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Integration neuer molekularer Marker in die 7m-2a-Region der Tomate

In Tomate sind drei Gene bekannt - Tm-1, 7m-2 und 7m-2a - die Resistenz gegen
Tabakmosaikviren (TMV) und Tomatenmosaikviren (ToMV) vermitteln. Vor allem 7m-2a
bewirkt eine stabile und vollstindige Resistenz gegen natiirlich vorkommende TMV- und
ToMV-Rassen. 7m-2a liegt in Nihe des Zentromers auf Chromosom 9 der Tomate und
stammt urspringlich aus der Wildtomatenart Lycopersicon peruvianum. Um die molekularen
Mechanismen der 7m-2a-vermittelten Resistenz zu verstehen, soll das Gen mit Hilfe der

kartengestiitzten Klonierung isoliert werden.

Zu diesem Zweck wurden die Vorarbeiten von Pillen et al. (1996a) weitergefiihrt, um eine
Ultrafeinkarte der 7m-2a-Region zu erstellen. Dafiir wurde die Zielregion unter Einsatz einer
.bulked segregant“-Analyse mit insgesamt 83 AFLP- und einem SSR-Marker angereichert.
Diese Marker wurden mit Hilfe von 77 rekombinanten Individuen von Pillen et al. (1996a)
und einer in dieser Arbeit identifizierten Rekombinante in die bestehende 7m-2a-Feinkarte
integriert. Um die zehn mit 7m-2a kosegregierenden AFLP-Marker als Anker zur Isolierung
korrespondierender DNA-Abschnitte nutzen zu konnen, wurden diese in STS- oder RFLP-
Marker konvertiert. Fir vier dieser Marker gelang die Identifizierung eines DNA-
Polymorphismus und die Bestitigung der urspriinglichen chromosomalen Position. Die
Sequenzen von zwei weiteren Markern kommen in hoher Kopienzahl im Tomatengenom vor
und sind Teil retroviraler Sequenzen. Fur drei weitere Marker konnte kein Polymorphismus
identifiziert werden, bei einem Marker misslang die Konvertierung. Fur den Einsatz in der
nachfolgenden Suche nach Rekombinationsereignissen wurde ein AFLP-Marker auf dem

kurzen Arm von Chromosom 9 in einen SNP-Marker konvertiert.

Um die Reihenfolge der neuen Marker zu bestimmen und die bestehenden YAC-Contigs in
der 7m-2a-Region genetisch zu begrenzen, wurde eine Suche nach neuen Rekombinations-
ereignissen in einer von Pillen et al. (1996a) erstellten L. peruvianum-Population durch-
gefiihrt. In einer 1.395 Individuen umfassenden Suche ("miniscreen") wurde eine rekombi-
nante Pflanze identifiziert. In der nachfolgenden zweistufigen Suche ("high throughput"-
Screen) wurden insgesamt 3.984 L. peruvianum-Pflanzen analysiert, wovon keine ein
Rekombinationsereignis in unmittelbarer Nahe von 7m-2a zeigte. Die Erstellung einer Ultra-

feinkarte der 7m-2a-Region war aufgrund fehlender Rekombinationsereignisse nicht moglich.

Die geringe Anzahl an identifizierten Rekombinationsereignissen trotz Analyse mehrerer
tausend Individuen lésst sich auf die hiufig beobachtete Suppression der Rekombination in
Zentromerbereichen zuriickfithren. Das daraus resultierende Verhiltnis von geringer
genetischer zu groBer physikalischer Distanz erschwert die Isolierung eines Genes mit Hilfe
der kartengestiitzen Klonierung. Hier konnte die Strategie des ,transposon tagging™ eine

Alternative zur kartengestiitzten Klonierung darstellen.



Integration of new molecular markers into the 7m-2a region of tomato

Three known genes - 7m-1, Tm-2, and 7m-2a — confer resistance against TMV (tobacco
mosaic virus) and ToMV (tomato mosaic virus) in tomato. Of these genes, 7m-2a provides
the most stable resistance against naturally occurring strains of TMV or ToMV. Tm-2a is
localized near the centromere of chromosome 9 of tomato and originates from the wild
species Lycopersicon peruvianum. In order to elucidate the molecular mechanisms of 7m-2a
mediated resistance, it is intended to isolate the corresponding gene using a map based

cloning strategy.

To follow this approach, the preexisting work done by Pillen et al. (1996a) was continued to
generate an ultra high resolution map of the 7m-2a region. Using the strategy of a "bulked
segregant"-analysis, the candidate region was enriched by 83 AFLP markers and one SSR
marker. These markers were integrated to the existing high resolution map by analysis in the
DNA of 77 recombinant individuals identified by Pillen et al. (1996a) and one recombinant
plant identified in the present work. Ten AFLP markers cosegregating with the 7m-2a locus
were converted to STS or RFLP markers to use them as anchors for the isolation of
corresponding genomic DNA fragments. Four of these markers were polymorphic and their
original chromosomal position could be verified. The sequences of two additional markers
were frequently found in the tomato genome and display homology to retroviral DNA
sequences. No polymorphisms were identified for three more markers, the conversion of
another marker failed. One AFLP marker located on the short arm of chromosome 9 was
converted to a SNP marker for its application in the subsequent screen for recombination

events.

This recombination screen was performed in a L. peruvianum population established by Pillen
et al. (1996a) to define the order of the new identified markers and to determine the genetic
boundaries of the existing YAC contigs. A "miniscreen" of 1.395 plants revealed one
recombinant individual. In a subsequent two level "high throughput"-screen a total number of
3.984 L. peruvianum plants were analyzed but no recombination event was found in direct
neighborhood of the 7m-2a locus. The lack of recombination events prevented the generation

of an ultra high resolution map of the 7m-2a region.

The observed low recombination frequency, despite the analysis of thousands of individuals,
can be explained by a suppression of recombination frequently found in pericentromeric
regions. The resulting ratio of low genetic distance to large physical distance complicates the
isolation of genes by map based cloning. In this case the strategy of transposon tagging can

offer an alternative approach.
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