes.

Wie von Brody und Carbon (1989) fiir chDNA-Präpararationen bei Aspergillus
nidulans beschrieben wurde, sollten Einbettungen erst ab einer Protoplasten-
konzentrationvon 2 x 108 PPl/ml erfolgen [Walz und Kück (1990) beschreibenfiir ihre

chDNA-Präpararationen von Acremonium chrysogenum sogar Mindestkonzen-

trationen von 1 x 109 PPl/ml]. Daher wurden nur von R-5690 und R-6380 Agarose-
blöckchen gegossen und die Protoplastendarin wie beschrieben(vgl. 2.3.7) lysiert.
Die erste Auftrennung im Pulsfeldgel (Abb 3.16.) lieferte nur fiir die chDNA-

Präpararationen von R-5690 ein gutes Ergebnis. Daraus wurde gefolgert, daß die

eingebettete Protoplastenkonzentration,etwa aufgrund eines denkbaren anderen Kem-

Cytoplasmaverhältnisses,fiir R-6380 noch viel zu niedrig war.

Das nächste Ziel war daher Protoplastenkonzentrationenvon l x 109 PPl/ml oder noch

darüber einzubetten.
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Alternativ zur chDNA-Präpararation aus Protoplasten wurde auch die von Kayser
(1991) beschriebenePräparationsmethodeaus jungem Myzel ausprobiert (vgl. 2.3.7).
Diese lieferte wiederum für den Stamm R—5690 gute Ergebnisse, fiir die anderen
Stämmejedoch nicht (vgl. Abb 3.16, Abb. 3.18).

Im Rahmen der Versuche zur Erhöhung der Protoplastenausbeutewurde zunächst das

eingesetzte Frischgewicht gegenüber dem ersten Versuch aufje 2 g erhöht und die

Protoplastierung in 40 n11 0,8 M KCl (optimal fiir R—5690) durchgefiihrt. Unter diesen

Bedingungen sank die Protoplastenausbeuteaufjeweils 1 x 108 PPl/ml in insgesamt je
210 ul.
Nach einer Mitteilung von Risch (pers. Mittlg.) ist die Protoplastenausbeute stark

abhängig von der Molarität des verwendeten Protoplastierungspufiers.Daher wurde im
nächsten Schritt eine Protoplastierungsreihe mit Pufierkonzentrationenzwischen 0,4
und 1,2 M KCl durchgeführt. Jeweils 0,5 g Myzel der Stämme R-6380 und R-7843
wurden in je 20 rnl Lysepufier mit 100 mg Novozym 234, Batch PPM 3274 und 100

mg Driselase fiir 4,5 Stunden protoplastiert.
Die dabei erhaltenen Protoplastenausbeutensind in Tabelle 3.10 zusammengestellt.

 

 

Stamm Mol/l Protoplastenend-
KCI ausbeute ro m1

Endvolumen 'i‘
R 380 0,4

1.0 x 106 400

5,0 x 106 300

1,3 x 103 350

350

100

200

6sU) ooC

  
 

 

R-6380

R-6380 1 0

R-6380 1,2 1,1 x 103
1,0 x 106
1,2 x 107
1,8 x 107
1,9 x 103 250

300

R-7843 0 4

R-7843

R-7843

R-7843

„J3iä X v-n O00
1,0
1,2  

Tab. 3.10: Optimierung der Protophstemusbemeflir Gpulicaris. Stämme 11-6380 und 11-7843: Effekt der KCl-
Konzentnflon des Protoplastierungspuflen auf die Promplastenambeme. Die Protoplastiemng
erfolgtejeweilsausoßgMyzelhflimlPuflermh100mgNovozym234,BntchPPM3276‚sowie

100 m; Driselase.
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3.4.2
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Abb.3.15: Protophstenpräparafion von Gpulicafis R-6380 und R—7843. Einflull der KCl-Konzentration des

Protoplmtiermigspuflenaufdie Protoplastenausbeute.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, daß fiir weitere Protoplastierungsversuche
mit dem Stamm R-6380 1 M KCl und fiir den Stamm R-7843 1,2 M KCl gewählt
werden sollte.
Nach den Erfahrungen aus diesen Vortests wurden dann in einem größeren Ansatz aus

je 2 g Myzel an den Stamm R-7843 1,5 x 109 PPl/ml (insgesamt 1 m1) und an den

Stamm R-63 80 4 x 108 PPl/ml (insgesamt 0,5 m1) gewonnen.
Desweiteren wurde untersucht, ob durch eine Erhöhung der Enzymkonzentration von

Novozym 234 und Driselase von 5 mg/n11 auf 7,5 mg/rnl eine weitere Steigerung der

Protoplastenausbeute auftritt. Als Folge dieser Änderung konnte die

Protoplastenausbeutefiir R-6380 nochmals auf 1,5 x 109 PPl/ml gesteigert werden; die

Ausbeute fiir R-7843 stieg dabei auf 1,7 x 109 PPl/ml.
Da die bisher verwendete Novozym-Charge (Batch PPM 3276) nach diesen

Experimenten aufgebrauchtwar, mußte fiir weitere Versuche aufden Batch PPM 3897

ausgewichenwerden.
Mit dieser Charge sank die Protoplastierungsratewieder um den Faktor l0.

Optimierung der Pulsfeldgelelektrophoresebedingungenfür verschiedene
Größenbereicheder Chromosomen

Bei der Optimierung der Chromosomenauftrennung wurden zunächst Bedingungen
gewählt, wie sie von Kayser (1991) im Rahmen seiner Karyotypanalysen bei

Penicilliumjanthinellumund Absidiaglauca beschriebenwurden. Davon ausgehend
wurden in weiteren Läufen einzelne Paramater variert, welche die Auftrennung
innerhalb der beobachteten Chromosomengrößenbereiche verbessern sollten. Dazu
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wurden auch weitere, (Miao et al. l99la,Biometra 1990) Protokolleeingesetzt, die fiir
Aufirennungenin fiir uns interessanten Größenbereichenoptimiert waren.

Wie oben beschrieben, verlief die Protoplastierung und chDNA-Präpararation der
beiden fiir die Kreuzung eingesetzten Stämme von Gpulicaris R—6380 und R-7843
nicht so wie erwartet. Stattdessen verlief sie gut fiir den Stamm R-5690. Aus diesem
Grund wurden die Efiekte veränderter Trennparameterinsbesondere fiir diesen Stamm
beobachtet.
Eine Zusammenstellung aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Trennparameter
findet sich in Tabelle2.1.

Im folgenden sind die Ergebnisse der wesentlichen Pulsfeldgelelektrophoresen(PFGE)
beschrieben. Aussagen über die Größen der aufgetrennten Chromosomen wurden nur

insoweit gemacht, als sie durch den Vergleich mit den Chromosomen der
Größenstandards mögfich waren, da die Wanderung von Chromosomen in

pulsfeldgelelektrischen Auftrennungen nicht immer relativ zu ihrer Größe erfolgt (Miao
et al. l99la).

Der erste Versuch zur Karyotypanalyse, dokumentiert in Abb. 3.16, wurde unter den

Elektrophoresebedingungenl durchgeführt. Dieser Laufmit festen Pulszeiten ließ für

den Stamm R-5690 fiinf Chromosomenbanden, die zweitgrößte davon eine
Doppelbande, erkennen. Die ebenfalls mitgelaufenen chDNA-Präpararationen von

R-6380 und R-7843 zeigen hier nur jeweilseine Bande oberhalb von 5,7 mbp.
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Abb.3.16: Versuch zur Karyotypanalysebei Gpulicariv. Pulsfeldgel 1. Eleldrophoresebedingungen1.

Die Chromosomen von R-5690 wurden fiir die weitere Beschreibung ausgehend von

der in Abb. 3.16 dargestellten Auftrennung von 1 bis 6 (beginnendmit dem kleinsten
Chromosom) durchnummeriert. Diese Nummerierung ist nur vorläufig und muß ggf.
geändert werden, wenn eine Auftrennung aller Chromosomen gelungen ist.
Chromosom 6 liegt oberhalb der 5,7 mbp Bande des Größenstandards S.pombe.
Chromosom 4 und 5 sind als Doppelbande etwa auf Höhe der 4,6 mbp Bande von

S.pombe zu erkennen. Chromosom 3 liegt auf Höhe der 2,5 mbp Bande von

S. cerevisiae. Chromosom 2 ist etwa in der Mitte des Abstandes zwischen der 2,5 mbp
Bande und der 1,6 mbp Bande von S.cerevisiae positioniert. Chromosom 1 liegt im
Bereich unter 1,125 mbp. In dieser Region ist auch der Standard nicht mehr deutlich
aufgetrennt

Die zweite Auftrennung (Bedingungen 2, Tab. 2.1), dargestellt in Abb. 3.17, erfolgte
mit linearen und logarithmischen Zeitabstufungen. Der Stamm R-5690 wurde dabei
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einmal in Form einer chDNA-Präpararationaus Protoplasten, sowie einmal als chDNA
aus eingebettetem Myzel eingesetzt. Die Auftrennung ist etwas schlechter als im ersten
Lauf(Abb 3.16).

S

cerevlsnae E
N
Ä
E
m
J3

CD
ON
x0
Lfi

I
Q1

Abb. 3.17: Versuch zur Karyotypanalysebei G.pulicaris. Elektmphoresebedingtmgen2.

Da die Langzeitaufirennung mit festen Pulszeiten die besseren Ergebnisse lieferte,
wurden fiir die nächsten beiden Ansätze (Bed. 3 und 4, Tab 2.1) ebenfalls feste
Pulszeiten gewählt, dabei wurde jedoch die Abstufimg der Pulszeiten untereinander
verändert. Unter den Bedingungen 3 wurde eine weitere Pulszeit von 1.800 s eingefiigt
und die Dauer des Laufes um 5 Stunden verlängert. Eine verbesserte Auftrennung fiir
R-5690 ergab sich dadurch jedoch nicht. Die Abstände der Chromosomen blieben in
etwa gleich. Darauswurde geschlossen, daß bei der gewählten Feldstärkevon 1,4 V/cm
eher längere Pulszeiten als 1.800 s zu einer Verbesserung der Aufirennung fiihren
sollten,
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Die Bedingungen 4 aus Tab. 2.1 (Abb. 3.18) waren eigentlich nicht in dieser Form

beabsichtigt. Bedingt durch einen Geräteausfall wurde die Auftrennung nach 258h

beendet. Für R-5690 hatte sich in diesem Lauf die Auftrennung der Chromosomen 2

und 3 deutlich verschlechtert, wohingegen die Doppelbande der Chromosomen 4 und 5

deutlicher ist und zudem weiter als bisher von der obersten Bande des Chromosoms 6

entfernt liegt. In den Spuren mit R-6380 und R-7843 kann man in diesem Lauf die

obere Bande deutlich erkennen. Etwas oberhalb von Chromosom 1 (bei etwa 1,125
mbp), zwischen Chromosom 2 und 3 (etwa 2,5 mbp) sowie am unteren Rand der

Doppelbande von Chromosom 4/5 (etwa 4,6 mbp) sind in den Laufspuren der Proben
mit R-63 80 und R-7843 3 Schattenbanden zu erkennen. Ob diese Banden tatsächlich
Chromosomen repräsentieren ist noch nicht klar, da sie unter anderen

Trennbedingungennicht beobachtetwerden konnten.
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Abb.3.18: Versuch zur Karyotypanalysebei Gpulicaris. Elektmphoresebedmgnmgen4. SB = Schattenbande

Ein weiterer Lauf, nach Angaben von Biometra (1990) optimiert auf Trennungen im

Bereich von 1 - 6 mbp (Bed. 5, Abb 3.19), trennte die Doppelbande der Chromosomen

4 und 5 von R-5690 auf. Gleichzeitig wurden die Banden aber unschärfer, so daß die

oberste Bande von Chromosom 6 praktisch nur noch zu erahnen war. Die Laufspur von

R—7843 lag unter diesen Bedingungen sehr stark degeneriert vor und zog sich als

deutlicher "Schmier" über die gesamte Laufspur. Lediglich die obere Chromosomen-
bande ist noch zu identifizieren. Eine Auftrennung unterhalb von 1 mbp erfolgte unter
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diesen Bedingungen nicht was am Laufverhalten des Größenmarkers Scerevisiae
deutlich wird. Die Auftrennung fiir S.pombe ist dagegen gut.
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Abb.3.19: Versuch zur Karyotypanalysebei (ipulicaris. Elektrophoresebedixigungen5.

Der nächste Lauf sollte eine Trennung auch unterhalb von l mbp ermöglichen. Dafiir
wurden die Bedingungen 6 gewählt (Tab. 2.1), die nach Befiinden von Biometra (1990)
eine gute Trennung im Bereich von 0,5 - 6 mbp gewährleisten. Wie in Abb. 3.20 zu

sehen ist die Trennung im Bereich unter l mbp tatsächlich erfolgt. Für R-6380 und
R-7843 ist hier die bisher beobachtete breite Chromosomenbande in zwei Banden
aufgespalten. Beide liegen oberhalb der Bande des Chromosoms 6 von G.pulicaris
R—5690. Letztere kann hier auch für R-5690 als Chromosom 7 beobachtetwerden.
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Abb.3.20: Versuch zur Karyotypannlysebei Gpulicaris. Elektrophoresebedmgmtgen6.

Um den Größenbereich der bisher nur fiir R-5690 beobachtetenChromosomen 1 bis 3
besser aufzutrennen, wurden Bedingungen ausprobiert, die über den gesamten
Größenbereich von 0,245 bis 2,5 mbp der 13 Chromosomen des eingesetzten
Scerevisiae Stammes auflösen (Bed. 7, 8).
Mit den Bedingungen 7 (Tab. 2.1) erfolgte eine Auftrennung bis in einen Bereich von

unter 50 kbp. Dabei konnten fiir den Stamm R-6380 eine und fiir den Stamm R-7843
drei charakteristische Plasmidbanden beobachtet werden (Abb. 3.21). Diese Banden
konnten auch in Elektrophoresen mit Gesamt-DNA der beiden Stämme beobachtet
werden. Vermutlich handelt es sich bei diesen Plasmiden um RNA-Plasmide, da sie
nachkurzzeitiger RNAse Behandlung nicht mehr auftreten(Abb. 3.22).
Für R-5690 sind in dieser Auflrennung, neben einer breiten Bande an der oberen
Grenze des Trennbereiches,zwei distinkte Banden zu sehen. Sie liegen im Vergleichzu

früheren Aufirennungen in einem Bereich der bisher als Chromosom 1 bezeichnet
wurde. Offenbar ist diese Bande tatsächlich eine bisher nicht getrennte Doppelbande.
Daher wird im weiteren von Chromosom la und 1b gesprochen. Im Vergleichmit dem
Größenstandard (Abb. 3.23) liegt Chromosom la knapp unter der 1,125 mbp Bande,
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Chromosom 1b liegt etwas oberhalb der 1 mbp Bande, was einem Größenunterschied
von etwa 120 kbp entspricht, Weiterhin zeigt sich in der Laufspur von R-5690 eine
breite Schattenbande bei etwa 0,5 mbp (vgl. Abb. 3.34).
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Abb. 3.2la/b: Versuch zur Karyotyparmlyse bei Gpulicaris. Elektrophoresebedingtmgen 7a/b. Die in der

Auflretmmng 7a zu beobachtendeSchrägstellung der Banden, beruht auf Salzablagerungen aufeiner

Elektrode. PB = Plasmidbanden.Pfeilohne Beschriftung = Plasmidbandeim Chromosomenstandard

Die Aufirennung der Chromosomen 1a und 1b erfolgte auch unter den Bedingungen S

(Abb. 3.23). Irmerhalb dieses Laufes waren fiir R-7843 drei kleine Chromosomen als
schwache, verschmierte Banden zu erkennen. Sie liegen im Vergleich mit den
S. cerevisiae-Bandenetwa bei 0,8, 1,125 und 2,5 mbp.
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Abb. 3.22: Elektrophorese einer CTAB-Gesalnt-DNA-Isolation der Stämme G.pulicaris R—6380 und R-7843‚
einmal ohne und einmal mit 10 miniitiger RNAse Behandlung. Deutlich sichtbar ist das Verschwinden
der PlasmidbandennachILNAse Behandlung. PB = Plasmidbanden

Das eben beschriebenekleine Chromosom von R-7843 konnte noch in einer weiteren
Auftrennung unter den Bedingungen 9 beobachtet werden (Abb, 3.24). In dieser
Auftrennung sind starke Degradationen der DNA aufgetreten, so daß die Laufspuren
mit "DNA-Schmier" überzogen sind. Dennoch erkennt man auch fiir R-5690 wieder
schwach die Banden von Chromosom la und 1b, daneben aber auch noch drei weitere
sehr schwache Banden im Größenbereich zwischen 610 und 460 kbp (Nr. 9, 10, 11)
sowie eine vierte Bande bei 870 kbp (Nr. 8). Für R-6380 und R-7843 beobachtet man

auf Höhe des 2,5 mbp Chromosoms von S.cerevisz'ae ebenfalls eine Chromosomen-
bande.
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Abb. 3.23: Versuch zur Karyotypanalysebei Gpulicaris. Elektrophoresebedingungen8. SB = Schattenlnmde

Weitere Optimierungen der Aufirennungen konnten nicht durchgefiihrt werden, da die
Pulsfeldgelelektrophoresekammerwegen eines defekten Ventils zum Ende der Arbeit
fijr längere Zeit nicht einsetzbar war.
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Abb.3.24: Versuch zur Karyotypanalysebei G.pulicaris. Elektrophoresebedingmgen9. SB = Schattenbande

3.4.2 Karyotypen der analysierten Stämme

Aus den Ergebnissen der pulsfeldgelelektrophoretisehen Aufirennungen lassen sich
erste Aussagen zum Karyotyp der untersuchten Stämme R-5690, R-7843 und R—638O
machen (Tab 3.11).
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IiR-6380 R-7843 GrößenbereichR-5690 
 2 Chromosomen 2 Chromosomen über 5,6 mb2 Chromosomen (Nr. 6, 7)

1 Chromosom > 4,6 mbp (Nr. 5)
1 Chromosom < 4.6 mb (Nr. 4)

rcmomosom

rcnromosom

3 Chromosomen (Nr. 9.l0,l1)—min-Plasma 3 RNA-Plasmide unterb

1 Chromosom 1 Chromosom etwa 4,6 mbp
  
 

 

1 Chromosom etwa 2,5 mb

etwa 2 mb D

1 Chromosom etwa 1,125 mb

etwa 1,02 mb

etwa 0,87 mb

1 Chromosom etwa 0,8 mb

etwa 0,5 mb

Aufstelhmg der im Rahmen der Karyotypanalyse bisher beobachtetenChromosomengröllen für die

Gpulicaris Stämme 11-5690, R6380 und R-7843. Die in Klammern angegebene Nummerienmg der

Chromosomenvo 12-5690 entsprichtder im Textverwendeten

Tab. 3.1l:

Aus den Effekten, die die eingesetzten Bedingungen auf die Chromosomentrennung hatten

(vgl. 3.4.1), ist zu erwarten, daß bei weiteren Aufirennungen unter verbesserten

Trennbedingungennoch weitere Chromosomen differenzierbar sein werden. Die eingeführte
Nummerierung der Chromosomen von R-5690 muß zu gegebenerZeit noch einmal überdacht
werden. Für die beiden anderen Stämme wurde noch keine Nummerierung der Chromosomen

eingefiihrt.
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Diskussion

Kreuzung der G.pulicaris Stämme R-6380 und R-7843

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung der RFLP-Analysevon Gpulicaris war die
Verfügbarkeit von Nachkommen aus einer Kreuzung von R-6380 mit einem zweiten
Stamm. Nachkommen aus der Kreuzung 1104 von Desjardins und Gardner (1989)
standen als Reserve zur Verfügung, sollten jedoch nur ergänzend mit untersucht
werden.
Die eigene Isolation von Kreuzungsnachkommen war somit eine wichtige
Voraussetzungfiir die Arbeitenzur RFLP-Analysevon G.pulicaris.
Der Kreuzungsansatz R-6380 x R-7843 konnte erfolgreich durchgefiihrt und dabei
Perithezienbildungund ausdifferenzierte Ascosporen beobachtet werden. Nur ein
Bruchteil der gebildetenAscosporen wurde isoliert.
Die von Desjardins und Beremand (1986) beschriebene Kreuzungstechnik für
Gpulicaris auf Maulbeerbaumästchenkann somit auch unter den in unserem Labor

vorliegendenBedingungen nachvollzogenwerden.

Wie unter 3.1.1 beschriebenwurde nur fiir etwa 10% der gebildetenProtoperithezien
eine Ausdifferenzierung zu Perithezien beobachtet. Das entspricht insofern den

Beobachtungen von Desjardins und Beremand (1986), als sie angeben, daß die
Differenzierung zu Perithezien nicht fiir alle Protoperithezien erfolgte. Sie geben
weiterhin an, daß in ihren Ansätzen ofi nur geringe Anteile reifer Perithezienauftraten,
wenn der männliche Partner bereits vor der Protoperithenbildungzugefiigt wurde.
Prozentuale Angaben z..B. wieviele Protoperithezien in reife Perithezien ausdifferen-
zieren machen sie nicht, so daß kein direkter Vergleichmöglich ist.
Innerhalb der selbst durchgefiihrten Kreuzung wurde spätestens nach 8 Wochen mit
einer Konidiensuspension des märmlichen Kreuzungspartners R-7843 überschichtet.
Nicht in allen Kreuzungsansätzen waren zu diesem Zeitpunkt bereits Protoperithezien
zu erkennen; viele zeigten sich erst danach. Die Beobachtung, daß unter 10% der
Protoperithezienin reife Peritheziendifferenzierten, ist daher möglicherweise mit einer
noch zu frühen Inokulationmit dem männlichen Kreuzungspartnerzu erklären.

Daraus kann fiir weitere Kreuzungen geschlossen werden, daß auch länger als 8

Wochen auf das Auftreten von Protoperithezien gewartet werden sollte, bevor mit
einer Konidiensuspensiondes männlichen Kreuzungspartners überschichtetwird.

Im Gegensatz zur Kreuzung 1104 von Desjardins und Gardner (1989) konnte keine
herabgesetzte Keimungsrate für die Ascosporen aus der Kreuzung R-63 80 x R-7843

beobachtetwerden. 32 von 33 isolierten Ascosporen keimten aus. Wie erwälmt
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(vgl. 3.1.2) wurde die einsetzende Keimung in vielen Fällenbereits eine halbe Stunde
nachÜberfiihren der Ascosporen aufWasseragarunter dem Mikroskop beobachtet.

Analyse des Virulenzverhaltens und der Rishitinabbaufähigkeit der
Eltemstämme und der Kreuzungsnachkommen

Die Bestimmung der Virulenz auf Kartoffeln sowie die Rishitinabbaufahigkeit der
Nachkommen aus der Kreuzung sollten als phänotypische Marken fiir die RFLP-

Analyse eingesetzt werden. Weiterhin sollte beobachtetwerden, ob die von Desjardins
und Gardner (1989) beobachtete, von der Gleichverteilungabweichende, 3:1 bzw. 1:3

(stark:schwach) Segregation (vgl. 1.2) fiir Virulenzverhalten und Rishitinmeta-
bolismusfahigkeitauch fiir die aus dieser Kreuzung isolierten Nachkommenzuträfe.

Die hier diskutierten Versuchsergebnisse beruhen nur auf relativ geringen
Nachkommenzahlen. Versuchsreihen zur statistischen Absicherung der erhaltenen

Ergebnisse konnten nicht mehr durchgefiihrt werden. Dies soll baldmöglichst
nachgeholtwerden.

Virulenzverhalten im Biotest

Der Biotest aufKartoffeln beruht aufder Fähigkeit der eingesetzten Kartofielsorten auf

Verletzungsreize hin rasch Phytoalexine freizusetzen, die das Wachstum sensitiver

Organismen stark hemmen (vgl. 1.2).
Wie unter 3.2.1 (Abb 3.5) beschrieben, war die Virulenz der getesteten
Nachkommenstännne auf den eingesetzten Kartofieln der Sorte Sieglinde sehr
unterschiedlich.
Für die Stämme R-7843 (K) und R-6380 (K), die von Desjardins zur Verfiigung
gestellt worden waren, zeigte sich unter den gewählten Bedingungen statt der
erwarteten höheren Virulenz von R-6380 (Desjardins und Gardner 1989), genau das

Gegenteil. R-7843 war deutlich virulenter als R-6380. Dafiir kann es mehrere

Erklärungengeben:
o Für die Virulenz aufder Kartofielsorte Sieglinde könnten Faktoren notwendig sein,

' die fiir die Virulenz von Gpulicaris R-6380 und R-7843 auf den von Desjardins
und Gardner (1989) getesteten Sorten Russel Burbank und Sebago keine Rolle

spielen,
o die Stämme R-63 80 (K) und R-7843 (K) könnten durch die lange Kultivierung auf

V8-Mediumin bezug aufihr Virulenzverhalten degeneriert sein oder

o die Stämme sind vertauscht worden.
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Die fiir die Kreuzung als Eltern eingesetzten Stämme R-6380 (L) und R-7843 (L), die
von Nelson (pers. Mittlg.) zur Verfügung gestellt wurden, erwiesen sich im Gegensatz
zu den (K)-Stämmen beide als hoch virulent auf dieser Sorte. Über 50% des
Kartoffelgewebeswar nach 3 Tagen verrottet.

Damit war der Test in bezug auf die Vererbung von Virulenz der beiden Eltern
gegenüber dieser Kartoffelsorte nicht auszuwerten.
Sinnvoll ist es, diesen Test mit anderen Kartofielsorten zu wiederholen. Dazu sollten
möglichst die Sorten Russel Burbank oder Sebago, fiir die R-6380 und R-7843 nach
Untersuchungen von Desjardins und Gardner (1989) unterschiedliche Virulenz zeigen,
eingesetzt werden. Alternativ können auch andere Sorten verwendet werden, bei denen
sich im Rahmen von Vortests deutlich unterschiedliche Virulenz der Elternstämme
zeigt.

Obwohl die Eltemstämme im Biotest nahezu diegleicheVirulenz aufwiesen, zeigten die
Nachkommender Kreuzung aufder Kartofielsorte Sieglinde deutliche Unterschiede im
Virulenzverhalten (vgl. Tab. 3.1 und Abb. 3.5). Denkbar ist, daß Virulenzfaktoren, die
in beiden Eltern gegenüber den Resistenzmechanismen der eingesetzen Kartoffelsorte
vorhanden sind, fiir die Nachkommen getrennt segregieren. Die auftretende

Segregation der Virulenz könnte z.B. durch Virulenzgene bewirkt werden, die den
gleichen virulenten Phänotyp auf dieser Sorte bewirken, im Genom jedoch
unterschiedlich lokalisiert sind.
Für den Fall das diese Gene nicht gekoppelt vererbt werden und jedes allein den
virulenten Phänotyp bewirkt, sollte unter den Nachkommen eine 3:1 Aufspaltung
(virulentznichtvirulent) auftreten. Letzteres ist der Fall, wenn als Grenze fiir den
nichtvirulenten Phänotyp ein Verrrotten von weniger als 2 g Gewebe gewählt wird.
Diese Grenze ist jedoch willkürlichgezogen und hängt vor allem von der Definition
eines virulenten Stammes ab.
Möglich wäre ebenfalls eine Lokalisation der Virulenzgene auf unstabilen
Chromosomen, wie von Miao et al. (1991b) für das Pda-Gen von Mhaemotococca
beschrieben. Abhängig von der Stabilität dieser Chromosomen wäre der Verlust des
virulenten Phänotyps mehr oder weniger häufig zu beobachten. Ein Hinweis, daß

derartige Chromosomen in G.puIicaris denkbar sind, ist die Beobachtung von

Desjardins und Gardner (1989), daß im Rahmen einer Kreuzung eines virulenten mit
einem nichtvirulenten Stamm der virulente Phänotyp innerhalb einer Tetrade völlig
verschwinden kann (vgl. 1.2).

Es war schwierig ein Kriterium fiir den virulenten Phänotyp festzulegen, da die Eltern

beide hoch virulent auf der Kartoffelsorte Sieglinde waren (über 50% Gewebe
verrottet) und die Nachkommen sehr unterschiedliche Virulenz zeigten. Wie
beschrieben(vgl. 3.2.1), wurden überprüft, ob eine Grenzziehung bei 2 g, 3 g, 4 g, 5 g
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oder 6 g verrottetem Gewebe eine Kopplung des so definierten virulenten Phänotyps
mit einem RFLP-Markerzeigte. Dies traf für keines der möglichenKriterien zu.

Alternativ zur diskutierten 2 g Grenze, bei der eine 3:1 Auspaltung
(virulentznichtvirulent) auflräte, sollte auch die 4 g Grenze mit in die Diskussion
einbezogen werden, da 4 g etwa der Hälfie der maximal beobachtetenMenge (7,8 g
bei R-63 80 [K]) an verrottetem Gewebenentspricht.
Für die teilweise isolierte Tetrade (P3A1-P3A5) mit 5 Ascosporen findet man unter

dem 4 g Kriterium eine Aufspaltung der Virulenz von 121,5 (virulent:nichtvirulent).
Vergleichtman alle ausgewählten 46 Nachkommenunter dem 4 g Kriterium, so ist die
Aufspaltung 1:1‚2. Diese Grenzziehungwäre dann sinnvoll, werm die Eltemstämme ein
deutlich unterschiedliches Virulenzverhalten gezeigt hätten. In diesem Fall hätte die
Möglichkeit, daß die Virulenz auf dieser Kartoffelsorte stark von nur einem Gen
beeinflußtwird, diskutiert werden können.
Für die Diskussion noch höherer Grenzen, z.B. mindestens 6 g verrottetes Gewebe, als
Kriterium fiir einen virulenten Stamm, wäre das Verhältnis virulent zu nichtvirulent
etwa 1:9. In diesem Fall müßte das Zusammenwirkenmehrerer Vrrulenzgene diskutiert
werden, die nur gemeinsam den voll ausgeprägten virulenten Phänotyp bewirken,
zumal die in diesem Fall als nicht virulent eingestuften Nachkommenstärmne noch
deutliche Unterschiede in ihrer Fähigkeit zeigen, das Kartofielgewebeanzugreifen.

Um mehr über die Faktoren herauszufinden, die fiir Virulenz speziell auf der
Kartoffelsorte Sieglinde wichtig sind, sollte eine Rückkreuzung mit einem der hier
sicher nicht virulenten Stämme RAP l-l, RAP 1-3, RAP 2-5, 1104-R-5 und 1104-R-6
durchgefiihrt und die Virulenz dieser Nachkommenuntersucht werden.
Desjardins und Gardner (1989) berichten fiir ihren Virulenztest mit den Nachkommen
aus der Kreuzung 1104 von einer unerwarteten Segregation der Virulenz. Sie
beobachteten eine 1:3 Segregation (virulentznichtvirulent). Auch hier wurde eine
Rückkreuzung (1421) zwischen einem Elter R—638O der ersten Kreuzung und einem
der nichtvirulenten Nachkommen ll04-R—6 durchgefiihrt. Für die Nachkommendieser
Kreuzung stellten sie keine unvollständige Ascosporendifierenzierung (s.o.) fest und
ermittelten eine 1:1 Segregation von virulentem zu nichtvirulentem Phänotyp.
Sie schlossen daraus, daß die Virulenz der Stämme R-6380 und R-7843 bei den von

ihnen untersuchten Kartofielsorten nur von einem Gen abhängt. Die abweichende
Segregation in der Ausgangskreuzung wurde mit einem möglicherweise bestehenden
Zusammenhang zwischen nichtvirulentem Phänotyp und der von ihnen fiir die
Kreuzung 1104 festgestellten unvollständigen Differenzierung der Ascosporenreifung
erklärt, die häufig zu nicht keirnungsfähigen Ascosporen fiihrte.
Der fiir die Rückkreuzung 1421 eingesetzte Stamm 1104-R-6 könnte auch fiir weitere
Untersuchungen über die Virulenzfaktoren, die bei der Kartoffelsorte Sieglinde eine
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Rolle spielen, eingesetzt werden, da er auch auf dieser Sorte unter jedem der
diskutierten Kriteriennicht virulent ist.

Die beobachtete Virulenz auf der Kartoffelsorte Sieglinde steht in keinem eindeutigen
Zusammenhang zur beobachtetenRishitinabbaufahigkeit(vgl. 3.2.2). Mehrere Stämme
mit niedriger Virulenz gehörten auch zu den langsamen Rishitinmetabolisierem (z.B.
RAP 1-3 und 1104-R-6), wohingegen u.a. der Stamm RAP 2-5 ein umgekehrtes Bild

zeigte. Er verrottete im Virulenztest unter 0,2 g Gewebe, konnte aber im
Metabolismustest fast 3/4 des Rishitins abbauen. Weiterhin zeigte sich z.B. der Stamm

P3A1-3 als guter Rishitinabbauer (über 3/4 des zur Verfiigung stehenden Rishitins
wurden umgesetzt). Er war jedoch mit nur 1,02 g verrottetem Gewebe eindeutig als
nicht virulent einzustufen.
Desjardins und Gardner (1989) stellten in ihren Untersuchungen einen Zusammenhang
zwischen hoher Virulenz und schnellem Rishitinmetabolismus auf den von ihnen
untersuchten Kartotfelsorten fest. Hohe Virulenz auf den Kartofielsorten Russet
Burbank und Sebago war immer gekoppelt mit der Fähigkeit zum schnellen
Rishitinmetabolismus. Umgekehrt die Fähigkeit
Rishitinmetabolismus jedoch nicht unmittelbar mit einem hoch virulenten Phänotyp
gekoppelt. Das bedeutet, der Phänotyp "Schneller Rishitinmetabolisierer" ist nur einer

war zum schnellen

von mehreren Virulenzfaktoren.
Offenbar ist fiir eine Virulenz aufden für den Biotest verwendeten Kartoffeln der Sorte

Sieglinde die Fähigkeit Rishitin rasch metabolisieren zu können kein zwingendes
Erfordernis fiir Virulenz und umgekehrt. Das kann einerseits dadurch begründet sein,
daß die Sorte Sieglinde generell nur wenig Rishitin produzieren kann. Andererseits
kann es daran liegen, daß die Kartoifeln vor der Verwendung im Biotest noch nicht

ausreichend eingelagert waren. Wie in der Literatur beschrieben (Seppänen 1982) ist
die Rishitinakkumulation in älteren, eingelagerten Kartoffeln höher als in frisch

geernteten.
Es ist nicht auszuschließen, das die Fähigkeit zum Rishitinmetabolismus auch fiir die

Kartoffelsorte Sieglinde ein Virulenzfaktor ist. In diesem Fall reichte jedoch unter den

gegebenen Versuchsbedingungen bereits die Fähigkeit zum langsamen Rishitinmeta-
bolismus aus, damit ein Stamm, der auch alle darüberhinausnotwendigen Virulenzgene
besitzt, aufder Sorte Sieglinde einen virulenten Phänotyp zeigte.

Rishitinakkumulation ist nur einer der möglichen Resistenzfaktoren von Kartoffeln.
Allein fiir die als Phytoalexineauftretenden Sesquiterpene beschreibt Kuc (1982) neben

Rishitin und Lubimin auch noch Phytuberin, Phytuberol, Solavetivon und 13-Anhydro-
ß-rotunol. Weiterhin sind die Phytoalexine der Solanaceen nicht auf die Gruppe der

Sesquiterpene beschränkt, sondern es werden z.B. auch phenolische Substanzen und
Glycoalkaloidegebildet.Die Konzentrationen, in denen die verschiedenen Phytoalexine
im Rahmen der Pathogenabwehrakkumuliert werden können, sind sehr unterschiedlich,
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so daß fiir die Virulenz aufder Kartoffelsorte Sieglinde durchaus andere Virulenzgene
wichtig sein können, als fiir die von Desjardins und Gardner (1989, 1991) betrachteten
Sorten.

Rishitinabbaufähigkeit
Unter dem gewählten Kriterium (vgl. 3.2.2) daß ein Stamm dann als schneller Abbauer
eingestuft wird, wenn er innerhalb von 3 Tagen mehr als 37,5 ug Rishitin
metabolisieren kann, fand sich fiir die Nachkommen eine Aufspaltung von 1:O,8
(schnel1:langsam) abbauend (vgl. Tab. 3.3).
Eine Reihe von Nachkommen (z.B. RAP-1-7 oder RAP 3-8) metabolisierte deutlich

langsamer als R-7843. Zwei Nachkommen metabolisierten Rishitin überhaupt nicht
(RAP 1-3, 1104—R-6).
Die Unterscheidung zwischen langsamen und schnellen Rishitinmetabolisierem unter

dem gewählten Kriterium (s.o.) ist nur eine erste Annäherung. Ergänzend dazu sollten
fiir die untersuchten Stämme die Kinetik des Rishitinabbaus bestimmt werden, da sie
vermutlich ein besseres Kriteriumfilrdie Unterscheidung zwischen schnell und langsam
abbauenden Stämmen ist.

Wie Desjardins et al. (1992) beschreiben, segregierten innerhalb der Rückkreuzung
1421 und weiteren Kreuzungen (vgl. 1.2) 2 RishitinmetabolismusgeneRim1 und Rim2.
Rim1 steht für schnellen Rishitinmetabolismus und ist gekoppelt mit der Virulenz auf
den von ihnen getesteten Kartoffelsorten Dem Stamm llO4—R-6 fehlen beide Gene, so

daß fiir RAP 1-3 das gleiche vermutet werden kann.
Im Rahmen der RFLP-Analyse konnte unter dem gewählten Kriterium fiir den
Phänotyp: "Schneller Rishitinmetabolisierer(RIMH)" eine Kopplung mit einem RFLP-

Marker festgestellt werden (vgl 3.3.4). Der genetische Abstand von 31,7 cM ist
vermutlich zu hoch, um damit beispielsweise "Chromosome walking"-Experimente
durchzuführen. Weiterhin liegt er bereits nahe an der Grenze, fiir die mit der
untersuchten Nachkommenzahl noch sichere Aussagen zum genetischen Abstand
möglich sind.
Es sollte jedoch möglich sein, das Chromsom zu lokalisieren aufdem das vorläufig als
Rim++ bezeichneteGen lokalisiert ist. Dazu ist zwingend eine weitere Optimierung der
bisher unvollständigenKaryotypanalysevon G.pulicaris notwendig.
Eines der nächsten Ziele sollte sein das Chromosom mit dem gesuchten Gen über

Hybridisierung mit dem RFLP-Marker auf "Southem blots" pulsfeldgelelektro-
phoretisch aufgetrennten Chromosomen zu finden. Gelingt dies, so könnte es isoliert
und damit weitergearbeitet werden.
Mit der DNA dieses Chromosoms könnten die bestehenden Genbanken durchsucht
werden, um Klone zu finden die Fragmente dieses Chromosoms enthalten. Unter diesen
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Klonen könnten dann eng an das gesuchte Gen gekoppelte RFLP-Marker gesucht
werden. Ebenso könnte von diesem Chromosom eine neue, chromosomenspezifische
Genbank konstruiert werden, eine Strategie die derzeit auch fiir die Klonierung der
Rad-Gene von Coprinus cinereus durch Zolan et al. (1992)eingesetzt wird.

MolekulareAnalysevon Nachkommenaus der Kreuzung G.pulicaris
R-6380 x R-5690

Um die Erstellung einer detaillierten Genkarte fiir einen Organismus rasch

voranzutreiben, ist es wichtig, neben den zu lokalisierenden, phänotypischen Marken,
möglichst viele molekulare Marken analysieren zu können. RFLP-Marker sind dafiir

aus den unter 1.3 dargelegten Gründen sehr hilfreich. Dazu kommt, daß bei

Verwendung von RFLP-Markern, die oben (vgl. 4.2.1 und 4.2.2) beschriebenen
Probleme der Grenziehung bei phänotypischen Markern weitgehend entfallen. In der

Regel sind klare Ja-Nein-Aussagen möglich, was einer weiteren Auswertung sehr

entgegenkommt.

Optimierung der Detektion von RFLP's mit nichtradioaktivmarkierterDNA

Der Einsatz nichtradioaktiv markierter Sonden, fiir die Detektion von RFLP-Markem
erwies sich als praktikabel. Im Gegensatz zur radioaktiven Markierung, bei der die

hybridisierte Sonde selbst detektiert wird, erfolgt die Detektion im Rahmen der hier

eingesetzten nichtradioaktiven Markierungstechnik nicht direkt, sondern im Anschluß
an die Kopplung eines Antikörpers an die mit einem entsprechenden Hapten versehene
Sonde und erst nachHybridisierungmit der Ziel-DNA.
Unspezifische Bindung der eingesetzten Sonde, sowie des verwendeten Antikörpers an

die Membran muß weitgehend verhindert werden, da andernfalls der Verstärkerelfekt
des an den Antikörper gekoppelten Enzyms zu stark störendem Hintergrund auf den
Detektionenfiihrt.
Wie sich herausstellte, sind nur solche Membranen verwendbar, die auf geringen
Eigenhintergmnd bei der Verwendung in Kombinationmit nichtradioaktiv markierten
Sonden getestet sind (vgl.3.3.1).
Soll ein Filter mehrfachverwendet werden, muß eine vollständige Dehybridisierungdes

Filters gewährleistet sein, da auch geringe Reste einer alten Sonde deutlich erkennbar
bleiben. Ein Problem dabei ist, daß der Erfolg einer Dehybridisierungnicht unmittelbar
festzustellen ist. Deswegen sollten möglichst sichere Dehybridisierungsmethoden
verwendet werden.
Der Einsatz von lichtemitierenden Substraten für die an den Antikörper gekoppelte
alkalische Phosphatase zeigte gute Ergebnisse, wenn ausreichend DNA auf den Filter
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gesaugt, nur getestete Sonden verwendet, die Waschschritte gründlich durchgefiihrt
wurden und die Filter während der Exposition nur noch leicht feucht waren (vgl.
3.3.1).

"Southemblots" mit restringierter Nachkommen-DNAkonnten wie beschriebenmehr-
fach dehybridisiert werden (vgl. 3.3.1). Die Dehybridisierungvon Plasmid-Sondenwar

vermutlich aufgrund ihrer geringeren Größe (0,5-2 kbp) effektiver, als fiir Cosmid-
Sonden (40-50 kbp). Bei mehrfachenRehybridisierungensollten daher immer zuerst die
Plasmid-Markereingesetzt werden.

Suche nach geeigneten RFLP-Markernfür die Segregationsanalyseder
Nachkommen

Für die Suche nach geeigneten RFLP-Marken standen die erwähnten (vgl. 3.3.2)
Cosmid- und Plasmid-Klonezur Verfügung. Klone aus beiden Genbanken eignen sich

zur Detektion von RFLP's. Unter den eingesetzten Cosmid-Klonen war der Umfang
der beobachtetenRFLP’s geringer als erwartet. In 25% der Fälle (vgl. Tab. 3.4) konnte

kein RFLP zwischen den Stämmen in den 40-50 kbp großen, zu R-6380 homologen
DNA-Insertionen der Cosmid-Klone beobachtet werden. Dies deutet auf eine nahe
Verwandschafi der beiden Stämme hin.
Dadurch, daß nur 8 Restriktionsenzymefiir die Suche nachRFLP’s eingesetzt wurden,
ist sicherlich eine Reihe von Markem, insbesondereunter den Plasmid-Klonen,nicht
berücksichtigtworden. Tzenget al. (1992)haben fiir die Suche nachPlasmid-Klonen

die RFLP’s detektieren bei C.heterostrophus 18 Restriktionsenzyme(bei Cosmid-
Klonen l0) eingesetzt und fanden damit fiir 39% ihrer Plasmid-Kloneeinen RFLP.

49% der so detektierten Plasmid-Markerzeigten nur mit einem der eingesetzten
Enzyme einen RFLP.
Sie untersuchten weiterhin, wievieleRFLP-MarkerbeimEinsatz von 10 oder weniger
Restriktionsenzymengefunden werden. Dabei stellte sich heraus, daß mit 10 Enzymen
immer noch 31% (gegenüber39% mit 18 Enzymen) der Plasmid-KloneRFLP’s
detektierten. Sie schlossen daraus, daß der Einsatz von mehr als 5-10

Restriktionsenzymennicht notwendig ist, um mit vertretbarem Aufwand ausreichend
RFLP-Markerzu finden.
Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte die Zahl von 8 Restriktionsenzymen
ausreichendgewesen sein, um damit die Klone aus den Gpulicaris Genbankenaufihre

Eignung als RFLP-Markerzu testen. Im Ergebnis detektierten 50% der Plasmid-Klone
und 75% der Cosmid-Klonemindestens einen RFLP (vgl. Tab 3.4). Das gewählte
Verfahren hat sich somit fiir G.pulicaris als geeignet erwiesen.
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4.3.3

Die eingesetzten RFLP-Marker deuteten nicht darauf hin, daß sie für repetitive
Sequenzen codieren. Die eingesetzten Plasmid-Klone hybridisierten nur schwach mit

genomischer DNA von R-5690 (vgl. Abb.3.8)und detektierten nie mehr als 4 Banden
aufden Filtern mit geschnittener genomischer DNA. Diese Kriterien wurden auch von

Tzenget al. (1992) fiir Einzelkopie-Klonevon Plasmid-Klonenverwendet. Im Rahmen
der Hybridisierung der Cosmid-Klone mit genomischer DNA trat kein Klon
ungewöhnlich deutlich hervor. Die Hybridisierungen waren auch nicht stärker als fiir
die getesteten Plasmidsonden.

Die Verwendung der detektierten RFLP-Marker fiir die Segregationsanalyse der
Nachkommenwar nicht in allen Fällen möglich. In einigen Fällen (insbesonderebei der
Hybridisierung der Sonde mit Fragmenten die größer als 18 kbp waren) war der
Laufimterschiedder mit den PlasmidsondenhybridisierendenRestriktionsfragmentenur

gering. Er konnte in diesen Fällen zwar direkt zwischen den Elternstämmen detektiert

werden, die sichere Zuordnung zu den Elterntypen war jedoch aufden Filtern mit den
Nachkommen-DNA’snicht mit Sicherheit möglich, wenn die zu analysierendenSpuren
nicht unmittelbar nebenden als VergleichdienendenEltem-DNA's lagen.
Die Segregationsanalyse der Nachkommen war immer dann einfach, wenn die

Elterntypen ein deutlich unterscheidbares Muster zeigten, also wenn fiir den einen Elter

Hybridsierungen in Größenbereichenerfolgten, die dem anderen völlig fehlten.

Segregationsanalyseder detektierten Marken

Insgesamt wurde fiir 46 Nachkommen die Segregation von 16 RFLP-Marken
analysiert und dabei 3 Kopplungsgruppen gefimden, die aus mehreren Markem
bestehen.
Ziel war nicht die abschließende Erstellung einer RFLP-Karte (dazu sind diese Zahlen

noch viel zu gering), denn dies hätte den Rahmen der Arbeit gesprengt.
Vielmehr sollte die prinzipielle Möglichkeit fiir die Erstellung einer solchen Karte mit
den eingesetzten Methoden demonstriert werden. Dieses Ziel ist erreicht worden, so

daß die Konstruktion einer RFLP-Karte fiir G.pulicaris prinzipiell realisierbar ist.

Derartige Karten sind, wie unter 1.3 beschrieben, schon fiir einige phytopathogene
Pilzeerstellt worden, bzw. noch in Arbeit.
Die Zahl der analysierten RFLP-Marker betrug beispielsweise fiir die Karte von

B. lactucae61 (Hulbert et al. 1988) und fiir die Karte von C.heterostrophus 128 (Tzeng
et al. 1992).
Die Anzahl der einzusetzenden RFLP-Marker ist immer abhängig vom Nutzen, den
man sich von der zu erstellenden Karte erhofii. Sie ist auch abhängig von der

Verteilungder eingesetzten RFLP-Markerinnerhalb des Genoms. Soll eine vollständige
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Karte erstellt und auf dieser nach und nach immer mehr Gene eingeordnet werden, so

sollten die eingesetzten RFLP-Markerzufällig über das ganze Genom verteilt sein und
so viele davon analysiert werden, daß mit den RFLP-Loci ein möglichst enges Raster
über das Genom gelegt werden kann. In dieses Raster können dann andere Gene
eingeordnet werden.
Die Genauigkeit dieses Rasters steigt mit der Zahl der Nachkommenaus der (bzw. den)
betrachtetenKreuzung(en),die in die Segregationsanalysemit einbezogenwerden. Für
die erwähnte Karte von C.heterostrophus (Tzenget al. 1992) wurden dafiir 91 zufällig
ausgewählteNachkommenaus einer Kreuzung verwendet.
Eine hohe Nachkommenzahl ist wichtig, wenn die Sigifikanz größerer
Rekombinationshäufigkeitenabgesichert werden soll. Für die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrte Segregationsanalyse lag die Grenze der mit Signifikanz noch
feststellbaren Rekombinationshäufigkeiten etwas über 30%. Tzeng et al. (1991)
konnten mit ihren 91 Nachkommen Rekombinationshäufigkeiten von bis zu 37%

signifikant nachweisen. Sie verifizierten Rekombinationshäufigkeitenvon über 20%

jedoch zusätzlich durch Hybridisierung der RFLP-Marker mit Chromosomen, was

gleichzeitigder Lokalisationder gefimdenenKopplungsgrupppen diente.

Weiterhin ist eine Erhöhung der untersuchten Nachkommenzahlauch fiir die möglichst
genaue Abstandsbestimmungzwischen eng gekoppelten Markem notwendig. Dazu ein

Beispiel: Findet man unter den für diese Arbeit untersuchten 46 Nachkommenfiir den
Vergleich zweier Marker nur einmal einen Rekombinationstyp, so entspricht das
rechnerisch einer Rekombinationsshäufigkeitvon 2,2% und somit einem Abstand von

2,2 cM. Der tatsächliche Abstand kann geringer oder größer sein, doch die

nächstmöglichenWerte wären 0 cM oder 4,3 cM. Dazwischen liegende Werte können
aufgrundder beschränktenStichprobengrößenicht erfaßt werden.
Daher sollte in einem der nächsten Schritte die Segregationsanalyse auf größere
Nachkommenzahlen ausgedehnt werde, um feinere Abstufungen der bestimmten
Rekombinationshäufigkeitenzu ermitteln.
Die mathematischeSignifikanz der bereits ermittelten Kopplungsgruppen bleibt davon

jedoch unberührt, da die fiir die Kopplungsanalyse zweier Marker verwendete
Stichprobevon 28 bis 46 Nachkommenim Prinzip groß genug war.

Mathematisch erforderlich ist ein Stichprobenumfang von mindestens dem Sfachen
jeder der auftretenden Klassen (Sachs 1974). 4 Klassen (AA, BB, AB, BA) werden
erwartet (vgl. 3.3.4, Tab 3.8), so daß signifikante Kopplungen bereits ab einer
Stichprobengrößevon 20 Nachkommenbestimmt werden können, wenn die Kopplung
eng genug ist.

Anstatt eine vollständige RFLP-Karte zu erstellen, kann es sinnvoll sein, die Karte

zunächst auf einen Teil des Genoms, etwa ein Chromosom zu beschränken. Dieser
Ansatz, wie er auch von Zolan et al. (1992) beschriebenwird, wäre auch fiir weitere
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4.4

4.4.1

Arbeiten an der RFLP-Karte fiir Gpulicaris zu empfehlen, wenn sie mit dem Ziel,
Virulenz- oder Metabolismusgenezu klonieren, angelegt wird.
Sobald ein Marker, der mit einem der interessierenden Gene gekoppelt ist, gefiinden
wurde, sollten weitere potentielle Marker zunächst im Hinblick auf ihre Lokalisation
auf demselben Chromosom wie dieser überprüfi werden. Erst danach sollte eine
Segregationsanalysedurchgeführt werden, wodurch der erforderliche Aufwand, eng an

das zu isolierende Gen gekoppelte Marken zu finden, voraussichtlich stark reduziert
werden könnte.
Ein solcher Marker, der mit der Fähigkeit zum schnellen Rishitinmetabolismus
gekoppelt ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit gefirnden werden (vgl. 3 .3 .4).

Es erscheint ungewöhnlich, daß von 14 eingesetzten RFLP-Markern 11 auf drei

Kopplungsgruppen verteilt und nur 3 isoliert vorliegen. Das Ergebnis kann aufZufall
beruhen, ebenso könnte es jedoch auf eine nur geringe Chromosomenzahl der
untersuchten Stämme hindeuten. Falls sich die pulsfeldgelelektrophoretisehen
Auftrennungen fiir die beobachteten schwachen Chromosomenbanden bestätigen, ist

jedoch von mindestens 5, bzw. 6 Chromosomen auszugehen, auf die sich die
Kopplungsgruppen verteilen sollten. Denkbar ist, daß die DNA der drei Chromosomen,
die größer als 4,6 mbp sind (vgl. Tab. 3.11), in den Genbankengegenüber der DNA der
kleineren Chromosomen überrepräsentiert ist. Dies könnte erklären, weshalb die
detektierten RFLP-Marker vorwiegend zu den drei ermittelten Kopplungsgruppen
gehören.
Nachzuweisen bleibt allerdings, ob die drei Kopplungsgruppen tatsächlich auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind. Um dies abzusichern, sind

Hybridisierungen mit einzelnen Sonden der Kopplungsgruppen mit pulsfeldgelelektro-
phoretischen Aufirennungen der Eltemstämme erforderlich.

Karyotypanalyseverschiedener Stämme von Gpulicaris

Optimierung der chDNA-Präparation

Wie beschrieben (vgl. 3.4.1) konnte durch Optimierung der Protoplastierungs—
bedingungen die Protoplastenausbeutefiir R-6380 und R-7843 auf über 1,5 x 109
gesteigert werden. Für Protoplastierungen mit der neuen Novozym-Charge konnten
diese Werte nicht erreicht werden, so daß die Protoplastierung wieder neu optimiert
werden muß. Dabei sollten sowohl die Konzentrationen der eingesetzten Enzyme
variiert, als auch das verwendete Osmotikumerneut optimiert werden.
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4.4.2

Für die chDNA-Präparationist weiterhin zu prüfen, ob die Lysebedingungennoch
schonender gestaltet werden können, um Chromosomendegradationenim Verlaufder
Lyse möglichst gering zu halten. Das Auftreten derartiger Degradationenwährend der
im Rahmen dieser Arbeit angefertigten chDNA-Präparationenkönnte ein Grund fiir den
in mehreren Aufirennungenbeobachteten"DNA-Schmier" gewesen sein, der sich über
die gesamte Laufspurhinzog.

PulsfeldgelelektrophoretischeAuftrennung

Mit den durchgefiihrten pulsfeldgelelektrophoretischen Auftrennungen ließen sich für
die untersuchten Gpulicaris Stämme R-5690 12, fiir R—638O 5 und fiir R-7843 6

Chromosomen separieren (vgl. 3.4.2).
Insbesondere die Trennbedingungenfiir die Stämme R—7843 und R-6380 sind noch zu

verbessern, da die kleineren Chromosomen dieser Stämme teilweise nur als Schatten
vor einem Hintergrund aus "DNA-Schmier" erkennbarwaren.

Ob ein Chromosom innerhalb einer Auftrennung degradiert und daher nur schwach
erkennbar ist, hängt stark von den eingesetzten Trennparameternab. Dies wird z.B. an

der Auftrennung der kleinen Chromosomen (Größenbereich unter 600 kbp) von

R-5690 deutlich. In der Aufirennung nach den Bedingungen 8 (vgl. Abb. 3.23) können
sie nur als breiter Schatten identifiziert werde, wohingegen unter den Bedingungen 9

(vgl. Abb. 3.24) bereits drei schwache Banden differenzierbarsind.
Die eingesetzten, fiir den Größenstandard Scerevisiae optimierten,
Trennbedingungenvon 24 Stunden leisten eine hohe Auflösung fiir den Größenbereich
unter 2 mbp. Damit einher ging jedoch eine Degradation der Chromosomen. Daraus ist

zu schließen, daß die unter diesen Bedingungen eingesetzten Feldstärken von den
G.pulicaris Chromosomen nicht toleriert werden. Scerevisiae-Chromosomenblieben

kurzen

dagegen stabil.
schonende Trennbedingungen fiirsein,

Chromosomen kleiner Größenbereiche(unter 2 mbp) zu erarbeiten.
Wie unter 3.3.2 beschrieben trat fiir die zunächst als Chromosom 1 bezeichnete
Chromosomenbande von R-5690 unter veränderten Trennbedingungen eine
Aufspaltung in zwei Banden ein. Dies entspricht Beobachtungen von Kayser (1991),
dem es nicht gelang Trennbedingungenzu finden, unter denen alle Chromosomen der
von ihm analysierten Pilze gleichermaßen gut aufgetrennt wurden. Es ist daher
wahrscheinlich, daß die beobachtetenChromosomenzahlen fiir G.puIicaris in weiteren
Chromosomenauflrennungen noch zunehmen werden, zumal in Karyotypanalysen
anderer phytopathogenerFusarien bereits bis zu 20 Chromosomen fiir einen Stamm
beschriebensind (vgl. Tab. 1.2).
Besonderes Augenmerkverdienen in diesem Zusammenhang auch die mehr als 5,6 mbp
großen Chromosomen, die in allen untersuchten G.pulicaris Stämmen vorliegen.

Eine wichtige Aufgabe wird daher
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Aufgrund der Breite und Deutlichkeit ihrer Banden im Vergleich zu anderen
Chromosomenbanden ist es durchaus wahrscheinlich, daß sie noch in weitere Banden
aufgetrennt werden können. So sind z.B. auch für Magnaporthegrisea Chromosomen
von bis zu 12 mbp Größe beschrieben(vgl. Tab 1.2), ein Größenbereich, der mit den
bisher eingesetzten Trennbedingungensicherlich noch nicht ausreichendabgedeckt ist.

Aufgrund der bisherigen Untersuchungen zum Karyotyp der Stämme R-6380 und
R-7843 läßt sich noch nicht darüber spekulieren, ob Größenveränderungen kleiner
Chromosomen in Korrelation zu phytopathogenen oder anderen phänotypisch
erfaßbaren Eigenschaflen stehen, wie das z.B. von Miao et al. (1991) fiir
Nhaemalococca,von Tzeng et al. (1992) fiir Cheterostrophus oder von Tayloret al.

(1991) für Leptospaeriamaculansgezeigt wurde.
Sobald es gelingt, die Aufirennungen in diesem Bereich zu optimieren, sollten

Karyotypen verschiedener Wildisolate, sowie von Kreuzungsnachkommen bestimmt
werden. Falls dabei Unterschiede auftreten, ist zu prüfen, ob diese in Korrelation mit
dem virulenten Phänotyp stehen und welche Chromosomen die Informationen fiir den
virulenten Phänotyp tragen.
Hilfreich dabei werden voraussichtlich Hybridisierungen der Chromosomen dieser
Stämme mit eng an den virulenten Phänotyp gekoppelten RFLP-Markemsein.



5. Zusammenfassung 85

5. Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur molekularen Analyse des

Genoms von Gibberellapulicaris durchgefiihrt.

Die G.pulicaris Stämme R-638O und R-7843 wurden gekreuzt und 32 Nachkommen

aus dem Kreuzungsansatz isoliert. Mit 25 dieser Nachkommen und 21 Nachkommen

aus einer analogen Kreuzung von Desjardins und Gardner (1989) wurden

Untersuchungen zur Virulenz auf der Kartofielsorte Sieglinde, zur Rishitin-

abbaufahigkeitsowie RFLP—Analysendurchgeführt.

Der Virulenzunterschied der beiden Elternstännne auf der eingesetzen Kartoffelsorte

Sieglinde, erwies sich als zu gering, um daraus phänotypisch erfaßbare Unterschiede
abzuleiten. Beide Stämme waren unter den gegebenen Bedingungen annähernd gleich
virulent. Die Fähigkeit zur Virulenz spaltete sich jedoch unter den Nachkommen in

starkund schwachvirulente Stämme auf.

Die Untersuchungen zur Rishitinmetabolismusfähigkeitzeigten deutliche Unterschiede
in der Metabolismusfahigkeit der Elternstämme und der getesteten Nachkommen-

Stämme. Nur zwei der 46 untersuchten Nachkommen konnten kein Rishitin abbauen,
der Rest spaltete sich in schnell und langsam metabolisierende Stämme auf. Das

Merkmal der Fähigkeit zum schnellen Rishitinmetabolismus konnte als phänotypische
Marke verwendet werden. Im Rahmen der durchgeführten RFLP-Analysenerwies sich

die Fähigkeit zum schnellen Rishitinmetabolismus(RIM++)als gekoppelt mit einem der

untersuchten Cosrnid-RFLP-Marker.Der genetische Abstandbeträgt 31,5 cM.

42 Klone aus bestehenden Cosmid- und Plasmid-Genbankenvon G.puIicaris R-6380

(Weltring unveröfientlicht) wurden auf Ihre Eignung als RFLP-Marker untersucht.

75% von 20 untersuchten Cosmid-Klone und 50% von 22 untersuchten Plasmid-

Klonen detektierten einen oder mehrere RFLP's zwischen den Eltemstärnrnen der

durchgeführten Kreuzung.

15 der insgesamt 26 gefundenen RFLP-Marker und die phänotypische Marke:

"schneller Rishitinmetabolisierer" (RIM++) wurden für die RFLP-Analyse verwendet.

Für die Auswertung der RFLP-Analysewurde ein Computerprogramm erstellt.

Die Segregationsanalyse der detektierten Marken ergab drei Kopplungsgruppen,
bestehend aus drei, vier und fiinfder analysierten Marken. Für 4 RFLP-Markerkonnte

keine Zuordnung zu einer Kopplungsgruppe erfolgen.
Kopplungsgruppe I überdeckt einen Bereich von 47,6 cM‚ Kopplungsgruppe H einen

von 27 cM und Kopplungsgruppe III einen Bereich von 35 cM. Die phänotypische
MarkeRIM++ ist Bestandteilvon Kopplungsgrupppe III.
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Für drei Stämme von Gpulicaris R-5690‚ R—6380 und R-7843 wurden Unter-

suchungen zur Karyotypanalyse durchgefiihrt. Die beobachtetenChromosomenbanden
fiir die Stämme R-63 80 und R-7843 waren teilweise nur schwach zu erkennen, so daß
die ermittelten Chromosomenzahlennoch überprüfi werden müssen.
Unter diesem Vorbehalt konnten fiir den Stamm R-5690 12 Chromosomen im
Größenbereichvon 500 kbp bis über 5,6 mbp, für den Stamm R—6380 5 Chromosomen
im Größenbereich 1,125 mbp bis über 5,6 mbp und filr den Stamm R—7843 5
Chromosomen im Größenbereichvon 800 kbp bisüber 5,6 mbp beobachtetwerden



 

6. Anhang

6.1 Quellcode des Programms RFLPDetl

6.1.1 Unit Zusätze

Unit Zusaetze;

Interface

Uses Crt;
Procedure Loesche (x1, y1‚ x2, y2: Inteqer);
Procedure Box (x1, y1‚x2‚ y2, Zeichen: Integer);
Procedure Melodie;
Procedure Piepi
Procedure Piepa;
Procedure Piepb;
Procedure Piepc:
Procedure Writepos (Text: string; x1‚y1: Integer);
Ilplelentation
Procedure Loesche (x1, y1‚ x2, y2: Inteqer);
begin

Window (x1, yl, x2, y2);
Clrscr;
Window (1‚1‚80‚25);

end;

Procedure Box (x1‚y1‚x2‚y2‚Zeichen: Integer);
var Zaehler: integer;
begin

For Zaehler := x1 to x2 do
begin

Gotoxy (Zaehler‚y1);
Write (Chr(Zeichen));
Gotoxy (Zaeh1er‚y2);
Write (chr(Zeichen));

end;
For Zaehler := yl to y2 do
begin

Gotoxy (x1‚Zaeh1er);
write (chr(Zeichen));
Gotoxy (X2,Zaeh1er);
Write (chr(Zeichen));

end;
end;

Procedure Melodie;
beqin

Sound (300);
Delay (200);
Nosound;

end;
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Procedure Piep;
beqin

Sound (320);
Delay (200);
Nosound;

end;

Procedure PiepA;
begin

Sound (340);
Delay (200);
Nosound;

end;

Procedure Piepß;
beqin

Sound (360);
Delay (200);
Nosound;

end;

Procedure PiepC;
begin

Sound (380)t
Delay (200);
Nosound;

end;

Procedure Writepos (Text: string: x1‚y1: integer);
begin

Gotoxy (x1,y1);
Write (Text);

end;

end.



 
6.1.2 Hauptprogramm: RFLPDetl

Progran RFLPDetl;

{

{Progranl zur Berechnung der Kopplung von RFLP-Harkern zwischen Nachkollen einer }

********** RpLp-Ana1yse ********** }

{Kreuzung zweier haploider Organismen }
{Das Progrann ernöglicht Dateneingabe und jederzeitige Korrektur. Es berechnet}
{Rekombinationsfreguenzen‚und prüft ihre Signifikanz nittels statistischer Tests}
{Version 1.0, verfasst in Septelber 1992 von Lars von Olleschik}
{Institut für allgeneine Botanik und Mikrobiologie, AK Prof. Tudzynski, Schloßgarten 3, 4400 Münster}
{Die Progralniersprache ist TurboPascal in der Version 5.5}
{Ein mathematischer Coprozessor wird eluliert, un hohe Rechengenauigkeit zu ermöglichen}

{SV'}
{SN+}
Uses Crt, DOS, Printer, Zusaetze;

TYPe
Dateiart = Record

Organisnus : String {25];
Kreuzungspartner : String [Z5]:
Anz_RFLP_Harker : Integer;
Anzjachkouen : Integer;

end;

Zuordnung = Record
Nachkollenbezeichnung : String [10];
Nachkolnennunner : Integer;

end:

Datensatz = Record
RFLP_Harker : String [10];
RFLP_TYP : String [20]:
Nachkollendaten : String [250];
RFLP_Nu||er : Integer;

end;

var
Kriteriun, Entscheidung, Taste, Wahl
Teilstring
Analysedatei, Tenpdatei
Zuordnungsdatei
Kreuzungsdatendatei
TDateiart
Tzuordnung
Tbatensatz, BDatensatz
Nun|er‚ I, Nr, Z1
Zaehlerh, Zaehlerß, Zaehlerx
Zwischenerg, n, NK, HM, An, AB, DA, BB
NKgesa|t‚ NKerfasst‚ NKnichterfasst
HU‚Chi‚ PL, PU, Phi, c, p, q
Wort, Harkernane
Suchwort, Such‚ Eingabe
Doppelt, Gefunden
Year‚ Honth, Day‚ Dayofweek

: Char;
: String;
: File of Datensatz;
: File of Zuordnung;
: File of Dateiart;
: Dateiart;
: Zuordnung;
: Datensatz;
: Integer;
: Integer;
: Extended;
: Integer;
: Extended;
: String [Z5];
: String;
: Boolean;
: Word;

89
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Procedure Existiert_nicht;
Begin

WritePos ('Die Datei bzw. Diskette konnte nicht gefunden werden!'‚5‚5);
WritePos ('Drücken Sie die Leertaste, ul ins Henue zurückzukehren.'‚5,8);
PiepC7
PiepA;
repeat

Taste := ReadKey;
until Taste = #32;

end;

Procedure Kein_Drucker;
begin

Clrscr;
Piepr
Piep;
Melodie;
Writepos (’Ihr Drucker läßt sich nicht ansprechen!'‚5,5)7
Writepos (’Bitte überprüfen sie Datenleitung, Druckerstatus oder Papierzufuhr!'‚5,8);
Delay (500);
Writepos ('Drücken Sie bitte die Leertaste, ul ins Henue zurückzukehren.'‚5‚10);
Taste := Readkey;
Taste := ’@’;
Repeat

Taste := Readkey;
Until Taste = #32;

end;

Procedure Neukreuzung;
begin

repeat
Clrscr;
Melodie;
Rewrite (Kreuzungsdatendatei);
{5I'}
Reset (Kreuzungsdatendatei);
{5I+}
If IOResu1t <> 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exit:

end;
With TDateiart do
begin

Box (4,3‚76‚23,178);
Writepos (’ Neue Kreuzungsdatendatei anlegen ’‚28‚3)7
Organislus := ’A’;
Repeat

Writepos (’ Nane des zu analysierenden Organislusz ',5,11);
Readln (organislus);
Until Organislus <> ";
Writepos (' Bezeichnung der Kreuzungspartner: '‚5,13);
Readln (Kreuzungspartner)7
Anz_RFLP_Harker := 0;
Reset (Zuordnungsdatei);
Anz_Nachko|nen := 0;
Close (Zuordnungsdatei);
Write (Kreuzungsdatendatei‚ Toateiart);
Close (Kreuzungsdatendatei);
Loesche (10‚5‚75‚20);

end;

Writepos (' Alle Eingaben korrekt [J/N] ? '‚10‚16);
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Repeat
Taste := Readkey;

Until Upcase (Taste) in ['J'‚'N'];
Until Upcase (Taste) = 'J';

end;

Procedure Aendzuordnung;
begin

Melodie;
Clrscri
Box (4‚3‚76‚23‚178)}
Writepos (’ Bezeichnung der Nachkonnen '‚ 28,3);
Reset (Zuordnungsdatei)7
Reset (Kreuzungsdatendatei);
Writepos ('Sie greifen zu auf die Kreuzungsdatendatei: '‚6‚5);
Read (Kreuzungsdatendatei,Tdateiart);
With Tßateiart do
begin

Write (Kreuzungspartner);
end;
Writepos (’Anzah1 bisher eingegebene: Nachkolnen: ’‚6‚6);
Write (Fi1esize(Zuordnungsdatei));
Repeat

Writepos (' Wieviele Nachkollen löchten Sie eingeben/anhängen? (1-255): '‚6‚8);
{SI-h
Readln (uunner);
(SH;

Until IOResult = 0;
While Nunner > 0 do
begin

with Tzuordnung do
begin

Nachkoliennulner := (Filesize(Zuordnungsdatei)+1);
Writepos (’Nachko|1ennuI|er: '‚7,10);
Write (Nachko||ennu11er);
Writepos ('Nachko|1enbezeichnung: (|ax 10 Zeichen): '‚ 7,12);
Readln (flachkollenbezeichnunq):
Seek (Zuordnungsdatei‚ fi1esize(Zuordnungsdatei));
Write (Zuordmungsdatei‚TZuordnung)

end;
Nunner := (fluller-1);
Melodie;

end;
with Tdateiart do
begin

Anz_Nachko||en := Fi1esize(Zuordnungsdatei)7
end;
Seek (Kreuzungsdatendatei,0);
write (Kreuzungsdatendatei,Tdateiart)7
Close (Zuordnunqsdatei);

end;

Procedure Anhaengen;
begin

Clrscr;
{SH
Reset (Analysedatei);
Reset (Zuordnungsdatei);
Reset (Kreuzungsdatendatei);
{SI+}



 
If IOResult <> 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exit;

end;
with Tbatensatz do
begin

Box (4,3,76‚23‚l78);
Writepos (' Kreuzungsdatendatei ',30‚3);
Writepos ('Sie haben Zugriff aus folgende Kreuzungsdatendatei:’,7‚5);
with TDateiart do
begin

Read (Kreuzungsdatendatei‚ Tbateiart);
Box (16,7,60,l2‚l77);
Writepos (’0rganisnus: ’‚18‚8):
Write (organislus):
Writepos ('gekreuzte Ställe: ’‚18‚9);
Write (Kreuzungspartner);
Writepos (’Zahl eingegebener Nachkolnen: ’‚18‚l0);
Write (Anz_Nachko|nen);
Writepos (’Zahl getester Harker: ',l8‚11);
Write (Anz_RFLP_Harker);

end;
Writepos ('Bitte drücken Sie eine Taste, un fortzufahren.'‚15,20);
Wahl := ’*';
Repeat

gotoxy (7,21);
Wahl := Readkey;

Until Upcase(Wahl) <> '*';
RFLP_Harker := 'A’;
While RFLP_Harker <> " do
begin

Clrscr;
Box (4‚3,76‚l6‚178);
Writepos (’ Datensätze eingeben '‚28‚3);
WritePos (’RFLP Harker Nulner: '‚ 7,6);
RFLP_Nu11er := (Fi1esize(Analysedatei)+1)7
Write (RFLP_Nu1|er);
Repeat

Doppelt := false;Writepos ('RFLP-Bezeichnung (max. 10 Zeichen): ’‚ 7,7);
Readln Eingabe);
For I := 0 to (Filesize(Analysedatei)-1)do
begin

Seek (Analysedatei‚I);
Read (Analysedatei‚Tdatensatz);
If RFLP_Harker = Eingabe then Doppelt := true;

end;
If Doppelt = true then
begin

Writepos ('Diese Harkerbezeichnungexistiert bereits! Bitte verändern!',7‚15);
Melodie;
Delay (150);
Writepos (' '‚7,15);

end;
Until Doppelt = false;
RFLP_Nu1|er := (Filesize (Analysedatei)+1)7
RFLP_Harker := Eingabe;
If RFLP_Harker <> " then

begin
WritePos ('RFLP-Typ (nax. 20 Zeichen): ', 7,8);
Readln (RFLP_Typ);
Writepos (' Eingabe der RFLP Verteilung auf die Nacbkonien als Zeichenkette.'‚ 7,12);
Writepos (' A=Elterntyp1‚ B=Elterntyp2‚ C=Verändertes Muster, X=Daten feb1en‚'‚ 7,13);



 
Writepos (' Z=Ende - Bsp.: abbabbbaxaabbbcaabbbaxbaaabz ’‚ 7,14);
Writepos (' Eingabe entsprechend der Runnerierung der Nachko||en!',7,15):
Taste :='@';
Nachkollendaten := ";
Writepos (' Nachkolnendaten: '‚ 7, 18);
Repeat

Repeat
Taste := Readkey

Until Upcase (Taste) in [’A’‚'B’,'C’‚'X’‚'Z’];
Write (Upcase(Taste));
Piep;
Nachkolnendaten := (nachkonlendaten + Upcase(Taste)):

Until Upcase (Taste) = 'Z';
Helodie;
Seek (Analysedatei‚Fi1esize(Ana1ysedatei)):
Write (Ana1ysedatei‚ TDatensatz):
With TDateiart do
begin

Anz_RFLP_Harker := RFLP_Nu11er:
Seek (Kreuzungsdatendatei‚0);
Write (Kreuzungsdatendatei‚ Tbateiart);

end;
end;

end;
Close (Analysedatei);
Close (Kreuzungsdatendatei);
Close (Zuordnungsdatei);

end;
end;

Procedure HarkerListe;
begin

Clrscri
Box (3‚14,78,16,176);
Writepos ('Wünschen Sie eine Liste der bereits eingegebenen Harkernalen? [J/N] : ’‚5,15);
Repeat

Taste := Readkey;
Until Upcase(Taste) in ['J'‚’N'];
If Upcase(Taste) = ’N' then Exit;
{5I'}
Reset (analysedatei);
{3I+}
If IOResu1t <> 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exit;

end;
Clrscr;
Nr := 0;
For i := 0 to (Fi1esize(Ana1ysedatei)-1)do
beqin

With Tdatensatz do
beqin

Seek (ana1ysedatei,i);
Read (Ana1ysedatei,tdatensatz):
Writeln;
writeln (' Harkernunlerz ’,RFLP_Nu1|er:3,' Harkernalez '‚RFLP_Harker);
Nr := Nr+2;
If Nr = 22 then
beqin

Writelni
Writeln (' Bitte auf die [Leertaste] drücken, un fortzufahren')i
Piep: 7
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Repeat

Taste := Readkey;
Until Taste = #32;
Clrscr;
Nr := 0;

end;
end;

end;
Writeln:
writeln (’ *** Dateiende erreicht ! ***');
Writelni
writeln (' Bitte auf die [“W"-Taste] drücken, un fortzufahren');
Piep;
Repeat

Taste := Readkey;
Until Upcase(Taste) in ['W’];
Clrscr;
Close (Analysedatei);

end:

Procedure Neunatei;
beqin

Clrscr;
Box (33,4‚45,6‚176);
Writepos ('Vorsicht!',3S,5);
Melodie;
Melodie;
Writepos ('Bei "Neu anlegen" werden alle Daten ge1öscht!'‚15‚10);
Writepos (’Wo11en Sie die RFLP-Datei neu anlegen [J/N]? ’,15‚12)7
Repeat

Taste := Readkey;
Until Upcase(Taste) in [’J'‚’N’];
If Upcase(Taste) = 'J' then
begin

Writepos ('Bitte legen Sie eine forlatierte Datendiskette in Laufwerk B: ein',5‚15);
writepos ('Bitte drücken Sie eine Taste, wenn sie fertig sind.', 5,16);
Rewrite (Zuordnungsdatei);
Neukreuzung;
Aendzuordnunq;
Rewrite (Analysedatei);
Anhaengen;

endi
end;

Procedure Daten_Loeschen;
beqin

HarkerListe;
Clrscr;
Assign (Telpdatei,'b:Ana1yse.t|p');
(H;
Reset (Analysedatei);
Reset (Kreuzunqsdatendatei);
Rewrite (Telpdatei);
{I+}:
If IOResult <> 0 then
beqin

Existiert_nicht;
Exit;

endi
Wahl := 'N’;
BOX (4‚3‚76‚23‚178)7
Writepos (' RFLP-Harker Daten löschen '‚27‚3);
Writepos (’Bezeichnunq des RFLP—Harkers: ’‚7‚5);
Readln (Harkernale);
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Gefunden := false;
While (not Gefunden) and (not Eof(Ana1ysedatei)) do
beqin

Read (Ana1ysedatei‚ Tbatensatz);
With Tdatensatz do
beqin

If RFLP_Harker = Harkernane then
beqin

Gefunden := true;
Box (7‚9‚45‚14‚177);
Writepos (' RFLP-Harker Nunlerz '‚8,10);
Writeln (RFLP_Nu11er);
WritePos (' Bezeichnung: '+RFLP_Harker‚8‚12);
WritePos (' RFLP-Typ: '+RPLR_Typ‚8,13);
WritePos (' Nachkonlendaten: '+Nachko|1endaten,8‚16);
WritePos ('So1len die Daten für diesen RFLP gelöscht werden [J/N]? > <'‚12‚20);
Gotoxy (70,20);
Repeat

Wahl := Readkey;
Until UpCase(Wah1) in [’J’‚’N'];
If Upcaseüiahl) = 'J’ then
begin

Nunner :=Fi1epos(Ana1ysedatei):
Reset (Analysedatei);
Nr := 1;
While not Eof(Ana1ysedatei) do
beqin

Read (Ana1ysedatei,Tdatensatz);
If Nr < Nunner then

Write (Te|pdatei‚ Tdatensatz);
If Nr > Nunner then

begin
with Tdatensatz do
beqin

RFLP_Nu1|er := (RFLP_HuIIer-1);
end;
Write (Te|pdatei‚Tdatensatz);

end:
Inc(Nr);

endi
end;

end;
end;

end;
If not Gefunden then
beqin

Writepos ('Der Eintrag wurde nicht qefunden!’‚20‚25):
Delay (3000);

end;
Close (Kreuzunqsdatendatei);
Close (Analysedatei);
Close (Tenpdatei);
If Upcasehzahl) = 'J’ then
beqin

Erase (analysedatei);
Renane (telpdatei, 'b:Ana1yse.dat’);
Reset (Analysedatei);
Reset (Kreuzunqsdatendatei);
With Tbateiart do
begin

Seek (Kreuzunqsdatendatei,0);
Read (Kreuzunqsdatendatei,TDateiart);
Anz_RFLP_Harker:= fi1esize(ana1ysedatei);
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Seek (Kreuzungsdatendatei‚0);
Write (Kreuzungsdatendatei‚TDateiart);

end;
Close (Analysedatei);
Close (Kreuzunqsdatendatei);

end;
end;

Procedure Liste_Drucken;

begin
Melodie;
Clrscr;
{SI-l;
Reset (Analysedatei);
Reset (Zuordnungsdatei);
Reset (Kreuzungsdatendatei);
{SH};
If IOResult <> 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exit;

end;
Box (4‚3‚76‚23‚178);
WritePos (' Datenliste drucken ',28‚3);
Writepos ('Bitte aktivieren Sie den Drucker und legen Papier ein. '‚10‚6);
Writepos ('Bitte drücken Sie eine Taste, wenn Sie fertig sind.'‚10‚10);
Repeat until Keypressed;
(3I'}
Writeln (lst‚Chr(13));
{5I+}
If IOResult <> 0 then
begin

Kein_Drucker;
Close (Kreuzunqsdatendatei);
Close (Analysedatei);
Close (Zuordnungsdatei);
Exit;

end;
Getdate (Year,Honth‚Day‚DayofWeek);
Writeln (lst‚' >>> RFLPDetl - Ausdruck der eingegebenen Rohdaten <<< ');
Writeln (lst);
Writeln (lst);
Writeln (lst‚' Ausdruck von: '‚(Day)‚'.’‚(Honth)‚’.'‚(Year));
Writeln (lst);
With Tbateiart do
beqin

Seek (Kreuzungsdatendatei‚0);
Read (Kreuzungsdatendatei,TDateiart);
writeln (lst‚' Organisnus: '‚0rganis|us);
Writeln (1st‚' Kreuzungspartner: '‚Kreuzungspartner);
Writeln (lst,' Anzahl untersuchter Nachkonnen: ',Anz_Nachko|nen);
Writeln (lst,' Anzahl einqeqebener Marken: '‚Anz_RFLP_Harker)7

end;
Writeln (lst);
Writeln (lst);
Writeln (lst‚'### Zuordnung von Nachkolnennulner und Nachkollenbezeichnung ###')7
writeln (lst)7
with Tzuordnunq do
begin

While not EOF (Zuordnungsdatei) do
begin

Read (Zuordnungsdatei‚ TZuordnunq):
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Writeln (LST‚Nachko|nennu1ler‚' --------> ',Nachko|1enbezeichnung);
Writeln (Ist);

end;
end;
Writeln (lst);
Writeln (1st‚' *** Ende der Zuordnungsdatei ***');

Writeln (Ist);
Writeln (lst);
writeln (1st‚’### Eingegebene Harkernuster
Seek (Ana1ysedatei‚0);
With Tnatensatz do

###');

begin
While not EOF (Analysedatei) do
begin

Read (Ana1ysedatei‚TDatensatz);
Writeln (Ist);
Writeln (1st‚' Harker Nunner: '‚RFLP_Nun1er:4);
Writeln (1st‚' Bezeichnung: '‚RFLP_Harker);
Writeln (1st,' Harker-Typ: '‚RFLILIyp);
writeln (lst);
writeln (Ist);
I := 1;
while I <= (Length(Nachko|1endaten))do
begin

Write (1st‚' Nachkollen '‚I:3‚'-',(I+19):3‚': ');
Write (Ist,(Copy(Nachko|1endaten,I,5))‚' '‚(Copy(Nachko|1endaten‚i+5‚5))‚' ');
Writeln (lst,(Copy(Nachko||endaten‚I+10‚5)),' '‚(Copy(NachkoI|endaten‚i+15‚5))‚'
I := (I+20);

end;
Writeln (LST‚'....');

end;
end;
Writeln (1st‚' *** Ende der Daten *** ',chr(12));
Close (Analysedatei);
Close (Kreuzungsdatendatei);
Close (Zuordnungsdatei);
Writepos (’Druckerausgabe beendet!'‚10‚20);
Delay (2000);

end;

Procedure Harker_suchen;
begin

HarkerListe;
Clrscri
{SI'}
Reset (Analysedatei);
{SI+}
If IOResu1t <> 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exit;

end;
Box (4‚3,76‚23,178);
Writeos (’ Harkerdaten suchen '‚32‚3);
writepos ('Der Harkernale kann auch abgekürzt werden!'‚10‚5):
Writepos ('Wonach soll gesucht werden?'‚10‚6);
Writepos (' -> Harkernane: '‚10‚8);
Readln (Such);
While not EOF(analysedatei) do
begin

Read (ana1ysedatei,tdatensatz):
With tdatensatz do
begin

I);



_s____3EHE____________________________________________________________________________________
If copy (RFLP_Harker‚1,1ength(Such))= Such then
begin

Clrscr;
Box (4‚3‚76‚15,178);
Writepos (' Harker gefunden ’‚28‚3);
Piep;
Eingabe := ";
Writepos (' Harkerbezeicbnung: '+RFLP_Harker‚5‚6);
Writepos (' Typ: '+RFLP_Typ‚5‚8);
Writepos (' Harkernunler: ’‚5‚10);
Write (RFLP_Nu|ner);
Writepos (' Zahl der für diesen Harker erfassten Nachkolnen: '‚5‚12):
Write (1ength(Nachko|1endaten)-1);
Writepos (’ Nachkolnendaten: '+Nachko|Iendaten‚5‚18);
Writepos (’Bitte drücken Sie eine Taste, un fortzufahren!'‚10‚21);
Repeat

Gotoxy (22,10);
Wahl := ’*’;
Wahl := readkey;

Until Wahl <> '*';
end;

end;
end;
Writepos ('Es wurde kein (weiterer) passender Eintrag gefunden!’‚10‚22)7
Melodie;
Delay (3000);
Close (analysedatei);

end;

Procedure Daten_Veraendern;
begin

HarkerListe;
C1rScr7
{SI-h
Reset (nnalysedatei);
{SI+};
If IOResult <7 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exiti

end;
Box (4,3‚76,15‚178);
Writepos (’ Datensätze editieren ’,28‚3);
Writepos (’Der Nale des zu ändernden Harkers nuß genau angegeben werden!'‚6‚5);
Writepos ('Na|e des zu ändernden Harkers: ’‚6‚6)7
ReadLn (narkernale);
Gefunden := false;
while (NOT Gefunden) ARD (NOT EOF(Ana1ysedatei)) do
begin

With Tdatensatz do
begin

Read (Ana1ysedatei,Tdatensatz);
If RFLP_Harker = Harkernane then
begin

Gefunden := true;
Eingabe := ";
Writepos ('Harkernu1|er: ’,6,8);
Write (RFLP_Eu11er);
Writepos ('A1ter Harkernane: '+RFLP_Harker,6‚10);
Writepos (’Neuer Harkernaie: ',6‚11);
Readln (Eingabe);
If Eingabe <> " then
RFLP_Harker := Eingabe;

Eingabe := ";
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Writepos (’A1ter HarkerTyp: '+RFLP_Typ,6‚13);
Writepos ('Neuer HarkerTyp: '‚6‚14);
Readln (Eingabe);
If Eingabe <> " then

RFLP_Typ := Eingabe:
Eingabe := ";
Writepos ('Höchten Sie die alten Harkerdaten übernehnen‚ dann geben Sie "0" ein.',6‚16);
Writepos ('A1te Nachkolnendaten: '+Nachko||endaten‚6,17);
Writepos ('Neue Nachkollendaten: '‚6,19);
Repeat

Repeat
Taste := Readkey;

Until Upcase (Taste) in ['A'‚'B'‚'C'‚'X'‚'Z'‚’0'];
Write (Upcase(Taste));
Piep;
Eingabe := (Eingabe+Upcase(Taste));

Until (Upcase (Taste) = 'Z') or (Upcase (Taste) = ’0’);
If Upcase(Taste) = 'Z' then Nachkolnendaten := Eingabe;
Melodie;
Writepos ('Änderungen speichern?
Gotoxy (47,21);
Entscheidung := ’N';
Repeat

Entscheidung := Readkey;
Until UpCase(Entscheidung) in ['J',’N'];
If Upcase (Entscheidung) = 'J' then
begin

Seek (Ana1ysedatei‚Fi1epos(Analysedatei)-1);
Write (Analysedatei‚TDatensatz);

end;

[J/N] < >'‚10,21);

end;
end;

end;
If not gefunden then
begin

Writepos ('Der Eintrag wurde nicht gefunden!',20,25);
Delay (3000);

end;
Close (analysedatei);

end;

Procedure Kopplungsanalyse;
begin

Melodie;
Clrscr;
Box(4,3‚76‚23,178);
Writepos (' Kopplungsanalyse '‚33,3);
Writepos ('Bitte schalten Sie den Drucker ein.',10‚8);
Writepos ('Sind Sie bereit, die Kopplungsanalyse zu starten? [J/E] < >'‚1o‚10);
Gotoxy (69,10);
Repeat

Taste := Readkey;
Until Upcase(Taste) in ['J’‚'N'];
If Upcase(Taste) = ’N' then Exit;
{5I')
Reset (Kreuzungsdatendatei);
Reset (Ana1ysedatei)7
Reset (Zuordnungsdatei);
{SI+}
If IOResu1t <> 0 then
begin

Existiert_nicht;
Exit;

end;



 
Writepos ('Ich habe die Daten gefunden und beginne mit der Auswertung!',10‚12);
{5I'}
writeln (lst‚chr(13))7
{3I+}
If IOResult <> 0 then
begin

Kein_Drucker;
Close (Kreuzungsdatendatei);
Close (Analysedatei);
Close (Zuordnungsdatei);
Exit;

end:
Writepos ('(1) - Harker Verteilung auf die Nachko||en'‚10‚14);
Writeln (lst);
Writeln (lst‚’ ### RFLPDet1 - Kopplungsanalyse ###');
Writeln (ist);
Writeln (lst);
Writeln (Ist);
Getdate (Year‚Honth‚Day‚DayofWeek);
Writeln (lst‚’ Ausdruck von: ’‚(Day)‚’.'‚(Honth)‚'.',(Year));
Writeln (lst);
With Tdateiart do
begin

Seek (Kreuzungsdatendatei‚0);
Read (Kreuzungsdatendatei‚Tdateiart);
Writeln (lst‚’ Organisnus: ’,0rganis|us);
Writeln (lst‚’ Kreuzungspartner: '‚Kreuzungspartner);
writeln (lst‚’ Anzahl zugeordneter Nachkolnenz '‚Anz_Nachko||en);
Writeln (lst‚’ Anzahl eingegebener Marken: '‚Anz_RFLP_Harker):
Writeln (lst);
Writeln (lst);
Writeln (lst);
Writeln (lst‚’ ********* Verteilung der Harker auf die Nachkollen *******');
Writeln (lst);
Writeln (lst‚’ Nr. - Harkerbez. - Elterntyp: - Chi’ für die - Nachko|nen:');
Writeln (lst‚’ (a) (b) Elternallele ges. erfaßt nicht erf.');
Writeln (lst‚’ --- --------------------------------------------------');
While not EOF(Analysedatei) do
begin

With Tdatensatz do
begin

Read (Ana1ysedatei,Tdatensatz);
Write (lst‚’ ’‚RFLP_Nu1|er:3‚' ');
Write (1st‚RFLP_Harker:10‚' ');
Zaeh1erA := 0;
Zaehlerß := 0;
Zaehlerx := 0;
NKgesa|t := 0;
Nxerfasst := 0;
NKnichterfasst := 0;

NKgesa|t := Length(Nachko||endaten)-1;
For I := 1 to NKgesa|t do
begin

Teilstring := Copy(Nachkonnendaten‚I‚1);
If (Teilstring= 'A’) or (Teilstring= 'a') then Zaeh1erA :
If (Teilstring= 'B’) or (Teilstring= ’b') then Zaehlerß :
If (Teilstring= 'C') or (Teilstring= 'c') then Zaehlerx :

If (Teilstring= 'X') or (Teilstring= 'x') then Zaehlerx :

end7
NKerfasst := (ZaehlerA+Zaeh1erB);
NKnichterfasst := Zaehlerx;
{Chi’-Test auf freie Verteilung der Harkerallele}
Chi := sqr(abs(0.5*NKerfasst-Zaehlera)-0.5)/(0.5*NKerfasst);

ZaehlerA+1;
ZaeblerB+1;
Zaeh1erx+17
Zaeh1erX+1;
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Chi := Chi + sqr(abs(0.5*NKerfasst-Zaeh1erA)-0.5)/(0.5*NKerfasst);
write (1st‚Zaeh1erA:3‚' ',Zaeh1erB:3‚’ ’);
if Chi <= 10 then Write (1st‚' ’);
Write (1st‚Chi:2:2‚' ’);
Write (1st‚NKgesant:3‚' ',NKerfasst:3‚' ’);
Writeln (1st,HKnichterfasst:3);

end;
end;
Writeln (1st‚Chr(12));

end;
Reset (Analysedatei);
Reset (Kreuzungsdatendatei);
Writepos ('(2) - Kopplungsanalyse für jedes Harkerpaar'‚10‚15);
Writepos (' Wünschen sie einen Ausdruck für <A>11e |ög1ichen‚’,10‚16)7
Writepos (’ oder <N>ur für die nach den Chi!-Test wahrschein1ichen'‚10‚17)I
Writepos (' Kopplungen? [A/N] :'‚10‚18):
Repeat

Wahl := Readkey;
Until Upcase(Wah1) in ['N'‚'A'];
Wahl := Upcase(Wah1):
PiepA;
Writepos (' 0.K.',10‚19);
Writeln (Ist);
Writeln (lst);
If Wahl = ’A’ then
begin

Writeln (1st,' **** Kopplungsanalyse für jede Konbination der eingegebenen Harker ****'‚chr(10)‚chr(10));
end;
If Wahl = ’N' then
begin

Writeln (1st‚' **** Kopplungsanalyse für alle Harkerkolbinationen,deren Kopplung ****’);
Writeln (1st‚’ **** nach den Chi’-Test zu 95% wahrscheinlich ist ****'‚chr(10)‚chr(10))7

end;
Writeln (1st‚' Harkerl Harkerz cH Chi'‚Chr(253)‚' 95% K.I. Phi NR WM AA AB BA BB’);
Writeln (1St‚'"""""""""""""""""""""""" "" "' "' "' "' "' "")7
Nunner := Fi1esize(Ana1ysedatei);
For Nr := 0 to (nunner-1) do
begin

Seek (Ana1ysedatei‚Nr);
With Tdatensatz do
begin

Read (ana1ysedatei,TDatensatz):
For Z1 := (Nr+1) to (Nunner-1) do
begin

With Bdatensatz do
begin

Seek (Ana1ysedatei‚Z1);
Read (Ana1ysedatei‚Bdatensatz);
NK .= 0,
WM := 07
AA := 0;
AB := 0;
BB := O;
BA := 0;
HU '= 0;
Chi := 07
I : Length(Tdatensatz.Nachko||endaten):
I-|I—| F?)

a. II
I-I
II

< Length(Bdatensatz.Nachko|1endaten)then I := 1ength(Bdatensatz.nachko||endaten)7
I-1:

NK := I7
While I>0 do



6. 1\1fl1au1g
If Copy (Tdatensatz.Nachkonuendaten,i‚1)= 'A' then
begin

If Copy (BDatensatz.Nachko||endaten‚i,1)= 'A' then AA := AA+17
if Copy (Bdatensatz.Nachko|1endaten,i‚1)= 'B' then AB := AB+1;

end;
if Copy (Tdatensatz.Nachko||endaten‚i‚1)= 'B' then
begin

If Copy (BDatensatz.Nachko|nendaten‚i‚1)= ’A' then BA := BA+1;
If Copy (Bdatensatz.Kachko||endaten‚i‚1)= 'B' then BB := BB+1:

end;
I := I-1;

end;
EH := NK-AA-BB-AB-BA {Zahl der Fehlpaarungen};
NK := NK-H {Für diesen Harker vergleichbare Kachkolnen};
HU := ((AB+BA)/KK)*100 {Berechnung der Rekolbinationshäufigkeitin %};
If NK > 0 then

begin
{Chi’-Test / 1 Freiheitsgrad - [Fleiss‚ J.L. (1973)]};

d
Chi := (HK*(sqr(abs((AA*BB)-(AB*BA))-O.5*NK)))/((AA+BA)*(AB+BB)*(AA+AB)*(BA+BB))7

en ;

{Berechnung des Konfidenz-Intervalls für 95% Bronson et al. 1989};
n := NK {Zahl der erfassten Nachko|1en}7
p := (AB+BA)/n {Anteil der Rekolbinanten};
c := 1.96;
Q 3‘ 1'P7
{PL = untere Grenze des Konfidenz-Intervalls}
PL := (2*n*p)+sqr(c)-1:
Zwischenerg := 2+(1/n);
Zwischenerg : (4*p*((n*q)+1)) - Zuischenerg;
Zwischenerg : sqr(c) + Zwischenerg;
Zwischenerg : sqrt(Zwischenerg);
Zwischenerg := c * Zwischenerg;
PL := PL - Zwischenerg;
Zwischenerg := 2*(n+sqr(c));
PL := 100*PL / Zwischenerg;
if p = 0 then PL := O;
{P0 = obere Grenze des Konfidenz-Intervalls}
PU := (2*n*p)+sqr(c)+1;
Zwischenerg := 2-(1/n);
Zwischenerg := (4*p*((n*q)+1)) + Zwischenerq:
Zwischenerg := sqr(c) + Zwischenerg;
Zwischenerg := sqrt(Zwischenerg):
Zwischenerg := c * Zwischenerg;
PU := PU + Zwischenerg;
Zwischenerg := 2*(n+sqr(c));
P0 := 100 * PU / Zwischenerg;
{Phi = Phi-Koeffizient (Maß für die Kopplung unahh. von stichprobenunfanq};
{ Phi < 0.35 (vernutlich zufällige Kopplung) - Phi nahe 1 (sehr enge Kopplung};
Zwischenerq := Chi / n;
Phi := sqrt (Zwischenerg);
If (Wahl = 'A') or (Wahl = 'B') and (chi > 3.83)) then
begin

Write (lst‚Tdatensatz.RFLP_Harker:10,' '‚Bdatensatz.RFLP_Harker:10);
If HU < 10 then Write (1st‚' ');
Write (lst‚' '‚HU:3:1‚' ');
If Chi < 10 then write (lst,’ ');
Write (1st,Chi:4:2,' ’‚PL:4:1‚' - '‚PU:3:1‚' ’‚Phi:2:2‚’ '‚NK:3:0‚HM:5:0‚AA:5:0);
Writeln (lst,AB:4:0‚BA:4:0‚BB:4:0);

end;
end;



 
Writeln (lst);
Writeln (lst);
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'
Writeln (lst,'

end;

Writeln (lst,'
Writeln (lst,'

************ü************ gjnweise zur weiteren Auswertung! ******************I);
* *');
* Werte von Chi’> 3,84 lassen Kopplung vernuten; zu 95% liegt eine nicht *');
* zufällige Verteilung vor (Die Verteilung hat 1 Freiheitsgrad). *')°
* Der Phi-Koeffizient ist ein Maß für Kopplung, unabh. von Stichprobenunfang. *’);
* Möglich sind Werte zwischen 0 und 1. Für Phi <= 0,34 ist zufällige Kopplung *’):
* anzunehnen. *');
* Das 95% Konfidenz-Intervall bezeichnet den Bereich rechts und links der *');
* ermittelten Rekolbinationshäufigkeiten, angegeben in cH (centilorgan) *’);
* innerhalb den die tatsächliche Rekonbinationshäufigkeitnit 95%iger Wahr- *');
* scheinlichkeit liegt. Ist die obere Grenze deutich kleiner als 50, so liegt *’);
* Iit hoher Wahrscheinlichkeit eine Kopplung der Harker vor. *');
* *I ) o

* Abkürzungen: cH = Centinorgan / NK = Zahl der berücksichtigten Nachko||en *’)
* H = Zahl der Fehlpaarungen / AA,BB = Elterntypen / AB‚BA = Reko|binations-*')‚
* typen / K.I. = Konfidenz-Intervall / Phi = Phi-Koeffizient *')‚
i:

i’ ‚-
ki:i:k"Hiwii:k*ki:i*****i****üii:üifltübkkkkti:kük****ü******k*i********************' g;

I
o
I
c

Writeln (1st‚chr(12));
Close (Analysedatei);
Close (Kreuzungsdatendatei):
Close (Zuordmungsdatei);

{flauptprograln}
begin

Wahl := ' ';
While Upcase (Wahl) <> 'E' do
begin

Assign (Analysedatei‚ ’b:Analyse.dat');
Assign (Kreuzungsdatendatei‚ 'b:Kreuzung.dat’);
Assign (Zuordnungsdatei‚ 'b:Zuordnu.dat');
Clrscr;
Box (1‚2,78,25‚219);
Writepos ('Lv0 9/92',67‚25);
Writepos ('*** RFLP-Analyseprograln - Hauptlenue ***',20‚4);
Writepos ('K --> Neue Harker/RFLP-Analysedateianlegen'‚5‚8);
Writepos ('A --> Anhängen von Harker/RFLP-Datenreihen'‚5‚10);
Writepos ('L --> Löschen einzelner Harker/RFLP-Datenreihen',5,11):
Writepos ('V --> Verändern von RFLP-Datenreihen’‚5‚12);
Writepos (’s --> Suchen nach bereits eingegebenen Harkern’‚5‚13)7
writepos ('Z --> Anhängen von Daten an die Zuordnungstabelle'‚5‚14);
Writepos ('D --> Drucken der gesanten Harker/RFLP—Analysedatei'‚5‚16):
Writepos ('K --> Kopplungsanalyse für die eingegebenen Harker/RFLPs'‚5,18)7
Writepos ('E --> Progrann beenden’,5‚20);
Writepos ('
Repeat

**** Bitte wählen Sie durch Tastendruck < >'‚5‚22);

Gotoxy (52,22);
Wahl := Readkey;

Until Upcase (Wahl) In ['N'‚'A','L','V'‚'s'‚'Z','D'‚'K’,'E'];
case Upcase (Wahl) of

I“!
IAI
ILI
IDI
IVI
Isl
IZI

[EI

. Neubatei;
: Anhaengen;
: Daten_Loeschen;
: Liste_Drucken;
: Daten_Veraendern;
: Harker_suchen:
: Aendzuordnung;

IKI z
: Clrscr;

Kopplungsanalyse;
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end;
end;

end.

Verzeichnis aller aus der Kreuzung G.pulicaris R-6380 x R-7843
isolierten Nachkommen

Im Rahmen dieser Arbeitwurden insgesamt 32 Nachkommenaus der Kreuzung G.pulicaris R-6380 x

R—7843 isoliert.
Diese Nachkommensind im folgenden aufgelistet.

Zufällig ausgewählte Ascosporisolate:
. RAP 1-1, RAP 1-2, RAP 1-3, RAP 1-4, RAP 1-5, RAP 1-6, RAP 1-7,

o RAP 2-1, RAP 2-2, RAP 2-4, RAP 2-5, RAP 2-6, RAP 2-7, RAP 2-8, RAP 2-9, RAP 2-10,
RAP 2-ll, RAP 2-12,

0 RAP 3-1. RAP 3-2, RAP 3-3, RAP 3-4, RAP 3-5, RAP 3-6, RAP 3-7, RAP 3-8, RAP 3-9.

Ascosporisolate aus einen Ascus:

o P3A1-L P3A1-2‚ P3Al-3, P3A1-4, P3Al-5.
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6.3 Verzeichnis aller mit Hilfeder Cosmid- und PlasmidGenbanken
detektierten RFLP-Markerzwischen G. pulicaris R-6380 und R-7843

Nr. Bezeich- RFLP mit Unterschiede im Hybridisiegsmuster
nung des Restriktionsenzym (Banden, die nur bei einem Eltem-Typaufireten)
Klons

R-7843: 12,4 kb
2 Cos 7 Kpn I R-6380:

R-7843: 16,6 kbp
Pst I R-6380:

R-7843: 3,2 kbp
Xho I R-6380: 1,9 kbp

R-7843: 3,8 kb

R-7843: 14,5 kb
4 Cos II 1 Kpn I R-6380: 15.9 kbp

R-7843: 10,5 kbp
Pst I R-6380: 17,4 kbp

R-7843: 12,0 kb
5 Cos II 2 BamH I R-6380: 16.5 kbp

R-7843: 15,0 kbp
R-6380: >23,0 kbp, 3,0 kbp
R-7843: 17,8 kb, 3,7 kbnR-7843: 9,8 kb

7 Cos II 4 BamH I R-6380:

Cos II 5 R-6380: >23.l kbp
R-7843: 22,0 kbp
R-6380: 6,6 kbp
R-7843: 7,3 kbp
R-6380: 6,6 kbp
R-7843: 3,9 kbp

11-78432

R-6380: 7,3 kbp

R6380:

i Cos II 6

    

 

    
  
  
  
  

 
 

 

 

  

   
  
  
  
      
    

  
  
  
  
   

  

 

    

  

R-7843: 10,5 kbp
R-6380: >23,l kbp

R-6380:
R-7843: 22,5 kbp

R-7843: 13,7 kbp
R-6380: 7,5 kbp, 5 kbp

R-6380: 6,6 kbp
R-7843: 23,0 kb o

  
  

  
  
  
  
  
  
    
  
  
  
  
  

  
 

  

R-6380: 4,7 kbp

R-7843: 7.0 kbp

R-7843: 7,7 kbp
R-6380: 23.1 kbp
R-7843: > 23,1 kbp
R-6380: 6.6 kbp
R-7843:
R-6380: 5,0 kbp
R-7843:
R-6380: >23,1 kbp, 10,5 kbp

9,4 kb, 7,4 kb, 1,7 kb

 
  
   



 

  '13- ’t I I’

“ 3 I

nung des Restriktionsenzym (Banden, die nur bei einem Eltern-Typauftreten)
Klons
Cos II 7 KpnI

X110 I

Pst I

11 Cos II 19 BamHI

Bgl 11

Cos II 21

R-6380: 20,5 kbp
R-7843:

13 Cos III 3 EcoR I R-6380: 6,8 kbp
R-7843: >23,1 kb

14 Cos IH 7 Kpn I R-6380: 6,6 kbp
R-7843: 4,1 kbp, 2,1 kbp

Xba I

15 Cos III l0 KpnI
Pst I

 
   
  
  
    
  
  

   
  
  
  
  
  
    
  
  
  
  

 
 

   
   

 R-7843:
R-6380: 6,3 kbp
R-7843.
R-6380: > 23,1 kbp, 7,2 kbp
R-7843: 18,7 kbp, 2,8 kbp
R-6380: 10,0 kbp
R-7843:
R-6380: 18,7 kbp
R-7843: >23,1 kbp
R-6380: 18,7 kbp, 8 kbp
R-7843: 11,5 kb, 9,4 kb
R-6380: 4,7 kbp, 3,5 kbp
R-7843: 6,4 kbp
R-6380: 5,8 kbp
R-7843: 15,2 kbp
R-6380: 20,5 kbp, 7,4 kbp, 4,4 kbp
R-7843: 17,2 kbp, 4,3 kbp, 3,6 kbp
R-6380:
R-7843: 7,5 kbp
R-6380: 6,5 kbp, 3,1 kbp, 2,3 kbp
R-7843: 10,5 kbp
R-6380: 5,4 kbp
R-7843: 23,0 kbp

  

  

 
 

 
 

 R-6380 :>23‚1 kbp, 4 kbp
R-7843: 11,5 6,9k ‚ 4,3 k .

R-6380: 19,0kbp
R-7843: 15,5 kbp
R-6380: >23,1 kbp
R-7843: 16,8 kb
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1145380: >23‚1 kbp
R-7843: 13,0 kbp
R-6380: >23‚lkbp
R-7843: 1,3 u
R-6380: 14,4 kbp
R-7843: 6‚9kb 
   

l0 PPL C13

ll PPL CII l0
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6.4 RFLP-Analyse:Kopplungsanalysefür jede Kombinationder
detektierten Marken
Harkerl Harkerz CH Chi’ 95% K.I. Phi HK HH A}. AB BA BB

B14(EcoRI) C11 10 (Ps 40.0 1.91 25.3 - 57.1 0.22 40 6 10 3 13 14

B14(ECORI) B17(Ec0RI) 2.4 33.44 0.1 - 14.2 0.89 42 4 13 0 1 28

B14(EcoRI) B1(PstI) 19.5 11.56 9.4 - 35.7 0.53 41 5 11 3 5 22

B14(Ec0RI) CosII2(Ec0 56.8 0.28 41.1 - 72.0 0.08 44 2 6 8 17 13

B14(ECORI) c0sII10(Ps 48.8 0.02 33.2 - 65.3 0.02 41 5 8 5 15 13

B14(Ec0RI) C0sII5(Ec0 41.9 0.06 27.4 - 58.3 0.04 43 3 6 7 11 19

B14(Ec0RI) CosII4(Pst 39.0 0.25 24.6 - 56.0 0.08 41 5 6 8 8 19

B14(EcoRI) B15(KpnI) 40.0 3 86 25.3 — 57.1 0.31 40 6 12 1 15 12

B14(Ec0RI) C4(KpnI) 62.5 1 25 45.8 - 77.7 0.18 40 6 5 8 17 10

B14(ECORI) c0sII7(Pst 46.7 0 00 28.8 - 66.3 0.00 30 16 5 4 10 11

B14(Ec0RI) C9(XbaI) 21.9 9 11 9.9 - 40.9 0.53 32 14 11 1 6 14

B14(Ec0RI) c0sII2(Xho 59.0 0 45 42.2 - 74.8 0.11 39 7 5 7 16 11

B14(ECORI) c0sII21(Hi 41.4 0.44 24.1 - 61.7 0.12 29 17 8 4 8 9

B14(ECORI) cosIII7(Xb 17.9 14.04 8.1 - 34.4 0.60 39 7 12 1 6 20

B14(EcoRI) cosII1(Kpn 48.8 0 06 33.6 - 64.9 0.04 43 3 9 5 16 13

B14(EcoR1) Rish10000 47.7 0 13 32.7 — 63.7 0.05 44 2 9 5 16 14

B14(EcoRI) Virulenz_2 31.8 1 04 19.1 - 48.1 0.15 44 3 5 9 5 25

B14(EcoRI) Vir_3q 39.5 0 21 25.4 — 56.0 0.07 43 5 6 7 10 20

C11 10 (Ps B17(Ec0RI) 41.0 1 16 26.0 - 58.4 0.17 39 7 10 12 4 13

C11 10 (Ps B1(PstI) 42.1 0 90 26.7 - 59.7 0.15 38 8 10 12 4 12

C11 10 (Ps CosII2(Ec0 43.9 0 16 28.8 - 60.7 0.06 41 5 14 10 8 9

C11 10 (Ps cosII10(Ps 31.6 3 38 18.0 - 49.3 0.30 38 8 16 6 6 10
C11 10 (Ps cosII5(Eco 57.5 0 30 41.0 - 73.3 0.09 40 6 9 14 9 8

C11 10 (Ps C0sII4(Pst 48.6 0 03 32.2 - 66.0 0.03 37 9 7 14 4 12

CII 10 (Ps B15(KpnI) 37.8 0 48 22.9 - 55.8 0.11 37 9 17 6 8 6

C11 10 (Ps C4(KpnI) 55.6 0 16 38.3 - 72.5 0.07 36 10 10 11 9 6

C11 10 (PS C0sII7(Pst 21.4 7 15 9.0 - 42.0 0.51 28 18 12 4 2 10

CII 10 (Ps C9(XbaI) 40.0 0 42 23.2 - 60.0 0.12 30 16 11 6 6 7

CII 10 (Ps cosII2(Xho 45.9 0.01 29.8 - 63.5 0.02 37 9 12 9 8 8

C11 10 (Ps cosII21(Hi 41.4 0.19 24.1 - 61.7 0.08 29 17 11 7 5 6

CII 10 (Ps CosIII7(Xb 44.4 0 12 28.3 - 62.4 0.06 36 10 10 9 7 10

C11 10 (Ps cosII1(Kpn 27.5 5 84 15.1 — 44.5 0.38 40 6 18 5 6 11

C11 10 (Ps Rish10000 46.3 0 00 31.0 — 63.0 0.00 41 5 14 10 9 8

C11 10 (Ps Virulenz_2 39.0 3 82 24.6 - 56.0 0.31 41 6 9 15 1 16

CII 10 (Ps Vir_3g 37.5 2 25 23.2 - 54.7 0.24 40 8 12 11 4 13

B17(Ec0RI) B1(PstI) 17.9 12 32 8.1 - 34.4 0.56 39 7 11 3 4 21

B17(EcoRI) C0sII2(Ec0 58.1 0 57 42.2 - 73.3 0.11 43 3 6 9 16 12

B17(ECORI) c0sII10(Ps 50.0 0 02 34.1 - 66.6 0.02 40 6 8 6 14 12

B17(EcoRI) C0sII5(Ec0 44.2 0.02 29.4 - 60.5 0.02 43 3 7 8 11 17

B17(ECoRI) CosII4(Pst 38.5 0.35 23.8 - 55.9 0.09 39 7 6 8 7 18

B17(Ec0RI) B15(KpnI) 41.0 2.35 26.0 - 58.4 0.25 39 7 12 2 14 11

B17(EcoRI) C4(Kpn1) 68.4 3.41 51.2 - 83.0 0.30 38 8 4 9 17 8

B17(EcoRI) CosII7(Pst 46.7 0.00 28.8 - 66.3 0.00 30 16 6 5 9 10

B17(ECORI) c9(xba1) 21.9 8.42 9.9 - 40.9 0.51 32 14 12 2 5 13

B17(ECoRI) cosII2(Xh0 60.5 0.84 43.4 - 76.4 0.15 38 8 5 8 15 10

B17(ECoRI) C0sII21(Hi 44.8 0.05 27.0 - 64.9 0.04 29 17 9 5 8 7

B17(EcoRI) cosII17(xb 23.7 8.21 12.0 - 41.0 0.46 38 8 11 3 6 18

B17(EcoRI) CosII1(Kpn 50.0 0.00 34.4 - 66.2 0.01 42 4 9 6 15 12

B17(ECoRI) Rish10000 46.5 0.09 31.5 - 62.7 0.05 43 3 9 6 14 14

B17(ECoRI) Viru1enz_2 34.9 0.59 21.5 - 51.4 0.12 43 4 5 10 5 23

B17(EcoRI) Vir_3g 42.9 0.01 28.1 - 59.5 0.02 42 6 6 8 10 18

B1(PstI) C0sII2(Ec0 53.7 0.00 37.6 - 69.7 0.01 41 5 8 8 14 11

B1(PstI) c0sII10(Ps 59.0 0.41 42.2 - 74.8 0.10 39 7 7 8 15 9

B1(PstI) cosII5(Ec0 52.5 0.11 36.3 - 68.9 0.05 40 6 5 10 11 14

B1(PstI) C0sII4(Pst 35.0 1.65 21.1 - 52.2 0.20 40 6 8 8 6 18

B1(PstI) B15(KpnI) 44.7 0.78 29.0 - 62.2 0.14 38 8 12 3 14 9
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Harkerl Harkerz cM Chi’ 95% K.I. Phi NK H)! M AB B}. BB1709059226735696796170752169357797851573060902318817840316141
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B15(KpnI) C4(KpnI) 45.9 0.00 29.8 - 63.5 0.00 37 9 14 11 6 6

B15(KpnI) cosII7(Pst 41.4 0.14 24.1 - 61.7 0.07 29 17 12 8 4 5

B15(KpnI) C9(XbaI) 33.3 2.14 17.9 - 53.5 0.27 30 16 14 8 2 6

B15(KpnI) cosII2(Xho 54.1 0.06 37.1 - 70.9 0.04 37 9 12 13 7 5

B15(KpnI) cosII21(Hi 44.8 0.01 27.0 - 64.9 0.01 29 17 12 9 4 4

B15(KpnI) cosIII7(Xb 47.2 0.08 30.8 - 65.0 0.05 36 10 12 13 4 7

B15(KpnI) cosII1(Kpn 45.0 0.00 29.6 - 61.9 0.00 40 6 16 11 7 6

B15(KpnI) Rish10000 41.5 0.29 26.7 - 58.3 0.08 41 5 17 11 6 7

B15(KpnI) Viru1enz_2 58.5 0.07 42.2 - 74.1 0.04 41 6 7 21 3 10

B15(KpnI) Vir_3g 47.5 0.23 31.8 - 64.3 0.08 40 8 12 15 4 9

C4(KpnI) cosII7(Pst 40.7 0.31 23.0 - 61.9 0.11 27 19 9 5 6 7

C4(KpnI) C9(XbaI) 55.2 0.03 36.0 - 74.2 0.03 29 17 6 7 9 7

C4(KpnI) COSII2(Xh0 47.2 0.00 30.8 - 65.0 0.00 36 10 11 7 10 8

C4(KpnI) cosII21(Hi 44.4 0.09 26 0 - 65.4 0.06 27 19 7 4 8 8

C4(KpnI) cosIII7(Xb 43.2 0.26 27 5 - 61.0 0.08 37 9 10 9 7 11

C4(KpnI) cosII1(Kpn 47.5 0.00 31 8 - 64.3 0.01 40 6 13 8 11 8

C4(KpnI) Rish10000 61.0 1.35 44 5 - 76.2 0.18 41 5 10 12 13 6

C4(KpnI) Viru1enz_2 51.2 0.06 35 4 - 67.5 0.04 41 6 5 17 4 15

C4(KpnI) Vir_3g 52.5 0.03 36 3 - 68.9 0.03 40 8 8 14 7 11

cosII7(Pst C9(XbaI) 50.0 0.11 30.4 - 70.8 0.07 26 20 8 6 7 5

cosII7(Pst cosII2(Xho 55.2 0.03 36.0 - 74.2 0.03 29 17 7 7 9 6

cosII7(Pst cosII21(Hi 47.8 0.06 27 4 - 70.2 0.05 23 23 7 5 6 5

C0sII7(Pst cosIII7(Xb 57.1 0.14 37 4 - 76.2 0.07 28 18 6 8 8 6

cosII7(Pst cosII1(Kpn 3.3 22.63 O 2 - 19.2 0.87 30 16 15 0 1 14

cosII7(Pst Rish10000 51.6 0.02 33 4 - 70.4 0.03 31 15 9 7 9 6

cosII7(Pst Viru1enz_2 48.4 0.01 30 6 - 67.5 0.02 31 16 4 12 3 12

cosII7(Pst Vir_3g 51.6 0.05 33 4 - 70.4 0.04 31 17 6 10 6 9

C9(XbaI) cosII2(Xho 51.6 0.03 33 4 - 70.4 0.03 31 15 8 8 8 7

C9(XbaI) cosII21(Hi 53.6 0.03 34.2 - 73.1 0.03 28 18 9 7 8 4

C9(XbaI) cosIII7(Xb 9.4 18.74 2.5 ° 26.4 0.77 32 14 14 3 0 15

C9(XbaI) cosII1(Kpn 50.0 0.03 32.2 - 68.6 0.03 32 14 11 7 9 5

C9(XbaI) Rish10000 57.6 0.37 39.4 - 75.0 0.11 33 13 9 9 10 5

C9(XbaI) Viru1enz_2 39.4 2.07 23.4 - 58.4 0.25 33 14 6 12 1 14

C9(XbaI) Vir_3g 34.4 2.52 19.2 - 53.9 0.28 32 16 10 8 3 11

cosII2(Xho cosII21(Hi 48.3 0.06 29.9 - 68.1 0.05 29 17 9 7 7 6

COSII2(Xh0 cosIII7(Xb 50.0 0.09 33.7 - 67.0 0.05 38 8 9 11 8 10

cosII2(Xho cosII1(Kpn 59.0 0.67 42.2 - 74.8 0.13 39 7 9 11 12 7

cosII2(Xho RiSh10000 55.0 0.14 38.7 - 71.1 0.06 40 6 11 10 12 7

cosII2(Xho Viru1enz_2 52.5 0.03 36.3 - 68.9 0.03 40 7 5 16 5 14

cosII2(Xho Vir_3g 43.6 0.33 28.2 - 60.8 0.09 39 9 10 11 6 12

COSII21(Hi cosIII7(Xb 51.7 0.06 32.9 - 71.2 0.05 29 17 7 9 6 7

cosII21(Hi cosII1(Kpn 48.3 0.06 29.9 - 68.1 0.05 29 17 9 7 7 6

cosII21(Hi Rish10000 43.3 0.10 26.0 - 63.2 0.06 30 16 10 7 6 7

cosII21(Hi Virulenz_2 43.3 1.03 26.0 - 63.2 0.18 30 17 5 12 1 12

cosII21(Hi Vir_3g 51.7 0.13 32.9 - 71.2 0.07 29 19 7 10 5 7

cosIII7(Xb cosII1(Kpn 56.4 0.18 39.8 - 72.6 0.07 39 7 9 9 13 8

cosIII7(Xb RiSh10000 55.0 0.07 38.7 - 71.1 0.04 40 6 9 9 13 9

cosIII7(Xb Virulenz_2 37.5 1.22 23.2 - 54.7 0.17 40 7 6 12 3 19

cosIII7(Xb Vir_3q 38.5 1.08 23.8 - 55.9 0.17 39 9 9 9 6 15

cosII1(Kpn RiSh10000 44.4 0.09 30.0 - 60.4 0.05 45 1 16 11 9 9

cosII1(Kpn Viru1enz_2 53.3 0.01 38.0 - 68.7 0.01 45 2 7 20 4 14

cosII1(Kpn Vir_3q 52.3 0.08 36.9 - 67.9 0.04 44 4 10 16 7 11

Rish10000 Virulen _2 63.0 1.86 47.5 - 77.1 0.20 46 1 4 21 8 13

Rish10000 Vir_3q 66.7 3.58 50.9 - 80.4 0.28 45 3 6 18 12 9

Virulenz_2 Vir_3g 13.0 21.92 5.4 - 27.2 0.69 46 2 12 0 6 28

NK= Anzahl verglichenerNachkommen,MM= Fehlpaanmgen,AA. BB= Elterntypen, AB,5A:Rehmwmflmntywm
Phi = cp-Koeflizient.95% K.l.=95% Kommata-Intervall
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