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Pflanzenzüchtung und Genomanalyse

Einleitung
Die Fortschritte der Molekularbiologie
haben zu einer Vielzahl von Anwen-
dungsmöglichkeiten in der Pflanzen-
züchtung geführt. Von besonderem In-
teresse ist dabei die Verwendung mole-
kularer Marker auf DNA Basis. Diese
Marker können Anwendung finden zur
Genotypisierung von Pflanzen, zur mar-
kergestützten Selektion (marker assisted
selection, MAS) in großen Nachkom-
menschaften, zur Effizienzsteigerung in
Rückkreuzungsprogrammen (marker
assisted Back Crossing, MABC) bis hin
zum Einsatz zur Qualitätssicherung in
Saatgutchargen.
Hinsichtlich der großen Anzahl von Ty-
pen molekularer Marker haben sich vor
allem SSR´s (simple sequence repeats
oder Mikrosatelliten) und neuerdings
SNP´s (single nucleotide polymorphis-
ms, Punktmutationen) in der Laborpra-
xis bei Pflanzenzüchtern etabliert. Bei-
de Systeme erfordern relativ hohe Auf-
wendungen in der Entwicklungsphase.
In der praktischen Anwendung können
SSR´s auf Gelsystemen oder automati-
schen Sequenziersystemen betrieben
werden, beide Vorgehensweisen können
als ausgereift betrachtet werden, dem
Anwender bleibt es überlassen die für
sein Labor geeignete Lösung zusammen-
zustellen. Für die Analyse von SNP´s
hingegen steht eine große Anzahl von
Analysentechniken zur Verfügung, die
sich jedoch hinsichtlich Anwendungs-
feld, Robustheit, Komplexität der An-
wendung, Automatisierbarkeit und nicht
zuletzt Preis stark unterscheiden. Eine
gute generelle Übersicht zu diesem The-
ma bieten CHEN und SULLIVAN
(2003), GIANCOLA et al. (2006) be-
schreiben und bewerten die Anwendung
einiger Techniken bei Pflanzen.

Markeranwendung
Die praktische Anwendung von Marker-
technologie wird von einer Vielzahl Fak-
toren beeinflusst. Die Verfügbarkeit von

Genominformation (genetische Karten,
Sequenzinformation) und genomischen
Ressourcen (cDNA Banken, BAC Ban-
ken) spielt ebenso eine Rolle, wie die
Genetik und phänotypische Ausprägung
des zu bearbeitenden Merkmals. Verfüg-
barkeit und Preis von externen oder in-
ternen Laborkapazitäten interagieren mit
Parametern der Projektstruktur (Umfang,
Logistik, Termin) und nicht zuletzt gilt
es in diesem Zusammenhang Alternati-
ven zu berücksichtigen.
Bei PLANTA werden Zuckerrübe, Mais,
Raps und Getreide bearbeitet. Die dabei
eingesetzten Markertypen umfassen vor
allem SSR- und SNP-Marker in den An-
wendungsgebieten MAS, MABC, Geno-
typisierung und Qualitätssicherung. Auf-
grund der meist multiallelischen Ausprä-
gung werden SSR Marker in erster Li-
nie in Genotypisierungsprojekten einge-
setzt. Als technische Plattform dienen
Kapillarelektrophoresegeräte, die zwar
hinsichtlich Anschaffung und Auswer-
tesoftware teuer sind, andererseits jedoch
ein hohes Maß an Reproduzierbarkeit
bieten und geringen Arbeitszeitbedarf
bei der Analyse der DNA Fragmente zur
Folge haben.
SNP-Marker sind i.d.R. biallelisch und
deshalb grundsätzlich besser für Hoch-
durchsatztechnologien geeignet. Im Rah-
men von Genomics Projekten wurden
umfangreiche Ressourcen (v.a. Sequenz-
datenbanken) geschaffen, die die Basis
für den Zugang zu dieser Markerklasse
bilden. Spezifische Markerassays, wel-
che in öffentlichen Projekten entwickelt
werden, sind meist nicht auf den gleichen
technologischen Plattformen etabliert
worden wie sie in Servicelaboren Ver-
wendung finden, weshalb gewöhnlich
zusätzliche Aufwendungen für diesen
Etablierungschritt getätigt werden müs-
sen. Im PLANTA Labor kommen die
Plattformen TaqMan (Endpunktanalyse)
und Pyrosequencing zum Einsatz.
Die TaqMan Methode benötigt nur ei-
nen Arbeitsschritt, ein Vorteil der auch

die nächsten Jahre bestehen bleiben wird,
speziell für Projekte in welchen nur we-
nige (1-3) Marker pro Probe vorgesehen
und demzufolge Multiplextechniken
nicht effizient sind. Für den ökonomisch
sinnvollen Einsatz ist es erforderlich,
dass derartige Marker in einem Umfang
von >3000 Analysen/Jahr eingesetzt
werden (interner Richtwert). In erster
Linie sind dies MAS-Projekte mit einer
Projektstruktur von wenigen Markern
pro Probe, die im Idealfall einen Umfang
haben, der ein Vielfaches von 384 Pro-
ben (=Probenträgergröße) beträgt.

Die Kostenersparnis im Vergleich zur
Analyse von Fragmentlängen (SSR)
kann bei Verfügbarkeit der genannten
Plattformen mehr als 50% betragen. Für
SNP Marker, die nicht diesen Nachfra-
geumfang erreichen, wird Pyrosequen-
cing genutzt, eine Technologie, die kur-
ze DNA Sequenzen generiert. Diese
Technik liefert zuverlässige Daten und
ist hinsichtlich des zu lagernden Ver-
brauchsmaterials anspruchsloser als die
TaqMan Technologie. Darüberhinaus ist
diese Methode in der Lage bei geeigne-
ten Markern Allele in Mischproben von
bis zu 5 (diploiden) Pflanzen zu detek-
tieren.

Ausblick
Da SNP Marker einen geringeren Infor-
mationsgehalt als SSR´s aufweisen müs-
sen pro Analyse entsprechend mehr
Marker angewendet werden, um z.B. bei
einer Genotypisierung die gleiche Aus-
sagekraft zu erreichen. Wirtschaftlichkeit
lässt sich in diesen Anwendungsgebie-
ten nur durch die gleichzeitige Analyse
von Markersets (Multiplexen) erreichen.
Neben Chiptechnologien, die in der Re-
gel relativ große Markersets umfassen
und bei der SNP Detektion oftmals Pro-
bleme in der Reproduzierbarkeit aufwei-
sen, sind seit kurzem Methoden für mit-
telgroße Sets (10 - 50 Marker) auf den
Markt gekommen die auf gängigen Ka-
pillarelektrophoresegeräten analysiert
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werden können. Da mit einer Reduktion
der Analysekosten um 80% gerechnet
werden kann, ist anzunehmen, dass der
Anwendungsumfang bei diesen Metho-
den in naher Zukunft steigen wird. Dabei
ist jedoch zu bedenken, dass zur Reali-
sierung dieser Vorteile züchterische und
labortechnische Projektstrukturen auf-
einander abgestimmt werden müssen.
Mittel- und langfristig ist weiterhin mit
der Entwicklungen von Methoden zur
kostengünstigen Hochdurchsatzanalyse
von SNP´s zu rechnen, welche nicht nur
auf modellhafte Großprojekte anwend-
bar sein werden. Im Bereich der Sequen-

zierung gibt es eine Reihe technologi-
scher Neuentwicklungen, deren gemein-
sames Ziel darin besteht, Sequenzierkos-
ten um mehrere Größenordnungen ab-
zusenken.
Übersichtsartikel zu SNP bzw. Sequen-
ziertechniken haben FAN et al. (2006)
und SHENDURE et al. (2004) verfasst.
Der Humansektor ist nach wie vor die
treibende Kraft der Neuerungen, es kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass
diese Entwicklungen auch die Werkzeu-
ge die der Pflanzenzüchtung zur Genom-
analyse zur Verfügung stehen, verändern
werden.
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