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Abstract

The annual wetland plant species Cyperus fuscus, as a representative for
the semi-aquatic communities of dwarf rushes (/soéto-Nanojuncetea;, DEIL,
2005) on periodically draining riverbanks, represents an ideal candidate for
population genetic studies of natural and anthropogenic habitats and also
serves to elucidate the role of the soil seed bank in the life cycle of the spe-
cies itself. An overall of 21 microsatellite markers has been developed in
this work making use of two different methods. 4 markers have been de-
veloped with the freeware programs MSATCOMMANDER (Faircloth, 2008)
and primer3 (ROZEN & SKALETZKY, 2000) and 17 markers were created
by ECOGENICS (Balgach, Switzerland). The methods used show significant
differences in the quality and number of usable markers. The markers were
tested on a natural as well as on an anthropogenically severely affected
population to identify both the impact of ecosystem disturbances on the ge-
netic diversity and determine the role of the seed bank in the soil as a ge-
netic memory. Likewise, the yet not exactly known ploidy of the species
should be clearly stated. For this purpose the allelic richness, the heterozy-
gosity, the inbreeding coefficient (Fis) as well as the fixation index (Fsr)
between sub-populations of the soil seed bank and the overground sub-pop-
ulation have been determined. Both the allelic richness with 3.23 and the
heterozygosity Hoss 0.134 and 0.588 Hexe of the natural population com-
pared to the allelic richness 2.62 and the heterozygosity Hoss 0.059 and
0.336 Hexe of the anthropogenic population show, that the "ecosystem dy-
namics” (e. g. flooding) cause an increase in genetic diversity in natural pop-
ulations. The fixation index could be calculated for the anthropogenic popu-
lation with 0.114 (significance threshold = 0.013) and for the natural popu-
lation with 0,013 (significance threshold = 0.63). This shows a significant
differentiation between sub-populations of the anthropogenic population
while the differentiation between the sub-populations of the natural popula-
tion is not significant. Cyperus fuscus could unambiguously be determined
to be a diploid species. The 21 newly developed microsatellite markers will
be useful in further research to analyse the population structure and the
role of the soil seed bank in the life-cycle of this species.






Kurzfassung

Die einjahrige Riedgrasart Cyperus fuscus dient als Vertreter der epheme-
ren, an sommerlich trocken-fallenden Flussufern wachsenden Zwergbinsen-
gesellschaften (,Schlammlingsfluren®), fir populationsgenetische Untersu-
chungen nattrlicher und anthropogener Habitate sowie zur Aufklarung der
Rolle der Samenbank im Lebenszyklus der Art. Dazu sind in dieser Arbeit
insgesamt 21 Mikrosatelliten-Marker mit zwei unterschiedlichen Methoden
entwickelt worden. 4 Marker sind mit den Freeware-Programmen MSAT-
COMMANDER (FAIRCLOTH, 2008) und PRIMER3 (ROZEN & SKALETZKY,
2000) entwickelt worden und 17 Marker wurden von ECOGENICS (Balgach,
Schweiz) erstellt. Die verwendeten Methoden zeigen deutliche Unterschiede
in der Qualitat und Anzahl an verwendbaren Marker. Die Marker wurden an
einer natirlichen und einer anthropogen stark beeinflussten Population ge-
testet um einerseits die Auswirkungen von Okosystem-Stérungen auf die ge-
netische Vielfalt zu ermitteln und andererseits die Funktion der Samenbank
im Boden als genetisches Gedachtnis zu tiberpriifen. Ebenso soll der Ploidie-
grad der Art eindeutig festgestellt werden. Es wurden dazu die allelic rich-
ness, der Heterozygotiegrad, der Inzuchtkoeffizient (Fis) sowie der fixation
index (Fs7) zwischen Subpopulationen im Boden (Samenbank) und oberir-
disch entwickelter Subpopulationen ermittelt. Sowohl die allelic richness mit
3,23 als auch der Heterozygotiegrad mit Hoss 0,134 und Hexe 0,588 der na-
turlichen Population zeigen gegentber der allelic richness von 2,62 und
dem Heterozygotiegrad fiir Hoss 0,059 und Hexr 0,336 der anthropogenen
Population, dass die ,Okosystem-Dynamik* (Uberflutung) eine Erhthung der
genetischen Vielfalt in der nattirlichen Population bewirkt. Der fixation in-
dex konnte fir die anthropogene Population mit 0,114 (Signifikanzschwelle
= 0,013) und fr die nattrliche Population mit 0,013 (Signifikanzschwelle =
0,63) ermittelt werden. Dadurch wird fir die anthropogene Population eine
signifikante Differenzierung zwischen den Subpopulationen aufgezeigt wah-
rend die Subpopulationen der natirlichen Population sich nicht signifikant
differenzieren. Cyperus fuscus konnte zudem als eindeutig diploid festgelegt
werden. Die 21 entwickelten Mikrosatelliten-Marker werden in weiteren
Studien helfen, die Populationsstruktur sowie die Rolle der Samenbank im
Lebenszyklus von Cyperus fuscus zu analysieren.
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1 Einfithrung

Das Braune Zyperngras, Cyperus fuscus, ist eine einjahrige, semiaquatische
Riedgrasart, die im Mittelmeerraum sowie in geméaBigten Klimazonen Euro-
pas, Asiens und Nordamerikas vorzufinden ist. Es wéachst bevorzugt an
schlammigen, sandigen und kiesigen Untergriinden an Fluss- und Seeufern,
aber auch in anthropogenen Lebensraumen wie Kiesgruben, feuchten Wie-
sen und traditionell bewirtschafteten Fischteichen. (PHILIPPI, 1998) Letzte-
re stellen fir diese Art ein wichtiges Sekundarhabitat dar (TRAXLER, 1991;
BERNHARDT et al, 2004). Sowohl Pflanzen mit 2n=36 als auch Pflanzen
mit 2n=72 Chromosomen sind bekannt (KRAHULCOVA, 2003), jedoch
konnte der Ploidiegrad der schnellwiichsigen Art bisher nicht eindeutig fest-
gestellt werden. In der Roten Liste der gefahrdeten Arten der IUCN als nicht
gefahrdet gelistet, kann Cyperus fuscus jedoch als Charakterart bedrohter
und schwindender Zwergbinsengesellschaften (Anm.: auch bekannt als so-
genannte ,Schlammlingsfluren®. Klasse Isoéto-Nanojuncetea; DEIL, 2005)
angesehen werden (NATURA 2000 FFH RICHTLINIE). Dieser Vegetationstyp
ist durch periodische Wasserstandsschwankungen mit Wechsel zwischen
Austrocknung und Uberflutung des Bodens charakterisiert (BERNHARDT &
POSCHLOD, 1993). An diese Gegebenheiten angepasste Arten weisen eine
relativ kurze Entwicklungsdauer von Keimung bis Samenreife und eine hohe
Samenproduktion auf, die es ermdglicht, unglnstige Verhaltnisse im Boden
zu Uberdauern. Im Lebenszyklus der schnellwiichsigen Art spielt die persis-
tente Samenbank im Boden somit eine wichtige Rolle, weil die genetische
Vielfalt Giber Jahre hinweg erhalten bleibt und daher als eine Art geneti-
sches Gedachtnis fungiert. Untersuchungen von Diasporenbanken, wie sie
beispielsweise in bebautem Ackerland vorkommen, haben gezeigt, dass na-
hezu die gesamte phanotypische Variation einer Art in der Diasporenbank
im Boden gespeichert ist (BERNHARDT & HURKA, 1989; BERNHARDT,
1995,; u. a.). Bisher wurde die genetische Vielfalt in der Diasporenbank im
Boden nur in wenigen Studien beriicksichtigt (z. B.. TONSOR et al,, 1993;
CABIN et al, 1998; MCCUE & HOLTSFORD, 1998; MORRIS et al., 2002;
KOCH et al., 2003) Im Zuge eines FWEF-Projektes (siehe 2.1) soll anhand po-
pulationsgenetischer Untersuchungen die Rolle der Samenbank erhellt so-
wie die genetische Vielfalt derselben in verschiedenen nattrlichen und an-
thropogenen Lebensrdumen ermittelt und verglichen werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, entsprechende Mikrosatelliten-Marker fiir die Art

Cyperus fuscus zu entwickeln und zu testen. Damit sollen die populationsge-
netischen Untersuchungen der Samenbank ermdéglicht werden.
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Die Entwicklung genetischer Marker wurde durch das Aufkommen neuer
Technologien wie der 454-Pyrosequenzierung und frei zuganglicher Softwa-
re erschwinglich und ist mit weitgehend unkomplizierten und gangigen Lab-
ortechniken und modernen Geratschaften in relativ kurzer Zeit realisierbar.
Fir populationsgenetische Studien werden haufig Mikrosatelliten herange-
zogen, da diese eine hohe Anzahl an Allelen sowie hohe Heterozygotiegrade
aufweisen und sich deren Isolation zudem einfach gestaltet (SCHLOTTERER,
2004). In dieser Arbeit werden zwei unterschiedliche Methoden zur Marker-
entwicklung angewandt und prasentiert: zum einen die Isolation von Mikro-
satelliten und die Markerentwicklung mithilfe der Freeware-Programme
MSATCOMMANDER (FAIRCLOTH, 2008) und PRIMER3 (ROZEN & SKALET-
SKY, 2000) und zum anderen die Isolation von Mikrosatelliten und die Mar-
kerentwicklung durch den spezialisierten Betrieb ECOGENICS (Balgach,
Schweiz). Es konnten durch diese beiden Methoden insgesamt 21 Mikrosa-
telliten-Marker fir Cyperus fuscus optimiert werden. Um die Anwendbarkeit
der entwickelten Marker zu bestdtigen, werden 8 davon herangezogen, um
zwei Hypothesen zu tiberpriifen. Dazu wird auf ein Subset von zwei ausge-
wahlten Populationen zurtickgegriffen, die sich hinsichtlich der Stérung und
der geografischen Lage stark unterscheiden (siehe 4.1). Zudem soll die bis-
her ungeklarte Frage nach der Ploidie der Art beantwortet werden. Die un-
tersuchten Hypothesen beziehen sich auf die Rolle der Samenbank unter-
schiedlicher Okosysteme, in denen Cyperus fuscus vorgefunden werden
kann, und vergleichen dabei nattirliche Habitate mit stark anthropogen be-
einflussten Standorten. Beruhend auf der Annahme, dass die Okosystemsto-
rung einen starken Einfluss auf die genetische Vielfalt hat, wird erwartet,
dass eine Korrelation zwischen Intensitat der Storung natirlicher Habitate
beziehungsweise des Eingriffs anthropogener Standorte und der geneti-
schen Variation einer Population besteht. Die erste Hypothese besagt somit,
dass Populationen natirlicher Standorte mit eher stochastischem Stérungs-
regime, wie zeitweisen Uberflutungen oder Trockenperioden, eine gréBere
genetische Vielfalt aufweisen als Populationen traditionell bewirtschafteter
Fischteiche mit regelmaBigen Managementregime. Dazu wird die genetische
Vielfalt anhand der Anzahl der gefundenen Allele, der allelic richness, des
Inzuchtkoeffizienten sowie des Heterozygotiegrades der untersuchten Popu-
lationen ermittelt und die Ergebnisse werden miteinander verglichen.

Weiters wird tiberprift, ob die Samenbank im Boden tatsachlich als geneti-
sches Gedachtnis fungiert, welches zahlreiche Genotypen friherer Genera-
tionen speichert. Somit wird die zweite Hypothese tberprift, die besagt,
dass die Oberflachenpopulation nicht zuféllig entstanden ist, sondern aus
Genotypen der Samenbank besteht, die an die vorherrschenden Lebens-
raumbedingungen angepasst sind. Es wird somit erwartet, dass sich die Ge-
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notypenzusammensetzung der Samen aus den Bodenschichten deutlich von
der Genotypenzusammensetzung der Oberflachenpopulation unterscheidet.
Weiters sollen die genannten Unterschiede an den anthropogen beeinfluss-
ten Habitaten — mit ihren regelmaBigen Managementregimen - deutlicher in
Erscheinung treten als an den natiirlichen Standorten. Dazu werden die Sub-
populationen aus den unterschiedlichen Bodentiefen sowie die Oberflachen-
population der zwei ausgewdhlten Standorte analysiert. Mit Zuhilfenahme
der entwickelten Mikrosatelliten-Marker soll fiir die Uberpriifung dieser Hy-
pothese der Fsr-Wert oder fixation index als Ma@3 fiir die genetische Diffe-
renzierung zwischen Subpopulationen ermittelt und verglichen werden.

Die technische Ausrichtung dieser Arbeit setzt ein gewisses Grundwissen
tber die Entstehung, Anwendung und Art genetischer Marker sowie tiber
die zur Entwicklung von Mikrosatelliten-Markern nétigen Computerpro-
grammen und Labortechniken voraus. Diese werden im Kapitel Grundlagen
dargelegt (Kapitel 3). Die in dieser Arbeit angewandten Methoden zur Ent-
wicklung der Mikrosatelliten-Marker werden im Kapitel Methoden (4) im
Detail besprochen. Ebenso werden die Anwendungstests der Marker zur
Priifung der Hypothesen im Punkt 4.2 aufgezeigt. Im Ergebniskapitel (5)
werden die entwickelten Mikrosatelliten-Marker fiir Cyperus fuscus vorge-
stellt sowie die Ergebnisse der Anwendungstests prasentiert. Die Diskussion
im Kapitel 6 zeigt die Starken und Schwachen der beiden angewandten Me-
thoden auf und vergleicht diese kritisch miteinander. Auerdem werden die
Ergebnisse der Anwendungstests betrachtet und diskutiert, um mogliche
Aussagen hinsichtlich der Hypothesen treffen zu kénnen. Im nachfolgenden
Punkt werden die Hintergriinde der Arbeit beleuchtet, das Objekt dieser Ar-
beit, Cyperus fuscus, vorgestellt und die gepriften Hypothesen ausfiihrlich
prasentiert.
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2 Hintergrund der Arbeit

2.1 FWF Projekt

Genetische und / oder phanotypische Variation sind fiir eine Population er-
forderlich, um sich an Umweltverdnderungen anpassen zu konnen (FRANK-
HAM et al. 2010). In vielen einjahrigen Pflanzenarten mit einer persistenten
Bodensamenbank gibt es eine zeitliche Komponente der genetischen Variati-
on. Samen von kurzlebigen Arten kénnen sehr langlebig sein und bis zu 50
Jahre und langer im Boden tberdauern, was zu einer komplexen Alterss-
truktur der Bodensamenbank fithrt (LEVIN, 1990). Fir die Aufrechterhal-
tung der genetischen Variation haben diese Diasporenbanken im Boden eine
fundamentale Bedeutung, weil sie als Puffer gegen genetische Drift agieren,
die Auswirkungen von Selektion verzogern sowie aufgrund der erhéhten
Mutationsrate in alternden Zellen auch direkt als Quelle genetischer Vielfalt
dienen und weil in Jahren mit hoher Samenproduktion bestimmte Merkmale
begtinstigt werden (LEVIN, 1990).

Persistente Bodendiasporenbanken sind charakteristisch fiir einjahrige, eph-
emere Arten (LECK et al., 1989), wie beispielsweise Cyperus fuscus und an-
dere Vertreter von semi-aquatischen Zwergbinsengesellschaften. In Europa
sind diese Gemeinschaften riicklaufig. Wichtige Riickzugsgebiete von Popu-
lationen von Zwergbinsengesellschaften sind sekundare, vom Menschen ge-
schaffene Fischteiche und Fischlagerbecken (= Fischhalter). In Europa kon-
zentriert sich die Verbreitung dieser Habitate vor allem im Bereich der Boh-
mischen Masse in Osterreich und der Tschechischen Republik, wo Fischtei-
che und Fischhalter eine Jahrhunderte andauernde traditionelle Nutzung
aufweisen (STANJEK, 1994: SUMBEROVA et al., 2005). Diese Gebiete sind
zugleich der Verbreitungsschwerpunkt sekundarer Habitate von Cyperus
fuscus (SUMBEROVA et al., 2006).

Das intensive Storungsregime in solchen Habitaten bt vermutlich einen
starken Selektionsdruck auf die Populationen aus. Es gibt allerdings kaum
empirische Belege fiir die Rolle und die Bedeutung der persistenten Boden-
diasporenbanken fiir die Erhaltung genetischer Variation.

Das im Sommer 2012 gestartete FWEF-Projekt soll die Rolle der persistenten
Samenbank als integraler Bestandteil der Lebensgeschichte von kurzlebigen,
ephemeren Pflanzenarten aufkldren. Dazu werden verschiedene Glashaus-
versuche als auch populationsgenetische Untersuchungen mittels geneti-
scher Marker durchgefiihrt. Im Vorfeld dieser Arbeit wurden dazu zahlrei-
che Samenproben der Art aus iiber 30 Flachen unterschiedlicher Nutzungs-
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typen, aus den jeweiligen Oberflachenpopulationen sowie aus zwei verschie-
denen Bodentiefen, entnommen. Im Sommer 2013 wurden aus den Boden-
proben und den reifen Samen der Oberflachenpopulationen zahlreiche Indi-
viduen der Zielart im Glashaus angezogen sowie deren DNA extrahiert.

2.2 Charakterart Cyperus fuscus

Das Braune Zyperngras Cyperus fuscus ist ein Vertreter der heimischen
Riedgréser und eine Charakterart fiir Zwergbinsengesellschaften (/soéto-Na-
nojuncetea; DEIL, 2005) mit kurzer Lebensdauer und mit sich meist nicht
tiberlappenden Generationen (z. B. PHILIPPI, 1968; POSCHLOD, 1996). Cy-
perus fuscus hat ein sehr weites Habitatsspektrum (TRAXLER, 1991). Die
einjdhrige Pflanze ist bevorzugt an Sumpfrandern, offenen, teilweise ver-
dichteten Sand- und Schlammbdden, in feuchten Rinnen an Wegrandern so-
wie an Anlandungen und an Ufer extensiv genutzter Fischteiche zu finden.
Wie die meisten Riedgraser hat auch das braune Zyperngras einen dreikan-
tigen Stangel. Die Gesamthohe der Pflanze variiert je nach Standortbedin-
gungen zwischen 3 und 45 cm. Es wird charakterisiert durch die namensge-
benden schwarzbraunen Deckblétter. Die braunen Ahrchen bilden den kopf-
chenartigen Bliitenstand, der oft noch zusatzliche, gestielte Kopfchen an den
Seiten besitzt (FISCHER et al.,, 2008, AICHELE & SCHWEGLER, 2011). Cype-
rus fuscus ist windbestaubt und selbstkompatibel (EAST, 1940). Eine einzel-
ne Pflanze produziert, je nach Standort und Bedingungen, zwischen 5 und
750 Achanen (VON LAMPE, M., 1996). Die Ausbreitung der Samen erfolgt
sowohl anemochor, hydrochor und zoochor als auch durch menschliche Ak-
tivitdten und Geréatschaften (VON LAMPE, M., 1996; HOHENSEE & FREY,
2001). Sind die Umweltbedingungen gtinstig, kann Cyperus fuscus in kurzer
Zeit aus dem Boden keimen und innerhalb von 1 bis 2 Monaten die Bliite
erreichen. Die Frichte reifen innerhalb von 2 bis 3 Monate nach der Kei-
mung (VON LAMPE, M., 1996). Chromosomenzahlungen ergaben die Chro-
mosomenzahlen 2n = 36 und 2n = 72, die vermutlich diploiden und tetra-
ploiden Pflanzen entsprechen (MURIN & MAJOVSKY, 1987; KRAHULCOVA,
2003; ROALSON, 2008). Aufgrund der durchschnittlich sehr hohen Samen-
produktion, der biologischen Eigenschaften und der weiten Verbreitung ist
Cyperus fuscus als Stellvertreter der Zwergbinsengesellschaften ein geeig-
netes Objekt fur populationsgenetische Untersuchungen. Zum Zeitpunkt des
Verfassens dieser Arbeit waren keine molekulare Marker fiir Cyperus fus-
cus bekannt (NCBI, Stand 29.06.2015).
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Abbildung 1: Cyperus fuscus mit Blite,
Fruchtstand und Samen (KOPS, J. et al,, (1872):
Flora Batava)

2.3 Gepriifte Hypothesen

Mit Hilfe der 21 in dieser Arbeit entwickelten Mikrosatelliten-Marker fiir
Cyperus fuscus und zur Bestatigung deren Funktionsfahigkeit sollen, wie be-
reits in der Einleitung geschildert, zwei Hypothesen tiberprift und die Frage
nach dem Ploidiegrad der Art beantwortet werden. Die Hypothesen bezie-
hen sich auf die genetische Variation der Populationen an verschiedenen
Standorten mit verschiedenen Nutzungstypen. Ebenso soll die genetische
Differenzierung zwischen den Bodenfraktionen und der oberirdischen Popu-
lation verglichen werden, um Aussagen tiber die Funktion der Samenbank
im Boden fir die Anpassungsfahigkeit der Art an unterschiedliche Umwelt-
bedingungen zu treffen.

Die entsprechenden Hypothesen lauten:
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Hypothese 1: Die genetische Vielfalt wird mit steigender Okosystem-St6-
rung erhoht.

Aus den Annahmen der Hypothese 1 wird erwartet, dass die natiirliche Po-
pulation aufgrund diverser Faktoren wie beispielsweise saisonal stark
schwankende Wasserstande, Temperaturunterschiede, periodische Aus-
trocknung und andere Umwelteinfliisse eine groere genetische Vielfalt auf-
weist als die in vergleichsweise homogenen Verhaltnissen lebende Populati-
on des Fischhélters. Zur Beantwortung dieser Hypothese bedarf es der Er-
mittlung der Heterozygotiewerte, der allelic richness und des Inzuchtkoeffi-
zienten. Entsprechend der Hypothese sollten somit die Heterozygotiewerte
sowie die allelic richness der Natiirlichen Population héher sein als jene der
Fischhalter-Population. Umgekehrt sollte der Inzuchtkoeffizient bei der
Fischhalter-Population hoher sein. Es wird aufgrund der relativen Isolation
der Population erwartet, dass ein geringerer genetischer Austausch tiber di-
verse Ausbreitungsfaktoren (beispielsweise hydrochore Ausbreitung und
Austausch tber Flusswasser) stattfindet.

Hypothese 2: Die Genotypen an der Oberflache sind nicht zufallig entstan-
den sondern sind an die vorherrschenden Lebensraumbedingungen ange-
passte Genotypen aus der Samenbank im Boden.

In diesem Fall wird erwartet, dass die Genotypenzusammensetzung der
Oberflachenpopulation sich deutlich von der Genotypenzusammensetzung
der Samen aus den Bodenschichten unterscheidet. Ist dies der Fall, so kon-
nen Rickschliisse darauf getatigt werden, dass die aktuelle Oberflachenpo-
pulation nicht durch Zufall entstanden ist sondern aus Genotypen besteht,
die an die momentanen Lebensraumbedingungen angepasst sind. Dabei soll-
ten nicht nur Unterschiede in den Subpopulationen sondern ebenso Unter-
schiede zwischen den Populationen selbst sichtbar werden und zeigen, dass
die Population im Fischhélter, aufgrund der eher homogenen Lebensraum-
Bedingungen, aus entsprechend angepassten Genotypen aus der Samen-
bank im Boden hervorgegangen ist, wahrend in der natiirlichen Population
die Genotypenunterschiede weniger eindeutig in Erscheinung treten. Dies
kann sowohl auf die heterogenen Lebensraumbedingungen als auch auf den
starkeren genetischen Austausch mit anderen Populationen aufgrund ver-
schiedener Ausbreitungsmechanismen zuriickzufiihren sein. Zur Beantwor-
tung dieser Hypothese bedarf es der Berechnung des Fs-Wertes oder fixati-
on index zur Quantifizierung der genetischen Differenzierung von Subpopu-
lationen.
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Ploidiegrad:

Der Ploidiegrad von Cyperus fuscus konnte bisher nicht mit Sicherheit fest-
gesetzt werden. Eine Chromosomenzahlung in der Slovakei im Jahr 1987
(MURIN & MAJOVSKY, 1987) ergab eine Chromosomenzahl von 2n=72. In
ROALSON 2008 wurden zahlreiche Chromosomenzdhlungen der Gattung
Cyperus aufgelistet. Dabei sind Chromosomenzahlen von 18, 36 und 54 be-
sonders héufig aufgetreten (Abbildung 2) (ROALSON, 2008).

Fine weitere Chromosomenzahlung im Jahr 2014 die an sieben Populatio-
nen aus Osterreich, Tschechien, Ungarn und Slovakei durchgefiihrt wurde
konnte die Chromosomenzahl eindeutig auf 2n=36 festlegen (K. TREMETS-
BERGER, miindliche Mitteilung) Der Ploidiegrad konnte jedoch ohne geneti-
sche Markeranalysen nicht bestimmt werden. Durch die daraus resultieren-
de Anzahl an Allele pro Locus und Individuum soll diese Frage eindeutig be-
antwortet werden. Es wird erwartet, dass einheitlich maximal 2 Allele je Lo-
cus auftreten und die Art somit als diploid zu bezeichnen ist.

Cyperus

36 54

¥

40 48

Number of Species

ALLLLE

72 75 78 81 B4 87 90 93 96 99 102105108111114

6 91215

Haploid Chromosome Number

Abbildung 2: Chromosomenzéhlung der Gattung
Cyperus. Modifiziert aus ROALSON 2008 (Haploid

Chromosome Number variation in Cyperus)
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3 Grundlagen

In diesem Punkt werden die zugrunde liegenden Prinzipien und Verfahren
zur Erstellung spezifischer Mikrosatelliten-Marker fur die Art Cyperus fus-
cus geschildert. Dabei werden zunéchst die Mikrosatelliten und deren Ver-
wendung im Allgemeinen besprochen um in weiterer Folge die Nutzung als
Marker fiir populationsgenetische Untersuchungen aufzuzeigen. Anschlie-
Bend werden das Erstellen von Primer und die dabei zu beachtenden Aspek-
te detailliert beschrieben. Ebenso werden auch die Testverfahren, mit denen
die erstellten Primer getestet wurden, vorgestellt. Als erstes wird die Metho-
de zur DNA in-vitro Vermehrung, die Polymerase Kettenreaktion (PCR), vor-
gestellt. Weiters werden die verwendeten analytischen Methoden zur Identi-
fikation funktionierender Primerpaare, die Gel-Elektrophorese einerseits und
die wesentlich genauere Kapillarelektrophorese andererseits, geschildert.
Die in dieser Arbeit konkret verwendeten Methoden zur Entwicklung von
Mikrosatelliten-Marker werden im Punkt 4 ausfihrlich beschrieben.

3.1 Mikrosatelliten in der Populationsgenetik

Mikrosatelliten oder auch simple sequence repeats (SSR's) genannt, sind
DNA Abschnitte bestehend aus hintereinander gereihten sich wiederholen-
den Einheiten von 1 bis 6 Basenpaaren (GOLDSTEIN & SCHLOTTERER,
2000; FREELAND, 2005) und einer Gesamtldnge von maximal 100 Basen-
paaren, die von langeren, einzigartigen Sequenzabschnitten flankiert wer-
den. (BEEBEE & ROWE, 2008) Respektive werden diese Wiederholungen
Mono-, Di-, Tri-, Tetra-, Penta- und Hexanukleotide genannt. Ein Beispiel ei-
nes Mikrosatelliten ist die dinukleotide Wiederholung (GT)s, die aus 8 Wie-
derholungen der Einheit GT besteht (GTGTGTGTGTGTGTGT). In diesem Fall
wiirde der komplementare Abschnitt der DNA den Mikrosatelliten (AC)s dar-
stellen (ACACACACACACACAC). (FREELAND, 2005) Mikrosatelliten kommen
im Genom jedes eukaryotischen und prokaryotischen Lebewesen haufig vor,
darin bevorzugt in nicht kodierenden Bereichen aber auch regelméBig in
Promoter Regionen kodierender Sequenzen. (FIELD & WILLS, 1996; GOLD-
STEIN & SCHLOTTERER, 2000; RUDOLPH, 2001; SCHLOTTERER, 2004;
BEEBEE & ROWE, 2008)

SSR's selbst werden zur Klasse von Sequenzen mit der Bezeichnung variable
number of tandem repeats (VNTR) gezahlt. (ELLEGREN, 2000)

Die Tatsache, dass SSR's praktisch in jedem Genom héaufig und relativ
gleichmdBig verteilt vorkommen sowie ihre untiblich hohe Polymorphismus-
Rate macht sie zu attraktiven Kandidaten als genetische Marker. (SCHLOT-
TERER, 2004)
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3.1.1 Entstehung und Entdeckungsgeschichte von Mikrosatelliten

Wiederholungen mit langeren Einheiten als Mikrosatelliten werden Minisa-
telliten und die Steigerung davon Satelliten DNA genannt. Diese Satelliten
DNA wurde erstmals 1960 beobachtet, als nach einer Dichtegradientenzen-
trifugation von Fragementen genomischer DNA neben der Hauptbande
mehrere, damals als ‘satellite peaks' bezeichnete Nebenbanden sichtbar
wurden. Diese Nebenbanden wurden aus langen, sich wiederholenden Se-
quenzen gebildet. Als nachfolgend auch kiirzere Wiederholungen entdeckt
wurden, wurden diese respektive Minisatelliten und Mikrosatelliten ge-
nannt. (ELLEGREN, 2004; RUDOLPH, 2001)

3.1.2 Mutationsmechanismus - Entstehung von Allelen

Zu den Mutationsmechanismen von Mikrosatelliten gibt es mehrere Mog-
lichkeiten. Zum einen die Schlaufenbildung bei der DNA Replikation durch
die DNA-Polymerase (LEVINSON & GUTMAN, 1987) und zum anderen
durch ungleiches crossing-over bei der chromosomalen Rekombination
durch. Letzteres ist zwar theoretisch und fir ldngere Sequenzen wie Minisa-
telliten moglich jedoch fiir Mikrosatelliten von untergeordneter Bedeutung.
(GOLDSTEIN & SCHLOTTERER, 2000; ELLEGREN, 2000). Die Schlaufenbil-
dung bei der DNA-Replikation gilt daher allgemein als der grundlegende
Mechanismus von Mutationen bei Mikrosatelliten. (ELLEGREN, 2000). Bei
der DNA-Replikation kann es aufgrund der besonderen Struktur von Mikro-
satelliten vermehrt zu einem sogenannten s/ippage oder slipped-strand
mispairing (SSM) (LEVINSON & GUTMAN 1987), auf Deutsch "Versetzungs
Fehlpaarung” kommen. Fir nicht-repetitive Sequenzabschnitte stellt diese
Fehlpaarung kein Problem dar, weil die komplementdren Strange sich nur
auf eine Art und Weise wieder aneinander angliedern konnen. Bei repetiti-
ven Sequenzen wie Mikrosatelliten kann es jedoch leicht vorkommen, dass
der neugebildete Folgestrang sich phasenverschoben an den Leitstrang an-
heftet. (GOLDSTEIN & SCHLOTTERER, 2000). Durch diese liickenhafte Wie-
deranordnung der komplementéren Strange entstehen Auswolbungen bezie-
hungsweise Schleifen, sogenannte hairpins. (RICHARDS & SUTHERLAND,
1994). Wenn dabei Auswolbungen im Leitstrang entstehen, wird der Folge-
strang kiirzer sein als der Leitstrang und hingegen langer, wenn die Auswol-
bungen im Folgestrang entstehen (GOLDSTEIN & SCHLOTTERER, 2000; EL-
LEGREN, 2000). (Abbildung 3) Solche Mutationen werden insertion-deleti-
on Mutationen oder kurz /nDel's bezeichnet. Diese entstehen, wenn die ge-
bildeten Schleifen von den DNA Reparaturmechanismen aus der Sequenz
entfernt werden. In den meisten Fallen wird dabei genau eine Wiederho-
lungseinheit hinzugefiigt beziehungsweise entfernt. Seltener sind mehr als
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eine Einheit betroffen. Der Mutationsmechanismus von Mikrosatelliten folgt
demnach dem Stepwise Mutation Model von Kimura und Ohta (KIMURA &

(a) Increase in repeat length (b) Decrease in repeat length
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Abbildung 3: Schleifenbildung und Langendnderung der DNA strdnge. (ELLEGREN,
2000; "Figure 1. Model of microsatellite mutation by replication slippage")

3.1.3 Mikrosatelliten als molekulare Marker

Mit dem Aufkommen neuer Technologien wie beispielsweise die 454 Pyro-
sequenzierung und frei zugénglicher Software kdnnen Sequenzdaten zu er-
schwinglichen Preisen erhalten und Marker relativ kostengtinstig entwickelt
werden. Dazu ist nur eine geringe Menge DNA notig, die mit ebenso weitge-
hend unkomplizierten Labortechniken und modernen Geratschaften in kurz-
er Zeit entnommen werden kann. Mikrosatelliten werden daher haufig als
Marker eingesetzt. Wie alle co-dominanten, single-locus Marker liefern Mi-
krosatelliten Informationen tber die Variation von Allelen eines bestimmten
Locus (SCHLOTTERER, 2004). Die Aussagekraft eines Locus ist jedoch be-
grenzt und es werden daher viele nicht miteinander verlinkte Loci benotigt,
um eine ausreichende statistische Auflésung fiir Verwandschaftsverhaltnis-
se zu gewéhrleisten (BLOUIN et al., 1996). Durch die Entwicklung der Poly-
merase Kettenreaktion durch Kary Mullis im Jahre 1983 (MULLIS et al,
1986) konnten sich DNA-Basierte Molekulare Marker erst durchsetzten (sie-
he 3.3.1) Erstmals war es moglich mithilfe von oligonukleotiden Primerpaa-
ren (siehe 3.1.3.1) jede beliebige Stelle im Genom zu amplifizieren ohne
groBe Mengen an genomischer DNA bereitstellen zu mutssen oder diese auf-
wendig in Vektoren zu klonen (SCHLOTTERER, 2004). Die Vervielfiltigung
von Mikrosatelliten mittels PCR ist generell einfach und relativ zuverldssig.
Es entstehen jedoch haufig aufgrund von Versetzungs-Fehlpaarungen wah-
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rend der PCR Amplifikation unerwiinschte zusatzliche Produkte mit eigenen
Banden, sogenannte stutter bands. Dabei entstehen Banden, die ein oder
mehrere Wiederholungseinheiten kirzer sind als das untersuchte Allel. In
seltenen Fallen konnen auch langere Banden entstehen. Stutter bands er-
schweren vor allem die Analyse von gemischten DNA-Proben. Tetranukleoti-
de und generell langere Wiederholungseinheiten haben sich dabei als weni-
ger anféllig fur die Bildung von stutter bands erwiesen als beispielsweise
kiirzere dinukleotide. Es ist dabei anzumerken, dass dinukleotide Wiederho-
lungen wiederum eine hohere Mutationsrate aufweisen und somit auch po-
lymorpher sind als beispielsweise tetranukleotide Wiederholungen (GOLD-
STEIN & SCHLOTTERER, 2000).

3.1.3.1 Primer

Um Mikrosatelliten mittels PCR als molekulare Marker verwenden zu kon-
nen bedarf es sogenannter Primer. Diese sind meistens 18 bis 30 Basenpaa-
re lange, einzelstrangige DNA-Oligonukleotide die der DNA-Polymerase als
Startpunkt fir die DNA-Replikation dienen. Fiir die PCR werden Primer mit
einer bestimmten Sequenz synthetisch hergestellt. Die Sequenz ist dabei ein
,opiegelbild” jener Sequenz, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flan-
kiert. Diese Primer binden somit an genau definierten Stellen im Genom und
es kann auf diese Weise der DNA Abschnitt, der amplifiziert werden soll,
wie beispielsweise ein Mikrosatellit, festgelegt werden (CHEMIE.DE, 2015).

3.1.3.2 Dominante vs. Co-dominante Marker

GemaB den mendelschen Vererbungsgesetzen werden Merkmalsausbildun-
gen diploider Organismen jeweils durch zwei homologe Genkopien beein-
flusst. Individuen, bei denen die beiden homologen Gene gleichartig ausge-
bildet sind bzw. die, die selben Allele (=Genvarianten) aufweisen, werden ho-
mozygot, oder reinerbig, genannt. Im Gegensatz dazu werden Individuen mit
unterschiedlichen Allelen als heterozygot, oder mischerbig, bezeichnet. Bei
heterozygoten Individuen kénnen sich die beiden Allele gleichermaf3en in
der Merkmalsauspragung durchsetzen und somit intermedidres Verhalten
aufweisen, oder ein Allel kann die Wirkung des Anderen verdecken und so-
mit dominant gegeniiber dem rezessiven Allel sein. (SITTE et al., 1998) Die-
se Allelzustande sind nicht auf diploide Organismen beschrankt sondern tre-
ten bei Organismen hoherer Ploidiestufen ebenso auf. (GOLDSTEIN &
SCHLOTTERER, 2000)

Entsprechend den Allelzustanden gibt es sowohl dominante als auch codo-
minante Marker. Die wichtigsten Vertreter der dominanten Marker sind
AFLP's (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLP's (Restriction
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Fragment Length Polymorphism), RAPD's (Randomly Amplified Polymor-
phic DNA's) und ISSR's (Inter Simple Sequence repeats). Diese Marker basie-
ren ebenso wie Mikrosatelliten auf Langenunterschiede von PCR-amplifizier-
ten Teilen des Genoms, jedoch werden dabei unspezifische Primer verwen-
det, die an mehreren Stellen im Genom binden kénnen. Der groBe Vorteil
dieser Marker ist, dass keine a-priori Information benétigt wird. Diese Tatsa-
che macht solche Marker attraktiv fir Arten mit groBen beziehungsweise
wenig untersuchten Genomen. (SCHLOTTERER, 2004)

Bei dominanten Markern sind jedoch nur die dominanten Allele sichtbar, re-
zessive Allele konnen nicht sichtbar gemacht werden, deshalb kénnen he-
terozygote Individuen nicht von homozygoten Individuen unterschieden
werden. Um auch heterozygot-rezessive Allele sichtbar zu machen, kann auf
codominante Marker zurtickgegriffen werden. Bei diesen sind, mit Ausnah-
me von sogenannten Nullallelen, alle Allele eines Genotyps sichtbar. Codo-
minante Marker sind neben Mikrosatelliten auch SNP's (Single Nucleotide
Polymorphisms).

3.1.3.3 Mikrosatelliten-Marker fiir Populationsgenetische Untersuchungen

Die Vorteile von Mikrosatelliten im Vergleich zu anderen molekularen Mar-
ker wie beispielsweise AFLP's oder RFLP's sind die hohe Anzahl an Allele
und der hohe Heterozygotiegrad, Co-dominanz sowie die leichte Isolierung.
Ebenso weisen Mikrosatelliten eine hohe Mutationsrate auf, die es zwar er-
moglicht genetische Variation innerhalb der Population zu identifizieren
aber gleichzeitig oft nur innerartliche Vergleiche ermoglicht. Als nachteilig
zu bezeichnen sind die komplexen Mutationsmechanismen. Ebenso sind Mi-
krosatellitenanalysen auch aufgrund von stutterbands nicht leicht zu auto-
matisieren und bedirfen daher eines héheren Arbeitsaufwandes. Auch die
Anzahl an verwendbaren Mikrosatelliten kann unter Umstanden zu gering
sein, um Analysen, vor allem bei gro3en Populationen, sinnvoll zu gestalten.
(SCHLOTTERER, 2004)
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3.2 Suche nach Mikrosatelliten und Primerdesign

Die [solation von Mikrosatelliten beinhaltet die teilweise Sequenzierung des
Genoms und das automatisierte Durchsuchen der dadurch erhaltenen Se-
quenzdaten auf die gewlinschten Motive. Zundchst muissen dabei geeignete,
reprasentative und vor allem gesunde Pflanzenindividuen gewéhlt werden,
dessen DNA extrahiert und mittels Pyrosequenzierung, wie beispielsweise
454 Pyrosequenzierung von Life sciences (einem Roche- Unternehmen,
Branford, Connecticut, USA), sequenziert werden. Das Primerdesign erfolgt
danach entweder mithilfe von kommerzieller oder frei zugénglicher Softwa-
re oder kann auch direkt von Betrieben durchgefithrt werden. In diesem
Projekt wurden zwei Methoden angewandt. Zum einen die Isolation von Mi-
krosatelliten und das Design von Primern mithilfe von online frei erhaltli-
chen Freeware Programmen, namlich MSATCOMMANDER (FAIRCLOTH,
2008) und PRIMER 3 (UNTERGASSER et al., 2012), und zum anderen die
Isolation (inklusive Enrichment, siehe 3.2.2.2) mit anschlieSendem Primer-
design durch die Schweizer Firma ECOGENICS (Balgach, Schweiz).

3.2.1 DNA-Extraktion

Die DNA Extraktion erfolgte mit dem DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Valen-
cia, California, USA). Dieses Verfahren wird haufig genutzt, um DNA aus
Pflanzenmaterial zu erhalten (vgl. SHAMBLIN et al.,, 2007; CSENCSICS et al,,
2010; BUEHLER et al,, 2011 etc.) Zu beachten ist dabei, dass neben genomi-
scher DNA auch RNA, Plastiden DNA etc. extrahiert werden. Dabei werden
die frischen oder vorher getrockneten Pflanzenteile zunachst mittels einer
Retsch Mithle mechanisch zermahlen und anschlieBend im QIAcube che-
misch lysiert. Der QIAcube ist eine Roboter-Arbeitsstation, die DNA-Aufreini-
gung vollautomatisch durchfiihren kann. (QIAGEN, 2014). Im QIAcube wird
die DNA isoliert, indem Zellteile, Proteine und Polysacharide entfernt wer-
den sowie auch RNA durch RNAsen beseitigt wird. Nach dem Homogenisie-
ren der Probe durch die integrierte Zentrifuge wird die DNA an eine speziel-
le Siliciumdioxid-Membran gebunden und erneut kurz zentrifugiert, wobei
alle nicht gebundenen und somit unerwiinschten Bestandteile ungehindert
durch die Membran entfernt werden. Nach einem abschlieBenden Wasch-
prozess um Uberflissige Chemikalien und Schmutzpartikel zu entfernen,
wird die gewonnene DNA in einer Wasserlosung gelost und bereitgestellt
(QIAGEN, 2014). Als nachster Schritt muss die somit gewonnene genomi-
sche DNA sequenziert werden.
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3.2.2 Sequenzdaten aus genomischer DNA

Das erste Ziel der meisten Genom-basierten Projekte ist es, die DNA Se-
quenz des Genoms oder einer grof3en Anzahl an Sequenzabschnitten zu er-
mitteln (GIBSON & MUSE, 2002). Auch fur die Entwicklung spezifischer Pri-
mer ist das Wissen um die Sequenzen der Mikrosatelliten und der flankie-
renden Abschnitten unerldsslich. Um diese Daten zu erhalten kénnen ver-
schiedene Sequenziermethoden, wie die hier verwendete 454 Pyrosequen-
zierung angewandt werden. Im nachfolgenden Punkt werden die Grund-
lagen dieses Verfahren geschildert.

3.2.2.1 Pyrosequenzierung

1996 entwickelten Pal Nyrén und Mostafa Ronaghi aus Schweden die Pyro-
sequenzierung (PFLANZENFORSCHUNG.DE, 2014). ein Verfahren zur DNA
Sequenzierung, bei der wahrend der DNA Synthese frei werdende Pyrophos-
phate registriert werden. In einer enzymatischen Kettenreaktion wird dabei
sichtbares Licht generiert, das der Anzahl an eingebundenen Nukleotiden
proportional ist. Bei der Einbindung eines Nukleotides wird namlich inorga-
nisches Pyrophosphat frei, das darauthin durch ATP-Sulfurylase in ATP um-
gewandelt wird. Dieses ATP liefert dem Enzym Luziferase wiederum die no-
tige Energie um Luziferin in Oxyluziferin zu oxidieren und dabei ein Lichtsi-
gnal zu emittieren. Nachdem das der Reaktion zugefiihrte Nukleotid be-
kannt ist, kann die Sequenz ermittelt werden (RONAGHI, 2001). Die erste
kommerzielle Next Generation Sequencing (NGS) Plattform, die mit Pyrose-
quenzierung arbeitet, ist die der Firma 454 Life Sciences von ROCHE (Roche
diagnostics, Basel, Schweiz). Diese Technologie bietet die ldngsten reads,
(Stand: Juli 2015), also DNA-Abschnitte, unter den existierenden NGS Me-
thoden (ABBOTT et al, 2010) und wird darum héufig fir die Entwicklung
von Mikrosatelliten-Marker verwendet (vgl. ABBOTT et al, 2010; CSENC-
SICS et al,, 2010; BUEHLER et al,, 201 1; TAKAYAMA et al, 2011).

454 Pyrosequenzierung

Bei der 454 Pyrosequenzierung werden zunachst durch das Shotgun-Ver-
fahren zuféllige Fragmente aus genomischer DNA gewonnen. Der Name be-
zieht sich auf die zufallige Streuung der entnommenen Fragmente im Ge-
nom, ahnlich der Streuung eines Schrotgewehrs. Die somit erhaltenen ein-
zigartigen Fragmente werden abermals zerteilt und mit Adaptern ausgestat-
tet, mit denen sie anschlieBend an winzige Perlen, den sogenannten templa-
te-carrying Beads, gebunden werden. An jede dieser 28 i m groB3en Perlen
wird ein einziges mit Adaptern ausgestattetes, DNA-Molekiil an einem Ende
kovalent gebunden. Diese werden anschlieBend von Trépfchen einer PCR-
reaction-mixture-in-oil-emulsion umschlossen (MARGULIES et al, 2005).
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Konkret werden dabei die einzelnen Perlen in wéassrige Tropfchen, in denen
die benotigten PCR Komponenten enthalten sind, eingeschlossen und durch
eine oligen Substanz voneinander getrennt. Auf diese Weise kénnen in ei-
nem Volumen von nur einem Mikroliter tausende PCR-Einzelreaktionen
gleichzeitig stattfinden (GLENN, 2011). Als Ergebnis erhalt man DNA-carry-
ing-beads, also Perlen, an denen jeweils Millionen Kopien des Ausgangstran-
ges haften (MARGULIES et al., 2005). Nach dem Auflosen der Emulsion wer-
den Millionen dieser Perlen auf eine spezielle picotitre-plate geladen. Diese
ist eine Scheibe aus Glasfaser mit ca. 1,6 Millionen winziger, 55  m tiefen
und 44 p m breiten, Vertiefungen (LEAMON et al., 2003). In jede dieser Ver-
tiefungen lagert sich im Idealfall genau eine DNA-carrying-bead ab. Zuséatz-
lich werden nun zahlreiche kleinere Perlen in die einzelnen Vertiefungen
hinzugefigt, die fir die Pyrosequenzier-Reaktion notwendige Enzyme trans-
portieren. Nach dieser Vorbereitung wird die Platte senkrecht in die Durch-
flusskammer der Sequenziermaschine mit der Plattenriickseite an einem
CCD Sensor positioniert. Die Durchflusskammer erméglicht die zyklische Zu-
gabe der einzelnen Nukleotide in definierter Abfolge. Diese werden von
oben in die Kammer gepumpt und flieBen tiber die Platte mit den Vertiefun-
gen nach unten. Dadurch wird eine rasche Verteilung der Nukleotide auf die
einzelnen Vertiefungen gewahrleistet. Werden nun Nukleotide durch die Po-
lymerase an die bestehenden DNA-Strédnge auf einer Perle erfolgreich ange-
fugt, entsteht, durch die zu Beginn erwéhnte Enzymkette, ein Lichtblitz der
vom Sensor registriert wird. Nachdem die Abfolge der Nukleotide, die durch
die Kammer flieen, bekannt ist, kann die Sequenz der Stréange auf den Per-
len auf diese Weise ermittelt werden (MARGULIES et al., 2005). Als Output
dieses Prozesses wird eine Datei im FASTA-Format generiert, die alle Se-
quenzinformationen der Fragmente enthélt (PEARSON & LIPMAN, 1988).
Heute kénnen bei einem Durchlauf tiber 1 Million reads mit read-Langen
von bis zu 1000 Basenpaaren erstellt werden (Roche Diagnostics GMBH,
2014). Dabei lassen sich hunderte bis tausende Mikrosatelliten Loci aus ei-
nem Bruchteil eines Pyrosequenzier-Laufs identifizieren (vgl CASTOE et al,,
2010; BOOMER & STOW, 2010; SAARINEN & AUSTIN, 2010). 85% aller
reads besitzen dabei eine Lange von mindestens 500 Basenpaaren (ROCHE
DIAGNOSTICS, 2014).

3.2.2.2 Enrichment genomischer DNA

Beim Enrichment werden DNA Fragmente angereichert, die bestimmte Re-
peat-Motive enthalten. Es gibt dazu zahlreiche Protokolle die zum Teil teuer
und aufwendig sind sowie ein erhebliches Maf3 an Erfahrung von Seiten der
durchfithrenden Nutzer erfordern (vgl. ZANE et al, 2002; SANTANA et al.,
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2009; u.v.m.). Prinzipiell ist eine Vielfalt an Motiven wiinschenswert, da un-
terschiedliche Motive in unterschiedlichen Genomregionen konzentriert
sind, zum Beispiel ist AG bei weitem das haufigste Motiv bei Pflanzen gene-
rell und vor allem in transkribierten Regionen zu finden, genauso wie AAG.
Letzteres findet man auch in kodierenden Regionen, da der Leserahmen
nicht gestort wird (MORGANTE et al., 2002). Aus diesem Grund wurde das
Enrichment von der Firma Ecogenics durchgefithrt. Das Enrichment erfolgt
dabei in mehreren Schritten. Zu Beginn wird die genomische DNA mittels
Restriktionsenzymen in Fragmente von ungefahr 200 bis 1000 Basenpaa-
ren Lange zerteilt. Die erhaltenen Fragmente werden anschlieBend an den
stumpfen Enden (blunt ends) zunachst adenyliert und mit Adaptern, die als
Primer dienen, ausgestattet. Nach einem Amplifikationsschritt mittels PCR
werden Einzelstrange dieser Fragmente mit biotinylierten Oligos Hybridi-
seirt. Die Oligos sind dabei so designt, dass sie den gesuchten Repeat-Moti-
ven entsprechen. Wenn also Fragmente mit den Oligos hybridiseiren, steigt
die Wahrscheinlichkeit, dass diese gesuchte SSR Motive enthalten. Auf diese
Weise konnen bis zu 75% und mehr aller hybridisierten Fragmente SSR Mo-
tive enthalten (TECHEN et al., 2010). Im néchsten Schritt werden die hybri-
disierten Fragmente von den tbrigen getrennt. Di es geschieht mit der Hilfe
von magnetischen Streptadivin-Perlen. Das Biotin-Label der Oligos geht mit
diesen Perlen eine Bindung ein. Im nachfolgenden Zentrifugations- und
Waschschritt werden die Fragmente mit den magnetischen Perlen isoliert
und die erhaltenen Einzelstrange eluiert. Als letztes erzeugt eine erneute
PCR die ausreichende Menge der somit angereicherten Fragmente (TECHEN
et al, 2010) (Abbildung 4). Es folgt darauf die 454 Pyrosequenzierung der
Fragmente.
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Abbildung 4: Ubersicht der Schritte bei SSR-

enrichment. (TECHEN, 2010; "Overview of genomic
DNA SSR-enriched library protocol’)

3.2.3 Grundlagen zur Isolation von Mikrosatelliten und Primerdesign

Die erhaltenen Daten der Pyrosequenzierung im FASTA-Format werden in
weiterer Folge herangezogen, um passende SSR-Motive innerhalb der Se-
quenzdaten zu finden. Das Design der Primer selbst wird nach der Festle-
gung einiger Parameter, wie beispielsweise die Mindestanzahl an Wiederho-
lungen oder die GroBe der Wiederholungseinheiten, von geeigneter Softwa-
re durchgefithrt. In dieser Arbeit werden zwei Methoden eingesetzt. Zum
einen die Isolation von Mikrosatelliten mittels MSATCOMMANDER
(FAIRCLOTH, 2008) und Primerdesign mittels PRIMER3 (ROZEN & SKA-
LETZKY, 2000) und zum anderen die Isolation von Mikrosatelliten und Pri-
merdesign durch ECOGENICS (Balgach, Schweiz). In beiden Methoden wur-
den sogenannte 7ags und PIG-tails verwendet. In den nachfolgenden Punk-
ten wird zunachst die Bedeutung und Verwendung von 7Tags und PIG-tails
geschildert. Die Methoden werden im Kapitel 4.1 Methoden im Detail be-
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sprochen.

3.2.3.1 Die Verwendung von tag's und PIG-tails

Eine Moglichkeit, Primer effektiver zu nutzen, bietet das sogenannte Pri-
mer-Tailing. Dabei werden Anhangsel aus kurzen DNA-Abschnitten mit be-
kannter und genau definierter Sequenz, sogenannte tags, an die Primer ge-
heftet. Im Verlauf einer Mikrosatellitenanalyse kann das Verwenden von
Tags zu deutlichen Kostensenkungen und Arbeitserleichterungen fiihren
(FAIRCLOTH, 2008). Die Tags werden dabei, wie aus Abbildung 5 ersicht-
lich, an das 5'-Ende von einem der beiden Primer angeheftet (BOUTIN-GA-
NACHE et al., 2001). Damit ist gewahrleistet, dass die eigentlich untersuchte
Sequenz zwischen den Primern unverandert bleibt. Der groBe Vorteil der
tag's bei Mikrosatellitenanalysen liegt darin, dass alle PCR-Amplifizierten
Fragmente trotz unterschiedlicher Primerpaare die selben Endsequenzen
besitzen. Werden nun in die Reaktion weitere fag's mit gleicher Sequenz
hinzugefiigt, jedoch mit Fluoreszenzlabeln am 5'Ende, kénnen damit fluores-
zenzgelabelte Fragmente fiir Analysen an Kapillarelektrophoresegeraten mit
Fluoreszenzdetektoren oder dhnliche Anwendungen generiert werden (BOU-
TIN-GANACHE et al, 2001). In dieser Arbeit wurden die tag's M13R und
CAG aus FAIRCLOTH 2008 und M13 aus SCHUELKE 2000 verwendet. Die-
se werden in den Punkten 4.1.1.2 und 4.1.2.2 ausfihrlich besprochen.

m—b Forward primer with M13(-21) tail at the 5'-end

B N3 Reverse primer
i
C X Universal FAM labeled M13(-21) primer
D Template
5<__ ONA 777774 CACA......(CA),.....CACA B\ Template DNA ¥
+—NN
i
E -
5 — RN CACA.......(CA),.....CACA Y #
— S
FaM
F CS:W CACA.....(CA),.....CACA RN #

Abbildung 5: Schematische Gliederung der PCR Amplifikation mit
Fluoreszenzlabeln. (SCHUELKE, 2000; "Figure 1. Amplification

sceme for the one-tubed, single-reaction nested PCR method."
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3.2.3.2 Primer-PIG-tail

Eine weitere Méglichkeit Primer mit spezifischen Anhdngseln zu optimieren
bietet das sogenannte Primer-P/G-tail. Unter bestimmten Bedingungen kann
die 7ag DNA-Polymerase an das 3'Ende des zu bildenden Stranges eine
Base, bevorzugt Adenin, hinzuftigen. (HU et al., 1993) Konkret wird dabei an
der letzten Base des Primers des neu-synthetisierten Stranges eine Base an-
gehéngt, obwohl diese nicht dem vorhandenen Primer entspricht. Ob eine
Base angehangt wird oder nicht hdngt hauptsachlich davon ab, welches der
vier Nukleotide am Ende des Primers steht. Dabei gilt, dass bei Cytosin als
End-Nukleotid bevorzugt eine Base angehangt und bei Adenin als End-Nu-
kleotid meistens keine Base angehédngt wird (BROWNSTEIN et al, 1996).
Aus dieser Gegebenheit resultieren PCR Produkte unterschiedlicher Lange.
Sowohl auf Agarosegelen als auch nach der Auftrennung mittels Kapillar-
elektrophorese konnen daraufhin sogenannte +A-Banden oder +A peaks er-
kannt werden. Nachdem dieser Prozess, je nach Struktur der Ausgangsse-
quenz, unterschiedlich verlaufen kann, treten diese Banden unregelméfBig
auf und erschweren somit das scoring der Allele. BROWNSTEIN et al.
(1996) versuchten dieses Problem bei der PCR zu beseitigen. Es wurde ver-
sucht, zundchst die Primer-Enden so zu verdandern, dass entweder Basen
hinzugefiigt oder weggelassen wurden. Sie fanden heraus, dass es um eini-
ges schwieriger ist, Primer so zu verdndern, dass keine Basen angehdngt
werden, wohingegen die Anheftung von Basen in den allermeisten Fallen
durch relativ einfache und einheitliche Veranderungen der Primer herbeige-
fithrt werden kann. Dabei wird an die Primersequenz am 5'Ende die von den
Entwicklern PIG-tail genannte Sequenz GTTT angehéngt. Dies bewirkt, dass
in nahezu 100% der Félle ein Adenin am 3' Ende des neu-synthetisierten
Komplementérstranges hinzugefiigt wird. (BROWNSTEIN et al., 1996)
PIG-tails ermoglichen somit einen Storfaktor beim Alle/-scoring zu eliminie-
ren und werden in verschiedener Ausfihrung héaufig bei SSR- Analysen ein-
gesetzt (GLENN & SCHABLE, 2005; HILL et al., 2009; ABBOTT et al., 2010;
GUICHOUX et al., 2011).

3.2.3.3 Programme zur Isolation von Mikrosatelliten und Primerdesign

In Methode 1 wurden die online frei zuganglichen Programme zur Isolation
und zum Primerdesign MSATCOMMANDER (FAIRCLOTH, 2008) und PRI-
MER3 (ROZEN & SKALETZKY, 2000) verwendet. MSATCOMMANDER ist ein
Programm zum Durchsuchen von Sequenziergungsdaten nach SSR Motiven.
Es beinhaltet die PRIMERS3-core. PRIMERS ist ein Computerprogramm zum
Designen von PCR Primer fiir eine Vielfalt von Anwendungen, darunter auch
Mikrosatelliten (ROZEN & SKALETSKY, 2000). In den nachfolgenden Punk-
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ten werden beide Programme vorgestellt und deren Funktionsweise kurz er-
lautert.

3.2.3.3.1 MSATCOMMANDER

MSATCOMMANDER (FAIRCLOTH, 2008) wurde entwickelt, um automati-
siert Mikrosatelliten zu finden, Primer zu designen und diese Primer mit
Tags auszustatten. Als Eingabe werden DNA-Sequenzierungsdaten als Ein-
zelsequenzen oder als aneinandergereihte Sequenzen in FASTA-Format
(PEARSON & LIPMAN, 1988) verwendet. Als Ausgabe wird eine Datei er-
stellt, in der Details zur SSR Suche, die untersuchte Sequenz, designte Pri-
mer und dazugehorige Spezifikationen enthalten sind (Abbildung 6).

using mispriming library misprime_1ib_weight

using O-based sequence positions

OLIGO start len tm gc%  any ER rep seq

LEFT PRIMER [ 23 58.63 43.48 6.00 2.00 6.40 AGATAATTAACGGATCAGGGACG
RIGHT PRIMER 298 24 58. 88 45.83 5.00 2.00 6.00 GAGACAGATTACTCACCTCTCAAG
SEQUENCE SIZE: 307

INCLUDED REGION SIZE: 307

PRODUCT SIZE: 293, PAIR ANY COMPL: 4,00, PAIR 3 compPL: 0.00
TARGETS {start, len)*: 232,42

0 GTTCCTAGATAATTAACGGATCAGGGACGTTTTAGAGTTAATGTTATTTTGGTGTATATA
FEEEEEEEEEER R

60 TATGTTTCACAAATTAAATCTCATTTAAATTATATAAGTAATTTAGACTCAAGAAACAAA
120 GAAATATATCAAATATAAATCATCCTATTACATGAACTAAATGCAATCATCTCATGATTG

180 ACTACTATATCACACTAACACTTAGGTCTTGT TAGAAAGTGAGATAGACACCATTGTAGT
R

240 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG TTGCTTGTGAGC T TGAGAGGTGAGTAATCTGTCTCT
e S Saa e s e o

300 TATACAC

KEYS (in order of precedence}:
weswwd target

>3 1eft primer

<<<<<< right primer

ADDITIONAL OLIGOS

start len tm gcx  any 3 rep seq

1 LEFT PRIMER 6 23 58,63 43.48 6.00 2.00 6.40 AGATAATTAACGGATCAGGGACG
RIGHT PRIMER 298 25 60.13 44.00 5.00 2.00 6.00 AGAGACAGATTACTCACCTCTCAAG
PRODUCT SIZE: 294, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3" COMPL: 0.00

2 LEFT PRIMER 6 23 58.63 43.48 6.00 2.00 6.40 AGATAATTAACGGATCAGGGACG
RIGHT PRIMER 297 23 57.86 43.48 5.00 2.00 6.00 AGACAGATTACTCACCTCTCAAG
PRODUCT SIZE: 292, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

3 LEFT PRIMER 7 22 57.24 45.45 ©6.00 2.00 6.40 GATAATTAACGGATCAGGGACG
RIGHT PRIMER 298 24 58.88 45.83 5.00 2.00 6.00 GAGACAGATTACTCACCTCTCAAG

PRODUCT SIZE: 292, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3" COMPL: 0.00

Statistics

con  too in in no tm tm high high high high

5id many tar excl bad GC too  Too an¥ 3’ 1ib poly end
ered Ns get reg GC% clamp JTow high comp] compl sim X stab ok
Left 1562 4] 4] 0 1485 18 42 1 o 4] o 13
Right 87 ] 4] 4] i8 6 44 2 1] 1 3 4] 4] 13

Pair stats:
considered 7, ok 7
primer3 release 1.1.4

Abbildung 6: Beispiel einer PRIMER 3 output-Datei (PRIMER 3)

Vom Nutzer des Programms kénnen vorab verschiedene Einstellungen vor-
genommen werden. Diese sind zum einen die Art und Anzahl an repeats,
zum anderen Optionen zum Primerdesign sowie zum fagging der Primer.
Das Designen der Primer und das tagging wird dabei vom integrierten
open-source Programm PRIMER3 (ROZEN & SKALETZKY, 2000) durchge-
fuhrt.
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Auswahl der SSR Art

MSATCOMMANDER ermoglicht das Suchen nach perfect und imperfect re-
peats (BIOINFORMATICS.ORG). Imperfect repeats beinhalten Mutationen in-
nerhalb der Mikrosatellitensequenz, wie beispielsweise indels, die diese un-
terbrechen. Deshalb ist zu beachten, dass bei imperfect repeats die Lange
des Fragments von mehreren unterschiedlichen Sequenzen abhéngig ist.
Imperfect repeats missen namlich nicht zwangsweise dem stepwise mutati-
on model (KIMURA & OHTA, 1978) folgen, wahrend prefect repeats verlass-
lich diesem Modell entsprechend mutieren. (ESTOUP et al., 1995).

GroBe der Repeat-units

Die GroBe der Wiederholungseinheiten kann im Programm MSATCOMMAN-
DER zwischen mononukleotide- und hexanukleotide-repeats, je nach Prafe-
renz und Anforderungen, ausgewdhlt werden. Beim Verwenden groBerer
Wiederholungseinheiten als Trinukleotide kénnen generell weniger Loci
gleichzeitig, beispielsweise in Multiplex PCR, untersucht werden (GUI-
CHOUX et al, 2011). Bei der Amplifikation von Dinukleotiden und in we-
sentlich geringerem Ausmal} auch bei Trinukleotiden, kénnen haufig die im
Punkt 3.1.3 genannten stutter-bands auftreten.

Anzahl Wiederholungen

Es ist notig SSR's zu wahlen, die eine ausreichende Anzahl an Wiederho-
lungseinheiten besitzen um Polymorphismus zu gewahrleisten (GUICHOUX
et al., 2011). Es ist dabei einerseits zu beachten, dass SSR's mit vielen Wie-
derholungen eine hohere Mutationsrate aufweisen (KELKAR et al., 2008)
und somit eine groBere Anzahl an Allelen, aber genauso erhohtes stuttering
bewirken (HOFFMANN & AMOS, 2005). Eine weitere Schwierigkeit die sich
durch lange repeats ergibt, tritt besonders dann auf, wenn die Read-Lange,
also die Lange der Einzelsequenz die sequenziert wurde, eher gering ist. Bei
langen SSR's kann es dabei geschehen, dass die flankierenden Regionen des
SSR's, die flanking regions zu kurz sind, um geeignete Primer darauf zu desi-
gnen (BOOMER & STOW, 2010). Es gilt demnach eine Anzahl an Wiederho-
lungseinheiten zu wahlen um die Vorteile der SSR's optimal zu nutzen und
ihre Schwéchen méglichst zu vermeiden.

Flanking-regions auf Einzigartigkeit Gberpriifen - NCBI Blast

Um die Locus-Spezifizitat der designten Primer zu gewahrleisten und even-
tuelle Ubereinstimmung mit bereits bekannten Genomabschnitten anderer
Arten festzustellen (MADDEN, 2013) werden diese mittels dem Basic Local
Alignment Search Tool "BLAST" (ALTSCHUL et al., 1990) mit der NCBI Nu-
kleotid online-Datenbank abgeglichen.
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3.2.3.3.2Primerdesign mittels PRIMER 3

Das Primerdesign mittels PRIMER3 (ROZEN & SKALETZKY, 2000) erfolgt,
bei entsprechender Auswahl im Ment von MSATCOMMANDER, automa-
tisch. Dabei werden vordefinierte Parameter genutzt. Diese Parameter sind
in der in MSATCOMMANDER integrierten Version von PRIMER3 nicht di-
rekt modifizierbar.

Parameter fiir das Primerdesign

Primerpaare werden grundlegend nur dann in Betracht gezogen, wenn diese
mindestens 10 Basenpaare vom Anfang und Ende der Mikrosatellitense-
quenz entfernt sind. Dies geschieht unter anderem aus dem Grund, dass es
in der unmittelbaren Umgebung der SSR Motive vermehrt zu indels oder
SNP's kommen kann und der Primer an dieser Stelle, aufgrund der veran-
derten Sequenz, nicht mehr bindet (MOGG et al., 2002). PRIMER3 versucht
standardmaBig Primer zu entwickeln, die ein Amplikon von 100 bis 500 Ba-
senpaaren Lange amplifizieren, eine optimale Schmelztemperatur von Ty
60,0° C besitzen (in einem Bereich von 57° C bis 62° C) und untereinan-
der eine Abweichung in der Ty von maximal 5° C aufweisen, einen optima-
len GC-Gehalt von 50% sowie mindestens ein Basenpaar GC-clamp besitzen
(FAIRCLOTH, 2008). Dabei sucht PRIMER3 Primerpaare, die den genannten
Optimalwerten am néchsten kommen und gleichzeitig eine ausgewogene
Balance zwischen Primer Lange und Schmelztemperatur beibehalten (RO-
ZEN & SKALETSKY, 2000). Eine weitere wichtige Funktion des Programms
ist die Moglichkeit, durch thermodynamische Modelle nicht nur die
Schmelztemperatur der Primer zu berechnen, sondern auch die Wahr-
scheinlichkeit, dass die Primer einer Primerkombination unerwtinschte Se-
kundéarstrukturen bilden beziehungsweise miteinander wechselwirken. Die-
se Sekundarstrukturen kénnen die bereits erwédhnten Hairpins sein, aber
auch unspezifisches Binden der Primer an der falschen Stelle sowie das ge-
genseitige Binden der Primer selbst (Abbildung 7) (UNTERGASSER et al.,
2012).
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Abbildung 7: Ubersicht iiber Hairpins und maogliche unerwiinschte
Sekundarstrukturen. (UNTERGASSER et al, 2012; "Figure 5: Primer3's

thermodynamic models for predicting the stability of secondary structures’)

Zum Auswahlen der optimalen Primer berechnet PRIMER3, mittels einer
penalty function, die Abweichung zu den Standardparametern und wahlt
jene Primer, die davon am geringsten abweichen (UNTERGASSER et al.,
2012). Zuséatzlich verwendet PRIMER3 eine sogenannte objective function.
Diese ermdglicht die Gewichtung der einzelnen Parameter in der Berech-
nung zu beeinflussen und somit fiir die entsprechende Anwendung optimal
gestaltete Primer zu finden. Beispielsweise kann in einer Versuchsanord-
nung die Schmelztemperatur der Primer von groBerer Bedeutung sein als
ihre Lange und wird demnach strenger bewertet (ROZEN & SKALETSKY,
2000). Es stehen tiber MSATCOMMANDER einige Auswahlmoglichkeiten
beziiglich dem Primerdesign mittels PRIMER3 zur Verfiigung. Ist die Funkti-
on Tag Primers' ausgewahlt, werden je nach Wunsch entweder der CAG-
tag, der M13R-tag oder eine selbst definierte tag-Sequenz verwendet. Dabei
ist wiederum zu beachten, dass PRIMER3 den fiir die jeweilige Sequenz bes-
ser geeigneten tag bevorzugt (Punkt 3.2.3.1). Es ist per Auswahl ebenso
moglich die zuvor besprochenen PIG-tails an die Primer zu heften. Es steht
auBerdem zur Auswahl, ob kombinierte Mikrosatelliten beziehungsweise im-
perfekte Mikrosatelliten verwendet werden sollen. (FAIRCLOTH, 2008).
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3.3 Methoden zum Testen von Mikrosatelliten-Marker

Das Testen der entwickelten Mikrosatelliten-Marker erfolgt in mehreren auf-
einanderfolgenden Schritten. Zunachst werden die Marker mittels PCR (Po-
lymerase Kettenreaktion) amplifiziert und nachher anhand der Gelelektro-
phorese sichtbar gemacht. In spateren Schritten werden die erfolgreich ge-
testeten Individuen mittels Kapillarelektrophorese am Genetic Analyzer
3500 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) genauer unter-
sucht und mit dem Programm Genemarker (SoftGenetics LLC,
State College, PA, USA) auf Fignung als SSR-Marker tberprtft. In den fol-
genden Punkten werden diese Verfahren detailliert geschildert.

3.3.1 PCR Amplifikation

Im Jahr 1983 entwickelte Dr. Kary Mullis die als polymerase chain reaction
(PCR) bekannte Methode (MULLIS et al 1986). Diese Methode ermoglicht
es, aus grof3en und komplexen Genomen bestimmte Abschnitte der DNA zu
isolieren und zu amplifizieren. Dabei werden diese DNA-Abschnitte, be-
grenzt durch einzigartige Primer-Bindungssequenzen und mithilfe von oligo-
nukleotiden Primerpaaren, exponentiell amplifiziert, bis eine Kopien-Anzahl
erreicht ist, die eine weitere Charakterisierung und Weiterverarbeitung er-
moglicht (FREELAND, 2005). Die PCR-Methode revolutionierte die Gen-For-
schung und wird seither in verschiedensten Anwendungsbereichen in der
Medizin und Biotechnologie, wie beispielsweise Sequenzierung, Genotypisie-
rung, Gen-Expressions-Analysen, populationsgenetische Untersuchungen,
Mutagenesen und viele mehr, eingesetzt (LIFE TECHNOLOGIES, 2011). Mul-
lis wurde fir die Entwicklung der PCR im Jahr 1993 der Nobelpreis fir
Chemie verliehen (NOBELPRIZE.ORG, 2014).

3.3.1.1 Funktionsweise

Grundlegend ist die PCR eine zyklische Aneinanderreihung von drei Grund-
schritten:

* Denaturierung, wobei sich die DNA Doppelstrange in Einzelstrange
auflosen;
« Hybridisierung oder annealing der Primer an die Ausgangs-DNA(ab

Schritt 2 an neu amplifizierte DNA) und

+ Elongation, bei dem die Polymerase, ausgehend von den Primern, die
dNTP's  (Desoxyribonukleosidtriphosphate) entsprechend dem
Ausgangsstrang hinzufigt.
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Diese Abfolge wird mehrmals, meistens zwischen 20 und 30 mal, hinterein-
ander abgewickelt (LIFE TECHNOLOGIES, 2011). Nachdem bei jedem Zy-
klus die Anzahl an neu gebildeten Stréngen verdoppelt wird, weil auch die
zuvor gebildeten neuen Strange als Bindungsstelle fiir Primer dienen, kon-
nen auf diese Weise, ausgehend von nur wenigen DNA-Molekiilen, mehrere
Millionen Kopien erstellt werden. (MULLIS et al, 1986; LIFE TECHNOLO-
GIES, 2011).

Um korrekt zu funktionieren werden dabei mehrere grundlegende Kompo-
nenten benotigt. Diese sind:

* Ausgangs DNA, in der die zu amplifizierende Sequenz enthalten ist;

» Zwei Primer, (forward und reverse) von denen die zu amplifiziernen
de Sequenz jeweils links und rechts begrenzt wird;
» Thermostabile DNA Polymerase (7ag-Polymerase) zur Synthese der

neuen Strange;
« dNTP Losung (Desoxiribonucleosidtriphosphate), die alle vier, zur
Neubildung von DNA Strangen benétigten Nukleotide beinhaltet;
» Fine fiir die DNA-Polymerase geeignete Pufferl6sung.
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001)

Die einzelnen Komponenten werden in vorgegebene Konzentrationen in
PCR-ReaktionsgefdBe gegeben und in den Thermocycler platziert, der das
gewiinschte PCR-Programm durchfiihrt. Es konnen zur Arbeitserleichterung,
Zeiteinsparung und Vermeidung von Fehlerquellen auch Readymixes ver-
wendet werden. Dies sind Pufferldsungen, die alle nétigen PCR-Komponen-
ten und Reagentien (ANTP's sowie auch die thermostabile DNA-Polymerase)
exklusive PCR-Wasser, DNA und Primer enthalten. Es sind zahlreiche fiir
spezifische Reaktionen und diverse Anwendungen angepasste Varianten er-
haltlich. Sie bewirken eine deutliche Arbeitserleichterung und Zeitersparnis
bei gleichzeitigem Eliminieren einiger Fehlerquellen, die beim Hantieren mit
den verschiedenen Komponenten auftreten kénnen und den Erfolg der PCR
maf3geblich beeinflussen. Es miissen somit lediglich Wasser, die Primer so-
wie die Ausgangs DNA hinzugefiigt werden um eine einsatzbereite PCR-Mix-
tur zu erhalten. Es gibt dazu mehrere Varianten, um spezifischen Anforde-
rungen gerecht zu werden (Siehe nachfolgende Punkte). Ebenso sind auch
unterschiedliche PCR-Programme mdglich. Auch in dieser Arbeit ergibt sich,
bedingt durch undefinierte Faktoren beim Primerdesign, (ie. anne-
aling-Temperatur) die Notwendigkeit unterschiedliche Varianten zu verwen-
den.
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3.3.1.2 PCR Programme - Gradienten und Touchdown-PCR

Nachdem die annealing-Temperatur der Primer in Methode 1 beim Design
nicht bertcksichtigt wurde, ist es notwendig die PCR-Reaktion so zu gestal-
ten, dass ein Temperaturbereich, in dem die Ankopplung stattfinden sollte,
abgedeckt wird. Durch die Berechnung der annealing-Temperaturen mittels
diverser Programme ist eine Eingrenzung des Temperaturbereichs moglich
(vgl: ThermoFisher Tm Calculator; New England BioLabs Tm Calculator
uv.m.). Um dies zu bewerkstelligen wurden die PCR-Reaktionen sowohl als
Gradienten- als auch als Touchdown-PCR ausgeftihrt. (DON et al., 1991;
DARREN & MATTICK, 2008) Bei der Gradienten PCR wird im Probenblock
der PCR-Maschine wahrend des gesamten Laufs beim annealing-Schritt ein
Temperaturgradient angewandt. Dabei wird der Probenblock nicht gleich-
malig sondern ldngsseitig unterschiedlich stark erhitzt. Der Temperaturun-
terschied zwischen den beiden Enden des Blocks kann dabei bis zu 20° C
betragen (EPPENDOREF, 1997). Auf dhnliche Weise wird bei der Touchdown
PCR gearbeitet. Der Temperaturgradient wird dabei nicht im Probenblock
selbst erzeugt sondern zeitlich, indem die annealing-Temperatur von einem
Startpunkt aus in jedem Schritt um einen bestimmten Faktor bis zum Errei-
chen des Touchdown-Punkts sinkt (DON et al., 1991). Die PCR Reaktion er-
folgt dabei in zwei Phasen. In Phase 1 findet die eigentliche Touchdown-P-
CR Statt, wobei in mehreren Zyklen die annealing-Temperatur von einem
deutlich Giber dem Optimalwert liegendem Startpunkt aus schrittweise redu-
ziert wird. Phase 2 besteht aus einer Standard PCR-Amplifikation mit der
tiefsten Touchdown-Temperatur als annealing-Temperatur (DARREN &
MATTICK, 2008). Beide PCR-Varianten zielen darauf ab, bei nicht genau de-
finierter annealing-Temperatur trotzdem mehrere unterschiedliche Primer-
paare in einem einzigen PCR-Lauf erfolgreich zu amplifizeiren. Es ist anzu-
merken, dass die inharenten Figenschaften der Gradienten-PCR es zwar er-
moglichen, die optimale annealing-Temperatur eines Primers einzugrenzen,
aber auch verlangen, dass dabei in jeder Spalte des Probenblocks der selbe
Primer enthalten sein muss (QIAGEN, 2010).

Dies hat zur Folge, dass pro Lauf entweder nur wenige Individuen getestet
werden konnen oder nur eine sehr begrenzte Anzahl an Primerkombinatio-
nen. Bei der Touchdown PCR kann, im Gegensatz dazu, die optimale anne-
aling-Temperatur nur indirekt ermittelt werden (DON et al,, 1991), daftr
aber in jeder Reihe des Probenblocks eine andere Primerkombination mit
maximal 8 Individuen getestet werden. Zur Optimierung der Touchdown-
und Gradienten-PCR-Programme kénnen die annealing-Temperaturen der
Primer mit Programmen wie NEB Tm Calculator v.1.7 (NEW ENGLAND
BIOLABS) berechnet werden.Dies erméglicht die Eingrenzung der Tempera-
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turniveaus der PCR-Programme und eine Gruppierung der Primerpaare
nach ihrer optimalen annealing-Temperatur.

3.3.2 Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese ist eine einfache und sehr tibliche Methode
um DNA-Fragemente in einem elektrischen Feld aufzutrennen. Das zugrun-
deliegende Prinzip ist die Elektrophorese oder elektrische Uberfithrung. Ge-
ladene Teilchen, wie beispielsweise DNA-Molekiile, wandern in einer Losung
unter dem FEinfluss eines elektrischen Stroms, je nach Ladung und GroBe,
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit in unterschiedliche Richtungen (EN-
GELHARDT et al., 1994). Nachdem die DNA-Molek{ile eine negative Ladung
besitzen, wandern diese zur positiv geladenen Anode. Sichtbar gemacht
wird die DNA mittels Farbstoffe, die sich an diese binden. Diese Farbstoffe
sind fluoreszierend, sie absorbieren also unsichtbares UV-Licht und emittie-
ren sichtbares Licht, wodurch die gefarbten DNA-Fragmente sichtbar wer-
den. Die Agarose-Gele werden meistens, je nach Bedarf, mit Konzentrationen
zwischen 0,7% bis 2% Agarose in TBE Elektrophoresepuffer (TRIS-Borat-ED-
TA) aufgelost. Schwachere Konzentrationen resultieren in einer etwas weit-
maschigeren Gel-Matrix und somit in eine raschere Auftrennung mit gerin-
gerer Auflosung (LEWIS, 2015). Die Auflésung liegt bei Konzentrationen um
1.3% bei ca. 200 Basenpaaren, wahrend bei sehr konzentrierten Gelen mit
3% und dartiber bei ca. 20 Basenpaaren liegt (QUIAGEN, 2010). Bei hoheren
Konzentrationen von ca. 2% und dartiber wird die Gelmatrix engmaschiger
und das Gel dichter. Damit kann eine hohere Auflésung der Banden bewirkt
werden, jedoch dauert der Vorgang aufgrund der langsamen Durchflussge-
schwindigkeit deutlich langer. Diese Konzentrationen sind vor allem bei ge-
ringeren Fragmentgrofen von Vorteil. Beim Laden der DNA auf das Gel wer-
den meistens sogenannte loading buffers hinzugegeben. Diese bewirken
durch ihre Dichte das zuverlassige Herabsinken der DNA in die dafiir vorge-
sehene Tasche im Gel und sind meistens gefarbt um die Handhabung und
das Laden zu erleichtern. Ebenso wandert die Farbe des loading buffers in
die selbe Richtung wie die DNA-Fragmente und ermdglicht somit den Elek-
trophoreseprozess zu tiberwachen. Um die DNA-Fragmentlange zu bestim-
men mussen in einer gesonderten Tasche sogenannte Langenmarker oder
Langenstandards (= size marker) auf das Gel geladen werden. Diese beinhal-
ten eine Mischung aus mehreren Fragmenten bekannter Lange. Sie treten
am Gel als Leiter in Erscheinung und ermdéglichen durch Vergleich eine rela-
tiv grobe Bestimmung der DNA-Fragementlange (LEWIS, 2015).
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3.3.3 Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese ist eine allgemein tbliche Technik fiir die DNA
Genotypisierung und wird haufig fir Mikrosatellitenanalysen verwendet
(DAVIDSON & CHIBA, 2003). Das zugrundeliegende Prinzip ist, wie bei der
zuvor beschriebenen Gelelektrophorese, die Elektrophorese. Im Unterschied
zur Gelelektrophorese wandern die Molekdle dabei nicht durch eine Gelma-
trix in einem flach ausgegossenem Agarose- oder Polymergel, sondern
durch ein Polymer in einer ditnnen Kapillare. Der grundlegende Unterschied
liegt jedoch in der Detektion der Fragmentldngenunterschiede. Wéhrend bei
der Gelelektrophorese die entstandenen Produktbanden auf optischem
Wege erfasst werden missen, konnen diese Unterschiede in der Kapillar-
elektrophorese durch direkte photometrische Methoden vollautomatisch er-
fasst werden (ENGELHARDT et al., 1994).

Der grundlegende Aufbau der Apparatur gliedert sich in:

» Behalter fiir Anodenpuffer

+ Behalter fiir Kathodenpuffer

» Probenbehalter

» Hochspannungsquelle

+ Trennkapillare

» Thermostatisierungs Mechanismus (Ofen)
* Detektor

(LIFE TECHNOLOGIES, 2010; PHILIPPS UNIVERSITAT MARBURG -
Fachbereich Chemie, 2007)

Die Aufnahme der Proben in die Kapillare erfolgt an einem Ende der Kapilla-
re. Dazu wird das GefaB3 mit dem Kathodenpuffer fir kurze Zeit durch das
Gefal3 ausgetauscht, in dem die Proben beinhaltet sind. Als nachstes wird
die Probe in die Kapillare beférdert. Dazu sind mehrere Méglichkeiten gege-
ben, wie beispielsweise die Injektion durch Siphon-Effekt (Schwerkraft),
Druckinjektion beziehungsweise hydrodynamische Injektion oder die elek-
trokinetische Injektion (PHILIPPS UNIVERSITAT MARBURG - Fachbereich
Chemie, 2007). Letztere Methode wird auch im Genetic Analyzer 3500 an-
gewendet, weshalb darauf naher eingegangen wird. Bei der elektrokineti-
schen Injektion wird fir eine bestimmte Zeit eine Spannung zwischen den
beiden Enden der Kapillare angelegt, wodurch eine Flussigkeitsstromung in
der Kapillare erzeugt wird. Daraufhin wird ein festgelegtes Volumen der
Probenfliissigkeit in die Kapillare aufgenommen (PHILIPPS UNIVERSITAT
MARBURG - Fachbereich Chemie, 2007). Die Probenmenge, die dabei aufge-
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nommen wird, ist dabei abhdngig von der Hohe der angelegten Spannung,
der Zeit und der Mobilitit der Probenbestandteile (ENGELHARDT et al.,
1994). Nachdem die Proben in die Kapillare aufgenommen worden sind,
wird der Probenbehélter wieder mit dem Kathodenpuffer-Behalter ausge-
tauscht. Es wird nun an beiden Enden der Kapillare wiederum eine Span-
nung angelegt, wodurch die Elektrophoretische Auftrennung der Probe be-
ginnt (PHILIPPS UNIVERSITAT MARBURG - Fachbereich Chemie, 2007). Die
Probenbestandteile wandern dabei, abhangig von ihrer Ladung und Grofe,
dem pH-Wert und die Konzentration des Puffers, der Temperatur und ange-
legten Spannung und dem verwendeten Polymer, unterschiedlich schnell
durch die Kapillare. Im Fall von DNA-Molekiilen bewegen sich diese, auf-
grund ihrer negativen Ladung, in Richtung der Anode. Der GroBteil der Ka-
pillare verlduft dabei durch einen Ofen, der fiir eine konstante Temperatur
und somit fir eine optimale Auftrennung sorgt und gleichzeitig bewirkt,
dass die enthaltene DNA denaturiert bleibt (LIFE TECHNOLOGIES, 2010).
An dem, dem Anodenpuffer nahem, Kapillarende ist ein Detektor ange-
bracht. Neben der Moglichkeit ein Massenspektrometer oder Leitfahigkeits-
detektor zu verwenden, sind vor allem optische Detektionsgerate, wie UV-
oder Fluoreszenzdetektoren zu nennen. Der Genetic Analyzer 3500 (siehe
unten) verwendet einen Fluoreszenzdetektor, weshalb nur diese Methode
berticksichtigt wird. Die Fluoreszenzdetektion kann nur dann funktionieren,
wenn fluoreszente Farbstoffe an die DNA-Molekiile geheftet werden. Diese
werden vorab in einer entsprechenden PCR an die Fragmente gebunden. Die
Kapillare verlduft im Detektor durch ein Laserstrahl. Dieser Laserstrahl regt
die fluoreszenten Farbstoffe an, die daraufhin fluoreszente Strahlung abge-
ben. Nachdem die abgegebene Strahlung eine vom Laserstrahl verschiedene
Wellenlange besitzt, kann diese von einer angebrachten CCD Kamera detek-
tiert werden. Dabei konnen mehrere Farbstoffe in einem einzigen Lauf auf-
grund ihrer unterschiedlichen Wellenldnge verwendet und detektiert wer-
den. Das erhaltene Signal wird als Datei am angeschlossenen PC gespeichert
und steht fiir weitere Analysen zur Verfugung (ENGELHARDT et al, 1994;
LIFE TECHNOLOGIES, 2014). Im nachfolgenden Punkt werden der Genetic
Analyzer 3500 und die Arbeitsschritte im Detail aufgezeigt.

3.3.3.1 Genetic Analyzer 3500

Fur die Fragmentanalyse wird jeweils ein Primer eines Primerpaares mit ei-
nem Fluoreszenzfarbstoff ausgestattet und am Genetic Analyzer 3500 von
Life technologies mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Der Genetic
Analyzer 3500 von Life technologies ist ein fluoreszenz-basiertes Gerat zur
DNA Sequenzierung und Fragmentlangenanalyse mittels Kapillarelektropho-
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rese. Dabei kénnen in den 8 vorhandenen Kapillaren 8 Proben gleichzeitig
analysiert werden. Durch die angeschlossene Computer-Arbeitsstation kon-
nen sowohl das Gerat selbst gesteuert werden als auch die Daten aus dem
Gerat empfangen und gespeichert werden (APPLIED BIOSYSTEMS, 2010).

Fragment sizing am Genetic Analyzer 3500

Vorbereitende Schritte

Bevor die Proben in den Genetic Analyzer 3500 eingegeben werden konnen,
mussen diese entsprechend vorbehandelt werden. Im Falle von DNA-Frag-
mentldngen Analysen beinhaltet dies zunachst eine PCR-Reaktion in der ent-
sprechende fluoreszente Label an die DNA Fragmente geheftet werden. Da-
bei wurden zundchst sowohl fluoreszenzgelabelte M13R-Primer verwendet
als auch direkt mit Fluoreszenzlabeln ausgestattete Primer in spateren Mul-
tiplex Reaktionen. Nach einem Purifikationsschritt folgt die Zugabe ver-
schiedener Reagentien inklusive einem Size-Standard zu den PCR-Produk-
ten. Dieser besteht aus zahlreichen DNA-Fragmenten bekannter Lange die
ebenfalls mit einem Fluoreszenzlabel ausgestattet sind. Ahnlich wie die Lei-
ter bei der Gelelektrophorese wird dieser Size-Standard dazu verwendet, die
genaue Grofe der Fragmente zu ermitteln. Nachdem beim Genetic Analyzer
3500 8 Kapillaren vorhanden sind, bei denen zum Teil leicht unterschiedli-
che Ergebnisse nicht auszuschlieBen sind, wird der Size-Standard auch dazu
verwendet, durch Kalibration der Ergebnisse auf die bekannten Fragment-
langen die Daten zu normalisieren und somit Fehlerquellen zu beseitigen
(LIFE TECHNOLOGIES, 2010). Als letzter vorbereitender Schritt wird die
DNA in einem Thermocycler fiir einige Minuten denaturiert. Die Zugabe
chemischer Zusétze bewirkt, dass auch bei Raumtemperatur die Einzelstran-
ge erhalten bleiben und zudem verhindern sie die Entstehung von Luftbla-
sen. Die Proben werden in spezielle Platten zu 96 wells geladen und sind
bereit fir die Eingabe in das Gerat.

Sample sheet

Nach dem Positionieren der vorbehandelten Proben im Genetic Analyzer
3500 wird im System eine vorher erstellte Datei, das Sample sheet geladen.
Darauf sind die fir das System wichtigen Informationen zu den einzelnen
Proben enthalten, darunter die genaue Position der Proben auf der Platte,
die enthaltenen Farbstoffe, Laufparameter sowie Dauer der Injektion und
andere.

Start des Kapillarelektrophorese-Laufs
Das System startet nun mit dem Lauf, der in folgenden Schritten abléuft:
» Vorbereitung der Kapillaren: Frisches Polymer wird aus dem Poly
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merbehalter mit hohem Druck in die Kapillaren gepumpt.
 Elektrokinetische Injektion der Proben aus der Probenplatte in die
Kapillaren.

+ Kapillaren werden vom Probenbehélter wieder in den Kathodenpuf
ferbehalter eingetaucht.

» Graduelle Anlegung einer elektrischen Spannung zwischen den Ka
pillarenden: die DNA-Fragmente beginnen in Richtung der Anode zu
wandern.

* Der integrierte Ofen halt die Kapillaren auf eine konstante Tempera
tur um die Denaturierung der DNA aufrecht zu erhalten und eine
optimale Auftrennung zu gewahrleisten.

* Im Detektor werden die Fluoreszenzlabel der ankommenden DNA-
Fragmente durch ein Laserstrahl angeregt.

» Die angeregten Fluoreszenz-abel emittieren Strahlung in alle Rich
tungen.

* Registrierung der emittierten Strahlung von einem CCD Sensor.

« Konvertierung der erfassten Signale zu multi-dye data (fir den ge
samten Lauf: Jedes Signal ein peak auf dem Elektopherogramm.

(LIFE TECHNOLOGIES, 2010)

Output - Elektopherogramm

Die Software des Genetic Analyzer 3500 generiert aus den Daten sogenann-
te Elektopherogramme fiir jeden verwendeten Farbstoff. Darauf sind die, an-
hand des Size Standards normalisierten peaks der Signale, zu erkennen. Die
gewonnenen Daten kénnen zur weiteren Verwendung mit diverser Software,
wie im nachfolgenden Punkt 3.3.4 geschildert, exportiert werden.

3.3.4 Finden geeigneter SSR Marker

Die Daten des Genetic Analyzer 3500 werden mittels entsprechender Soft-
ware ausgewertet. Dabei werden die erhaltenen Peaks einzelnen Allelen zu-
geordnet beziehungsweise als unerwiinschte Nebenprodukte verworfen. In
dieser Arbeit wurde das Programm GeneMarker von Softgenetics verwen-
det.

Genemarker

Genemarker ist eine prazise, schnelle und nutzerfreundliche Genotypisie-
rungs-Software fir DNA Fragmentanalysen (LIU et al., 2011). Zunachst wer-
den die Daten in das Programm geladen, wo diese sowohl als Elektrophero-
gramm als auch als synthetisches Gelbild dargestellt werden. Am Elekrophe-
rogramm sind die einzelnen Farbkandle zu erkennen und, bei gelungener
PCR-Amplifikation der gewtinschten Marker, einzelne Peaks als Darstellung
der Anhaufung an Fragmenten einer bestimmten Lénge. Anhand des size-
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standards werden die einzelnen Datensétze zundchst normalisiert, also aus-
gerichtet und zur Deckung gebracht. Im Anschluss werden die einzelnen
Elektropherogramme auf Allele durchsucht. Dabei werden verschiedene Kri-
terien beachtet, um unerwiinschte Peaks, wie unspezifische PCR-Produkte,
Stutterbanden, +A-Banden, Uberlappungen anderer Fluoreszenzlabels sowie
Verunreinigungen und unregelmaBig versetzte Peaks, korrekt zu erkennen
und von den gesuchten Allelen zu unterscheiden. Werden Allele gefunden,
konnen diese im Panel-Editor fur das jeweilige Primerpaar vermerkt werden.
Bei einer groBen Anzahl an Daten kann namlich, bei der Verwendung des
gleichen Primerpaares, das erstellte Panel/ verwendet werden, um automati-
siert nach den Allelen zu suchen. Durch das Programm koénnen somit SSR
Marker, die sowohl homozygot als auch heterozygot in Erscheinung treten,
erkannt werden. Fir jeden Datensatz wird am Ende des scoring ein soge-
nannter allele report erstellt. Dieser beinhaltet neben allgemeinen Informa-
tionen zum Datensatz auch die gefundenen Allele der jeweiligen Proben.

Auswahl geeigneter Marker

Aus der Summe aller gefundenen Marker kénnen nun jene Kandidaten aus-
gewahlt werden, die sich am besten fiir weitere Analysen eignen. Die kon-
kreten Parameter fiir geeignete Marker werden im nachfolgenden Metho-
denteil angegeben. Darunter zdhlen Polymorphie, Signalstarke bzw. Peak-
Hohe, Multiplexfahigkeit, Anzahl an Allele und weitere Parameter.
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4 Methoden

In diesem Punkt werden die angewandten Methoden zur Entwicklung von
Mikrosatelliten-Marker fir die Art Cyperus fuscus besprochen. Zunachst
werden die beiden in dieser Arbeit verwendeten Methoden zur Isolation von
Mikrosatelliten, zum Primerdesign und zur Auswahl geeigneter SSR-Marker
vorgestellt und anschlieBend einzeln im Detail besprochen. Dabei werden
die Sequenzierungsdaten der 454 Pyrosequenzierung sowie die benutzten
tag's und PIG-tails dargelegt. Es werden die Parameter fiir das Primerdesign
und die dazu verwendeten Programme angefiihrt. Ebenso werden die Me-
thoden zu den erfolgten Tests der Primer und Marker, beginnend mit der
PCR tiber Gelelektrophorese und schlieflich Kapillarelektrophorese, mit den
jeweiligen Parametern und den getesteten Individuen aufgezeigt. Ebenso
werden erste Anwendungstests der entwickelten Marker besprochen. Diese
Tests sollen die Anwendbarkeit der erstellten Marker bestdtigen und erste
Aussagen uber die genetische Vielfalt der unterschiedlichen Standorte ge-
maf der Fragestellungen ermoglichen.

4.1 Methoden zur Isolation der Mikrosatelliten und Primerdesign

In dieser Arbeit wurden zwei Methoden zur Entwicklung von Mikrosatelli-
ten-Marker durchgefiihrt:

« Methode 1: Isolation von Mikrosatelliten mittels MSATCOMMANDER
und Primerdesign mittels PRIMER3

* Methode 2: Isolation von Mikrosatelliten und Primerdesign durch
ECOGENICS

Far Methode 1 wurden 454 Pyrosequenzierungsdaten des Individuums
Cf_23_II_A herangezogen. Das am 21.08.2012 gesammelte Individuum
stammt von einem nattrlichen Standort am Elbufer bei Zaryby in der Tsche-
chischen Republik (Herbarnummer WHB: 62957; Siehe Tabelle 1) Die Se-
quenzierung erfolgte bereits im Juli 2013. Darauf basierend wurden zwi-
schen Februar und Mai 2014 Mikrosatelliten gesucht sowie Primer entwi-
ckelt und getestet. Anhand der Frequenzdaten der gefundenen SSR Motive
in Methode 1, wurde im Juli 2014 eine weitere Pyrosequenzierung mit vor-
angehenden Enrichment und anschlieBendem Primerdesign durch die Firma
Ecogenics (Balgach, Schweiz) in Auftrag gegeben (Siehe 4.1.2). Fur die Pyro-
sequenzierung wurden die Individuen mit den Herbarnummern WHB
62959 und WHB 62987 herangezogen. Diese stammen aus Fischhéltern in
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Semovice und Tchofovice in der Tschechischen Republik und wurden zwi-
schen 6 und 9.08.2012 gesammelt. Die Primer wurden zwischen Oktober
und November 2014 getestet. In beiden Methoden wurden, wie bereits im
Punkt 3.2.3 besprochen, tags und PIG-tails verwendet. In den nachfolgen-
den Punkten wird auf die einzelnen Schritte ndher eingegangen. Zunachst
werden die verwendeten Cyperus fuscus Individuen vorgestellt, die fiir die
Tests der entwickelten Primer verwendet wurden.

Test-Individuen

Die getesteten Individuen unterscheiden sich hauptsachlich in der geografi-
schen Lage ihrer Entnahme, dem Nutzungstyp des Gewéssers, der raumli-
chen Trennung der Flusssysteme sowie dem Bodenprofil (Tabelle 6). Da-
durch soll ein moglichst groBes Genpool der Art erfasst werden, um mog-
lichst viele polymorphe Allele finden zu kénnen und somit die Eignung der
SSR Marker fiur weitere populationsgenetische Untersuchungen zu ermit-
teln. Ausschlaggebend fiir die Auswahl geeigneter Kandidaten war aul3er-
dem eine ausreichende Menge an verfligbarem Pflanzenmaterial sowie
hochwertige Extrakte. Aufgrund der verwendeten Eppendorf Mastercycler
gradient PCR Cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) mit Heizplatten fir
8x12 Mikroreaktionsgefa3e (Anm.: Epps) wurden 7 Individuen plus 1 Null-
probe gewéahlt. Fur die Tests der Primer aus Methode 1 und Methode 2 mit-
tels Gelelektrophorese wurden die in Tabelle 1 aufgelisteten Individuen ver-
wendet.

Tabelle 1: Bezeichnung und Herkunft der Test-Individuen. *Bodenprofil Bezeichnet die Bodenschicht in

der die Entnahme der Pflanzen erfolgte.

Individuum Herkunft Nutzungstyp Bodenprofil*
WHB: 62957 | Zaryby, Elbufer Naturlicher Standort | Profil A (0-5 cm)
WHB: 62960 |Hlubokd nad Vitavou; Sidbdhmen | Fischhalter Profil A (0-5 cm)
WHB: 62982 | Lanzhot; Thayaufer NatUrlicher Standort | Oberirdisch

WHB: 62955 | Cigacice; Seitenbecken der Oder | Naturlicher Standort | Oberirdisch

WHB: 62959 | Semovice; Mittelbdhmen Fischhélter Oberirdisch
WHB: 62958 | Cejetice; Sidbdhmen Fischhalter Oberirdisch
WHB: 62956 | Zwentendorf: Traisenkanal NatUrlicher Standort | Oberirdisch
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4.1.1 Methode 1: Isolation von Mikrosatelliten mittels MSATCOMMANDER
und Primerdesign mittels PRIMER3

4.1.1.1 Ausgangsdaten - Sequenzdaten

Die Sequenzdaten wurden mittels 454 Pyrosequenzierung an einem Geno-
me Sequencer FLX Titanium Gerat (454; Roche diagnostics, Basel, Schweiz)
durch LGC Genomics (Berlin, Deutschland) erstellt. Es wurden 143.027
reads mit einer durchschnittlichen Lange von 238 Basenpaaren fir die Mi-
krosatellitenentwicklung erstellt (vgl. GenBank Sequence Read Archive: Bio-
Project no. PRJNA275048) (Abbildung 8). Das kiirzeste Fragment besitzt 7
Basen und das ldngste 762 (Tabelle 2).
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Abbildung 8: Length-graph von 143027 Sequenzen

Tabelle 2: Ubersicht der 454 Pyrosequenzierungsdaten zu Methode 1

Methode 1 - LGC

Sequenzierungsmethode | 454 GS FLX+ Titanium
Read Geasmtanzahl 143027
Durchschn. Readldnge 238

Min. Lange /

Max. Lange 762

Von diesen 143.027 reads beinhalteten 520 reads SSR-Sequenzen. Davon
eigneten sich 101 Sequenzen zum Primerdesign.

48



4.1.1.2 Primer Design

SSR Art

Die verfiigbaren 143.027 reads wurden, angelehnt an CSENCSICS et al.
(2010) und TAKAYAMA et al (2010), auf Mikrosatelliten durchsucht, die be-
stimmten Kriterien entsprechen.

Es wurden sowohl perfect repeats als auch imperfect repeats (BIOINFOR-
MATICS.ORG) gesucht jedoch wurde das Hauptaugenmerk auf den perfect
repeats gesetzt (Punkt 3.2.3.3.1).

Der Fokus wurde auf Di-, Tri- und Tetranukleotide- repeats gesetzt. Mononu-
kleotide-repeats wurden ausgeschlossen, da diese bei der PCR Amplifikation
zahlreiche slippage Fehler (Punkt 3.1.2) hervorrufen kénnen, die wiederum
zu falschen Ergebnissen fithren (SUN et al., 2006).

Um ausreichend Polymorphismus zu gewahrleisten wurden bei der Suche
mittels MSATCOMMANDER die Mindestanzahl an Wiederholungen folgen-
dermalBen festgesetzt:

Tabelle 3: Untergrenze der Wiederholungen der SSR Motive

Motiv repeats

Di- 10
Tri- 8
Tetra- 6

Combined Di-6:Tri-4

Die Obergrenzen wurden in dieser Arbeit nicht beachtet, nicht zuletzt aus
dem Grund, dass bei der verwendeten Methode eine relativ groBe Anzahl an
potentiellen SSR-Motiven zu kurze flanking-regions fiir das Primerdesign
aufwiesen und somit die gesamte Bandbreite der gefundenen SSR's in Be-
tracht gezogen wurde (siehe Punkt 6). Von den 143.027 reads konnten 520
reads gefunden werden, die SSR's mit den genannten Kriterien enthielten.

Die flanking-regions wurden mittels BLAST (ALTSCHUL et al., 1990;) auf

Einzigartigkeit tiberprift (siehe S. 34: Flanking-regions auf Einzigartigkeit
Uberprifen - NCBI Blast).
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Parameter fiir das Primerdesign

Es wurden Primerpaare nur dann in Betracht gezogen, wenn diese mindes-
tens 10 Basenpaare vom Anfang und Ende der Mikrosatellitensequenz ent-
fernt waren. PRIMER3 verwendet die nachfolgenden Standardparameter fiir
das Primerdesign:

« Amplikon Lange: 100 -500 bp

» Schmelztemperatur 60° C (57° C-62° C)

« Temperaturabweichungen zwischen Primer max. 5° C

+ GC Gehalt optimal 50%
Aufgrund dieser Parameter wurden von den 520 verfiigbaren reads 419
verworfen. In 101 Sequenzen konnten entsprechende Primer designt wer-
den. Diese 101 Sequenzen und die entsprechenden Primer wurden, nach
Betrachtung der Scorings der einzelnen Primerpaare sowie auch nach sub-
jektiver Beurteilung, auf geeignete Kandidaten fiir die weiteren Tests durch-
sucht. Dabei wurden 42 Primerpaare ausgewahlt (Siehe Ergebnisse 5.1).

Verwendete tag's und PIG-tails

MSATCOMMANDER und PRIMER 3 Tags

In MSATCOMMANDER und PRIMER3 werden zwei unterschiedliche Tags
verwendet, namlich M 13 reverse, kurz M13R, mit der Sequenz 5' - GGA AAC
AGC TAT GAC CAT - 3' und CAG mit der Sequenz 5" - CAG TCG GGC GTC
ATC A - 3' (FAIRCLOTH, 2008). Dabei hdngt MSATCOMMANDER an das
5'Ende jedes Primers beide Tags an und entfernt dabei jene Basen, die Pri-

mer und Tag an der Bindungsstelle gemeinsam haben. Es entstehen somit
fir ein Primerpaar vier verschiedene Kombinationen. Diese Kombinationen
werden durch PRIMER3 anhand diverser, weiter unten im Punkt 4.1.2 ge-
schilderten Kriterien bewertet. Es folgt die Auswahl jener Kombination mit
der besten Bewertung (FAIRCLOTH, 2008).

Primer- PIG-tail

Die in Methode 1. erstellten Primer wurden direkt mit dem PIG-tail GTTT
(BROWNSTEIN et al, 1996) ausgestattet. Bei CfO19_1 befindet sich das
PIG-tail am Forward-Primer und das M13R Tag am Reverse-Primer.

In der nachfolgenden Tabelle werden die verwendeten tag's und PIG-tail von
Methode 1 dargestellt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: tag's und PIG-tail - Methode 1

Tag Sequenz

MSATCOMMANDER |[M13R | 5"- GGA AAC AGC TAT GAC CAT - 3'

CAG 5"- CAG TCG GGC GTC ATC A -3

PIG-tail PIG-tail |[5-GTTT-3'

4.1.1.3 Primer Tests und Auswahl geeigneter Mikrosatelliten-Marker

Die Primer wurden zwischen Februar und November 2014 getestet. Zu-
nachst wurden diese Primer an 4 ausgewahlten Individuen mittels Gelelek-
trophorese getestet (Tabelle 1, 1-4). Die somit ermittelten, positiv amplifi-
zierten PCR Produkte wurden in weiterer Folge an insgesamt 7 Individuen
(Tabelle 1) mittels Kapillarelektrophorese am Genetic Analyzer 3500 getes-
tet und mithilfe des Programms Genemarker auf Eignung als SSR-Marker
Uberpruft.

4.1.1.3.1PCR Amplifikation

PCR Komponenten

Die PCR Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 25 ul durchgefiihrt.
Dafiir wurden 12.5 pl des Readymix REDtag® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) verwendet. Der Readymix ist mit einem inerten ro-
ten Farbstoff zur leichteren Handhabung ausgestattet. Dazu wurden 0.40
puM Fluoreszenz-gelabelter (FAM), universaler M13R- oder CAG-Primer, 0.40
pM der mit dem GTTT PIG-tail gelabelten Primer, 0.04 pM der M13R- oder
CAG-gelabelten Primer und 1 pM verdtnnter DNA der Testindividuen hinzu-
geftigt und mit PCR-Wasser auf 25 ul Endvolumen verdiinnt (Tabelle 5) (sie-
he auch 3.3.1)
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Tabelle 5: PCR Komponenten und Reaktionsmengen Methode 1

Komponente Reaktionsmenge

REDtag® ReadyMix™ 12,5 ul
FAM-Universalprimer (M13R; CAG) 04 uM
Primer mit GTTT PIG-tail 04 uM
Primer mit M13R- oder CAG-Tag 0.04 uM
DNA Testindividuum T uM
PCR-Wasser ca. 95 ul
Endvolumen 25 ul

PCR Programme - Gradienten und Touchdown-PCR

In dieser Arbeit wurde eine abgeanderte Variante der in Darren & Mattik
2008 beschriebenen Touchdown-PCR angewendet. Die annealing-Tempera-
tur der Primer wurde mit dem online Programm NEB Tm Calculator v.1.7
(NEW ENGLAND BIOLABS) berechnet. Die Berechnung erfolgt mithilfe von
thermodynamischen Modellen unter Bertcksichtigung der verwendeten
Pufferlosungen sowie DNA-Polymerase (NEW ENGLAND BIOLABS). (Anm.:
Im Laufe der Primertests wurden die entsprechenden PCR-Programme im-
mer weiter angepasst und optimiert. Es wird das jeweils aktuellste Pro-
gramm aufgezeigt).

PCR-Programm Gradient

Fir die Gradienten PCR wurde, ausgehend von einem Temperaturniveau
von 58° C, ein Gradient von = 5° C gewahlt (Tabelle 6). Somit liegt die
tiefste annealing Temperatur bei 53° C und die hochste bei 63° C. Insge-
samt wurden 38 Zyklen durchgefihrt.
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Tabelle 6: PCR-Programm Gradient

1195 -5
2 |95° -45" Melting
3 |54° -60" annealing

4 |58° +5° Gradient|(H:63° ;L:53°)

5172° -45" Flongation

GoTo step 2 * 38 Cycles

9 |72° -5

Final Elong.
10160° -30'

11110° forever

END

PCR-Programm Touchdown

Die erste Phase der Touchdown PCR besteht aus 30 Zyklen. Ausgehend vom
hochsten Temperaturniveau von 54° C, beziehungsweise einige Grad Celsi-
us Uber der berechneten annealing-Temperatur, wurde in jedem Zyklus die
Temperatur um 0,2° C gesenkt. Als Touchdown Temperatur ergibt sich da-
her nach 29 + 1 Zyklen 48° C, beziehungsweise knapp unter der berechne-
ten annealing-Temperatur der Primer. Im Anschluss folgte eine kiirzere Pha-
se mit einer normalen PCR bei einer annealing-Temperatur um einige Grad
Celsius tiefer als die Touchdown-Temperatur in Phase eins. Entgegen den
Protokollen in DARREN & MATTICK, 2008, wurde diese Temperatur ab-
sichtlich um einige Grad Celsius herabgesenkt. Dadurch sollten auch tiefere
annealing-Temperaturen, die deutlich auBBerhalb des berechneten Tempera-
turbereiches liegen, berticksichtigt werden. Sollte namlich ein Primerpaar
sehr schwache Produktbanden aufweisen, kénnte das ein Hinweis darauf
sein, dass die berechnete annealing-Temperatur fir das Primerpaar zu hoch
ist. Um die Zyklenanzahl trotzdem nicht ttberméafig zu erhéhen, (Anm.: Emp-
fehlung liegt bei maximal 30-35 Zyklen fiir eine Touchdown-PCR, DARREN
& MATTICK, 2008) und den GrofBteil der Amplifikation im berechneten
Temperaturbereich zu halten, wurde die tiefe annealing-Temperatur erst in
Phase 2 integriert.
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Tabelle 7: PCR-Programm Touchdown

1195 -5 Phase 1
2 |95° - 45" Melting
3 |54° - 90" annealing

4 1-02° /Cycle (H:54° :148° )

5172° - 60" Elongation
Golostep 2*29
6 |95° - 45" Melting Phase 2
7 |45° - 90" annealing
8 |72° - 60" Elongation
Golostep6*9
9|72 -5
Final Elong.
10/60° - 30'

11110° forever

END

4.1.1.3.2Test am Agarosegel

Von den 101 designten Primerpaaren wurden 42 vielversprechende mittels
PCR amplifiziert und an Agarosegelen getestet. Nur bei vorhandenen Ban-
den in den erwarteten Bereichen, d.h. bei Vorhandensein eines PCR-Produk-
tes, wurden die entsprechenden Primerpaare fiir die Tests am Genetic Ana-
lyzer 3500 weiterverwendet. Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglichte
dabei auch die Erfassung der Qualitat der vorangegangenen PCR-Reaktion.
(Anm.: Bei nur schwach ausgepragten Produktbanden oder &hnlichen Pro-
blemen konnten weitere PCR-Reaktionen entsprechend angepasst und opti-
miert werden). Es wurden sowohl Biozym LE Agarose (BIOZYM SCIENTIFIC
GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) als auch SeaKem® LE Agarose
(LONZA GROUP Ltd, Basel, Schweiz) in 1xTBE aufgelést und bei 700 Watt
fur ca. 2 Minuten erhitzt. Nach Aushartung des Gels im Giestand wurde
dieses in der Gel-Kammer mit den aufzutrennenden Proben versehen. Fiir
die Tests wurden Gelkonzentrationen zwischen 1% und 2% gewahlt. Nach-
dem das Vorhandensein eines Produktes im Vergleich zur Auflésung der
Auftrennung im Vordergrund stand, musste die Auftrennung nur soweit er-
folgen um eine anndahernde FragmentgroBen-Ermittlung anhand der beige-
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figten Leiter zu ermoglichen. Deshalb erfolgten die Auftrennungen bei
Stromstarken im oberen Bereich mit durchschnittlich 100mA und einer
Laufzeit zwischen 60 und 120 Minuten je nach GelgroBe und -konzentrati-
on. Als Pufferlosung fir die Gelelektrophorese diente 1xTBE (Tris-Borat-ED-
TA) frisch hergestellt aus 5XTBE Stammlésung. Als Farbstoffe zur Sichtbar-
machung der Produktbanden dienten sowohl GelRed (BIOTIUM, Hayward,
Kalifornien, USA) als auch peqGreen (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, Deutschland). Fiir die ersten Primertests von Februar bis Mitte Mai
2014 wurde das Gel, nach dem abgeschlossenen Lauf, fiir ca. 15 Minuten in
ein GelRed Bad unter Lichtausschluss getaucht. Alle nachfolgenden Tests
wurden mittels peqGREEN geféarbt. Die Zugabe von peqGREEN erfolgte di-
rekt in das noch flissige Gel kurz vor dem Ausgieen. Von den 42 geteste-
ten Primerpaaren zeigten 13 an allen Testindividuen klare Produktbanden
und somit positive Amplifikation auf (Siehe Ergebnisse 5.1).

4.1.1.3.3Fragmentanalyse am Genetic Analyzer 3500

Fir die Analyse am Genetic Analyzer 3500 wurden jene 13 Primerpaare, die
am Agarose-Gel eine positive Amplifikation der DNA-Fragmente aufwiesen,
mit Fluoreszenzmarkierungen ausgestattet (Punkt 3.3.3). Dazu wurde eine
erneute PCR-Reaktion mit den positiven Primer sowie Fluoreszenzgelabelter
M13R- oder CAG-universal Primer durchgefithrt. Es wurden die Fluores-
zenz-Farbstoffe ATTO 565 und ATTO 550 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missou-
ri, USA) sowie FAM™ (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA)
verwendet, die an eine entsprechende M13R- oder CAG-Sequenz angeheftet
wurden. Als Size-Standard diente der GeneScan'" 600 LIZ® Size Standard
(Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA). Die sample sheets (siehe
3.3.3.1) wurden vor jedem Lauf entsprechend fiir Fragmentanalysen erstellt
und in das Gerat eingelesen. Es folgte die kapillarelektrophoretische Auf-
trennung der Proben. Die erhaltenen Elektopherogramme wurden in das
Programm Genemarker 2.4 (SoftGenetics, LLC, State college, PA) zum frag-
ment-sizing ibertragen.

4.1.1.3.4Auswahl geeigneter SSR Marker

Es wurden alle monomorphen Marker sowie Marker, die an ein oder mehr
Individuen keine klaren Peaks aufwiesen, verworfen. Es ist tiberprift wor-
den, ob die Signalintensitat, d.h. die Hohe der Peaks und deshalb die Menge
an PCR-Produkt, bei allen getesteten Individuen annahernd gleich gro3 war
und, dass moglichst keine oder nur sehr geringe stutter-Banden sowie +A-
Banden auftraten. Von den 13 getesteten Marker mussten 6 wegen Mono-
morphismus verworfen werden. Von den verbleibenden 7 Marker konnten 4
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gefunden werden, die alle genannten Auswahlkriterien erfillten (Punkt 5.1).

4.1.1.4 Zusammenfassung Methode 1

Nachfolgend sind die wichtigsten Punkte der Methode 1 tabellarisch zusam-

mengefasst (Tabelle 8).

Tabelle 8: Zusammentassung Methode 1

Gesamtanzahl der reads aus 454 143027
Pyrosequenzierung

Anzahl an reads mit SSR-Sequenzen 520
Anzahl an geeigneter reads fur Primerdesign 101
Getestete Primerpaare 47

Primer

tag's M13R: 5" - GGA AAC AGC TAT GAC CAT - 3'

(FAIRCLOTH, 2008)
CAG:5'- CAGTCG GGC GTC ATCA -3

(FAIRCLOTH, 2008)

PIG-tail 5-GITT-3'

PCR
Programme Gradienten- und Touchdown-PCR
Ready Mix REDtaq® ReadyMix" (Sigma-Aldrich)

Fragmentanalyse

Fluoreszenzmarkierungen

FAM (Applied Biosystems)

ATTO 565 (Sigma-Aldrich)

ATTO 550 (Sigma-Aldrich)

Ausgewahlte SSR Marker*

4

Anm.: *Positive Amplifikation an allen Testindividuen sowie alle geforderten

Kriterien erfiillt (Polymorphie, einheitliche peak-Hohe, Fehlen von stutter-

banden/-A Banden).
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4.1.2 Methode 2: Isolation von Mikrosatelliten mit Enrichment und

Primerdesign durch Ecogenics

4.1.2.1 Ausgangsdaten - Enrichment und 454 Pyrosequenzierung

Anzahl an Sequenzen

Im Unterschied zu Methode 1 wurde in dieser Methode vor der Pyrosequen-
zierung ein Enrichment (Punkt 3.2.2.2) durchgefithrt (Anm. zwischen Juli
und August 2014). Es wurde extrahierte DNA der Individuen 62959 und
62987 sowie getrocknetes Frischmaterial als Backup an Ecogenics ge-
schickt. Fur die Art Cyperus fuscus wurden fiir das Enrichment die in Me-
thode 1 am haufigsten vorkommenden Motive verwendet (Siehe 3.2.2.2).
Bei der Auswahl der verwendeten Motive ist das Ziel, eine gewisse Vielfalt
zu erreichen. Dinukleotide repeats sind grundsétzlich sehr polymorph, was
fir populationsgenetische Untersuchungen einen wichtigen Aspekt darstellt.
Trinukleotide und tetranukleotide repeats zeigen hingegen weniger Stutter-
Banden und vereinfachen somit das scoring (GARDNER et al., 2011). Es
wurden die Motive CT und GT, die zugleich auch als Standardmotive von
Ecogenics angeboten werden, sowie die Motive AAG und ATGT verwendet
(Punkt 5.2.1.1 Tabelle 18: Motiv-Haufigkeiten). Nach dem Enrichment wur-
den die erhaltenen Fragmente, wie auch in Methode 1, mittels 454 Pyrose-
quenzierung an einem Genome Sequencer FLX Titanium Gerat (454; Roche
diagnostics, Basel, Schweiz) sequenziert. Dabei wurden 4877 reads mit ei-
ner durchschnittlichen Lange von 415 Basenpaaren erstellt (vgl. GenBank
Sequence Read Archive: BioProject no. PRINA275048) (Abbildung 9). Das
kiirzeste Fragment besitzt 34 Basen und das ldngste 801 (Tabelle 9).

415 Ecogenics

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Sequenzlange
Abbildung 9: Sequenzléingen von 4877 Sequenzen

57




Tabelle 9: Ubersicht der 454 Pyrosequenzierungsdaten zu Methode 2

Methode 2 - Ecogenics

Sequenzierungs-methode |454 GS FLX+ Titanium
+ Enrichment

Read Geasmtanzahl 4877

Durchschn. Read Lange 415

Min. Lange 34

Max. Lange 801

4.1.2.2 Primerdesign

Suchen nach Mikrosatelliten und Primerdesign

Die 4877 erhaltenen Sequenzen wurden durch Ecogenics, analog zu Metho-
de 1 mittels PRIMER 3 core, auf SSR's durchsucht. Von den 4877 reads ent-
hielten 967 SSR Motive. Davon eigneten sich 494 zum Primerdesign (Siehe
5.1). Beim Design wurde eine einheitliche annealing-Temperatur von 56° C
berticksichtigt. An den forward Primern wurde am 5' Ende das M13 Tag aus
SCHUELKE 2000 angeheftet, ohne dabei die gemeinsamen Basen zwischen
Primer und Tag zu entfernen. Die reversen Primer wurden ohne PIG-tails
entworfen. Die 80 vielversprechendsten Primerpaare wurden mit dem M13
Tag aus Schuelke 2000 ausgestattet und zur Synthese an Microsynth (Mi-
crosynth AG, Balgach, Schweiz) weitergeleitet. Das PIG-tail GTTT (BROWN-
STEIN et al,, 1996) wurde in einem spéteren Schritt angeftigt.

Verwendete tag's und PIG-tails

ECOGENICS Tags

Ecogenics verwendet ausschlieBlich einen M13-Tag, jedoch besitzt dieser
eine andere Sequenz als jener in MSATCOMMANDER. Alle forward Primer
wurden am 5'Ende mit der M13 Sequenz 5'- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -
3" aus SCHUELKE 2000 versehen.

Primer-PIG-tail

Wie auch in Methode 1 wurde ein GTTT PIG-tail verwendet. Aus den 80 ge-
lieferten Primer wurden 48 polymorphe Marker mit einem P/G-tail versehen

(Siehe weiter unten).
In der nachfolgenden Tabelle werden der verwendete tag und PIG-tail von
Methode 2 dargestellt (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Tag und PIG-tail - Methode 2

Tag Sequenz

ECOGENICS M13 5-IGT AAA ACG ACG GCC AGT - 3

PIG-tail PIG-tail |5-GTTT-3'

4.1.2.3 Primer Tests und Auswahl geeigneter SSR Marker — Methode 2

Die 80 Ecogenics-Primerpaare wurden zwischen Oktober und November
2014 getestet (Anm.: 40 der 80 Primerpaare wurden von DI J. BOCKEL-
MANN getestet) Die Primer wurden an 7 Individuen, analog zu Methode 1,
getestet (Tabelle 1). Dazu wurden diese mittels PCR Amplifikation und an-
schlieBender Gelelektrophorese getestet. Die positiv amplifizierten PCR Pro-
dukte wurden wie in Methode 1 mittels Kapillarelektrophorese am Genetic
Analyzer 3500 getestet und mithilfe des Programms Genemarker auf Eig-
nung als SSR-Marker tiberpruft.

4.1.2.3.1PCR Amplifikation

PCR Komponenten

Fur die Ecogenics-Primer wurde, auf Empfehlung von Ecogenics (BUSER A,
personliche Mitteilung), ein PCR-Mix mit einer Hotstart-DNA-Polymerase
verwendet, namlich JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). Auch dieser Readymix ist mit einem inerten roten
Farbstoff zur leichteren Handhabung ausgestattet. Die PCR Reaktionen wur-
den, analog zu Methode 1, in einem Endvolumen von 25 ul und selben Re-
aktionsmengen der einzelnen Komponenten durchgefihrt.
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Tabelle 11: PCR Komponenten und Reaktionsmengen Methode 2

Komponente Reaktionsmenge

JumpStart" REDTaq® ReadyMix™" 12,5 ul
FAM-Universalprimer (M13; CAG) 04 uM
Primer mit GTTT PIG-tail 04 uM
Primer mit M13- oder CAG-Tag 0.04 uM
DNA Testindividuum T uM
PCR-Wasser ca. 9,5 ul
Endvolumen 25

PCR-Programm ECOGENICS
Nachdem alle Ecogenics-Primer mit einer vordefinierten annealing-Tempe-
ratur von 56° C designt worden sind, wurde das entsprechende PCR-Pro-

gramm mit 38 Zyklen bei einer annealing-Temperatur von 56° C durchge-
fuhrt.

Tabelle 12: PCR-Programm 56° Ecogenics

1195° -5
2 [95° - 45" Melting
3 |56° - 60" annealing
4 172° - 60" Elongation
GoTostep 2* 37
6 |72° -5
Final Elong.
7 {60° - 30
8 |10° forever
END

4.1.2.3.2Test am Agarosegel

Die Tests am Agarosegel erfolgten analog zu Methode 1 (siehe 4.1.1.3.2).
Die Gelkonzentration betrug dabei zwischen 1% und 1,5%. In dieser Metho-
de wurde ausschlieBlich peqGREEN (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
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gen, Deutschland) als Farbstoff verwendet. Von den 80 getesteten Primer-
paaren zeigten 22 kein PCR Produkt beziehungsweise nicht an allen 7 Indi-
viduen eine Produktbande oder wiesen nur sehr schwache, kaum erkennba-
re Produktbanden auf. Die tibrigen 58 Primerpaare wurden am Genetic Ana-
lyzer 3500 weiter getestet.

4.1.2.3.3Fragmentanalyse am Genetic Analyzer 3500

Die Probenvorbereitung und Analyse der Primer erfolgte analog zu Methode
1 (siehe 4.1.1.3.3). Zusatzlich zu den Farbstoffen aus Methode 1 wurden
ATTO 532 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) und Yakima Yellow
(Epoch Biosciences, Bothell, Washington, USA) verwendet.

4.1.2.3.4Auswahl geeigneter Mikrosatelliten-Marker

Mittels Genemarker wurden die Elektopherogramme, analog zu Methode 1,
auf Marker durchsucht. Aus der Summe aller gefundenen Marker wurden
jene Kandidaten ausgewahlt, die sich am besten fir weitere Analysen eig-
nen. Dabei wurden wiederum alle monomorphen Marker verworfen. Ebenso
wurden alle Marker verworfen, die an ein oder mehr Individuen keine Peaks
aufwiesen. Weiters ist iberpriift worden, ob die Signalintensitat beziehungs-
weise die Hohe der Peaks und somit Menge an PCR-Produkt, bei allen getes-
teten Individuen anndhernd gleich grof3 ist. (Anm.: Schwache Peaks kénnen
auf Probleme bei der Amplifikation hindeuten. Deshalb werden, sofern aus-
reichend Kandidaten vorhanden sind, diese Marker vorerst ausgeschlossen
und eventuell in spateren Tests erneut herangezogen). Ahnlich wurde bei
Markern verfahren, die zwar an allen Individuen deutliche Peaks aufwiesen,
jedoch auch starke Stutterbands oder -A-Banden besitzen. (Anm.: Diese kon-
nen entsprechend optimiert und erneut getestet werden). All jene polymor-
phen Marker, die deutliche Peaks an allen Individuen aufwiesen und wenige
bis keine Stutterbanden beziehungsweise keine -A-Banden besitzen, wurden
als geeignete Marker angesehen. Von den 58 getesteten Primerpaaren
konnten 10 aufgrund von fehlendem Polymorphismus ausgeschlossen wer-
den. Von den tbrigen 48 polymorphen Marker wurden 17 als Marker fiir
Cyperus fuscus ausgewahlt.

(Punkt 5.1). Diese wurden in weiteren Schritten direkt mit unterschiedlichen

Fluoreszenzlabeln ausgestattet und in Gruppen zu jeweils 4 oder 5 Marker
fur Multiplex PCR-Reaktionen vorbereitet.

61



4.1.2.4 Zusammenfassung Methode 2

Nachfolgend sind die wichtigsten Punkte der Methode 1 tabellarisch zusam-

mengefasst (Tabelle 13).

Tabelle 13: Zusammenfassung Methode 2

Ausgangsdaten
Gesamtanzahl der reads aus 454 4877
Pyrosequenzierung + Enrichment
Anzahl an reads mit SSR-Sequenzen 967/
Anzahl an geeigneter reads fUr Primerdesign 494
Getestete Primerpaare 80

Primer

TAG M13:5"- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3
(SCHUELKE, 2000)
PIG-tail 5-GITT-3'
PCR
Programme PCR-Programm ,Ecogenics’, annealing 56°
Ready Mix REDtaq® ReadyMix" (Sigma-Aldrich)

Fragmentanalyse

Fluoreszenzmarkierungen

Jumpstart™ REDtag® ReadyMix" (Sigma-
Aldrich)

FAM (Applied Biosystems)

ATTO 565 (Sigma-Aldrich)

ATTO 550 (Sigma-Aldrich)

ATTO 532 (Sigma Aldrich)

Yakima Yellow (Epoch Biosciences)

Ausgewahlte SSR Marker*

17

Anm.: *Positive Amplifikation an allen Testindividuen sowie alle geforderten
Kriterien erfiillt (Polymorphie, einheitliche peak-Hohe, Fehlen von stutter-

banden/-A-Bande).




4.2 Anwendungstests der Marker

Mit den insgesamt 21 entwickelten, polymorphen Marker fiir Cyperus fus-
cus (4 aus Methode 1, 17 aus Methode 2), konnen nun die Hypothesen der
Arbeit beantwortet werden (siehe Einleitung und 2.3). Dazu werden die ers-
ten 8 Marker an zwei unterschiedlichen Populationen getestet. Dabei wer-
den mithilfe der Computer-Programme MSA - Microsatellite Analyser (DIE-
RINGER & SCHLOTTERER, 2003) und Arlequin 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER,
2010) aus den Markerdaten die populationsgenetisch relevanten Werte al-
lelic richness, Heterozygotie, Inzuchtkoeffizient und Fixationsindex (Fs;) er-
rechnet und ausgewertet (Punkt 4.3.3 & Punkt 5.3 ff). Zunachst werden in
Kirze die Populationen vorgestellt. Im Weiteren werden die gemessenen
Werte und Programme kurz besprochen.

4.2.1 Populationen und Marker

Fur die nachfolgenden Versuche werden die oberflachlichen Individuen (O)
und die Individuen aus der Bodenfraktion zwischen 5 und 15 cm Tiefe (B)
der Populationen mit den WHB-Nummern 62981 (Bfeclav) und 62969
(Doksy) herangezogen. Ab hier werden die Populationen einfachheitshalber
als Population A (fiir WHB: 62981) und Population B (fiir WHB: 62969) be-
zeichnet. Diese Populationen wurden ausgewahlt, da sie sich grundlegend in
ihrer Nutzung unterscheiden und geographisch weit entfernt gelegen sind.
AuBerdem sind ihre Populationsgroen mit mehreren tausend Individuen
und sehr hoher Populationsdichte (ca. 200-300 Pflanzen /m?) anndhernd
gleich beziehungsweise konnten annéhernd gleich viele Individuen je Frakti-
on erfolgreich mit den ersten 8 Markern getestet werden (Punkt 5.3)(Tabel-
le 15). Bei Population A handelt es sich um eine nattrliche Population an ei-
nem mit dem Hauptarm verbundenen Nebenarm der Thaya nahe der Oster-
reichisch-Tschechischen Grenze bei Rabensburg im Bezirk Breclav. Populati-
on B hingegen ist eine Population aus einem Fischhalter bei Doksy nérdlich
von Prag. Die beiden Populationen sind rund 270 Kilometer voneinander
entfernt.
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Abbildung 10: Fotos der Standorte. Linke Seite: Nattirlicher Standort der Population
A. Rechte Seite: Fischhalter der Population B. (Foto: J. Béckelmann)

Tabelle 14: Standort- und Nutzungsinformationen der Polulationen A und B

Population A Population B

Nutzungstyp NatUrlicher Standort Fischhalter
Standort Breclav, nahe Rabensburg | Doksy, N von Prag
Koordinaten N48° 40354 N 50° 33.830'
F16° 55442 F14° 39532
PopulationsgréRe Mehrere 1000 Individuen
Populationsdichte ca. 200-300 Individuen/m?
Anzahl getestete Individuen
Oberflachenfraktion 15 15
Bodenfraktion 16 23
Total 31 38

Die 8 Marker wurden mit Fluoreszenzlabel ausgestattet (Siehe Tabelle 15).
Die Marker 1-4 aus Methode 1 wurden in einzelnen PCR-Reaktionen mit ge-
labelten M13R-Primern amplifiziert, wahrend fir die Marker 5-8 aus Me-
thode 2 eine Multiplex-PCR-Reaktion mit direkt gelabelten Primern durch-
gefiihrt wurde. (Anm.: Die Multiplex PCR Reaktionen wurden von DL J.
BOCKELMANN durchgefiihrt).
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Tabelle 15: Verwendete Marker fiir vorldufige Anwendungstests.

Locus Marker ID Multiplex Fluoreszenz-  Fragmentlangen
Kombination Farbstoff Spannweite
1 CfO08_1_M13R - ATTO 565 312-344
2 |CfO17_1_M13R - ATTO 550 218-244
3 |Cf019_1_M13R - FAM 184-205
4 |CA104_1_M13R - Yakima Yellow 180-184
5 |Cypfus_0173_M13ecog 1 ATTO 532 189-201*
8 Cypfus_0551_M13ecog 1 ATTO 565 205-229*%
7 |Cypfus_1207_M13ecog 1 FAM 138-150*
8 Cypfus_2506_M13ecog 1 FAM 218-245%

* Fragmentldngen ohne PIG-tail, mit M13 Tag.

Die Daten aus dem Genetic Analyzer 3500 wurden mit freeware-Program-

men ausgewertet und daraus die gewiinschten Messwerte errechnet (Punkt

4.3.3).

4.2.2 Berechnete Werte

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden unter Zuhilfenahme der Freewa-
re-Programme MSA - Microsatellite Analyser (DIERINGER & SCHLOTTERER,
2003) und Arlequin 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) zur Auswertung po-
pulationsgenetischer Daten (Punkt 4.3.4) die folgenden Werte ermittelt:

» allelic richness

* Heterozygotiegrad

* Inzuchtkoeffizient

» Fst Wert oder fixation index

Diese Werte werden haufig herangezogen um Aussagen tiber die genetische

Vielfalt einer Art beziehungsweise von Subpopulationen einer Art zu treffen
(vgl. BALLOUX & LUGON, 2002; BOOMER & STOW, 2010; BUEHLER et al,,

2011; uv.m.).
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Messwerte im Detail

allelic richness

allelic richness ist ein MaB fur die Anzahl der Allele pro Locus (ALLENDORF
& LUIKART, 2007) und somit ein Ma@3 fur die Gesamtanzahl an Allele in ei-
ner Population. Es ist von der tatsachlich beobachteten Anzahl an Allele zu
unterscheiden und stellt ein haufig gebrauchtes MaB fiir die genetische Viel-
falt dar (vgl. LEBERG, 2002; KALINOWSKI 2005; u.v.m.). Vor allem SSR-
Marker weisen eine hohe allelic richness auf, wodurch dieses Mal3 bei SSR
Analysen haufig betrachtet wird (GUICHOUX et al,, 201 1). Nachdem die be-
obachtete Anzahl der Allele abhédngig von der GroBe der untersuchten Popu-
lation ist, muss bei ungleich gro3en Populationen das vorhandene Stichpro-
benungleichgewicht ausgeglichen werden. (RODRIGANEZ et al., 2008; KALI-
NOWSKI, 2005; FOULLEY & OLLIVIER, 2006). Dazu koénnen zwei statisti-
sche Methoden verwendet werden. Diese sind die rarefaction method (KALI-
NOWSKI, 2005) und die extrapolation method (FOULLEY & OLLIVIER,
2006). Daraus resultiert eine statistisch berechnete Schatzung der insge-
samt erwarteten Allele pro Locus bezogen auf eine bestimmte, zuvor festge-
legte Anzahl an Individuen in der Population. Als Indikator fir die geneti-
sche Vielfalt wird nun die tber alle Loci gemittelte allelic richness der Popu-
lationen verglichen. Dabei gilt grundlegend, dass hohere Werte der allelic
richness, also viele Allele pro Locus, auf eine hohere genetische Vielfalt hin-
deuten und umgekehrt (INTERNATIONAL LIVESTOCK RESEARCH INSTITU-
TE, 2011).

Heterozygotiegrad / Heterozygotie

Der Heterozygotiegrad ist ein hdufig verwendetes Ma@ fiir die genetische
Varianz von Populationen (LEBERG, 2002). Dieser ist wie die allelic richness,
nicht von der StichprobengréfBe der untersuchten Population beeinflusst
(KALINOWSKI, 2005). Der Heterozygotiegrad bezeichnet die Anzahl an Loci
an denen ein Individuum heterozygot ist. Es wird zwischen der beobachte-
ten Heterozygotie (Hoss) und der erwarteten Heterozygotie (Hexe) unter-
schieden. Letztere wird aus der Hoss unter Zuhilfenahme des Hardy-Wein-
berg Gleichgewichts berechnet (OJANGO et al, 2011). Die Werte schwan-
ken zwischen O und 1 wobei O vollige Homozygotie und 1 vollstandige He-
terozygotie aufzeigt. Geringe Heterozygotie kann einerseits durch Isolation
einer Population oder durch eine geringe Populationsgrée und Inzuchtef-
fekte erklart werden (OJANGO et al, 2011; McDONALD, 2008). Hohe Werte
konnen hingegen einen Genaustausch zwischen Populationen zeigen.
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Inzuchtkoeffizient [Fis]

Dieser Wert gibt den Verlust an Heterozygotie aufgrund nicht zufalliger
Paarung von Individuen einer Subpopulation wieder und zeigt das Ausmaf3
genetischer Inzucht auf (SHANE'S SIMPLE GUIDE TO F STATISTICS). Er ist
definiert als die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Allele an einem Locus auf-
grund von Vererbung identisch sind (identical by descent) also die Wahr-
scheinlichkeit, dass zwei Individuen an einem Locus die gleichen Allele wie
ein gemeinsamer Vorfahre besitzen (WRIGHT, 1922; LEUTENEGGER, et al,
2003). Die Werte reichen von -1 (alle beobachtete Individuen sind heterozy-
got), bis +1 (alle Individuen sind vollstandig homozygot). Ebenso konnen mit
dem Inzuchkoeffizienten Aussagen tiber die Art der Befruchtung getroffen
werden, wobei hohe Werte auf Selbstbefruchtung und steigende Homozygo-
tie hindeuten und umgekehrt. Nicht auBer Acht zu lassen ist dabei jedoch,
dass Cyperus fuscus selbstkompatibel ist (EAST, 1940) und moglicherweise
von sich aus bereits hohe Inzuchtwerte aufweist.

Fsr Wert / fixation index

Der Fsr-Wert oder Fixationsindex (fixation index) zeigt die Reduktion der
durchschnittlichen Heterozygotie von Subpopulationen innerhalb der Ge-
samtpopulation relativ zur durchschnittlichen Heterozygotie der Gesamtpo-
pulation (SHANE'S SIMPLE GUIDE TO F STATISTICS). Dies bedeutet, dass
mit dem Fsr-Wert Inzuchteffekte aufgrund der Korrelation von Allelen inner-
halb der Subpopulation gemessen werden kénnen (BALLOUX & LUGON,
2002). Es wird folgendermaBBen berechnet:

(HT_HS)

FST: HT

H= Heterozygotie
S= Subpopulation
T= Total

Es ist somit ein weiteres Mal3 fiir die genetische Differenzierung von Subpo-
pulationen. Es kodnnen Werte zwischen O (keine genetische Differenzierung)
und theoretisch 1 (vollstindige genetische Differenzierung) auftreten. Dabei
ist jedoch zu beachten, dass die maximale Differenzierung nicht groBer als
die beobachtete Homozygotie sein kann. Es werden folgende Werte aus
BALLOUX & LUGON, 2003 zur Beurteilung der genetischen Differenzierung
herangezogen:
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0,0 bis 0,05 schwache gen. Diff.

0,05 bis 0,15 maBige gen. Diff.
0,15 bis 0,25 starke gen. Diff.
tber 0,25 sehr starke gen. Diff.

(BALLOUX & LUGON, 2003)

Die genannten Richtwerte sind jedoch nur sehr allgemein zu betrachten. Je
nachdem welche Marker verwendet wurden, konnen die Werte deutlich von
den Richtwerten abweichen.

4.2.3 Verwendete Programme

Zur Berechnung wurden die Programme MSA - Microsatellite Analyser (DIE-
RINGER & SCHLOTTERER, 2003) und Arlequin 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER,
2010) verwendet. Diese koénnen aus den unterschieden der Fragmentldngen
der gefundenen Allele, unter Angabe der GroBe der Wiederholungseinheit
des betroffenen Mikrosatelliten, die Allele und folgend die oben genannten
Werte errechnen. Die dazu erforderlichen Daten werden direkt aus den Da-
ten aus Genemarker ibernommen. Fir jedes getestete Individuum werden
die Fragmentldngen der beiden Allele in Basen angegeben. Bei homozygoten
Individuen werden dabei zwei gleiche Werte und bei heterozygoten entspre-
chend zwei unterschiedliche Fragmentlangen angegeben. Nach der Daten-
eingabe berechnen die Programme die gewtinschten Werte:

allelic richness Anzahl Allele

(standardisiert auf 10-15 Standardindividuen)
Heterozygotiegrad: beobachtete Heterozygotie [Hoss]

erwartete Heterozygotie [Hexe|
Inzuchtkoeffizient [Fis]
fixation index [Fsr]
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5 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die im Zuge der Arbeit entwickelten Mikrosatelli-
ten-Marker fiir Cyperus fuscus prasentiert, die Motivhaufigkeiten in den ge-
fundenen Mikrosatelliten aufgezeigt sowie die Ergebnisse der Anwendungs-
tests dargelegt.

5.1 Entwickelte Mikrosatelliten-Marker fiir Cyperus fuscus

Im Zuge dieser Arbeit wurden insgesamt 21 polymorphe Mikrosatelliten-
Marker fir Cyperus fuscus entwickelt (Tabelle 16). (Anm.: Davon wurden 7
von DI J. BOCKELMANN entwickelt). Von den 21 Markern wurden 4 durch
Methode 1 und 17 durch Methode 2 entwickelt.

Marker Methode 1

Es konnten mit MSATCOMMANDER insgesamt 67 Primerpaare gefunden
werden. Davon wurden 42 fiir weitere Tests ausgewahlt. Bei 15 Primerpaa-
ren konnte dabei eine positive Amplifikation an allen getesteten Individuen
festgestellt werden. Bei den nachfolgenden Tests an 7 Individuen am Gene-
tic Analyzer 3500 konnten 11 Primerpaare aufgrund fehlendem Polymor-
phismus ausgeschlossen werden. Es verbleiben somit die 4 Marker Cf_008,
Cf 017,Cf_ 019 und Cf_104. (Tabelle 16, Nr.1-4). Diese sind mit dem M13R
Tag (GGAAACAGCTATGACCAT) aus MSATCOMMANDER sowie mit PIG-tails
(GTTT) ausgestattet.

Marker Methode 2

Aus den insgesamt 4877 reads konnten 967 Sequenzen gefunden werden
die Mikrosatelliten mit di- tri- oder tetranukleotiden repeats enthielten, mit
jeweils mindestens 6 repeats fur tri- und tetranukleotide und 10 repeats fiir
dinukleotide Motive. 494 dieser reads eigneten sich fiir ein Primerdesign.
Davon wurden 80 selektiert und von Microsynth (Microsynth AG, Balgach,
Schweiz) synthetisiert. Bei den nachfolgenden Tests an 7 Individuen am Ge-
netic Analyzer 3500 konnten 48 polymorphe Loci gefunden werden. Davon
wurden 17 als SSR Marker optimiert (Tabelle 16, Nr.5-21). Die forward-Pri-
mer aus Methode 2 besitzen an ihrem 5'Ende ausnahmslos den M13-tag
(TGTAAAACGACGGCCAGT) aus SCHUELKE 2000. Alle Reverse-Primer wur-
den mit PIG-tails (GTTT) ausgestattet.

69



Tabelle 16: Ubersicht tiber die 21 entwickelten Mikrosatelliten-Marker fiir Cyperus fuscus

Nr. Methode Bezeichnung Sequenz (5' — 3)

W 1 - F: GGAAACAGCTATGACCATAGATAATTAACGGATCAGGGACG
- R: GTTTGAGACAGATTACTCACCTCTCAAG
, ] ot F: GGAAACAGCTATGACCATGAGGCAATAGAAATTGTTGGAG
— R GTTTACGAAATGAGGAGCCATAACTG
; ] oro F: GTTTAATTGTCAGGCCACATGCC
— R GGAAACAGCTATGACCATACAGGGAGCAACCTGAGC
. 1 o F: GGAAACAGCTATGACCATGACAGAAGATGAATTAAGGCCAC
- R GTTTCGATGACAGTTTAAAGGTCCAG
: , Coofus 0173 |FIATAAAACGACGGOCAGTCGICARAGRAGAATGAGGTG
ypIuS_ R: GTTTATCGAACAATCCGATCTCGE
] , Coofus 055 |FISTAAAACGACGGCCAGT TTGCCACATTGACGCACAC
YIS R GTTTAGCGTGCTATTTACAACCTTGG
, , Coofus 1007 |FIATAAAACGACGGCCAGTATCTCTTCACTCCCGACATE
ypIUS_ R GTTTGGAGTAAACCACGGACTCG
. , Coofus 250 | IaIAAACGACGROCAGTACCCTAACGACTGCATCACT
ypIus_ R: GTTTAAATCTTGCCGTCTTCACCG
. , Coofus 3114 |FISTAAAACGACGGCCAGTTCCCGACTTCCTCCCAATTC
YIS R: GTTTAGCTCGCAGCATACCTAGAC
" , Coofus 3300 |FISTAAAACGACGGCCAGTTTTGTTCTGGTTCCACGGG
ypIUS_ R: GTTTAGGTCCTCATTCTCTTCACCG
. , Coofus 4003 |FIATAAAACGACGGCCAGTGTCTCTCCARACAGGAGGAC
ypIuS_ R GTTTGTACAGGTAAGCGCAAGAGC
. , Coofus a1 |FISTAAAACGACGRCCAGTGTTGTGAAACCCTAGGCGG
ypIus_ R: GTTTATTGAGGCCAGCACAACAAC
. , Coofus ggq |FIAIAAAACGACGRCCAGTGGGTGTTTGCATGACTGTAGE
ypIus_ R GTTTCGTAAGGGTACATAAGTCGATCC
” , Coofus o3 |FIATAAAACGACGRCCAGTTGCAATTARAGCCGTCCCAG
YIS R: GTTTACCTCCCTATGAGGTTCTTTAGC
" , Coofus 20g7 |FIATAAAACGACGGCCAGTACGGATTCCTICTCACACCC
YIS R GTTTGCACGATGCTGCCTATACTTG
" , Coofus 301 |FIATAAACGACGRCCAGTACACCTARAAGLGAAAGCGG
ypIus_ R GTTTGACCGAAAGACGCTTGGAAC
. , Coofus 3gy]  |FIATAAAACGACGGCCAGTATGGATGACGAGGAGGTTGG
YpIUS_ R GTTTGTAGAGGGAGGTTGGTAGCG
" , Coofus 2957 |FIGTAAAACGACGGOCAGTAACCAGAGAAGTCCAGGTGE
YIS R: GTTIGGGTCCCAGTCTCTGACATC
" , Coofus 2993 | IEIAAAACGACGGCCAGTATCGACTGLARAGCATAGGG
ypIus_ R: GTTTGGCCTCGGTCAGTTCTAC
- , Coofus 301 |FISTAAAACGACGGOCAGTTGICCTCCTCTCCAACAAGE
ypIUS_ R GTTTGAAATTCAACGGAGAGCGGG
), , Coofus 4036 | IaTAAACGACGRCCAGTGCTGTACGTGGAGAGAGGAG
YIS R: GTTTAAATCCACCGTCGCAAATCC
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Anm. zu Tabelle 16: F = forward-primer; R: reverse-primer; Die unterstriche-
nen Sequenzabschnitte unterlegen angefiigte M13R- bzw. M13- tag's sowie
PIG-tails.

Die gefundenen Marker amplifizierten Fragmente zwischen 94 und 344 Ba-
senpaaren Lange. Die Durchschnittslange aller amplifizierten Fragmente der
7 Testindividuen betragt 207 Basenpaare. An den 7 getesteten Individuen
konnten dabei zwischen 2 und 6 Allele je Marker gefunden werden. Durch-
schnittlich wurden 3 Allele pro Marker gefunden (Tabelle 17).

Tabelle 17: Repeat Motive, Spannweite der Fragmentldngen (Allele size range) und Anzahl gefundener
Allele je Marker der 21 entwickelten Mikrosatelliten-Marker

Nr. Bezeichnung Repeat Motiv Fragmentldnge — Spannweite Anzahl Allele an

(min-max) [Bp] 7 Testindividuen

1 Cf_008 (AG), 312-344 4
2 Cf_017 (CTTT);3 218-242

3 Cf_019 (CTT); +(CTT)s 184-205 2
4 Cf_104 (G 185-189 2
5| Cypfus_0173 (GAA), 189-201* 3
6 | Cypfus_0551 (TGTA), 205-229* 2
7 | Cypfus_1207 (CAG), 138-150* 3
8 | Cypfus_2506 (TTO)1, 218-245% 4
9 | Cypfus_3114 (CThs 160-180% 4
10| Cypfus_3300 (GTAT);3 232-249* 3
11| Cypfus_4093 (GA)s 94-08* 2
12| Cypfus_4216 (TTO)0 183-214* 6
13| Cypfus_4666 (TATG), 189-221% 3
14| Cypfus_2663 (CATA), 230-242* 3
15| Cypfus_2987 (CTT)s 248-264% 4
16 | Cypfus_3212 (AAG)s 209-226* 3
17 | Cypfus_3921 (CGQ)s 261-270% 3
18| Cypfus_2257 (CThs 230-236* 3
19| Cypfus_2993 (GAA) 142-162* 3
20| Cypfus_3218 (CTT)s 163-194* 3
21| Cypfus_4236 (AG)1; 177-185* 3
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Anm. zu Tabelle 17: * = Fragmentldngen inklusive M13 Tag und ohne PIG-
tail

Die Repeat Motive der Mikrosatelliten sind di-, tri- und tetranukleotide mit
mindestens 7 und maximal 20 repeats (Durchschnitt 10).

Motivhaufigkeiten

Bei der Suche nach geeigneten Mikrosatelliten in Methode 1 konnten die re-
lativen Haufigkeiten der Mirkosatellitenmotive ermittelt werden (Tabelle
18). Es zeigt sich, dass dinukleotide Motive etwa doppelt so héufig sind wie
trinukleotide Motive und dass tetranukleotide Motive erwartungsgemal
eher selten vorkommen. Das bei weitem haufigste Motiv bei mindestens 6
Wiederholungseinheiten ist AG mit insgesamt 663 gefundenen Mikrosatelli-
ten, gefolgt von AC mit 373 Mikrosatelliten. Die trinukleotiden Motive wer-
den bei mindestens 4 Wiederholungseinheiten angefithrt von CTT mit 249
Mikrosatelliten und GTT mit 210 Mikrosatelliten. Das tetranukleotide Motiv
ATGT ist bei mindestens 4 Wiederholungseinheiten mit insgesamt 28 Mi-
krosatelliten deutlich hédufiger als alle anderen gefundenen tetranukleotiden
Motive.
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Repeat-Art Motiv (reverse Motiv) Haufigkeit

dinukleotide AG (CT) 663
AC (GT) 373
AT (AT) 296
trinukleotide CTT (AAG) 249
GTT (AAQ) 210
AAT (ATT) 179
ATC (GAT) 163
GGT (ACO) 155
GCT (AGQO) 101
AGG (CCT) 64
ACT (AGT) 54
CGG (CCG) 29
ACG (CGT) 7
tetranukleotide ATGT (ACAT) 28
ATTT (AAAT) 12
CTTT (AAAG) 12
CATT (AATG) 7
ACAG (CTGT) 7

Tabelle 18: Motivhdufigkeiten der Mirkosatelliten aus Methode 1
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5.2 Ergebnisse zu den Anwendungstests der Marker

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Anwendungstests der Marker dar-
gelegt. Zunachst soll die Frage zum Ploidiegrad der Art geklart werden. Die
berechneten Werte zur allelic richness, dem Heterozygotiegrad, dem Inzuch-
koeffizienten und den Fsr—Wert werden prasentiert.

Ploidiegrad

Wahrend der Markerentwicklung und der Marker-Tests am Genetic Analy-
zer 3500 konnte festgestellt werden, dass bei Cyperus fuscus ausnahmslos
maximal zwei Allele je Locus und Individuum auftreten. Auch an den Elek-
tropherogrammen, wie beispielsweise in Abbildung 11, ist bei allen geteste-
ten Individuen das fiir Diploide typische Muster ersichtlich, dass bei zwei Al-
lelen jeweils das kiirzere Allel eine etwas hohere Signalintensitat aufweist,
wie das langere Allel. Dies beruht darauf, dass bei der PCR-Amplifikation ein
kirzeres DNA-Fragment einen geringen Vorteil gegentiber einem ldngeren
hat, indem es etwa schneller amplifiziert wird. Im Gegensatz dazu wiirden
bei Tetraploiden mit 2 Allelen unterschiedliche Verhaltnisse der Allel-Inten-
sitdten in Erscheinung treten und somit vom obigen Muster der Signal-In-
tensitdten abweichen. Es konnten beispielsweise 3 Kopien des kurzen Allels
und 1 Kopie des langen Allels im Verhéltnis 3:1 auftreten und somit deut-
lich unterschiedliche Allel-Intensitaten aufzeigen. Daneben waren die Ver-
héltnisse 2:2 und 1:3 genauso erkennbar, womit 4 Chromosomensatze an-
zunehmen waren.
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Abbildung 11: Typische Unterschiede der Signalintensitdt

diploider Organismen
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Anzahl Allele und allelic richness

In Tabelle 19 ist die Anzahl der gefundenen Allele je Locus der Oberflachen-
fraktionen und der Bodenfraktionen 5-15 cm Tiefe der Populationen A und
B aufgezeigt.

Tabelle 19: Gefundene Allele je Locus und Fraktion der Populationen A und B

Locus* Fraktion O|Fraktion B|Fraktion O|Fraktion B
/ 3 4 2 1
2 3 2 2 4
3 4 3 3 2
4 2 2 2 2
5 5 3 1 3
6 3 3 3 3
/ 3 3 2 3
8 3 4 3 3
Summe 26 22 18 21
Durchschnitt**| 3,25 3 2,5 2,62

Anm: * (siehe Tabelle 15); ** Allele pro Bodenfraktionraktion

Es konnten fiir die Population A insgesamt 27 Allele und bei Population B
24 Allele gefunden werden. Dies ergibt eine allelic richness von 3.23 bei Po-
pulation A und 2,62 fiir Population B (Tabelle 20).

Tabelle 20: allelic richness und Gesamtanzahl gefundener Allele der Populationen A und B

allelic richness* 3,23 262
s.d.** 0,1 0,2
> gefundener Allele 27 24

Anm. zu Tabelle 20: * basierend auf 10 - 15 Standardindividuen; ** Stan-
dardabweichung tiber alle Loci.

75



Heterozygotie

Es wurden fiir die Populationen A und B sowohl die beobachtete Heterozy-
gotie (Hoss) als auch die erwartete Heterozygotie (Hexe) berechnet. Dabei
wurden die Heterozygotiewerte fiir 8 Loci (Fehler: Referenz nicht gefunden)
jeweils an der Oberfldchenfraktion O und der Bodenfraktionen B berechnet
(Tabelle 21).

Tabelle 21: Werte fiir beobachtete (Hoss) und erwartete (Hexe) Heterozygotie fiir die Oberflachen Fraktion
O und Bodenfraktion B der Populationen A und B an 8 Loci

Locus* Hoss | Hexe | Hoss | Hexe
1 0214 | 0626 | 0076 | 0076
2 0,153 | 0,578 0 0415
- 3 02066 | 0613 0 0,370
_5 4 0200 | 0,526 | 0,0/1 | 0452
§ 5 0071 | 0,716 0 0
6 0,133 | 0,570 | 0,066 | 0,197
/ 0 0634 | 0,200 | 0434
8 0066 | 0544 | 0,266 | 0452
Durchschnitt 0,137 | 0,600 | 0,084 | 0,299
s.d.** 0088 | 0060 | 0099 | 0,14/
1 0267 | 0,742 0 0
2 0,125 | 0,508 | 0,052 | 0698
o 3 0071 | 0658 | 0,045 | 0,206
5 4 0,133 | 0514 | 0,086 | 0394
\‘E 5 0 0,548 0 0479
6 0,125 | 0,522 0 0,166
/ 0200 | 0627 | 0043 | 0505
8 0,125 | 0483 | 0043 | 0528
Durchschnitt 0,130 | 0,575 | 0,033 | 0,372
s.d.** 0,079 | 0,090 | 0,030 | 0,187
Gesamtdurchschnitt| 0,134 | 0,588 | 0,059 | 0,336
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Anm. zu (Tabelle 21): * (siehe Tabelle 15); ** Standardabweichung tiber alle
Loci; Hoss = O: am Locus x sind an keinem getesteten Individuum Heterozy-
gote Allele vorgefunden worden. Hexe = O: Alle Allele des Locus x sind ho-
mozygot und besitzen an allen getesteten Individuen den selben Wert, d.h.
die Berechnung der Hexe ergibt O.

Die in der Tabelle aufgezeigten Werte fiir Hoss und Hexe zeigen teilweise
groBe Unterschiede. Diese rithren daher, dass die GroBendifferenz der Allele
eines Locus unterschiedlich in die Berechnung der Heterozygotiewerte ein-
flieBen. Ein kleiner Wert fiir Hoss zeigt, dass an diesem Locus in einer Popu-
lation nur wenige heterozygote Allele vorhanden sind. Beispielsweise sind
an Population A, Fraktion B, Locus 8 lediglich 2 von 16 Individuen hetero-
zygot und die Differenz betragt in beiden Individuen 3 Basenpaare bzw. 1
repeat. Dadurch ergibt sich hier ein relativ geringer beobachteter Heterozy-
gotiewert von 0,125. Der relativ kleine Wert 0,483 fiir Hexe zeigt in diesem
Fall eine geringe GroBendifferenz aller Allele der Fraktion. Betrachtet man
jedoch beispielsweise den Locus 5 der Fraktion O von Population A sind die
Unterschiede zwischen Hoss und Hexe sehr deutlich. Ein einziges heterozygo-
tes Individuum bewirkt 0,071 fiir Hoss, jedoch unterscheiden sich die homo-
zygoten Individuen untereinander in ihrer AllelgroBe sehr stark, wodurch
der Wert 0,716 fiir Hexe zustande kommt.

Inzuchtkoeffizient

Beziiglich der Inzuchtkoeffizienten der beiden Populationen A und B wurden
wiederum 8 Loci (Tabelle 15) jeweils an der Oberflachenfraktion O und der
Bodenfraktion B berechnet (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Inzuchtkoeffizienten der Populationen A und B an 8 Loci und zwei Bodenfraktionen O und B

Population A Population B
Locus* Fis Fis
1 0,656 -0,020%*
2 0,733 ]
3 0,562 ]
Q
S 4 0,616 0,842
IS 5 0,900 n.d.
[y
6 0,765 0,660
/ ] 0,536
8 0877 0,405
Durchschnitt 0,763 0,557
S. d, *** 0,152 0,353
] 0,639 n.d.
2 0,753 0,925
3 0,891 0,779
Q
S 4 0,740 0,779
£
L% 5 1 ]
6 0,760 ]
7 0,680 0914
8 0,741 0918
Durchschnitt 0,775 0,789
S. d. *** 0,116 0,091
Gesamtdurchschnitt 0,769 0,770

Anm. zu Tabelle 22: *(siehe Tabelle 15); ** negativ weil Hoss gréBer als
Hexe, in diesem Fall mit O gleichzusetzen; *** Standardabweichung tiber alle
Loci; n. d. = Fis nicht definierbar (Hexe = O, d. h. die Population ist an diesem
Locus monomorph = alle Individuen sind homozygot fiir dasselbe Allel); 1 =
vollstandige Inzucht (alle Individuen sind homozygot).

Fsr-Wert
Mittels Arlequin 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) wurden ftir die beiden
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Populationen A und B die jeweiligen FsrWerte errechnet. Dazu wurden die
Bodenfraktionen O und B der einzelnen Populationen als Subpopulationen
in die Berechnung integriert (Tabelle 23).

Tabelle 23: Berechnete Fsr.Werte fiir die Subpopulationen der Populationen A und B

Population A Population B

Fsr 0013 0,114

Signifikanzschwelle* 0,63 0,013

Anm.: * Berechnung basierend auf 10100 Permutationen. Allowed level of
missing data = 0,5 (=50%)
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6 Diskussion

6.1 Vergleich der verwendeten Methoden zum Primerdesign

Vergleich der Read-langen und Markerqualitéat

Die beiden Methoden weisen deutliche Unterschiede in der Anzahl an ge-
wonnenen SSR Marker auf. Dies ist im wesentlichen auf zwei Punkte zuriick-
zufuhren:

» Lange der reads der Pyrosequenzierung
» SSR Enrichment in Methode 2

Obwohl die verwendeten Methoden zum Primerdesign sehr dhnlich sind,
konnten wesentlich mehr Primer mit Methode 2 entwickelt werden. Nach-
dem beide Methoden das Programm PRIMER3 verwenden, kann davon aus-
gegangen werden, dass der Grund fiir diese Unterschiede nicht im Primer-
design selbst liegt. Mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit ist die unterschiedli-
che Lange der reads der Pyrosequenzierungen in den Methoden ein Grund
fur die unterschiedliche Erfolgsrate.

Tabelle 24: Ubersicht der 454 Pyrosequenzierungsdaten der Methoden 1 und 2

Methode Sequenzierungs- Read Durchschn. Min. Max.
methode Geasmtanzahl Read Ldnge Ldnge Lange
Methode 1 - -
454 GS FLX+ Titanium 143027 238 7 762
LGC
Methode 2 - 454 GS FLX+ Titanium
4877 415 34 807

Ecogenics

+ Enrichment

Beim Betrachten der Sequenzierungsdaten (Tabelle 24 & Abbildung 12) ist
ersichtlich, dass ein GroBteil der Fragmente in Methode 1 mit durchschnitt-
lich 238 Basenpaaren Lange deutlich unter den Angaben des Herstellers
(Roche diagnostics, Basel, Schweiz) liegen. Laut diesen sollten mindestens
85% aller reads eine Lange von mehr als 500 Basenpaare sowie 45% eine
Lange von mindestens 700 Basenpaare aufweisen. Als Folge davon ist eine
erhebliche Anzahl an reads zu kurz um ausreichend groBe flankierende Re-
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gionen fir die Entwicklung von Primer zu bieten. In Methode 2 hingegen
konnte anndhernd eine durchschnittliche Lange erreicht werden, die den
Angaben der Hersteller entspricht. (Abbildung 12)

Anzahl an Sequenzen

Anzahl an Sequenzen
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25

415 Ecogenics
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Abbildung 12: Length-graphs und durchschnittliche Read-Lédnge der beiden

Pyrosequenzierungen durch Ecogenics und LGC
Anm.. Die blaue Linie markiert die durchschnittliche Read-Lange.

Ein weiterer, ausschlaggebender Punkt ist das Enrichment in Methode 2,
das von groBem Vorteil beim Suchen nach SSR Motiven im Genom von Cy-
perus fuscus, wie auch bei anderen non-model species, zu sein scheint (vgl.
GUICHOUX et al., 2011). Dies bestatigt auch die Analyse der Pyrosequenzie-
rungsdaten (Abbildung 12). Dabei wird klar, dass aufgrund des Enrichments
auch bei wesentlich geringerer Anzahl an Gesamtreads in Methode 2 eine
weitaus hohere Dichte an SSR Motiven zu finden ist. Das Enrichment ist so-
mit ein duBerst wichtiges Instrument fiir das Entwickeln von SSR Marker bei
Cyperus fuscus. Ein weiterer Unterschied der Methoden ist die Verwendung
unterschiedlicher Tags. Wahrend die unterschiedlichen M 13, M13R oder
CAG Tags kaum Unterschiede in Ihrer Funktion beziehungsweise Wirkung
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erkennen lassen, ist die Verwendung von PIG-tails in Methode 1 mit wesent-
lichen Qualitdtssteigerungen der Primer verbunden. Dadurch konnten -A-
Banden erfolgreich beseitigt und das eindeutige Identifizieren von Allelen
deutlich erleichtert werden. Dies wird vor allem dann klar, wenn die
Graphen am Genetic Analyzer 3500 verglichen werden. Bei Methode 2 wur-
den dabei nicht selten -A-Banden sichtbar (Abbildung 13). Aus diesem
Grund wurden jene Primer, bei denen -A-Banden auftraten mit einem PIG-
tail versehen um dadurch eine wesentliche Steigerung der Markerqualitat zu
erzielen.

[ Cypfus_3114_M13ecoq FAM_J |
154 156 158 160 162 164 166 183 170 172 174 176 178 180 182 184

2,300 P P P mm—

2,200
2,100
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1,800
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1,400
1,300
1,200
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1,000

Stutter Banden

176]

Abbildung 13: Length graph des Markers Cypfus_3114 ohne PIG-tail: Deutliche
stutter und -A-Banden hinter Haupt-peak sichtbar.

Verwendung freier Software

Obwohl die Verwendung freier Software durchaus eine Moglichkeit dar-
stellt, um SSR Marker fir wenig untersuchte Arten herzustellen, sprechen
die Ergebnisse klar fiir die Verwendung professionell entwickelter Marker
mit vorangehendem Enrichment. Der Zeit- und Arbeitsaufwand sind bei Me-
thode 1 um ein Vielfaches groBer als in Methode 2. Es ist dabei zu beden-
ken, dass die Entwicklung von Primern mittels MSATCOMMANDER und PRI-
MER3 in zahlreiche Schritte gegliedert ist. Dazu zéhlen beispielsweise das
manuelle Durchsuchen der PRIMERS3 output-Dateien auf potentiell inter-
essante Primer u. v. m.. Ebenso miissen die gefundenen Primer zur Synthese
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an spezialisierte Betriebe gesendet werden und nachfolgend mit ihrer jewei-
ligen annealing Temperatur in mehreren PCR Reaktionen getestet werden.
Diese sind somit zahlreiche Schritte, die den Prozess verlangsamen und den
Arbeitsaufwand steigen lassen. Ein weiterer wichtiger Nachteil der Marker-
entwicklung mit freier Software ist die Tatsache, dass mit jedem Schritt die
Fehlerquote durch diverse Faktoren, beispielsweise bei der teilweise subjek-
tiven Auswahl von Primerkandidaten oder simple Tippfehler bei der Daten-
eingabe, erhoht wird. Diese Fehler beziehungsweise subjektiven Einschét-
zungen sind im Nachhinein nur schwer festzustellen oder zu quantifizieren.
Vergleichsweise sind die Arbeitsschritte bei Methode 2 deutlich geringer.
Ein groBer Vorteil ist dabei das Designen der Primer mit einer vorher defi-
nierten, einheitlichen annealing Temperatur. Somit kdnnen alle Primer mit
dem selben PCR-Programm verwendet werden. Das heif3t, dass bei eventuel-
len Problemen bei der PCR Reaktion, alle Primer in gleicher Weise betroffen
sind und alle nachfolgenden Programmkorrekturen das Ergebnis aller Pri-
mer im gleichen Maf3e beeinflussen.

Die wohl bedeutsamsten Unterschiede der zwei Methoden liegt in der
Qualitat der Sequenzdaten aus 454 Pyrosequenzierung. wie aus Tabelle 24
und Abbildung 12 ersichtlich, sind nicht nur die Anzahl an brauchbarer
reads im Verhdltnis der Gesamtanzahl an reads deutlich verschieden
sondern auch die durchschnittliche Lange der reads. Diese ist
ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Markerentwicklung. Aus welchem
Grund die Pyrosequenzierung in Methode 1 nicht die erwinschten
Ergebnisse erbrachte ist nicht bekannt, es konnen jedoch auch bei der
durch die Firma durchgefiihrten Vorbereitungen der Probe fiir die
Pyrosequenzierung Fehler aufgetreten sein. Es ist wahrscheinlich, dass die
relativ geringe Ausbeute von lediglich 4 Marker in Methode 1 den qualitativ
mafigen Sequenzierungsdaten zu verschulden sind.

Ein weiterer wesentlicher Unterschied ist das Enrichment in Methode 2. Da-
fir wurden von ECOGENICS angebotene Standardmotive CT und GT ver-
wendet und zusétzlich die haufigsten Motive aus Methode 1 AAG und ATGT.
Dadurch konnte ein effizientes Enrichment mit einer zufriedenstellenden Py-
rosequenzierung durchgefithrt werden. Es zeigt sich beim Betrachten der
daraus gewonnenen Marker, dass die verwendeten Motive tatsachlich die
beste Markerausbeute bewirkten. Es wurden jedoch zusétzlich auch andere
Motive gefunden, fir die nicht speziell angereichert worden ist.

Im Zuge der Markerentwicklung zeigte sich deutlich, dass die Verwendung
unterschiedlicher Tags keine Vorteile gegentiber der Verwendung eines
einzigen Tags bietet. Alle 21 entwickelten Marker wurden letztlich mit zwei
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Varianten des M13 Tags (M13R und M13) getestet. Der CAG-tag aus
MSATCOMMANDER hat sich in dieser Hinsicht nicht bewahrt. Es ist ebenso
zu erwahnen, dass das Anheften eines Primer-P/G-tails eine deutliche
Qualitatssteigerung zur Folge hatte. Das Anheften der +A-Banden konnte
erfolgreich bewerkstelligt werden und bewirkte eine wesentliche
Erleichterung beim scoring der Allele.

AbschlieBend kann behauptet werden, dass ein vorangehendes Enrichment,
auch ohne dem Wissen tber Motivhéufigkeiten, deutliche Vorteile bei der
Entwicklung von Markern bringen kann. Ebenso bewirkt ein einheitliches
Design mit einer definierten annealing-Temperatur und einheitlichen tags
sowie PIG-tails eine deutliche Ersparnis des Zeit- und Arbeitsaufwandes und
gleichzeitig die Reduktion mdéglicher Fehlerquellen.

6.2 Beantwortung der Hypothesen

In den folgenden Punkten werden die Ergebnisse der Arbeit in Hinblick auf
die Beantwortung der Hypothesen und die verwendeten Methoden disku-
tiert.

6.2.1 Ploidiegrad

Wie bereits in den Ergebnissen geschildert, traten bei der Art Cyperus fus-
cus wahrend der Markerentwicklung und den durchgefiihrten Versuche
ausnahmslos maximal zwei Allele pro Locus auf. Obwohl die nachgewiesene
Chromosomenanzahl 2n = 36 auch hohere Ploidiegrade zulassen wiirde,
wird durch die Markeranalyse zweifelsfrei bestatigt, dass es sich bei Cype-
rus fuscus um eine diploide Art handelt. Abweichungen von diesen Ergeb-
nissen konnten demnach auf seltene Mutanten oder wahrscheinlicher auf
verunreinigte Proben hinweisen.

6.2.2 Okosystem-Stérung erhoht die genetische Vielfalt

Untersucht wurde die Hypothese, dass die genetische Vielfalt mit steigender
Okosystem-Stérung ebenso erhoéht wird (Siehe Punkt 1 Einleitung und
Punkt 2.3 Hypothesen).

Die nattrliche Population A weist mit insgesamt 27 gefundenen Allelen im
Vergleich zu den 24 Allelen der Fischhélter-Population B, in Relation zur
PopulationsgroBe, geringfiigig mehr Allele auf. Ebenso ist die allelic rich-
ness bei Population A mit 3,23 deutlich hoher als bei Population B mit 2,62
(Tabelle 20). Die Anzahl der gefundenen Allele und die allelic richness stiit-
zen somit die Hypothese, dass die genetische Vielfalt bei der nattirlichen Po-
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pulation hoher ist. Ahnlich verhélt es sich, wenn die Heterozygotie der Po-
pulationen betrachtet wird. Obwohl mit einem Durchschnittswert von 0,134
die beobachtete Heterozygotie (Hoss) der nattrlichen Population A relativ
gering ist, zeigt dieser im Vergleich zur Fischhalter-Population B mit 0,059
deutliche Unterschiede. Die Werte fiir die beobachtete Heterozygotie zeigen
einerseits, dass die nattirliche Population tiber hohere genetische Vielfalt
verfuigt und anderseits bestétigen sie die Annahme, dass die Fischhalter-Po-
pulation B genetisch isolierter ist. Die berechneten Werte fiir die erwartete
Heterozygotie (Hexp) zeigen mit 0,588 fiir Population A und 0,336 fiir Popu-
lation B, ebenfalls diesen Unterschied (Tabelle 21). In beiden Fallen ist somit
die nattrliche Population A aufgrund hoherer Heterozygotiewerte als gene-
tisch vielfaltiger als die Fischhélter-Population B zu betrachten. Die Inzucht-
koeffizienten der beiden Populationen unterscheiden sich nicht und sind mit
0,769 bei Population A und Population B relativ hoch. Daraus lésst sich
schlieBen, dass die Art einen hohen Selbstungsgrad aufweist und sich haufig
durch Selbstbefruchtung vermehrt. Mit jeder Generation in der Selbstbe-
fruchtung vorherrscht, steigt somit der Homozygotiegrad und umgekehrt
verringert sich die Heterozygotie. Aus den Ergebnissen zeigt sich jedoch
nicht wie erwartet ein hoherer Inzuchtkoeffizient bei der Fischhalter-Popula-
tion B.

Die untersuchten Populationen weisen beziiglich ihrer genetischen Vielfalt
tatsachlich deutliche Unterschiede auf. Entsprechend den Erwartungen ist
die genetische Vielfalt in der nattrlichen Population A groBer als in der
Fischhélter-Population B. Somit kann die Hypothese, dass steigende Okosys-
tem-Storung eine Erhohung der genetischen Vielfalt zur Folge hat, jedenfalls
beziiglich allelic richness und Heterozygotie, als bestétigt betrachtet wer-
den. Ebenso ist zu beachten, dass das hohe Ausbreitungsvermogen den Ge-
naustausch zwischen nattirlichen Standorten an Flissen tiber Ausbreitungs-
vektoren wie FlieBwasser oder Vogel ermoglicht und somit ebenfalls eine
Erhéhung der genetischen Vielfalt zur Folge hat. Weitere Untersuchungen
der Art mithilfe der hier entwickelten Mikrosatelliten sollen die Gultigkeit
und Aussagekraft dieser Ergebnisse bekraftigen.

6.2.3 Oberflachenpopulation aus angepassten Genotypen

Es wurde untersucht, ob die Genotypen an der Oberflache zuféllig entstan-
den sind oder an die vorherrschenden Lebensraumbedingungen angepasste
Genotypen aus der Samenbank im Boden darstellen (Siehe Punkt 1 Einlei-
tung und Punkt 2.3 Hypothesen).

Dazu wurden mittels Arlequin 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) die Fsr
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Werte fiir beide Populationen berechnet. Es konnte fiir die nattrliche Popu-
lation A der Wert 0,013 (Signifikanzschwelle 0,63) und ftr die Fischhalter-
Population B der Wert 0,114 (Signifikanzschwelle 0,013) errechnet werden.
Anhand der Richtwerte fiir genetische Differenzierung durch Fs-Werte aus
BALLOUX & LUGON, 2003 konnten die Werte eingeteilt werden. Fir Popu-
lation A mit 0,013 wiirde somit eine sehr geringe, nicht signifikante geneti-
sche Differenzierung zwischen Oberflachen und Bodenpopulation gelten,
wahrend bei Population B mit 0,114 eine signifikante genetische Differen-
zierung erkennbar ist. Es konnte somit vorsichtig angenommen werden,
dass die Oberfldchenpopulation bei Population B aus den Umweltgegeben-
heiten besser angepassten Genotypen besteht. kann folgendermaf3en inter-
pretiert werden: Die natiirliche Population besteht auf einem tber Genera-
tionen hinweg relativ stabilen Standort wodurch keine Anderung von Allel-
frequenzen erfolgt, wahrend die Fischhalter-Population einer evolutiv be-
dingten Anderung der Allelfrequenzen durch Selektion und Adaptation an
die unnatirlichen Standortbedingungen unterliegt. Genetische Drift kann als
Ursache eher ausgeschlossen werden, nachdem diese hauptsachlich durch
Flaschenhalseffekte an kleinen Populationen mit wenigen Individuen auftritt
und die Populationsgroen im Sammeljahr mehrere tausend Individuen je
Population umfassten. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass ebensolche
Drift in vorangehenden Jahren erfolgte und deren Effekte hier noch sichtbar
sind.

Um eine generelle Aussage beziiglich der genetischen Differenzierung von
nattirlichen und anthropogenen Populationen treffen zu kénnen miissen je-
doch die Ergebnisse weiterer Untersuchungen mit allen Markern und an
mehreren Populationen abgewartet werden.
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