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1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts:

Ziel des Projekts ist die molekulargenetische Charakterisierung von 296 SufRkirschen- und 66
Sauerkirschengenotypen der Deutschen Genbank Obst (DGO) sowie von jeweils 50 Vergleichssorten
aus dem internationalen Kirschensortiment, einschlielich der dafir notwendigen Isolierung der
genomischen DNA aller 462 Genotypen, mittels des hochauflésenden Infinium RosBREED Cherry V2
Genotyping Arrays sowie die Identifizierung méglicher Duplikate.

2. Planung und Ablauf des Projekts:

Die fur die Genotypisierung notwendigen Blattproben wurden TraitGenetics (TG) zu Beginn des
Projektes von der Koordinierungsstelle der DGO zur Verfugung gestellt. Gleichzeitig erhielt TG eine
Liste (Excel-Format) mit Informationen zu den Proben, in der folgende Daten enthalten sind:
Sortenname, Nummer der molekularen Gruppe, Akzessionsnummer, Standort des Baumes und
Probennummer. Zunéachst erfolgte die Isolierung der genomischen DNA aller 462 Genotypen. Die
Genotypisierung der 462 Kirschensorten (zusatzlich 18 Kontrollproben von TG) der DGO durch TG
erfolgte mit dem Infinium RosBREED Cherry_V2 Genotyping Array. Die von TG verwendeten Kontrollen
dienten der Uberpriifung der Robustheit der Marker und der Reproduzierbarkeit dieser und mdglichen
weiteren Analysen. TG entwickelte basierend auf dem Material zwei Clusterfiles (diploid und tetraploid).
Im Anschluss wurden die Rohdaten mit Hilfe der Cluster Files ausgewertet und eine Genotyptabelle im
IUB Code erstellt.

Die Genotyptabelle sollte den Sortennamen, die Nummer der molekularen Gruppe, die
Akzessionsnummer, die Standortnummer des Baumes sowie die Probennummer und die Analysedaten
fur die ausgewahlten Marker enthalten. Danach sollten alle Proben nach identischen Fingerprints sortiert
und jedem einzelnen Fingerprint eine eindeutige Identifikationsnummer ID zugeordnet werden. Diese
eindeutige ID muss in einer gesonderten Spalte ebenfalls in der Tabelle aufgefiihrt werden. Mdgliche
Duplikate sollten in dieser Tabelle sichtbar gekennzeichnet werden (z.B. farblich hinterlegt). Die
Ubergabe der Ergebnisse muss auf elektronischem Wege (z. B. als MS-Excel Tabelle) erfolgen.

3. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde:

Array-basierte Genotypisierung mit molekularen Markern, wie beispielsweise SNPs (single nucleotide
polymorphisms), bietet die Mdglichkeit viele tausend Marker im Hochdurchsatz, reproduzierbar und
kosteneffizient zu untersuchen. Die hier genutzte lllumina Infinium Technologie basiert auf bewéhrter
Chemie kombiniert mit der zuverlassigen Bead Array-Plattform und sorgt so fur eine hohe Datenqualitat,
hohe Call-Raten sowie eine hohe Reproduzierbarkeit. Der Infinium RosBREED Cherry_V2 Genotyping
Array bzw. sein Vorgéangerarray RosBREED cherry 6K SNP array v1 wurde fir die diploide SuR3kirsche
(Prunus avium) und allotetraploide Sauerkirsche (P. cerasus) entwickelt. Die ausgewahlten SNPs
basieren auf der Next-Generation Sequenzierung von diversem genetischem Material, die 25 Milliarden
Basenpaare (Gb) Kirschensequenzen zur Verfugung stellte. Basierend darauf wurden genomweite
SNPs flr die SuRkirsche und fur die beiden Subgenome der Sauerkirsche (Avium Subgenom und
Fruticosa Subgenom) identifiziert. Da der genutzte Array bereits vom Auftraggeber ausgewahlit wurde,
wird hier nicht weiter im Detail auf die Zusammensetzung und Qualitat des Arrays eingegangen.

TraitGenetics (TG) wurde im Jahr 2000 gegriindet und arbeitet somit seit tiber 20 Jahren erfolgreich auf
dem Gebiet der Pflanzengenotypisierung. TG entwickelt nicht nur SNPs, sondern bietet die
routineméaRige Hochdurchsatzgenotypisierung als Dienstleistung an. Unsere Erfahrung und Expertise
in der Auswertung derartiger Daten wird regelmaRig durch zahlreiche wissenschaftliche Publikationen
demonstriert.



4. Material und Methoden:

a) DNS Extraktion

Die DNS Extraktion wird im 96 Well-Format durchgefiihrt und beruht auf einer CTAB-Methode.
CTAB-Puffer (500ml):

- 2% CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) (10g)

- 200mM Tris (100ml 1M Tris pH8)

- 20mM EDTA (20ml 0,5M Na-EDTA pH8)

- 1,4M NaCl (40,99)

- 1% PVP (5g 40.000g/mol)

Zu 500 ml CTAB-Puffer werden frisch 1,9 g Na-Bisulfit hinzugegeben und die Lésung auf 60°C vor-
gewarmt. Das Blattmaterial wird in 96er deep-well Mikrotiterplatten mit Kugeln unter Stickstoff
vermahlen, dann 400 pl warmer Puffer zugegeben, homogenisiert und 15 min bei 60°C im Wasserbad
inkubiert. Im Anschluss findet eine Chloroform/Isoamyl (24:1) Aufreinigung statt. Daflir werden 400 pl
Chloroform/lsoamyl (24:1) zugegeben, homogenisiert und 20 min bei 3.000g zentrifugiert. 115 ul
Uberstand werden in eine neue Platte Uberfuhrt und mit 85 pl Isopropanol gefallt. Nach der
Zentrifugation (45 min, 3.500g) wird der Uberstand abgegossen, das Pellet getrocknet und in Wasser
gelost.

b) Genotypisierung mit Infinium RosBREED Cherry V2 Genotyping Array

Die Details der Genotypisierung kdnnen dem im Anhang befindlichen Infinium® HD Assay Ultra Protocol
(Guideinfinium_hd_ultra_user_guide_11328087_revb Illlumina HD Protokolls) von Illumina entnommen
werden.

Der Array basiert auf dem Infinium HD-Typ und kann parallel 13.559 Marker analysieren. Diese setzen
sich aus Markern speziell fur die Suf3kirsche und aus sauerkirschspezifischen Markern zusammen.

d) Clusterfileentwicklung und Auswertung der Daten

Die Rohdaten aus dem gescannten Array werden mit Hilfe der Genomstudio Software ausgewertet
(User Guide befindet sich im Anhang). Das Clusterfile dient zur Qualitatskontrolle der Marker und als
Schablone fiur eine reproduzierbare Bestimmung der Allele in einzelnen Experimenten. Zu diesem
Zweck wird versucht das Clusterfile manuell fur alle 13.559 Marker, sowohl fiir die Stu3kirsche als auch
fur die Sauerkirsche, anzupassen. Auf dieser Basis werden anschlielend die Genotypendaten
generiert, die mit Bezug zur Quellsequenz im IUB Code ausgegeben werden.

c) NTSYS Analyse

Die Verwandtschaftsanalyse wird mit Hilfe der Software NTSYS, basierend auf den zuvor generierten
Genotypdaten, vorgenommen. Hierzu werden ausschlief3lich die Daten aller polymorphen Marker
genutzt und sowohl ein Stammbaum als auch eine Tabelle mit den paarweisen Vergleichen aller Proben
ausgegeben. Die Ergebnisse werden in eine Genotypentabelle lbernommen und alle Proben nach
identischen  Fingerprints  sortiert. Jedem einzelnen Fingerprint wird eine eindeutige
Identifikationsnummer ID zugeordnet.

5. Ausfiuhrliche Darstellung der Ergebnisse

Die Probenubergabe an TG erfolgte am 06.12.2019 zusammen mit allen nétigen digitalen
Informationen. Im Anschluss erfolgte die DNS Extraktion. Wahrend der Aufreinigung wurden zur
Sicherheit zwei Abnahmen gemacht und beide separat aufgereinigt. Eine detaillierte Qualitatskontrolle
der DNS-Extraktion ist im Anhang ,200116_PCSA19001_ 1. Ubergabe Kirsche Gatersleben*
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dargestellt. Dort ist ebenso dargestellt, welche Proben aus welcher der beiden Aufreinigungen fir die
weitere Genotypsierung verwendet wurden.

Die Genotypisierung erfolgte in insgesamt 5 96-Well Mikrotiterplatten nach dem im Anhang befindlichen
Protokoll des lllumina Infinium HD Workflows ,Infinium® HD Assay Ultra Protocol“. Die Rohdaten
wurden mit Hilfe der Software Genome Studio 2.0 ausgewertet. Zunachst wurde ein optimiertes
Clusterfile fur die Auswertung der SufRkirschenproben erstellt. Da die SuRkirsche ein diploider
Organismus ist, konnten sehr zuverléssig drei Cluster fiir die drei unterschiedlichen allelischen Zustande
gefunden und ausgewertet werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Drei Cluster fur die drei unterschiedlichen allelischen Zusténde der diploiden Suf3kirsche exemplarisch dargestellt
fur zwei verschiedene Marker.

Die drei klar unterscheidbaren Cluster entsprechen den Genotypen AA (homozygot Allele 1); AB
(heterozygot) und BB (homozygot Allele 2) und erlaubt die Erstellung einer Genotypentabelle. Es
konnten nur 3.855 der 13.559 Marker als polymorph identifiziert werden. Diese niedrige Anzahl
polymorpher Marker deutet entweder auf eine enge genetische Basis des untersuchten Materials oder
auf einen sogenannten Ascertainment-Bias (die Marker wurden in anderem genetischen Material als
dem untersuchten ausgewahlt) hin. Die Genotypen wurden im IUB Code und in Bezug auf die
Quellsequenz forward‘ ausgegeben. Die Quellsequenz wurde aus dem von lllumina zur Verfigung
gestellten Manifest entnommen. Die ausfuhrliche Genotypentabelle der SifR3kirschenproben ist im
Anhang unter ,200127_PCS19001_SufRkirsche_GT“ dargestellt. Die Verwandtschaftsanalyse wurde
mit Hilfe der Software NTSYS durchgefiihrt und hat zuverlassig sowohl die technischen als auch die
biologischen Replikate identifiziert. AuRerdem konnten etliche weitere Duplikate im Material gefunden
und entsprechend der Vorgaben in der Genotypentabelle kenntlich gemacht werden. Das Ergebnis ist
eine Reduktion der 353 verschiedenen Genotypen auf nur noch 303. In Abbildung 2 ist ein Ausschnitt
der Genotypentabelle mit Kennzeichnung der entsprechenden Duplikate gezeigt. Das Clusterfile steht
dem Kunden nun fir die standardisierte und reproduzierbare Auswertung weiterer Analysen mit diesem
Array zur Verfigung.
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Abbildung 2: Darstellung eines Ausschnittes der Genotypentabelle mit Kennzeichnung der entsprechenden Duplikate.

In einem ersten Schritt wurde fur die Sauerkirschengenotypen die identische Vorgehensweise gewahlt.
Gut 25% der Marker sind im untersuchten Sauerkirschenmaterial monomorph. Diese Marker sind somit
fur die Verwandtschaftsanalysen nicht nutzbar. Ferner ist im Zuge der Clusterfileerstellung aufgefallen,
dass der vom Kunden gewahlte Array kein optimales Markerset fur die Sauerkirsche bietet. Die
Sauerkirsche ist allotetraploid und hat 2n=4x=32 Chromosomen. Dem zu Folge kénnen je nach Marker
(genomspezifisch polymorph, nicht genomspezifisch polymorph, usw.) bis zu 5 verschiedene allelische
Zusténde auftreten (AAAA, AAAB, AABB, ABBB und BBBB), wobei, insbesondere bei 3 beobachteten
Clustern, nicht eindeutig identifizierbar ist, welcher allelische Zustand beschrieben wird (Abbildung 3).
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Abbildung 3a Abbildung 3b Abbildung 3c
Abbildung 3a:

Beispielbild fir einen eineindeutig auswertbaren Marker der Sauerkirsche mit zwei homozygoten Clustern. Die mogliche
allelische Zustéande sind: AAAA und BBBB.

Abbildung 3b:

Beispielbild fur einen Marker mit 3 verschiedenen allelischen Zustanden. Die mogliche allelische Zustéande sind: AAAA, AAAB,

AABB oder AAAA, AABB, AABB oder AAAA, ABAB, AABB usw.
Abbildung 3c:
Beispielbild fur einen Marker mit 4 verschiedenen allelischen Zustanden mit ihnren moglichen Interpretationen. Die mdgliche
allelische Zustande sind: AAAA, AAAB, AABB, BBBB oder AAAA, AABB, ABBB, BBBB oder AAAA, ABAB, AAAB, BBBB usw.

Genau genommen kdénnen daher einzig Marker, welche nur die zwei homozygoten Cluster (Abbildung
3a) zeigen als eindeutig auswertbare Marker betrachtet werden, da hier eine Zuordnung der Cluster
zum allelischen Zustand eineindeutig moglich ist. Mit nur 66 untersuchten Sauerkirschgenotypen, war

5



dies praktisch nur bei sehr wenigen Markern der Fall. Dazu kommt noch, dass aufgrund der geringen
Probenzahl bei der Sauerkirsche in vielen Fallen nicht alle 5 méglichen Cluster beobachtet werden und
damit die klare Zuordnung der bis zu 5 allelischen Zustande schwierig ist (Abbildung 3b-c)

Weiterhin verhalten sich knapp 10% der Marker monomorph, weil sie nur zwischen den Genomen
polymorph (Abbildung 4a) sind. Diese Marker sind ebenfalls nicht nutzbar fir die
Verwandtschaftsanalysen. Viele polymorphe Marker zeigen auch keine klar definierten Cluster, was bei
funf Clustern zu sehr unscharfen und ineinander verlaufende Cluster (Schmier) fihrt, welche somit nicht
eindeutig auswertbar sind (Abbildung 4b). Derartige nicht klar differenzierte Cluster entstehen oft, wenn
noch zusatzlich zu dem zu untersuchenden SNP, flankierende Polymorphismen auftreten bzw. viele der
verschiedenen mdglichen Allelzustéande gleichzeitig auftreten.
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Abbildung 4a Abbildung 4b
Abbildung 4a:
Beispielbild fir einen Marker der sehr wahrscheinlich nur polymorph zwischen den Genomen ist.
Abbildung 4b:

Beispielbild fir einen Marker dessen verschiedenen allelischen Zustanden (und vermutlich flankierende SNPs) zu einem
Schmier fuhren, in dem keine klar separierten Cluster auftreten.

Zunachst wurde ein Clusterfile erstellt, das nur die 16 eineindeutig auswertbaren Marker berlcksichtigt.
Ein Ausschnitt der im Anhang befindlichen Genotypentabelle
,200224 PCS19001_Sauerkirsche_GT_nurHomUndHet" ist in Abbildung 5 dargestellt.

Abbildung 5: Ausschnitt der Genotypentabelle fir die Sauerkirschproben ausgewertet fir nur eineindeutige Marker.

Da fur die Verwandtschaftsanalysen nur polymorphe Marker einen Informationsgehalt besitzen, ist eine
Identifikation der Duplikate an der geringen Anzahl dieser polymorphen und eindeutig auswertbaren
Marker gescheitert. Auch weitere Versuche wie die Einbeziehung von Markern, die durch Anwesenheit
und Abwesenheit polymorph erscheinen, haben keine weiteren Erkenntnisse geliefert. Die geringe



Anzahl der eindeutig auswertbaren und polymorphen Marker lasst damit keine Verwandtschaftsanalyse
zu.

Um dennoch eine Verwandtschaftsanalyse und Duplikatidentifizierung durchfiihren zu kénnen, wurde
ein zweites Clusterfile erstellt, das ausschlieZlich Marker berlicksichtigt, die 4 oder 5 klar separierte
Cluster aufweisen und somit mit einigermaf3en hoher Wahrscheinlichkeit den richtigen Allelstatus
zugewiesen bekommen kdnnen (Abbildung 6a-c). Insgesamt konnten damit 6.519 polymorphe Marker
gefunden und fir die NTSYS Analyse genutzt werden. Die Analyse erfolgte mit polyploiden Modul von
GenomStudio. Die Resultate sind fur eine Verwandtschaftsanalyse ausreichend, sollten aber nur unter
Berucksichtigung der Fehlbarkeit fur andere Analysen zu Hilfe genommen werden.

Abbildung 6a Abbildung 6b Abbildung 6c

Abbildung 6a:
Beispielbild fiir einen Marker der Sauerkirsche der mit hoher Wahrscheinlichkeit die Cluster die 4 Cluster AAAB, AABB, ABBB
und BBBB besetzt.
Abbildung 6b:
Beispielbild fiir einen Marker der Sauerkirsche der mit hoher Wahrscheinlichkeit die Cluster die 4 Cluster AAAA, AABB, ABBB
und BBBB besetzt.
Abbildung 6c:
Beispielbild fur einen Marker der Sauerkirsche der alle 5 Cluster AAAA, AAAB, AABB, ABBB und BBBB besetzt.

Die Genotypen wurden auch hier im [UB Code und mit Bezug zur Quellsequenz ,forward’ ausgegeben
(allerdings im tetraploiden Modus). Die ausfiihrliche Genotypentabelle der Sauerkirschenproben ist im
Anhang unter ,200415 PCS19001_sour_polyploid“ dargestellt. Die Verwandtschaftsanalyse wurde
auch hier mit Hilfe der Software NTSYS durchgefiihrt und hat zuverlassig sowohl die technischen als
auch die biologischen Replikate identifiziert. AuRerdem konnten etliche weitere Duplikate im Material
gefunden und entsprechend der Vorgaben in der Genotypentabelle kenntlich gemacht werden. Nach
Erstellung des Stammbaumes, konnten sogar Multiplikate von bis zu 23 Sauerkirschproben identifiziert
werden. Das Ergebnis ist eine Reduktion der 108 verschiedenen Genotypen auf nur 58. Abbildung 7
zeigt als Beispiel einen Ausschnitt der Genotypentabelle mit Kennzeichnung der entsprechenden
Duplikate. Dieses Clusterfile steht dem Kunden nun fur alle weiteren Analysen mit diesem Array zur
Verfligung.
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6. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Insgesamt konnten die Arbeiten erfolgreich durchgefiihrt werden. Fur die Stu3kirsche wurden qualitativ
sehr hochwertige und reproduzierbare Ergebnisse erzielt und die Duplikate zuverlassig identifiziert. Fur
die Sauerkirsche konnte der Array mit eingeschrankter Zuverlassigkeit bezlglich der allelischen
Zuordnung verwendet werden. Trotzdem konnten vermutlich auch hier die Duplikate identifiziert werden.
Den voraussichtlichen Nutzen und die genaue Verwertbarkeit der Ergebnisse kann nur vom
Auftraggeber beurteilt werden, da die genauen Eigenschaften des zu untersuchenden Materials TG
unbekannt sind.

7. Zusammenfassung

Ziel des Projekts war die molekulargenetische Charakterisierung von 296 SuRkirschen- und 66
Sauerkirschengenotypen der Deutschen Genbank Obst (DGO) sowie von jeweils 50 Vergleichssorten
aus dem internationalen Kirschensortiment mittels des Infinium RosBREED Cherry_V2 Genotyping
Arrays. Die SuR3- und Sauerkirschengenotypdaten sollten mit Hilfe eines jeweils fir die entsprechenden
Ploidiestatus optimierten Clusterfiles generiert werden.

Der Array war fir die Charakterisierung der insgesamt 352 Sifkirschenproben gut nutzbar. Zwar
konnten nur 3.855 der 13.559 Marker als polymorph identifiziert werden. Trotzdem konnte mit Hilfe der
Genotypendaten der polymorphen Marker eine NTSYS—Verwandtschaftsanalyse durchgefiihrt werden.
Alle biologischen und technischen Kontrollen wiesen einen eindeutigen Genotyp auf und zeigen wie
stabil und reproduzierbar die arraybasierte Genotypisierung ist. Nach Erstellung des Stammbaumes
konnten etliche Duplikate, Triplikate bis hin zu Quadruplikaten identifiziert werden. Das Ergebnis flhrte
zu einer Reduktion der 353 untersuchten Genotypen auf nur noch 303.

Im Rahmen dieser Untersuchungen ist eine eingeschrankte Nutzungsmdglichkeit des RosBREED
Cherry_V2 Arrays fur die Zuordnung der Allelzustande in der allotetraploide Sauerkirsche aufgefallen.
Unter Beriicksichtigung aller polymorphen Marker die 4 bzw. 5 gut separierte Cluster aufweisen,
konnten trotzdem 6.519 Marker fir die Verwandtschaftsanalyse genutzt werden. Nach Erstellung des
Stammbaumes, konnten etliche Duplikate, Triplikate bis hin zu Multiplikaten von 23 Sauerkirschproben
identifiziert werden. Das Ergebnis fihrte zu einer Reduktion der 108 untersuchten Genotypen,
einschlie3lich Kontrollen, auf nur 58 unterschiedliche Akzessionen.



8. Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen; ggf. mit
Hinweisen auf weiterfihrende Fragestellungen

Ziel des Projekts war die molekulargenetische Charakterisierung von 296 SifRkirschen- und 66
Sauerkirschengenotypen der Deutschen Genbank Obst (DGO) sowie von jeweils 50 Vergleichssorten
aus dem internationalen Kirschensortiment und Identifizierung méglicher Duplikate. Erreicht wurden die
molekulargenetische Charakterisierung der Suf3kirschenproben und die Identifizierung der Duplikate im
Zuchtungsmaterial der SuUR- und Sauerkirschen. Das Ziel der Identifizierung der Duplikate im
Sauerkirschenmaterial inklusive eindeutiger Allelzuordnung konnte nur eingeschrénkt erreicht werden.
Dadurch ergibt sich als weiterfihrende Fragestellung die Suche nach besser geeigneten (insbesondere
genomspezifischen) Markern fur die Sauerkirschenproben. Dies kann zu einer Neuentwicklung eines
Arrays mit ausschlieRlich genomspezifischen Markern fiihren.
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