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1 AUFGABENSTELLUNG

Phytopathogene wie der Falsche Mehltau Plasmopara viticola, der Echte Mehltau
Uncinula necator sowie der obligate Parasit Botrytis Cinerea erfordern auch in den
Weinbaugebieten der gemédBigten Klimazonen regelmiflige PflanzenschutzmafBnahmen,
denn klassische Kultivare sind in der Regel empfindlich gegen Pilzbefall. Resistenzen
kommen in fiir die Weinbereitung ungeeigneten Wildarten amerikanischen Ursprungs
vor. Daneben stehen im Weinbau seit einigen Jahren resistente Neuziichtungen wie
‘Regent* zur Disposition. Die genetischen Grundlagen, die bei ‘Regent® den resistenten
Phénotyp bewirken, waren noch weitgehend unklar, als die Sorte 1996 fiir den Anbau
zugelassen wurde. Infektionsstudien lieen anklingen, dass die hypersensitive Reaktion
eine Rolle spielt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, iiber genetische Analysen an 153
Nachkommen aus einer Kreuzung von ‘Regent’ und ‘Lemberger als klassischer
pilzanfilliger Sorte zu einem besseren Verstindnis der natiirlichen Pilzresistenz der
Weinrebe beizutragen. So konnte das in Wildarten und manchen Rebsorten deutlich
ausgeprigte Abwehrpotential in der Ziichtung gezielter genutzt und auch {iber Methoden
der Biotechnologie zur Stirkung der Widerstandskraft klassischer Sorten gegen
Phytopathogene eingesetzt werden. Ausgangspunkt fiir alle genannten Vorhaben ist die
Erzeugung einer dichten molekularen Markerkarte der Weinrebe. Eine solche Karte
durch die Platzierung von AFLP- und codominanten Mikrosatellitenmarkern auf
Kopplungsgruppen herzustellen, war Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit. Wie eine
Reihe weiterer agronomisch relevanter Eigenschaften variieren auch die Pilzresistenzen
in der zu untersuchenden Kreuzungspopulation quantitativ. Die Einbindung von
Feldbonituren iiber QTL-Intervallkartierung sollte die Markerkarte ,,informativ* machen,
die Entwicklung von Markerscreenings ermdglichen und zur chromosomalen
Lokalisierung genetischer Faktoren fiir weinbaulich interessante Merkmale, insbesondere
Resistenzeigenschaften, hinfiihren. Die Identifizierung und Charakterisierung solcher
Faktoren sollte iiber die Natur der Pilzresistenz Aufschluss geben, um darauf aufbauend
dann iiber ihre praktische Nutzbarkeit entscheiden zu konnen. Die Aufgabenstellung der
Dissertation umfasste auch Methodenetablierung und Optimierung beziiglich der
Markerentwicklung und -erfassungsmethoden. Bei guter Reproduzierbarkeit war ein
hoher Durchsatz in der Genotypisierung zu erzielen. Die Methodenwahl sollte
vergleichende Studien mit weiteren Sorten auch im internationalen Rahmen
ermdglichen. Alle genannten Gesichtspunkte miinden in dem Ziel, die Umsetzung

umweltfreundlicher und moderner Weinbaukonzepte effizient zu gestalten.
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2 EINLEITUNG

2.1  VWildformen der Weinrebe Vitis vinifera, ihre Verbreitung und
Anpassungsfihigkeit
Die Gattung Vitis® lasst sich entsprechend ihrer geographischen Verbreitung drei
natiirlichen Hauptgruppen zuordnen. Systematiker schreiben etwa 25 bis 30 Arten
nordamerikanischem Ursprung zu, in etwa das Gleiche gilt fiir die Anzahl asiatischer
Arten. Nur eine einzige Art, die ‘Vinifera‘, ist originir fiir den Raum Eurasien (vgl.
OLMO, 1996), und genau diese Art hat die Entwicklung der Weinbaukultur in
grundlegender Weise gepragt.

Die kontinuierliche Verbreitung der Urform Vitis vinifera sylvestris‘ vom Rheintal
iiber den gesamten Mittelmeerraum bis in den Kaukasus spricht fiir ihr flexibles
Potential. Uber die letzte Eiszeit hinweg hat sich die Wildrebe in Inselpopulationen
halten konnen. Heute jedoch ist Vitis v. sylvestris in Europa vom Aussterben bedroht. Als
Ursachen des Bestandsriickgangs sind neben der Verdringung der Auenwilder, der
Zunahme der UV-Strahlung und dem Klimawandel vor allem die Reblaus- und
Schadpilzepidemien des neunzehnten Jahrhunderts zu sehen. Evolutiondre Anpassung
kann allmdhlichen Verdnderungen der Umwelt zwar in gewissem Rahmen entgegen
wirken, hat jedoch fiir die Reaktion auf spontan auftretende, gravierende
Umweltverdnderungen oder plotzliche Storungen des 6kologischen Gleichgewichts kaum

Bedeutung.

2.2 Problematik des Einsatzes von Pflanzenschutzpriparaten als sachliches
Argument fiir die Resistenzziichtung
Anorganischen Pflanzenschutzmitteln (kupferhaltige Priparate gegen Plasmopara
viticola, Schwefel als klassisches Uncinula necator/Oidium-Fungizid, gegen Botrytis
cinerea zugelassene ,,Spezialbotrytizide®, z.B. auf der Basis von Dicarboximiden;
HILLEBRAND et al., 1998) ist gemeinsam, dass sie fiir Mensch und Umwelt nach wie vor
eine Belastung darstellen. Der mit der Applikation von anorganischen Fungiziden in
Kauf zu nehmende Eintrag von Schwermetallen in den Boden kann sich bei kritisch
erhohten Werten auBBerdem fiir die Rebe selbst in phytotoxischen Effekten (VOGT und
GOTZ, 1987) und Qualititsminderung des Weins bzw. Garhemmung (WEISS, 1992)
duBern. Neben den anorganischen Pflanzenschutzmitteln existiert heute eine Reihe
organischer bzw. organisch-synthetischer Fungizide. Hier unterscheidet man solche, die

wie die kupferhaltigen Préparate vorbeugend eingesetzt werden und Mittel, die bei
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infizierten Pflanzen in den ersten Tagen nach dem Befall eine gewisse kurative Wirkung
zeigen (HILLEBRAND et al., 1998). Allerdings ist das Risiko der Ausprigung von
Resistenzen gegen synthetische Praparate seitens neuer phytopathogener Pilzrassen nicht
von der Hand zu weisen und mitunter hoher als im Fall anorganischer Préparate.
Diesbeziigliche Untersuchungen liegen fiir Botrytis cinerea (GULLINO et al., 2000),
Uncinula necator (SAVOCCHIA et al., 1998) und auch Plasmopara viticola
(MICHELMORE et al., 1988) vor.

Die Dosierung, der Zeitpunkt und die Haufigkeit der Applikation von
Pflanzenschutzmitteln spielen fiir ihren erfolgreichen Einsatz eine entscheidende Rolle.
Doch auch bei sachgemédBer Ausbringung ldsst sich in vielen Féllen lediglich eine
Einddmmung der Epidemie und damit eine Schadensbegrenzung erreichen (KAST, 1996).

Wenn man zudem bedenkt, dass im Schnitt 50% der in der Landwirtschaft Europas
insgesamt ausgebrachten Pflanzenschutzmittel auf den Weinbau entfallen und dort
hauptséchlich zur Bekdmpfung von Pilzinfektionen eingesetzt werden (REUSTLE, 2004),
so wird der aktuelle Stellenwert der Resistenzziichtung und der mit ihr befassten

Grundlagenforschung deutlich.

2.3 Begriindung der Resistenzziichtung und erste Erfolge

Der Ursprung der Resistenzziichtung in Deutschland und in Europa insgesamt steht in
engem Zusammenhang mit der Einschleppung von Reblaus (Phylloxera) und Falschem
Mehltau (Plasmopara viticola) gegen Ende des neunzehnten Jahrhunderts. Deren
schlagartige Verbreitung wirkte sich im Wildbestand wie auf Kulturflichen verheerend
aus, denn die Europderrebe besitzt, anders als amerikanische Genotypen, keine
Resistenzeigenschaften gegen die genannten Schaderreger. Natiirliche Resistenzen
amerikanischer Wildarten der Rebe spielen seit diesem Zeitraum in Zuchtprogrammen
eine wichtige Rolle, doch sind viele der geschétzten klassischen Rebsorten anfillig
gegeniiber den Hauptpathogenen (neben Phylloxera, Plasmopara viticola und Uncinula

necator zahlt hierzu auch der Grauschimmel, Botrytis cinerea).

Die erfolgreiche Ziichtung widerstandsfahiger Unterlagssorten durch MILLARDET,
GRASSET und RICHTER in Frankreich und durch TELEKI und KOBER in Osterreich und
Ungarn sowie die Weiterentwicklung amerikanischer Hybriden in Frankreich trugen

entscheidend zu der erfolgreichen Bekdmpfung der Reblaus bei, deren Verbreitung durch
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konsequenten Pfropfrebenbau mittlerweile erheblich eingeddmmt werden konnte (vgl.

ALLEWELDT, 2000; HAJDU, 2000).

Erste kupferhaltige Spritzmittel wie die Bordeauxbriithe (MILLARDET, 1883) aus der Zeit
der grofen Epidemien erwiesen sich damals wie heute als prinzipiell wirksam gegen
Plasmopara viticola, sind jedoch als umweltbelastend eingestuft und konnen bei
unsachgeméBer Anwendung zu Schidden an der Pflanze fithren. Heute existieren
zahlreiche Pflanzenschutzmittel, die zwar ohne Schwermetalle auskommen, jedoch
weiterhin als mehr oder minder nachteilig fiir die Umwelt einzuschétzen sind, deren
Zulassung oft nur voriibergehend gilt und die auf jeden Fall betréchtliche Kosten und
Arbeitsaufwand verursachen. Wire jedoch die natiirliche Pilzresistenz einer neuen Sorte
ausreichend, so konnte die Applikation von Pflanzenschutzmitteln niedriger dosiert
werden, eventuell vielleicht ganz wegtfallen. Nach ALLEWELDT (2000) hat sich die
Verwendung pilz- und schédlingsresistenter Reben zum gegenwirtigen Zeitpunkt bereits
als ,,0konomisch billigste und umweltpolitisch  giinstigste  Ldsung des

Pflanzenschutzproblems im Weinbau* erwiesen.

Die Resistenzziichtung wurde im zwanzigsten Jahrhundert in Deutschland entscheidend
durch HUSFELD geprigt, dessen Ziichtungsstrategien auf der Giiltigkeitsannahme der
klassischen Vererbungslehre Gregor Mendels basierten (vgl. HUSFELD, 1932). Seine
Versuche, z.B. durch freies Abblithen der Resistenztragersorte ‘Oberlin Noir
gewiinschte resistente Genotypen zu selektieren, brachten zunéchst nicht den erwarteten
Erfolg, denn die genetische Basis seines Ausgangsmaterials erwies sich als zu begrenzt
(ALLEWELDT, 2000). Fortschritte auch im Bereich der Weinqualitit und der
Beeinflussung des Reifezeitpunkts brachte das Einkreuzen von grof3beerigen Sorten (z.B.
‘Foster’s White Seedling’) und die Erweiterung des Resistenzspektrums durch
franzosische Hybriden in den sechziger Jahren, ebenfalls unter Beteiligung von Husfeld.
Der Ursprung der Sorte ‘Regent‘, deren Resistenzeigenschaften Gegenstand dieser Arbeit
sind, geht auf diese Zeit zuriick.

In Deutschland wird die Resistenzziichtung bis heute kontinuierlich weiterverfolgt,
wihrend man sie in anderen Weinbau treibenden Lindern Europas voriibergehend auch

einstellte (ebd.).
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2.4  Genetische Ressourcen fiir die Ziichtung und ihre Charakterisierung durch
molekulare Marker

Im Verlauf der Kulturgeschichte des Weinbaus wurde die durch ziichterische Tradition

und regionale Besonderheiten bedingte Sortenvielfalt der Gattung Vitis nach und nach

durch Selektion und die Fokussierung auf wenige stark nachgefragte Sorten (etwa

‘Chardonnay‘, ‘Cabernet Sauvignon® oder ‘Merlot’) immer mehr eingeschrankt

(DETTWEILER, 2001).

Inzwischen haben jedoch viele Weinbau treibende Lénder die Notwendigkeit erkannt,
MaBnahmen gegen den Trend zur Vereinheitlichung des Sortenspektrums zu ergreifen,
damit die Ziichtung nicht in eine Sackgasse gerdt. Allgemein erlebt die Evaluierung in
Vergessenheit geratener oder ungewo6hnlicher Kulturarten und Sorten, die oft auch gute
Widerstandsfahigkeit gegen Umwelteinfliisse zeigen, im Rahmen der Bemiihungen um
eine umweltgerechte Bewirtschaftung agronomischer Flidchen eine Renaissance (vgl. z.B.
MIEDANER et al., 2002; BUDEWIG und LEON, 2002). Diese Impulse flihrten fiir die
Weinrebe zu Initiativen wie dem EU-Projekt ,,Genres 081“ zur Erhaltung und
Dokumentation des Reservoirs genetischer Ressourcen (vgl. European Vitis-Database:
http://dainet.de/eccdb/vitis; Koordination unter Mitwirkung des Instituts fiir
Rebenziichtung Geilweilerhof).

Die Charakterisierung iiber molekulare Markerprofile ist fiir ein solches Vorhaben
substanziell, denn sie erlaubt iiber die Bestimmung von Heterozygotiegraden und
Allelfrequenzen, die Diversitit eines Genpools zu inventarisieren (vgl. CUISSET et al.,
1995; ARADHYA et al., 2002), Erhaltungssortimente zu rationalisieren und durch die
Kontrolle von Redundanz zu reprisentativen ,,Core Collections* zu verdichten. Der
Abgleich mit einer genetischen Karte gewihrleistet bei der Ermittlung der genetischen
Diversitit eine gleichméBige Beriicksichtigung aller Genombereiche.

Mittlerweile sind eine Reihe verbreiteter Unterlagssorten (WOLF et al., 2000),
Wildarten (SEFC et al., 1999; AGRAWAL et al., 2003) und viele Weinrebensorten (vgl.
DETTWEILER et al., 2000; RiAz et al. 2001) zusitzlich zu ihrer agronomischen Eignung

auch durch vergleichende Mikrosatellitenstudien charakterisiert.

2.5  Genetik der Weinrebe und ziichtungsrelevante Aspekte

Die Rebe ist diploid (2n=38), stark heterozygot und unterliegt gleichzeitig einer
ausgeprigten Tendenz zur Inzuchtdepression. Selbstung fiihrt im Verlauf von drei bis
fiinf Generationen zum Verlust der Fortpflanzungsfahigkeit und der Vitalitdt (EIBACH,

pers. Mitt.). Damit ist in der Rebenziichtung die wiederholte Riickkreuzung keine
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einfache Option. Im Weinbau kommt der Klonenselektion grofe Bedeutung zu.
Etablierte Kulturformen von Vitis werden vegetativ vermehrt, so sollte die
Anpassungsfahigkeit einer fiir den Anbau selektierten Sorte bzw. eines Klons
idealerweise verschiedenen umweltbedingten Wechselfdllen gerecht werden konnen,
denn Rekombination kommt jeweils nur bei der Kreuzung zur Erzeugung neuer Sorten

zum Tragen.

2.6  Sortenentwicklung am Beispiel von ‘Regent®

Zuchtprogramme sind im Fall der Weinrebe in zahlreichen Stufen angelegt und
erstrecken sich iiber ca. 30 Jahre', denn die Balancierung komplexer Merkmale (z.B.
Vereinbarung eines giinstigen Aromaspektrums mit Resistenzeigenschaften) ist
schwierig zu kontrollieren und erfordert lange Priifzeitrdume. Die Bewertung von
Eigenschaften und weinbaulicher Eignung entspricht dabei im Allgemeinen den
international anerkannten Standardkriterien und den Deskriptoren des Office
International de la Vigne et du Vin (OIV). Auch der Zeitraum zwischen der Beantragung
des Sortenschutzes und seiner Erteilung durch das Bundessortenamt kann sich iiber
mehrere Jahre erstrecken. In Tabelle 2-1 ist die Entwicklung der Rebsorte ‘Regent

dargestellt.

TABELLE 2-1 Entwicklung der Rebsorte ‘Regent’

1967: Kreuzung ‘Diana‘ x ‘Chambourcin’
1969: Auspflanzung im Sé@mlingsquartier
1972: Selektion des Einzelstockes
1973: Ubernahme in die Vorpriifung
1981: Ubernahme in die Zwischenpriifung
1985: Erstellung einer Versuchsanlage
1989: Anmeldung zum Sortenschutz und
zur Eintragung in die Sortenliste
1994: Erteilung des Sortenschutzes
1995: Eintragung in die Sortenliste
1996: Zulassung fiir Qualitdtsweinproduktion
Erteilung des européischen Sortenschutzes

Klassifizierung

1996: Rheinland-Pfalz
1997: Baden-Wiirttemberg
1998: Hessen

1999: Unterfranken

2000:
2003:

iibrige Anbaugebiete Bayerns und Sachsen-Anhalt
geschitzte Anbauflache 1200 ha

Abb. 2.1 ‘Regent‘, Stock des Demonstrationst
Sortiments auf dem Gelédnde des Instituts fiir
Rebenziichtung Geilweilerhof, Siebeldingen
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Die in ‘Regent’ vorhandenen Resistenzen stammen urspriinglich aus friih eingekreuzten
amerikanischen Wildarten. Der beriichtigte ,,Hybridton®, bei resistenten Neuziichtungen
der ersten Generation noch wahrnehmbar und als unerwiinschtes Erbe der
»~Amerikanerreben verurteilt, fithrte unberechtigterweise zu zogerlicher Akzeptanz
moderner resistenter Sorten (HAIDU, 2000), obwohl der Fehlton im Verlauf der Ziichtung
erfolgreich unterdriickt werden konnte. ‘Regent erfiillt alle zur Etablierung als
marktgangige Rebsorte notwendigen Kriterien und kann dariiber hinaus dem schon
geraume Zeit anhaltenden Trend zum farbintensiven Rotwein entsprechen (vgl.
RUCKRICH, 2000). Die Anbaufliche wichst dementsprechend schnell, und ‘Regent’
werden langfristig gute Chancen prognostiziert (ebd). Fiir die Sorte spricht in jedem Fall,
dass sie im Vergleich zu klassischen Rebsorten weitaus weniger bis gar keine
Pflanzenschutzapplikationen erfordert.

Trotz vieler im Verlauf der Sortenentwicklung gewonnenen Kenntnisse sind die

genetischen Grundlagen der Pilzresistenz von ‘Regent noch nicht aufgeklirt.

2.7 Vom molekularen Marker zum Ziellocus

Die Entwicklung molekularer Marker dient der Charakterisierung des Genoms, der
Aufklarung der genetischen Basis phédnotypischer Merkmale und letztlich der
Lokalisierung von Schliisselgenen. MAsOJC et al. (2002) unterscheiden vier Strategien
fiir die Identifizierung eines Markers (,,gene-tagging*), der eng gekoppelt mit einem

Zielgen von agronomischem Interesse vererbt wird:

1) Man macht sich sogenannte nah-isogene Linien (NILs) zunutze, die sich nur durch
die Allelvarianten des Zielgens einschlieBlich flankierender Bereiche unterscheiden.

2) Die zweite Strategie beruht auf Bulked Segregant Analysis (BSA) zur Identifikation
von Markern in Kopplung zu einem einzelnen Gen.

3) Eine dritte Moglichkeit fiithrt auf der Basis einer Kopplungskarte iiber die
Lokalisierung von Quantitative Trait Loci (QTL; PATERSON et al, 1988) zur
Identifikation molekularer Marker, die die betreffenden QTL charakterisieren, und
damit zur Anndherung an Zielgene.

4) Die vierte Strategie verwendet ausschlieBlich Sequenzdaten und computergestiitzte

vergleichende Datenbankanalysen (ab initio approach, THOMSON et al., 2000).

! Zuchtschema und Erlduterungen siche http:/www.bafz.de/siebeldingen
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Die Erzeugung nah-isogener Linien gemil (1) liber konventionelle Kreuzung kommt
aufgrund der Neigung der Rebe zu Inzuchtdepression nicht ohne weiteres in Frage.
Rebklone konnten diese Rolle jedoch einnehmen. Moglichkeit (1) setzt aulerdem jedoch
die Kenntnis des Zielgens voraus. Bulked Segregant-Analysen (2) werden auch an der
Rebe mit Erfolg betrieben (vgl. DONALD et al., 2002), zielen jedoch meist nicht auf
quantitativ variierende Eigenschaften, sondern auf die Lokalisierung eines ,,Monogens*.
Der Absicht vorliegender Arbeit entspricht Herangehensweise (3) am besten, da das
Interesse sich nicht auf monogen vererbte Eigenschaften, sondern auf die Identifikation
quantitativer Merkmalsloci und Gene an ihrer Basis richtet. Dabei soll die Einbeziehung

von Methoden aus (4) die Aussagekraft der Ergebnisse erhdhen.

2.8  Grundlagen der genetischen Kartierung

Die klassischen Lehrsdtze von Gregor Mendel (Uniformitétsregel, Spaltungsregel und
das Prinzip der freien Vererbung) einschlieBlich der Konzepte zu Dominanz und
Codominanz lassen sich in ihren Grundziigen auf die Vererbung molekularer Marker
anwenden (PATERSON et al., 1988), und so dienen die Segregationsverhiltnisse der
Mendel schen Erbginge als Abstraktionsmodell zur Analyse realer Populationen. Dass
die Weinrebe ein diplonter Organismus ist, ist von Vorteil fiir die Transparenz der

Segregationsanalyse.

2.8.1 Erweiterung der Mendelgenetik durch die Konzepte der Kopplung und
Rekombination

BATESON und PUNNETT (in SEYFFERT, 2004: S. 463) erlduterten bereits 1908, dass Gene

in Nachbarschaft zueinander nicht in jedem Fall gemeinsam (,,gekoppelt®) weitergegeben

werden, sondern mit einer berechenbaren Wahrscheinlichkeit voneinander getrennt

(,;rekombiniert) werden konnen. Die Quantifizierbarkeit von Rekombinations-

ereignissen stellt die Basis fiir Kartierungsstrategien dar.

2.8.2 Statistische Verfahren der Kopplungsanalyse und der genetischen
Kartierung

Mittels y2-Test wird das beobachtete Spaltungsverhéltnis beziiglich eines einzelnen

Markerlocus zunéchst stringent auf Mendel sche Segregation untersucht, also einer 1:1-

oder 3:1 Verteilungen eines heterozygoten = Markers/Merkmals in  der

Nachkommenschaft.
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AnschlieBende Rekombinationsanalysen werden allgemein entweder anhand von
Riickkreuzungen mit einem doppelt rezessiven Individuum bzw. einer F2 vorgenommen.
Erst muss der Nachweis gefiihrt werden, dass iiberhaupt Kopplung vorliegt, dann kann
sich die Berechnung der Rekombinationswahrscheinlichkeiten iiber biometrische
Schitzverfahren anschliefen. Wichtige Kenngréfle in diesem Zusammenhang ist die
Rekombinationsfrequenz r: Sie ergibt sich aus der Zahl der rekombinanten Genotypen
bezogen auf die Gesamtzahl an Genotypen in der Testpopulation.
Rekombinationsfrequenzen dienen als Ausdrucksmittel zur Darstellung genetischer
Distanzen. Gene einer Kopplungsgruppe konnen auf dieser Basis in eine relative Lage
zueinander gebracht werden. Eine Rekombinationsfrequenz von 0% bezeichnet absolute
Kopplung, 50 % bedeutet gemal des Schemas formal die unabhéngige Verteilung, kann
aber in der Realitdt auch eine dementsprechend weite Distanz auf dem Chromosom
bedeuten. Nach dem anerkannten System von Morgan bezeichnet die Malleinheit 1 cM
[,,Centimorgan*] die genetische Distanz zwischen zwei Loci, die in 1% der untersuchten

Fallbeispiele aus der Nachkommenschaft rekombinieren (MORGAN, 1915).

2.8.3 Zweipunktanalyse und Mehrpunktanalyse

Entsprechend ihrer linearen Anordnung auf dem Chromosom sollten sich die Abstdnde
von Genen gemif3 Morgan additiv verhalten. Morgan postulierte: Je weiter zwei Genorte
auseinander liegen, desto groBler ist die Wahrscheinlichkeit fiir ein Crossing Over auf
dem dazwischenliegenden Chromosomenabschnitt. Darum ist es moglich, anhand von
Rekombinationsfrequenzen zwischen Genen ihren relativen Abstand zueinander
anzugeben. Bei bekannter linearer Abfolge dreier Loci (X—Y—-Z) lésst sich anhand der
Rekombinationsfrequenzen X-Y und Y-Z der Abstand X—Z vorhersagen.

Ist die Abfolge nicht bekannt, so muss man die drei Rekombinationsfrequenzen
zueinander in Beziehung setzen, um den in der Mitte liegenden Locus zu identifizieren.
Dies leistet die Zweipunktanalyse, wihrend die Dreipunktanalyse die Verrechnung um
die Moglichkeit der Erfassung mehrerer Crossing Over-Effekte erweitert und prézisiert.
Als Mal} dafiir wird der Koinzidenzkoeffizient C als Quotient aus tatsdchlichem und

erwartetem Crossing Over verwendet:

C=r1,2/r1 %) (1)
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2.8.4 Kartierungsfunktionen
Das Auftreten mehrerer Crossing Over flihrt dazu, dass durch die beschriebenen
kombinatorischen Methoden ermittelte Genabstinde gegeniiber der Realitit etwas zu
gering ausfallen.? Positionseffekte verkomplizieren die Vorhersage von Rekombinations-
ereignissen zusitzlich: Behindern oder begiinstigen sich benachbarte Crossing Over-
Moglichkeiten gegenseitig, so spricht man von positiver beziehungsweise negativer
Interferenz.

Bemiihungen, die tatsdchlichen Verhéltnisse moglichst genau wiederzugeben, haben zu
der Entwicklung von pragmatischen Schétzverfahren gefiihrt, von denen die Haldane-

und die Kosambi-Methode (vgl. Abb. 2.2) im folgenden erldutert werden.

Haldane legte die Poissonverteilung (2) bei seiner Modellierung zugrunde und beschreibt
die beiden Grenzfille (Interferenz = 1 und Interferenz = 0), zwischen denen sich die

Mehrzahl der experimentellen Daten einordnen lésst:

Py = (A e™) /x! 2)

Dabei symbolisiert P die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von x = 0,1,2,3...
Ereignissen in einer Grundgesamtheit, deren Mittelwert A gegeben ist mit x = Anzahl der
tatsdchlichen Ereignisse, A = mittlere Zahl der Ereignisse und e = Basis der natiirlichen
Logarithmen. Ein einzelnes Crossing Over fithrt zu 50% Rekombination; fiir die
Bestimmung der ,,Map distance d*“ nach Haldane bedeutet dies A = 2d, so dass fiir das
Verhiltnis zwischen beobachteter Rekombinationsfrequenz und wahrscheinlicher Map
Distance d (3) gilt:
R=(112)1-¢%) «> 2r=(1-¢)

woraus sich d ergibt als d=(1/2) {-log. (1 —2r)} 3)

Die Kosambifunktion interpoliert zwischen diesen beiden Grenzfunktionen iiber den
Tangens hyperbolicus tanh unter der Annahme, dass der Koinzidenzkoeffizient C (1)
proportional zu der Rekombinationsfrequenz r ist und erreicht so eine Anndherung an die
Wirklichkeit:

r=(1/2) tanh2d (4)

2 Der zwischen zwei AuBenmarkern direkt gemessene Abstand bleibt um das zweifache des Doppel-
Crossing Overs hinter der Summe der Teilabstdnde zuriick.” (SEYFFERT, 1998: S. 469)
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woraus sich durch Umformung ergibt:

d=(1/4) { In (1+1) / (1 = 21)} (5)

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Kartierungsergebnisse wurden anhand der
Kosambifunktion (vgl. Abb. 2.2; KoSAMBI und RAGHAVACHARI, 1952) mit
anschlieBender Zweipunkt- und Mehrpunktanalyse erzielt.

Haldane

Kosambi

Haldane

genetische Distanz d [cM]

T T T T
0,0 a,1 0,2 0.2 0.4

Rekombinationsfrequenz r

Abb. 2.2 Kartierungsfunktionen nach Haldane und Kosambi. Auf der Abszisse ist die beobachtete
Rekombinationsfrequenz, auf der Ordinate der wahrscheinliche Abstand in ¢cM aufgetragen. Dargestellt
sind beide Grenzfille nach Haldane fiir Interferenz I = 1 (rot) und Interferenz I = 0 (schwarz) sowie
dazwischen die Schiatzung nach Kosambi (blau). Darstellung in Anlehnung an SEYFFERT, 2003: S. 471.

2.8.5 Die Double-Pseudotestcross-Methode — ein strategisches Modell

Die Weinrebe ist als typisches Objekt der Klonenziichtung im Hinblick auf genetische
Studien nicht unproblematisch. So sind parentale Inzuchtlinien aufgrund der starken
Neigung zur Inzuchtdepression nahezu unmdglich herzustellen, auch wiederholte
Riickkreuzung kann schwierig werden. Eine pragmatische Losung, Markerinformation
der Weinrebe der statistischen Analyse zugédnglich zu machen, bietet die Double-
Pseudotestcross-Strategie (GRATTAPAGLIA und SEDEROFF, 1994; WEEDEN et al., 1998),
die auf der Annahme eines hohen Heterozygotiegrades der Rebe basiert. Spalten
molekulare Marker im Verhiltnis 3:1, so werden die Kreuzungsnachkommen als F2
betrachtet; alternativ dazu wird modellhaft der Fall einer Riickkreuzung (,,Pseudo-
testcross®) zugrunde gelegt, um 1:1 spaltende Marker zu untersuchen. Dieser
methodische Ansatz kann bei der computergestiitzten Kartierung molekularer Marker

angewandt werden.
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2.8.6 Erleichterte Anwendung biometrischer Schiitzverfahren durch Software fiir
die Kartierung

Zur Umsetzung der geschilderten Kartierungsmethoden existiert heute eine Auswahl von

Kartierungssoftware wie MAPMAKER/EXP3.0 (LANDER et al, 1987) oder

JoinMap®3.0 (VAN OOLEN und VOORRIPS, 2001). Beide Programme wurden im Rahmen

der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um die Segregation tabellarisch erfasster molekulare

Marker einer Kreuzungspopulation und beider Kreuzungseltern zu untersuchen.

2.9 Bedeutung molekularer Markerkarten

Molekulare Markerkarten sind eine wichtige Grundlage fiir Genomanalysen und die
praktische Nutzung genetischer Information. Basierend auf der Analyse einer
Kreuzungspopulation setzt sie den Rahmen fiir die Lokalisierung von Genen und
sequenzcharakterisierten Regionen in Einzelpflanzen und bietet vergleichenden Studien
eine substanzielle Basis.

Die Korrelation mit Markerinformation ist fiir die Analyse und ,,Handhabbarkeit®
polygen bedingter Eigenschaften essentiell, denn solche quantitativ variierenden
Merkmale erschweren bei der Rebe wie bei anderen Kulturpflanzen die
Kontrollierbarkeit von langfristig angelegten Ziichtungsprogrammen (DALBO et al,

1999).

2.10 Molekulare Markerentwicklung fiir die Kartierung der Weinrebe
Vergleichsweise geringer Kosten- und Zeitaufwand, der geringe Bedarf an DNA und das
Hochdurchsatzpotential der Analysemethode machen PCR-Marker zur Methode der
Wabhl, wenn es darum geht, das ,,Riickgrat® einer genetischen Karte zu erarbeiten. PCR-
Marker gehorchen den Mendel schen Regeln der Vererbung einfacher Merkmale.

“Random‘-Multi-Locus-Analysen wie die AFLP-Methode (ZABEAU und Vos, 1992;
Vos et al, 1995) bieten aufgrund der hohen Markerfragmentausbeute Vorteile, wahrend
die Kartierung polymorpher codierender DNA-Abschnitte (z.B. Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence- bzw. CAPS-Marker; KONIECZNY und AUSUBEL, 1993) zur
funktionellen Interpretation bestimmter Genomabschnitte beitragen kann. Aus anonymen
Markertypen wie AFLP werden i.d.R. zur Validierung, fiir vergleichende Studien und fiir
Screenings sequenzcharakterisierte SCAR-Marker abgeleitet (SCAR - Sequence
Characterized Amplified Region; NAQVI und CHATTOO, 1996).

12
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Die Zuordnung von Genen zu Chromosomen und damit der intervarietale Vergleich ist
letztlich erst dann sinnvoll, wenn Kopplungsgruppen reproduzierbar wiederzuerkennen
sind. Chromosomen lassen sich zu diesem Zweck mittels sogenannter Ankerloci
definieren, denen somit bei der Kartierung eine Schliisselstellung zukommt. Auf der
Grundlage, dass ein Ankerlocus genomweit nur an einem Genort vorkommen darf,
konnen homologe Chromosomenpaare einander dann anhand der Anker-Allele
gegeniibergestellt und getrennt erstellte genetische Karten abgeglichen oder
,harmonisiert” werden. Die codominant auswertbaren Mikrosatelliten eignen sich nach
einer Studie von GRANDO et al. (2003) besonders gut hierzu, zumal Mikrosatellitenloci
innerhalb der Gattung Vitis als konserviert ausgewiesen sind (D1 GASPERO et al., 2000).
Sie erlauben damit die Etablierung einer allgemeinen Nomenklatur der Chromosomen

der Weinrebe (vgl. RiAz et al., 2004).

Es lédsst sich festhalten, dass AFLP- und Mikrosatellitenmarker sich beziiglich ihres
Beitrags zu einer dichten und aussagefihigen genetischen Karte gegenseitig ergénzen.
Deshalb lag der methodische Schwerpunkt im Rahmen dieser Arbeit auf der Integrierung
dieser beiden Markertypen bei der Kopplungsanalyse der Population ‘Regent’ x

‘Lemberger’.

2.10.1 Genotypisierung anhand von Mikrosatellitenmarkern

Mikrosatelliten oder SSRs (Simple Sequence Repeats; BECKMANN und SOLLER, 1990;
pflanzliche SSRs: AKKAYA et al., 1992; WU et al., 1993) sind repetitive DNA-Sequenzen
eines Typs, der im Tier- und Pflanzenreich gleichermallen verbreitet ist. Mikrosatelliten
neigen zur Bildung von Fragmentlingenpolymorphismen. Erkliarbar ist das
Zustandekommen der Hypervariabilitidt durch ,,replication slippage* bei der mitotischen
Vermehrung von Soma- und Keimzellen (SEYFFERT, 2003: S. 1043). Dabei betriftt ein
Mutationsereignis meist eine einzelnes Repeat-Einheit, die neu hinzukommt oder
verloren geht. Das Grundmuster von SSRs besteht aus einem bis wenigen Nukleotiden.
Je nachdem, ob dieses Elementarsegment iiber den repetitiven Bereich hinweg exakt
beibehalten wird oder Variationen aufweist, spricht man von ,complete” oder
Lincomplete  pattern® (THOMAS et al., 2000). Die Darstellung dieser leicht zu
analysierenden diskreten Langenunterschiede macht Mikrosatelliten zum wertvollen

Werkzeug fiir genetische Grundlagenstudien, denn sie bieten auch die Mdglichkeit,
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phylogenetische Entwicklungsprozesse nachzuzeichnen und Verwandtschaftsanalysen
durchzufiihren.

Viele taxonomische Untersuchungen an Kulturpflanzen werden gegenwirtig durch
SSR-markerbasierte Untersuchungen ergénzt, um eine Vorstellung iiber die genetische
Diversitdt der Varianten innerhalb einer Gattung oder Art zu gewinnen (z.B. umfassend
beschrieben fiir Citrus in einem Ubersichtsartikel von MOORE, 2001).

Ein Beispiel fiir die Weinrebe ist der Nachweis die Korrektur der Abstammung von
‘Miiller-Thurgau‘, bei dem es sich, riickschlieBend von SSR-Studien, um einen
Nachkommen von (‘Riesling‘ x ‘Silvaner‘) x ‘Madeleine Royale handelt (,,true-to-type
descent™; DETTWEILER et al., 2000). Auch Klone der Weinrebe sind durch SSR-
Polymorphismen zu differenzieren (VIGNANI et al., 1996). Die Uberpriifung der
Authentizitdt von Pflanzgut ist im Fall von ‘Pinot noir‘ und ‘Chardonnay‘ bereits heute
durch einen Schnelltest auf PCR-Basis zu einem frilhen Stadium der
Sdmlingsentwicklung moglich (RiAz et al., 2001).

Fir die Kartierung sind Mikrosatellitenmarker effektiv einzusetzen, weil sie
codominant ausgewertet werden konnen und, wie es bislang scheint, meist nach dem
Zufallsprinzip iiber das Genom verstreut vorkommt (AKKAYA et al, 1992). Bei bisher
untersuchten Pflanzen ist etwa alle 200-500 kb mit einem Mikrosatellitenblock zu
rechnen, dies entspricht z.B. bei Oryza sativa einer durchschnittlichen Dichte von ca. 6
cM (WU et al., 1993). Besonders niitzlich ist auch die Identifizierung von ,,SSR-Inseln*
in der Nidhe ansonsten polymorphismusarmer (konservierter oder regulatorischer)

Bereiche (ebd.).

2.10.2 Notwendige Vorarbeiten zu einer Mikrosatelliten-Analyse

Vor der SSR-Charakterisierung miissen Mikrosatellitenloci im Genom des
Zielorganismus iiber angereicherte Banken, positive Selektionierung und Sequenzierung
zundchst lokalisiert werden, bevor man dann flankierende Primer ableitet und testet
(OSTRANDER et al., 1992; WU et al., 1993). In der Regel fallen methodisch bedingt viele
»leere Klone* an; bei den zunédchst positiven Klonen hat man noch dazu mit Redundanz
von SSR-Inserts zu rechnen (iiber 50%; P. ISAAK, pers. Mitt.). Die
Mikrosatellitenentwicklung fiir die Weinrebe wurde in Kooperation von zwanzig
Forschungsgruppen des Vitis Microsatellite Consortium (VMC) aus zehn Lindern
(koordiniert von AgroGene, S.A., Moissy Cramayel, Frankreich) geleistet.
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2.10.3 Genotypisierung durch AFLP-Analyse

Molekulare Marker des Typs AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms;
ZABEAU und VoS, 1992) sind sehr gut reproduzierbar’ und verbinden die Verlasslichkeit
der RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; MONCKTON und JEFFREYS,
1993) mit der bequemen Handhabung von PCR-Markern. Zwei universelle
Ausgangsschritte, eine kombinierte Doppel-Restriktion-Adaptorligation und eine
Praamplifikation, stellen einen Pool polymorpher Fragmente zur Verfiigung. Durch den
Einsatz verschiedener Sets selektiver Primer werden Subpopulationen von Fragmenten
erzeugt, die in Elektropherogrammen gute Auflésung bei hoher Ausbeute erzielen.
Sukzessive ist die Generierung und Registrierung einer grofen Zahl von
Polymorphismen durch Variation der selektiven Primer moglich.

Die geringe Menge von 100 - 500 ng Ausgangs-DNA, also weniger als 1/10 der fiir
eine einzige RFLP ndtigen Menge, geniigt fiir ca. 50 selektive Multilocusreaktionen, die
in Abschitzung jeweils zwischen 5 und 50 Polymorphismen erkennen lassen. Rein
rechnerisch wire die AFLP damit um vier GroBenordnungen effizienter. Diese
Produktivitdt garantiert zusammen mit der Nutzung von hochdurchsatzfahigen Geréten
wie 96-Well-Thermocyclerblocks, automatischer Kapillargelelektrophorese und
computer-gestiitzter Auswertung eine effiziente Polymorphismendarstellung. Ahnlich
wie bei RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA; WILLIAMS et al., 1989;
1993) ist die AFLP-Markererzeugung von der Statistik mitbestimmt, was die Methode
unvoreingenommen macht und die Wahrscheinlichkeit einer gleichméBigen

Charakterisierung des Genoms erhoht.

2.10.4 Von der Markerkarte zur Analyse von QTL

Im Kontext einer gleichméBig dicht mit molekularen Markern besetzten genetische Karte
guter Sattigung (d.h. mit ein bis wenigen cM als durchschnittlichem Abstand) ldsst sich
iiber statistische Bewertung quantitativer Merkmalsloci (QTL) der Zusammenhang
erblicher Eigenschaften mit bestimmten Genomabschnitten aufdecken. Die Prinzipien
und Voraussetzungen der QTL-Kartierung werden in den folgenden Abschnitten

erlautert.

? In einer EU-weiten, laboriibergreifenden Studie zur methodenunabhéngigen Reproduzierbarkeit von
AFLPs ergab sich ein Wert von iiber 98% Konsistenz (JONES et al., 1997).
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2.11 Quantitative Genetik

Die Grundlagen auf dem Gebiet der theoretischen quantitativen Genetik sind in den
vierziger Jahren von MATHER erarbeitet worden (MATHER, 1941). Zwischenzeitlich
haben die theoretischen Verfahren fiir die biometrische Abschédtzung quantitativer
Vererbung einen hohen Grad an Komplexitit erreicht (vgl. LEIBENGUTH, 1982).
Vereinfacht wird der Weg zur Identifizierung von quantitativen Merkmalsloci
(Quantitative Trait Loci, QTL), sofern eine mit molekularen Markern besetzte genetische
Karte des Untersuchungsobjektes vorliegt, die zu phianotypischen Daten in Korrelation
gesetzt werden kann (PATERSON et al., 1988). Einige Forschungsansitze verfolgen das
Ziel, die Grenzen der QTL-Analyse zu analysieren, denn ihre Aussagekraft kann durch
schwer prognostizierbare, komplexe Wechselwirkungen, epigenetische Effekte,
Pleiotropie etc. beeintrachtigt sein (LEFEBVRE und PALLOIX, 1996), besonders, wenn es,
wie in Ziichtungsprogrammen, um die Ubertragbarkeit und Erhaltung der Ausprigung
eines Merkmals geht.

CABALLERO und KNIGHTLEY (1994) weisen darauf hin, dass es in Freilandpopulationen
gerade die pleiotropen Effekte sind, die flir die Aufrechterhaltung eines QTL unter
wechselnden Bedingungen verantwortlich sind, widhrend BEAVIS (1994) warnt, dass
schwache Effekte oft nicht ihrer Bedeutung entsprechend erkannt werden. Trotz dieser
Einschriankungen erachten MITCHELL-OLDS und PEDERSEN (2001) die QTL-Kartierung

als insgesamt effektivste Methode zur Untersuchung quantitativer Eigenschaften.

2.11.1 Untersuchungsmodelle quantitativ variierender Merkmale

Fir eine Reihe wichtiger Kulturpflanzen, so auch fiir die Weinrebe, war der
Kenntnisstand iiber die Vererbung quantitativer Merkmale zu Beginn der vorliegenden
Arbeit noch begrenzt. Gerade agronomisch interessante Eigenschaften wie Qualitit,
Ertrag etc. sind meist von komplexer genetischer Organisation, was ihre Untersuchung
und ziichterische Kontrolle erschwert, denn bei kontinuierlich variierenden Merkmalen
ist es nicht ohne weiteres mdglich, einen klaren Zusammenhang zu der Wirkung
einzelner Allelpaare zu erkennen. Phénotypisch in Erscheinung tritt die Totalvariation
zwischen den Dbetrachteten Individuen als Zusammenspiel genetischer und
umweltbedingter Komponenten. Gene, die sich konzertiert auf ein quantitatives Merkmal
auswirken, konnen sich dementsprechend komplementér, modifizierend oder additiv

verhalten (vgl. LEIBENGUTH, 1982: S. 91). In Abhéngigkeit vom jeweiligen
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physiologischen Zustand der Pflanze und umweltbeeinflusstem Feedback ist eine
Variation der Zusammenwirkung {iber Regulationsprozesse moglich.

Angesichts der komplizierten Sachlage bemiiht sich die Forschung parallel zu
empirischen Ziichtungsmethoden um mathematische Schétzverfahren. Die Beschreibung
der komplexen Vererbung polygen bedingter Eigenschaften {iber statistische Methoden
verlduft in Ndherung liber polynomische Gleichungen. Liegt keine Dominanz vor, ist
eine symmetrische Binomialverteilung mit diskreten Haufigkeitswerten zu erwarten”. Mit
wachsender Anzahl beteiligter Genpaare ndhert sich die Darstellung der diskreten
Merkmalsauspragungen in der Population der ,,Glockenkurve® einer Normalverteilung
an, damit werden die Varianz und das arithmetische Mittel zu charakteristischen
SchitzgroBen (vgl. LORENZ, 1988). Der Modellfall polygener Merkmalsausprigung
impliziert in der Regel, dass jedes der kumulativ wirkenden Allele unabhingig von seiner
Zugehorigkeit zum betrachteten Locus zu genau gleichen Teilen zum Erscheinungsbild
des resultierenden Phénotyps beitrdgt. Darauf bauen die meisten Kartierungsalgorithmen
auf, wenngleich der Zusammenhang nach WEBER (2002) in der Realitdt eher
multiplikativer statt additiver Art ist. Die biometrischen Verfahren basieren demgemal
auf einer Idealisierung der tatsdchlichen Natur polygener Merkmalsauspragung. Trotz der
damit verbundenen Skepsis, besonders im Fall vergleichsweise kleiner Testpopulationen,
kann die empirische Herangehensweise liber molekulare Marker mit anschlieBender

QTL-Analyse entscheidende Fortschritte bringen (MELCHINGER und UTz, 2002).

2.11.2 Eigenschaften, die durch Quantitative Trait Loci (QTL) zu beschreiben sind

Typische quantitative Merkmale agronomisch interessanter Kultivare beeinflussen den
Ertrag, den Wuchs oder den Gehalt an bestimmten Inhaltsstoffen (ALLARD, 1960;
PATERSON et al., 1988; WONG et al., 2004). Auch Toleranz- und Resistenzeigenschaften
gegen abiotische und biotische Faktoren eignen sich fiir die QTL-Analyse. Solche
Merkmalsgruppen zeigen bei der Weinrebe wie bei vielen anderen Kulturarten (z.B. Zea

mays, Solanum) kontinuierliche Variation in der Auspragung.

Die Untersuchung der natiirlichen Resistenz der Rebe gegen phytopathogene Pilze mit
den Methoden der QTL-Analyse und —kartierung ist Gegenstand der vorliegenden
Arbeit. Daneben wurden auch Eigenschaften wie das Einsetzen der Reife und

morphologische Kriterien (Habitus, Traubenarchitektur etc.) untersucht.

* Auch multiplikative statt additiver Genwirkung verursacht Asymmetrie der Verteilung.
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2.11.3 Abschiitzung der Heritabilit:it

Die tatsdchliche Ausprigung von Merkmalen, die durch die genetische Veranlagung
ithren Moglichkeitsrahmen erhélt, kann mehr oder weniger den Einfliissen von
Umweltfaktoren oder internen biochemischen Effekten unterliegen. Fiir den Erfolg einer
QTL-Analyse sind besonders solche Merkmale interessant, die gute Heritabilitdt zeigen,
also stark vom Genotyp und wenig von Umweltfaktoren (Klima, Standort u.s.w.)
bestimmt werden. Dies lésst sich priifen, indem vegetativ vermehrte, genetisch identische
Pflanzen (bei der Weinrebe der Regelfall) in verschiedenen Umgebungen aufgezogen
werden.

Der genetische Anteil der phdnotypischen Variation wird als ,,Heritabilitit im weiteren
Sinne”“ bezeichnet. Er kann durch QTL-Analyse abgeschitzt werden. Fiir
Zichtungsvorhaben ist die ,Heritabilitit im engeren Sinne“ als ,,durch Selektion
fixierbarer Anteil der erblichen Variation* ausschlaggebend (vgl. SEYFFERT, 2003: S. 451
u. 454). Im Stammbaum der Rebsorte ‘Regent’ wurde im Vorfeld dieser Arbeit beziiglich

der Pilzresistenz eine gute Heritabilitdt beobachtet (EIBACH et al., 1989).

2.11.4 Intervallkartierung von QTL und Maximum Likelihood-Methode

Anhand einer Intervallkartierung der QTL (LANDER und BOTSTEIN, 1989; YOUNG, 1996)
auf der Basis einer dichten molekularen Markerkarte mit Hilfe der Maximum
Likelihood-Distanz zwischen zwei Loci und der urspriinglich aus der Humangenetik®
stammenden Signifikanzeinstufung tiber LOD-Scores (Logarithm of the Odds; MORTON,
1955: der Quotient aus der Wahrscheinlichkeit, dass der beobachtete Effekt von einem
mit dem Marker gekoppelten QTL herriihrt und der Wahrscheinlichkeit, dass fiir diesen
Marker keine Kopplung vorliegt) konnen Zusammenhidnge zwischen Felddaten und
chromosomalen Regionen analysiert werden. Géngige Darstellungsweisen bzw.
Programmoptionen von Kartierungssoftware bilden einen QTL als Korrelation zwischen
einem Merkmal und einer Serie gemeinsam mit ihm vererbter Marker in Form einer
Kurve ,,entlang®™ einer kartierten Kopplungsgruppe ab, wobei der Centimorganabstand
zweier Marker auf dem Chromosom gegen die in diesem Intervall erzielten LOD-Scores
aufgetragen ist. Diese Art der Darstellung wurde auch im Rahmen der vorliegenden

Arbeit gewihlt.

> (HUNTLEY et al. (1966): Heritability of intelligence. In: MEADE, J.E., PARKERS, A. S. (eds.) Genetic and
environmental factors in human ability: 201-218, Oliver and Boyd, Edinburgh)
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2.12 Markergestiitzte Ziichtung — theoretische Kriterien und praktische Umsetzung
Die groBiten Hoffnungen, die sich mit der Genomkartierung und mit molekularen
Markern insgesamt verbinden, richten sich auf ihren spéteren Einsatz fiir eine effizientere
Auswahl von Pflanzenmaterial fiir ziichterische Zwecke (MELCHINGER und UTz, 2002).
Die Grundidee dabei ist, dass molekulare Marker als Merkmale oder Mendel sche
Faktoren betrachtet werden. Als Selektionskriterium fiir die Ziichtung kann - parallel zur
Bonitur duBerlich sichtbarer Eigenschaften des pflanzlichen Phinotyps - der sogenannte
Markerindexwert aus einer Genotypisierung dienen (LANDE und THOMPSON, 1990).

Die vorliegende Arbeit soll zur Nutzung markergestiitzter Selektionsverfahren fiir die

Weinrebe, speziell im Hinblick auf Resistenzziichtung, einen Beitrag leisten.

2.12.1 Phinotypische Selektion (PS) und Markergestiitzte Selektion (MAS)

Pflanzen sind von Beginn ihrer Existenz an - angefangen bei Keimfahigkeit und frither
Entwicklung - unterschiedlichen Arten von natiirlichem Selektionsdruck ausgesetzt,
hinzu kommt die Auswahl durch den Ziichter nach den Methoden der PS. Ein Ziichter
kann - ohne biotechnologische Analysemethoden - jedoch nur nach Kriterien bewerten,
die unter praktischen Gesichtspunkten auch beurteilbar sind, d.h. existierende
Unterschiede miissen sich auch phinotypisch im Bereich des ,,Sichtbaren® bzw.
,Messbaren® manifestieren. Wertvolle Eigenschaften, die sich herkommlichen
Boniturverfahren der PS entziehen und damit fiir den gezielten Erhalt verloren sind,
konnen durch molekulare Marker und den Ansatz der MAS (,,Marker Assisted Selection®)
moglicherweise erfasst werden. Beispiele sind gilinstige genetische Konstellationen, die
aber ,,still” bleiben, die unter epigenetischer Kontrolle stehen oder die erst in spéten
Entwicklungsstadien exprimiert werden (z.B. Maskierung eines rezessiven Gens durch
ein dominantes, Silencing, Reprimierung etc.). Theoretisch kann auch eine phénotypisch
unattraktive Pflanze Trédger interessanter Eigenschaften sein. Des weiteren ist die MAS
der PS iiberlegen, wenn sie eine hohere Selektionsintensitit erlaubt als die PS (DUDLEY,
1993).

Die Entwicklung eines Sets molekularer Marker aus der Umgebung ziichterisch
interessanter Genombereiche fiir die MAS soll helfen, die Auswahl von Zuchteltern und
fortzufithrenden Linien effizienter zu gestalten. Auf diese Weise wird fiir den Ziichter die
Palette der Boniturkriterien durch gen- oder merkmalsgekoppelte molekulare Marker
bereichert. Ein entscheidender Vorteil ist auch, dass die Bewertung anhand von

Markerinformation sich vom Entwicklungsstadium der Pflanze abkoppeln Iésst.
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Prognosen - beispielsweise iiber die Traube (Dichte, Einheitlichkeit, Beerenhautfarbe
und Einsetzen der Reife) oder liber Resistenz — wéren lange vor der Manifestation der
Eigenschaften iiber ein bewidhrtes Markerset moglich, im Fall der Weinrebe schon zirka
drei Jahre vor dem ersten Blithen des Stocks.

Aus ziichterischer Sicht ideal wire ein Szenario, in dem das genetische Potential
beziiglich verschiedener Zuchtziele bereits Jahre vor ihrer Ausprdgung iiber einen
schnellen genetischen Fingerabdruck prognostizierbar wiare. Um Markerinformation fiir
diese Art der Nutzung brauchbar zu machen und das Vertrauen der Praktiker zu
gewinnen, ist viel Vorarbeit nétig. Dann aber kann die Methode Versuchsfliache, Zeit und

Arbeit sparen. Dass sich der Aufwand lohnt, belegen bisher erzielte MAS-Erfolge.

2.12.2 Nutzung der MAS zur Erzeugung erwiinschter Genotypen (,,Genotype
Construction“ oder ,,Gene Stacking*)

Das Konzept der Genotype construction umfasst z.B. die Introgression, die

markergestiitzte Riickkreuzung und das sogenannte ,,Pyramidisieren”. Beim

Pyramidisieren =~ werden  mehrere  erwiinschte  Eigenschaften  verschiedener

Kreuzungspartner im Verlauf mehrere Ziichtungsschritte bzw. Generationen kombiniert

und erhalten.

2.12.2.1 Genotype Construction auf Monogen-Ebene

Bsp.1: Pyramidisieren von Resistenzgenen

Ein Beispiel fiir erfolgreiche MAS ist das Pyramidisieren von Resistenzgenen beim Reis
(MELCHINGER, 1990; SANCHEzZ et al., 2000). In vier Kreuzungsschritten wurden
insgesamt drei Resistenzgene in eine Elitelinie iibertragen und lagen schlieBlich im
Genom resultierender Pflanzen vereint vor. Die Pflanzen der beteiligten Generationen
wurden jeweils iiber MAS anhand eng gekoppelter Mikrosatellitenmarker auf das
Vorhandensein der drei Zielregionen getestet. Die Vorhersage des Phinotyps von 50
gepriiften Pflanzen wies letzten Endes eine Treffsicherheit von iiber 86% fiir jeden der
drei Loci auf. Linien, bei denen alle drei Resistenzgene pyramidisiert vorlagen,

erreichten auBBerdem schlieBlich ein hoheres Resistenzniveau (Transgressionseffekt6) als

6 Ubertreffen die Nachkommen einer Kreuzung die Eltern beziiglich einer gleichsinnig- additiv bestimmten
Leistungseigenschaft oder ergibt sich durch Rekombination und Uberwindung epistatischer Effekte ein
hoherer Leistungsstandard als vollig neues Merkmal, so spricht man von Transgression. Die
Transgressionsziichtung hat zum Ziel, moglichst viele Gene, die ein quantitatives Merkmal in
gleichsinniger Weise beeinflussen, zu pyramidisieren. In der Vergangenheit erreichte man dies hdufig nur
durch sehr viele Kreuzungen ,,auf Verdacht* (vgl. LEIBENGUTH, 1982: S. 111).
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es aufgrund der summarischen Wirkung der Einzelgene zu erwarten gewesen wére

(SANCHEZ et al., 2000).

Bsp. 2: Monitoring der Introgression eines Resistenzlocus der Rebe als Perspektive

Fiir die Rebe wire in Zukunft die markerkontrollierte Introgression des von DONALD et
al. (2002) identifizierten Runl-Resistenzlocus eine Anwendungsmdglichkeit der
Genotype Construction: Drei Marker, die iber RFLP aus Resistenzgenanaloga (RGAs)
entwickelt wurden, erwiesen sich im Rahmen einer Bulked Segregant Analyse als eng

mit dem Runl-Resistenzlocus aus Muscadinia Rotundifolia gekoppelt.

2.12.2.2 Genotype Construction auf QTL-Ebene und MAS-kontrollierte
Weitergabe von QTL

Auch das Pyramidisieren von QTL-Regionen und ihre Kontrolle iiber MAS ist denkbar.
Dieser Idee liegt die Hypothese zugrunde, dass konservierte QTL-enthaltende
Genomarrangements moglicherweise Funktionseinheiten darstellen (in dem Sinne, dass
mehrere Gene kumulativ an der Ausprigung eines Merkmals beteiligt sind; vgl.
SEYFFERT, 2003: S.441) und es zur Anndherung an ein Zuchtziel jeweils optimale
Allelkombinationen gibt, die durch Strategien wie das ,,Recycling Breeding® vereint
werden sollen (MELCHINGER, 2002). Sind Genomregionen, die fiir die Auspriagung
erwiinschter Leistungseigenschaften eine Rolle spielen, durch molekulare Marker und
iiber QTL ausreichend charakterisiert, so kann die Selektion erhaltenswerter’ Linien aus
der Vielzahl der Samlingsnachkommenschaft einer Kreuzung basierend auf PCR-
Methodik gezielt durchgefiihrt werden, denn Rekombinationsereignisse oder Erhaltung
chromosomaler Abschnitte der Kreuzungseltern in Pflanzen der Nachkommenschaft
lassen sich in Nédherung iiber korrelierende molekulare Marker abbilden (CHIN et al.,
2001). Gelingt es, intakte merkmalsrelevante Chromosomenabschnitte eines Donorelters
im Genom eines Nachkommen nachzuweisen, so erhoht sich die Wahrscheinlichkeit
erfolgreicher Merkmalsvererbung in Abhédngigkeit von der Markerdichte der Region und
der Rolle, die dieser Bereich anteilig fiir den Phénotyp spielt. Dies ist auch die Basis fiir
markergestiitzte Riickkreuzung (vgl. FRISCH und MELCHINGER 2001). Alternativ zur
konservierten Weitergabe konnen aber auch gerade neue Konstellationen, die wiederum
iiber Marker charakterisierbar sind, im Genom der Nachkommenschaft zur Annéherung

an ein bestimmtes Zuchtziel fihren.

7 Erhaltenswert im Sinne der beschriebenen Hypothese der QTL-Region als vererbbarer Funktionseinheit.
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Die Verfahren der konventionellen Ziichtung zur Erzeugung bestimmter Genotyp-
Kombinationen sind in der Regel aufwendig und erstrecken sich, wie bei der
Introgression, iiber viele Generationen ausgelesenen und weitergekreuzten
Zuchtmaterials. Erfolge manifestieren sich eher allmdhlich (MELCHINGER, 2002).
Folgende Uberlegung verdeutlicht die Chancen der MAS: Angenommen, eine seltene
genetische Konstellation, die gezielt erst durch viele Einzelschritte erreichbar gewesen
wire und im frithen Entwicklungsstadium der Pflanze (z.B. Sdmling) phénotypisch nicht
offensichtlich ist, tritt zufallsbedingt bereits in der ersten Folgegeneration auf, so
ermoglicht ein Markerscreening das Auffinden solcher Rekombinanten unter der

Voraussetzung ausreichender Markerdichte.

2.12.3 Begleitende Forschung

Quantitativ ausgeprigte Merkmale stehen in komplexer Wechselwirkung mit inneren und
duBeren Parametern. Die Interpretation von QTL-Ergebnissen bedarf deshalb eines
Interpretationsrahmens mit Bezug zu Stoffwechselprozessen, biotischen und abiotischen
Umweltfaktoren etc.. Am Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof spiegelt sich die
umfassende Herangehensweise an Fragen der Pathogentoleranz und -resistenz in
verschiedenen Projekten zur Untersuchung sekundédrer Pflanzeninhaltsstoffe,
physiologischer Prozesse bei Stress und Elizitierung, der Klonierung von Schliisselgenen
wie der Wachssynthase, der Untersuchung von Wildarten und schlielich, in
internationaler Kooperation, in Ansétzen, die heute unter dem Begriff ,,Genomics*

zusammengefasst sind.

2.13 Charakterisierung des Genoms der Weinrebe: Ausgangssituation
Zu Beginn der Kartierungsstudien an der Kreuzungspopulation ‘Regent’ x ‘Lemberger’
1997 existierten noch keine umfangreichen genetischen Karten fiir die Rebe. Einige
Kopplungsanalysen wurden fiir relativ kleine Populationen publiziert, bei denen
amerikanische Wildarten eine Rolle spielten (LODHI et al., 1998; DALBO et al., 1999).
Erste partielle Kartierungen der Parentaltypen ‘Regent‘ und ‘Lemberger basierten
zundchst auf RAPD-Markern (vgl. BUCK und ZYPRIAN, 2000).
Die im Verlauf der vorliegenden Dissertation erarbeiteten Daten sollten zu einer
komplexen molekularen Markerkarte fiir Weinreben des européischen Typs fiihren. Die
resultierende Karte sollte durch die QTL-Analyse zusdtzlich an Informationswert

beziiglich agronomischer Eigenschaften gewinnen.
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2.14 Hintergrund: Wichtige Schadpilze der Rebe
Zur Illustration des Aspekts Wirt-Pathogen-Interaktion und mdglicher Resistenzursachen

schlieBt sich nun eine Betrachtung wichtiger Schadpilze der Rebe an.

2.14.1 Botrytis Cinerea - Grauschimmel

Der Grauschimmel Botrytis cinerea lebt als nekrotropher Pilz auf verrottenden
Pflanzenteilen. Er beschert dem Weinbau die Edelfiule. Gerdt er jedoch zu einem
ungiinstigen Zeitpunkt auller Kontrolle, verursacht er gro3e Ernteschdden. Spezifische
genetisch bedingte Resistenz gegen nekrotrophe Schaderreger wird als formal
problematisch betrachtet. Es gibt jedoch erbliche Pridispositionen, die der Pflanze
resistenzéhnliche Eigenschaften verleihen. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation
wird statt des Begriffs ,,Resistenz*“ im Fall von Botrytis cinerea ,,Toleranz* verwendet
(,,Botrytis-Toleranz“). Nekrotrophe Pathogene wie Botrytis produzieren Toxine, die als
Ursache der Krankheitssymptome der Wirtspflanze angesehen werden. Phénotypische
Toleranz konnte z.B. als Effekt erfolgreicher Inaktivierung oder Entgiftung seitens der
Pflanze in Erscheinung treten.

Botrytis cinerea reagiert in manchen Fillen sensitiv auf das Resveratrol der Weinrebe.
Bei Versuchen mit transgenem Tabak, der die Stilbensynthase der Weinrebe exprimiert,
wurde von signifikant gesteigerter Widerstandskraft der Pflanzen gegen Botrytis cinerea
berichtet (HAIN et al., 1993). Leider sind solche Effekte bei der Weinrebe nicht durchweg
systematischer Natur (HOOS, 1988), obwohl Berichte iiber enge Korrelationen zwischen
sortenabhéngig erhohter Stilbenproduktion und entsprechend stirkerer Botrytis-
Widerstandskraft existieren (z.B. STEEL et al., 2001).

Fiir die Abwehr von Botrytis cinerea ist u.a. relevant, in wieweit die Pflanze in der
Lage ist, moglichst hohe Stilbenkonzentrationen in einer ausreichend breiten Zone um

den Ort der Infektion aufzubauen und lange genug beizubehalten (Hoos, 1988).

2.14.2 Plasmopara viticola - Falscher Mehltau

Plasmopara viticola gehort zur Familie der Peronosporaceen und damit zu den
Oomyceten, die ihrerseits den niederen Pilzen zugeordnet werden (ALEXOPOULOS et al.,
1996). Die Vertreter der Peronosporaceen richten weltweit verheerende Schiden in der
Landwirtschaft an; auch der Befall der Weinrebe mit Plasmopara viticola (im Weinbau
haufig als ,,Peronospora* bezeichnet), fiihrt zu hohen Ertragsverlusten, beeintrachtigt die

Holzreife der Triebe und vermindert auBBerdem die Qualitit des Weines. Durch das
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Auftreten von Folgeepidemien stellt sich ein langfristiges Problem, denn encystierte
Oosporen (auch Wintersporen genannt) kdnnen mehr als ein Jahrzehnt im Boden
iiberdauern (HILLEBRAND et al., 1998).

Oosporen treiben im Friithjahr bei ca. 8°C auf dem feuchten Boden aus. Sie bilden am
Ende ihres Keimschlauches ein Primédrsporangium, das mit Spritzwasser iibertragen wird
und begeillelte Zoosporen entldsst. Diese entsenden einen Keimschlauch durch die
Stomata der Wirtspflanze; die Hyphen wachsen in den Interzellularraum
(Primérinfektion) und entsenden Haustorien als Versorgungseinheiten in die Zellen des
Wirtes. Reife Sporangien (Konidientrdger) brechen auf der Blattunterseite aus den
Spaltéffnungen hervor. Die der vegetativen Vermehrung dienenden Konidien werden als
ganzes abgeworfen, sie entlassen erneut Zoosporen (Zweitinfektion). Die Oogonien
bilden sich interzelluldr. Encystierte Oosporen liberwintern nach dem Laubzerfall im
Boden. Die Infektion mit Plasmopara viticola zeigt sich zuniichst durch Olflecken an den
Bléttern, schreitet dann {iber daunigen Sporenbelag auf der Blattunterseite, blduliche
Verfarbungen und schlieBlich herbstlaubartigen Verfall voran. Beim Befall dlterer Blatter
werden die infizierten Bereiche durch verhirtete Blattadern begrenzt und es bildet sich
ein buntes Mosaik. Beeren sind nur etwa bis Erbsengrofle infektionsgefdhrdet. Sie
wachsen bei Befall nicht weiter, sondern verhdrten, schrumpfen zu typischen
,,Lederbeeren® ein und verfarben sich bldaulich. SchlieSlich fallen sie ab. Reife Beeren
haben recht gute Widerstandskraft gegen Plasmopara viticola, wenn jedoch
Beerenstielchen befallen sind und absterben, vertrocknen auch die von der Versorgung
abgeschnittenen Beeren. Plasmopara viticola bendtigt tropfbares Wasser, das auf der

Pflanzenoberfliache verbleibt.

2.14.3 Uncinula Necator (Oidium tuckeri) - Echter Mehltau

Der Name ,Mehltau® ist mit dem typischen hellen bis aschgrauen Puderbelag aus
vegetativen Konidien auf der Pflanze zu erkldren. Im Weinbau ist fiir Uncinula necator
(geschlechtliche Form) der Name der ungeschlechtlichen oder Nebenfruchtform, Oidium
tuckeri, oder kurz: ,,Oidium* als Synonym gebréuchlich.

Die Infektion bricht bei relativer Trockenheit aus, obwohl die Freisetzung der Sporen
erfolgt, sobald Niederschlag (2,5 mm oder mehr) gefallen ist. Die Temperatur muss dazu
iiber 10°C liegen. Die geschlechtlich entstandenen Ascosporen iiberdauern den Winter
teils in Kleistothecien auf der Oberfliche von Beeren oder Blittern, in der Borke oder in

befallenen Knospen. Diese wachsen im Folgejahr zu infizierten Zeigertrieben aus.
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Werden die Blétter nahe der Borke durch Sporen erreicht, so breitet sich der Echte
Mehltau ausgehend von Olflecken auf allen griinen Pflanzenteilen aus. Der Pilz heftet
sich mit einem Appressorium auf der Pflanzenoberfliche fest. Lediglich die Haustorien
des obligaten Parasiten dringen ins Innere der Pflanze: Epidermiszellen des Wirtes
werden dazu mit einem Stachel an der Unterseite der Appressorien angebohrt. Gezielte
Infektionsversuche zeigen, dass die Beeren von der Bliite an gerechnet nur in einer
kurzen Phase extrem anfillig sind. Ab dem Stadium der ,,Erbsengrofie” ist dann ein
relativ hohes (sortenabhidngiges) Resistenzniveau erreicht (KAST, 1996). Infizierte

Beeren retardieren im Wachstum, werden zu sproden ,,Glasbeeren® und platzen leicht.

2.15 Abwehr von Phytopathogenen und Resistenz

2.15.1 Priformierte morphologische Barrieren

Eine dicke Cuticula, aber auch die Behaarung von Blittern sind Eigenschaften, die
bestimmten Genotypen der Rebe morphologiebedingt Schutz vor Pilzbefall bieten
(KORTEKAMP et al., 1999), indem die Pilzhyphen das Zielgewebe gar nicht erst erreichen
konnen. Durch den von Wilhelm BARTHLOTT und Mitarbeitern (NEINHUIS et al., 2001;
WAGNER et al.,, 2003) beschriebenen Lotuseffekt finden Pilzsporen auf hydrophob
imprégnierten Pflanzenoberflichen kaum Halt. Die Auflagerung von Wachsen ist bei den
Beeren der Rebe kultivarspezifisch stiarker oder schwicher ausgeprigt. Da die Vitalitit
eines Schaderregers auf der Pflanze im Anfangsstadium der Besiedelung unmittelbar von
der Benetzbarkeit der Pflanzenteile mit Wasser abhdngen kann, bieten die genannten

morphologischen Besonderheiten durchaus wirksamen Schutz vor Pathogenen.

2.15.2 Resistenzfaktoren und induzierbare Mechanismen pflanzlicher
Pathogenabwehr

Die Grundlagenforschung der letzten Jahre (Review: BOWLES et al., 1997) hat belegt,
dass viele Prinzipien der pflanzlichen Reaktion auf Stressreize, der lokalen wie der
»long-range“-Resistenzantwort, offenbar iiber weite taxonomische Grenzen hinweg
ausgepragt sind. Neben der Modulation des Stoffwechsels durch komplexe
Feedbacksysteme im Austausch mit der Umwelt spielen aber auch sortenspezifische
Merkmale eine Rolle, die bestimmte Genotypen einer Art grundsitzlich
widerstandsfahiger machen als andere.

Meist dullert sich Resistenz kontinuierlich-quantitativ, ist also offenbar in vielen Féllen

polygen bedingt und zudem von epigenetischen Interaktionen geprégt. Viele Phanomene
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fithren wohl in Kombination, Abstufung und ,,Crosstalk miteinander zu einer quantitativ
abgestuften Resistenzauspragung (PIETERSE et al., 2001). Dennoch wurden wichtige
Ergebnisse auf dem Forschungssektor Resistenz unter der Annahme monogen bedingter
Merkmalsausprigung und einer auf einfache Interaktionsmodelle reduzierten Sicht erzielt
(vgl. ,,Gene-for-gene concept®, FLOR, 1971; ,,Enzymatic resistance* concept, Review:
ECKARDT, 2004). WARREN et al. (1998) gelang es, an Arabidopsis zu zeigen, dass ein
einziger Aminosdureaustausch in der konservierten Region eines Resistenzgens zu
weitreichenden pleiotropen Effekten mit Auswirkungen auf eine Reihe anderer R-Gene
und letztlich zur Peronospora parasitica-Resistenz fiihrte.

Die auflerordentliche Vielfalt und Komplexitdt resistenzbezogener Modellentwiirfe
zwingt hier zu einer Ubersichtsbetrachtung, die einen Interpretationsrahmen fiir die in

dieser Arbeit gewonnenen Daten schaffen soll.

2.15.3 Coevolution und Interaktion pflanzlicher Wirt-Parasit-Systeme

Pflanzen besitzen gegeniiber Pathogenen, fiir die sie nicht als Wirt fungieren, eine
Basisresistenz (EBEL und SCHEEL, 1992; DANGL und JONEs 2001), die sich als
erfolgreiche Kombination aus praformierten, als Infektionsbarrieren wirkenden
Eigenschaften und induzierbaren Abwehrreaktionen einstellt und normalerweise nicht
mit Zelltod- oder hypersensitiven Reaktionen einhergeht (GRANT und MANSFIELD, 1999),
wéhrend fiir Wirtspflanzen ein enger Zusammenhang zwischen hypersensitiver Reaktion
und Pilzresistenz postuliert wird (SCHULZE-LEFERT und VOGEL, 2000). Gelingt es einer
Gruppe von Mikroorganismen, die pflanzlichen Abwehrmechanismen zu iiberwinden
(durch Pathogenitétsfaktoren) oder zu unterdriicken (durch Suppressoren), so entsteht ein
Verhiltnis der Basiskompatibilitit (SHIRAISHI et al., 1994), bei der die Pflanze zum
Wirtsorganismus wird. Dieser Zustand kann im Kontext von Coevolution durch die
Entstehung resistenter =~ Varianten mit der Befdhigung zur spezifischen

Pathogenerkennung und Abwehr wieder tiberwunden werden.

2.15.4 Pathogenperzeption

Es gilt als erwiesen, dass die direkte Erkennung von Pathogenen durch die Wirtspflanze
durch Familien von funktionell variablen, jedoch strukturell verwandten Resistenzgenen
(R-Genen) vermittelt wird. Man geht in Anlehnung an das ,,Gene-for-gene concept
davon aus, das solche R-Genprodukte jeweils spezifische Pathogen-

Avirulenzdeterminanten (4vr) erkennen (vgl. FLOR, 1971) wund dass ein

26



EINLEITUNG

Uberwachungssystem von R-Gen-codierten Rezeptoren iiber einen ihnlichen
Mechanismus auf unterschiedliche Varianten von Pathogenen reagiert - oft unabhéngig
davon, ob es sich um Viren, Bakterien, Pilze oder Nematoden handelt (ELLIS et al.,

2000).

2.15.4.1 Verifizierung und Ubertragbarkeit des R-Gen/Avr-Gen-Modells
Die im komplexen Resistenzlocus RPP1 geclusterten R-Gene von Arabidopsis thaliana,
die sich gezielt gegen Peronospora parasitica-Isolate richten (BOTELLA et al., 1998),
belegen das Zutreffen der ,,Gen-fiir-Gen“-Hypothese spezifischer Pathogenerkennung.
Drei von vier beschriebenen eng gekoppelten Gene dieser Region codieren fiir NBS-LRR
(nucleotide binding site-leucine rich repeat)-Rezeptorproteine und besitzen eine
sogenannte TIR (Toll-Interleukin-1-Resistance)-artige Doméne (ebd.).
Resistenzgenanaloga (RGA) der Weinrebe, die die Hauptstrukturmerkmale
funktioneller R-Gene in ihrer Basenfolge codiert enthalten, wurden auf der Basis ihrer
Ahnlichkeit mit Sequenzen aus u.a. Arabidopsis thaliana iiber PCR mit degenerierten
Primern isoliert (D1 GASPERO et al., 2002 und 2003), sie sind jedoch noch nicht kartiert.
Allerdings erwiesen sich in einer weiteren Studie drei Marker, die iiber RFLP aus
Resistenzgenanaloga entwickelt wurden, im Rahmen einer Bulked Segregant-Analyse als
eng mit dem gegen Uncinula necator gerichteten Runl-Resistenzlocus aus Muscadinia

Rotundifolia gekoppelt (DONALD et al., 2002).

2.15.4.2 Klassifikation von R-Genen und Organisation komplexer Loci als
Resistenzgencluster

Bei der gegenwirtigen Klassifikation von R-Genen unterscheidet man vier Hauptgruppen
(D1 GASPERO und CIPRIANI, 2003 und Referenzen darin), die sich durch eine modulare
Strukturorganisation und tiiberlappende Merkmale auszeichnen: (1) Cytoplasmatische
Serin-/Threoninkinasen (STK) (z.B. Pto, Lycopersicon esculentum), (2) Proteine mit
einer nucleotide binding site (NBS) und leucine-rich repeats (LRR) zusammen mit einer
Toll/Interleukin-1 receptor (TIR)-Doméne oder einem Coiled-coil (C-C)-Strukturmotiv
(z.B. RPS2, A. thaliana); (3) extrazelluldire LRRs, die mit einer Transmembrandoméne
verankert sind (z.B. Cf-9, Lycopersicon esculentum);, und (4) rezeptorartige Kinasen
(RLK, receptor-like kinases) mit extrazelluliren LRRs und einer intrazelluldren Serin-/
Threoninkinase-Doméine (z.B. Xa2l1, Oryza sativum; FLS2, A. thaliana). Vertreter der
Gruppen (1), (2) und (4) sind inzwischen auch fiir die Weinrebe identifiziert worden

(ebd.).
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Dockt ein Ligand an der Bindungsdoméne eines R-Gens an, so wird im Rahmen einer
Konformationséinderung die NBS- oder STK-Domine fiir die Interaktion mit
,downstream“-Signalkomponenten exponiert, um letztlich multiple Abwehrreaktionen in
Gang zu bringen.

Es gibt Bindungsdoménen, die rassenspezifisch mit bestimmten Avr-Genprodukten
interagieren und solche, die allgemein mit Elicitoren in Wechselwirkung treten (z.B.
Lectindomédnen, die Polysaccharidelicitoren binden konnen; ebd.). Analog zum
Immunsystem der Sduger wire demnach ein hoher Grad an Variabilitit zur Erkennung
eines breiten Spektrums moglicher Liganden zweckdienlich. Ebenfalls passend zu diesen
Uberlegungen erkennen verschiedene funktionelle R-Genprodukte der Mla-Familie, bei
denen es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren handelt, verschiedene Isolate des
Echten Mehltaus (exemplarisch untersucht an Hordeum und Arabidopsis; SCHULZE-
LEFERT und VOGEL, 2000 sowie Referenzen darin). Als mdglicher
Evolutionsmechanismus hin zu einer groferen Bandbreite der Pathogenerkennung ist fiir
RPP8 (einem Peronospora parasitica-Resistenzgenlocus aus Arabidopsis) ungleiches
Crossing over in der Ligandenbindungsregion der LRR-Sequenzen beschrieben (McC
DOWELL et al., 1998). Auch die Vergesellschaftung mit Retroelementsignaturen in den
Bereichen der Resistenzgencluster (DI GASPERO und CIPRIANI, 2003) begiinstigt eine
beschleunigte Evolution (CHIN et al., 2001).

Phéanomene wie die geschilderten haben offenbar dazu gefiihrt, dass funktionelle R-
Gene im pflanzlichen Genom neben zahlreichen Resistenzgen-Analoga in Clustern
zusammen vorliegen, die u.U. multiple Resistenz gegen verschiedene Schaderreger
vermitteln und als Major-Gen bzw. QTL-Region in Erscheinung treten konnen (DI
GASPERO und CIPRIANI, 2003). Bei konstanter Anordnung der Strukturelemente und
Motive (z.B. im Bereich der hydrophoben GLPL-Doméne oder des Motivs ,,CFLY*; vgl.
BALLVORA et al., 2002) zeigen die Doménen auf der extrazelluldren Seite (derjenigen der
Pathogenerkennung und Elicitor-Interaktion) tatséchlich grofle Variabilitit, wahrend die
funktionellen NBS- und STK-Doménen bis auf wenige definierte Aminosdurepositionen
artiibergreifend stark konserviert sind (D1 GASPERO und CIPRIANI, 2003). Insgesamt
entspricht dies der Beobachtung, dass Resistenzmechanismen ,, downstream® der

Pathogenperzeption fast stereotyp verlaufen (REUBER et al., 1998).
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2.15.5 Elicitierung

Elicitoren sind in der Regel von Pathogenen sezernierte Proteine, daneben auch
Polysaccharidfragmente der pflanzeneigenen angegriffenen Zellwand. Thre Bindung an
spezifische Rezeptoren 16st in den Pflanzenzellen Signalkaskaden der Stressantwort aus,
auch wenn noch keine ausgeprigtere Verwundung vorliegt. Insgesamt hat die
Elicitierung dhnliche Effekte wie die Pathogenerkennung, die man in ,,frithe* und ,,long
range“-Reaktionen unterteilt. Selbst artfremde Elicitoren zeigen gute Wirkung, z.B.
reduziert Laminarin, ein Beta-1,3-Glucan der Braunalge Laminaria digitata, die

Infektion von Vitis vinifera L. durch Botrytis cinerea und Plasmopara viticola um ca. 55

bzw. 75% (Aziz et al., 2003).

2.15.6 Friihe Reaktionen der Abwehr

In Bruchteilen von Sekunden reagieren Pflanzen auf Pathogenbefall/Elicitierung,
unspezifischen Wundreiz oder UV-Strahlung. Anderungen der Protonen- und
elektrochemischen Gradienten iiber die Plasmamembran (SCHALLER und OECKING,
1999) und Ionenfliisse (d.h. Ca®"- und H'-Einstrom, K" und CI"-Ausstrom) gehdren dabei
zu den unmittelbarsten physiologischen Effekten. Sie verursachen zusammen mit
elicitorstimulierten Redoxenzymen der Plasmamembran (AUH und MURPHY, 1995) den
,»Oxidative Burst™ (GRANT und LOAKE, 2000). In den Zellen des betroffenen Gewebes
akkumulieren schlagartig reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS, Reactive Oxygen
Species), die offenbar zum groflen Teil auf eine membrangebundene NADPH-Oxidase
zuriickzufiihren sind (SCHOPFER et al., 2001, TENHAKEN et al, 1998). Zu den ROS zdhlen
Wasserstoffperoxid H,O,, Superoxidanionen O, und Hydroxylradikale -OH.

Diese freigesetzten radikalischen Sauerstoffverbindungen erfiillen bei der
Pathogenantwort mehrere Funktionen. Sie wirken selbst toxisch und stehen auflerdem als
Reaktionspartner und Startermolekiile fiir Phenoloxidationen, Zellwandcrosslinking
sowie weiteren Reaktionen mit starkem Redoxgefille, die die Abschottung des
Infektionsortes gegen das angrenzende Gewebe und die Abwehr gewdhrleisten, zur
Verfligung.

Die lokal begrenzten Symptome und die langerfristigen Auswirkungen des ,,Oxidative
Burst“, punktuelle Zelltodreaktionen und Gewebelédsionen, werden iiblicherweise unter

dem Begriff der hypersensitiven Reaktion (HR) zusammengefasst.
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2.15.7 Hypersensitive Reaktion und programmierter Zelltod

Die HR des befallenen Gewebes nach Pathogenbefall schrinkt die systemische
Ausbreitung einer Infektion ein, indem das Wachstum invasiver Schaderreger gebremst
und ihre Vitalitit beeintriachtigt wird (GOODMAN und NOVACKY, 1994). Wihrend der HR
manifestiert sich eine nicht nur voriibergehend, sondern anhaltend erhdhte Konzentration
von Ca”" im Cytoplasma, die in Arabidopsis von einem funktionellen RPM1-Genprodukt
und der Gegenwart des zugehorigen vRpm I-Avirulenz-Genprodukts abhingig ist (GRANT
et al., 2000). In Petersilie wurden elicitorinduzierte Ionenfliisse und die radikalischen
Sauerstoffverbindungen des ,,Oxidative Burst* als entscheidend und ausreichend fiir das
Auslosen  pflanzlicher =~ Abwehrreaktionen, insbesondere der HR, der
Phytoalexinproduktion und der PR-Genexpression beurteilt (JABS et al., 1997).

Einige Autoren sehen in der HR eine Variante des programmierten Zelltods (DIETRICH
et al., 1994; GREENBERG et al., 1994). Der Begriff der Apoptose wird zurzeit im Bezug
auf Pflanzen noch vorsichtig verwendet, denn trotz offensichtlicher Parallelen (SOLOMON
et al., 1999) mochte man zu voreilige Analogien zum Tiermodell vermeiden (ZHAO et al.,
1999). GREENBERG et al. (1994) zeigten, dass der pathogeninduzierte programmierte
Zelltod in Pflanzen mit vielféltigen Abwehrreaktionen koordiniert verlduft.

Bei Vitis vinifera L. fiihrt der Elicitor Laminarin zum ,,Oxidative Burst®, zur Bildung
abwehraktiver Proteine (u.a. Chitinase und Glucanase) und Stilbene, ohne jedoch
programmierten Zelltod zu induzieren (Aziz et al., 2003), wihrend Beobachtungen von
GRoOss et al., (1993) anklingen lassen, dass die Aktivierung des programmierten Zelltods
konzertiert mit der Pathogenantwort verlaufen kann, die Reaktionswege der Abwehr
jedoch auch abkoppelbar sind.

Weitere Untersuchungen zum programmierten Zelltod haben inzwischen zu einer noch
differenzierteren Betrachtungsweise gefiihrt, bei der apoptoseartige Ereignisse (durch
Induktion spezifischer Gene, keine Entziindung) von der inflammatorischen Zellantwort
(nekrotische Lidsionen durch chemische Schiadigung und Anschwellen der Zellen, PR-
Geninduktion und Salicylsdureproduktion parallel, aber nicht gekoppelt) abzugrenzen
sind.

MITTLER et al. (1996) fanden in Tabak tatséchlich konkrete Hinweise fiir die Existenz
dieser zwei verschiedenen Wege, deren Regulation offenbar iiber Sauerstoffpartialdruck
und Redoxstatus verlduft. H,O, schddigt das Gewebe bei Tier und Pflanze chemisch und
verursacht Entziindung, spielt beim programmierten Zelltod der Pflanze offenbar jedoch

keine Rolle (ebd).
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2.15.8 Die Rolle von Homdoostasis und Stoffwechselmodulation bei der Abwehr
Durch Pathogenerkennung, Elicitierung und weitere Reize ausgeloste Signale fiihren z.B.
iiber MAP-Kinase-Kaskaden und die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im
Zellkern zur Expression von Genen der Stressantwort (ROMEIS et al., 1999), wobei sich
auch der Schwerpunkt von Stoffwechselaktivititen verlagert. Der Schwenk von
ausschlieBlichen Housekeeping-Funktionen auf Abwehrreaktionen geht mit einer
Mobilisierung  und  Umverteilung  von  Energieressourcen  einher  (vgl.
Umprogrammierung des Isoprenoidstoffwechsels, S. 32). Dabei werden 1) abwehraktive
Komponenten, deren Vorstufen bereits vorliegen, aktiviert und 2) neue
Transkriptionsprozesse in Gang gebracht (SCHEIDELER et al., 2002). Moglicherweise
wird die Wahrnehmung verschiedener Reize ,,downstream® der Signalperzeption (auf der
Ebene der ,frilhen Reaktionen*) kanalisiert, um eine moglichst schnelle,
ressourcenschonende Reaktion zu ermoglichen. So konnten verschiedene Reize sich auch
gegenseitig verstiarken.

Reaktive  Sauerstoffverbindungen  wiren geeignete Kandidaten fiir eine
Vermittlerstellung, denn sie {iibernehmen nicht nur regulierende Funktion in
Entwicklungsprozessen (z.B. bei der Samenkeimung, bei Seneszenz), sondern
beeinflussen auch punktuell den Redoxzustand des Cytoplasmas bei externem Stress
(SCHOPFER et al., 2001). Grundsitzlich ist es denkbar, dass Reize und wechselnde
zelluldre Zustdnde in einen ,,Redoxcode® libersetzt werden, sodass Redoxstatus sowie
Energieladung im Verbund mit zelluliren Sensorsystemen Signalwirkung haben.
Kompartimentierung ist dazu eine wichtige Voraussetzung (neben den bereits
angesprochenen Membrangradienten etwa auch die Licht-Dunkel-Regulation des
reduktiven und oxidativen Pentosephosphatwegs im Stroma der Chloroplasten).

Konservierte Redox-Sensoren, die auch das Signal fiir ,,Belichtung® auf Proteine
iibertragen (vgl. HELDT, 1999: 188), sind die in der gesamten belebten Welt verbreiteten
Thioredoxin-Glutathion-Systeme (DELAUNAY et al., 2002).

Fiir das Uberleben der Pflanze ist letztlich entscheidend, ob sie den Erhalt notwendiger

Grundfunktionen und die effektive Abwehr ausbalancieren und vereinbaren kann.

2.15.9 PR (,,pathogenesis related*) - Proteine

Hierzu zdhlen z.B. Chitinase und Glucanase (sie greifen die Chitinzellwand pilzlicher
Phytopathogene an), Polygalacturonase Inhibiting Proteins (PGIPs; BEZIER et al., 2002),
Major Allergen-artige Proteine (PR-10; COUTOS-THEVENOT et al., 2001), Thaumatin-
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und Osmotin-artige Proteine (TATTERSALL et al., 1997) sowie systemische ,,Defensine*
(THOMMA et al., 2002), die durch Stress, Pathogenbefall oder auch Elicitoren induzierbar

sind und potentielle Schaderreger physisch schiadigen bzw. die Pflanze stérken.

2.15.10 Die Rolle von Phytoalexinen und der Phenylpropanoidstoffwechsel

Der Sammelbegriff ,,Phytoalexin® bezeichnet Sekunddrmetabolite unterschiedlicher
Stoffklassen (Isoprenoide, Flavonoide und Stilbene) mit breitem antimikrobiellem
Wirkungsspektrum, die oft erst auf Elicitierung hin gebildet werden und in Lipidvesikeln
an ihren Wirkungsort gelangen. Kompatible Phytopathogene sind ihrerseits mitunter in
der Lage, Phytoalexine zu detoxifizieren.

Die Féhigkeit einer Pflanze zur effizienten Phytoalexinbildung gehdrt zu den bereits
gut untersuchten Resistenzfaktoren. Belege dafiir brachten u.a. Infektionsstudien an
Arabidopsis thaliana. Dabei wurden an mehreren ,,PAD“-Mutanten (Phytoalexin
deficient®, an jeweils einem von fiinf ,,PAD*“-Loci mutiert) die Rolle von Phytoalexinen
fiir die Pathogenresistenz von Arabidopsis untersucht. Vier Loci sind zu unterschiedlich
starken Anteilen fiir die Resistenzauspriagung gegen Peronospora parasitica erforderlich,
wobei dem fiinften eine regulative Funktion zukommt. Insgesamt wird der Beitrag der
fiinf Loci zur phinotypischen Resistenz als kumulativ interpretiert (GLAZEBROOK et al.
1997).

Viele Isoprenoide bzw. Terpenoide haben Phytoalexinwirkung. In die Gruppe der
Isoprenoide gehoren auBerdem Pflanzenhormone, Pigmente und Elektronentransport-
iibertriiger, Vorstufen von itherischen Olen und Duftstoffe. Die Monoterpene als
Hauptaromakomponenten des Weins zdhlen ebenfalls zu dieser Stoffklasse.

Der Isoprenoidstoffwechsel wird in erster Linie auf der Ebene der Genexpression
reguliert, so ist bei Elicitierung und Verwundung oft eine sehr schnelle Verlagerung der
Isoprenoid-Synthesekapazitdt auf die Produktion von Phytoalexin-Isoprenoiden zu
beobachten. Bei Tabak 16st dieses ,,Umschalten® zunédchst eine Konkurrenzsituation, in
rascher Folge sogar den Stillstand der Steroidsynthese aus und ermoglicht so der Pflanze
die Fokussierung ihres Stoffwechsels auf die Abwehr (HELDT, 1999 und Referenzen

darin).

Als Phytoalexine der Weinrebe stehen die Stilbene Resveratrol und Viniferin im

Vordergrund (JEANDET et al. 2002). AuBer durch Pathogene wird das Schliisselenzym

32



EINLEITUNG

Stilbensynthase auch durch UV-Strahlung verstirkt induziert. Im Freiland steigert sich
die  Kapazitit zur  Stilbensynthaseexpression im  frithen  Stadium des
Beerenreifeprozesses, sodass Resveratrol in dieser Periode schlagartig und stark

akkumulieren kann (BAIS et al., 2000).

Stilbene leiten sich als Polyphenole aus dem Phenylpropanoidstoffwechsel ab, der als
Pool fiir Zellschutz, Abwehr und Entwicklung eine zentrale Stellung in der pflanzlichen
Stoffwechselphysiologie einnimmt (vgl. Abb. 2.3). Neben den Stilbenen hat auch eine

Reihe weiterer Polyphenole unmittelbar antibiotische/fungizide Wirkung.

Shikimatweg
v

Phenylalanin

Lignane v Q Chalcon
Zimtsaure
[O— C3 AO?C34<:>

A/ + _STs CHI

Lngmn Suberm Cutm Stilbene Flavonoide
(O-d, (O-d OO OO
Flavone
Tannine

Flavonole

@7034@,1 x Isoflavone

UFGT
Abb. 2.3 Ubersicht iiber den Polyphenol- bzw. Phenylpropanoidstoffwechsel :k¢

( modifiziert nach HELDT, 1999). PAL — Phenylalanin-Ammonium-Lyase,
CHS - Chalconsynthase, STS — Stilbensynthase, CHI — Chalconisomerase, Anthocyane
UFGT — UDF-Glucose-Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase.

Den  Polyphenolen als  Gruppe  sekunddrer  Stoffwechselprodukte  wird
gesundheitsfordernde Wirkung zugeschrieben (z.B. Resveratrol in Rotwein). Ein Teil
dieses Effekts ldsst sich auf ihre antioxidative und gleichermaflen entziindungshemmende
Wirkung zuriickfiihren (Beispiele vgl. GEHM et al., 1997).

Die als Gerbstoffe des Rotweins bekannten Tannine binden fest an Proteine; ihre
Abwehrfunktion besteht in der Inaktivierung zellwandhydrolysierender Enzyme und
Proteasen, die durch Pflanzenpathogene wéhrend des Infektionsprozesses nach auflen

abgegeben werden.
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Die Flavonoide sind Grundbausteine fiir verschiedene Antioxidantien, UV-
Schutzpigmente und Farbstoffe. Aus dem Pool der Polyphenole leitet sich auch die
Salicylsdure ab, der bei der Pathogenantwort eine Schliisselrolle als Effektor und

Botenstoff zukommt (MUR et al., 2000).

Durch die enge Verzahnung der Bildung von abwehraktiven Sekundidrmetaboliten und
Aromakomponenten auf biochemischer Ebene kann es fiir die Rebenziichtung zur
anspruchsvollen Aufgabe werden, unerwiinschte Duft- und Geschmackstrager unter

Erhalt der Resistenz (und der Farbe) bei der Erzeugung neuer Sorten zu unterdriicken.

2.15.11 Pathogeninduzierte Promotorboxen

Viele Gene des Phenylpropanoidstoffwechsels sowie die damit assoziierten
substratspezifisch arbeitenden Cytochrome P450 enthalten eine Reihe dhnlicher Motive
in ihren Promotorbereichen, die Grundlage einer koordinierten Regulation sind (vgl. Tab.
2-2). Diese Boxen sind hdufig Kernbestandteil elicitor- oder auch lichtinduzierbarer
Arrangements (WHITBRED und SCHULER, 2000), kommen in den regulativen Bereichen

von PR-Genen (RUSHTON et al., 1996) oder gleichermaBen in stressinduzierten Genen

VOr.

TABELLE 2-2 Pathogeninduzierte Promotorelemente an Beispielen

Bezeichnung Effekt Referenz

Elicit-Box E/E-Box Elicitierbarkeit GRIMMIG und MATERN

(1997)

W-Box Elicitierbarkeit, LALOI et al. (2004)
u.a. Teil von EREs (Elicitor- Salicylsdure- und HR-Induzier-  YODA et al. (2002)
Response-Elementen) barkeit,

differentielle Regulation v. DONG et al. (2003)
Stressgenen

G-Box Induktion v. Abwehr- und MENKENS et al. (1995)
u.a. Teil von cAMP-Response- Stressgenen, PAUL und FERL (1998)
Elementen Anderung der Chromatinstruktur

Anaerobes/antioxidantes Response Element - DOLFERUS et al. (1994)

(ARE)

Lichtresponsives Element (LRE) - BORELLO et al. (1993)

Hitzeschockelement (HSE) - SCHOFFL et al. (1998)
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Die  pathogeninduzierte  Stimulierung  von  Komponenten des  Phenyl-
propanoidstoffwechsels wird bei der Weinrebe dulerlich sichtbar, wenn sie zur lokalen
Induktion von Farbstoffen wie Anthocyan, lange vor ihrer entwicklungsgesteuerten
systemischen Induktion fiihrt. Dies ist am Beispiel der Sorte ‘Lemberger‘ gezeigt (vgl.

Abb. 2.4 (a) - (c)).

Abbildung 2.4 Im Freiland erfolgte Infektion mit Plasmopara viticola des anfilligen Kreuzungselters
‘Lemberger*

. (b) Blauviolette Verfirbungen an | (¢) Plasmoparageschédigtes élteres Blatt
(a) Blattverfarbungen bei noch unreifen pilzbefallenen mit ,,Mosaikmuster*, im Hintergrund
Plasmoparabefall. Beeren, die zu Lederbeeren werden.| zuriickgebliebene befallene Beeren.

2.15.12 Induzierte morphologische Barrieren
Als Reaktion auf mechanische Reize und Verwundung werden Verhdrtungen im
Abschlussgewebe neu angelegt, die - gegebenenfalls zusitzlich zu praformierten
morphologischen Barrieren - das Penetrieren der Epidermis durch invasive Pathogene
erschweren. Beispiele sind lokale Calloseablagerungen zwischen Zellwand und
Plasmalemma an der Stelle einer frischen Infektion oder an Spaltéffnungen (KORTEKAMP
et al., 1997), Papillenbildung am Infektionsort (PRATT, 1984) sowie die Vernetzung der
Zellwand durch Crosslinking (radikalische Polymerisierungen aus phenolischen
Bausteinen unter Beteiligung von Laccasen, Peroxidasen und H,O,) die auf den
,»Oxidative Burst* folgen (OTTE und BARz, 2000).

Im Vergleich pilzsensitiver mit toleranten Rebsorten kann die Verstirkung des
Abschlussgewebes in der Regel jedoch nicht als eindeutige bzw. alleinige Diskriminante
der Resistenz bewertet werden (KORTEKAMP et al., 1997), obwohl eine Korrelation zur

Resistenz besteht (KORTEKAMP et al., 2003).
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2.15.13 Lokale Resistenz

Die Féhigkeit zur lokalen Resistenzantwort bezeichnet die unmittelbare Erstreaktion des
Gewebes am Ort einer Verwundung. Sie verlduft meist schnell und unspezifisch. Dem
Charakter nach handelt es sich in der Regel um eine hypersensitive Reaktion und/oder
eine Verstirkung des umliegenden Abschlussgewebes. Die ,Resistenz* beruht
moglicherweise auf der Effizienz des ,,Oxidative Burst® und der HR, d.h. einer
erfolgreichen Abschottung des Infektionsorts unter gleichzeitiger Erhaltung der Vitalitit
der Pflanze. Drei Beispiele sollen dies illustrieren:

(1) Fiir Tabak konnte gezeigt werden, dass sich Resistenzverlust als direkte Folge einer
Attenuation des ,,Oxidative Burst“ beobachten ldsst: bringt man die Pflanzen mit
avirulenten Pathogenen in Kontakt, so schwicht sich der potenzierende Effekt der
Salicylsdure auf den ,,Oxidative Burst™ ab, sodass die Reaktion langsamer, milder und
damit weniger effektiv verlduft (MUR et al., 2000).

(2) In Arabidopsis thaliana potenzieren die positiven Regulatoren EDS1 und PAD4 {iber
Salicylsdure-vermitteltes Feedback Reaktionen, die bei Peronospora parasitica-Befall
zum R-Gen-vermittelten Zelltod flihren, wiahrend der negative Regulator LSD1 die
Ausbreitung von Zelltodreaktionen begrenzen kann. Voraussetzung dafiir ist, dass die
Wirkung von LSD1 und die Umsetzung von reaktiven Sauerstoffintermediaten im
Zentrum einer HR-Lision offenbar anders kontrolliert ist als in ihrem Randbereich am
Ubergang zum intakten Gewebe (RUSTERUCCI et al., 2001 sowie Referenzen darin).

(3) Der Echte Mehltau (Blumeria graminis) ist in der Lage, iiber ein Haustorium in einer
einzelnen Epidermiszelle Nihrstoffe aus den Zellen umliegender Mesophyllzellen zu
ziehen (,,Green Island-Effect™). Der in resistenter (inkompatibler) Gerste identifizierte
rezessive Locus mlo verleiht zellautonome Resistenz, die dies unterbindet.
Charakterisiert als ,,Loss-of-Function“~-Mutation des dominanten Wildtyp-Locus Mo,
eines Suppressors der Abwehr (BUSCHGES et al., 1997) beinhaltet der Mechanismus eine
im  Vergleich zu kompatiblen = Milo-Pflanzen entscheidend  beschleunigte
Zellwandverstarkung dort, wo die Pflanze den Bohrstachel des Mehltaupilzes registriert

(SCHULZE-LEFERT und VOGEL, 2000).

2.15.14 Systemische erworbene Resistenz
Im Fall erworbener systemischer Resistenz (SAR, ,systemic acquired resistance®)
verbessert ein zur Immunisierung analoger Vorgang (,,Priming®; vgl. KATZ et al., 1998)

die Abwehrpradisposition der Pflanze. Durch eine Erstinfektion oder Elicitierung werden
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Vorstufen von PR-Proteinen sowie Komponenten eines resistenzbezogenen
Signaltransduktionssystems bereitgestellt, die der Pflanze bei einer Folgeinfektion
verbesserte Widerstandskraft bieten.

Die salicylatabhingige Aktivierung von PR-1, PR-2 und PR-5 (RYALS et al., 1996) und
die Aktivierung von Defensinen (PDF/PR-12; PENNINCKX et al., 1996 u. 1998) in
jasmonat-/ bzw. ethylenabhidngiger Weise représentieren zwei Moglichkeiten der SAR-
Regulation, wobei THOMMA et al. (2001) die Signaltransduktion systemischer Resistenz
im Fall biotropher Pathogene als vorzugsweise salicylatabhéingig, bei nekrotrophen
Schaderregern eher jasmonatabhingig beschreiben.

Auch bei der SAR lassen sich HR-artige, nekrotische Lésionen des Gewebes,
Anhdufung von ROS und Phytoalexinakkumulation beobachten (ALVAREZ et al., 1998),

die hier jedoch systemisch ausgepriagt werden.

2.15.15 Der Briickenschlag zwischen verschiedenen Modellen ist moglich

Der pflanzlichen hypersensitiven Zelltodreaktion geht ein Anstieg von cytosolischem
Calcium, z.B. in Gegenwart eines funktionellen RPMI1-Genprodukts und des
zugehorigen vRpml-Avirulenz-Genprodukts voraus; dies wird als Voraussetzung zur
H,0,-Ausschiittung an der Infektionsstelle interpretiert (GRANT et al., 2000; BRODY,
1996), wobei auch das Redoxpotential bzw. pH-Milieu iiber die Modulation einer
Plasmamembran-H - ATPase-Aktivitit eine Rolle spielt (SCHALLER und OECKING, 1999)
und Salicylsdure als Messenger beteiligt ist (MUR et al., 2000). Die Avr9- und Cf-9-
abhéngige Aktivierung von MAP-Kinasen der Abwehrsignalkaskade zeigt bei Tabak,
dass die Konzepte R-Gen-basierte Pathogenerkennung, Reaktion auf Verwundung,
Elicitierbarkeit und systemische Resistenzantwort konvergieren (ROMEIS et al., 1999).
Uber Signaltransduktion besteht auch eine Verbindung zur flavininduzierten Resistenz
(AVERYANOV et al., 2000). Gemeinsame Promotormotive sind die Voraussetzung fiir

eine vernetzte Regulation (DIXON et al., 2002).

2.15.16 Globale Untersuchungsmethoden der Resistenz

Es zeichnet sich auch ab, dass die an der Resistenz beteiligten Reaktionen Teil eines
vielschichtigen Netzwerks sind und zahlreiche Beriihrungspunkte mit Primér- und
Sekundarstoffwechsel existieren. Der Einsatz globaler Analysemethoden gilt daher als
wichtige methodische Bereicherung bei der Untersuchung komplexer physiologischer
Phinomene wie der Resistenz, um das Zusammenspiel pflanzlicher Stoffwechsel-

netzwerke besser zu verstehen und eventuelle ,,Bottle Neck“-Gene aufzuspiiren.
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SCHENK et al. (2000) legten eine Mikroarray-Studie des Expressionsmusters von ca.
2400 ESTs (mit Uberreprisentation putativ abwehrkorrelierter Sequenzen) nach
Pilzinfektion bzw. Applikation von Salicylsdure (SA), Methyljasmonat (MeJA) und
Ethylen vor. Die Studie vermittelte eine Vorstellung iiber parallele Genaktivierungen
(korrigierte beispielsweise das Postulat eines Antagonismus von SA und MeJA), ohne
jedoch die zeitliche Aufldsung zu verfeinern.

Dieser Aufgabe widmeten sich SCHEIDELER et al. (2002) mit zeitlich gestaffelten
Transkriptomstudien an Arabidopsis thaliana nach Pathogenelicitierung. Ebenfalls iiber
cDNA-Arrays konnten sie zeigen, dass innerhalb der ersten 10 Minuten zunichst
ungefidhr 650 Gene aktiviert werden und das Expressionsmuster leicht vom steady state-
Zustand abweicht. Nach ca. sieben Stunden hat sich das Gesamtexpressionsmuster der
Pflanze unter Beteiligung von mindestens 2000 Genen allerdings massiv verdndert.
Neben erwartungsgemifl betroffenen Stoffwechselwegen (Phenylpropanoid- und
Ethylenstoffwechsel, Krebs-Zyklus, Pentosephosphatweg) scheinen auch bisher nicht mit
der Abwehr in Verbindung gebrachte Zweige wie der Glyoxylat-Zyklus von der
grundlegenden Umstrukturierung des Metabolismus bei biotischem Stress beteiligt zu
sein.

Nukleinsdure-Arrays prézisieren zwar in vielen Fillen den Kenntnisstand und wie in
den angesprochenen Beispielen konnen sie der Problemlosung auch neue Impulse geben
(etwa zuvor uncharakterisierten Proteinen eine putative Funktion zuzuerkennen), indem
sie Raum fiir Neues und Unerwartetes lassen. Man muss jedoch bedenken, dass die
Detektionsmoglichkeiten der Array-Techniken die Sensitivitit von PCR-basierten
Methoden nicht ohne weiteres erreichen und dass sich der Blick auf die Ebene von
Transkripten verengt. Post-transkriptionale Regulation, Spleilvarianten etc. bleiben bei
der Bewertung unberiicksichtigt. Dies zeigt, dass es ab einem bestimmten Punkt Sinn
macht, sequenz- und genombasiert zu arbeiten. Dabei dient die Korrelation mit kartierten
molekularen Markern als notwendige Orientierungshilfe. Sie stellt auch den Ubergang
zur QTL-Analyse und damit zu einem iibergeordneten informativen Rahmen fiir die
Interpretation von Expressionsstudien und ihrer moglichen Relevanz fiir einen
bestimmten quantitativen Effekt her — mit dem Vorteil, dass unterschiedliche Kategorien
von Versuchsergebnissen gemeinsam mit einer groflen Menge Freilanddaten bewertet

und Korrelationen erkannt werden konnen.
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2.16 Kenntnisstand zum Pilzresistenzverhalten der Weinrebe

Fiir die Auspragung der Resistenz bei der Weinrebe ist kontrollierten Zelltodreaktionen
eine besondere Bedeutung beizumessen. Dies belegen Freilandbeobachtungen unter
natiirlichen Bedingungen ebenso wie in vitro-Inokulationen (z.B. mit Plasmopara

viticola).

2.16.1 Die Resistenzausprigung der Rebe im Freiland

Im Gewebe anfilliger Freilandreben wie ‘Lemberger® breitet sich Plasmopara viticola
fast ungehindert aus, duBlerlich erkennbar durch gelbliche, leicht transparente ,,Olflecken™
als Zeichen des zugunsten des Pilzhyphenwachstums in Auflosung begriffenen
Blattgewebeverbandes (vgl. Abb.2.5 (a) ). Ist dieses Stadium erreicht, wird sich der

Gesamtzustand der befallenen Pflanze in absehbarer Weise mit Abnahme des

photosynthetisch aktiven Laubanteils rapid verschlechtern.

Abb. 2.5: (a) Plasmoparabefall, ‘Lemberger’‘
(Freilandpflanze).

Das linke Blatt zeigt Olflecken mit fast
flaichendeckender Ausbreitung. Das rechte Blatt im
fortgeschrittenen Befallsstadium hat bereits grofe,
in Olflecken auslaufende Lisionen in der Nihe der
Blattadern gebildet.

(b), (¢) ‘Regent’ (Freilandpflanze) Aufnahmen
vom gleichen Tag wie (a). Winzige scharf
abgegrenzte Nekrosen (s. gelbe Pfeile) bei ‘Regent
deuten auf Infektionsereignisse hin, beeintrdchtigen
die Vitalitit der Pflanze jedoch nicht.
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2.16.2 Reaktion auf Infektion mit Plasmopara viticola im Experiment

Eine Schliisselrolle bei friilhen Abwehrreaktionen spielen Redoxenzyme wie die
Peroxidasen. So ist ringformig um das Zentrum der Infektion bei resistenten Pflanzen
rasch eine gesteigerte Peroxidaseaktivitit (s. Abb. 2.6 ) und die Einlagerung
polyphenolischer  Verbindungen festzustellen, wéhrend diese histochemischen

Veridnderungen bei sensitiven Sorten ausbleiben (KORTEKAMP et al., 2003).

Abb. 2.6: Peroxidaseaktivitiit an einer Infektionsstelle.

Das an den Plasmopara-befallenen Bereich angrenzende nicht infizierte
Blattgewebe zeigt ringformig um die Infektionstelle eine erhohte
Peroxidaseaktivitit, nachweisbar durch kontrastive Benzidinfarbung.
Zellen im Zentrum der Nekrose sterben schnell ab. Hier exemplarisch
gezeigt an ‘Gloire de Montpellier (KORTEKAMP, 1999).

Die Auspriagungsvarianten der HR in Zusammenhang mit dem Resistenzgrad lassen sich

wie folgt zusammenfassen (ebd.):

| Individuelle Maxima nach Fremderreger-Kontakt (Plasmopara halstedii der

Sonnenblume) wurden schnell erreicht (< 1 Tag bei allen Testpflanzen).

[ ] Sensitive Sorten (‘Riesling®) zeigten 12 Stunden nach Plasmopara viticola-
Kontakt substomatire Vesikel und volumenreiche Sekundidrhyphen sowie

ungebremsten Befall des Nachbargewebes.

| Bei Toleranz (‘Phoenix‘, ‘Orion‘) ist das Pilzwachstum verlangsamt und das

Pathogen geschwécht, die Pflanze gewinnt Zeit fiir die Abwehr.

| Auch im Fall resistenter Sorten (‘Regent‘, ‘Seyval‘) wird die Sporangienkeimung
in den meisten Féllen nicht vollstindig verhindert. Primdrhyphen beschrinken
sich hier jedoch auf die direkt infizierten Zellen, die schnell apoptotisch werden

und absterben. Appressorien sind — falls vorhanden - klein oder deformiert.

Bezogen auf die cytosolische Peroxidase (ein induziertes Redoxenzym des
Abwehrsystems, dem hier Reporterfunktion zukommt) erfordert ein resistenter Phanotyp
das schnelle Erreichen eines hohen Aktivititsniveaus. Im Fall von resistenten
Ertragssorten, die sich in ihren Stoffwechselschwerpunkten zuchtbedingt von Wildarten
wie ‘Vitis Riparia® (stark erhohter Peroxidasebasalaktivitit und mit 80% sehr hohes

Aktivititsniveau fiinf Tage nach Infektion) unterscheiden, scheint das Absinken auf ein
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relativ niedriges Endniveau zusétzlich eine wichtige Rolle zu spielen; die Basalaktivitét

ist niedrig.

REPKA und FISCHEROVA (2001) zeigten, dass durch exogen applizierte Elicitoren
(Methyljasmonat sowie Tunicamycin) bei der Sorte ‘Lemberger‘ eine HR-artige
Reaktion induziert werden kann. ‘Lemberger’ wird in der Regel allerdings zu denjenigen
pilzanfilligen Sorten gezéhlt, bei denen eine effektive HR-Reaktion nicht sortentypisch
ist. Nach Angaben der Autoren spielt im Fall von ‘Lemberger’ die Verbindung H,O, bei
der dort beobachteten ,,HR* keinerlei Rolle. Diese Beobachtungen lassen den von
MITTLER et al. (1996) vermuteten und an Tabak bestitigten Dualismus von H,O;-
abhéngigen und unabhingigen Zelltodreaktionen bei der Abwehr anklingen (vgl. S. 30).

Moglicherweise sind bei phénotypisch resistenten Rebsorten beide Wege relevant.

Dass HR und Resistenz eng miteinander verkniipft sind, gilt als gesichert (KORTEKAMP et
al. 1997; SCHULZE-LEFERT und VOGEL, 2000), doch konnte experimentell bislang keine
direkte und eindeutige Korrelation zwischen beiden Prozessen demonstriert werden
(KOMBRINK und SCHMELZER, 2001). KIRALY et al. (2001) betonen, dass die HR als
wirksame Konsequenz, nicht jedoch als Ursache der Resistenz an sich gesehen werden
sollte. Sofern man Resistenz als balancierten Zustand zwischen Zelltod und Vitalitét
interpretiert, spielt das komplexe Rahmengeschehen um eine effektive hypersensitive

Reaktion ebenfalls eine entscheidende Rolle.

Als Kernaussage lisst sich zur Bedeutung der HR bisher festhalten, dass die Féahigkeit
zur raschen Bildung kleiner gut abgegrenzter Nekrosen unter Erhalt eines guten
Allgemeinzustands im Fall der Rebe wichtige Faktoren fiir effektive lokale
Abwehrreaktionen sind. Dies gilt insbesondere fiir die Sorte ‘Regent’, dem resistenten
Kreuzungspartner der fiir diese Dissertation untersuchten Population. Sollte es moglich
sein, Resistenzloci mit ,,Bottleneck“-Funktion in der Weinrebe zu identifizieren, wire es
deshalb durchaus denkbar, dass sie frithe Kontrollpunkte der Signaltransduktion auf

dieser Ebene beeinflussen.

Die Ausgangsthese zu Beginn der Arbeit war dementsprechend, dass die Auspragung der

hypersensitiven Reaktion als wichtige Voraussetzung fiir die Pilzresistenz erachtet wird.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Pflanzen

3.1.1 Der weibliche Elter: ‘Regent’

‘Regent’ geht aus einer Kreuzung von (‘Silvaner® x ‘Miiller-Thurgau‘) x ‘Chambourcin®
hervor. Sortenschutz fiir diese Neuziichtung, die gute Qualititseigenschaften und
Pilzresistenz in sich vereint, besteht in Deutschland seit Mdrz 1994 und europaweit seit
Oktober 1996.

Die Eigenschaften und Sortenmerkmale von ‘Regent’ sind nachfolgend nach dem
Farbatlas der Rebsorten (AMBROSI et al., 1998) sowie der ,Allgemeinen
Sortenbeschreibung ‘Regent’ (Gf.67-198-3)“ des Instituts fiir Rebenziichtung
Geilweilerhof (1998) zitiert:

4 Behaarung an den Blatthauptrippen der Unterseite.

¢ Traube mittelgroB, etwas lockerbeerig.

# Beeren klein bis mittelgroB3, rund, blau, Saft leicht gefarbt.

& Bei Vollreife 16sen sich die Beeren leicht vom Traubengeriist.

& Wein tiefrot, kriftig, gerbstoffbetont, auf unterschiedliche Weise ausbaubar (auch
vollmundiger Rosé, auch Sekt), gewinnt durch HolzfaBausbau.

® Austrieb friih.

& Reife mittelfriih.

# Wiichsigkeit mittelstark, geringe Geiztriebbildung.

¢ Schr gute Winterhirte.

# Geeignet sind warme geschiitzte Lagen zur Vorbeugung von Verrieselung.

@ Ertrag zwischen Spitburgunder und Portugieser; Mostgewicht um 80° Oe,
Mostsdurewerte bei ca. 8 g/l.

# Reblausresistenz der Blatter hoch, Wurzel anfillig, erfordert Pfropfung.

® Resistenz gegen Plasmopara viticola hoch, gegen Uncinula necator/Oidium tuckeri
gut.

# Toleranz gegeniiber Botrytis cinerea hoch.

3.1.2 Der minnliche Elter: ‘Lemberger’ (Synonyme ‘Limberger*, ‘Blaufrankisch®)
Die Abstammung der Sorte ‘Lemberger ist noch in Aufklarung. Vermutlich handelt es
sich um eine alte Osterreichische Sorte mit komplexen Urspriingen, deren Wurzeln in den

Balkan fiihren. Als Rotweinsorte ist ‘Lemberger’ zwischen ‘Portugieser’ und
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‘Burgunder® eingeordnet (AMBROSI et al., 1998) und liefert ausgezeichnete Weinqualitét.
Bezogen auf Deutschland ist ‘Lemberger® hauptséchlich in Wiirttemberg zu finden;
Hauptanbaugebiet ist Osterreich.

Wichtige Merkmale der Sorte ‘Lemberger’ nach dem Farbatlas der Rebsorten
(AMBROSI et al., 1998) sind:

¢ starke Wiichsigkeit

& frither Austrieb, daher maifrostempfindlich.

# Blatt nicht behaart

¢ Traube mittelgroB, geteilt, meist locker. Neigt zu Verrieselung.

# Beere mittelgroB3, rund, dunkelblau, Schale fest.

& Relativ geringe Botrytis cinerea - Empfindlichkeit erlaubt spéte Lese. Jedoch anfillig
gegeniiber Plasmopara viticola und Uncinula necator/Oidium tuckeri

4 Markante, in der Jugend feinfruchtige, sdurebetonte Weine mit langer Haltbarkeit.

3.1.3 Die Kreuzungspopulation "Regent’ x 'Lemberger’
Die Fl1-Population zur Markerentwicklung geht aus einer Kreuzung der mehrfach
pilzresistenten Sorte 'Regent” mit der als anfdllig eingestuften klassischen Sorte
"Lemberger” hervor.

Die Nachkommen unterscheiden sich phénotypisch stark. Eine Vorstellung dessen
vermittelt allein schon die Traubenvariabilitdt in der Population (vgl. Abb. 3.1).

Die Pflanzen wurden in den Boniturjahren nicht mit Pflanzenschutzmitteln behandelt.
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Abb. 3.1 Traubenvariabilitit an Beispielen aus der Population ‘Regent‘ x ‘Lemberger*

Alle Aufnahmen vom 10. September 2000. Unterschiede in Reifezustand, Beerenfarbe, Beerengrofie
und Traubenform treten deutlich in Erscheinung.

Insbesondere die Resistenz gegeniiber dem Erreger des Falschen Mehltaus, Plasmopara
viticola, spaltet in der Filialgeneration deutlich auf. Von 153 Individuen liegen
umfangreiche Feldboniturdaten aus einem Zeitraum von sechs Jahren vor. Die Erfassung
erfolgte 1995, 1999, 2000 u. 2001 durch die Ziichtungsabteilung des Instituts fiir
Rebenziichtung Geilweilerhof (EIBACH und Mitarbeiter). Klimatische Besonderheiten
wie starker Pilzdruck, Hitzeperioden oder punktuelle, grole Niederschlagsmengen der
Erfassungsjahre fanden bei der Beurteilung der Ergebnisse Beriicksichtigung.

Im Rahmen einer Kooperation zwischen dem Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof
und dem Institut National de Recherches Agronomiques (INRA) wurde im elsdssischen
Colmar fiir eine Auswahl von Stecklingen der Kreuzungspopulation unter
Gewichshausbedingungen die Resistenz gegen Plasmopara viticola anhand von
Blattscheibenassays getestet (WIEDEMANN-MERDINOGLU und Mitarbeiter), um die
Aussagekraft der vorliegenden Studie durch die integrierte Betrachtung verschiedener

Standorte und Erfassungsmethoden zu verbessern.
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3.2

Bewertung agronomischer Eigenschaften im Freiland

Die Bonitur erfolgte unter Verzicht auf den Einsatz von Pflanzenschutz nach den

allgemeinen Kriterien und mittels der vom Office International de la Vigne et du Vin

(OIV) anerkannten [O-] und [U-]-Deskriptoren (Uberblick s. TAB. 3-1, fiir detailliertere

Angaben zur Bonitur vgl. ‘Descriptors for Grapevine‘, ©lnternational Plant Genetic

Resources Institute IPGRI, 1997; OIV, 1997 iiber http://www.cgiar.org/ipgri/).

TABELLE 3-1

Uberblick zur Bonitur der Kreuzungspopulation ‘Regent* x ‘Lemberger nach anerkannten OIV-

Kriterien.

Die vergebenen Boniturnoten (EIBACH und Mitarbeiter) lieferten der QTL-Kartierung die Rohdatenbasis.
Merkmale mit * sind gemal der ergénzten Erlduterungen modifiziert erfasst worden. Die Beerenhautfarbe

wurde als qualitativer morphologischer Marker erfasst. Die Nekrosenbildung bei Plasmopara-Infektion
wurde als separates Merkmal analysiert. Statt Infloreszenzen wurden Trauben pro Trieb bonitiert.

Merkmal, Deskriptor Bewertung nach Richtlinien des OIV
Triebwachstum 1 3 5 7 9
[0-353] sehr schwach | schwach mittel stark sehr stark
Axillartriebbildung 1 3 5 7 9
[0-352] sehr schwach | schwach mittel stark sehr stark
Beerenansatz in % 1 3 5 7 9
[0-501] sehr gering gering mittel hoch sehr hoch
Trauben pro Trieb* 1 2 3 4
[O-153: Infloreszenzen bis zu 1 1,1 bis 2 2,1 bis 3 mehr als 3 Trauben
Jpro Trieb] Traube Trauben | Trauben
Beginn der Beerenreife 1 3 5 7 9
[0-303] sehr frith frith mittel spét sehr spét
Trennung vom Beerenstiel 1 2
[0-240] [U-51] schwierig leicht
Beerenzahl 1 3 5 7 9
[0-501] sehr schwach | schwach mittel stark sehr stark
Beerengrofie 1 3 5 7 9
[0-220] sehr klein klein mittel grof3 sehr grof3
Beerenhautfarbe* 1 2 3 4 5 6 7
hier als morpholog. gelb-griin rosa rot rot- dunkelrot- blau- rot-
Merkmal erfasst grau violett schwarz schwarz
Traubengrofle 1 3 5 7 9
[U-39] sehr klein klein mittel grof} sehr grof3
Traubendichte 1 3 5 7 9
[O-204] [U-40] sehr locker locker mittel dicht sehr dicht
% Botrytis-Befall zur Lese 1 3 5 7 9
[0-459] sehr gering gering mittel hoch sehr hoch
|Plasmopara-Befall Blatt 1 3 5 7 9
[0-452] sehr gering gering mittel hoch sehr hoch
|Plasmopara-Befall Blatt 1 3 5 7 9
Grofle der Nekrosen* sehr klein klein mittel grof3 sehr grof
[in O-452 enthalten]
|Plasmopara-Befall Beere 1 3 5 7 9
[0-453] sehr gering gering mittel hoch sehr hoch
Oidium-Befall Blatt 1 3 5 7 9
[0-455] sehr gering gering mittel hoch sehr hoch
Oidium-Befall Beere 1 3 5 7 9
[0-456] sehr gering gering mittel hoch sehr hoch
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3.3  Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Priparation genomischer DNA im Midi-Maf}stab aus der Rebe

Ausgangsmaterial flir die Préparation genomischer DNA (THOMAS et al., 1993) waren
triebspitzenstindige junge Rebblétter, die im friihen Stadium der Vegetationsperiode
direkt von den Einzelstocken der Kreuzungspopulation abgesammelt wurden. Die
vollstdndigen Bldttchen wurden am Blattstiel abgeknipst und bis zur Autbereitung in
Tiiten auf Eis in einer Kiihlbox aufbewahrt. Die schonende Behandlung erhilt die
Qualitdat des Blattmaterials, da die Vakuolen unverletzt bleiben. Dies minimiert ein
Austreten von phenolischen Substanzen, die rasch zu Verbrdunung und Lisionen fiihren

wiirden. Zur DNA-Priparation wurde wie folgt verfahren:

& Puffer A: 0,25 M NaCl & Puffer B: 0,5 M NaCl
0,2 M Tris-HCL; pH 8,0 0,2 M Tris-HCI; pH 8,0
50 mM EDTA; pH 8,0 50 mM EDTA; pH 8,0
0,1% B-Mercaptoethanol 2,5 % PVP 40 000
2,5 % PVP 40 000 3 % N-Laurylsarkosin
20 % Ethanol

¢ 1 xTE: 10 mM Tris-HCI; pH 8,0
1 mM EDTA

€ RNAse-Stammlosung (MaBstab: 1 ml; Konz. 10 mg/ml) :
# 10 mg Ribonuclease A in 10 mM Natriumacetatpuffer; pH 5,2
ca. 15 min kochen.
# Abkiihlen lassen, 1/10 Vol an 1 M Tris-HCI; pH 7,4 zugeben.

# Mischen, aliquotieren, bei —20°C aufbewahren.

¢ 2 g junge Blitter ohne Schidlingsbefall in fliissigem Stickstoff schockfrosten, zu
Pulver zermoérsern und in Zentrifugenréhrchen iiberfiihren.

+ Ohne die Proben auftauen zu lassen mit Puffer A versetzen, mit Vortex mischen.

# Bei 4°C und 8000 rpm zentrifugieren (Sorvall RC-5B, Rotor SS34 ,10°).

& Uberstand abgieBen. Pellets mit 5 ml Puffer B resuspendieren. Fiir 30 min in einem auf
37°C vorgeheizten Wasserbad inkubieren, gelegentlich vorsichtig (wegen der Rohkerne)

umschwenken, da sich sonst ein zidher Bodensatz bildet.
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+ 25 ml (d.h. gleiches Volumen) Chloroform/Isoamylakohol (24:1) zugeben, mit Vortex
mischen und bei 4 °C und 14200 rpm in der Zentrifuge (Sorvall, s.0.) die Phasentrennung
herbeifiihren.

& Wissrige Oberphase mit einer weitlumigen Pasteurpipette in ein Sorvall-Réhrchen
iiberfiihren.

¢ DNA-Lo6sung mit 0,54 Vol (= 2,7 ml) Isopropanol versetzen. Vorsichtig mischen und
10 min inkubieren.

& DNA bei 4°C und 14200 rpm durch Zentrifugieren pelletieren. Uberstand verwerfen,
trocknen lassen.

o DNA-Pellet mit 2 x 300 pl TE resuspendieren und in ein Eppendorfgefal3 tiberfiihren.

# 3 pl einer RNAse-Stammldsung zusetzen. 30 min bei 37°C inkubieren.

& Probe mit 0,5 Vol. (300 ul) Ammoniumacetat mischen. Proteine ausfallen lassen und
mit Tischzentrifuge pelletieren, den Uberstand in ein frisches Gefils abdekantieren.

& Zugabe von 0,54 Vol. (ca. 550 pl) Isopropanol, 10 min auf Eis stellen, 20 min bei
maximaler Umdrehungszahl abzentrifugieren. Uberstand verwerfen,

o Pellet trocknen lassen und in 200 pl 1x TE resuspendieren.

# Die Losung genomischer DNA wird im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

Zur Beurteilung des Préiparationsresultats wurde ein 0,8 %iges Agarose-Minigel (s.u.)
mit 1 pl der Praparation im Mengenvergleich zu 0,1 und/oder 0,05 pg ungeschnittener A-

DNA 90 min bei 8 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt.

3.3.2 Normalisieren der Arbeitslosungen

In Verdiinnungsreihen mit TE-Puffer wurden {iber ein Agarosegel im Abgleich gegen
einen DNA-Mengenstandard bekannter Konzentration (z.B. 25 und 50 ng ungeschnittene
A-DNA, Boehringer) gleichmiBig konzentrierte Arbeitslosungen genomischer DNA von
20 ng/pl fiir die PCR (vgl. S. 49) hergestellt, die bei 4°C aufbewahrt wurden.

3.3.3 DNA-Elektrophorese im horizontalen Agarosegel

Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung von DNA im Agarosegel, einer elektrisch
neutralen Matrix, handelt es sich um eine Molekularsiebchromatographie im elektrischen
Feld. Die Fragmente wandern aufgrund ihres negativ geladenen Phosphodiesterriickgrats
zur Anode und werden in Abhéngigkeit ihrer Fragmentlinge in der Gelmatrix

unterschiedlich stark reteniert. Die Porengréf3e wird iiber den Prozentanteil der Agarose
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festgelegt. Die Gelelektrophorese kann z.B. zur Qualitétspriifung einer DNA-Préparation,
zur Kontrolle einer enzymatischen Restriktion, zur Analyse eines PCR-Ansatzes oder zur
Abschitzung der Konzentration von DNA in einer Probe dienen.

Fiir die hier beschriebenen Untersuchungen wurden 0,8 — 2,0-prozentige Gele benutzt.

0,5 x TBE wurde sowohl zur Bereitung der Gele als auch als Laufpuffer eingesetzt.

5x TBE # 54 g Tris-HC1

pH 8,3 + 27,5 g Borsédure
+20ml 0,5M EDTA; pH 8,0
& HyOges. ad 1000 ml

Die Proben wurden vor dem Auftrag mit ca. 0,2 Volumina Gelladepuffer versetzt. Das
im Ladepuffer enthaltene Bromphenolblau kann als Frontmarker dienen, da es in seiner
Laufgeschwindigkeit kleinen DNA-Fragmenten von ca. 250 bp entspricht, wihrend das
hellere Xylen-Cyanol in der Region um 4 kb wandert (SAMBROOK et al., 1989).

Gelladepuffer + 2.5 mg Bromphenolblau
+ 2,5 mg Xylen-Cyanol
+ 300 pl Glycerol
¢ HyOges. ad 1 ml

Die Agarose wurde durch Aufkochen in TBE geldst und vor dem Gieflen des Gels unter
Riihren bis auf ca. 60°C abgekiihlt. Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgte bei einer
Spannung zwischen 3 und 10 V/cm in einer geschlossenen Elektrophoresekammer
(MWG Biotech, Ebersberg bzw. Biometra, Gottingen). Als Spannungsquelle diente ein
Netzgerit (Power Pac 300; Biorad, Miinchen). Zur Detektion der DNA wurde das Gel
nach der Elektrophorese einige Minuten in einer Ethidiumbromidfirbeldsung mit einer
Endkonzentration von 1 pg/ml sachte geschiittelt. Uberschiissiges Ethidiumbromid
wurde durch Schwenken des Gels in Wasser entfernt. Ethidiumbromid interkaliert
zwischen beiden DNA-Stringen und fluoresziert bei Bestrahlung mit UV-Licht. Zur
Auswertung wurden die Gele auf einen UV-Transilluminator (IL 350 M; Bachhofer,
Reutlingen; Wellenldnge: 300 nm) mit angekoppeltem Kamerasystem (Polaroid)
transferiert. Die Ergebnisse wurden photographisch dokumentiert (Polaroidprint).

Ein Molekulargewichtsmarker mit Fragmenten bekannter Grofe und Konzentration
bzw. ein Mengenstandard dienten in der Regel als Referenz zur Bewertung der zu

analysierenden DNA-Proben.
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur selektiven primerdeterminierten
Amplifizierung von DNA-Zielfragmenten. Der Reaktionsansatz enthdlt die Matrizen-
DNA, problemspezifisch ausgewihlte Oligonukleotidprimer, die vier Desoxynucleosid-
Triphosphate (dNTPs) als Grundbausteine sowie eine hitzestabile DNA-Polymerase
(iblicherweise Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus) in einem geeigneten
Reaktionspuffer. Drei zyklisch wiederholte Schritte charakterisieren den Verlauf der

PCR:

(1) Denaturierung: Trennung der Doppelstrang-DNA bei 90 - 95°C in Einzelstringe

(2) ,,Primer-Annealing*: Die Oligonukleotidprimer lagern sich wéhrend des Absenkens
der Temperatur auf das Niveau der individuellen Hybridisierungstemperatur an
komplementire Zielstellen in der denaturierten Matrize an.

(3) Extension: Die DNA-Polymerase verldngert die Stringe in beiden Richtungen
komplementir bei einer Einstellung, die der Idealtemperatur der verwendeten
hitzestabilen Polymerase entspricht (72°C fiir die hier verwendete Taq-Polymerase

von Boehringer/Roche, Mannheim bzw. Amplitaq Gold von PE Applied Biosystems,
Foster City)

Die Anzahl der Zyklen liegt in der Regel zwischen 25 und 32. Beim letzten Schritt
verldngert man die Zeit fiir die Polymerisation um mehrere Minuten, um alle Strange
vollstdndig zu synthetisieren. Schon mit dem zweiten Zyklus bilden sich Doppelstriange,
deren Linge dem Abstand der Primer zueinander entspricht. Der Anteil dieser
Zielfragmente wichst anndhernd exponentiell im Verlauf weiterer Zyklen. Das Erhitzen
und Abkiihlen regelt ein automatischer Thermocycler. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die Thermocycler Hybaid Touch Down (MWG-Biotech, Ebersberg) und #9600 (PE
Applied Biosystems) eingesetzt.

3.3.5 PCR-Varianten

® Touchdown-PCR Diese PCR-Variante (DON et al., 1991) kam bei der
Generierung von AFLP-Markern zum Einsatz. Bei jedem neuen Zyklus erniedrigt sich
die Annealingtemperatur beginnend bei 60°C um diskrete Temperaturschritte, hier um
1°C. Unter zundchst hoher Stringenz der Primerbindung wird eine Population von
Fragmenten amplifiziert, die in den nachfolgenden Zyklen die Basis fiir die exponentielle
Reamplifikation bilden. Im Verlauf des Temperaturprofils nimmt in gegenldufiger Weise

mit dem Anwachsen der Fragmentdichte in der Probe die Stringenz zugunsten der
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Amplifikationsausbeute schrittweise ab. Das Touchdown-Protokoll wirkt sich
ausgleichend beziiglich der begilinstigten Amplifikation von Fragmenten eines
bestimmten ,,GroBenfensters™ aus, nivelliert also kompetitive Effekte ldngenbedingter
Fragmentmobilitit bei der PCR (Informationen des AFLP Plant Mapping Kit Manual, ©
1996 The Perkin-Elmer Corporation).

® Multiplex-PCR  Als Methode der Durchsatzsteigerung bei der Markererzeugung
wurde die sogenannte Multiplex-PCR getestet. Dazu kombiniert man mehrere
Primerpaare im gleichen Reaktionsgefal3, erzeugt theoretisch also in einer gemeinsamen
Reaktion (bzw. pro Zeiteinheit) ein Vielfaches an Markern (VEENSTRA-VAN DER WEELE
etal., 1997).

3.3.6 Primer fiir die PCR

Fiir jede geplante Amplifizierung konstruiert man ,,forward -* und ,,reverse - Primer
moglichst so, dass sie eine dhnliche Hybridisierungs- oder Schmelztemperatur (T,,, mit
»m“ fir , Melting) haben. Die T, kann iiber folgende Formel (Faustregel) errechnet
werden: Anzahl (A+T)- 2 [°C] + Anzahl (G+C)- 4 [°C]

Die idealen Temperaturen liegen in der Praxis mitunter 3 - 12°C iiber der errechneten T,

so dass im Einzelfall eine Optimierung notwendig sein kann.

Ca. 200 SSR-Primersequenzen des Vitis Microsatellite Consortium (VMC) standen dem
Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof zum gegebenen Zeitpunkt zur Verfiigung. Alle
VMC-Primersequenzen werden Ende 2004 offentlich verfiigbar (Riaz et al., 2004).
Oligoprimer einschlieBlich SSR-Primern mit Fluoreszenzmarkierung am 5'-Ende wurden
durch MWG (Ebersberg) in Auftragssynthese hergestellt. AFLP-Primer wurden als Teil
des AFLP Plant Mapping Kit von PE Applied Biosystems erworben

(Sequenzinformation: ZABEAU und VOS (1992), European Patent Application).

3.3.7 SSR-Analyse

3.3.7.1 Spezifische Amplifikation von SSR-Loci

Empfehlenswert fiir die SSR-Analyse sind Thermocycler mit rascher Thermoanpassung
und Deckelheizung wie z.B. das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Gerédt 9600 von PE
Applied Biosystems. Das hier verwendete PCR-Programm zur Darstellung von SSR-

Markern entsprach einem angepassten Standardprotokoll:
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95°C 3 min

92°C 2 min |
T, 30s | 32x
72°C 30s

72°C —20 min

Die optimale Primeranlagerungstemperatur T, hédngt auBer vom GC-Gehalt der
Oligonukleotide auch von der Passgenauigkeit der Primer auf die Testsorte ab. Sie wurde
fiir jedes Primerpaar vor dem Parentalscreening geméll T, = 4 (G+C) + 2 (A+T) — 5 °C

ermittelt und im Einzelfall nachoptimiert.

3.3.7.2 Parentalscreening

Ein Parentalscreening an Stichproben der Kreuzungspopulation ‘Regent’ x ‘Lemberger’
diente der Auswahl solcher Primerpaare, die segregierende SSR-Marker erzeugen. Da die
Primerentwicklung an anderen als den hier untersuchten Sorten (z.B. an ‘Cabernet
Sauvignon‘) durchgefiihrt wurde, war ein Parentalscreening auBerdem auch als
»EBignungspriifung von Primerpaaren sinnvoll: In Testamplifikationen mit beiden Eltern
sowie einem Subset von fiinf Nachkommen wurden die grundséatzliche
Amplifizierbarkeit, die Reproduzierbarkeit und die Eindeutigkeit des Resultats ermittelt.
Das Screening wurde iiber silbergefiarbte Polyacrylamidgele (je nach erwarteter
Fragmentgrofe 6% oder 8%) ausgewertet und iiber Fotokopien dokumentiert. Primer, die
sich im Screening bewihrten, d.h. Polymorphismen klar zutage treten lieen, wurden zur
Analyse der Gesamtpopulation ausgewihlt. Hierzu wurde in der Regel ein chemisch
modifizierter Forward-Primer eingesetzt, so dass die PCR-Produkte am 5’-Ende mit

einem ABI-kompatiblen Farbstoff fluoreszenzmarkiert vorlagen.

3.3.8 AFLP-Analyse
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Plant AFLP Kit for medium and small sized
Genomes (PE Applied Biosystems, basierend auf einer Methode von ZABEAU und VOS,
1992) getestet und fiir die Analyse der Rebe als geeignet befunden. Die Beschaffenheit
der Kit-Komponenten stiitzt sich laut Herstellerangaben auf Erfahrungen mit bereits
charakterisierten Pflanzengenomen (Mais, Reis, Getreide, Tomate).

Der Einfachheit halber werden im Folgenden als ,,Eco-Primer” von der EcoRI-
Zielsequenz abgeleitete, als ,,Mse-Primer* von der Erkennungssequenz des Enzyms Msel

abgeleitete AFLP-Primer bezeichnet.
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3.3.8.1 Vorbereitung der genomischen DNA fiir die AFLP-Analyse

Gemil dem leicht modifizierten AFLP-Protokoll des Plant AFLP Kit for medium and
small sized Genomes (© 1996 The Perkin-Elmer Corporation) wurde eine DNA-Menge
von rund 500 ng pro Ansatz/Individuum eingesetzt, was ungefahr der DNA-Ausbeute aus
0,5 Gramm junger Rebenblitter entspricht. In einem Test mit EcoRI, Msel und beiden
Enzymen in Kombination wurde die genomische DNA vorab auf problemlose
Restringierbarkeit gepriift. Hierzu wurde ca. 1 png DNA eingesetzt und fiir 2 Stunden bei

37 °C inkubiert. Der Restriktionsansatz wurde iiber ein 1,5 %iges Agarosegel analysiert.

3.3.8.2 Vorbereitung der Adaptoren
Der im Plant AFLP Kit enthaltene Adaptormix wurde 10 Minuten im Wasserbad

aufgekocht und dann allméhlich auf Raumtemperatur abgekiihlt.

3.3.8.3 Restriktions — Ligations - (,,R-L“-) Reaktion

Zwei Enzyme dienen bei dem verwendeten Plant AFLP Kit dazu, geeignete
Restriktionsfragmente fiir die Folgeschritte zu produzieren: EcoRI, ein Enzym, das in
einer durch sechs Basen definierten Region schneidet, als zweite Endonuklease wird
Msel mit einer vier Basen umfassenden Erkennungsequenz eingesetzt. In einer
kombinierten Reaktion ligieren doppelstringige sticky end-Adaptoren von 25 bp Lénge
an die bei der Restriktion neu entstehenden Eco- und Mse-Sticky Ends. Dabei wird die
Zielsequenz der Enzyme veréndert, so dass erneutes Schneiden verhindert wird. In dieser
Reaktion entstehen folgende Kategorien von Fragmenten: 3°Eco-Eco5‘ und 3°Eco-
Mse5¢, 3‘Mse-Eco5°¢ und 3‘Mse-Mse5¢. Da lediglich die selektiven Eco-Primer an ihrem
5°-Ende fluoreszenzmarkiert sind, wird ausschlieBlich die Fraktion der 3‘Mse-Eco5‘—

Fragmente von der CCD-Kamera des ABI Prism GA 310 detektiert.

Ansetzen eines Enzym-Mastermix fiir die R-L-Reaktion

¢ 10 pl 10x T4 DNA-Ligasepuffer mit ATP

¢ 10 pl 0,5 M NaCl

5 ul 1 mg/ml BSA (verdiinnt aus einer 10 mg/ml Stammldsung)
¢ 100 U Msel

¢ 500 U EcoRI

¢ 100 U T4 DNA Ligase (Boehringer/Roche)

# ad. 100 pl mit sterilem HyO p;gest. Mischen und bis zur Verwendung auf Eis

stellen.
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Puffer fiir die R-L-Raktion: 10 x Ligasepuffer
500 mM Tris-HCI (pH 7,8)

+ 100 mM MgCl,

¢ 100 mM DTT

¢ 10 mM ATP

# 250 pg/ml Rinderserumalbumin, BSA

Ansetzen der R-L-Reaktion

In einem sterilen Eppendorfgefal werden folgende Komponenten vereint:
# 500 ng genomische DNA in 5,5 pl sterilem destilliertem Wasser

1,0 ul 10 x T4 DNA Ligasepuffer mit ATP

+ 1,0 ul 0,5M NacCl

+ 0,5 ul 1,0 mg/ml BSA (verdiinnt aus einer 10 mg/ml Stammldsung)

& 1,0 ul Msel - Adaptorenpaar

¢ 1,0 ul EcoRI - Adaptorenpaar

# 1,0 pul Enzym-Mastermix

1 x Ligasepuffer:

¢ 50 mM Tris-HCI (pH 7,8)

¢ 10 mM MgCI2

¢ 10 mM DTT

¢ 1 mM ATP

# 25 pg/ml Rinderserumalbumin, BSA

Nach kurzem Mischen wird die Fliissigkeit mit einer Tischzentrifuge am Boden des

Gefilles gesammelt und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

3.3.8.4 Priselektive Amplifikation

Die Basenfolge der Adaptoren und die Restriktionsstelle, einschlieBlich der

flankierenden Basen, bilden die Primerbindungssequenz der Prdamplifikation. Der dem

Msel-Adaptor komplementére Primer endet dariiber hinausreichend mit einem 3°C.

Wiéhrend der nun folgenden PCR werden solche Fragmente angereichert, die die

entsprechende Basenfolge einschlieBlich des iiberhdngenden selektiven Nukleotids fiir

die Bindung der Praamplifikationsprimer besitzen. In die Vertiefungen einer 96-Well-
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Polycarbonat-Mikrotiterplatte wurden jeweils 4,0 ul der verdiinnten R-L-DNA-L6sung, 1
ul des préaselektiven Primermix aus dem Kit sowie 15,0 ul des AFLP Core Mix gegeben.
Die Proben wurden mit folgendem nach Angaben von PE Applied Biosystems zitierten

Programm (s. Tab. 3-2) amplifiziert:

TABELLE 3-2 Priselektive PCR, Thermocyclerprogramm

Hold Cycle Hold Anzahl der Zyklen
72 °C 2 min - - 1
94 °C Is 56 °C 30s | 72°C 2 min 20
60 °C 30 min | 60 °C 30s 1
4°C - -

Zur Uberpriifung des Verlaufs dieser PCR wurden 10 pl der Probe auf einem 1,5%igen
Agarosegel bei 4 V /cm fiir 3 Stunden der Elektrophorese unterzogen (zu erwarten ist
laut Herstellerangaben ein Schmier im Bereich 1000 bp + 500 bp). Die {ibrigen 10 pl der
Proben wurden in fest schlieBende Gefédf3e iiberfiihrt, mit 190 ul TE,; aufgefiillt und bei
5°C autbewahrt.

3.3.8.5 Amplifikation der AFLP-Zielsequenzen
Die selektive Amplifikation der Zielsequenzen erfolgte im jeweils gleichen Thermoblock
des Thermocyclers Hybaid Touch Down (MWG-Biotech, Ebersberg). In einem

Gesamtvolumen von 20 ul waren enthalten:

# 3l Pre-Amplification-Mix
& je 1 ul markierter Eco- und unmarkierter Mse-Primer

# 15ul Amplification-Core-Mix

Zusammensetzung des Amplification-Core-Mix:

# 10x PCR-Puffer

& dNTP

& DNA Tag-Polymerase Amplitaq Gold

In einer 96-Well-Polycarbonat-Mikrotiterplatte wurden (auf Eis) je 3ul Pre-

Amplification-Mix vorgelegt. Zu einer auf die Anzahl geplanter Reaktionen

abgestimmten Menge Amplification-Core-Mix wurden die Primer hinzugegeben, mittels
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Vortex gemischt. Der Mix wurde mit einer Multikanalpipette in die Vertiefungen einer
PCR-Mikrotiterplatte aliquotiert.

Die PCR-Parameter der selektiven Amplifikation sind in Tab. 3-3 zusammengestellt.
Sie entsprachen einem Touchdown — Protokoll. Zwischen den Schritten des Annealing
und der Extension ist ein Ramping von 2,0 eingefligt worden, das die Ausbeute
verbesserte. Nach der PCR wurden 15 pl des Reaktionsgemisches in sterile 0,5 ml
Reaktionsgefale iiberfiihrt und bis zur Analyse bei 5 °C gelagert. Die restlichen Sul des
Reaktionsgemisches wurden zur Uberpriifung der PCR und zur Vermeidung einer
kapillarschidigenden Uberladung im Abi Prism GA 310 zuniichst auf einem 2,0 % igen

Agarosegel analysiert.

TABELLE 3-3: Touchdown PCR-Programm zur spezifischen Amplifikation der AFLP-Fragmente

Hold Annealing Hold Anzahl der Zyklen
94°C 2 min 65°C30s 72 °C 2 min 1
94°C 1s 64 °C30s 72 °C 2 min 1
94°C1s 63°C30s 72 °C 2 min 1
94°C1s 62°C30s 72 °C 2 min 1
94°C 1s 61°C30s 72 °C 2 min 1
94°C1s 60°C30s 72 °C 2 min 1
94°C1s 59°C30s 72 °C 2 min 1
94°C 1s 58°C30s 72 °C 2 min 1
94°C1s 57°C30s 72 °C 2 min 1
94°C1s 56°C30s 72 °C 2 min 23
60°C 30 min - - 1
4°C forever - - -

3.3.8.6 Parentalscreening zur Auswahl informativer AFLP-Primerkombinationen

In einem Startup-Modul des AFLP Plant Mapping Kit stellt die Firma PE Applied
Biosystems eine Auswahl an Primern (64 mogliche Kombinationen) in Testmengen zur
Verfiigung.

Zum Zweck der Auswahl wurden mit verschiedenen Primerkombinationen (darunter
zusétzlich auch Eco-Primer mit nur zwei selektiven Nukleotiden) Reaktionen mit beiden
Eltern und Stichproben der Nachkommenschaft durchgefiihrt und die AFLP-Profile auf
Polymorphismen untersucht. Die fiir die untersuchten Genotypen informativsten Primer-

Sets (s. Tab. 3-4) wurden fiir die Analyse der Gesamtpopulation herangezogen.
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TABELLE 3-4

Selektive AFLP-Primer im Parentalscreening

Primer- EcoRI - Msel - Fluorescence-
Kombination, Primer Primer Tag
Code
*1 (E32M59) |E-AAC M-CTA NED
*2 (E35M62) |E-ACA M-CTT FAM
*3 (E37M62) |E-ACG M-CTT JOE
*4 (ACM51) |E-AC M-CAT FAM
*5(ACM47) |E-AC M-CAA FAM
*6 (ACM48) |E-AC M-CAC FAM
*7(ACM60) |E-AC M-CTC FAM
*8 (ACM59) |E-AC M-CTA FAM
*9 (ACM49) |E-AC M-CAG FAM
*10 (AGM62) |E-AG M-CTT JOE
*11 (AAMS9) |E-AA M-CTA JOE
*12 (AAM47) |E-AA M-CAA NED
*13 (AAM48) |E-AA M-CAC JOE
*14 (ATM60) |E-AT M-CTC NED
*15 (ATM61) |E-AT M-CTG NED
*16 (ATM51) | E-AT M-CAT NED
*17 (ATM62) |E-AT M-CTT NED
*18 (ATM48) |E-AT M-CTT NED
*19 (AGM47) |E-AG M-CAA JOE
*20 (AGM48) | E-AG M-CAC JOE
Erliduterungen:

Erste Spalte: in der Kartierung verwendeter Acronymcode (*1-20; vgl. Markernomenklatur S. 92) , gefolgt
von der publikationsiiblichen Eco/Mse - basierten AFLP-Konsensnomenklatur in Klammern.

Zweite Spalte: Eco-Primer mit selektiven Nukleotiden.
Dritte Spalte: Mse-Primer mit selektiven Nukleotiden.

Vierte Spalte: Fluoreszenzfarbstoff aus dem ABI Prism GA 310 - kompatiblen AFLP-Farbstoffset zur
Analyse tber Filter A.
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3.3.9 Kartierte Marker, die nicht im Rahmen der Dissertation entwickelt wurden
Der methodische Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der SSR- und AFLP-
Markerentwicklung und ihrer Kartierung. In der Arbeitsgruppe zusitzlich entwickelte
RAPD-Marker sowie sequenzcharakterisierte Marker aus Bereichen funktioneller Gene
sollten die Aussagekraft der resultierenden Karte noch steigern. Sequenzcharakterisierte
Marker wurden iiber Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (“CAPS”; KONIECZNY
und AUSUBEL, 1993) auf der Basis von Expressed Sequence Tags (EST; MCCOMBIE et
al., 1992) oder durch die Verwendung von SCAR-Primern erzeugt (vgl. Tab. 3-5).

TABELLE 3-5

Sequenzbasierte Markerentwicklung fiir die Kartierung von ’Regent’ x ’Lemberger’

Bezeichnung Marker-Acronym Klassifizierung Referenz
UDF-Glucose-Flavonoid- UFGT Genspezifischer SCAR  Béhm und Zyprian
3-0-Glucosyltransferase Sparvoli et al., 1994
Glutamatdehydrogenase GD Genspezifischer SCAR  B6éhm und Zyprian ,
Syntichaki et al., 1996
Grape Ripening Related Protein ~ Gr Genspezifischer SCAR  Salakhutdinov und Zyprian
Alkoholdehydrogenase I ADH Genspezifischer SCAR  B6hm und Zyprian,
Sarni-Manchado et al.,1996
Major Allergen pru al Aller EST-CAPS Salakhutdinov und Zyprian
Dehydration induced protein RD22 EST-CAPS Salakhutdinov und Zyprian
Plasma membrane intrinsic Plasm EST-CAPS Salakhutdinov und Zyprian
Protein 1
Differential Display-Fragment, = VR2 CAPS Kortekamp und Zyprian

nach Plasmopara-Elicitierung

3.3.10 Kapillargelelektrophorese mit dem ABI Prism GA 310

3.3.10.1 Probenvorbereitung fiir die Fragmentanalyse
Formamid wird als Trager- bzw. Losungsmittel fiir Fragmentanalyseproben vom
Hersteller empfohlen, alternativ dazu kann man auf bidestilliertes Wasser zuriickgreifen.

Beide Trégerfliissigkeiten wurden im Rahmen der Methodenetablierung getestet.

B Formamid als Losungsmittel

Der Vorteil der Verwendung von Formamid als Matrix ist: Der denaturierte Zustand der
Proben wird stabilisiert. Das Formamid muss vor der Probenvorbereitung immer auf
einen pH-Wert von 7.0 gepriift werden. Abweichungen kommen durch
Disproportionierung des Formamids besonders bei Raumtemperatur schnell zustande und

fiihren zu unbrauchbaren Ergebnissen: Die Peakintensitdit kann unter die
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Detektionsschwelle fallen, weil Formiationen kompetitiv zu den DNA-Fragmenten
injiziert werden. Bei Abweichung vom neutralen pH muss das Formamid mit einem

Ionenaustauscher (Resin) vorbehandelt werden.

B Wasser als Losungsmittel

Ein Nachteil ist die theoretische Begiinstigung unvollstindiger Denaturierung oder
Heterodimerbildung. Bei der elektrokinetischen Injektion kann es laut Herstellerangaben
schnell zur Uberladung der Kapillare kommen. Die Peaks wirken dann plateau-artig
abgeflacht, sie erscheinen manchmal trotz der Uberladung als extrem niedrig oder
verzerrt. Bei wiederholter Uberladung kann die Kapillare Schaden nehmen. Die
Verwendung des denaturierend wirkenden POP-4 (PE Applied Biosystems) als

Gelmatrix gleicht die genannten Nachteile jedoch weitgehend aus.

3.3.10.2 Denaturierende Fragmentanalyse auf dem ABI Prism GA 310

B Parameter der denaturierenden Fragmentanalyse

Die Auflosung liegt bei FragmentgroBen von bis zu 250 bp und 25 Minuten Laufzeit
nach Herstellerangabe bei einer Base Genauigkeit.

Fir die Fragmentanalyse im Rahmen dieser Arbeit wurden Kapillaren von 50 um
Durchmesser und 47 cm Liange mit POP-4 als Gelmatrix verwendet. Als Puffer wurde 1x
GA mit EDTA eingesetzt (alle Komponenten von PE Applied Biosystems).

Die Probenzusammensetzung wich mitunter leicht von den Empfehlungen des
Herstellers ab. Mit einer kleinen Auswahl von Proben wurde ein Testlauf zur Klarung
folgender Punkte durchgefiihrt:

(a) Ermittlung des giinstigsten Mischungsverhéltnisses in der Probe
(b) Ermittlung der giinstigsten Laufparameter (hauptsédchlich der Injektionszeit)
(©) Bewertung der Qualitdt von Multiplex-Ansétzen (gemeinsames Laden von zwei

bzw. drei unterschiedlich markierten PCR-Ansétzen)

® Laden der Proben

Die Beschickung der Kapillare mittels elektrokinetischer Injektion ist abhéngig vom
elektrischen Impuls, Nettoteilchenladung und PartikelgroBe bzw. relativer Mobilitit.
Dies betrifft allerdings auch in der Probe enthaltene Salzionen, die bevorzugt injiziert
werden (MCCORD et al.,, 1993). Eine CCD-Kamera detektiert die durch Laserlicht
angeregten fluoreszierenden Reportergruppen an den passierenden Fragmenten. Bei

gegebenen Einstellungen unterscheiden sich die Fluoreszenzfarbstoffe in ihrem
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Emissionsspektrum sowie leicht in ihrer Emissionsintensitét (,,gelb* etwas schwicher als
,blau“ und ,,griin). Die Produkte der selektiven Amplifikation konnen meist ohne
weitere Aufreinigung im ABI Prism GA 310 analysiert werden.

Statt Oligoprazipitation und Entsalzungsschritten in der Probenvorbereitung wurden
optimale Injektionsparameter und Probenzusammensetzung fiir jedes Reaktionsset in
Testldufen mit fiinf zufédllig ausgewihlten Proben ermittelt. Die fiir die
Kapillarelektrophorese optimierten Probengemische enthielten 12-14 pl HyOgouble dest.,
0,2- 0,4 ul ROX- oder TAMRA-Gré8enstandard und 0,7 bis 2 ul PCR-Produkt in einem
Gesamtvolumen von ca. 15 pl. Die Injektionszeit wurde auf 4 bis 8 Sekunden mit 5
Sekunden als Ausgangswert gesetzt.

Im Fall einer Multiplex-Beladung verursacht die grofe Zahl von enthaltenen
Fragmenten u.U. ein erniedrigtes relatives Fluoreszenzsignal der Einzel-Peaks im
Vergleich zu den beobachteten Intensititen bei separatem Laden der Komponenten. Es
kann auch zu einer leichten Distorsion des Profils kommen. Eine gemeinsame
automatische Analyse von Multiplexdaten mit Einzellaufdaten kann daher in
Abhéngigkeit von der absoluten Lademenge problematisch sein, ein Effekt, der im Fall
von Multilocusanalysen wie der AFLP eher zum Tragen kommt als etwa bei SSR-

Analysen und bei der Methodenetablierung beriicksichtigt wurde.

3.3.10.3 Verwendung der Genescan™ Analyse-Software

m Rohdatenerfassung und -wiedergabe
Die Collection Software ist Eingabe- Steuerungs- und Datenerfassungs-Tool des ABI
Prism GA310 - Pakets Genescan™. Ein Sample-File wird automatisch durch die
Collection Software angelegt und entspricht der Aufzeichnung eines einzelnen
Probelaufs (Run). Es enthélt Rohdaten und die Ergebnisse der nach Voreinstellungen
durchgefiihrten automatischen Analyse.

Sample-Files eines Testsets, die mit den gleichen Parametern analysiert wurden
(beispielsweise alle Dateien einer iiber die Population vorgenommene Markeranalyse mit
einem bestimmten Primerpaar), wurden jeweils in einem Project (der Analyseeinheit der

Genescan™ - Software) zusammengestellt.

m Sichten und Fehlerbeseitigung in zusammengehorenden Datensets
Alle Proben einer logischen Analyseeinheit (beispielsweise die mit einem bestimmten
Primerpaar erzeugten PCR-Produkte einer kompletten Population) konnen simultan oder

einzeln in einem gemeinsamen Datensatz, dem Project, mit flexiblen Parametern
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analysiert und editiert werden. Detektionsschwellenwerte werden individuell angepasst.
In Einzelproben durch Verunreinigungen oder Distorsionsartefakte verursachte

Fehlzuordnungen von Fragmentgrofen konnen schnell erkannt und nacheditiert werden.

m Abgleich des Grofienstandards und Fertigstellung des Analyse

Die automatisierte Auswertung grofler Mengen von Genotypen erfordert die verldssliche
Zuordnung von FragmentgroBen. Deshalb ist die Uberpriifung (evtl. auch Editierung) des
internen GrofBenstandards essentiell. Dazu wurden nach der Erfassung der
Elektrophorese-Rohdaten die Spektralanteile des Standards (TAMRA- oder ROX)
moglichst vieler Proben in der Chromatogrammansicht von Genescan™™ iibereinander
projiziert (Stacking). Peak-Artefakte, denen durch die Software versehentlich Bedeutung
beigemessen wurde, lieBen sich auf diese Art leicht als ,,Ausreifler* zuriickverfolgen und
konnten zur automatischen Erstellung der Eichgerade des Standards maskiert werden.
Manuelle Nachbesserung ist meist nur in Einzelfillen notig. Abweichende
GroBenzuordnung ldsst sich oft schon durch die Erhohung der Detektionsschwelle fiir
TAMRA/ROX beheben, denn Fehlpeaks weisen in der Regel niedrigere Intensititen als
reguldre Peaks auf. Nach der Korrektur wurden die zusammengehdrigen Rohdatensdtze
erneut mit Genescan™ analysiert. Ein fertiggestelltes Project bildet die importierbare

Datenbasis fiir die auf Genescan™ aufbauende Programmkomponente Genotyper™.

3.3.10.4 Editieren von Daten in Genotyper™

Genotyper™ baut auf Genescan™ als Datenquelle auf. Die Anwendung liefert
tabellarische Fragmentinformation, die in Microsoft Excel importiert und als rechteckige
bindre Datenmatrix weiter bearbeitet werden kann. Ausgangspunkt ist in der Regel ein
analysiertes  Project. ~ Genotyper'™  bietet verschiedene Moglichkeiten — der
Peaknormierung und -normalisierung wie z.B. die Ausrichtung an monomorphen Peaks
oder die Normierung nach dem hochsten oder dem ersten Peak eines Laufs. Durch PCR-
Variabilitdt oder die Gegenwart von injizierfahigen Stérsubstanzen bedingte quantitative

Unterschiede konnen so ausgeglichen werden.

3.3.11 Denaturierende Polyacrylamid (PAA-) Gele
Die Fragmentanalyse {iber Polyacrylamidgele stellt eine Alternative zur
Kapillargelelektrophorese dar. Die Polyacrylamidgelmatrix bildet ein feinmaschiges

langs- und quervernetztes Molekularsieb, das es ermoglicht, Fragmente bis auf die Ebene
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einzelner Basenpaare zu separieren. Aufgrund dieser Eigenschaft finden diese Gele
beispielsweise auch zur Darstellung von Sanger-Sequenzreaktionen Anwendung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden silbergefarbte PAA-Gele zur Fragmentanalyse (SSR-
Parentalscreening) und -isolierung (AFLP) eingesetzt. 6%ige Gele sind fiir den
Fragmentbereich 500 — 200 bp geeignet, wihrend 8%ige PAA-Gele fiir die Analyse

kleinerer Fragmente vorteilhaft sind.

3.3.11.1 Vorbereitung der Glasplatten fiir die PAA-Gelelektrophorese

PAA-Gele werden zwischen zwei oberflichenbehandelte Glasplatten gegossen. Die
Glasplatten werden griindlich mit 1% SDS und H,Opigest.  gereinigt und mit einem
Zellstofftuch trockengewischt. Die Geltragerplatte wird - rdumlich getrennt von der
spater vom fertigen Gel abzulosenden ,,Ohrenplatte - mit Bindesilan behandelt. Dazu
werden 3pul Bindesilan, 15 pl 10%ige Essigsdure und 1 ml Ethanol,,s gemischt, mit
Zellstofftiichern auf der Platte verteilt und 5 Minuten antrocknen gelassen. Danach
wischt man dreimal mit 70%igem Ethanol und abschlieBend mit H,Opigese liber die
Oberfliche. Uberschiissiges Silan wird dabei vorsichtig wegpoliert. Auf die
»Ohrenplatte® wird 1 ml Repel-Silan verteilt, 10 Minuten antrocknen gelassen und der
Uberschuss mit Ethanol und H;Opigest wegpoliert. Die durch 0,2-mm-Spacer getrennten
Glasplatten werden aufeinander gelegt, mit Kreppband abgedichtet und mit Klammern

fixiert (Empfehlungen: Promega).

3.3.11.2 Herstellen des Polyacrylamidgels
Die Gellosung (fiir die verwendeten Platten: 70 ml) wird nach folgendem Protokoll

(Promega, Madison, Wisc. USA) hergestellt und bis zur Polymerisation auf Eis gehalten:

# 29 g Harnstoff ultrapur (entsprechend 7 M Endkonzentration, d.h. geséttigt)
# 14 ml 5x TBE-Puffer

+ 10,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (19:1, 30%ig, p.A.)

& HyOpigest. ad 70 ml

Sobald alle Komponenten gelost sind, wird mit einer Wasserstrahlpumpe ein Vakuum
erzeugt, das die Losung durch einen Glastrichter mit Faltenfilter in eine Nutschflasche
treibt. Unter Beibehaltung des Vakuums wird die Losung einige Minuten lang unter
leichtem Schwenken evakuiert, bis keine Gasblasen mehr aufsteigen. Die Polymerisation
wird durch die Zugabe von 280ul APS, einem Radikalstarter (als Stammldsung mit 1 g
pro 10 ml HyOpigest) und 56 ul TEMED als Katalysator initiiert; die Kettenreaktion wird
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durch Luftabschluss begiinstigt. Demnach wird das Gel ziigig mit einer Plastikspritze
zwischen die vorbereiteten Glasplatten gefiillt. Ein Haifischzahnkamm wird anschlieend
mit der glatten Seite ca. 5 mm tief in die Gelmasse gesteckt. Die vollstindige
Polymerisation erfordert etwa 30—60 Minuten. Das Klebeband wird entfernt, bevor man

das Gel in die Vertikalelektrophoresekammer montiert.

3.3.11.3 Vertikale PAA-Gelelektrophorese und Fiarbung

Der obere Puffertank wird mit 1 x TBE, die untere Kammer mit einem Teil 3 M
Natriumacetat und zwei Teilen 1 x TBE befiillt. So kann sich wihrend des
Elektrophoreselaufs ein Puffergradient aufbauen, der Trennleistung und Bandenschirfe
verbessert. Der Kamm wird entfernt und die von Puffer bedeckte Gelfront mit einer
Spritze von Harnstoff freigespiilt. Einige pl Farbmarker-Ladepuffer FBX werden
gleichmdBig in den Spalt zwischen den Glasplatten pipettiert und zeigen in einem
Vorlauf von ca. 10 min (1,5 kV/ 60W) durch eine ebenmiflig wandernde Farbfront, ob

die Polymerisation gleichmafBig verlaufen ist.

FBX & 9,5 ml Formamid
400 pl HaOpigest.
¢ 100 pul 1 N NaOH
+ 50 mg Bromphenolblau
+ 50 mg Xylencyanol als 1-ml-Aliquots bei 4°C lagern

Wiéhrend des Vorlaufs werden die Proben sowie der GroBenmarker vorbereitet: Der
Anteil des formamidhaltigen Ladepuffers soll im doppelten Verhéltnis zum Anteil der
wiassrigen PCR-Probe stehen, um ein gutes Absinken der Probe in die Geltasche zu
ermoglichen. Das Fassungsvermogen einer Tasche betrdgt maximal 4,5 pl (Kamm mit 68
groflen Taschen) bzw. 2,5 ul (Kamm mit 100 kleinen Taschen; Zubehor von Promega).
Nach dem Vorlauf wird die Tasche erneut mit Puffer gespiilt und der leicht mit Vaseline
eingefettete Kamm so eingesetzt, dass die Zahne die Geloberflache tangieren. Die Proben
werden im Thermocycler 3 Minuten bei 95 °C denaturiert, auf Eis abgeschreckt,
zwischen die Zihne des Haifischzahnkammes pipettiert und bei 2,5 kV (konstant) und 60
Watt fiir 2-32 Stunden der Elektrophorese unterzogen. Danach trennt man die
Glasplatten z.B. mittels einer Rasierklinge und gibt die Trédgerplatte mit dem darauf

haftenden Gel in die vorbereitete Fixierlosung.
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Fixierlosung: + 1800 ml H7O pigest.

+ 200 ml Eisessig

Dort kann es entweder liber Nacht verbleiben oder ca. 20 Minuten (bis zum Herauslosen
des Farbmarkers) auf einem Schiittler geschwenkt werden. Die Fixierlosung wird
abdekantiert und aufgehoben. Durch drei dreiminiitige Schiittelbdder mit H;Op;gest.
werden Harnstoff und Essigsdure ausgewaschen. Das Gel wird 30 min in der
Silberfarbelosung geschwenkt und zum Entfernen des Silberiiberschusses kurz in Wasser
getaucht. Die im Gel immobilisierte DNA reteniert das Silber und kann daher sichtbar

gemacht werden.

Silberlosung o 2 g Silbernitrat AgNO;
+ 3 | Formaldehyd (37 %ig)

ein2l H>0 pidest. 16sen

Im vorgekiihlten Entwickler-Schiittelbad erwartet man das Erscheinen der Banden, um
dann die Reaktion bei Erreichen des Optimums durch Zugabe der aufbewahrten

Fixierlosung zu stoppen.

Entwicklerlosung # 60 g Natriumcarbonat Na,COs in 2 1 HyOpigest. 10sen, vorkiihlen.
# 400 pl Natriumthiosulfat Na,S,0; x 5 H,O (10 mg/ml)
+ 3 ml Formaldehyd

Natriumthiosulfat und Formaldehyd sind unmittelbar vor Gebrauch in die gekiihlte
Natriumcarbonatlosung zu geben. Natriumthiosulfat dient bei diesem photographischen
Entwicklungsprozess dazu, nach dem Entwickeln restliche Silberionen aus der Lésung zu
entfernen, da Ag'-Ionen sich mit Thiosulfationen zu einem Komplex mit sehr hohen
Komplexbildungskonstanten verbinden. Das Gel verbleibt einige Minuten in Wasser,
wird dann mit Klarsichtfolie abgedeckt oder trocknen gelassen und fotokopiert bzw. mit
einer Kamera dokumentiert. Nach der Verwendung konnen Gelreste von den Glasplatten

mit 1 N Natronlauge entfernt werden.

3.3.12 Riickgewinnung von DNA-Fragmenten aus einer Gelmatrix

® FElution von DNA-Banden aus silbergefirbten PAA-Gelen
Anwendungszweck war, DNA-Fragmente fiir die Direkt-Sequenzierung verfiigbar zu

machen. Eine Auswahl der gleichen PCR-Proben, die zuvor bereits zur Erfassung des
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Fingerprints iiber Kapillargelelektrophorese erfasst und bei 5°C eingelagert worden
waren, wurden zur Bandenelution benutzt. Auf diese Weise ist man iiber das
Fragmentprofil jeder Probe informiert, so dass man die fiir den Gellauf individuell
giinstigste Menge abschétzen kann. Man kann auch gezielt Proben solcher Individuen fiir
die Elution wihlen, bei deren Analyse die PCR-Reaktion ein besonders starkes, klares
Fingerprintmuster ergeben hat. Das Profilmuster in der direkten Umgebung der
interessierenden Bande sollte bei einer geplanten Bandenisolation mdoglichst
iibersichtlich und die Bande klar zu identifizieren sein.

Die interessierenden Banden werden aus dem vom Férbeprozess noch feuchten Gel mit
einem Skalpell ausgeschnitten, vorsichtig von der Glasplatte abgehoben, in vorbereitete
Gefille mit 20 ul TE (vgl. S. 46) tiberfiihrt und {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
Zugabe von 230 ul Elutionspuffer werden die Proben 30 Minuten im Wasserbad gekocht.
Sind sie auf Raumtemperatur abgekiihlt, isoliert man mit einer sterilen Pipettenspitze die

Gelstiicke aus der Losung.

Elutionspuffer ¢ 0,5 M NH Ac
¢ 10 mM MgAc,
¢ 1 mM EDTA; pH 8,0
¢ 0,1% SDS Es schlie3t sich eine Ethanolféllung an.

B Elution von DNA aus Agarosegelen

Diese Methode wurde zur Priparation der Ausgangsfragmente fiir das PCR-Walking
(vgl. S. 70f) benoétigt. DNA-Zielfragmente wurden nach der Elektrophorese mit einem
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in 250 pl Elutionspuffer aufgenommen.
Die Proben wurden 15 min im Wasserbad gekocht. Es schloss sich eine Ethanolfédllung

an.

3.3.13 Standard-Ethanolfillung
Die Ethanolféllung ist eine Methode, um DNA aus einer wissrigen Losung zu gewinnen.
Das Grundprinzip ist die Verminderung ihrer Loslichkeit durch Ansduern, lokalen

Wasserentzug und plotzliche Kélte in Gegenwart eines chaotropen Salzes.

# Zutropfen von 1/10 Vol. eiskaltem 3 M Natriumacetat; pH 5,2
# langsame Zugabe von 2,5 Vol. eiskaltem Ethanolapsoput
¢ durch Umwenden des Gefal3es verteilen

¢ 30 min in Eis stellen
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AnschlieBend wird die ausgefallene DNA durch Zentrifugieren bei maximaler
Umdrehungszahl 20 Minuten pelletiert. Nach Abdekantieren des Uberstands wird das
Pellet getrocknet und schlieBlich in 20 pl 1x TE (vgl. S. 46) gelést. Zum Uberpriifen der
Bandenisolation und zum Anreichern des Zielfragments schlieB3t sich eine spezifische
PCR mit den Parametern der Ursprungsreaktion an, die die Bande reproduziert und

verstarkt.

3.3.14 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten nach dem Prinzip des Cycle-Sequencing
wurde liber eine Kettenabbruchreaktion (SANGER, 1977) mittels fluoreszenzmarkierter
,Dye-Terminator“-Nukleotidanteile im PCR-Mix nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt (,,ABI Prism BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit“, PE Applied
Biosystems). Auf diese Weise aufbereitete AFLP- und Walking-Fragmente wurden dann
iiber das automatische Kapillarelektrophoresesystem ABI Prism GA 3100 analysiert.

DNA-Fragmente wurden im Rahmen dieser Dissertation nach einem Vorschlag von
BALZERGUE et al. (2001) direkt, d.h. ohne vorheriges Klonieren in einen Trigervektor,
der Reaktion unterzogen. Als Sequenzierprimer fiir isolierte AFLP-Fragmente diente der
unmarkierte Msel-Primer der urspriinglichen PCR-Reaktion, die den Marker erzeugt hat.
PCR-Walking-Produkte wurden iiber die AP-Primer bzw. die genspezifischen Primer
sequenziert (vgl. Schema S. 70).

Um Templates in ausreichender Menge fiir die Sequenzreaktion herzustellen, wurden
iiber Adsorptionssdulchen (QIAquick PCR Purification Kit Spin colums, Qiagen, Hilden)
gereinigte PCR-Produkte aus einer Reamplifikation isolierter Fragmente eingesetzt. Pro
Sequenzierungsansatz wurden ca. 250 ng doppelstrangige DNA, 10 pmol Primer sowie 2
ul Reaktionsmix vereinigt und mit HyOpigest. zu 10 pl ergénzt.

Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die Ansétze auf ein Volumen von 100 pl
gebracht und nach Standardprotokoll mit Ethanol gefillt. Das Pellet wurde in 25 pul TSR-
Puffer aufgenommen, 2 min bei 90°C denaturiert und {iber den ABI Prism GA 3100 nach
Empfehlungen von PE Applied Biosystems analysiert und ausgewertet.

Die bereinigten Sequenzen wurden {ber Offentliche Datenbanken durch

Homologieanalyse abgeglichen.
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3.3.15 Southern Blot - Hybridisierung
Der genomische Southern Blot sowie die Variante des Dot Blot kamen bei der

Untersuchung einer QTL-korrelierten AFLP-Markersequenz zur Anwendung.

3.3.15.1 Grundprinzip des Southern Blot

Der Southern Blot, eine von SOUTHERN (1975) entwickelte DNA-Transfer- und
Fixierungstechnik, ermdglicht den Nachweis einer bestimmten bekannten oder als Isolat
vorhandenen DNA-Sequenz in einer immobilisierten DNA-Probe. Eine markierte DNA-
Sonde lagert sich dabei an ihre komplementire Zielsequenz in der zu testenden Probe
(Hybridisierung). Das Signal wird nach stringenten Waschschritten durch Schwirzung
eines Films detektiert. Heute nutzt man dabei héufig eine antikérpergebundene
Lichtreaktion an Stelle des radioaktiven Nachweises.

Genomische bzw. komplexe DNA wird i.d.R. zundchst mit einem geeigneten
Restriktionsenzym geschnitten (dies erlaubt verfeinerte Aussagen iiber Haufigkeit der
Zielsequenz im Genom oder Ursprungsort des Signals). Nach der Auftennung iiber ein
Agarosegel erreicht man die Immobilisierung der DNA durch ihren Transfer aus dem Gel
auf eine DNA-affine Membran (Nitrocellulose oder Nylon, Boehringer/Roche,
Mannheim). Auf diese Weise ,geblottete® DNA kann mehrfach mittels

Sondenhybridisierung untersucht werden.

3.3.15.2 Dot Blot

Eine vereinfachte Variante ist der ,,Dot Blot®, bei dem man auf die Restriktion verzichtet.
Im Vordergrund steht hier die rasche Aussage iliber das grundsétzliche Vorhandensein
einer Zielsequenz im Genom. Gleiche Volumina normalisierter DNA-Testlosungen
werden als Tropfen direkt auf die Membran pipettiert. Nach dem Trocknen ergeben sich
,Dots“, also Flecken (z.B. mit ein bis wenigen pg DNA). Man verfahrt zur Detektion wie

mit einer geblotteten Membran.

3.3.15.3 Herstellen eine Digoxygenin-markierten Sonde fiir die Hybridisierung
Das DIG-System ist eine sensitive Alternativmethode zur radioaktiven Markierung von
Sonden-DNA. Der eingesetzte DIG-DNA-Labelling Kit (Boehringer/Roche, Mannheim)
enthélt in einem Hexa-Nukleotidmix als modifiziertes Nukleotid Digoxygenin-11-dUTP,
das iiber PCR ins Zielfragment integriert wird.

Ein PCR-Ansatz fiir die DIG-Markierung beinhaltet folgende Komponenten:
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# Matrizen-Fragment 50 ng

& Primer je 10 pM
¢ DIG-Hexanukleotidmix 200 uM
o Tris-HCl 10 mM
¢ MgCl, - 6 H,O 1,5 mM
* KCI 50 mM

o Tag-Polymerase (Boehringer) 1 U

Das PCR-Programm zur DIG-Markierung entspricht einer reguldren PCR-Reaktion. Die
Konzentration der markierten Sonde wird nach der DIG-PCR iiber ein 1,5%iges
Agarosegel im Vergleich zu einem Mengenstandard abgeschitzt. Die fertige Sonde kann

bei —20°C gelagert werden.

3.3.15.4 Blotvorbereitungen

m Restriktion und Gelelektrophorese genomischer DNA

Ca. 10 pg genomische DNA werden mit 50 — 80 U eines nach Fragestellung
ausgewdhlten Restriktionsenzyms in passendem Puffer in einem Endvolumen von 200 pl
bei 37°C {iiber Nacht geschnitten. Die Probe wird iiber ein 1% iges Agarosegel

elektrophoretisch bei ca. 4 V/cm drei Stunden lang aufgetrennt.

® Gelvorbereitung

Das Gel wird fiir den DNA-Transfer folgendermallen vorbehandelt:

# 20 min in Depurinierungslésung schwenken
Depurinierungslosung: 0,25 N HCI

# kurz spiilen mit HyOjgest.

# 30 min in Denaturierungslosung schwenken
Denaturierungslosung: 1,5 M NaCl; 0,5 N NaOH

& kurz spiilen mit HyOgeg.

+ zweimal 15 min in Neutralisierungslosung schwenken

Neutralisierungslosung: 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI; 0,001 M EDTA; pH 7,2

3.3.15.5 Durchfithrung des Southern Blot
Die zu analysierende DNA-Probe wird zu diesem Zweck von einem Agarosegel iiber

Nacht auf eine geladene Nylon- oder Nitrocellulosemembran passender Grof3e tiberfiihrt
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(,,geblottet). Eine simple Moglichkeit dazu beruht auf einfacher Saugwirkung,
hervorgerufen durch die Passage eines Hochsalzpuffers durch Gel, Membran und darauf
aufgeschichtete Stapel von passend zugeschnittenem Whatman 3MM Filterpapier und
Zellstofftiichern.

o Transfer-Hochsalzpuffer:

20 x SSC (3 M NacCl; 0,3 M Tri-Natriumcitrat x 2 H,O; pH 7,0)
& Membran: im beschriebenen Versuch aus Nylon (Boehringer/Roche, Mannheim)
Nach dem Blot wird die Membran in 2xSSC gewaschen. Durch zweistiindiges Backen

bei 80°C wird die DNA kovalent an die Membran gebunden (,,Crosslinking*).

3.3.15.6 Sondenhybridisierung

Die  Sondenhybridisierung wird mit DIG Easy Hyb-Losung (Boehringer/Roche,
Mannheim) nach Empfehlungen des beiliegenden Protokolls durchgefiihrt. Unter
stringenten Bedingungen lagert sich die einzelstringige Sonde spezifisch an eine oder
mehrere potentielle komplementére Zielstellen der membrangebundenen DNA an.

Die im Folgenden aufgefiihrten Wasch- und Reaktionsschritte werden in einem
Hybridisierungsofen (Techne HB-1, Thermodux, Wertheim) mit rotierenden Glasrohren
durchgefiihrt.

& Prihybridisierung: bei ermittelter Hybridisierungstemperatur in DIG Easy-Hyb (20
ml/100cm?) fiir 3 Stunden

¢ Vorbereiten der DIG-Sonde: 10 min aufkochen, auf Eis abschrecken, mit 3,5 ml
DIG-Easy Hyb /100 cm” Membranfliche mischen. Nach AbgieBen der
Prahybridisierungslosung Sonde direkt zugeben.

& Hybridisierung tiber Nacht bei 39°C

& Zur Sondeniiberschussentfernung zweimal 15 min bei Raumtemperatur mit jeweils
100 ml 2xSSC/0,1% SDS waschen, anschlieend folgt die ,,stringente* Waschung bei
68°C mit 0,5xSSC/0,1% SDS fiir zweimal 15 min.

3.3.15.7 Detektion

In einer peroxidasekatalysierten Redoxreaktion wird bei Zugabe der Reagenzkomponente
»CDP-Star* (Boehringer/Roche, Mannheim) Energie in Form von Lichtblitzen
freigesetzt, die auf Rontgenfilm dokumentiert werden. Schwérzung bezeichnet die Lage
des Zielfragments auf der Membran. Der Detektion gehen Waschen und Blocking

voraus:
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& Waschpufter 0,1 M Maleinséure
pH 7,5 0,15 M NaCl

ohne bzw. mit 0,3 % Tween 20
# Blockingpuffer Waschpuffer mit 1% Blocking-Reagenz

# Detektionspuffer 0,1 M Tris-HCI
pH 9,5 0,1 M NaCl

& 2x 15 min in Waschpuffer ohne Tween 20 schwenken.

# 45 min in Blocking-Puffer inkubieren (Absittigen der Membran mit unspezifischem
proteinhaltigem Medium, hier Blocking Reagenz (Boehringer).

# Nach Zugabe von Anti-Digoxygenin-Antikorpern in Konjugation an alkalische
Phosphatase binden diese im Verlauf der folgenden halben Stunde an ihr Digoxyge-
nin-Gegenstiick der hybridisierten Sonde.

& 2 x 15 min in Waschpuffer mit Tween 20 schwenken.

+ 5 min in 20 ml/100 cm? Detektionspuffer dquilibrieren.

& Membran in Folie einschweiflen, 2,5 ml CDP Star-Verdiinnung zugeben, 5 min
inkubieren.

& Membran abtropfen lassen und neu einschweif3en.

# Detektion der Lichtreaktionsereignisse auf Rontgenfilm (Lumifilm Chemiluminescent

Detection Film) in lichtdichten Kassetten (MS Laborgerite, Heidelberg).

Die Expositionsdauer lag je nach Signalstirke zwischen 30 min und 15 Stunden. Der
Rontgenfilm wurde bis zum Erscheinen geschwirzter Signale in Entwicklerlosung
geschwenkt (ca. 10 min), dann nach kurzem Wasserbad in Fixierlosung gegeben und
nach erneutem Wasserbad getrocknet und ausgewertet (Entwickler und Fixierlosung:

Kodak; iiber Sigma, Steinheim).

3.3.16 PCR-Walking

3.3.16.1 Grundprinzip

Mittels PCR-Walking kann man Fragmente iiber die Grenzen ihrer bekannten Sequenz
hinaus erweitern. Zufallsfragmente aus einer genomischen Bibliothek werden durch
geeignete Primer an einer ihrer beiden Flanken in dem Fragment, dem das Interesse gilt,
,verankert; die zweite ,,Border fiihrt iiber eine anligierte Adaptorsequenz zu einer
Erweiterung des bekannten Bereichs. Ob die Adaptorsequenz ,upstream™ oder

,downstream® liegt, unterliegt Gesichtspunkten der Statistik. Die GroBe des neu
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hinzugewonnenen Abschnitts mit Sequenzinformation ist dabei von der Entfernung der
Adaptorbindung zum Ausgangsfragmentabschnitt abhéngig. Die Auswahl geeigneter
fragmentverankerter Primer erlaubt es, in beiden Richtungen aus dem Fragment ,heraus
zu lesen®. Durch sukzessive Anwendung des Walking-Prinzips (jeweils basierend auf
den Endprodukten des vorangegangenen Walking-Schritts) konnen zusammen mit

Contiganalysen betrachtliche Strecken der Fragmentumgebung erschlossen werden.

3.3.16.2 PCR-Walking mit dem GenomeWalker" Kit

Ein GenomeWalker'™ Kit der Firma Clontech (Palo Alto, Kalifornien) kam im Rahmen
dieser Arbeit fiir die beidseitige Erweiterung bekannter Fragmentsequenzen zum Einsatz.
Der Kit ist geeignet fiir die Arbeit mit nicht klonierten genomischen Sequenzen®. Die
einzelnen Arbeitsschritte wurden gemidB GenomeWalker™ Kit Protocol PT1116-2
durchgefiihrt. Aus genomischer DNA wurden Fragmentbibliotheken durch Restriktion
mit EcoRV bzw. Dral hergestellt. Die Methode des Walking verlduft basierend darauf in
drei Hauptschritten:

1) Ligation asymmetrischer Adaptoren an Fragmente der genomischen Bibliotheken
2) Primire PCR

3) Sekundire oder ,,nested*“ PCR

In nachfolgendem Schema (s. Abb. 3.2) ist die Vorgehensweise beim PCR-Walking
gemiB der Anleitung der Fa. Clontech (GenomeWalker™ Kit User Manual PT1116-1,
1999) im Uberblick dargestellt. Die Benennung der beteiligten Komponenten wurde nach

den Angaben des Herstellers tibernommen.

Kit-Adaptoren ¢

¢ Genomisches Fragment j

A-P'1 Primare PCR G‘STP1
AP2 Sekundare ,nested” PCR GSP2

Abbildung 3.2 Schema des PCR-Walking.

Der Adaptorprimer AP1 passt auf den Adaptor; AP2 (der ,,innere” Adaptorprimer) tiberlappt mit AP1 und
reicht weiter in die Sequenz hinein. GSP1 ist ,,dulerer” genspezifischer Primer, GSP2 ist iiberlappender,
LHinnerer genspezifischer Primer. In Graustufen abgehoben: an das Fragment ligierte Kit-Adaptoren und
Walking-Primer (als Pfeile schematisiert).

¥ Siebert, P.D.; Chen, S. and Kellogg, D.E. (1995): The Human GenomeWalker DNA Walking Kit: A new
method for walking in uncloned genomic DNA. Clontechniques X(II): 1-3
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Dabei ist einer der Primer (AP1 bzw. AP2) dem Adaptor angepasst, der zweite Primer
(GSP1 bzw. GSP2; GSP steht fiir gen-spezifischer Primer) passt auf ein Stiick des
Zielfragments, dessen Sequenz erweitert werden soll. Sowohl die Asymmetrie der
Adaptoren mit ihrem intern durch eine Amino-Schutzgruppe geblockten 3'-Ende als auch
die zusitzliche Suppression-PCR-Strategie (mit Ausbildung einer ,,panhandle“-oder
»Bratpfannenstruktur zwischen dem Adaptor und seinem komplementdren 3°-
Amplifikationsartefakt) verhindern eine DNA-Amplifikation, die auf Fragmente mit
beidseitig ligierten Adaptoren und zwei AP1-Primer zuriickgehen konnte.

Zwei aufeinanderfolgende Schritte mit ineinander geschachtelten Primersequenzen
(,,nested PCR*“-Methodik) erhdhen die Spezifitit der Reaktionsfolge und damit der
Endprodukte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Walking-Fragmente in beiden
Richtungen verldngert (im obigen Schema der Abb. 3.2 nicht dargestellt),
dementsprechend wurde an der zweiten Fragmentborder ein weiteres nested-Primer-Paar

eingesetzt (GSP3 und GSP4).

Priméare PCR: Sekundire PCR:

94°C 2 94°C 2

72°C 3 min [ /Zyklen 72°C 3 min [ O Zyklen
94°C 2 94°C 2s

67°C 3 min 32 Zyklen 67°C 3 min 20 Zyklen
67°C 4 min 67°C 4 min

(Programme gemél Fa. Clontech, GenomeWalker™ Kit User Manual PT1116-1, 1999, S. 27; optimiert fiir
Thermocycler #9600, PE Applied Biosystems)

3.3.16.3 Analyse der Walking-Ausgangsfragmente

Nach einer Auftrennung {iber ein Agarosegel werden geeignete Banden als Gelblockchen
ausgeschnitten und die DNA zuriickgewonnen (vgl. S. 63). AnschlieBend kommt ein auf
Effizienz optimiertes Protokoll von BALZERGUE et al. (2001) zum Einsatz, das prinzipiell
an die Arbeitsschritte des GenomeWalker' V-Kit ankniipft, statt des aufwendigeren Wegs
iiber die Subklonierung in E. coli im Vorfeld der Sequenzierung jedoch mit den isolierten
Walkingfragmenten als Templates den bekannten Sequenzbereich beidseitig durch eine
direkte Cycle-Sequencing-Reaktion erweitert. Der innere Adaptorprimer (AP2) und die
fragmentspezifischen inneren Primer (GSP2 und GSP4) kommen dabei als
Sequenzprimer zum Einsatz. Durch Kombination mehrerer solcher ,upstream* und
»downstream® erweiterten Fragmentstrecken mit iliberlappenden Bereichen ergibt sich —
vergleichbar einer Contiganalyse - ein erweitertes Bild des untersuchten

Genomabschnitts.
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3.4 Vorgehensweise bei Markererfassung und Kartierung

3.4.1 Tabellarische Markererfassung und Erstellen einer Verrechnungsmatrix
Die Verrechnungsmatrix stellt die Datensétze fiir die Kartierungssoftware-Pakete
MAPMAKER/EXP3.0 und JoinMap®3.0 (in unterschiedlicher Codierung, s. u. ) zur
Verfiigung.

Es handelt sich um bindre rechteckige Tabellen, (iiblicherweise in MS Excel), die zur

Genotypisierung nach folgendem Schema (s. Abb. 3.3) aufgebaut sind:

Markercode Individuen der Kreuzungspopulation Reg Lem
| | | |

v | | |

RAPD-Daten

AFLP-Daten

SSR-Daten

CAPS/EST-Daten
1
1

Bonitur-Daten,
Merkmalscode

W\

\4

Abbildung 3.3 Schema einer Markermatrix-Tabelle, die als Datenbasis fiir Kartierungssoftware
dient.

Die Tabelle wird in Microsoft Excel erstellt und in JoinMap®3.0 importiert bzw. fiir die
MAPMAKER/EXP3.0-Analyse iiber einen Editor in MS-DOS iberfiihrt. Individuen der
Kreuzungspopulation sind iiber Standortnummern designiert. Reg und Lem bezeichnet die
Kreuzungseltern, deren Genotypen beziiglich der Markerloci ebenfalls in der Matrix erfasst werden.
Feldeintrége sind in programmabhéngigen Codes vorgenommen, die im folgenden Abschnitt erldutert sind.
Boniturdaten sind direkt als diskrete Zahlenwerte nach OIV-Kriterien (vgl. Tab. 3-1) eingetragen.

Die Individuen der Kreuzungspopulation bilden mit ihrer Kennung (beispielsweise der
Zucht- oder Standortnummer) horizontal in fester Reihenfolge angeordnet den
Tabellenkopf. In der darunter liegenden Spalte befindet sich die gesammelte
Markerinformation, wobei jede Zeile einem bestimmten Marker vorbehalten ist. Die

letzten beiden Spalten entfallen auf die Parentaltypen.
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3.4.2 Mendelgenetik und Verteilungsfille
Die nachfolgenden Beispiele illustrieren die typischen Mendel’schen Verteilungsfille
und machen gleichzeitig die der Markerkartierung inhdrente Logik transparent.
| Beispiel 1
Die Markerbande liegt doppelt-heterozygot in beiden Kreuzungseltern vor:
Elterl x Elter2 alb x a/b
Fiir die Nachkommenschaft ergeben sich die moglichen Genotypen
a/a: a/b : b/a : b/b im Zahlenverhidltnis 1:1:1:1,
wobei a/a, a/b und b/a im Fall der Codominanz unterscheidbar, im Fall der
Dominanz jedoch nicht unterscheidbar sind, so dass fiir die Verteilung ,,Bande

vorhanden : Bande fehlt” dann das Zahlenverhiltnis 3:1 zutrifft.

u Beispiel 2
Das Markerfragment riihrt von einem Elter her’ und liegt dort in einer einzigen
Kopie vor'’.
Elter] x Elter2 n/b x n/n
Fiir die Nachkommenschaft ergeben sich die moglichen Genotypen

n/n : b/n (,,Bande vorhanden : Bande fehlt) im Verhiltnis 1:1

| Beispiel 3
Das Markerfragment riihrt von beiden Eltern her, und zwar homozygot bei Elter 1
und heterozygot bei Elter2.
Elterl x Elter2 alb x ala
a/a : b/a (,,Bande b vorhanden : Bande b fehlt) im Verhiltnis 1:1

Dieser letzte Fall kann formal als Variante des vorher geschilderten Beispiel 2 betrachtet

werden.

Bei der AFLP, einer ,,anonymen“ Multilocusanalyse, ist eine allelische Assoziation
zwischen verschiedenen Fragmenten a priori nicht moglich. Die Analyse iiber ein ABI
Prism GA 310-Kapillarelektrophoresegerdt mit Fluoreszenzdetektion erlaubt in vielen

Fillen sogar eine bedingt quantitative Aussage: Das Vorkommen eines bestimmten

? Von einem Parentalscreening riickschlieBend.
' Dies ist der Fall, wenn Segregation auftritt.
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Fragments b in der Nachkommenschaft kann nach einfacher oder doppelter Intensitit
klassifiziert werden. So kommt man zu einer ,,quasi-codominanten* Betrachtung; quasi-
codominant deshalb, weil das zu b homologe Allel als Fragment unbekannt bleibt und
geméil der Logik lediglich durch das ,,Nicht-Vorhandensein einer zweiten Kopie von b*,
reprasentiert wird (im oben geschilderten Beispiel 2 dann ,n“ entsprechend). Zur
Beschreibung dieses Falls hat man das Konzept des sogenannten ,,Dummy-Locus®
aufgegriffen (wie z.B. bei der die MAPMAKER/EXP3.0-Erfassung), wodurch ein
,virtuelles” Allel an einem Locus analog zu einem vorhandenen Allel als simples
Merkmal kartiert werden kann. Sollte sich nach der Markerkartierung zeigen, dass ein
solcher Dummy-Locus mit einem realen Fragment cosegregiert, kann es dem ,,echten®

Allel entsprechen.

3.4.3 Verrechnung der Markerinformation durch JoinMap®3.0 und
MAPMAKER/EXP3.0

Die Kartierungsprogramme JoinMap®3.0 mit MapQTL®4.0 sowie MAPMAKER/

EXP3.0 wurden fiir die Kopplungsanalyse und fiir die anschlieBende Korrelation mit

Freilandbonituren eingesetzt.

3.4.3.1 Genotypen-Codierung fiir die Verrechnung in JoinMap®3.0

Das Datenformat fiir JoinMap®?3.0 ist in Anlehnung an den jeweiligen Segregationstyp
aus (Elter] x Elter2) mit mindestens zwei, maximal vier verschiedenen Allelen in
diversen Kombinationen zu wéhlen. Mogliche Datenfeldeintrdge sind zutreffende
Allelkombinationen nach dem in Tab. 3-6 dargestellten Schema. Es konnen auch
Codominanzbeziehungen zwischen unterschiedlichen Markerbandenkombinationen der
Filialgeneration in allelischem Verhiltnis zueinander abgebildet werden. Anzugeben ist
auch der Populationstyp. Im Fall der Rebe trifft CP (,,Cross Pollinator®) zu: die

Testpopulation entstammt einer Kreuzung heterogen homo-/ heterozygoter diploider

Eltern.
TABELLE 3-6 Segregationstypen, Darstellung in JoinMap-Codierung
Segregationstypen Beschreibung
<ab x aa> 2 Allele, segregierender Locus von Elterl
<aa x ab> 2 Allele, segregierender Locus von Elter2
<ab x ab> 2 Allele, Eltern doppelt heterozygot
<ab x ac> 3 Allele, davon ein gemeinsames
<ab x cd> 4 Allele charakterisieren vier parentale Chromosomen
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3.4.3.2 Genotypen-Codierung fiir die Verrechnung in MAPMAKER/EXP3.0
Mapmaker (hier in der Version MAPMAKER/EXP3.0 eingesetzt) ist ein bewéhrtes
Kartierungsprogramm, das mit digitalisierten (1/0) - Daten die beiden Fille
,Vorhandensein einer Markerbande* beziehungsweise ,,Fehlen einer Markerbande* fiir
jedes Individuum des Testsets erfasst.

Die Mapmaker-Codierung von Markerbanden bzw. Genotypen lésst sich entsprechend
den bereits erlduterten Modellen der Mendelgenetik in folgender Weise darstellen
(GroBBbuchstaben kennzeichnen Dominanz und bedeuten in der Regel ,,Bande

vorhanden®):

« formaler Populationstyp F2: Ab x Ab: AA/2Ab/bb (3:1)

# oder formales Backcross: Ab x bb: Ab/bb (1:1) , wobei

Bande vorhanden Bande fehlt Ausfalle/nicht feststellbar
Feldeintrag 1 Feldeintrag 0 Feldeintrag —

3.4.3.3 Stringenter Test auf Mendel sche Segregation (xz-Test)

Mit dem y’-Test ldsst sich priifen, inwieweit eine empirische Verteilung mit einer
Modellverteilung iibereinstimmt. So ldsst sich zeigen, ob das in der Nachkommenschaft
beobachtete Genotypen-Zahlenverhiltnis - bezogen auf einen Locus - einer Verteilung
im Sinne freier Mendel scher Segregation entspricht, denn die Platzierung von Markern
ohne auffillige Segregationsdistorsion ist sinnvoll, um eine Annéherung an physikalische
Locusabstinde zu erreichen. Marker, die Segregationsdistorsion aufweisen, konnen
hingegen Aufschluss iiber Fragestellungen geben, die Besonderheiten der
Genomarchitektur betreffen. Beispiele wiren Rekombinations-Hotspots, repetitive
Segmente etc.

Der y>-Test ist zur Vorbereitung der Rohdaten fiir die Kopplungsanalyse in
JoinMap®3.0 integriert. Fiir MAPMAKER/EXP3.0 fiihrte ein Visual Basic - Makro (R.
WIND, 2000) ausgehend von einer Markermatrix in Excel-Tabellenformat zeilenweise -
Tests auf 1:1 oder 3:1-Verteilung der jeweiligen Markerbande durch.

Bei Unterschreiten des Tabellenwertes 3,18 (,,Goodness of Fit“ mit 0,05%
Fehlerwahrscheinlichkeit und n=2 Freiheitsgraden) sortiert das Makro die Markerdaten
in vier verschiedene Tabellen ein: 1:1-spaltende Marker beider Eltern kombiniert, 1:1-

spaltende Marker des weiblichen Elters, 1:1-spaltende Marker des mannlichen Elters und
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3:1-spaltende Marker beider Eltern, die in diesem Fall heterozygot beziiglich dieses

Fragments waren.

3.4.3.4 Erzeugung der MAPMAKER/EXP3.0-Quelldatenformate

Ein weiteres Visual Basic Makro (R. WIND, 2000) bereitete diese getrennten Tabellen fiir
separate MAPMAKER/EXP3.0-Verrechnungen vor, indem es sie in MS DOS - Text als
* raw -Dateien formatiert. In der Befehlszeile eines Editors wurden die Verrechnungsart
(im vorliegenden Fall ,,backcross®), Anzahl der erfassten Boniturmerkmale sowie der

Codierungsschliissel (hier digitale 1/0 — Daten, vgl. Abschnitt 3.4.3.2) ergénzt.

3.4.3.5 Rahmenkriterien und Kartierung
Die Koinzidenz von Markerbanden bestimmter Genotypen in den Individuen der
Kreuzungspopulation ~wird von beiden Softwarepaketen in Form von
Rekombinationsfrequenzen und schlieBlich Kopplungsgruppen ausgedriickt. Dabei ist
der Begriff der Kopplung zunichst noch formal als >50 % Wahrscheinlichkeit fiir
gemeinsame  Vererbung aufzufassen. Kriterien fiir die Abgrenzung von
Kopplungsgruppen waren LOD 8 (letzterer Wert ist um finf GroBenordnungen
stringenter als der iibliche Grenzwert von LOD 2 (LANDER und BOTSTEIN, 1989). Die
Maximaldistanz von 40 cM (bzw. Rekombinationsfrequenz 0,4) zwischen zwei Markern
wurde zur Unterschreitung bzw. klaren Vermeidung des Grenzfalls 50%
Kopplungswahrscheinlichkeit gewihlt. Fiir die weitere Analyse in JoinMap®3.0
einschlieBlich der relativen Markerplatzierung im Rahmen der Mehrpunktanalyse wurden
die Default-Werte beibehalten (Mapping threshhold LOD 1,0; Jump Threshhold 5,0).

Die Programmfunktionen von MAPMAKER/EXP3.0 wurden als einzelne DOS-Befehle
eingegeben oder als Batch-Datei geladen, die die Schritte der Zweipunkt-, der

Mehrpunkt- und der Framework-Analyse in einem Template-Programm vereinigt.

3.4.3.6 Umsetzung und Darstellung der Kartierungsergebnisse

Die Resultate der Verrechnung wurden als Rohdatentabellen dokumentiert sowie in
graphischer Umsetzung als lineare Kopplungsgruppen in MS Powerpoint dargestellt. Es
wurden getrennte Karten der Eltern sowie Projektionskarten aus der Markerinformation
beider Kreuzungseltern unter Verwendung der Kosambifunktion erstellt. Die Ergebnisse
aus den Analysen mit JoinMap®3.0 und MAPMAKER/EXP3.0 wurden einem Vergleich

unterzogen. Die Mapmaker-Karte diente dabei der Kontrolle bzw. zur Bestitigung der
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mit JoinMap®3.0 erhaltenen Ergebnisse. Eine putative Fusionskarte ergab sich durch
Homologisierung, d.h. aus Assoziationen zwischen codominanten Ankermarkern

unterschiedlicher Kopplungsgruppen und dem Alignment doppelt heterozygoter Marker.

3.5 QTL-Analyse und Darstellung kartierter quantitativer Merkmale

Die QTL-Analyse wurde basierend auf den mit JoinMap®3.0 erstellten separaten
Kopplungskarten der Eltern in MapQTL"4.0 (VAN OOLIEN et al., 2000) iiber die Option
der Intervallkartierung vorgenommen. Phénotypische Daten verschiedener Jahre wurden
separat voneinander analysiert. QTL, die bei einem LOD-Score > 3 (VAN OOLJEN et al.,
2000) fiir Datensdtze aus drei oder vier Erfassungsjahren wiederholt zu identifizieren
waren, wurden als konsistent erachtet. Speziell JoinMap®3.0 und MapQTL"4.0 bieten
verschiedenen Anforderungen angepasste Moglichkeiten der Datenausgabe, doch wurden
die Kartierungsdaten zur Bearbeitung und spiteren Einbettung in MS Office-Formate

zusitzlich in MS Excel und MS Powerpoint {iberfiihrt.

3.6  Sequenzanalyse mit Bioinformatik - Tools

Basierend auf den Kartierungsarbeiten wurden molekulare Marker in enger Kopplung zu
quantitativen Effekten isoliert, angereichert und fiir DNA-basierte Folgeuntersuchungen
herangezogen, deren Ziel eine Sequenzcharakterisierung der entsprechenden

Genomregion war.

3.6.1 BLAST (Basic local alignment search tool, ALTSCHUL et al., 1990, 1997)
Die Sequenzen der isolierten AFLP-Fragmente wurden mit den beiden BLAST-Modulen
BLASTN (Datenbankabgleich auf Nukleotidebene) und BLASTX (Translation der
Nukleotidsequenz und anschlieBender Abgleich mit Proteindatenbanken wie SwissProt)
analysiert. Diese Tools finden Homologien zu annotierten ,,offenen Leserahmen* (ORF,
Open Reading Frames) und putativen Proteinen. Einige verwendeten Varianten von
BLAST sind bereits in der Suchanfrage Alignment-basiert (blast2 Sequences'') oder auf
besondere Datenbanken spezifiziert (z.B. NASC Insert Blast Server'?, Wu-BLAST").
Statistische Vergleichsgro3e in BLAST ist der E-Wert einer Sequenz. Er steht fiir die
zu erwartende Anzahl von Sequenzen in einer zufélligen Datenbank gleicher Grofle, die

den Motiven ebenso gut entsprechen wiirde, wie die Suchsequenz und ist gleich dem

" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html
2 http://nasc.nott.ac.uk/blast.html
3 Wu-BLAST 2.0; Gish, W.; 1996-2000: http://blast.wustl.edu
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Produkt aus den kombinierten p-Werten der Sequenz und der Gesamtzahl aller
Sequenzen in der Datenbank. Der p-Wert seinerseits ist definiert als Wahrscheinlichkeit,
dass eine Zufallssequenz derselben Linge eine gleich gute oder bessere
Ubereinstimmung zwischen Suchsequenz und Treffer erzielt. Im Vergleich der besten
Treffer aus den Alignmentstudien und unter Zuhilfenahme vollstindiger
Genbanksequenzen ist es moglich, Querverweise zu weiteren Datenbanken und damit
weitere Informationen zu sammeln. Eine Auswahl niitzlicher Internetseiten und
Offentlich verfligbarer interaktiver Datenbanken, die groftenteils liber Hypertext-Indices

(GL, AC, TC u.s.w.) miteinander vernetzt sind, ist in Tab. 3-7 wiedergegeben:

TABELLE 3-7 Ubersicht 2004 éffentlich verfiigharer Datenbanken fiir Genom- und Proteomanalysen

= Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.pubmed/entrez/query.fcgi), Literaturdatenbank mit
Querverweisen zu zahlreichen weiteren Datenbanken.

= TIGR (http://www.tigr.org), mit Arabidopsis Gene Index AGI (09/2002) und Vitis vinifera Gene
Index VvGI (02/2003) exprimierter Sequenzen, mit vielfaltigen Recherchemdglichkeiten iiber
standardisierte Indexierung (insbesondere TC ,,Tentative Contig®).

= GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.Genbank): Indexierung von Gensequenzen iiber Ursprung
(Accession number, AC) und Benennung (Gene identifier, GI).

= SALK library of Arabidopsis thaliana tDNA insertion lines (ALONSO et al., 2001).

= NASC Insert Sequence blast server (nasc.nott.ac.uk/insertwatch/insertDatabase.html)
Mit Verbindung zur SALK-T-DNA-Insert-Datenbank. Bietet auf der Basis des sequenzierten
Arabidopsisgenoms Informationen iiber Loci und ihre Umgebung sowie iiber bekannte
Insertionslinien, mit Literaturverweisen zu Pubmed. Klért Fragen wie: Besteht Homologie iiber
codierende Bereiche hinaus?

= PFAM (Datenbank konservierter Proteindoménen, http://pfam.wustl.edu/hmmsearch.shtml);
Orthologalignment und Clusteranalyse.
Auch tliber den EXPASY Server (www.expasy.ch) mit dem Tool PROSITE recherchierbar.

= SWISSPROT (Proteindatenbank)
= TRANSFAC (Transkriptionsfaktoren, DNA-bindende Proteine und ihre Zielmotive)

= EMBL (annotierte Sequenzen aus Genomprojekten) und TREMBL (Teilmenge von EMBL, nur
exprimierte Sequenzen)

= Riken Arabidopsis research encyclopedia, Plant Functional Genomics Research Group GSC RIKEN.
http://rarge.gsc.riken.go.jp/cdna/cdna_search/cdna. Die Enzyklopadie bedient sich folgender
Datenbank:

= PLACE DB: Plant cis-acting regulatory DNA elements (PLACE) database (HIGO et al., 1999). Nucleic
Acids Res, 27, 297-300. Cis-Elemente sind analog zu GENBANK-Eintriagen indexiert mit
Angaben zum Ursprung (Cis accession number) und Benennung (Cis identifier).

Die parallel zu Sequenzerweiterungen verfolgte Auswertung solcher Quellen fiigt sich zu

dem Entwurf eines Gesamtbilds, das Ansto8e flir weitere Untersuchungen geben kann.
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3.6.2 Motivalignments mit MAST 3.0 1.1.1 (,,Motif Alignment Search Tool*)

Mit diesem Programmpaket (TIMOTHY et al, 2001; http://meme.sdsc.edu/meme/website;
Feb. 03) mit MEME und BLOCKS (BAILEY und GRIBSKOV 2001, 1998; BAILEY und
ELKAN 1994) als integrierten Komponenten kann man Sequenzen gruppenweise
vergleichen und gemeinsame oder wiederkehrende Motive finden. Die Komponente
MEME, die in dieser Arbeit zur Analyse isolierter und sequenzierter Marker zum Einsatz
kam, ermoglicht auch, Varianten eines Motivs zu identifizieren. Das Programm ermittelt
eine Konsensus-Sequenz der Wiederholungsmotive.

Die Basis fiir alle Berechnungen in MAST/MEME ist eine positionsabhingige Scoring-
Matrix des repetitiven Motivs. Der p-Wert (vgl. S. 78) dient als resultierende Kenngrof3e
dieser Abschitzungsmethode. Ein paarweises Motivalignment aller wiederholten
Sequenzmotive belegt dabei, dass keine signifikanten Ahnlichkeiten (Korrelation > 0,6)
zwischen den Motiven untereinander bestehen. Die aufgelisteten Resultate entsprechen
schlieBlich den Kriterien, nicht zu tiberlappen und einen p-Wert < 0,0001 aufzuweisen.

Die Programme konnen beispielsweise niitzlich sein, wenn man eine Sequenz auf
Retroelementsignaturen, LTRs usw. iiberpriifen mochte, die leicht variieren oder noch
nicht beschrieben sind. Dariiber hinaus ist es moglich, ein Wiederholungsmotiv mit
bereits in Datenbanken registrierten Elementen zu vergleichen. Kenntnis iiber repetitive

Motive kann Schwierigkeiten bei der spateren SCAR-Entwicklung vermeiden helfen.

3.6.3 Motivsuche mit NSITE
Das Programm NSITE (SHAHMURADOV und SOLOVYEV, 2002;
http://genomic.sanger.ac.uk; Feb. 2003) ermoglicht ausgehend von DNA-
Sequenzinformation eine statistisch abgesicherte Motivsuche. Untersucht wird auf
regulatorische Boxen, konservierte und gensymptomatische Sequenzen, um Information
iiber die Natur der getroffenen genomischen Bereiche zu erhalten, auch wenn sie keine
Segmente mit offenem Leseraster enthalten.

Der Abgleich wird mit einer eigenen Datenbank (NSITE DB) und zusétzlich mit
TRANSFAC (DNA-bindende Proteine mit ihren Zielsequenzen, Transkriptionsfaktoren,

Promotorbereiche etc.) durchgefiihrt.

3.6.4 Vorhersage von Genstrukturen iiber GenScan

Das Programm GenScan (BURGE, 1998; http://genes.mit.edu/GENSCAN.html; Feb. 03)

prognostiziert mit Hilfe verschiedener Algorithmen putative Genstrukturen.
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Hauptanwendung des Programms ist - ausgehend von einer genomischen Sequenz - die
Vorhersage und Modellierung einer cDNA und gegebenenfalls eines codierten Peptids.
Mit diesen editierten Sequenzen kann man dann weitere Analysen betreiben. GenScan

wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Analyse einer PCR-Walking-Sequenz eingesetzt.

3.6.5 SplicePredictor

Dieses Programm (BRENDEL et al., 1998; http://bioinformatics.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi;
Feb. 2003) findet Splice-Zielmotive unter Beriicksichtigung der Signifikanz und der
Zielorganismengruppe (Tier, hohere Pflanze, Alge, Hefe, Bakterien). Wahlweise werden
alle/mogliche/wahrscheinliche/sichere Splicestellen in einer codierenden Nukleotid-

sequenz unter Angabe statistischer Kenngroen berechnet.

3.6.6 Topologische Analysen an abgeleiteten Proteinsequenzen

Neu synthetisierte Proteine besitzen Signalsequenzen am N-Terminus, am C-Terminus

oder auch peptidintern, die ihren Bestimmungsort in der Zelle determinieren. Eine solche

Information ist Teil der funktionellen Charakterisierung hypothetischer Proteine.
Wichtiger als die exakte Aminoséuresequenz der Targeting-Region sind jedoch fiir die

Bestimmung des tatsdchlichen Zielkompartiments die Anordnung lipophiler Abschnitte

und Ladungen (KOOLMAN und ROHM,1994: S. 214).

3.6.6.1 Targeting-Vorhersage iiber PSORT

PSORT (NAKAI und KANEHISA, 1991; http://psort.nibb.ac.jp/form.html; Feb. 2003)
gleicht eine Aminosduresequenz systematisch mit einer umfangreichen Liste von
Signalpeptidstrukturen und anderen konservierten Motiven des Proteintargeting ab und
untersucht physikalische Eigenschaften. Das Ergebnis ist eine statistisch signifikante
Aussage liber die Natur des codierten Proteins (Existenz vorausgesetzt). Es wird u.a. eine
grobe Klassifizierung vorgenommen und zusammen mit Signalpeptiden iiber Topologie-
und Entropieberechnungen prognostiziert, fiir welchem Ort der Zelle das hypothetische

Protein mit quantifizierter Wahrscheinlichkeit bestimmt ist.

3.6.6.2 Vorhersage von Sekundirstrukturen auf Proteinebene
Folgende Programme wurden im Rahmen dieser Arbeit bei der Auswertung der
Fragmentsequenzinformation benutzt, um unter Berechnung energetischer Minima die

Auspriagung von Sekundérstrukturen in hypothetischen Proteinen vorherzusagen:
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| HMMTop-Server, Programm HMMTop (TUSNADY und SIMON, 2001 und 1998).

zur Identifizierung von Transmembranhelices.

| Expasy-Server, Programm COILS (LUPAS et al., 1991) zur Identifizierung von
Coiled Coils.

Die Analyse liber den HMMTop-Server kontrolliert und verfeinert die Analyseergebnisse
von PSORT fiir hypothetische Proteine mit Transmembranhelices durch Angaben zur
Lage von Dominen relativ zueinander und beziiglich der Membran. COILS testet, ob
iibergeordnete, helikale Strukturen begiinstigt werden, die funktionelle Relevanz

besitzen.

3.6.7 Bioinformatikprogramme und Vorgehensweise bei der Analyse im Uberblick
Alle zur Fragmentanalyse eingesetzten Bioinformatikprogramme sind in Tab. 3-8 im
Uberblick angeordnet, um die schrittweise Vorgehensweise zu verdeutlichen und die
jeweiligen Zwischenergebnisse in einen grofleren Zusammenhang

zu stellen.
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TABELLE 3-8: Uberblick zur Datenbank- und bioinformatischen Analyse der AFLP-Sequenzen

Schritt 1: Untersuchungen anhand der AFLP-Sequenzen

Tool Format Aussage
1] BLASTN Nukleotidsequenz Homologien zu Genombereichen?
2] BLASTX Nukleotidsequenz Homologien zu exprimierten Proteinen?
3] TBLASTN Nukleotidsequenz Homologien zu hypothetischen Proteinen?
(zur Suche translatiert)
4] NSITE Nukleotidsequenz Motivsuche:
Zielstellen fir DNA-bindende Faktoren,
Promotorsegmente,
kurze Sequenzhomologien zu Proteinen?
5] MEME/MAST/BLOCKS Motivalignment:
Auffinden von Wiederholungsmotiven
6] HMMTOP Aminosduresequenz Topologiealignment
Identifizierung von Transmembranhelices
7] COILS Aminosduresequenz Auffinden von Coiled Coils

Zwischenfazit/Prognose: Steht die Sequenz im Zusammenhang mit bekannten Motiven? ja / nein
nein: Dirckte Entwicklung von SCAR-Markern ausgehend von der Sequenz.

ja: PCR-Walking zur Erweiterung des bekannten Bereichs um die AFLP-Sequenz.

Schritt 2 (nach Chromosome-Walking): Analysen anhand der Walking-Sequenzen

Tool Format Aussage
8] Wu-BLAST Nukleotidsequenz oder  doppeltes Alignment
Aminosduresequenz Homologie zu exprimierten Sequenzen

aus Vitis vinifera und globale Homologien

9] SplicePredictor Nukleotidsequenz Aussagen iiber Splicing Sites
ermdglicht Ableitung alternativer
Splicing-Varianten

10] NCBI-Orf-finder Nukleotidsequenz Identifizierung von Offenen Leserahmen (Orfs)
11] GenScan Nukleotidsequenz Identifizierung von Genstrukturen,

(Intron-Exon-Junctions),
|Proteinvorhersage, cDNA-Vorhersage
|

12] PSORT Aminosvéiuresequenz Vorhersage der Lokalisierung des Proteins nach
Analyse von Signalpeptiden, AS-Gehalt,
Polaritét etc.; Identifizierung von
Transmembranhelices

13] HMMTop Aminosiuresequenz Topologiealignment
Identifizierung von Transmembranhelices
Lage von Doménen beziigl. der Membran
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4 ERGEBNISSE

4.1 Auswertung von Felddaten

4.1.1 Jahreszeitliche Besonderheiten des Klimas im Untersuchungszeitraum
Die in Tabelle 4-1 zusammengestellten Klimadaten beziehen sich jeweils auf die
Vegetationsperiode (April bis September, 6 Monate). Sie stammen von der Wetterstation

9f auf dem Gelénde des Instituts fiir Rebenziichtung Geilweilerhof in Siebeldingen.

TABELLE 4-1: Klimadaten der Wetterstation 9f, Geilweilerhof

Gezeigt sind Mittelwerte aus dreifligjahrigen Zeitintervallen seit 1961 (oberhalb der gestrichelten Linie)
sowie darunter die Werte der Boniturjahre der Kreuzungspopulation ‘Regent’ x ‘Lemberger’. (Daten zur
Verfiigung gestellt von M. KLENERT, 2002).

I Temp. (°C) X Niederschlige X Sonne (h) Bemerkungen

2m ii. Boden (mm)

1961 —90 14,9 381 1178  Tendenz zu wirmer und trockener ,
zeichnet sich ab V

1971 -00 15,2 336 1192

21995 15,6 504 1129 ca. 20. 06. bis Ende August iiberdurch-

schnittl. warm, Gewitter mit 69 mm Regen
Ende Juli, September kiihl u. nass, Oktober
warm und trocken.

51999 16,5 366 1218 i bis Sept. iberdurchschnittl. warm.
Intensive  Strahlung und  ausgespr.
Trockenperiode von Mitte August bis
Mitte September. ,,Sonnenbrand*.

2000 16,0 455 1196 ril bis Mitte Mai tiberdurchschnittl.
warm, ebenso erstes u. zweites Junidrittel.
Juli hingegen kithl u. nass. August bis
Oktober meist iiberdurchschnittl. warm.
Starker Pilzdruck u. starker Befall.

2001 15,5 323 1191 Mai warm und trocken, Ende Juni bis Ende
August iiberdurchschnittl. Temp.; September
kiihl u. nass, Oktober mild u. trocken.

Unterschiede in den Merkmalsauspragungen und Ergebnissen einzelner Boniturjahre
konnen durch Schwankungen der Umweltbedingungen im Vergleich mehrerer

Vegetationsperioden bedingt sein.
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4.1.2 Merkmalskonstanz und Variation in den Bonituren

Die in der Kreuzungspopulation erfassten Resistenzeigenschaften weisen in den
verschiedenen Erfassungsjahren dhnliche Merkmalsbandbreite auf. Die Abbildungen 4.1
und 4.2 illustrieren die in der Regel gute Merkmalskonstanz der Pilzresistenz, zeigen
jedoch auch, dass sich jahresspezifische Besonderheiten leicht auf die Boniturdaten und
daraus abgeleitete Kurvenverldufe auswirken konnen. Bei den gezeigten Darstellungen
der Resistenzeigenschaften gegen Uncinula necator (Abb. 4.1) und Plasmopara viticola
(Abb. 4.2) erklart sich die Einteilung in Merkmalsklassen durch die iiblichen neun OIV-
Kategorien der Boniturbenotung; reale Uberginge sind kontinuierlich und werden durch

die rechnerisch ermittelte eingezeichnete Trendlinie symbolisiert.

‘ U. necator Blatt 99 J U. necator Blatt '00
g o = § 80 -
g 1 25 N
2 40 _ N 2 5 d \
2w T \\ [T iWerte 20 / TN iwerte
£ 20—t t:-—1 - |— Trendlinie < 30 711D [~ Trendlinie
© dOoF ko g S 20 b g
N 10 1 1 . . :E—’: N /
< . . - : S 10
< : : . <, ‘ e

1.3 5 7 9 1.3 5 7 9

Boniturnoten Boniturnoten

JU. necator Beere 99 * U. necator Beere 00
e 70 S %
$ 60 Ll .% 80 ]
2 s : s 70
B ” FTiWerte R 4 [T ]Werte
— 30 V.. . \ = 4 I/ : A
= VAR E RN — Trendlinie T 30 e — Trendlinie
S 20—/ \ R 20 [y
é 12 . . é 184E :'— : . :

1.3 5 7 9 1.3 5 7 9

Boniturnoten Boniturnoten

Abb. 4.1 Bonitur weinbaulich interessanter Merkmale am Beispiel quantitativer

Resistenz gegen Echten Mehltau (Uncinula necator / Oidium tuckeri)

Pfeile markieren den Mittelwert aus Daten von drei Einzelstocken des resistenten Elters
‘Regent* als Vergleichsgrofe. Rohdatenerfassung: EIBACH et al.
(Weitere Erlduterungen s. Text.)
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P. viticola - Einzelblatt 99 P. viticola - getopfte Pflanzen
] § Colmar 00
3 gg : Werte 2 60 F:7] Werte
> . P =
E 40 . : 7—TrendI|n|e g 40 —— Trendlinie
5 30 TN 5
° . \ ° :
= 20 1\ =20 : N
§ 10 ; 3 1\
N . \ N
(= . . m c
< 0 < 9 [
1 3 5 7 9 9
A Boniturnoten B Boniturnoten
P. viticola Blatt — Einzelstock 99 P. viticola Blatt — Einzelstock 00
§ 80 — [ ] Werte § 60 - EIWerte. |
2 gg : — Trendlinie 2 50 ; — Trendlinie
3 I 5 A1
E % ¥ =\ 240 YAt
- . : = 30 .
% 30 // . : \\ % 20 / .
o i e H e HA = ViR E
< 10 : : M s 10 7t 1
E 0 -1 : . : - = g 0 : Bl - L
< 1 3 5 7 9 < 1 3 5 7 9
C Boniturnoten D Boniturnoten

Abb. 4.2 A —D. Bonitur weinbaulich interessanter Merkmale am Beispiel der
Plasmopara viticola - Resistenz-Erfassung, Methoden im Vergleich.

Die Bonituren zeigen in der Tendenz gute Ubereinstimmung. VergleichsgroBen des
resistenten Elters ‘Regent bewegen sich um Werte von 1 —2 (EIBACH, pers. Mitt. ).
Rohdatenerfassung: EIBACH et al.; Standort Colmar: WIEDEMANN-MERDINOGLU et al..
(Weitere Erlauterungen s. Text.)

Das Maximum der Kreuzungspopulation liegt beziiglich beider Schaderreger bei
Boniturnote 5, also im Zentrum der Boniturskala. Parallelen sind anhand der
Balkendiagramme zwischen verschieden Pflanzenorganen erkennbar (in Abb. 4.1
exemplarisch gezeigt fiir die Uncinula necator-Bonitur).

Anhand der Balkendiagramme lassen sich auch Erfassungsvarianten vergleichen. So
zeichnete sich im Fall der Plasmopara viticola-Resistenz gute Ubereinstimmung der
Bonituren zwischen Einzelblatt, Einzelstock und Blattscheibentests (vgl. Abb. 4-2 A, B
und C), zwischen verschiedenen Jahrgéingen (C und D) und zwischen verschiedenen
Umwelten oder Standorten (Siebeldingen - A und Colmar - B) ab.

Zu erginzen ist, dass die Mittelwerte des Jahres 2000 mit Boniturnote 6 leicht in
Richtung schlechterer Werte verschoben sind. Erklédrbar ist diese Tendenz durch den
starken Pilzdruck in diesem Jahr in der Region Siidliche Weinstrae. Bei den
Vergleichsdaten fiir die Plasmopara viticola-Resistenz der Gewichshauspflanzen in
Colmar, die dem auBlergewohnlichen Pilzdruck nicht ausgesetzt waren, sondern
kontrolliert iiber Blattscheibentests evaluiert wurden, machte sich im Jahr 2000 auch

keine Verschiebung populationstypischer Mittelwerte bemerkbar (vgl. Abb. 4.2 B).
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4.2  Markerentwicklung und molekularbiologische Genotypisierung

4.2.1 SSR-Genotypisierung

4.2.1.1 Optimierung der PCR-Bedingungen

Die PCR-Parameter zur SSR-Genotypisierung entsprachen den drei Schritten eines
Standardprotokolls. Das Temperaturprofil war in der Regel der kritischste Punkt der
PCR-Optimierung. Deshalb wurde mit einer Standardkonzentration von 0,15 mM MgCl,
gearbeitet, sofern in der Literatur im Rahmen optimierter Protokolle keine andere
Konzentration empfohlen war (wie z.B. 0,1 bzw. 0,2 mM in BOWERS et al. (1996) fiir
bestimmte VVMD-Primerpaare).

Die Annealingtemperatur wurde zunichst als Schmelztemperatur T,, errechnet und
dann empirisch nachoptimiert. Meistens erwies sich eine Annealingtemperatur zwischen
45 und 55 °C als geeignet. Oft liegt diese Temperatur bis zu 10 °C unter dem errechneten
Wert fiir T,. Haufig fiihrte die Verlangsamung der Autheizphase zwischen
Primeranlagerung und Extension durch die ,,Ramp“-Funktion des Thermocyclers zu
einer verbesserten Bandenintensitit.

Unspezifische Poly-A-Addition erschwert gelegentlich die Identifizierung von SSR-
Allelen, die sich in ihrer Grofe nur wenig unterscheiden. Es konnte die Auswertung
vereinfachen, wenn das Gleichgewicht der Anteile heterogener Poly-A-Fragmente
zugunsten der verldngerten Fragmente verschoben wurde, indem der letzte
Extensionsschritt auf 20 Minuten ausgedehnt wurde.

In seltenen Fallen fithrte die PCR mit fluoreszenzmarkierten SSR-Primern (z.B.
VVMD?27) aus ungeklartem Grund zu atypischen, monomorph in Erscheinung tretenden
Peak-Artefakten. Bei wiederholt problematischen Reaktionen wurde auf die Erfassung
iiber Fluoreszenzmarkierung und Kapillarelektrophorese verzichtet; Fingerprints wurden

dann ohne Reportergruppe iiber Polyacrylamidgele erfasst.

4.2.1.2 Durchsatzsteigerung durch ,,Multiplex*“- Methoden kann problematisch sein
Multiplex-PCR wurde als Moglichkeit zur beschleunigten Datengeneration getestet. Die
Nachteile iiberwogen angesichts schlechter Reproduzierbarkeit und betrichtlichen
Optimierungsbedarfs an jedem Testset jedoch bei weitem die Vorteile der an sich
zeitsparenden Vorgehensweise. Der Aufwand wiére hier nur durch einen spiteren
routinemdfigen Einsatz der optimierten Reaktionsparameter gerechtfertigt, wie es etwa

in der forensischen Diagnostik der Fall ist (vgl. VEENSTRA-VANDER WEELE et al. 1997).
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In der Praxis des Instituts fiir Rebenziichtung Geilweilerhof sind jedoch Analysen an
vielen verschiedenen Sorten mit wechselnden Primerkombinationen und damit neuen
Gegebenheiten der Regelfall. Auf Multiplex-PCR wurde aus diesen Griinden verzichtet.

AnschlieBend an die separate PCR konnten jedoch zwischen zwei und sechs SSR-
Ansitze fiir die Kapillargelelektrophorese iiber den ABI Prism GA 310 ,gepoolt®
werden. Bei den Kombinationen fiir die ,,Multiplex-Beladung* wurde darauf geachtet,
Ansdtze aus Fragmentgemischen unterschiedlicher Grée zu kombinieren, um die

Auftrennbarkeit zu unterstiitzen und die Erfassung der Allele zu vereinfachen.

4.2.1.3 Verwendbarkeit der SSR-Primer fiir ‘Regent’ x ‘Lemberger’ im
Parentalscreening

Die Primerpaare wurden nach einem Parentalscreening, einer Testamplifikation an

einigen Stichproben von Individuen der Nachkommenschaft und - bei Bedarf - einer

Optimierungsreihe (vgl. Tab. 4-2) je nach Qualitdt des Bandenmusters in das Analyseset

aufgenommen oder bei Problemen (unklares Muster, inkonsistente Amplifikate,

potentielle Mehrfachbindung der Primer etc.) aus der Genotypisierung von ‘Regent’ x

‘Lemberger’ ausgeschlossen.

Tabelle 4-2 bietet eine Ubersicht iiber die Vorgehensweise bei der Reaktionsoptimierung.
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Nach erfolgreichem Parentalscreening schloss sich die Analyse der gesamten
Kreuzungspopulation mit dem betreffenden Primerpaar an. Nachfolgend ist am Beispiel
des Primerpaars VMCS8f10 ein typisches Genotyping iiber ein silbergefarbtes 6%iges
Polyacrylamidgel dargestellt (s. Abb. 4.3).

Nachkommen Reg Lem Nachkommen
vV Vv

*<1 213 bp

w <] 192 bp
<184 bp 4
- . = <] Allel 1 Reg/Lem
~ - - = = <JAllel2Reg
® s o= m=m w2 JAleldlem

Grolenstandard
(Lambda-DNA, Tag/Hae - geschnitten)

Abbildung 4.3 SSR-Analyse iiber silbergefirbte Polyacrylamidgele, hier
stellvertretend dargestellt am Beispiel VMCS8f10. Die Nachkommen zeigen alle
Kombinationen der elterlichen Allele (,Reg“ fiir ‘Regent® und ,Lem® fiir
‘Lemberger®): 1/1, 1/2, 2/3 und 1/3 beziiglich dieses Locus.

4.2.2 Etablierung der AFLP-Markererfassung

Im Verlauf der AFLP-Etablierung wurden zur Entwicklung einer robusten
Routinemethode einige Modifikationen des Protokolls von VOS und ZABEAU (1995), der
Anleitung des ,,AFLP Plant Mapping Kit“-Handbuchs sowie den Empfehlungen fiir die
Probenvorbereitung und Datenerfassung im ABI Prism GA 310 (PE Applied Biosystems)

vorgenommen, die in die Erlduterungen der folgenden Abschnitte einflieBen.

4.2.2.1 Probenvorbereitung und Analyseliufe im ABI Prism GA 310

In der Praxis war die Verwendung von Wasser als Tréagerfliissigkeit unproblematischer
als Formamid, besonders im Fall der AFLP. Uber Agarosegele wurde die Konzentration
der PCR-Produkte vor dem Pipettieren der Probe abgeschétzt, um die Zusammensetzung

fir den Fragmentanalyselauf auf ihre Qualitit abzustimmen. Selektive AFLP-
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Amplifikate wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter aufgereinigt und gefillt.
Stichprobenlédufe iiber den ABI Prism GA 310 mit verschiedenfarbig markierten Proben
beeinflussten je nach resultierender Probenintensitét der Komponenten die Entscheidung
fiir oder gegen Multiplex-Beladung des Kapillarelektrophoresegerits. Eine Rolle spielte
dabei die Qualitdt des PCR-Amplifikationsprodukts (z.B. die Amplifikat-Ausbeute, oder

der individuelle  Gehalt kleiner, geladener  Partikel wie Salze und
Oligonukleotidiiberschuss in den Proben). Die Ergebnisse waren in der Regel sehr gut
reproduzierbar. Eigene Erfahrungswerte konnten die Herstellerangabe einer

Trennleistung bis zu einem Basenpaar Grofendifferenz mit Polymer POP-4 (PE Applied

Biosystems) bestétigen.

4.2.2.2 AFLP-Primerauswabhl fiir die Charakterisierung der Kreuzungspopulation

Die Auswahl richtete sich danach, moglichst klare polymorphe Fragmentprofile mit
zahlreichen Peaks bei guter Auflosung zu erzielen. Gut geeignet ist beispielsweise
Primerkombination *2 (E35M62) mit E-ACA und M-CTT. Ein Ausschnittsfenster aus
Probeldufen mit und zwei Stichprobenindividuen der

‘Regent’, ‘Lemberger®

Kreuzungspopulation mit dieser Primerkombination ist in Abb. 4.4 dargestellt.

QBIISH] GeneSean® 2.1 BFprojic2 Page 1af 1
135 150 185 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345
!?Ol'fj : I l
s _ _ | - . 4Elter ‘Regent’
r.-:J.‘ULmJL L‘“ MAad a1, A 8]
[ 4 Regent EEl «R:R

L 4 Elter ‘Lemberger’

[CIm] 4 Lemberger

[Q[i] 42=|-|-

4B:004

(1

4R: 004

==

_ﬂ_} | ﬂ IN ) J ﬁ { Individuum 1
0 ﬂ” ,h A L Pl

[Elm] 18 8:018 [E[® 18 R:018
fﬂijh f\ ! H | | :r\ | ) '_ ﬂ | { Individuum 2
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Abb. 4.4 AFLP-Analyse mittels Kapillarelektrophorese (ABI Prism GA 310, PE Applied

Biosystems).

Gezeigt ist ein Ausschnitt aus der Fingerprintanalyse mit der Primerkombination *2 (schwarzes
Peakprofil) im Genescan™-Darstellungsmodus eines Projektfensters. Die y-Achse gibt die relative
Fluoreszenzintensitit an, die x-Achse reprisentiert die Fragmentgrofe in bp. Fiir die automatische
Erstellung der Eichkurve herangezogene Peaks des internen GroBenstandards ROX500 sind rot
dargestellt. Genauigkeit, Reproduzierbarkeit sowie Konstanz der relativen Peakintensitdten sind aus
dieser unmodifizierten Représentation von Analysedaten ersichtlich.
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Tab. 4-3 zeigt die Primerkombinationen, die nach dem Parentalscreening fiir eine weitere

Genotypisierung der Kartierungspopulation eingesetzt wurden.

TABELLE 4-3
Liste selektiver AFLP-Primer

Primer- EcoRI - Msel — Fluorescence- | Anzahl poly-
Kombination, Primer Primer Tag morpher
Code (Abi-Dyeset A) | Fragmente
*1 (E32M59) |E-AAC M-CTA NED 26 (10)
*2 (E35M62) |E-ACA M-CTT FAM 24 (10)
*3 (E37M62) |E-ACG M-CTT JOE 13 (8)
*4 (ACMS51) |E-AC M-CAT FAM 24 (15)
*5 (ACM47) |E-AC M-CAA FAM 14 (4)
*6 (ACM48) |E-AC M-CAC FAM 31 (18)
*7 (ACM60) |E-AC M-CTC FAM 26 (8)
*8§ (ACM59) |E-AC M-CTA FAM 25 (10)
*9 (ACM49) |E-AC M-CAG FAM 31 (18)
*10 (AGM62) |E-AG M-CTT JOE 10 (4)
*11 (AAMS9) |E-AA M-CTA JOE 26 (12)
*13 (AAM48) |E-AA M-CAC JOE 64 (28)
*14 (ATM60) |E-AT M-CTC NED 41 (18)
*15 (ATM61) |E-AT M-CTG NED 21 (7)
*16 (ATM51) |E-AT M-CAT NED 18 (2)
*17 (ATM62) |E-AT M-CTT NED 19 (8)
*18 (ATM48) |E-AT M-CTT NED 12 (5)
*19 (AGM47) |E-AG M-CAA JOE 6 (3)
*20 (AGM48) |E-AG M-CAC JOE 17 (11)

Erste Spalte: in der Kartierung verwendeter Acronymcode (*1-20; wvgl
Markernomenklatur S. 92), gefolgt von der publikationsiiblichen Eco/Mse-basierten
AFLP-Konsensnomenklatur in Klammern; zweite Spalte: Eco-Primer mit selektiven
Nukleotiden; dritte Spalte: Mse-Primer mit selektiven Nukleotiden; vierte Spalte:
Fluoreszenzfarbstoff aus dem ABI Prism-kompatiblen AFLP-Farbstoffset fiir Filterset
A; fiinfte Spalte: Anzahl polymorpher Fragmente fiir die angegebene
Primerkombination, in Klammern: Anzahl der Fragmente, die nach Validierung iiber x>
Test mit statistischer Signifikanz und 0,05 % Irrtumswahrscheinlichkeit gemaf
Mendel’scher Verteilung segregieren.
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4.2.3 Markernomenklatur

Die Markernomenklatur richtete sich nach praktischen Erwidgungen wie guter
Ubersichtlichkeit und Aussagekraft der Markerkarte, bequemer Datenverwaltung etc..
Der Code fiir die Nomenklatur sollte bei hohem Wiedererkennungswert alle nétigen
Informationen enthalten und dabei moglichst kurz und pragnant bleiben.

Zur Benennung der AFLP-Marker wurden nach der Genotypisierung der Eltern die in
Tab. 4-3 als Platzhalter gesetzten Sternchen (,,*) durch GroBbuchstaben ersetzt, die den
Status des Markers beziiglich seiner Herkunft symbolisieren. Entsprechend bezeichnet R
von ‘Regent’, L von ‘Lemberger’ und RL von beiden Eltern vererbte Marker. Im
Nomenklatursystem ist nach den Grof3buchstaben der Primer-Code (entsprechend Tab. 4-
3) angegeben, gefolgt von der Fragmentgrofle des Markers in Basenpaaren. Beide Zahlen
sind durch einen Punkt getrennt.'* Beispiel: RL17.367 ist ein 367-bp-Marker, der von
‘Regent’ und ‘Lemberger® vererbt wird und mit der Primerkombination 17 (Eco-
AT/Mse-CTT) erzielt wurde. Eine ,,0° nach R oder L bezeichnet, dass der Locus als
heterozygotes ,,Dummy-Nullallel” des entsprechenden Elters kartiert wurde. Das heif3t,
wenn in der Population eine Markerbande alternativ mit einfacher (+/0) oder doppelter
Intensitédt (+/+) auftrat, wurde die ,,fehlende Kopie* formal als Allel des (+/0) - Elters
betrachtet und so kartiert. Im Fall der Cokartierung eines Dummy-Allels mit einer realen
Markerbande kann das tatsdchliche Allel identifiziert worden sein, was dann durch
Sequenzvergleich zu belegen wire. Beispiel: R017.250 entspricht einer fehlenden Kopie
eines 250-bp-Fragments, das mit Primerkombination 17 produziert wurde und dessen
Intensititsunterschiede auf einen Polymorphismus des Elters ‘Regent’ zuriickgehen. RO-
und LO-Marker wurden nur iiber Fluoreszenzdetektion im Rahmen der statistisch
abgesicherten ABI Prism-Analyse erfasst, denn Polyacrylamidgele erlauben eine solch
verfeinerte Auswertung in der Regel nicht.

SSR-Marker behalten in der Nomenklatur ihre VMC- oder sonstige Kurzbezeichnung
bei, die in der Erfassungsmatrix durch ‘R*, ‘L‘ oder ‘RL* ergénzt ist.

Sonstige Markerbezeichnungen erkliren sich folgendermallen: RAPD-Marker wurden
durch ‘R¢, ‘L‘ oder ‘RL‘, gefolgt vom Kennbuchstaben des Primerkits (Operon oder
Roth), gefolgt von der GroBe des Fragments in Basenpaaren charakterisiert. Beispiel:
RA1500 bezeichnet einen von ‘Regent’ vererbten RAPD-Marker, der mit Kit A als 1500-
bp-Fragment entdeckt wurde. CAPS-Fragmentnamen basieren auf einem Acronym des

vertretenen Gens.
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4.3  Ergebnisse der Kartierung

4.3.1 Charakterisierung der erhaltenen Karten
Nach Kopplungsanalyse mit dem Programm JoinMap®3.0 und einem ergidnzenden
Vergleich mit MAPMAKER/EXP3.0 (vgl. S. 100f) wurden in einer Segregationsanalyse
an 153 Individuen unter Verwendung der Kosambi-Funktion und des Double-
Pseudotestcross-Ansatzes ausgehend von einer Datenbasis aus 920 Markern genetische
Karten beider Eltern mit guter durchschnittlicher Auflésung erstellt (vgl. Tab. 4-4 und 4-
5).

TABELLE 4-4

Uberblick molekularer Markertypen der ‘Regent’ x ‘Lemberger’-Kartierung

Markertypen Anzahl Markerfragmente
R L RL z
(von beiden Eltern)

SSR  (Simple Sequence Repeat) 66 59 65 190
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 182 162 103 447
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA ) 139 79 50 268
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 7 1 7 15
gesamt 394 301 225 920

R — ‘Regent’-Marker; L — ‘Lemberger’- Marker, ‘RL’ bei beiden Eltern vorkommende Marker
2 - Summe der drei Klassen

] JoinMap®3.0: separat erzeugte Karten je eines Elters
Bei LOD 8.0 konnten 43% der ‘Regent’-Marker und 31% aller erfassten ‘Lemberger’-
Marker in JoinMap®3.0 zu einer gesicherten Rahmenkarte (,,Framework® oder ,,Core®)

fiir die spatere QTL-Analyse angeordnet werden (vgl. Tab. 4-5 und Abb. 4.5 (a) — (¢).

TABELLE 4-5

Eigenschaften der mit JoinMap®3.0 erstellten genetischen Karten fiir beide Kreuzungseltern

‘Regent’ ’Lemberger’ kartiert bei beiden Eltern
Kartierte Marker 265 le4 62
davon AFLP 109 76 15
davon SSR 44 41 26
Anzahl primérer Kopplungsgruppen 20 24
Durchschnittliche Kartenauflosung 4,8 cM 7 cM
Abgedeckter Genombereich 1277,3 cM 1157,7 cM

' Trennungszeichen wie Punkte, Striche etc. in Markerbezeichnungen sind in den Rohdatenformaten von
Mapmaker und Joinmap nicht zulédssig und fehlen daher in direkt erstellten Darstellungen.
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20 primére (d.h. errechnete) Kopplungsgruppen mit mehr als zwei Markern wurden iiber
JoinMap®3.0 fiir den weiblichen Elter ‘Regent’ erzielt; die ‘Lemberger‘-Karte umfasst
unter Verwendung der gleichen Parameter 24 Kopplungsgruppen mit mehr als zwei
Markern.

Fiir benachbarte Marker ergibt sich eine durchschnittliche Auflosung von 4,8 cM fiir
‘Regent’ und 7 cM fiir ‘Lemberger. Auffillig geclustertes Auftreten bestimmter
Markertypen ist nicht festzustellen.

Die Eigenschaft ,,Beerenhautfarbe wurde als qualitatives, morphologisches Merkmal auf

‘Lemberger‘-Gruppe 13 lokalisiert.

B Abgleich der separat erzeugte Karten je eines Elters iiber MAPMAKER/EXP3.0
Um die MAPMAKER/EXP3.0-Ergebnisse den JoinMap®3.0-Kartierungskriterien
anzupassen, wurde ebenfalls eine Signifikanzschwelle von LOD 8 angelegt, auch wenn
dieser Wert fiir die Verrechnung mit MAPMAKER/EXP3.0 systembedingt nicht optimal
ist (durch LOD 8 in der Mehrpunktanalyse und durch die Erzeugung je zwei getrennter
homologer Chromosomen statt eines Projektionschromosoms wie bei JoinMap®3.0
entfallen weniger Marker auf eine Kopplungsgruppe, dadurch werden die resultierenden

Gruppen relativ klein).

Unter Verwendung von MAPMAKER/EXP3.0 wurden fiir den weiblichen Elter ’Regent’
in 18 Kopplungsgruppen (mit mehr als zwei Markern) 112 Marker angeordnet, dies
entspricht 42 % der mit JoinMap®3.0 kartierten Marker. Fiir 17 dieser Gruppen war ein
Abgleich mit JoinMap®3.0 moglich.

Im Fall des minnlichen Elters *Lemberger’ wurden in neun Kopplungsgruppen (mit
mehr als zwei Markern) 36 Marker angeordnet. Dies entspricht 22% der mit
JoinMap®3.0 fiir ’Lemberger’ kartierten Marker. Alle diese Gruppen lassen sich einer

Joinmap-Gruppe zuordnen.

4.3.2 Kopplungsgruppendefinitionen, IGGP-Abgleich und Harmonisierung
Notwendige Voraussetzung fiir vergleichende Studien an verschiedenen Populationen
und auch fiir die Harmonisierung von Kartierungsarbeiten im internationalen Rahmen ist

die Platzierung von Ankermarkern. Dabei handelt es sich z.B. um SSR-Marker, die auch
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wesentlicher Bestandteil des ,,Frameworks* der ‘Regent’- und ‘Lemberger‘-Karten sind.
Sie bilden die Basis fiir die Homologisierung zwischen ‘Regent’ und ‘Lemberger‘, deren
Ergebnis in den Ubersichtsdarstellungen der Kopplungskarten (Abb. 4.5 (a) — (c) gezeigt
und mit ,,JIGGP“-Kopplungsgruppen-Bezeichnungen erginzt sind. Dadurch wird der
Zusammenhang zu 20 Kopplungsgruppen einer SSR-Karte fiir ‘Riesling* x ‘Cabernet
Sauvignon‘ (RiAZ und MEREDITH; publiziert in RiAZ et al., 2004) hergestellt. Diese Karte
ist 2002 in internationaler Ubereinkunft im Rahmen des International Grape Genome
Program (IGGP; http://www.vitaceae.org) als Referenzkarte und gemeinsame
Nomenklaturbasis zur Vergleichbarkeit laufender und kiinftiger Kartierungsprojekte
vereinbart und von den Autoren freundlicherweise bereits vor der Publikation zur

Verfiigung gestellt worden.

15 homologe ‘Regent’/‘Lemberger - Chromosomeneinheiten konnten mittels
codominanter Markerinformation (SSR, CAPS, und Marker, die bei beiden Eltern
vorkommen) in JoinMap®?3.0 identifiziert werden. Abb. 4.5 (a) und (b) zeigen die

Kopplungsgruppen in entsprechender paar- bzw. gruppenweiser Anordnung.

Die Homologisierung reduzierte die Anzahl apparenter ‘Regent’-Gruppen auf 17 (mit
zwei verbleibenden ‘Single-Gruppen®) und die Zahl der ‘Lemberger‘-Gruppen auf 21
mit sechs bisher ungepaarten Gruppen (vgl. Abb. 4.5 (¢).

RiickschlieBend von gemeinsam platzierten SSR-Loci wurde eine weitgehende
Ubereinstimmung der ‘Regent’- und der ‘Lemberger‘~Karte der vorliegenden
Untersuchung mit den 20 Kopplungsgruppen der IGGP-Referenzkarte festgestellt.

In Ermangelung gemeinsamer Ankermarker waren zwei homologisierte Gruppen

bisher keinem der IGGP-Chromosomen zuzuordnen.

Die Ergebnisse der ‘Regent’ x ‘Lemberger’ - Kartierung erlauben das Fusionieren der
IGGP- Kopplungsgruppen 1 und 2; damit ergibt sich in dieser Referenzkarte die fiir die
Weinrebe letztlich cytologisch diagnostizierte Anzahl von 19 Kopplungsgruppen
entsprechend der reellen Chromosomenzahl von Vitis vinifera (HUSFELD, 1932; OLMO

1937; in SHETTY, 1959).
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4.3.3 Integrierte Kopplungsgruppen

B Mit JoinMap®3.0 erzeugte kombinierte Karte mit Markerdaten beider Eltern
Zwolf integrierte Kopplungsgruppen mit Markern beider Eltern (bezeichnet mit Int; vgl.
Abb. 4.6 ) ergeben sich, wenn man ‘Regent‘- und ‘Lemberger‘-Marker gemeinsam zu

einer Konsensuskarte verrechnet. Diese Karte enthdlt dann etwa die Hélfte aller Marker,

die in den separaten Karten kartiert wurden.

B Mit MAPMAKER/EXP3.0 erzeugte kombinierte Karte mit Markerdaten
beider Eltern

185 Marker wurden in einer integrierten Konsensuskarte fiir ‘Regent’ und ’Lemberger’
mit MAPMAKER/EXP3.0 kartiert. Dabei ergaben sich ohne Beriicksichtigung von
Fusionierungen 45 Kopplungsgruppen (nicht dargestellt, vgl. aber Erlduterungen S.
100ff). Die Anzahl der Marker, die in dieser Karte platziert werden konnten, entspricht
88% der in den 12 integrierten Kopplungsgruppen mit JoinMap®3.0 angeordneten
Marker.

Zu 44 dieser 45 Kopplungsgruppen findet man ein passendes Gegenstiick in den
separaten Joinmapkarten fiir 'Regent’ und fiir ’Lemberger’. 23 Gruppen lassen sich mit
einer der zwdlf integrierten Joinmap-Kopplungsgruppen abgleichen. Dieser Abgleich

betont die deutlichen Parallelen zwischen den Ergebnissen beider Programme.

4.3.4 Wechselnde Markerpositionierung (,,Dreher®) im Vergleich der separaten

mit den integrierten Karten

[ | JoinMap®3.0
Einzelne Marker wechseln in den verschiedenen Kartenvarianten ihre Position.
Besonders stark ist im Fall der JoinMap®3.0-Verrechnung die Gruppe Int5 (R6/L3) von
Rearrangements betroffen. Hier polarisiert sich die Verteilung der Marker zudem, sodass
sich etwa in der Mitte der Gruppe Int5 eine ,,Symmetrieachse* ergibt.

Im Schnitt ergeben sich beim Abgleich der separaten mit der integrierten
Konsensuskarte im Fall von JoinMap®3.0 ein bis zwei Dreher in der Markerabfolge pro

Kopplungsgruppe.

n MAPMAKER/EXP3.0
Das gleiche Verhéltnis an Umgruppierungen zeigen die Kopplungsgruppen der einzeln

und kombiniert erstellten MAPMAKER/EXP3.0-Karten im Vergleich.
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Zwischenfazit: Die integrierten Karten beider Programmvarianten sind geeignet, um
moglichst viele Marker gemeinsamen Kopplungsgruppen zuzuordnen. Dadurch treten
Homologien zwischen Kopplungsgruppen deutlicher hervor und es ergeben sich weitere
Fusionierungen. Die Information zur Markerabfolge kann im Vergleich zu den einzeln
erstellten Karten lokal etwas beeintriachtigt sein; stabile Chromosomenbereiche lassen
sich durch konstante Markerpositionen in den integrierten Karten noch zusétzlich

bestétigen.

4.3.5 Informationsgewinn durch die Beriicksichtigung von MAPMAKER/EXP3.0

1) Durch MAPMAKER/EXP3.0 erginzend kartierte Marker

Unter Verwendung unverdnderter Kartierungsparameter (d.h. LOD 8 und maximaler
Abstand < 40 cM zwischen zwei Markern) ermoglichte die Verrechnung in
MAPMAKER/EXP3.0 die Eingliederung von drei weiteren Fragmenten: Der AFLP-
Marker RL17.367 wurde einem bereits relativ dicht mit Markern besetzten Bereich von
‘Regent‘-Gruppe R9 zugeordnet; dariiber hinaus wurden auf Gruppe R10 die CAPS-
Fragmente Gr3860 und Gr3750 am gleichen Locus in Nachbarschaft zu VMC3b9
kartiert. Sie stehen fiir ein Protein, das bei der Beerenreife exprimiert wird (spezifiziert

als Grape ripening related protein, vgl. Tab. 3-5).

2) Durch MAPMAKER/EXP3.0 neu hinzugekommene Kopplungsgruppen

Eine zusitzliche Kopplungsgruppe wurde durch

MAPMAKER/EXP3.0 fiir ‘Regent" identifiziert MM R26
(Abb. 4.7). Damit ergeben sich unter Beriicksichtigung Marker Distanz
der Fusionierungen 18 Kopplungsgruppen. R14199 23.9 cM
RN171400 25.6 cM
RO1670  —=—=—=—=——mm
Abb. 4.7 Zusiitzliche Kopplungsgruppe MM R26 49.5 cM
aus der Verrechnung mit MAPMAKER/EXP3.0,
in keiner Joinmapkarte existiert ein Gegenstiick.
Eine zusitzliche Kopplungsgruppe (MM Int29) MM Int29
wurde aus der kombinierten Verrechnung von Marker Distanz
Markern beider Eltern zu einer integrierten Karte M62020 235 o
in MAPMAKER/EXP3.0 erhalten (s. Abb. 4.8). R8206 12.8 cM
A21930 15.6 cM
Diese Gruppe ldsst sich durch den Ankermarker VVMD28  —m——m—mes
51.9 cM
VVMD?28 der IGGP-Gruppe 3 zuordnen.
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3) Bestitigung stabiler Bereiche und Identifizierung ,,dynamischer* Bereiche:
»Dreher* im Vergleich der separaten Mapmaker- und JoinMap-Karten

Zwischen den getrennt berechneten Karten beider Eltern im Vergleich
MAPMAKER/EXP3.0 — JoinMap®3.0 ergeben sich einige Positionswechsel: Fiir
‘Lemberger* treten insgesamt 5 ,,Dreher* auf (entsprechend 3% der JoinMap®3.0-Karte).
Die ‘Regent‘-Karten aus MAPMAKER/EXP3.0 und JoinMap®3.0 zeigen im Vergleich
miteinander 25 ,,Dreher®, dies entspricht 9% der Joinmap-Karte fiir ‘Regent. Es ist zu
erwarten, dass die Quote der ,,Dreher mit zunehmender Markeranzahl bzw. unter
Auslassung problematischer Marker sinkt (RiAz et al., 2004).

Insgesamt hat sich beim Stand der Untersuchungen fiir ca. 94% der genetischen Karte

die Markerabfolge im Vergleich verschiedener Kartierungsvarianten stabil gezeigt.

4) Mapmakerergebnisse erlauben die Fusionierung einiger Kopplungsgruppen der

JoinMap®3.0-Karten:

u MM Int14 fusioniert die JoinMap-Gruppen L7, L9 und R18. Dadurch wird eine
bislang ungepaarte ‘Lemberger-Gruppe homologisiert. Uber den auf L7
kartierten SSR-Marker VMC 8g9 lassen sich die Kopplungsgruppen R18 und L9,
die zuvor mangels Ankermarker nicht mit der IGGP-Referenzkarte abgeglichen

werden konnten, jetzt IGGP12 zuordnen.

L7 MM Intl4 R18

0 101397 Marker Distanz 0 R013366

8 RA41230

L01490 16.3 cM L9
17 LM6790 RA3900 14.9cM 0 LA2550
18 M6830 RA92250 9.0cM 24 RA3900
5.6 cM 27 RO861 11

20 wmures | 030820 ZM(\>§2 == K138 &7 FLee
32 VMC8g9 > VMC8g9 28.4 oM 37 R2766 19 LA92500
35 LM101700 41 RA92250Q 24 LA92300
39 L11129 RN7780  —=====-= 45 RNI7710
43 LA91040 97.9 cM
45 RL10116 55 RM1970
51 LN12865 a5 101490
57 1M182015
60 RL1130

75 RN7780

Abb. 4.9 Fusionierung von L7 und L9 durch Abgleich mit MM Int14.

| MM Int24 bringt die JoinMap-Gruppe L5 iiber die beiden zusédtzlich kartierten
SSR-Marker VMC4h5 und VVMD21 in Beziehung mit JoinMap Int6, d.h. die
Single-Gruppe L5 fusioniert mit L4, kann dadurch mit R7 homologisiert und
IGGP6 zugeordnet werden (vgl. Abb. 4.10).
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12 16268
15 L6264

35 LA161420

Abb. 4.10 Fusionierung von L4 und L5 durch Abgleich mit MM Int24
und JoinMap Int6

Zusammenfassend ergeben sich nach dem Vergleich der vorgestellten Kartentypen unter
Beriicksichtigung aller Ergdnzungen, Fusionierungen und Homologisierungen fiir
‘Lemberger’ 19 und fiir ‘Regent® 18 Kopplungsgruppen mit drei oder mehr Markern.
Die fehlende 19. Gruppe des weiblichen Elters konnte durch MMInt29/1GGP3

reprasentiert sein.

4.4  Ergebnisse der QTL-Analyse weinbaulicher Eigenschaften

Die Korrelationen zwischen kartierten molekularen Markern und Feldboniturwerten sind
durch QTL-Intervallkartierung ermittelt worden. So konnten fiir eine Reihe untersuchter
Merkmale an ‘Regent’ x ‘Lemberger’ quantitative Effekte mit hoher Konsistenz iiber die
Jahre des Erfassungszeitraumes hinweg identifiziert werden. Mehrere dieser QTL sind
klar definiert, beidseitig markerflankiert und reprdsentieren kartierte Regionen
iiberdurchschnittlicher Markerdichte.

Einen Uberblick iiber die QTL-Analyse, deren Erdrterung sich nun anschlieBt,
vermittelt Tabelle 4-6. Die darin erfassten QTL beziehen sich auf den weiblichen Elter
‘Regent’, der fiir die untersuchten Resistenzmerkmale als apparenter Hauptdonor
angesehen werden kann. In der Tabelle wird deutlich, welche QTL auf gemeinsame

Kopplungsgruppen entfallen.
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Die numerischen Daten reprdsentieren LOD-Spitzenwerte des jeweils betrachteten QTL.

Darunter ist die Anzahl konsistenter Datenséitze in Relation zur Gesamtanzahl erfasster

Kombination konnen als Mal} fiir die Signifikanz eines gegebenen QTL herangezogen
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Datensitze (entsprechend den Boniturjahren) angegeben. Beide Kenngréflen in
werden. Alle in der Tabelle aufgefiihrten QTL-Korrelationen weisen mittlere bis

vollstdndige Konsistenz und signifikante LOD-Werte auf.
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Detailliertere Zusammenhinge werden aus der differenzierten Betrachtung von QTL-
Profilen und ihrer Uberlagerungen ersichtlich (vgl. Abbildungen 4.12 — 4.18, S. 107ff).
Effekte zu Resistenz und Reife sind in diesen Diagrammen zusammen mit dariiber hinaus
zu beobachtenden phinotypischen und habitusbezogenen quantitativ variierenden
Merkmalen dargestellt, die in der gleichen chromosomalen Region kartiert sind.

Fiir die Abbildungen 4.12 — 4.18 wurden Datensétze mit typischer Reprédsentation des
quantitativen Effekts ausgewihlt und tibereinander projiziert. Die durch kartierte Marker
definierte Kopplungsgruppe bildet in direkter Relation zu den entsprechenden QTL-
Profilen eine zweite Centimorgan-Achse.

Die Rohdaten sind aus MapQTL®4.0 exportiert und mit MS Excel-Software editiert

worden.

4.4.1 In der Kreuzungspopulation festgestellte quantitative Major QTL-Effekte
Sehr deutliche QTL-Effekte konnten fiir Resistenz gegen Plasmopara viticola (PV®) und
Uncinula necator/Oidium tuckeri (Un") beobachtet werden.

Jeweils separate Major-QTL-Regionen fiir jedes der beiden Resistenzphdnomene auf
verschiedenen Chromosomen und fehlende Korrelation (vgl. FISCHER et al., 2004)
sprechen fiir ihre weitgehend unabhdngige Vererbung. Mittlere cM-Markerabstinde in
den beschriebenen QTL-Regionen liegen im Bereich von 1,5 ¢cM und darunter.

Zwei ,,Plasmopara-Gruppen mit Major-QTL (‘Regent‘-Gruppen R9 und R10, vgl.
Abb. 4.11 A) in Form von starken, konsistenten Korrelationen zu Resistenz an Blatt,
Beere und Nekrosenformation sowie eine ,,Uncinula-Gruppe® (‘Regent‘-Gruppe R16;
vgl. Abb. 4.11 B) mit Uncinula-Resistenz an Blatt und Beere sind charakterisierbar.

Botrytis-Toleranz der Beere tritt auf den Gruppen R3, R6 und R19 sowie in ihrer
stiarksten Auspragung auf R16, der ,,Uncinula-Gruppe®, auf.

Weitere deutliche QTL-Effekte sind fiir Eigenschaften mit Relevanz fiir die Reife
(Veraison, BeerengroBBe sowie Beerenertrag, ausgedriickt als Anzahl der Einzelbeeren
pro Traube) festzustellen. Hier sind die Gruppen R1, R6 und R11 mit Major QTL fiir den
Beginn der Beerenreife hervorzuheben (vgl. Abb. 4.11 C).
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Abbildung 4.11 A. — C. Major QTL — Bereiche der Resistenz und der Veraison. Farbige Balken kennzeichnen
die Lage der QTL auf der Kopplungsgruppe. Fiir fettgedruckte Marker liegen Informationen tiiber Identitét

und/oder Basenfolge vor. Maximale LOD-Werte sind angegeben.

A. Plasmopara viticola-Resistenz. Major QTL (PIV") der Blitter, der Beeren sowie der Nekrosenformation bzw.
der Kompetenz zur hypersensitiven Reaktion entfallen auf ‘Regent‘-Kopplungsgruppen 9 und 10. Die Fotos zeigen

Beispiele der Merkmalsauspragung (links: Resistenz bei ‘Regent, rechts: Pilzsensitivitét bei ‘Lemberger®)

B. Resistenz gegen Uncinula necator/Oidium tuckeri. Major QTL (Un") an Blatt und Beere treten auf

Kopplungsgruppe R16 auf. (Fotos: links Resistenz bei ‘Regent‘, rechts: Pilzsensitivitit bei ‘Lemberger®)

C. Beginn der Beerenreife. Major QTL sind auf den drei Kopplungsgruppen R1, R6 und R11 lokalisiert.

Die Fotos zeigen an zwei Beispielen aus der Kreuzungspopulation sowie an ‘Regent® (rechts) die variierende

Merkmalsauspragung.
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Abbildung 4.11 C
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4.4.2 Genauere Betrachtung signifikanter QTL — Effekte

4.4.2.1 Koppungsgruppen mit Resistenz-QTL

u ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R9: Resistenz gegen Plasmopara viticola

Der , Major-QTL* fiir die Resistenz gegen Plasmopara viticola (PWVY) auf ‘Regent-
Gruppe R9 erstreckt sich iiber rund 45 cM (s. Abb. 4.12) und erklirt ca. 56% der
Variation von PV (Blatt) im Bereich der Marker RA14100 und RL14.500, fiir PW®
(Beere) ca. 70% bei RL14.100, 57% bei RA14500 und bis zu 73% bei RLM131220. Ca.
42% der Variationsbandbreite von Ph® (Nekrosenformation) ist erkldrbar durch die

QTL-Positionen RA14500 und RL14100.

"Regent”, Kopplungsgruppe 9
Plasmopara viticola , Major-Resistenz-QTL-Region
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Abbildung 4.12 Major QTL-Region von ‘Regent* R9 fiir Resistenz gegen Plasmopara viticola
als kontinuierliches LOD-Score-Profil aus der QTL-Intervallkartierung.

Molekulare Marker bilden die Kopplungsgruppe als zweite cM-Achse unter den iibereinander
projizierten LOD-Score - Kurven fiir die Merkmale Plasmopara-Resistenz (PIv®)an Blatt, Beere und
Nekrosenausprigung sowie Botrytistoleranz (Bo') der Beere aus Werten des Jahres 2000 ab. Die mit
Pfeilen gekennzeichneten Markerfragmente wurden isoliert (grau und schwarz) und nach
Sequenzierung analysiert (schwarz).
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Auf dieser Kopplungsgruppe scheinen sich praktisch entlang des gesamten Chromosoms
verteilte Faktoren zu befinden, die sich positiv auf die Widerstandsfdahigkeit einer
pilzbefallenen Pflanze auswirken.

Insbesondere die Resistenz des Blatts steht offenbar in Zusammenhang mit der
Befdhigung zur effizienten Nekrotisierung und Isolierung infizierter Bereiche.

Gewebespezifitit spielt fiir die hier lokalisierte QTL-Effekte mdglicherweise keine Rolle.

Die LOD-Werte fiir die einzeln erfassten Resistenzeigenschaften von Beere, Blatt sowie
der abwehrbezogenen Nekrosenformation erreichen dhnliches Niveau (meist um LOD
15-20, Spitzenwert LOD 28) bei weitgehend analogem Kurvenverlauf fiir PA® Beere —
PW® Blatt und PWV® Beere — Nekrosenformation, bzw. parallelem Verlauf fiir PIV® Blatt -

Nekrosenformation.

Die zentral im QTL-Maximum gelegenen AFLP-Marker R9.167, R017.250, RL17.367
und RL14.100 wurden fiir Untersuchungen auf DNA-Ebene ausgewihlt, fithrten bei
R017.250 bis zur Sequenzcharakterisierung sowie im Fall von RL17.367 schlieB8lich zur

Identifizierung einer putativen Gensequenz (vgl. Abschnitt. 4.12).

u ‘Regent‘- Kopplungsgruppe R10: Major QTL fiir Resistenz gegen

Plasmopara viticola und QTL fiir Uncinula necator-Resistenz des Blattes

In dieser Kopplungsgruppe treten zwei distinkte QTL-Bereiche durch signifikante LOD-
Werte hervor (vgl. Abb. 4.13). Deutliche Maxima fiir die Plasmopara-Resistenz an Blatt
und Beere sowie die Uncinula-Resistenz am Blatt mit sehr &hnlichen LOD-Werten um 6
colokalisieren in Bereich 2, der durch Major Allergen-CAPS-Marker charakterisiert ist
(90 bis 117 cM).

Im Bereich 1 (0 bis 45 cM) iiberlagern sich Effekte der Uncinula-Resistenz des Blatts in

den Regionen der Marker R06341 und RN181500 mit lokalen Maxima fiir die

Nekrosenformation.
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Abbildung 4.13  Major QTL-Region von ‘Regent‘ R10 fiir Resistenz gegen Plasmopara
viticola als kontinuierliches LOD-Score-Profil aus der QTL-Intervallkartierung.

Gezeigt sind Werte des Jahres 2000. Effekte der Uncinula necator-Resistenz und der Beerengrof3e
dieser Kopplungsgruppe sind ergénzt, denn sie {iiberlappen mit den Major QTL der
Plasmopararesistenz (PIV®)

Auf Kopplungsgruppe R10 — anders als auf Gruppe R9 — steht der QTL fiir die
Nekrosenformation in keinem unmittelbar erkennbaren Zusammenhang mit dem Profil
der Plasmopara-Resistenz am Blatt. Ein weiteres Maximum fiir Nekrosenformation liegt
im Bereich eines konsistenten Beerengrofe-QTL bei Marker RA71425.

Durch MAPMAKER/EXP3.0 konnten dieser Gruppe zudem drei CAPS-Marker fiir
Grape ripening related protein (Marker Gr3860, Gr38102 und Gr38750) in enger

Kopplung zueinander zugeordnet werden.

B ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R16: Major-QTL fiir Resistenz gegen Uncinula
necator/Oidium tuckeri (. UnR); »Uncinula-Gruppe*

Die fiir die Resistenz gegen den Echten Mehltau in der Population als wesentlich

erachtete Region erstreckt sich fast iiber die gesamte Gruppe R16; Dabei ergeben sich

fast durchweg Werte tiber LOD 10 im Fall der Beere. Das Profil der Uncinula-Resistenz

am Blatt nimmt einen entsprechenden Verlauf mit etwas niedrigeren LOD-Scores (vgl.

Abb. 4.14).
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Abbildung 4.14 Major QTL-Region von ‘Regent‘ R16 fiir Resistenz gegen Uncinula
necator/ Oidium tuckeri als LOD-Score-Profil aus der QTL-Intervallkartierung.

Erklirungen zur Darstellungsweise analog zu Abb. 4.14. Ubereinandergelegte Profile zeigen
Markerkorrelationen zu Uncinula-Resistenz (Un®) an Blatt und Beere sowie zur Botrytis-
Toleranz (BoT) der Beere, erginzend sind die Merkmale ,, Traubendichte” und ,,durchschnittliche
BeerengroBe® dargestellt. Die mit Pfeilen gekennzeichneten Markerfragmente wurden isoliert
(grau und schwarz) und nach Sequenzierung analysiert (schwarz).

Der Abschnitt von Marker RN61770 bis RA51980 scheint fiir die Uncinula-Resistenz
der Beere keine Rolle zu spielen. Am Blatt werden in diesem Intervall Werte um LOD 11
in Uberlappung mit lokalen Maxima fiir ,,Beerengrofie” (bis LOD 24) und ,,Botrytis-
Toleranz der Beere* (bis LOD 10) erreicht. Es handelt sich hierbei um den stirksten
konsistenten Grauschimmel-Toleranzeffekt, der insgesamt zu beobachten war.

Zwischen den Markern R8.266 bis R9.173 sowie RLN3900 bis RLM31050 und
RM22070 bis RAS51980 erscheint das Merkmal ,,Beerengrofle negativ mit dem
Kurvenverlauf fiir ,,Uncinula-Resistenz der Beere* zu korrelieren.

Die beschriebene Major-QTL-Region mit putativer Relevanz fiir Resistenz gegen
Uncinula necator/Oidium tuckeri erklart bis zu 42% der Varianz fir Un® (Beere) und
49% von Un® (Blatt) an der Position des Markerlocus R9.173, die Marker RLN3900 und
RN121020 stehen fiir bis zu 65% der Varianz am Blatt.

Der genetische Effekt erhohter Botrytis-Toleranz (Bo") auf der selben Kopplungsgruppe

ist verantwortlich fiir bis zu 80% der Varianz beziiglich des Merkmals an diesem Genort.
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4.4.2.2 Multiple Resistenzregionen

Einige leichtere Manifestationen der Resistenz gegen beide biotrophen Schaderreger,
Uncinula necator und Plasmopara viticola, teilweise auch in Kombination mit Botrytis-
Toleranz, sind auf identischen Kopplungsgruppen vereint (z.B. ‘Regent‘-Gruppe R19:
Resistenz der Beere; ‘Regent‘-Gruppe R18: Resistenz an Blatt und Beere). Kongruente
Resistenzeffekte gegen Plasmopara und Uncinula zeigen sich auBBerdem in Korrelation

zum Locus der Major-Allergen-CAPS-Marker der Kopplungsgruppe R10.

4.4.2.4 QTL zu Reife und Ertragsfaktoren
Korrelationen zwischen kartierten Genomabschnitten und dem Eintreten der Beerenreife
in der Population zeigen sich auf sieben Kopplungsgruppen der Sorte ‘Regent‘, die selbst

als relativ frith reifender Kultivar charakterisiert ist.

Als Major-QTL bewertete Effekte fiir Beerenreife mit vollstdndiger Konsistenz in allen
vier Erfassungsjahren liegen auf den drei Kopplungsgruppen R1, R6 und R11, die nun

zunachst betrachtet werden.

[ | ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R1: ,,Beerengrofie und ,,Beerenzahl pro Traube“
Die Maxima fiir die Ertragsparameter ,,Beerengrofle* und ,,.Beerenzahl pro Traube® in
den Randsegmenten der Gruppe 1 entsprechen in drei von vier Erfassungsjahren in ihrer
Lage den stabilen Peaks fiir ,,Beginn der Beerenreife®.

Fiinf ,,Dreher* der Markerabfolge im Bereich der stirksten QTL treten in dieser Gruppe
auf und geben dem ,,zerkliifteten* Verlauf des QTL-Profils, nicht jedoch der Signifikanz
als solcher, vorldufigen Charakter (vgl. Abb. 4.15).
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“Regent“, Kopplungsgruppe 1
QTL zu Reife und Ertrag
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Abbildung 4.15 Major QTL-Region von ‘Regent‘ R1 fiir Faktoren, die Reife und Ertrag
beeinflussen konnten, dargestellt als Kontinuierliches LOD-Score-Profil aus der QTL-
Intervallkartierung.

Gezeigt sind aussagefdhige Werte aus verfiigbaren Boniturjahren. Die mit Pfeilen gekennzeichneten
Markerfragmente wurden isoliert (grau und schwarz) und nach Sequenzierung annotiert (schwarz).

Anhand der Daten aus dem klimatisch auffdlligen Jahr 1999 waren fiir die Merkmale
»Beerengrofe und ,,Beerenzahl pro Traube* keinerlei QTL zu ermitteln. Vergleicht man
die tibrigen Erfassungsjahre, so zeichnen sich bei den genannten Ertragsparametern -
dhnlich wie bei ,,Beginn der Beerenreife* - deutliche Schwankungen fiir die Rolle der
genetischen Komponente mit stark unterschiedlichen LOD-Scores ab. Die Merkmale
»Beerenzahl pro Traube* und ,,Beerengrofle® scheinen auf dieser Gruppe besonders stark

durch Umweltfaktoren beeinflusst und sogar tiberlagert zu werden.
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| ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R6: Eigenschaften der Beere und Axillar-
triebbildung

Bereich 1 zeigt in teilweiser Uberlappung Maxima fiir ,BeerengroBe®, ,,Beerenzahl pro
Traube® und, am auffilligsten ausgeprégt, fiir ,,Beginn der Beerenreife”. In Bereich 2
liegen lokale Maxima fiir Uncinula-Resistenz der Beere mit zwei SSR-Markern an den
Scheitelpunkten. Auf diesen Abschnitt entféllt auch ein schwécherer Beerengrof3e-Peak.
Bereich 3 weist ein LOD 5-Plateau fiir ,,Beginn der Beerenreife” sowie lokale Maxima
fiir ,,Beerengréfe und ,,Axillartriebbildung® auf. In Bereich 1 verlaufen die Profile fiir
,Botrytis-Toleranz der Beere* und ,,.Beerengrofle” gleichsinnig, in Bereich 3 sind die

Kurven jedoch gegenldufig (vgl. Abb. 4.16).
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Abbildung 4.16: QTL-Effekte der Kopplungsgruppe R6 dargestellt als kontinuierliches LOD-
Score-Profil aus der QTL-Intervallkartierung.

Die mit Pfeilen gekennzeichneten Markerfragmente wurden isoliert (grau und schwarz) und nach
Sequenzierung analysiert (schwarz).

Die QTL-Effekte dieser Kopplungsgruppe sind durch einen ,,Zickzackverlauf* der
Profile charakterisiert, denn einzelne Marker rufen durch fehlende oder negative
Korrelation mit den evaluierten Merkmalen diskrete Einschnitte in den Kurven hervor.
Beispiele sind der Einbruch des ,,Beerenreife”“-QTL bei RM181990 und der Einschnitt
des ,,Uncinula necator-Resistenz-QTL bei Marker RL9.194. Erklarbar ist der

Profilverlauf evtl. dadurch, dass die auf dieser Gruppe versammelten Marker dhnlich wie
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bei Gruppe R1 moglicherweise noch nicht in ihrer tatsdchlichen Reihenfolge positioniert
sind. Dazu passt das Auftreten von insgesamt zehn ,,Drehern® in der Markeranordnung
(acht bezogen auf ‘Regent‘) im Vergleich der verschiedenen Kartenvarianten. Mit

Rearrangements auf dieser Gruppe ist also noch zu rechnen.

n ‘Regent‘- Kopplungsgruppe R11: Effekte zu Reife und Ertrag
Auf dieser Kopplungsgruppe liegen Eigenschaften, die die Beschaffenheit der Beere
charakterisieren und die zum Teil {iberlappen.

Zwischen den Markern RM12150 und VR2 bilden die QTL-Korrelationen im
Kurvenverlauf ein Plateau aus, das auch die Lage eines der drei Major QTL fiir ,,Beginn

der Beerenreife* kennzeichnet (vgl. Abb. 4.17).

"Regent", Kopplungsgruppe 11
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Abbildung 4.17: QTL der ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R11 dargestellt als kontinuierliches
LOD-Score-Profil aus der QTL-Intervallkartierung.

Die Merkmale ,,.Beerenzahl“ und ,,Beerengrofie colokalisieren im Bereich eines Major-QTL fiir
,,Beginn der Beerenreife®.

u ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R3: Eigenschaften der Beere und Axillartrieb-
bildung

Ein Major-QTL fiir Axillartriebbildung auf dieser Kopplungsgruppe mit zwei

abgegrenzten Maxima und einem durch vier AFLP-Marker definierten Plateau auf

hohem Niveau (LOD 58) konnte auf dieser Kopplungsgruppe identifiziert werden

(Bereich 2).
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Auf diesen Kopplungsgruppenabschnitt entfallen noch weitere Effekte, die alle die Beere
betreffen (Plasmopara viticola-Resistenz und Botrytis cinerea-Toleranz, Beerengrof3e
sowie Traubendichte.) Die LOD-Maximum-Werte des Merkmals ,,Traubendichte*
schwanken in den vier Erfassungsjahren allerdings stark zwischen sehr niedrigen und
hohen Werten (ca. LOD 2 bis 15).

An der ca. 30 cM entfernten Position des ,,Plasmaintrinsischen Faktors® (Bereich 1)
ergeben sich Korrelationen zu Plasmopara viticola- und Uncinula necator-Resistenz am
Blatt sowie zur Botrytis cinerea-Toleranz der Beere. In Bereich 3 zeigen sich lediglich

leichte Korrelation von zwei Markern zu Uncinula necator-Resistenz der Beere (vgl.

Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: QTL der ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R3, dargestellt als kontinuierliches LOD-Score-
Profil aus der QTL-Intervallkartierung.

Auf dieser Kopplungsgruppe findet man Korrelationen zur schaderregeriibergreifenden Resistenzauspriagung
sowie Merkmale, die die Architektur der Pflanze mitbestimmen. Drei Bereiche (durch Balken markiert) lassen
sich grob gegeneinander abgrenzen. Abkiirzungen: Bo' — Botrytis-Toleranz; PW® — Plasmopara viticola-
Resistenz ; Un® — Uncinula necator-Resistenz
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4.5  Isolierung und Bearbeitung von AFLP-Markerbanden aus QTL-Bereichen
Ausgewihlte polymorphe Markerfragmente in Assoziation mit QTL-Maxima fiir
Resistenz oder Reife wurden {iber ein Polyacrylamidgel und Elution gewonnen (vgl.
hierzu exemplarisch Abb. 4.19). Nach einer PCR zur Anreicherung wurde der
Einzelbandencharakter des iiber QIAquick PCR Purification Kit Spin colums (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigten Amplifikats nochmals {iber
Agarosegelelektrophorese  Uberpriift und gleichzeitig eine  Abschitzung der
Fragmentkonzentration vorgenommen (vgl. hierzu exemplarisch Abb. 4.21 A). Ein
Aliquot des Ansatzes wurde dann fiir die Sequenzanalyse eingesetzt.

Fiir einige der potentiell interessanten Fragmente erwies sich die weitere Bearbeitung
durch Schwierigkeiten bei der eindeutigen Identifizierung auf den 5 - 8%igen PAA-
Gelen als zeitaufwendig und wurde daher im begrenzten Rahmen der vorliegenden

Arbeit nicht weiterverfolgt. So beispielsweise, wenn

« kleine Fragmente von ca. 100 bp im Gel in einem ,,Schmier*- Bereich hoher
Fragmentdichte und schlechter Auftrennung lagen (z.B. R9.111, RL14.100 und

RL18.108) und nicht sauber voneinander zu trennen waren;

+ die Reamplifikation ohne Erfolg verlief (R6.214), bzw. mehrere Banden auftraten
(R9.167 und R9.173).

Die Vorgehensweise von der Bandenelution iiber die Direktsequenzierung bis zu
weiterfithrenden Untersuchungen ist am Beispiel des Fragments AFLP R8.266 (einem

Marker mit Korrelation zu Uncinula necator-Resistenz) in Abschnitt 4.8 geschildert.

4.6  Sequenzierung isolierter AFLP-Fragmente
Nach Cycle-Sequencing und Sequenzanalyse iiber das Kapillarelektrophoresegerit ABI
Prism GA 3100 wurden die erhaltenen AFLP-Markersequenzen manuell editiert.

Auswertbare Sequenzreaktionen wurden fiir die in Tab. 4-7 dargestellten neun
Fragmente erhalten.

Im Fall der Fragmente R8.266, R017.250 sowie R17.186 wurden stichprobenhaft
Banden von zwei verschiedenen Individuen der Kreuzungspopulation (solche mit einem
klaren Fingerprintmuster im Bereich des Zielfragments) isoliert und sequenziert. Die
verglichenen Sequenzen stimmten im Fall von R8.266 (2 nt bzw. 0,9% Abweichung)
und R0O17.250 (3 nt bzw. 1,4% Abweichung) gut iiberein; im Fall von R17.186 zeigte
sich im Abgleich ein Sequenzunterschied von 12% bzw. 18 nt (vgl. Anhang I).
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TABELLE 4-7
Ergebnis der Direktsequenzierung QTL-korrelierter AFLPs im Uberblick.

Dargestellt sind Resultate fiir die Fragmente, die nach Elution als Einzelbande ream-
plifiziert werden konnten und ein gut auswertbares Sequenzierergebnis erbrachten.

AFLP-Fragment Ursprungslange (bp) lesbarer Bereich (bp)
R1.157 157 142
R2.177 177 158
R8.266 266 221
R11.160 160 136
R13.152 152 144
R17.186 186 163
R017.250 250 216
RL17.367 367 307
RL18.223 223 207

Die bereinigten Markersequenzen wurden mit den BLAST-Analysetools sowie mit den
Programmen MEME und NSITE untersucht (Darstellung der erhaltenen Sequenzen nach

NSITE-Analyse mit Annotierung: s. Anhang II).

4.7  Datenbankrecherchen mit Sequenzen isolierter AFLP-Fragmente in BLAST
Zunichst wurden die Sequenzen der isolierten AFLP-Fragmente mit BLASTN
(Datenbankabgleich auf Nukleotidebene) und BLASTX (Datenbankabgleich mit
Proteindatenbanken wie SwissProt) analysiert.

Beide Algorithmen sind als Software-Tools iiber das Internet von NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) frei verfiigbar. Die Ergebnisse sind mit je einem
gezeigten Verweis in Tab. 4-8 und 4-9 dargestellt.

Die erhaltenen E-Werte waren, eventuell mit Ausnahme des Resultats fiir Fragment
R8.266 (vgl. Abschn. 4.8.2), nicht signifikant, um an diesem Punkt der Untersuchungen

Aussagen iiber die Bedeutungen der Sequenzen zu machen.
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TABELLE 4-8  AFLP-Fragmentanalyse: Ergebnisse mit BLASTN 2.2.1

AFLP R8.266
>gi|3283025|gb|AF051562.1|AF051562 A. thaliana transposon Tagl putative transposase mRNA
Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.042 Identities = 31/34 (91%)

AFLP R2.177

>gi|11691704|emb]AL138707.10]AL138707 Human sequence from clone RP11-430M15 on chromosome
13. Contains the 3' end of the gene for a novel protein (ortholog of rat four repeat ion channel)

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.45 Identities = 20/20 (100%)

AFLP R18.233
>gi|9587171|gb|AF265664.1|AF265664 genomic sequence from Solanum tuberosum resistance gene
cluster, Score = 36.2 bits (18), Expect = 9.6 Identities = 18/18 (100%)

AFLP RL17.367
>gi|8247260/emb|AL121935.17JHSBAS517H2 human DNA sequence from CCR6 (chemokine (Coiled coil
motif) receptor 6) gene region Score = 42.1 bits (21), Expect = 0.24 Identities = 21/21 (100%)

AFLP RL1.157
>gi|12698735|gb|AF325499.1|AF325499 Capra hircus stearoyl-CoA desaturase mRNA
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.40 Identities = 20/20 (100%)

AFLP R17.186

>gi|5823985|emb|AL078588.9|HSDJ784K2 Human DNA sequence from clone RP4-784K2 on
chromosome 20. Contains an STS and GSSs, complete sequence [Homo sapiens]

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.47 Identities = 20/20 (100%)

AFLP11.160

>gi|12597146/emb|AL512782.6|AL512782 Human DNA sequence from clone RP11-46414 on
chromosome 13, complete sequence [Homo sapiens] Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.025 Identities =
22/22 (100%)

AFLP R017.250 keine Treffer unter Expect =2
AFLP R13.152 keine Treffer unter Expect >1,5

TABELLE 4-9  AFLP-Fragmentanalyse: Ergebnisse mit BLASTX 2.2.1

AFLP R8.266
>gi|3283026|gb|AAC25101.1]| (AF051562) putative transposase [A. thaliana] Score = 73.2 bits (178),
Expect = 6e-13 Identities = 33/70 (47%), Positives = 46/70 (65%)

AFLP R17.186
>¢i|13430822|gb|AAK26033.1|AF360323 1 (AF360323) unknown protein [Arabidopsis thaliana]
Length = 181, Score =49.7 bits (117), Expect = 7e-06 Identities = 22/32 (68%), Positives = 27/32 (83%)

AFLP RL17.367

>gi|6180101|gb|AAF05798.1|AF193903 21 NADH dehydrogenase subunit 2 [Cafeteria roenbergensis]
Length = 805 Score = 33.9 bits (76), Expect = 0.32 Identities = 26/85 (30%), Positives = 42/85 (48%),
Gaps = 11/85 (12%)

AFLP R017.250
>gi|12957712|gb|AAK09230.1]AC084320 17 (AC084320) putative copia-like retrotransposon Hopscotch

gag-pol polyprotein [Oryza sativa] Length = 1219 Score = 53.1 bits (126), Expect = 6¢-07 Identities =
30/70 (42%), Positives = 40/70 (56%), Gaps = 1/70 (1%)

Keine Ergebnisse unter Expect = 1.0 fiir die restlichen analysierten AFLP-Sequenzen
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4.8 Exemplarische Darstellung der AFLP-Fragmentanalyse am Beispiel des
Markers R8.266

Das BLASTX-Ergebnis fiir AFLP R8.266 (streckenweise Tagl-Transposase-Homologie)

wurde als Basis fiir Hybridisierungsuntersuchungen mit diesem Markerfragment

herangezogen. Dabei sollte in erster Linie untersucht werden, ob die Markersequenz bzw.

Signatur dieses Transposons im Genom von ‘Lemberger* generell fehlt.

4.8.1 Isolierung des Fragments R8.266
Dieses Fragment tritt bei ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R16 (IGGP15) auf. Es liegt an der
Basis des Major-QTL mit Relevanz fiir Uncinula necator-Resistenz an Blatt und Beere
sowie einem liberlappenden QTL fiir ,,Beerengrofe* (vgl. Abb. 4.13). Die beiden AFLP-
Nachbarmarker R18.233, 4 ¢cM entfernt, und R13.152, 3 ¢cM entfernt, wurden ebenfalls
isoliert und charakterisiert.

Abb. 4.19 zeigt die Region eines silbergefdrbten Polyacrylamidgels, aus der Fragmente
des Markers R8.266 von ‘Regent’ (Spur 3), von Zuchtstamm 91-011-0103 (Spur 5)
sowie Zuchtstamm 91-011-0303 (Spur 9) der Kreuzungspopulation ausgeschnitten,

anschlieBend eluiert und mit Ethanol geféllt wurden.

1234567891011 Abbildung 4.19 Auftrennung von PCR-Ansétzen ausgew:ihl-
i T ter Individuen der Kreuzungspopulation mit dem Primerpaar
' : Beis e K8 iiber ein 6% -iges Polyacrylamidgel.

Der Pfeil markiert Fragment R8.266.

Gelspuren:

1: GroBenstandard (,,Lambda-DNA x Tagl u. Haelll*)
2: leere Spur

3: ‘Regent*

4,5,6,8,9,10, 11: Individuen der Kreuzungspopulation, die
das Fragment im Fingerprint der Kapillarelekrophorese in guter

Intensitit gezeigt hatten.

7: Individuum der Kreuzungspopulation, das das Fragment nicht
aufwies.
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4.8.2 Direktsequenzierung des amplifizierten Isolats und Analyse mittels BLAST
Nach der Cycle-Sequencing-Reaktion mit anschlieBender Datenerfassung {iiber das
Kapillarelektrophoresegerdt ABI Prism GA 3100 und nach manuellem Editieren wurde
die Sequenz des Zuchtstamms 91-011-0303 mit den Software-Tools BLASTN auf
Nukleotidebene und BLASTX auf Proteinebene untersucht.

Uber BLASTN zeigten sich leichte Homologien zu einer Transposase, wie sie
typischerweise in Retrotransposon-mRNA des Typs Tagl (z.B. in Arabidopsis thaliana)
vorkommt. Dieses Ergebnis bestitigte sich nach einer TBLASTX-Analyse auf
Proteinebene mit einem Wert E = 3e-15 (vgl. Abb. 4.20).

> putative transposase [Arabidopsis thalianal Length = 729
Score = 73.2 bits (178), Expect = 6e-13 Identities = 33/70 (47%), Positives = 46/70 (65%)
Frame = +2

Query: 2 DPAWEHVSKERYANGRKTLICLYCKKITKGGGIHRMKQHLAGVKGDIGPCKSISLDVRFRMENSLQEFVN 211

D AW +V + + G+ L |C +C K +GGGI+RMK| HLAGVKGH C IS D+RF++ N+L+E N
Sbjct: 24 |DIAWSYVIQSKDEKGKTVLECAFCHKKKRGGGINRMKHHLAGVKGNTDACLKISADIRFKIVNALKEAEN 93
1

Query: 2 DPAWEHVSKERYANGRKTLICLYCKKITKGGGIHRMKQHLAGVKGDIGPCKSISLDVRFRMENSL 196
D AW+H +Y + R + CLYC+K+ KGGGI |R+K+HLAG| KG C + +VR ++ +
Ebth: 16 |DSAWKHCEVYKYGD-RVOMRCLYCRKMFKGGGITRVKEHLAGKKGQGTICDQVPDEVRLFLQQCI 79

> transposase-like protein [Arabidopsis thaliana] Length 761
Score = 57.4 bits (137), Expect = 3e-08 Identities 27/65 (41%), Positives = 40/65 (61%)
Frame +2

Abbildung 4.20 Ergebnis der Analyse des AFLP-Fragments R8.266 in BLASTX.

Zwei Datenbankhomologien zu einer Transposase des Typs Tagl wurden gefunden (reprisentiert als Sbjctl
und Sbjct2. Die Formatierungen der Abbildung wurden dem BLAST-Ausgabeformat zur Hervorhebung
konservierter Bereiche hinzugefiigt. Graue Késtchen und rote Schrift: konservierte Aminoséduren, griine
Schrift: zwischen Treffer ,,Sbjctl* und Suchsequenz konservierte Aminosduren, blaue Schrift zwischen
Treffer ,,Sbjct2* und der Suchsequenz konservierte Aminosauren; wobei ,,Sbjctl“ oberhalb des Alignments,
,»Sbjct2* darunter durch Wiedergabe der Datenbankeintrdge naher definiert ist.

4.8.3 Herstellung einer Sonde aus AFLP R8.266 fiir die Southern Blot Analyse

Eine PCR-Reaktion zur Herstellung DIG-markierter Zielfragmente wurde geméf
Anleitung des DIG-Labeling-Kit-Handbuchs des Herstellers (Boehringer/Roche,
Mannheim) durchgefiihrt. Als Template wurde eine reamplifizierte aufgereinigte
Einzelbandenprobe des Zuchtstammes 91-011-0303 verwendet. Die Konzentration des

markierten Amplifikats konnte iiber ein Agarosegel auf 20-30 ng/ul bestimmt werden (s.
Abb. 4.21).
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A B

Abbildung 4.21 Herstellung einer Sonde ausgehend von dem AFLP-Fragment R8.266
Pfeile markieren jeweils Fragment R8266.
A — Agarosegelelektrophorese nach der Reamplifikation der aus dem Silbergel eluierten Einzelbande R8266.

Besetzung:

1: GroBenstandard

2: 2pl der Probe

3: 1 pl der Probe

4: Mengenstandard (50 ng Lambda-DNA, ungeschnitten).

B - Agarosegelelektrophorese nach DIG-Markierung des Fragments.
Die Bande wandert bedingt durch die Markierung geringfiigig langsamer und erscheint etwas verschwommen.

Besetzung:

1: 1 pl der markierten Probe

2: 2 pl der markierten Probe

4: GroBenstandard

5: Mengenstandard (50 ng Lambda-DNA, ungeschnitten).

Mit dieser Sonde fiir AFLP R8.266 wurden anschliefend Hybridisierungsexperimente
(ein Dot Blot und ein genomischer Southern Blot) durchgefiihrt.

4.8.4 Dot Blot mit der Sonde AFLP R8.266

Fir den Dot Blot wurden neben ‘Lemberger’ und ‘Regent’ Rebsorten aus dem
Stammbaum von ‘Regent’ als dem Ursprungselter des Sonden-Fragments ausgewihlt.
‘Morio Muskat® (mit keiner der Elternsorten verwandt, pilzsensitiv) wurde zum

Vergleich analysiert (vgl. Abb. 4.22).
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Regent Lemberger

Diana Chambourcin

7\

Silvaner Mii.-Thurg.

XXX

* *

*
*
*
*
*

XXX v, Riparia XXX

Abstammung noch in
Aufklarung

Abbildung 4.22 Schematischer Stammbaum von ‘Regent’.

Die in der Stammbaumskizze unterstrichenen Sorten ‘Diana‘, ‘Chambourcin‘, ‘Miiller-Thurgau® sowie
‘Lemberger® wurden beziiglich des Markerfragments R8.266 untersucht. XXX symbolisiert Sorten aus
dem komplexen genetischen Hintergrund, darunter Genotypen sieben resistenter amerikanischer Wildarten
wie V. riparia.). Uber die Abstammung von ‘Lemberger® sind zum Stand der Dissertation noch keine
detaillierten Fakten bekannt (JUNG, pers. Mitt.).

Der Dot Blot (s. Abb. 4.23) hat ergeben, dass die Sequenz der Fragments AFLP R8.266
in den Genomen von ‘Regent’, ‘Lemberger‘, ‘Diana‘, ‘Chambourcin‘ und

moglicherweise auch ‘Miiller-Thurgau‘ vorkommt.

Markerfragment im Signal im

Fingerprint Dotblot
+ Regent o+
= | Lemberger +
" | Diana +

Morio Muskat .

+ | Miiller-Thurgau

=+ | Chambourcin

Abbildung 4.23 Dot Blot mit einer Sonde aus Marker R8.266 im Vergleich mit
der Erfassung des Markers als AFLP-Bande.

Ein positives/vorhandenes Signal ist jeweils durch ein Kreuz angezeigt.
Grau kennzeichnet schwéchere Signale, Klammern bezeichnen ein unklares Ergebnis.
Die Dot Blot-Membran wurde digital fotografiert.

Ein Vergleich der Dot Blot-Signale mit den Fingerprintmustern der untersuchten Sorten

beziiglich R8.266 hat gezeigt, dass (a) nur die Vergleichssorte ‘Morio Muskat® eindeutig
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negativ beziiglich der Sequenz im Fingerprint und Dot Blot ist, dass (b) ein Signal bei
‘Regent’, ‘Miiller Thurgau‘ und ‘Chambourcin® (Linie der Resistenztriger) in Fingerprint
und Dot Blot auftaucht und dass (c) das Signal durchaus im Dot Blot vorhanden sein, im
Fingerprint jedoch fehlen kann (etwa durch Polymorphismen im fragmentflankierenden
Bereich der Restriktionsenzym-Schnittstellen oder durch Lokalisierung der Sequenz an
einem anderen Ort im Genom); dies ist auBler bei der Sorte ‘Diana‘ (aus dem Zweig des
‘Regent‘-Stammbaums, der nicht auf die Wildarten zuriickfiihrt) auch bei ‘Lemberger*
der Fall. Ein genomischer Southern Blot nach Restriktion sollte solche offenen Fragen

klaren.

4.8.5 Genomischer Southern Blot

Als Sonde wurden ca. 150 ng des DIG-markierten Fragments AFLP R8.266 eingesetzt.
Nach einer Gelelektrophorese wurden jeweils 500 und 1500 ng EcoRI — geschnittener
genomischer DNA beider Eltern, Zuchtstamm 91-011-0303, aus dem die Sonde
entwickelt wurde (Positivkontrolle) und ‘Morio Muskat® (Negativkontrolle),
nebeneinander geblottet. Das Ergebnis verweist auf ein Einzelbandensignal mit
unterschiedlicher Laufstrecke in ‘Regent‘/91-011-0303 im Vergleich zu ‘Lemberger*
(‘Morio Muskat‘: kein Signal). Insgesamt bot die wiederholt unzureichende Qualitét der
Signalintensitit des Blots im Verhiltnis zum Hintergrund jedoch keine Grundlage fiir
eine gesicherte Aussage. Alternativ zur DIG-Markierung konnte eine kiinftige
radioaktive Sondenmarkierung iiber eine verbesserte Sensitivitit zu einem verldsslichen
Resultat fiihren; dies zu iiberpriifen war im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr

moglich.

4.9  Auswertung der Sequenzen aller isolierten AFLP-Marker mit Programmen
zur Motiverkennung

Um die gewonnene Sequenzinformation trotz geringer Fragmentlingen nutzbar zu

machen, wurden die Fragmente mit den Programmen NSITE (zur Identifizierung

konservierter Motive, regulatorischer Elemente und Retroelementsignaturen) und MEME

(Identifizierung repetitiver Motive) untersucht, um erste Hinweise iiber die Natur der

getroffenen Markersequenzen erhalten.

4.9.1 Transposon- und Retroelementsignaturen
Tab. 4-10 zeigt die in den Markersequenzen gefundenen Retroelementsignaturen im

Uberblick.
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TABELLE 4-10

Uberblick der Ahnlichkeiten zu Retroelementsignaturen in sequenzierten AFLP-Fragmenten

Fragment Virus-/Retroelementsignatur, Tool / Datenbankeintrag / | Umfang u.
(Ursprungsorganismus) Referenz Orientierung
AFLP RL1.157 Transposable Ocr-Element NSITE 16 nt

(jeweils einmal in beiden
Stréangen; versch. Organismen)

16 nt revers

TSCL Retrotransposon TIGR Database, Link iiber | 65 nt
(Signatur, versch. Organismen) Arabidopsis-Homologie

AFLP R2.177 repetitiv, jedoch keine Hinweise
auf bekannte Retroelemente

AFLP R8.266 Tagl-Element (Transposase) BLASTN 33 nt
(A. thaliana)
Transposase-like protein BLASTX 209 nt
(4. thaliana)
Octamermotiv (Ocr-Element- NSITE, 8 nt
typisch) DONATH et al. (1995),
(verschiedene Organismen, GREEN und TOBIN (1999)
regulatorische Introns
monokotyler Pflanzen)

AFLP R11.160 Ocr-Element NSITE 17 nt
(verschiedene Organismen) GREEN und TOBIN (1999)
LTR mit ADH3-Enhancer- NSITE 13 nt
Homologie, dhnlich HIV-1 LTR
(Human)

AFLP R13.152 Ty2-917-Element (Signatur) NSITE 9nt
(S. cerevisiae)

AFLP R17.186 Ty2-917-Element, Proteinase I NSITE 10 nt
(S. cerevisiae);
HIV-1-dhnlicher LTR NSITE 13 nt
(Human)

AFLP R017.250 Hopscotch-Element BLASTX 219 nt
(copia-dhnlich, Protease bzw.
Reverse Transkriptase)
(Z. mays, O. sativa, A. thaliana)

AFLP RL17.367 HIV-1-dhnlicher LTR NSITE 11 nt
(Human)

AFLP R18.233 Aktivatorsequenz des NSITE 9 nt
Octamermotivs/Ocr-Element GREEN und TOBIN (1999)
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4.9.2 Statistische Analyse mit MEME/MAST/BLOCKS zum Auffinden repetitiver
Motive

Fiir die Weinrebe ist im Hinblick auf Transposons nur wenig bekannt. Das Tool MEME

wurde aufgrund dessen eingesetzt, um noch nicht beschriebene repetitive Motive, die

u.U. typisch fiir die Rebe sein konnten, in den hier sequenzierten Markerfragmenten zu

identifizieren.

Acht Wiederholungsmotive konnten mit MEME ermittelt werden. Sie liegen héufig
tandemartig in gleicher (+) oder entgegengesetzter (-) Orientierung im jeweiligen AFLP-
Fragment hintereinander, wie das von MEME erstellte Schema (Abb. 4.24) anhand von
Motivdiagrammen zeigt. Die statistische Signifikanz leichter Sequenzvarianten sowie

eine Konsensus-Sequenz zu jedem Motiv (Abb. 4.25) wurden ebenfalls ermittelt.

AFLP R017250: +M1 +M6 +M1 +M3
AFLP RL1157: +M2 +M2

AFLP R11160: +M2 +M2

AFLP R17186: +M8 -M8 -M6 +M2
AFLP R8266: +M4 +M2 +M2 +M4 +M5
AFLP R13152: -M4

AFLP RL17367: -M4 -M6

AFLP R2177: +M7 +M7 +M7 +M7 +M5

Abbildung 4.24 MEME-,,Motivdiagramme* der isolierten und sequenzierten AFLP-Fragmente.

Acht Motive wurden gefunden (M1 bis MS). ,,+“und ,,-“ bezeichnen die Orientierung.

Motiv p-Wert Multilevel-Konsensus

M1 >1.60e-27 TTTGGGTTGTCTGAAACTCAAACCGGAGTTGCATTATCCTTTCTCTTGAT

M2 >2.10e-15 GAAAACATCTGACTTGATTGTAATGTTAAATTGGTAC

M3 >2.76e-20 CTGGTGTGAGTGAGGAATAGAGCCAACTGAGT

M4 >8.17e-14 CATGAGAGCATATTTCTAAAGGAAAAT

M5 >9.00e-13 TGTGAATTGGTACGCAGACA

M6 >1.90e-09 ATGCAGAGAAGATTT

M7 >1.26e-09 GTCCTGATTAACTTG

M8 >2.6e-13 GCAAGCAACGAGCTTCTGGC

Abbildung 4.25 Konsensus-Sequenzen der durch MEME identifizierten Wiederholungsmotive.

4.10 ADH- (Alkoholdehydrogenase-) ahnliche Sequenzmotive

Bei den Fragmentsequenzen der Marker RL17.367, R13.152, R11.160 und R1.157
wurden mehrere kurze Strecken mit Ahnlichkeit zu Promotorsegmenten von Alkohol-
dehydrogenasen gefunden. Der Marker RL17.367 wurde in der Umgebung der als
CAPS-Marker représentierten Alkoholdehydrogenase kartiert. Motivanalysen mit NSITE
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an AFLPs, die nicht in Nachbarschaft zu diesem Marker liegen, zeigten, dass Fragmente
mit Retroelementsignaturen oft kurze Abschnitte mit Homologie zu ADH-typischen
Sequenzen aufweisen. Dabei handelt es sich sowohl um Segmente aus
Alkoholdehydrogenasegenen selbst oder um Nukleotidfolgen mit Ahnlichkeit zu
regulatorischen Einheiten (z.B. distaler Promotor, proximaler Promotor, vgl. Tab. 4-11).
So zeigt ein LTR-Motiv, das bei Fragment R1.157 auftritt und in der Literatur fiir HIV-1

beschrieben ist, gleichzeitig auch Ahnlichkeit zu einer mit ADH3 assoziierten Sequenz.

TABELLE 4-11

Motive mit Bezug zu ADH-Genen aus sequenzierten AFLP-Fragmenten nach NSITE-Analyse

Vorkommen ADH-Typ Beschreibung Basenfolge

AFLP RL17.367 ADH proximale Promotorsequenz AGGAATAGTAACAAAGA
in reverser Orientierung.

AFLP R13.152 ADH2 C/EBPalpha-Bindungsstelle AGTGTGTAATAT

AFLP R11.160 ADH3 C/EBPalpha-Bindungsstelle, ACCACTTCAACAT
Gegenstrang,

LTR-artig, enthilt
MEME-Motiv +2

AFLP RI1.157 ADH3 C/EBPalpha-Bindungsstelle, ACCAATTCAACAT
im Gegenstrang, MEME+2,
Teil eines LTR-Motivs

AFLP R18.233 ADH distales Promotorelement AACAGCTG
Walking-Sequenz: ADH proximaler Promotor TTTGTTATCAAGAAAA
(Pos. 1210) (im Gegenstrang)

4.11 Identifizierung von regulatorischen Motiven in den Fragmentsequenzen
Durch  Analyse mit NSITE wurden putative regulative Bereiche und
Proteinbindungsstellen in beiden Stringen der Fragmentsequenzen gefunden
(Darstellung der annotierten Sequenzen vgl. Anhang II).

Angaben zu Transkriptionsfaktoren sind dabei exemplarisch zu verstehen: die
Assoziationen ergeben sich aus Homologien zu Datenbankeintrigen in TRANSFAC
(http://www.transfac.gbf.de/TRANSFAC) und betreffen konservierte Zielsequenzen
DNA-bindender Proteine, die fiir andere Organismen bereits charakterisiert sind und
deren Bezeichnungen in der Annotation vorldufig beibehalten wurden. Einige der Motive

werden in den folgenden Abschnitten erldutert.

126



ERGEBNISSE

4.11.1 Motivanalyse des Fragments R8.266

Dieses Fragment kartiert als Marker in ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R16 (IGGP15). Es
liegt an der Basis des Major-QTL mit Relevanz fiir Uncinula necator-Resistenz sowie
einem iiberlappenden QTL fiir ,,Beerengrofie” (vgl. Abb. 4.14). Angesprochen wurde
bereits die in BLAST ermittelte Homologie zu Transposonsequenzen des Typs Tagl.
GemiB NSITE weist das Fragment auch eine Basenfolge mit Ahnlichkeit zum
Octamermotiv aus Ocr-Retroelementen sowie diverse cis-regulatorische Motive in
beiden Stringen auf (z.B. eine Prolaminbox, ein cAMP-responsives Element, ein
samenspezifisches Enhancerelement vom Typ AtPerl einer Peroxidase aus Arabidopsis

thaliana sowie mogliche Bindungsstellen fiir AP-1 STE-12 und STE-2).

4.11.2 Motivanalyse des Fragments R2.177

AFLP R2.177 enthélt G-Boxen in beiden Stringen, ein Evening-AT-Element, Zielstellen
fiir die Transkription stimulierende Faktoren (Typ USF, Msn, Mcm) und eine
tiberlappende Repressor-Bindungsstelle (Typ Skol). Mit dem Motiverkennungs-Tool
MEME wurde ein vierfacher Tandemrepeat identifiziert (Motiv MEME+7), der geméf
NSITE-Analyse je ein Elicit-Box E - Motiv enthilt. Ein filinftes anschlieBendes
Wiederholungselement ist leicht abgewandelt (Pos. 90 — 103). Das Elicit-Box-Motiv des
Fragments R2.177 weist gemiB NSITE-Analyse Ahnlichkeit zur (dort in nur einer Kopie
vorhandenen) Elicit-Box E des Caffeolyl-CoA-O-Methyltransferase-Promotors
(CCoAOMT) der Petersilie auf (vgl. Promotoranalysen in GRIMMIG und MATERN, 1997).
Primer fiir ein PCR-Walking wurden abgeleitet, um die Umgebung dieses auffdlligen
Elicit-Box-Arrangements nédher untersuchen zu konnen. Bei der Primerentwicklung
wurde die Positionierung in wiederholt auftretenden Sequenzmotiven vermieden. Die fiir
das Walking erforderliche PCR-Reaktion verlief trotz Optimierungsbemiihungen -
wahrscheinlich doch aufgrund des repetitiven Charakters der Markersequenz - ohne

reproduzierbares Ergebnis und wurde vorerst nicht weiterverfolgt.

4.11.3 Motivanalyse des Fragments R17.186

R17.186, zentral in einem QTL fiir Veraison gelegen, zeigt liber die Analyse der
translatierten Sequenz in BLASTX auf Proteinebene, insbesondere im Bereich eines
konservierten Motivs, Homologien zu ca. zwanzig Datenbankeintrdgen intrazelluldrer
Proteinasen, (vgl Abb. 4.26). In Uberlappung mit diesem proteinasetypischen Motiv
wurde ein zweiter Abschnitt gefunden, der in Transkriptionsregulatoren der araC-Familie

konserviert ist.
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MVAXNELLAVHRMKCISFPELQQLKSIVHGKWMHLAQYMKTGKPDASICHGQILAATGVLKGKKCTSCGEQ
PEARXLLP

konserviertes Proteinasemotiv
(20 verschiedene Treffer in BLASTX)

konserviertes Transkriptionsregulatormotiv
(4 verschiedene Treffer in BLASTX)

Abb. 4.26 Charakteristisches Aminosiuremotiv aus Proteinasen und Transkriptionsfaktoren in der
translatierten Fragmentsequenz von R17.186.

Konservierte Sequenzbereiche sind durch Balken unterhalb der Proteinsequenz représentiert.

Als cis-regulatorische Motive treten eine CArG-Box, eine Aktivatorsequenz, einige
kurze Homdoboxmotive (Typ fiz aus Drosophila und Zmhox1a aus Mais ) sowie mehrere
G-Boxen in der Fragmentsequenz auf. Die G-Box-Elemente sind revers, in Uberlappung
und palindromartig zueinander auf beiden Strdngen angeordnet. Interessanterweise zeigt
die Markersequenz unmittelbare Ahnlichkeit zu einem EST aus reifenden Beeren der
Weinrebe (E= 2e-29, score=135 bits, 96% identities). Moglicherweise reprasentiert der
Marker sogar selbst den Teil einer Gensequenz, die das Merkmal ,,Beerenreife®

beeinflusst.

4.11.4 Motivanalyse des Fragments RL.17.367

Das Fragment weist gemdll NSITE-Analyse Homologien zu mehreren Promotorboxen
sowie Zielstellen fiir Transkriptionsfaktoren in Initiationsndhe auf (z.B. SP-1, AP-1,
STEll, C/EBP). AuBlerdem fillt das gehdufte Auftreten von cis-regulatorischen
Elementen mit Bezug zu Redoxstress (CArG-Box, CRP-Promotorelement, anaerobes
Response-Element, G-Boxen) auf. Mit dem Topologie-Analysetool HMMTOP wurden
zwei in Membranproteinen konservierte Sequenzbereiche identifiziert, die die
Ausprigung von Transmembranhelices begiinstigen. Aufgrund der interessanten
Anordnungen von putativen cis-regulatorischen Elementen und dem Hinweis auf
codierende Bereiche fiir Membrandoménen wurde ausgehend von der Markersequenz ein

PCR-Walking unternommen.

4.12 PCR-Walking ausgehend von AFLP RL17.367

Um die den Marker flankierenden Genomregionen zu untersuchen, wurde der bis dahin
bekannte Sequenzbereich anhand der Methode des PCR-Walking mit dem Genome-
Walker Kit (Clontech) in beiden Richtungen erweitert. Dazu wurden aus der Mitte des
AFLP-Fragments RL17.367 zwei in beiden Richtungen aus dem Fragment
herausweisende nested-Primer-Sets (GPS1 und GPS2 bzw. GPS3 und GPS4) abgeleitet.

In den Abbildungen 4.28 und 4.29 ist die Position dieser Primer eingezeichnet.

128




ERGEBNISSE

4.12.1 Gewinnung von geeigneten Ausgangsfragmenten fiir das PCR-Walking

Nach der Vorbereitung der genomischen DNA von ‘Regent® gemif3 der Anleitung von
Clontech (Restriktion, Adaptorligation etc., Verwendung einer Dral-Fragmentbibliothek)
zeigte das Ergebnis der PCR I mit den &uBleren Adaptor- und genspezifischen Primern
neben einer Reihe unspezifischer Resultate (vgl. Spuren 3-5, 7, 8, 10-12 in Abb. 4.27)
drei Ansitze mit einzelnen klar amplifizierten Fragmenten von ca. 1000 bp (Spur 6), ca.

800 bp (Spur 13) und ca. 400 bp (Spur 1).

1 GS 3 4 5 6 7 8 GS 10 11 12 13

Abbildung 4.27 (a) PCR-Walking ausgehend von AFLP RL17.367.

Gezeigt sind Ansitze des PCR I-Schrittes, der der ,,nested PCR II* vorausgeht.
Amplifikate mit klaren Einzelbanden, die relativ gro3e Fragmente représentieren,
wurden fiir die weiteren Schritte ausgewéhlt. Die drei Fragmente der Ansétze 1, 6
und 13, die diesen Kriterien entsprachen, sind durch Pfeile markiert. Aliquots
dieser Ansétze dienten als Matrize fiir den néchsten Schritt.

GS — GroBenstandard.

Abbildung 4.27 (b) stellt die Amplifikation der PCR I schematisch dar.

PCRI mit duBerem adaptorspezifischen Primer (AP1)
und duBerem genspezifischen Primer (GSP1 bzw. GSP3)

1000 bp-Fragment
AP1 I ' GSP3

iasssssssssssssnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnng AF|I P RL17.367 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER

Gsp1| 800 bp-Fragment AP1

AP1 400 bp-Fragment GSP3

Abbildung 4.27 (b) PCR-Walking ausgehend von AFLP RL17.367 (Schema).
Gezeigt sind die drei untersuchten Fragmente im Kontext eines Schemas des PCR 1-
Schrittes, der der ,,nested PCR-II vorausgeht. AP1 — adaptorspezifischer dulerer
Primer, GSP1 und GSP3 — &ullere genspezifische Primer (von Marker AFLP
RL17.367 abgeleitet, dessen Lage zur besseren Orientierung eingezeichnet ist (gelb).
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4.12.2 Modifikation der Walking-PCR II und Ergebnis: Acht sequenzierte
Walking-Fragmente (,,Runs*)
Nach den Vorgaben des Herstellerprotokolls wurden Aliquots der PCR I mit den inneren
Adaptor- und genspezifischen Primern reamplifiziert (,,nested“ PCR II). Dieser
Reaktionsansatz verlief jedoch ergebnislos. Das Protokoll der Reamplifikation wurde
daraufhin modifiziert, indem der d&uere adaptorspezifische Primer AP1 mit den inneren
genspezifischen Primern kombiniert wurde. Die so erzeugten Reamplifikate wurden
anschlieBend mit den inneren genspezifischen Primern sowie mit APl sequenziert.
AuBerdem wurde der innere Adaptorprimer AP2 zur Sequenzierung der PCR I —

Produkte eingesetzt. Die genaue Vorgehensweise geht aus folgendem Uberblick hervor:

Modifikation des Protokolls, statt ,,nested“ PCR II:

PCRII mit auBerem adaptorspezifischen Primer  (AP1)
und innerem genspezifischen Primer (GSP2 bzw. GSP4)

Matrize: PCR-Aliquot aus |.

Ergebnis: 1000 bp-Fragment
Sequenzierprimer: AP1 Produkt: Run1 302 bp (= lesbarer Bereich)
Sequenzierprimer: GSP4 Produkt: Run8 778 bp

400 bp-Fragment
Sequenzierprimer: GSP4 Produkt: Run4 394 bp,
Run14 397 bp (= Wdh. v. Run4)
800 bp-Fragment
Sequenzierprimer: GSP2 Produkt: Run12 713 bp

Zusatzlich: Sequenzierungen von Aliquots aus PCR |

1000 bp-Fragment
Sequenzierprimer: AP2 Produkt: Run6 818 bp

400 bp-Fragment
Sequenzierprimer: AP2 Produkt: Run2 412 bp

800 bp-Fragment
Sequenzierprimer: AP2 Produkt: Run10 732 bp

An dieser Stelle kann man nun mutmalen, dass die Schwierigkeiten mit der ,,nested*

PCR II mit dem Bindungsverhalten der genspezifischen Primer zusammenhéngen.

Die Sequenzen der Walkingfragmente wurden aus praktischen Griinden (Verwaltung
aller Rohdaten {iber die ABI-Software) mit der fortlaufenden Probennummer des ABI
Prism-Laufs (,,Runs“ 1 bis 14) bezeichnet. Die Basenfolgen der Runs wurden durch
Wiederholung der Sequenzreaktion bestdtigt, Run14 stellt die Wiederholung von Run4
dar, beide Sequenzen weichen in drei Nukleotiden voneinander ab. Die Sequenzen der

inneren und duBeren genspezifischen Primer sind in Anhang III dargestellt.

130



ERGEBNISSE

4.12.3 BLAST-Analysen mit Sequenzen des Walking und Identifizierung eines
putativen Thioredoxingens
Die Sequenzen der individuellen Walkingfragmente (Runl, 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 14)
wurden in BLAST auf Nukleotid- und auf Proteinebene analysiert. Die gewonnenen
Informationen iiber codierende Bereiche flossen auch in die Darstellung eines
Fragmentvarianten-Alignments (Abschn. 4.12.4, Abb. 4.28) ein. Die stdrksten
Homologien ergaben sich bereits bei Analysen mit den Teilsequenzen (entsprechend den
»Runs*) der Walkingfragmente zu einem thioredoxindhnlichen Protein aus Arabidopsis

thaliana, das zu diesem Zeitpunkt noch nicht néher charakterisiert war (s. Tab. 4-12).

TABELLE 4-12

Homologien der Walkingfragmente gemall BLASTX-Analyse.

Run8 und Run6

>gi|15223728|ref]NP_177802.1] (NM_106326) thioredoxin-like protein [Arabidopsis thaliana]
2i|6143893|gb|AAF04439.1|AC010718 8 (ACO010718) thioredoxin-like protein; 49720-48645
[Arabidopsis thaliana] Length = 151 Frame = +2

Run8:

Score = 110 bits (276), Expect = le-23, Identities = 51/59 (86%), Positives = 56/59 (94%) Frame= +2
Run6:

Score = 103 bits (257), Expect=2e-21 Identities = 47/55 (85%), Positives = 53/55 (95%) Frame= +2
Run10 und Run12

>gi|15223728|ref]NP_177802.1] (NM_106326) thioredoxin-like protein [Arabidopsis thaliana]
2i|6143893|gb|AAF04439.1]AC010718_8 (ACO010718) thioredoxin-like protein; 49720-48645
[Arabidopsis thaliana] Length = 151

Run10:

Score = 34.3 bits (77), Expect = 1.4, Identities = 17/20 (85%), Positives = 18/20 (90%) Frame = -2
Runl2:

Score = 34.3 bits (77), Expect = 1.3, Identities = 17/20 (85%), Positives = 18/20 (90%) Frame = +2
Run2 (kein Hinweis auf Thioredoxinhomologie)

>gi|17229970[refINP_486518.1] (NC_003272) hypothetical protein [Nostoc sp. PCC 7120]
gi|17131570|dbj|BAB74177.1] (AP003589) ORF ID:alr2478~hypothetical protein [Nostoc sp. PCC 7120]
Length=131,

Score=32.0 bits (71), Expect = 1.3, Identities = 13/34 (38%), Positives = 23/34 (67%), Frame = +1

Run4 und Run14
keine BLASTX- Treffer
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4.12.4 Homologisierung der Walking-Fragmente und hypothetische Architektur
des Locus

Durch Recherchen in der SALK-Datenbank mit T-DNA-Insertionsmutanten, im

Arabidopsis Gene Index (TIGR AGI) und dem Thioredoxin-Web-Portal’’> konnte das

»thioredoxinlike protein® als TI10P12.4 identifiziert werden, das durch Pfam als

Thioredoxin 1 klassifiziert ist.

Die Fragmente des Walking wurden mit Hilfe {iberlappender und &hnlicher Bereiche zu
dem ab S. 133 dargestellten Abgleich der Teilsequenzen (Abb. 4.28) sowie dem in Abb.
4.29 gezeigten hypothetischen Ubersichtsschema angeordnet. Es bleibt noch unklar,
inwieweit es sich bei den verwandten Sequenzabschnitten um wiederholte Varianten in
unmittelbarer Nachbarschaft zueinander auf dem gleichen Strang handelt (paralog), ob
die Sequenzen als Allele aufzufassen sind (homolog) oder sogar verstreut vorkommen.
Vielleicht existieren aufler den identifizierten auch noch weitere verwandte Sequenzen.
Dementsprechend ist die schematische Anordnung zur mdglichen Architektur des Locus
(Abb. 4.29) als Entwurf zu verstehen. Tabelle 4-13 fasst Erlduterungen zu den in Abb.

4.28 in Alignment angeordneten Fragmentsequenzen zusammen.

TABELLE 4-13 Erliduterungen zur Darstellung der Walking-Fragmentvarianten in Abb. 4.28

Die Anmerkungen ,,Start“ und ,,Ende” bezeichnen den Verlauf sequenzierter Walkingfragmente und

verweisen auf ihre urspriingliche Orientierung. Nukleotidpositionen sind oberhalb der Sequenzen

angegeben.

> markiert mogliche Start-Codons bzw. den Beginn eines Orf (Open Reading Frame). In den Bereichen
putativer Orfs sind Aminosduren angegeben und in homologen Bereichen zu einem
Datenbankalignment fettgedruckt..

,»* markiert in-frame-Stop-Codons.

»— - wurde fiir nicht besetzte Nukleotidpositionen eingefiigt, um das Alignment zwischen
den Fragmentvarianten visuell zu unterstiitzen.

,,xxCYTxx“ markiert mit dem Programm ,,SplicePredictor” ermittelte sichere Splice-Stellen hoher
Signifikanz

,,XXCYTXX“ markiert mit ,,SplicePredictor ermittelte mogliche Splice-Stellen mittlerer Signifikanz

Jtttaaal* bezeichnet eine divergente TATA-Box, die als alternative Promotorbox bei zelltypgesteuert-
differentieller Expression eine Rolle spielt (HOVRING et al., 1999) und oft mit Steroid-Response-
Elementen zusammen agiert (FENTON et al., 1996).
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Mogliche Exonbereiche sind durch Balken zwischen beiden DNA-Strdngen hervorgehoben. ,!
Polymorphismen auf DNA-Ebene sind gekennzeichnet, indem betroffene Nukleotide fett gedruckt sind.
Weinreben-fremde Sequenzen (préparativ bedingte Adaptorsequenzen) sind grau unterlegt oder entfernt.

Ergénzungen regulatorischer Motive und codierender Segmente stammen aus Analysen mit den im
Methodenteil beschriebenen Bioinformatikprogrammen.

Die Lage des Markers AFLP RL17.367 sowie der fragmentverankerten Walkingprimer GSP1 u. 2 sowie
GSP3 u. 4 sind eingezeichnet und durch Pfeile markiert. _>‘

> www.uke.ac.uk/bio/klappa/research/thioredoxin%20web%20portal_files/menu.html
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Trx-Walking-Alignment, Fragmentsequenzen sind nach Uberlappung (Contiglogik) angeordnet.
Nukleotid-Positionen: 1740

10 20 30 40 50 60
Exon El1
taaattccacacttgttgtgatttctttAGg-ttgaagcaaagaagcaaaca-ttt-tcttcc Runl Start
atttaaggtgtgaacaacactaaagaaatcc-aacttcgtttcttcgtttgt-aaa-agaagg
* I P H L L * F L * V E A K K Q T F S S
K F H T C C D F F R L K Q R S K H F L P
N S T L Vv v I S L G *

M Motiv aus Apoptosis-
Origin of replication (ORI) inhibitory Proteins (BLASTN)
taaattccacacttgttgtgatttctttaggecttgaagcaaagaagcaaacactttetcttce Runé6 Start

atttaaggtgtgaacaacactaaagaaatccgaacttcgtttcttcecgtttgtgaaagagaagg
* I P H L L * F L * A * S K E A N T F S S
K # H T C ¢C D F F R L E A K K Q T L S L P
N s T L v Vv I s L G L K Q R S K H F L F

70 80 90 100 110 120
putativer Translationsstart der TRX-Gensequenz
Promotorelement C/EBP und 5°-Start des homologen EST >grape |CF607141
LTR-Motiv CAAT-Box lorfl >

ttggatgaattgctagcaa-attjctgacaa-acctgtact-gg-tagact-—tctat-gcaacttgG Runl
aacctacttaacgatcgtt-taagactgtt-tggacatga-cc-atctga-agata-cgttgaacc

L D ELULA NSDIK PVLV D F Y A TW

w M N C * M Q L G

L G *

ttggatgaattgctagcaacattctgacaatacctgtactaggetagactatctatagcaacttgG Runb6
aacctacttaacgatcgttgtaagactgttatggacatgatccgatctgatagatatcgttgaacc

L b E L L AT F * Q Y L ¥ * A R L s I A T W

W M N C *

L G *

130 140 150 160 170 180 190

[ Intron I1 ] TATA-Box Poly-A-Signal
T-gagtttttccattttttttttaacttttftttaaalaaatgajaataaaataaaataalatcc Runl

a-ctcaaaaaggtaaaaaaaaaattgaaaaaaattttttactttattttattttatttagg
*

E F F H F F F N F F * M K *
s ¥ s I F F L T F F K K *

Tagagtttttccattttttttttaacttttftttaaalaaatgajaataaaataaaataalatcc Runé
atctcaaaaaggtaaaaaaaaaattgaaaaaaattttttactttattttattttatttagg

E F F H F F F N F F * M K *
200 210 220 230 240 250
Promotor coupling element TATA-Box orf2 >
catacttgccaccgtttgtttgctcltttaaatAGaaggaaaatgatgtgagatggttggt Runl
gtatgaacggtggcaaacaaacgagaaatttatettccttttactacactctaccaacca
E G K * M V G

K E N D V R W L V
R K M M *

>

catacttgccaccgtttgtttgctctAvGaaggaaaatgatttgagatggtttgt Run6
gtatgaacggtggcaaacaaacgagaaatttatettccttttactaaactctaccaaaca

E G K * M V G

K E N D L R W F V

R K M M *
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> >
¢*tacttgcca-cgtt-g-ttgctc-ttaaat--aaggaaaatgatatgagatggtttgt
®atgaacggt-gcaa-c-aacgag-aattta--ttccttttactatactctaccaacca
M V G
M R W F V

*

Run8 Ende

260 270 280 290 300 310

tattttgttgtaagctagatgataacctgaattagctgtcttggcagcaaaa®
ataaaacaacattcgatectactattggacttaatcgacagaaccgtcgtttte
Y F VvV V S *

I L L *
F CCKLDDNLN * distales Promotorelement
tattttgttgtaagctaaatgataacctgaattagctgtcttggcagcaaaatgtgaaat
ataaaacaacattcgatttactattggacttaatcgacagaaccgtcgttttacacttta
Y F VvV V S *

I L L *

F C C K L N D N L N * T
NF kappaB...
tattt-gttgtaagctagatgata--ctgaattagctgtcttggcagcaaaatgtgagat
ataaa-caacattcgatctactat——gacttaatcgacagaaccgtcgttttacacteta
Y L L *

I c ¢C K L D D T E L A VvV L A A K C E I

F v v s * M I L N *

Runl Ende

Run6

Run8

320 330 340 350 360 370

CAAT-Box orf3 > 4
tttaagcatattccatcaataagacatgctagGTcagtccctcattgaagtgtt
aaattcggtttaatataaggtagttattctgtacgatccagtcagggagtaacttcacaa

M L G Q S L I E V F
s P S L K C

..NF kappaB >

tt—aagcatattccatcaataagacatgctagGTcagtccctcattgaagtgtt
aa-ttcggtttaatataaggtagttattctgtacgatccagtcagggagtaacttcacaa
M L G Q S L I E V F

* s P S L K C

Run6

Run8

380 390 400 410 420 430

tcettgagggtgtgctgttctaaggagtctctatttctatgagatattgaggaaactaaa
aggaactcccacacgacaagattcctcagagataaagatactctataactcctttgattt
p * G C A V L R S L Y F Y E I L R K L N
F L E G V L F *
s L R V C C S K E S L F L *

tctttgagggtgtgctgttctaaggagtctctatttctatgagatattgaggaaactaaa

agaaactcccacacgacaagattcctcagagataaagatactctataactcctttgattt
L *» 6 ¢C A V L R S L Y F Y E I L R K L N

F L E G V L F *

s L R V C C S K E s L F L *

Run6

Run8

440 450 460 470 480 490

Exon E2, konservierte TRX-Domane

... intervarietal konservierter Bereich ..................... V  Aktives Zentrum
taaaactagaagtaacaaattactggtttccAGgtgtggcccttgtcagttcatggttcce
attttgatcttcattgtttaatgaccaaaggtccacaccgggaacagtcaagtaccaagg

K T R S N KL LV s R[] GP CJ Qo F MV P
I K L £E v T N Y W F P G V A L V S S W F

*
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taaaactagaagtaacaaattactggtttccAGgtgtggcccttgtcagttcatggttcce
attttgatcttcattgtttaatgaccaaaggtccacaccgggaacagtcaagtaccaagg
K TR S N KDL L V s R G P ¢ Q F MV P
I K L £ Vv T N Y W F P G V A L V S S W F

*

Run8

500 510 520 530 540 550

tatcctcaacaaagtcggggcttctctgaaagacaagatccaggtggtgaaaattgatac

ataggagttgtttcagccecgaagagactttctgttctaggtccaccacttttaactatg
I L N K V G A S L KD KTI Q V V K I DT
Yy P 0 Q K A G F S E R Q D P G G E N *

L s s T K S G L L *

>Start der SALK-TDNA-Insert-Homologie

tatcctcaacgaagtcggtgcttctctgaaagacaagatccaggtggtgaaaattgatac

ataggagttgettcagccacgaagagactttctgttctaggtccaccacttttaactatg
I L N E V G A S L K DI KTI Q V V K I DT

Yy P Q A S A CF S E R QD P G G E N *

L s s T K S vV L L *

Runé6

Run8

560 570 580 590 600 610

GATA-1
tgagaaatacccaagcattgctgataagtaccgaatagaggcattgcctactttcatcat
actctttatgggttcgtaacgactattcatggcttatctccgtaacggatgaaagtagta

E K Y P S I A DK Y R I EAULUPTVF I I

*

R N T Q A L L I S T E *

tgagaaatacccaagcattgctgataagtaccgaatagaggcattgcctactttcatcat
actctttatgggttcgtaacgactattcatggcttatctccgtaacggatgaaagtagta
E K ¥ P S I A D K Y R I E A L P T F I I

*

R N T 0 A L L I s T E *

Run6

Run8

620 630 640 650 660 670

>
altttaaalg-atgggaaaccgt-tgategetttGTaagtggaattcgtttcttgtttgcact
taaatttc-taccctttggca-actagcgaaacattcaccttaagcaaagaacaaacgtga
F K D G K P K I A L *
I = v s 6 I A F L F A L
M G N A *Ss L ¢ K W N S F L V C T

*Ende Salk-TDNA-Insert-Homologie
Oorfd4 > v [Intron I2]
altttaaalg-atgggaaaccgtatgatecgectttGTaagtggaattcgtatcttgtatgcact
taaatttc-taccctttggcatactagcgaaacattcaccttaagcatagaacatacgtga
F K D G K P Y DU RV F VS G I R I L Y A L
I = K W N S F L V C T
M G N A M I A L *

\ 4 > v
*agGTaaalg-atgggaaaccgtatgategetttGTaagtggaattcgtatcttgtatgcact
*tccatttc-taccctttggcatactagcgaaacattcaccttaagcatagaacatacgtga
[Adaptorsequenz...]

K D G K P Y D RVF V S G I R I L Y A L
* K w N s Y L v C T
V K M G N A M I A L *

>
*agGTaaag—atgggaaaccgtatgatcgctttégaagtggaattcgtatcttgtatgcact
*teccatttc-taccctttggcatactagcgaaacattcaccttaagcatagaacatacgtga
[Adaptorsequenz...]
K D G K P YD RVF V S G I R I L Y A L
* K W N s Y L VvV C T
K M G N A M I A L *
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Y

caGTaaagca-gggaaaccgtatgatecgetttGTaagtggaattcgtatcttgtatgcact Run2 Start
gtcatttcgt-ccctttggcatactagcgaaacattcaccttaagcatagaacatacgtga
S K A G K P Y DR VF V S G I R I L Y A L
vV K O G N A M I A L *
K W N S Y L Vv C T

680 690 700 710 720 730

> > >
-gtacaaaa-aacctttttgg-aaat-gtcatgaat-g-ccacatgattt—atc-ttca Run6
-catgtttt-ttggaaaaacc-ttta-cagtactta-c-ggtgtactaaa—tag-aagt
V Q0 K T F L E M S * M P H D L S S
Y K K P F W K C H E C H M I Y L Q
cC T K N L F G N vV M N A T *

Orf5 > Orfe >
tgtacaaaataacctttttgggaaattgtcatgaattgtccacatgatttteatctttca Run8
acatgttttattggaaaaaccctttaacagtacttaacaggtgtactaaaagtagaaagt

vV ¢ N N L F G K L S * M I ¥ I F H
M N C P H D F H L S
L Yy K I T F L G N C H E L s T *

> >
tgtacaaaataacctttttgggaaattgtcatgaattgtccacatgatttteatctttca Run4
acatgttttattggaaaaaccctttaacagtacttaacaggtgtactaaaagtagaaagt
v ¢ N N L F G K L S * M I ¥ I F H
L ' Yy K I T F L G N C H E L s T *
c T K * M N C P H D F H L S

> >
tgtacaaaataacctttttgggaaattgtcatgaattgtccacatgatttteatctttca Runl4
acatgttttattggaaaaaccctttaacagtacttaacaggtgtactaaaagtagaaagt
v ¢ N N L F G K L S * M I F I F H
L Yy K I T F L G N C H E L s T *
c T K * M N C P H D F H L S

> >
tgtacaaaataacctttttgggaaattgtcatgaattgtccacatgatttteatctttca Run2
acatgttttattggaaaaaccctttaacagtacttaacaggtgtactaaaagtagaaagt
v ¢ N N L F G K L S * M I F I F H
L ¥y K I T F L G N C H E L s T *
c T K * M N C P H D F H L S

740 750 760 770 780 790
> > v

-at-gcct-g-gaatg-g-gca——ccctgt-acat-gacgg-taactgc-cttcttaacttacAGg Run6
-ta-cgga-c-cttac-c-cgt——gggaca-tgta-ctgec-attgacg-gaagaattgaatgtcc
M P G M G T L Y M T v T A F L T Y R

=z
™
=z
)
o
v}
<
sy
g
(0]
Z
(@]
=

L N L 0Q

Orf7 > NF-kappaB >
cat-gcct-gtgaatg-g-gcageccctgtaacat-gactgttaactgc-cttcttaacttacAGg Run8
gta-cgga-cacttac-c-cgteggggacattgta-ctgacaattgacg-gaagaattgaatgtcc

M P vV N G o p L =
H A C E W A A P V T *
T C L * M G S P C N M T V N C L L N L Q

> >
cat-gcct-gtgaatg-g-gcageccctgtaacat-gactgttaactgctcttcttaacttacAGg Run4
gta-cgga-cacttac-c-cgtcggggacattgta-ctgacaattgacgagaagaattgaatgtcc
M P vV N G Q p L ~*
H A C E W A A P V T *
M G S P C N M T v N C s S *

136



ERGEBNISSE

> NF-kappaB >

cat-gcct-gtgaatg-g-gcageccctgtaacat-gactgttaactgc-cttcttaacttacAGg

Runli4

gta-cgga-cacttac-c-cgteggggacattgta-ctgacaattgacg-gaagaattgaatgtcc

M P V N G Q P L *
H A C E W A A P V T *
M G S P C N M T

Defense related ethylene
> responsive GCC-Element

catagcctagtgaatgagagcageccctgtaacatagactgttaactgec-cttcttaacttacAGg

v N C L L

Run2

gtatcggatcacttactctcgteggggacattgtatctgacaattgacg-gaagaattgaatgtcce

I A *
H S

*

M R A A P V T *
L v N E S S P

c N I D C

*

800 810 820 830

Ubergang extrapoliert

Msel -
Polymorphismus >

caa-cd
gtt-gq
A T L

T C N D Q S S ]
M T S L

N L o * * L

Exon E3 Oorf8 >

840 850

tcttagtagca-ctggecgttggt
agaatcatcgt-gaccgcaacca
F L V A L A L V
S *

L s S T G V G

tta-gdcctg-caatgacc-agt-ct-ag-ct-c-cte
aat-fggac-gttactgg-tca-ga-tc-ga-g-ga+*

caaaccttacac-tggcaatgaccecagttcttaggcttctcttctt-gtagca-ctggc-ttggt

gtttggaatgtg-accgttactgggtcaagaatcegaagagaagaa-catcgt—-gaccg-aacca

A N L T
Q T L H
K p Y T

w Q *

G N D P V L R L L

>

L A MT Q F L G F S S

CcC s T G L Vv

F L *

caaaccttacac-tggcaatgaccecagttcttaggcttctcttctt-gtagcagctggec-ttggt

gtttggaatgtg-accgttactgggtcaagaatcegaagagaagaa-catcgtegaccg-aacca

A N L T
Q T L H w Q *

K p Y T G N D P V L R L L

>

L A MT Q F L G F S s

c s T G L V

F L *

caaaccttacac-tggcaatgaccecagttcttaggcttctcttctt-gtagcagctggc-ttggt

gtttggaatgtg-accgttactgggtcaagaatccgaagagaagaa-catcgtegaccg-aacca

A N L T
Q T L H w Q *

K P Y T G N D P V L R L L

>

L A MT Q F L G F S s

cC s T G L V

F L *

caaaccttacac-tggcaatgaccecagttcttaggcttc-cttcttagtagca-ctggc-ttggt

gtttggaatgtg-accgttactgggtcaagaatcegaag-gaagaatcatcgt-gaccg-aacca

A N L T L A MT Q F L G F
Q T L H w Q *
K p Y T G N D

L L s s

P v L R L P

T G L Vv

S *

860
Primer

GSP1..

>RL17.367
Start d. Sequ.

Run6 Ende

Run8

Rund

Runld

Run2

870 880 890 900

Primer GSP1l (in Leserichtung)

910 920

W-Box Root specific element

>
0rf9 > MEMEA4 ...

tttacaca-c-gtttgactc-tattgaa-ttatactttttcacgggattagccalatgaaggtt

aaatgtgt-g-caaactgag-ataactt-aatatgaaaaagtgccctaatcggttacttccaa

RL17.367

Homologie zu mRNA (Gegenstrang) aus Cabernet Sauvignon (VvGI >grape |CB972430)

L H T F D S I E
Y T A L T L L
F T H

L Y F F
N Y T F S
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W-Box Root specific element >
tttctacagcactttgactc-tattgaagttatactttttcacgggattagccalatgaaggtt] Run8

aaagatgtegtgaaactgag-ataacttcaatatgaaaaagtgccctaatcggttacttccaa
F vy s T L T L L K L Y F F T G L A N E G

tttc—aca—cactttgactc—tattgaagttatactttttcacgggattagcca Run4
aaag-tgt-gtgaaactgag-ataacttcaatatgaaaaagtgccctaatcggttacttccaa
F T H F D S I E v I T F H G I S Q *
F H T L * M K V
vV S H T L T L L K L Y F F T G L A N E G

>
tttc—actacactttgactcctattgaagttatactttttcacgggattagcca Runl4
aaag-tgatgtgaaactgaggataacttcaatatgaaaaagtgccctaatcggttacttccaa
F T H F D S Y * M K V
F H Yy T L T P I E V I L F H G I s Q *

- \ 4 - >
ttte-aca-cactttgactc-tattAGaattatactttttcacgggattagccalatgaaggtt] Run2
aaag-tgt-cgtgaaactga-gatatecttaatatgaaaaagtgccctaatcggttacttccaa

¥ T H ¥F D S I R I I L F H G I S Q *

930 940 950 960 970 980

...Transmembranhelixl...

Primer GSP2 (in Leserichtung)

Motiv aus Coiled-coil-Domdnen

CArG Box
MEME -4 Oorfl0 > MEME+6 > >
|ttct—ctttggcatagga|ga—gatgtctacag|aattttctt—ctgcat|ttatac—aatgcatgg RL17.367

aaga—-gaaaccgtatcctct-ctacagatgtcttaaaagaa-gacgtaaatatg-ttacgtacc
...mRNA (Gegenstrang) aus Cabernet Sauvignon (VvGI >grape |CB972430)

FL F G I G E M S T E F S S A F I Q C M
F s L A *
S L W H R R b v Y R I F F c I Y T M H

> > > >
Ittct—ctttggcatagga|gatgatgtctacagaattttcttgctgcatttatac—aatgcatggttttg Run8 Start
aaga—-gaaaccgtatcctctactacagatgtcttaaaagaacgacgtaaatatg-ttacgtaccaaaac
F L F G I G D DV Y R I F L L H L Y N A W F C
F S L A * M M S T E F S C C I Y T M H G F
S L W H R R * C L Q N F L A A F I Q C M V L

> > > >
|ttct—ctttggcatagga|gatgatgtctacag|aattttctt—ctgcat|ttatac—aatgcatggttt Run4 Start
aaga—-gaaaccgtatcctctactacagatgtcttaaaagaa-gacgtaaatatg-ttacgtaccaaa
F L F G I G D D VY R I F F c I Y T M H G ?
F s L A * M M s T E F S S A F I Q C M V
S L W H R R * C L QQ N F L L H L Y N A W F

> > > >
lttctcctttggcataggagatgatgtctacaga|attttctt—ctgcat|ttataccaatgcatggttt Runl4
aagaggaaaccgtatcctctactacagatgtcttaaaagaa-gacgtaaatatggttacgtaccaaa Start
F L L W H R R * M H G ?
F S F G I G D D V Y R I F F c I Y T N A W F
s P L A * M M s T E F S S A F I P M H G
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> > > >
ktct—ctttggcataggdgatgatgtctacagabttttctt—ctgcadttatac—aatgcatgg Run2
aaga—-gaaaccgtatcctctactacagatgtcttaaaagaa-gacgtaaatatg-ttacgtacc
F L *F G I G D DV Y R I F F C I Y T M H G
F S L A * M M S T E F S S A F I Q C M
s L W H R R * C L Q N F L L H L Y N A W

> >
Oabttttcttgctgcadttatac—aatgcatgg Runl0 Ende
*ttaaaagaacgacgtaaatatg-ttacgtacc
F s C C I Y T M H G
N F L A A F I @ C M
I F L L H L Y N A W

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

Primer GSP3 (revers)...

(...Primer GSP2) [Intron I3]
—> Primer GSP4 (revers)

...Transmembranhelix2...

Orfll > CRP-Element  orf12 > \ / MLP Promotor-element
ttagggcctcagGTatgtacagtggcaccatagtcaaa-tgGTtatcttgg-ttt-tcactgta RL17.367

aacccggagtccatacatgtcaccgtggtatcagttt-accaatagaacc-aaa—-agtgacat
Light responsive element LRE

v 6 P Q V C T V A P * Y L G F H C
L 6 L R Y V Q W H H S Q M VvV I L v F T V
w A S G M Y S G T I V K W L S W F S L Y

> >
ttgggcctcagGTatgtacagtggcaccatagtcaaaatggt-a¢ Run2 Ende
aacccggagtccatacatgtcaccgtggtatcagttttaceca-te
v G P Q V C T V A P *
L 6 L R Y V Q0 W H H S Q N G
WA S GM Y S G T I V K M V

...Ubergang Start Run8 und 12 extrapoliert

v > — -

ttttgcc CTatgtacagtggcaccatagtcaagjtagtgacacttggetgtgtcactgta Runl2 Start
aaaacggagtccatacatgtcaccgtggtatcagttiatecactgtgaaccgacacagtgacat
F C L R Y V O W H H s oI v T L G C VvV T V

Antioxidant response element ARE

v L P Q VvV C T VvV A P *
F A S G M Y s G T I V K[| *
vy > W-Box >
ttgggcctcagGTatgtacagtggcaccatagtcaaa-tggttatcttgg-ttt-tcactgta RunlO

aacccggagtccatacatgtcaccgtggtatcagttt-accaatagaacc-aaa—-agtgacat
v 6 P Q V C T V A P *

L G L RYV QWUHH S o M V I L V F T V
w A S G MY S G T I VvV K W L s W F S L Y

1060 1070 1080 1090 1100 1110

Poly-A-Signal
FUS-TLS Transmembranmotiv Motiv aus Coiled-coil-Domdnen
cttttgattgtatttttcttttggttgttctat-tgccactagtttatttattttttatgt RL17.367
gaaaactaacataaaaagaaaaccaacaagata-acggtgatcalaataaataaalaaataca
T ¥ D C I F L L VvV V L L P L V Y L F F M
L L. I v F F F W L F Y c H *» F I Y F L C
F *

leichte Homologie zu EST TC4048 aus ‘Cabernet Sauvignon®
cttttgattgtatttttcttttggttgttctatetgccactagtttatttattttttatgt Runl?2
gaaaactaacataaaaagaaaaccaacaagatagacggtgatcaaaataca
L L 1 vV F F F W L F Y L P L V Y L F F M
T ¥ D C I F L L V VL S A T s L ¥ I F Y V
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cttttgattgtatttttcttttggttgttctat-tgccactagtttatttattttttatgt Runl0
gaaaactaacataaaaagaaaaccaacaagata-acggtgatcaaataaataaaaaataca
T ¥ D C I F L L Vv Vv L L P L V Y L F F M
L L I VvV F F F W L F Y C H * F I Y F L C

1120 1130 1140 1150 1160 1170
Antioxidant Response Exon E4, konservierte Doméne
Element ARE GATA-1
[Cabernet Sauv.-Homol.] Orfl3 > EcoRI-Site W-Box
tctaatttctttattactaticctagtctgatigaaticlcAGgaAGgtgectttgactgcAGa Runl?2

agattaaagaaacaatgataaggacagactacttaaggtccttccacgaaactgacgtct

s N F F VvV T I P V * G R C F D C R
L I s . L L F L s D E F OQ E G A L T A D
Foo* M N s R K VvV L *

> vy VY
tctaatttctttgttactattcctgtctgatigaattclcAGgaAGgtgctttgactgcAGa RunlO
agattaaagaaacaatgataaggacagactacttaaggtccttccacgaaactgacgtct

s N F F VvV T I P V * G R C F D C R

[L I S L L L F L S D E F QE G A L T A D
Foox M N S R K V L *

>
tctaatttctttgttactattcctgtctgatigaattiggtaccgcaatcaccecececce RL17.367 Ende
agattaaagaaacaatgataaggacagactacttaaccatggcgttagtgggggggg [Adaptorsequenz]

s N F F V T I P V *

Foox M N
1180 1190 1200 1210 1220 1230
ADH Prox. Promotor
tcagctcatccaacgcattgagaccacactaaaagtgaaacaatagttcttttggtgagt Runl?2

agtcgagtaggttgcgtaactctggtgtgattttcactttgttatcaagaaaaccactca
S A H P T H * <

Q L I Q R I E T T L K V K Q *

s $s $S N A L R P H *

tcagctcatccaacgcattgagaccacactaaaagtgaaacaatagttcttttggtgagt Runl0
agtcgagtaggttgcgtaactctggtgtgattttcactttgttatcaagaaaaccactca
S A H P T H * <

Q L I Q R I E T T L K V K Q *

s s S N A L R P H *

1240 1250 1260 1270 1280 1290

ttcttccttecttectctatttgaaccctttccagttcaattctaaaactcttctagtett Runl?2
aagaaggaagaaggagataaacttgggaaaggtcaagttaagattttgagaagatcagaa

ttcttccttettectcectatttgaaccctttccagttcaattctaaaactecttctagtett Runl0
aagaaggaagaaggagataaacttgggaaaggtcaagttaagattttgagaagatcagaa

1300 1310 1320 1330 1340 1350

GATA-1 Enhancer C/EBP
aactgttgaatagtcgcttagttcctttttttecttttgggtgttaatacAGttgttgaa Runl2
ttgacaacttatcagcgaatcaaggaaaaaaaggaaaacccacaattatgtcaacaactt

s Cc x*
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GATA-1 Enhancer C/EBP v
aactgttgaatagtcgcttagttccttttttteccttttgggtgttaatacAGttgttgaa
ttgacaacttatcagcgaatcaaggaaaaaaaggaaaacccacaattatgtcaacaactt

s C *

RunlO0

1360 1370 1380 1390 1400 1410

W-Box Orfléd > W-Box Oorfls5 >
gttagaaatcagaaactgatgtaatgaagcaactgaagtcgcatacaggatgtgatgaag
caatctttagtctttgactacattacttcgttgacttcagcgtatgtcctacactacttc
s * M K ¢ L K S H T G C D E

vV R N 0 K L M * M K
L E I R N * M %
> >
gttagaaatcagaaactgatgtaatgaagcaactgaagtcgcatacaggatgtgatgaag
caatctttagtctttgactacattacttcgttgacttcagcgtatgtcctacactactte
s * M K ¢ L K S H T G C D E
vV R N 0 K L M * M K
L E I R N * M %

Runl?2

RunlO

1420 1430 1440 1450 1460 1470

Nrf2-/GABP W-Box
gaaaactgcacaggaagatcacagtccatgcttttctgaataactggtattttatctgta
cttttgacgtgtccttctagtgtcaggtacgaaaagacttattgaccataaaatagacat
G K L. H R K I T Vv H A F L N N W Y F I C

E N C T G R S Q S M L F *
K T A Q E D H S P C F s E *

gaaaactgcacaggaagatcacagtccatgcttttctgaataactggtattttatctgta
cttttgacgtgtccttctagtgtcaggtacgaaaagacttattgaccataaaatagacat
G K L. H R K I T Vv H A F L N N W Y F I C

E N C T G R S Q S M L F *

K T A Q E D H S P C F S E *

Runl?2

RunlO0

1480 1490 1500 1510 1520 1530

Orfle > W-Box prox. Promotor Typ hb
aaatatgatgaaatttgatcatggtccggtggactccatcagttgatatagagacaaaca
tttatactactttaaactagtaccaggccacctgaggtagtcaactatatctctgtttgt
K I * M vV R W T P s V D I E T N

K Y D E I *
N M M K F D H G P V D s I S *

>
aaatatgatgaaatttgatcatggtccggtggactccatcagttgatatagagacaaaca
tttatactactttaaactagtaccaggccacctgaggtagtcaactatatctctgtttgt
K I * M VvV R W T P S V D I E T N
K Yy D E I *
N MM K F D H G P V D S I s *

Runl?2

RunlO0

1540 1550 1560 1570 1580 1590

attttgattactcaattgtttaagctgttggaaattggcacagctgttgcacttgtc-ctg
taaaactaatgagttaacaaattcgacaacctttaaccgtgtcgacaacgtgaacag—-gac
N F D Y S I Vv *
r .1 T ¢ L ¥F K L L E I G T A V A L V L
F *

attttgattactcaattgtttaagctgttggaaattggcacagctgttgcacttgtctctg
taaaactaatgagttaacaaattcgacaacctttaaccgtgtcgacaacgtgaacagagac
N F D Y S I Vv *
I L. I T 9 L F K L L E I G T A V A L V L
F *

NF-kappaB..

Runl?2

RunlO0
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1600 1610 1620 1630 1640 1650
..NF-kappaB
Orfl7 >
gaaattcaatgggaagaatttgttttctttattattattatgaag-caacccagtaa-cta Runl?2

ctttaagttacccttcttaaacaaaagaaataataataatacttc—-gttgggtcatt-gat

E I o w E E F V F F I I I M K Q P S N
M G R I C F L Y Y Y Y E A T Q *

>
gaaattcaatgggaagaatttgttttctttattattattatgaaggcaacccaGTaagcta RunlO0
ctttaagttacccttcttaaacaaaagaaataataataatacttcegttgggtcattegat
K L
E I o w E E F V F F I I I M K A T Q *
M G R I C F L Y Y Y Y E G N P V S Y

1660 1670 1680 1690 1700 1710

> Orfl8 Promotor Typ EllaE] W-Box
taatgtttggatttgttgagggatttcctcgaggcaagttttcagagttctgtcacttgacctg Runl?2
attacaaacctaaacaactccctaaaggagctccgttcaaaagtctcaagacagtgaactggac
*
I M ¥ G F V E G F P R G K F S E F C H L T C
N vV W I C *

>

taatgtttggatttgttgagggatttcctcgaggcaagtttte Runl0 Start

attacaaacctaaacaactccctaaaggagctccgttcaaaag
o extrapoliert............

I M ¥F G F V E G F P R G K FI[s E F C H L T C RRPILE P]

N VvV w I C *

1720 1730
ccggcggccgctcgageccttta® Runl2 Ende bei 1740 bp
ggccgccggcgagctcgggaaat®

R R P L E P F Ende insgesamt.

Abbildung 4.28 Alignment der Walking-Sequenzvarianten. Mogliche Open Reading Frames (Orf) sind
fortlaufend nummeriert. Erginzungen umfassen Datenbankhomologien (mRNA- und EST-Sequenzen),
Ahnlichkeiten zu promotorhomologen Motiven und cis-regulatorischen Elementen (aus NSITE) sowie
konservierte Bereiche (aus NSITE oder BLAST). Weitere Erlduterungen s. Text.

4.12.5 Struktur der Walking-Sequenz

Die Walking-Sequenz erstreckt sich iiber einen Bereich, der 18 potentielle interne Start-
ATG-Codons und damit zahlreiche ineinander verschachtelte Orf-Fragmente (Orf - Open
reading frame, offenes Leseraster) enthélt, die durch NCBI-Orf-Finder bestétigt wurden
(TATUsov und TATUSOV, http://ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html; Juni 2003), in der
Mehrzahl jedoch recht kurz sind. Ein Poly-A-Signal ist nicht mehr im sequenzierten
»Fenster enthalten. Der aufgekldrte Genomausschnitt enthélt vier putative Exons (E1 bis
E4). Intron-Exon-Junctions wurden mit ,,GenScan* ermittelt. Eine Analyse mit dem Tool
SPLICE-Predictor identifizierte dariiber hinaus eine Reihe alternativer sowie

eingeschrankt signifikanter Splice-Stellen. Schlieft man Exon E1 als Teil eines putativen
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Genprodukts ein, so wire der Startpunkt in 5°-Richtung auBlerhalb des sequenzierten
Fensters zu erwarten, denn das Methionincodon des Translationsstartpunkts upstream
von El ist noch nicht erfasst.

Konservierte Thioredoxinmotive (bestitigt durch Pfam-Analyse) zeigen sich in den
Homologiestudien zuweilen bereits ab Exon E1 und sehr deutlich dann in den Bereichen
von Exon E2 und Exon E4 (vgl. Abschn. 4.12.3). Beide Varianten von Exon E1 (,,Run1*
und ,,Run6*) ergeben jeweils distinkte Treffer in der BLAST-Analyse (vgl. Abb. 4.30).
Dies legt die Vermutung nahe, dass jede der El-Sequenzvarianten in Arabidopsis,
moglicherweise auch in weiteren Pflanzenarten, ihre Entsprechung besitzt. Die durch
Run6 definierte E1-Variante ist allerdings wahrscheinlich nicht funktionell, denn sie ist
durch Stop-Codons verkiirzt und bricht dadurch vor der Splicing-Stelle ab, sodass das
abgeleitete Peptid nicht mit den Thioredoxindoménen (Exon E2 mit dem aktiven CGPC-
Zentrum und E4) verkniipft werden kann.

Das zentrale Thioredoxinmotiv reicht mit E2 {iber 61 Aminosduren hinweg. Der
Ankniipfpunkt fiir E1 liegt unmittelbar vor dem Aktiven CGPC-Zentrum. In E2
unterscheiden sich Run6 und Run8 nur durch ein Lysin an nt-Position 502 statt des
speziesiibergreifend konservierten Glutamats sowie in den letzten vier Aminosduren. Bei
Run2 (moglicherweise auch Run4 und 14; der Bereich grenzt an die Adaptorsequenz und
ist schlecht beurteilbar) ergibt sich eine alternative Splicing-Stelle durch einen
Polymorphismus an Position 611, der die zehn letzten Aminosduren von E2 betriftt.
Mogliche topologische Implikationen dieses Polymorphismus wurden im Rahmen der
PSORT-Analyse untersucht (vgl. Abschn. 4.12.9).

Exon E3 hat zu keinem konkreten thioredoxin-verwandten Protein aus
Datenbankeintrdgen eine Entsprechung, die ersten Aminosduren (fett) werden jedoch
durch PROSITE an Exon E2 addiert und einer Trx2-Doméne zugerechnet. Eine auf die
Sequenz des Exons E3 beschrinkte BLAST-Analyse ergab keine signifikanten
Homologien zu sonstigen Proteinen. Die Anordnung von Aminosduremotiven in E3
begiinstigt jedoch eine helikale Topologie (Transmembransegmente, Coiled Coils gemil
HMMTOP, PSORT), sodass die Funktion dieses Exons moglicherweise in der
Ausprigung einer Transmembrandoméne zu sehen ist.

Nach der Erstellung des Walking-Fragmentalignments wurden die Fragmentvarianten
riickschlieBend von Sequenzunterschieden, Ahnlichkeiten und Uberlappungen in
logische Beziehung zueinander gesetzt, sodass zum Stand der Untersuchungen folgende

Anordnung (Abb. 4.29) skizziert werden kann:
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gg Exon E1 ...... Exon E2  |.ciciiiienes Exon E3  .ccciiiiiienes Exon E4
Run2'
RL 17367°
—> Run6 X, Run10 <«
N |
g ) Run12 k...
AFLP RL17.367
Run2*
Run4*
RL 17367
_> VA
RL17367“
—5» Run2*
Run4
——Jp( Run1 (Run 4 und 14 sind Wiederholungen)
Run14 [€¢—
1 1740
(nt Pos.) (nt Pos.)

Abb. 4.29 Hypothetische Anordnung der Walking Varianten relativ zueinander.

Fragmentbezeichnungen mit durchbrochenen Rahmen und Hochstrichen (‘) deuten die Position nicht sequenzierter
Variantensegmente relativ zum sequenzierten Fragment (Run, durchgéngiger Rahmen) an. Pfeile repridsentieren
Walking-Primer. Griin: Adaptorprimer AP2 und AP1 (=> Doppelpfeil). Rot: GSP2. Blau: GSP4. Schraffierte Bereiche:
Sequenz noch nicht ermittelt oder nicht auslesbar. Die Lage der Exons (im oberen Teil) sowie die vermutete Relation
zum gesamten Walkingbereich (entsprechend dem Balken im unteren Teil) ist angedeutet. Gelb: Markerallel AFLP
RL17.367 von ‘Regent‘. Oranges Kreuz: keine Primerbindung/kein Amplifikationsprodukt.
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Riickschluss (1) Der wihrend des PCR-Verlaufs zur Erzeugung der Walking-Fragmente
gewonnene Eindruck, es konnten beziiglich der genspezifischen Primerbindungsstellen
Polymorphismen bestehen, bestitigte sich durch die Information des Sequenzvergleichs
(vgl. Abb. 4.28, Pos. 858 bis 1053; so liegt z.B. in Runl12 an der GSP3-homologen
Position ein nur in dieser Variante existierendes Antioxidant Response Element). Durch
die unterschiedliche Passgenauigkeit und Kombination der Walking-Primer im
genetischen Hintergrund von ‘Regent® war es moglich, mindestens vier Varianten zu

ermitteln und die zugehorigen Fragmentsequenzen klar und reproduzierbar darzustellen.

Riickschluss (2) Runl lésst sich wahrscheinlich Variante 4 zuordnen: Dass die fiir Runl
ermittelte Sequenzreaktion zunichst sehr deutlich ist, ab ca. 300 bp jedoch unauswertbar
wird und sich mit einer zweiten Sequenz zu iiberlagern scheint, ist erklirbar, sofern die
Sequenzreaktion von Runl tatsdchlich ein ,,Gemisch® aus zwei Sequenzen darstellt
(Variante 2 und 4), die im vorderen, eindeutig sequenzierten Bereich iibereinstimmen,

aber dann divergieren (entsprechend dem unlesbaren Bereich).

Das Walking wurde am resistenten Elter ‘Regent® durchgefiihrt, doch die GSP-Primer
wurden aus praktischen Erwdgungen (giinstige, isolierte Lage der AFLP-Markerbande)
aus einem RL17.367-Fragment des Zuchtstammes 91-011-0281 abgeleitet'®. Die Msel-
Schnittstelle, die den AFLP-Marker ermdglichte, kann in ‘Regent’ nur in Variante 1
(Run6) identifiziert werden, jedoch binden die genspezifischen Primer nicht in Variante
1. Diese Beobachtung fiihrt zu Riickschluss (3): Der urspriinglich sequenzierte Marker
AFLP RL17.367 des Zuchtstamms und die entsprechende Sequenz aus ‘Regent® stellen
Markerallelvarianten dar. Moglicherweise reprédsentiert die Variante des Zuchtstammes
91-011-0281 ein Markerallel von ‘Lemberger, was allerdings noch experimentell zu
belegen wire - ebenso wie die in Abb. 4.29 implizierte Hypothese, Kombinationen der
erweiterten Sequenzvarianten stellten Allele dar. Beim momentanen Stand der
Untersuchungen konnte die Anordnung der Varianten in ‘Regent‘ als heterozygotem

Elter folgendermallen aussehen:

Chromosom 1: Variantel_Variante3 (Marker RL17.367 aus Variante 1)

Chromosom 2: Variante2 Variante4 (kein Marker)

Um zu sagen, ob die Varianten in direkten Tandemwiederholungen vorliegen, miisste

z.B. {iber variantenspezifische Southern Blots oder SCAR-Markerkartierung ihre

'“In ‘Regent lag das Fragment zu dicht an R17.336, dieser Marker fehlt giinstigerweise in 91-011-0281.
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Lokalisierung am gleichen Locus aufgezeigt werden, anschlieBend miisste man die

Uberginge sequenzieren.

Basierend auf den geschilderten Uberlegungen wurden die Sequenzvarianten Run6,
gefolgt von der Markersequenz RL17.367 sowie Run8, gefolgt von Runl2 fiir weitere
Analysen vorldufig zu fortlaufenden Nukleotidabfolgen fusioniert (bezeichnet als
Sequenz ,,Run6 367 und Sequenz ,,Run8 12°), wie sie sich aus der kontinuierlichen

Aneinanderreihung gemif3 des Schemas von Abb. 4.29 ergeben wiirden.

4.12.6 Speziesiibergreifendes Alignment miteinander assoziierter Walksequenzen

Mit den in fortlaufender Logik zusammengefiigten, moglicherweise allelischen Varianten
I (Run8 12) und 2 (Run6 367) wurden Analysen mit TBLASTN durchgefiihrt. Die
signifikantesten Ubereinstimmungen sind in Abb. 4.30 als Alignment homologer
Sequenzen verschiedener Taxa gezeigt. Eine Aufschliisselung der verglichenen
Organismen und der Bezug zu den entsprechenden Datenbankeintrigen sind ergénzend

zu Abb. 4.30 in Tab. 4-14 dargestellt.

Zur Uberpriifung der Ahnlichkeit zu T10P12.4 wurde ein paarweises Alignment mit dem
Tool ,,Blast2sequences, Vers. BLASTN 2.2.6 [Apr-09-2003] (TATUSOVA und MADDEN,
1999) zwischen der Nukleotidsequenz von T10.P.12.4 aus Arabidopsis thaliana

einerseits und

(1) der Variante Run8 Runl2 des Walking
(2) der Variante Run6 367 des Walking

vorgenommen.

Signifikante Ahnlichkeit auf Nukleotidebene besteht genau im Bereich des Exons E2 ab
der Splice-Stelle fiir Run8 Runl2 (1):

(1) score = 104 bits (54), Expect = le-19; Identities = 128/165 (77%)
und im Bereich des Exons E1 fiir Run6 367 (2):

(2) score = 69.9 bits (36), Expect = 4e-09; Identities = 70/87 (80%)
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4.12.7 Parallelen am Trx-Locus zwischen Vitis vinifera und Arabidopsis thaliana

Die Homologie der hier beschriebenen Trx-Genomregion der Rebe (IGGP-Gruppe 18) zu
Bereichen des Genoms von Arabidopsis (Chromosom 1) zeigt sich im Alignment
deutlich. Abgesehen von den konservierten Nukleotidfolgen der codierenden Segmente
bestehen auch im Bereich der Introns Ubereinstimmungen zwischen Vitis und
Arabidopsis am Locus At1g43560.1 des thioredoxindhnlichen Proteins T10P12.4.
Sequenzdatenbankeintrige verfiigbarer T-DNA-Insertionsmutanten'’, die ein T10P12.4-
Insert enthalten, belegen ebenfalls, dass genflankierende Regionen aus Arabidopsis den
exonbenachbarten Rebensequenzen des Walking entsprechen, sodass man von

Colinearitét, vielleicht sogar von Syntenie sprechen kann.

Wie Tab. 4-15 zeigt, befinden sich in direkter Nachbarschaft des Locus At1g43560.1 bei
Arabidopsis retroelementartige Polyproteinsequenzen. Auch fiir die Weinrebe ergaben
sich Hinweise auf Retroelementsignaturen in der Walking-Sequenz (iiber Motivanalyse
in MAST/MEME und NSITE), sowie schwache Homologien zu Retroelementsequenzen
in BLASTN (Beispiel ein typisches LTR-Motiv an Pos. 70 des Walking).

TAB. 4-15 Locus 1g43560 / AtTrx1 (Arabidopsis thaliana) in seiner BAC-Umgebung'®
Locus Protein TrEMBL Beschreibung Ath Chromosome 1
Atl1lg43160 RAP2.6
T10P12.1 Q9XIG7 (Crosslink EMBL) Integrase polyprotein
T10P12.2 Q9XIG6 (Crosslink PFAM) Ty3/Gypsy (LTR-type)
T10P12.3 QO9XIGS Retrotransposon polyprotein (LTR-type)
Atlg43560 T10P12.4 Q9XIG4 AtTrxl
T10P12.5 QO9XIG3 retroelement transcriptase (non-LTR-type)
T10P12.6 Q9XIG2 hypothetical protein
T10P12.7 QO9XIG1l UDP-Glucose-Sterol-Glucosyltranferase
T10P12.8 Q9XIGO hypothetical protein
T10P12.9 QO9XIF9 bipartite TULP transcription factor
At1g48130 peroxidoredoxin

' Die Basenfolge ist zugénglich iiber ein Archiv sequenzierter Arabidopsis-T-DNA-Insertionsmutanten
(,,A Sequence-Indexed Library of Insertion Mutations in the Arabidopsis Genome*. ALONSO et al., 2001;
The Salk Institute for Biological Studies, La Jolla, USA), das mit GenBank verkniipft ist und in TIGR AGI
iiber ein gemeinsames Interface nutzbar ist.
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4.12.8 Recherchen im TIGR Vitis vinifera Gene Index (VvGI)

Neben der globalen Analyse in Blast sollten direkte Recherchen im ,,TIGR Vitis vinifera
Gene Index* (VvGI, Mai 2003) Parallelen zu Sequenzen aufzeigen, die aus der Weinrebe
isoliert und moglichst auch transkribiert werden. Mit dem Tool Wu-BLAST 2.0 (GISH,
1996-2000) greift man dabei auf auf ein Register tentativer Contigs aus EST- und
mRNA-Sequenzen als Datenbasis zu (Banken aus verschiedenen Geweben und
Entwicklungsstadien, z.B. ‘Cabernet Sauvignon‘; GOES DA SILVA et al., 2003'%). Man

erhélt zusétzlich Verkniipfungen zu GenBank-Eintragen.

4.12.8.1 Abgleich in VvGI mit Run6é_367: Homologie zu EST [>grape|CB972430]
Die Suchanfrage mit Run6 367, einer kombinierten Sequenz aus Run6 und der Sequenz
des AFLP-Markers RL17.367 (als mdgliches Allel zur Kombination aus Run8 und
Runl2 eingestuften Variante) ergab im VvGI als einzigen Treffer eine mRNA aus
‘Cabernet Sauvignon® [>grape|CB972430] ohne erwiesene proteincodierende
Funktion.

Es handelt sich um eine 130-nt-Sequenz mit 65% Identitit zur Markersequenz des
AFLP RL17.367 - interessanterweise beziiglich der Thioredoxinsequenz in Antisense-
Orientierung. Die Sequenz deckt einen DNA-Abschnitt mit zahlreichen cis-regulativen
Elementen in hoher Dichte genau im Bereich des urspriinglichen QTL-korrelierten
AFLP-Fragments RL17.367 ab, liegt zwischen beiden konservierten Thioredoxin-
Kernexons E2 und E4 und schlieit exakt mit dem Start von E3 ab. Den Start der mRNA-
Homologie markiert das repetitive Motiv MEMEG6. Im Walking-Alignment (vgl. Abb.
4.28) reicht die abgeglichene Strecke iiber 105 bp. Fiir die Termination kiime eine A-
reiche Sequenz in Intron I1 mit 22 Adeninbasen auf einer Strecke von 28 Nukleotiden

(auBerhalb der homologen Strecke) in Frage.

In der Darstellung des Wu-BLAST-Ergebnisses (Abb. 4.31) wurde die Sequenz von

Run8 12 zur besseren Ubersicht nachtriiglich erginzt:

18 Goes da Silva, F., landolino, A., Lim,H., Baek, J., Jones,K. and Cook ,D.: Expressed sequence tags from
Vitis vinifera 'Cabernet Sauvignon' berries at various developmental stages. Unpublished (2003)
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>grape |CB972430

Length = 130 Minus Strand HSPs:Score = 126 (25.0 bits), Expect =
0.73, P = 0.52; Identities = 66/102 (64%), Positives = 66/102 (64%),
Strand = Minus/Plus

156 MEME+6 MEME -4 100
Run6 17367 CAGAAGAAAATTCTGTAGAC-A-TCTCTCCYATGCCAAAGAGAAAACCTTICATTGG——CTA
AR R A N N A R e
CB972430 14 CATAAAAAAA-TTCT-TGGACCAGTTTGAGTTCTGCATG-AACCAACCCCCCAT-GGAACAATL
PEorrrr et e \ N Lot e el
Run8 12 CAGCAAGAAAATTCTGTAGAC-ATCATCTCCTATGCCAAAGAGAAAACCTTCATTGG--CTA
PEErrrrrrrrrrrrrrrer rer rerrrrrr et e e e e e e rd
6 17367 CAG-AAGAAAATTCTGTAGAC-ATC-TCTCCTATGCCAAAGAGAAAACCTTCATTGG--CTA
156 100

Run6 17367 99 ATCCCGTGAAAAAGTATAA-TTCAATAGAGTCAAACGTG-TGTA 58
bt et e e b

CB972430 72 ACCCCG-GAAAAAGTATAA---CA-TAAAG-CAAAAG-GGGGGA 108
Porrrr rrrrrrr e LEorr e e |

Run8 12 ATCCCGTGAAAAAGTATAACTTCAATAGAGTCAAA-GTGCTGTA

PEErrrrrrrrrrr et trrrrrrrrrr ettt
Run6 17367 99 ATCCCGTGAAAAAGTATAA-TTCAATAGAGTCAAACGTG-TGTA 58

Abbildung 431  Homologieanalyse mit Run6_367 iiber Wu-BLAST 2.0.
Zur besseren Ubersicht wurde Run8 12 manuell hinzugefiigt.

4.12.8.2 Abgleich in VvGI mit der Walking-Sequenzvariante Run8 12

(1) Leichte Homologie von Run8 12 zu dem EST [>grape|TC4048]

Die Recherche mit doppeltem Abgleich ergab im Fall von Run8 12 Homologien mit
gleichzeitiger (schwacher) Ahnlichkeit zu nicht annotierten EST-Sequenzen der Rebe
sowie Thioredoxinen und/oder thioredoxindhnlichen Sequenzen verschiedener Pflanzen
(darunter z.B. Arabidopsis, Populus, Nicotiana, Pisum).

Zum aktuellen Zeitpunkt existieren in der noch jungen VvGI-Datenbank nur wenige
funktionelle Annotationen zu den Sequenzen aus der Weinrebe. Dementsprechend
wiirden die Treffer in VvGI ohne Hinzunahme von Informationen aus anderen
Organismen vorldufig anonyme EST-Homologe zu den aus dem Walking stammenden
Sequenzen der Suchanfrage bleiben. Der GenBank-Verweis in VvGI fiihrt, wie schon
zuvor die globale BLAST-Recherche, zu einem Thioredoxin aus Arabidopsis.

Der Briickenschlag zum T10P12-Protein/Trx1 jedoch, dessen Sequenz dort zu den
hochsten E-Werten gefiihrt hatte, wurde in der Vitis-Datenbank VvGI nicht erzielt. Ein

Homolog dieses Proteins scheint im VvGI gegenwértig noch nicht reprisentiert zu sein.
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Schwache Homologie besteht zwischen einem Bereich aus Run8 12 und einem EST aus

‘Cabernet Sauvignon® [>grape | TC4048] (Abb. 4.32)

>grape | TC4048

weakly similar to GP|21595244|gb|AAM66084.1 thioredoxin {Arabidopsis thaliana},
partial (82%) Length = 636.

Plus Strand HSPs: Score = 143 (55.4 bits), Expect = 4.6e-09, Sum P(2) = 4.6e-09
Identities = 26/73 (35%), Positives = 46/73 (63%), Frame = +1 / +3

(1)
[Run8 12: 10 SDKPVLVDFYATWCG... (Bereich aus Exonl, von Hand nachgetragen) ]
Run8_12: 238 SNKLLV-—----— SRCGPCQFMVPILNEVGASLKDKIQVVKIDTEKYPSIADKYRIEALPTFEF 402
SN+L+V + CGPC+FM P + + 4+ D + VKID ++ P +A ++ ++A+PTF
Cab.s. : 159 SNQLMVIDFAATWCGPCKFMEPAVKSMASKYTD-VDFVKIDVDELPDVAQEFTVQAMPTE 335

Run8 12: 403 IIFKDGKPYDREV 441
++ K GK +R +
Cab.s. : 336 VLLKKGKELERVI 374

Score = 143 (55.4 bits), Expect = 4.6e-09, Sum P(2) = 4.6e-09
Identities = 26/73 (35%), Positives = 46/73 (63%), Frame = +1/+3

(2)

Run8 12:799 *LYFSFG--CSICH*FIYFLCSNFEFV 870
*++F FG C +CH +Y L + ++
Cab.s :435 *IFFLFGISCELCHQKLYALALSLYL 512

Score = 46 (21.3 bits), Expect = 4.6e-09, Sum P(2) = 4.6e-09
Identities = 9/26 (34%), Positives = 16/26 (61%), Frame = +1/+3

Abbildung 4.32: Homologieanalyse mit Run8_ 12 iiber Wu-BLAST 2.0. Zwei Bereiche, (1) und (2), aus
dem Walking zeigen Ahnlichkeit zu [>grape|TC4048], einem EST aus der Sorte ‘Cabernet
Sauvignon®.

Die Homologie besteht (1) im Bereich des konservierten Trx-Exons E2 einschlieBlich
sechs der Splice-Stelle vorausgehenden Aminosduren, sowie (2) zu einer Strecke in
Orfl1 (eine Splice-Stelle ldge am Beginn von ORF11), die vor E4 abbricht. Das Ergebnis
der Analyse wurde fiir die Abbildung manuell durch eine Aminoséurefolge aus Exon E1

erginzt, die Ahnlichkeit zum Anfangsbereich der ‘Cabernet Sauvignon‘-Sequenz

aufweist (Abb. 4.32 (1)).

Eine Erklirung fiir diese Ahnlichkeit wire, dass dieser Intronabschnitt in evolutionirer

Beziehung zu Exon E1 stehen konnte.
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(2) Sehr starke Homologie von Run8 12 zu einer ,Pinot Noir‘- mRNA,
[CF607141.1 | G1:37187788]

Die Anordnung einer fortlaufenden Sequenz als Kombination der Fragmente Run8 und
Runl2 ging als Entwurf aus dem PCR-Walking hervor. Dementsprechend hatte diese
Anordnung zunidchst rein hypothetischen Charakter. Die Sequenz erzielte bei der
Recherche in VVvGI schlieBlich einen Treffer mit 98% Ubereinstimmung iiber eine
Strecke von 493 Basenpaaren zu einer mRNA aus ‘Pinot noir* [AC: CF607141,
MOSER et al., 2003]. Dies spricht dafiir, dass ein transkribiertes Gegenstiick existiert und
der Entwurf der Realitét sehr nahe kommt.
Das Alignment zu der ‘Pinot noir'-mRNA entspricht akkurat den Thioredoxinexons E2
und E4 und erstreckt sich downstream iiber zwei weitere kurze Open reading frames
(Orf13, 34 AS; Orf 14, 20 AS). Als putatives Startcodon des ‘Regent‘-Homologs der
‘Pinot noir‘-mRNA ergibt sich ein ATG in Orfl an Pos. 120 der Walking-Sequenz.

Auf Proteinebene ergibt sich 100% Identitdt mit einem Splice-Produkt aus den beiden
konservierten Thioredoxinkernexons E2 und E4 (Bezeichnung MQLE2(8)/E4, vgl. Tab.
4-16 und Abb. 4.33).

Genbank-Referenz:

DEFINITION GEMMAOl1l 000597 Grape Bud pSPORT1 Library Vitis vinifera cDNA 5',
mRNA sequence. cultivar="Pinot Noir"

ACCESSION CFe07141

VERSION CF607141.1 GI:37187788

GenScan-Vorhersage eines Peptids:

>Pinot TRX|GENSCAN predicted peptide 1(84 aa

1 MQLRCGPCQF MVPILNEVGA SLKDKIQVVK IDTEKYPSIA DKYRIEALPT FIIFKDGKPY DRFEGALTAD
QLIQRIETTL KVKQ 84

PSORT-Targetinganalyse:

————— Final Results -----

cytoplasm Certainty= 0.650 (Affirmative) < succ>
mitochondrial matrix space Certainty= 0.100 (Affirmative) < succ>
endoplasmic reticulum (membrane) Certainty= 0.000 (Not Clear) < succ>
endoplasmic reticulum (lumen) Certainty= 0.000 (Not Clear) < succ>

Abbildung 4.33 Vorhersage eines Proteins (GenScan) und seiner subzelluliren Lokalisierung
(PSORT). Die Analyseergebnisse basieren auf der zu [CF607141.1] homologen Sequenz der fortlaufenden
Fragmentkombination Run8 12, die offenbar in der Rebe transkribiert wird.

Gemiall PSORT-Vorhersage handelt es sich bei dem mittels GenScan aus der mRNA-
Sequenz des Datenbankeintrags abgeleiteten Thioredoxin um ein cytoplasmatisches

Protein (vgl. Abb. 4.33).
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4.12.9 Analyse verschiedener Splice-Kombinationen mit PSORT und HMMTOP

Aus dem Walking lassen sich zahlreiche Cis- und Trans-Splice-Kombinationen ableiten,

die fir hypothetische Proteine mit unterschiedlichen Eigenschaften stehen. Mit der in

Tab. 4-16 gezeigten Auswahl wurden Analysen in PSORT (Vorhersage der subzelluldren

Lokalisierung von Proteinen) und HMMTOP (Topologieanalyse und Identifizierung

putativer Transmembrandomédnen) durchgefiihrt. Auch trunkierte Varianten, bei denen

die Sequenz des jeweiligen Exon-Elements bis zum néachsten Stopcodon fortgefiihrt wird
und auf Translationsebene dort abbricht, statt iiber eine Splice-Stelle mit dem

Folgeelement verkniipft zu werden, sind beriicksichtigt. Da der N-terminale Bereich vor

El fiir die Rebe noch nicht ermittelt ist, eignen sich abgeleitete Peptide, die mit der

Walking-Sequenz von E1 in dieser vorldufigen Form beginnen, momentan noch nicht fiir

eine Vorhersage moglicher Zielorte. Dennoch sollte Exon El in den Analysen

beriicksichtigt werden, um ein vollstdndigeres Bild der Moglichkeiten zu gewinnen, die
sich fiir eine Trx-Variantenbildung aus den putativen Splice-Elementen und ihren

Kombinationen ergeben wiirde. Die Ergebnisse wurden kritisch verglichen.

[ ] Exon E1 wurde aus diesen praktischen Griinden fiir die Analyse

1) komplettiert (d.h. die Rebensequenz E1 wurde mit Aminosduren des Startbereichs
von T10P12.4 gemiB Alignment zu einem ,chiméren N-terminalen Element
Ara_Rebe ergénzt.)

2) ersetzt. (Das Exon 1-Fragment der Rebe wurde fiir die Analyse komplett durch das
dhnliche Exon 1 von CITRX, einem pathogenresponsiven Trx aus Nicotiana,
ausgetauscht.

3) AuBerdem wurde ein aus Orf10 abgeleitetes Peptid testweise an den N-Terminus
gesetzt.

[ ] Exon E2 wurde fiir die Analyse

1) bei N-terminaler Position durch die Start-Aminosduren des Orf, MQL, erginzt
(wegen eines mutierten Startcodons in Run6 nur fiir die Run8-Variante moglich) oder

2) bei interner Position nur als von Splice-Stellen flankierte Sequenz eingesetzt.

Insgesamt wurden demnach vier Alternativen fiir die Beschaffenheit des N-Terminus
untersucht, von denen drei rein experimentell und eine als ‘Pinot noir‘- mRNA
nachgewiesen ist. Mit den Kombinationen der in Tab. 4-16 aufgefiihrten Elemente
(Exons E1 bis E4, ein Orf-10-Peptid), die hypothetische Genprodukte reprisentieren,
wurden Analysen in PSORT und HMMTOP zur subzelluldren Lokalisierung und
Strukturvorhersage durchgefiihrt. Tab. 4-17 zeigt die Ergebnisse im Uberblick.
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TABELLE 4-16: Exons und Splice-Einheiten des Walkings im Uberblick.

Die Ursprungs-Walkingfragmente sind durch Zahlen in Klammern reprasentiert, z.B. (6) fiir Run6, (8) fiir
Run8, (8 _12) fiir Run8 iibergehend in Runl2 usw. Splice-Stellen sind durch Pfeile hervorgehoben.
Fortfiihrung der Sequenz eines Exons bis zum jeweils folgenden Stopcodon (*) statt bis zur Splice-Stelle
erzeugt verkiirzte Peptidvarianten. In N-terminaler Position beginnt E2 mit den eingezeichneten
Aminosduren MQL (entsprechend des Orf-Beginns). Farbige Hervorhebung kennzeichnen Exonurspriinge.

El_(Ara_Rebe)

MAISLATAYISPCFTPESSNSASPSRTLSSVRLPSQIRRFGSVQSPSSSTRFRLTVEAKKQTFSSLDELLANSDKPVLY
DFYATWY

E1 (CITRX)

MQAATLSFQPSAPPLOTSAFHESSKOPNQLKYSLESYTCPILKRSLLSTQTLSRKSICKPPDVATGKYVREDYLVKKVS
AKDIQELIKGERNVPLI IDFYATWY

E1(1)

Y]EAKKQTFS SLDELLANS DKPVLVDFYATWY

Orf10(8)

Y
MMSTEFSCCIYTMHGFCWASGMYSGTIVKSDTWLCHCTEFDCIFLLVVLSATSLFIFLCLISLLLFLSDEFQEGALTADQ
LIQRIETTLKVKQ*

E2(6)

Y
* RCGPCQFMVPILNKVGASLKDKIQVVKIDTEKYPSIADKYRIEALPTFIIFKDGKPKIAL*

E2(8_2)a und E2(8_2)b

\ 4 by ay
MQOLRCGPCQFMVPILNEVGASLKDKIQVVKIDTEKYPSIADKYRIEALPTFIISKAGKPYDRFVGIRILYAL*
E2(8)

v

MOLRCGPCQFMVPILNEVGASLKDKIQVVKIDTEKYPSIADKYRIEALPTFIIFKDGKPYDREVGIRILYAL*

E3(8_12)
\ 4

ANLTLAMTQFLGEFSSCSTGLVEYSTLTLLKLYFFTGLANEGFLFGIGDDVYRIFLLHLYNAWFCLRYVQWHHSQIVTLG
CVIVLLIVFFFWLEFYLPLVYLFFME*

E3(6_367)
ATLTCNDQSSSFLVALALVLHTFDSIELYFFTGLANEGFLFGIGEMSTEFSSAFIQCMVGPQVCTVAP*

E3(2)
\4

ANLTLAMTQFLGFLLSSTGLVFTHEDSIRIILFHGISQ*

E4 (12=10)

\4
EGALTADQLIQRIETTLKVKQ*
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TABELLE 4-17
Ergebnisse der Analyse verschiedener Splice-Kombinationen mit HMMTOP und PSORT

Splice-Kombinationen sind geméf Tab. 4-5 zusammengestellt. Trunkierte Varianten (Einbau des Elements
bis zum Stopcodon statt bis zur Splice-Stelle) sind durch T markiert.
Weitere Abkiirzungen: TMH — Transmembranhelices; TRX — Thioredoxinregion des Aktiven Zentrums.

Splice-Kombination

MQLE2 (8_2)a/E3(8) /E4
MQLE2 (8_2)a/E3(6) /E4
MQLE2 (8_2)a/E3(8)T
MQLE2 (8_2)a/E3(6)T
MQLE2 (8_2)a/E3(2)

MQLE2 (8_2)b/E3(8) /E4
MQLE2 (8_2)b/E3 (6) /E4
MQLE2 (8_2)b/E3(8)T
MQLE2 (8_2)b/E3(6)T
MQLE2 (8_2)b/E3(2)

MQLE2 (8) /E3 (8) /E4
MQLE2 (8) /E3 (6) /E4
MQLE2 (8) /E3(8) T
MQLE2 (8) /E3(6)T
MQLE2 (8) /E3 (2)

MQLE2 (8) E4

Bemerkung Anzahl TMH Doméne i/a Lokalisierung
(HMMTOP) (innen/auBen) (PSORT)
TMH: 2 TRX E4 1 Peroxysom
TMH: 0 Cytoplasma
kein E4 TMH: 3 TRX ER-Membran
kein E4 TMH: 0 Cytoplasma
kein E4 TMH:1 TRX Peroxysom
TMH: 2 TRX E4 1 Peroxysom
TMH:1 Cytoplasma
kein E4 TMH: 3 TRX ER-Membran
kein E4 TMH:1 TRX Cytoplasma
kein E4 TMH:1 TRX Peroxysom
TMH: 2 TRX E4 i Peroxysom
TMH: 0 Cytoplasma
kein E4 TMH: 3 TRX ER-Membran
kein E4 TMH: 0 Peroxysom
kein E4 TMH:1 TRX Peroxysom
kein E3 TMH: 0 Cytoplasma

Ubersicht der Ergebnisse N-terminal tentativer Varianten

Orf10(8) -Peptid ...

auBer:
Kombinationen
Kombinationen

El (Ara_Rebe)...

auler:
Kombinationen

E1l (CITRX)

auler:
Kombinationen

mit

mit

mit

mit

bis

bis
LE3(8)T
.8 2/E4

bis
.E3(8)T

bis
LE3(8)T

TMH
TMH ohne E3

TMH

TMH

alle Peroxysom,
innere Mitoch.Membr.
Chloropl.Stroma

alle Chloropl.Stroma,

Chloropl.Thylak.Membr.

alle Chloropl.Stroma,

Chloropl.Thylak.Membr.
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Folgende Riickschliisse lassen sich aus der topologischen Vorhersage mit HMMTOP und
PSORT ziehen:

B E1l Proteinvarianten mit einem Exon El am N-Terminus tendieren offenbar ins

Chloroplastenstroma. Dies gilt fir das gemidll T10P12.4 komplettierte E1-Konstrukt
(Arabidopsis/Rebe) sowie fiir Exon E1 aus CITRX. Ausnahme: bei Abbruch mit E3(8)

ist eine Verankerung in der Thylakoidmembran begiinstigt.

mOr£f10 (8) Varianten, die mit dem Peptid Orf10(8) beginnen, lokalisieren in die

Peroxysomen. Ausnahme: wenn die Peptidkette mit E3(8) abbricht, ist der Zielort die

innere Mitochondrienmembran.

B MQL-E2 Varianten die mit MQL-E2 beginnen, lokalisieren

1) ins Cytoplasma, wenn E3 fehlt, die Run6-Variante von E3 mit E4 gekoppelt wird
oder MQL-E2 in ein C-terminal trunkiertes Exon E3 {ibergeht,

2) in die ER-Membran, wenn das Protein nach einer alternativ gespleifiten kiirzeren
Form von E3 abbricht

3) sowie in allen anderen Fillen in die Peroxysomen.

Der Einbau von Exon E3 ist fiir die Féahigkeit zur Ausbildung von Transmembranhelices
unerldsslich, auBer die Proteine starten mit dem hypothetischen Orf10 — Peptid, das

ebenfalls Transmembranhelices ermoglichen wiirde.
Endet das Peptid mit der Run8-Variante von E3 [E3(8)T], so wird eine

Membranverankerung prognostiziert (innere Mitochondrienmembran beim Orf10-Peptid,

ER-Membran bei MQLE2, Thylakoidmembran bei E1 Ara Rebe und CITRX).
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5 DISKUSSION

5.1 Molekulare Marker und Kartierung

5.1.1 Erzeugung von Mikrosatelliten-Markern

5.1.1.1 Eignung der VMC-Mikrosatelliten-Primer fiir ‘Regent’ x ‘Lemberger’

Eine groBBe Zahl SSR-Primer des ,,Vitis Microsatellite Consortium® konnten im Rahmen
der vorliegenden Arbeit zur Genotypisierung der Kreuzungspopulation verwendet
werden. Dies belegt die grundsitzliche Eignung der meisten dieser Primerpaare fiir
sorteniibergreifende Studien.

Statistisch betrachtet ist eine sechzehn Basen umfassende Sequenz auf einer Strecke
von 4'® Basenpaaren Linge (ca. 4000 Mbp) einmal vorhanden. Dies entspricht ungefahr
der GroBe des Maisgenoms'® und der achtfachen GroBe des Rebgenoms. VMC-Primer
sind in der Regel 20 bis 25 Basenpaare lang; deshalb bindet der Wahrscheinlichkeit
gemal jedes Primerpaar theoretisch nur an einem einzigen Locus im Genom.

Je nach individuellem VMC-Primerpaar wurden Ergebnisse unterschiedlich guter
Qualitdt mit ‘Regent’ x ‘Lemberger’ - Individuen bzw. den Eltern erzielt; es kann sich
dabei um einen Effekt der sortenabhingigen ,,Passgenauigkeit” der VMC-Primer in
einem anderen genetischen Hintergrund als dem ihrer jeweiligen Ursprungssorte handeln.
In Einzelfillen wurde mehr als ein Locus amplifiziert - ein weiteres Argument filir die
Notwendigkeit eines Parentalscreenings. Problematische Primerpaare wurden aus der

Analyse ausgeschlossen.

5.1.1.2 PCR mit fluoreszenzmarkierten SSR-Primern

In der Regel entspricht der Fingerprint mit fluoreszenzmarkierten Primern genau der
unmarkierten Reaktion. Gelegentlich trat bei der Amplifikation bestimmter Primer mit
Fluoreszenzmarkierung allerdings der bekannte Effekt auf, dass von zwei SSR-Allelen
ausschlieBlich ein einziges zuungunsten des zweiten amplifiziert wird (VEENSTRA-VAN
DER WEELE et al., 1997). Dies wiederum wiirde fiir einen Einfluss der Fluoreszenzgruppe
auf die PCR (Stabilisierung unspezifischer Bindung, sterische Effekte) sprechen. In
solchen Fillen wurde das Genotyping unmarkiert iiber silbergefarbte Polyacrylamidgele

vorgenommen.

19 Zitiert nach COYNE VE et al. (1996) Molecular Biology Techniques Manual.
http://www.uct.ac.za:80/microbiology/pcroptim.htm, 12. 04. 1998
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5.1.2 Verwendbarkeit der AFLP-Primer aus dem eingesetzten Plant Mapping Kit

Die von PE Applied Biosystems erhéltlichen Standardprimer fiir die Analyse von
Mikroorganismen wurden angesichts des vergleichsweise kleinen Rebgenoms getestet
und erwiesen sich als geeignet fiir die Genotypisierung der Weinrebe: es handelt sich um
AFLP-Zielamplifikationsprimer mit zwei selektiven Nukleotiden bzw. Basen-
,.Uberhiingen®. Diese fiihrten im GréBenfenster zwischen 30 und 500 bp, dem Standard
fiir die Kapillargelelektrophorese mit dem ABI Prism GA 310, zu einer guten Aufldsung.
Die AFLP-Methode war sehr gut reproduzierbar. Der Anteil sporadisch bei Individuen

der Kreuzungspopulation auftretender Banden bewegt sich anteilig unter 1 Prozent.

5.2  Diskussion der Kartierungsergebnisse

5.2.1 Die molekulare Markerkarte als Voraussetzung fiir die QTL-Kartierung und
Vergleichsstudien

Zum Zweck der QTL-Kartierung sind mdglichst umfangreiche Modellpopulationen

grundsitzlich wiinschenswert. Diese Anforderung stoft im Fall der Rebe durch

praktische Erwidgungen, die die Kultivierung einer Kreuzungspopulation betreffen

(Platzbedarf, Pflege, Generationszeiten, Finanzierbarkeit) an gewisse Grenzen, wie sie

generell fiir Untersuchungen an mehrjdhrigen Holzgewichsen in Kauf zu nehmen sind.

Die ‘Regent’ x ‘Lemberger’-Populationsgréfie von 153 Individuen iibertrifft zahlenmiBig
zuvor verdffentlichte Kartierungsprojekte an Weinreben (LODHI et al., 1998; DALBO et
al., 1999, DOLIGEZ et al., 2002). Erste Kartierungsvorhaben wurden an Populationen im
Umfang von 50 — 80 Individuen unternommen. Es handelte sich dabei um amerikanische
Genotypen wie ‘Cayuga White’ und ‘Aurore’ (LODHI et al., 1995), um Wildarten
chinesischen Ursprungs (LUO et al., 2001) oder um Tafeltrauben - in letzterem Fall mit
dem Hauptaugenmerk auf der Kernlosigkeit (DOLIGEZ et al., 2002).

Fir vergleichende Kartierungsstudien stehen gegen Ende dieser Arbeit Karten
folgender Genotypen zur Verfiigung: ‘Cayuga White ¢ (1196 cM), ‘Aurore (1477 cM;
LopHI et al., 1995), ‘Horizon® (1199 cM), ‘Illinois 547-1° (1470 cM; DALBO et al., 2000),
‘Moscato bianco® (1639 cM), ‘Vitis riparia® (1518 cM; GRANDO et al., 2002), ‘Dattier de
Beyrouth® x “75Pirovano‘ (1639 ¢cM) und ‘Alphonse Lavallée® x ‘Sultanine‘ (1908 cM;
DOLIGEZ et al., 2002).
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5.2.2 Evaluierung der Kartierungsprogramme JoinMap®3.0 und
MAPMAKER/EXP3.0

JoinMap®3.0 erlaubt eine benutzerfreundliche Erzeugung molekularer Markerkarten; es
kommt daher bei vielen Kartierungsprojekten an der Weinrebe weltweit zum Einsatz.
Durch die schwerpunktmiflige Verwendung von JoinMap®3.0 fiir die Kartierung der
Population ‘Regent’ x ‘Lemberger’ entsprechen die im Rahmen dieser Dissertation
erarbeiteten Markerkarten der Weinrebe einem internationalen Konsens und sind deshalb
zum Zweck des wechselseitigen Informationsaustauschs und —gewinns besonders gut
geeignet.

Neben JoinMap®3.0 wurde auch MAPMAKER/EXP3.0 eingesetzt, ein Programm, das
etwas anders arbeitet. JoinMap®3.0 erstellt als Default ,,Projektionschromosomen®,
reduziert in der Darstellung homologe Kopplungsgruppenpaare also auf den einfachen
Satz. MAPMAKER/EXP3.0 hingegen erstellt bei der separaten Verrechnung eine
genetische Karte im doppelten Chromosomensatz unter Beibehaltung der Information
iiber die Haplotypen. Von der Analysesoftware JoinMap ist bekannt, dass sie im
Vergleich zu Mapmaker geringere Centimorgandistanzen zwischen benachbarten
Markern errechnet (CAI et al., 1994). Gelegentlich wechseln einzelne Marker ihre
relative Position zueinander (,,Dreher”, insbesondere im Vergleich verschiedener

3

Kartenvarianten) oder es bilden sich Kopplungsgruppen mit einer ,,Symmetrie-“ oder
»opiegelachse”. Diese Effekte beobachtet man insbesondere im Rahmen der
JoinMap®3.0-vermittelten Erstellung einer kombinierten Karte beider Eltern zuweilen.
Statt eine Eingliederung problematischer Marker zu erzwingen, ist es sinnvoller, eine
Zuordnung eines solchen Markers zur Karte {iber Zweipunktanalyse bzw. Assignment
vorzunehmen (RiAz et al., 2004), denn manche Marker lassen sich in der
Mehrpunktanalyse nicht oder nur unter starker Verzerrung der Centimorgandistanzen in
den linearen Kontext bringen. Als Artefakt entstehen im Bereich des Konfliktmarkers
»Spreizungen® der relativen cM-Absténde als Verfremdungseffekt.

Auch im Fall einer iiberdurchschnittlichen Rekombinationsfrequenz kann die Karte
eine nicht der Realitit entsprechende Dehnung erfahren. Die Untersuchungen von FU et
al. (2002) zeigten, dass retrotransposonreiche Regionen nur wenig, eventuell sogar gar
keinen Beitrag zur apparenten genetischen Kartenldnge leisten.

Beide verwendeten Kartierungsprogramme konnen in gegenseitigem Abgleich

Ambivalenz in der Markerlokalisierung und Artefakte sichtbar machen und teilweise

kompensieren. Mit MAPMAKER/EXP3.0 errechnete Kopplungsverhéltnisse verstehen
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sich im Rahmen dieser Arbeit als Kontrolle und Zusatzinformation zur JoinMap®?3.0-

basierten Karte.

5.2.3  Stand der Kartierungsuntersuchungen gegen Ende der Dissertation

5.2.3.1 Separat erzeugte Karten beider Eltern

Mit hoher Stringenz von LOD 8 konnten 43% der erfassten ‘Regent’-Marker und 31%
aller erfassten ‘Lemberger’- Marker zu einer gesicherten Rahmenkarte (,,Framework®)
fiir die anschlieBende QTL-Analyse angeordnet werden. Nach Fusionierungen und
Kombination von Information aus allen integrierten und separaten JoinMap®3.0- und
MAPMAPER/EXP3.0-Verrechnungen reduzierte sich die Anzahl apparenter
Kopplungsgruppen fiir beide Eltern auf 19. Die Sittigung der Karte, erkennbar an der
Auflosung einer Kopplungsgruppenanzahl, die der realen Chromosomenzahl der
Weinrebe entspricht, wire demnach erreicht. Eine durchschnittliche Auflésung von 4,8
cM (‘Regent’) und 7 cM (‘Lemberger®) fiir benachbarte Marker konnte erzielt werden.
Fiir als saturiert geltende Karten anderer Pflanzenarten, die mit weitaus lockereren
Stringenzvorgaben (LOD 2-4) errechnet wurden, sind Werte in der gleichen
Grofenordnung publiziert; so beispielsweise 6,6 cM fiir Zea mays (CASTIGLIONI et al.,
1999) und 7,5 cM fiir Citrus (CAIl et al., 1994; SANKAR und MOORE, 2001).

Die Mikrosatellitenmarker erwiesen sich als nicht auffillig geclustert. Trotz einer
insgesamt recht gleichmédfigen Genomabsteckung konnten eine Kopplungsgruppe von
‘Regent‘, und fiinf ‘Lemberger‘-Gruppen bisher nicht mittels Ankermarkern definiert
werden, sodass in diesen Fillen noch kein Abgleich mit der Referenzkarte von RiAZ und
MEREDITH moglich war.

EcoRl/Msel — AFLP- Marker scheinen im Fall der Rebe ebenfalls gleichmiBig iiber
das Genom verteilt zu sein, obwohl AFLP-Markern in anderen Spezies eine vom
Zufallsprinzip abweichende Lage attestiert wird; dabei soll sich der Einfluss des
Selektionsdrucks in typischer Weise auf den Erhalt von Restriktionsenzymzielstellen in

einem gegebenen Genom auswirken (HERBERGS et al., 1999).

5.2.3.2 Die Frage der unterschiedlichen Anzahl kartierter Marker beider Eltern

Dass die genetische Kartenldnge des mannlichen Elters ‘Lemberger‘ im Vergleich zu den
Resultaten fiir die Mutterpflanze etwas geringer ausfillt, insbesondere aber dass 38%
weniger Marker auf ‘Lemberger® entfallen, kann mit dem genetischen Hintergrund der

Sorten zu tun haben. ‘Regent® besitzt einen komplexen Stammbaum, der zahlreiche
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Kreuzungsschritte zwischen Europdersorten und sieben Wildarten an der Basis
einschliet (vgl. FISCHER et al., 2004), wihrend ‘Lemberger® als Traditionssorte
bestimmter Anbaugebiete gilt und an vielen Loci homozygot sein soll (REGNER, pers.

Mitt.).

5.2.3.3 Homologer Abgleich der separaten Karten beider Eltern und Fusionieren
von Kopplungsgruppen
Das Homologisieren aus getrennter Verrechnung hervorgehender Karten und
Kartenvarianten sowie das Fusionieren kleinerer Kopplungsgruppen zu groBeren
chromosomalen Einheiten tiber Anker- oder Briickenmarker ist niitzlich, wenn es um
detailliertere Aussagen zur Nachbarschaft von Loci zueinander — besonders {iber
,Kartierungsliicken* hinweg - geht.
»dingle-Locus“-Marker wie SSR bzw. Mikrosatelliten oder CAPS-Fragmente
funktioneller Gene konnen homologe Regionen identifizieren und ermoéglichen ein
linecares Alignment verschiedener Karten. Sie sind auch wichtige Grundlage
sorteniibergreifender Analysen. Die genauere Kenntnis der Markerabfolge kann die

Orientierung bei Genomwalking und Contigerstellung verbessern.

5.2.3.4 Homologisierungen mit den Kopplungsgruppen der IGGP-Referenzkarte

RiickschlieBend von gemeinsam platzierten SSR-Loci wurde eine weitgehende
Ubereinstimmung der ‘Regent’- und der ‘Lemberger‘—Karten der vorliegenden
Untersuchung untereinander sowie mit den 20 Kopplungsgruppen des IGGP-Entwurfs
beobachtet. Zusitzlich erlauben die Ergebnisse der ‘Regent’ x ‘Lemberger‘-Kartierung
den nichsten Schritt iiber die IGGP-Karte hinaus: Indem sie das Fusionieren der IGGP-
Kopplungsgruppen 1 und 2 erméglichen, ergibt sich auch in dieser Referenzkarte die fiir

die Weinrebe letztlich zu erreichende Anzahl von 19 Kopplungsgruppen.

5.2.3.5 Erstellung einer Konsensuskarte aus kombinierter Verrechnung der
Markerinformation beider Eltern

Grundsitzlich besteht bei MAPMAKER/EXP3.0 und JoinMap®3.0 gleichermallen die

Moglichkeit, eine integrierte Konsensus- oder Projektionskarte errechnen zu lassen. Die

Markerinformation beider Eltern wird dabei von den Kartierungsprogrammen

kombiniert. In der Regel ldsst sich so die Auflosung erhéhen. Was eine solche

mathematische Projektion nicht leisten kann, ist, die Distanzgenauigkeit der getrennt
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erstellten Karten beider Eltern in der beschriebenen kombinierten Darstellung
gleichzeitig zu erhalten. Hohere Markerdichte geht bei dieser Art der Kartierung u. U.
auf Kosten der Centimorgan-Genauigkeit und umgekehrt.

Die integrierten Kopplungskarten von MAPMAKER/EXP3.0 und JoinMap®3.0
zeigten in der Markerabfolge recht gute Ubereinstimmung. In MAPMAKER/EXP3.0
ergaben sich unter den gleichen Kartierungsbedingungen (systembedingt) oft kleinere

Teilfragmente der in JoinMap®3.0 erhaltenen Gruppen.

5.2.3.6 Anmerkungen zur Vererbung der Beerenhautfarbe

Ein genetischer Faktor der Beerenhautfarbe, im Rahmen der ‘Regent’ x ‘Lemberger’ -
Kartierung als nicht-quantitatives, morphologisches Merkmal (rot/wei}) erfasst, liegt
riickschliefend vom Segregationsverhiltnis 3:1 bei beiden Eltern heterozygot vor und
konnte der SSR-charakterisierten genetischen Region (bezeichnet durch den Marker
VMC2c10.1) zugeordnet werden, die der Lokalisierung in der Karte von DOLIGEZ et al.
(2002) entspricht. Der Locus liegt in beiden Fillen auf einem anderen Chromosom (auf
L13 bzw. der Fusionsgruppe aus IGGP1/2) als der Locus der UFGT?’ (auf IGGP4). Dies
lasst den Riickschluss zu, dass die Vererbung der Beerenhautfarbe nicht unbedingt auf
den polymorph kartierten UFGT-Locus zuriickzufiihren ist. Die UFGT-Expression des
Kultivars ‘Shiraz‘ untersteht wihrend der Reife im Vergleich zu anderen Enzymen der
Anthocyansynthese einer gesonderten Regulation (BOsS et al., 1996), also kdnnte dem
kartierten Beerenhautfarbe-Locus beispielsweise eine regulatorische Rolle fiir die
Auspragung der Beerenhautfarbe zukommen (FISCHER et al., 2004). KOBAYASHI et al.
(2001) vermuten, dass durch Mutation entstandene Varianten eines Regulators der UFGT

fiir den Phénotyp rot/weill verantwortlich zu sein scheinen.

5.2.3.7 Mit MAPMAKER/EXP3.0 zusiitzlich erreichte Fortschritte

Die erginzende Analyse mit MAPMAKER/EXP3.0 als zweiter Kartierungssoftware

erscheint auf den ersten Blick unorthodox, erweiterte jedoch das mit JoinMap®3.0

gewonnene Bild um niitzliche Aspekte:

m Die Charakterisierung ,,stabiler Chromosomenbereiche ohne Markerpositionswechsel
erhértete sich.

m Die hinzugewonnene Information erleichtert die kritische Beurteilung der

Markerarrangements, die noch Ambivalenz aufweisen und ,,in Bewegung* sind.
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m Erst die Verwendung von MAPMAKER/EXP3.0 fiihrte bei ‘Regent® zur
Identifizierung des AFLP-Fragments RL17.367 als eng mit der Resistenz gegen
Plasmopara viticola gekoppeltem Marker. RL17.367 erlaubt es als wichtiger
Briickenmarker, die zu einem Major-QTL von ‘Regent’ homologe
Chromosomenregion in ‘Lemberger’ zu lokalisieren. Dieser Marker war

Ausgangspunkt fiir die anschlieBende Identifizierung eines putativen Thioredoxingens.

Insgesamt zeigte die lineare Abfolge der Marker beim Vergleich der Ergebnisse beider

Programme gute Ubereinstimmung.

5.3  Diskussion der QTL-Ergebnisse

Im Rahmen dieser Dissertation konnten QTLs fiir Pilzresistenz sowie flir weitere
weinbaulich relevante Merkmale ermittelt werden. Bei der gegebenen Populationsgrof3e
von 153 Individuen waren typischerweise ein bis drei Major-QTL mit LOD-Werten iiber
15 fir Merkmale, die den Donorelter besonders charakterisieren, auf ein bis drei

Kopplungsgruppen identifizierbar.

5.3.1 Quantitative Effekte der Resistenz

5.3.1.1 Spezifische Major-Resistenz-QTL

Im Verlauf der Kartierungsstudie kristallisierte sich heraus, dass die Haupteffekte der
Resistenz gegen Uncinula necator und Plasmopara viticola spezifisch und unabhéngig
voneinander vererbt werden, denn die betreffenden Major-QTL-Effekte lagen auf
verschiedenen Kopplungsgruppen und wiesen keine Korrelation untereinander auf (vgl.
FISCHER et al., 2004).

Die Resistenz gegen Uncinula necator manifestierte sich mit Klarheit, Stabilitdt und
hoher Signifikanz auf Gruppe R16 in einer Region hoher Markerdichte als Major-QTL,
der den iiberwiegenden Teil der phénotypischen Variation erklirt. Die deutliche
Auspragung weist auf eine tragende Rolle dieser Region bei der Resistenz gegen den
Echten Mehltau hin.

Es zeichnet sich zum Stand der Untersuchungen ab, dass die Resistenz gegen
Plasmopara viticola offenbar nicht nur auf einem einzigen bestimmenden Hauptfaktor
beruht. Starke quantitative Resistenzeffekte gegen Plasmopara viticola erstrecken sich in

Form von zwei Major-QTL iiber einen recht weitgesteckten Bereich von 55 c¢cM der

? Die UDF-Glucose-Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase (UFGT) ist das letzte Enzym der
Anthocyanbiosynthese.
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Kopplungsgruppe R9 und auf R10 iiber einen 25 ¢cM umfassenden Abschnitt zwischen
RN181500 und R06208. In Korrelation zu dem auf R10 endstidndig als CAPS kartierten
Prunus Major Allergen-Homolog ergibt sich dariiber hinaus noch ein méBig stark
ausgepragter Resistenzeffekt gegen Plasmopara viticola, der jedoch aufgrund von
Schwankungen und lediglich mittlerer Konsistenz nicht als Major-QTL-Effekt gewertet
wird. Major Allergen-dhnlichen Proteinen wird strukturelle Verwandtschaft zu
pathogenese-bezogenen Proteinen attestiert (COUTOS-THEVENOT et al., 2001). Wie
MARINO et al. (2003) zeigten, befinden sich QTL fiir Plasmopara viticola-Resistenz bei
Vitis riparia offenbar ebenfalls auf zwei Kopplungsgruppen,. Ein Genotyp dieser Wildart
kann als potentieller Resistenzdonor fiir ‘Regent* fungiert haben.

Zur Frage der Spezifitit der Resistenzeffekte ldsst sich erginzen, dass im Bereich der
Major-QTL die grundsitzliche Abwehrkompetenz organiibergreifenden und die
Auspriagungsstirke organspezifischen Charakter hat. Auf anderen Kopplungsgruppen

treten einzelne Resistenzeffekte organspezifisch auf.

5.3.1.2 Organspezifische oder unspezifische Resistenz

Fir Uncinula necator wie fir Plasmopara viticola scheint es, wie geschildert wurde,
jeweils eigene Haupt-Resistenzfaktoren zu geben, die weitgehend unabhéngig
voneinander vererbt werden. Nun soll betrachtet werden, ob und in wieweit die
erregerbezogenen  Abwehrreaktionen verschiedener Pflanzenorgane miteinander
zusammenhangen.

Die stirksten QTL-Effekte der Resistenz, die an Blatt und Beere separat evaluiert
wurden, entfallen auf die jeweils gleiche Chromosomenregion und erlaubten iiber die
Lokalisierung von organiibergreifenden Major-QTL die Charakterisierung von zwei
wPlasmopara-Gruppen* und einer ,,Uncinula-Gruppe®. Fir die grundlegende Fihigkeit
zur erregerspezifischen Abwehr scheint daher bei Blatt und Beere die Expression
gemeinsamer Komponenten eine Schliisselrolle zu spielen, Organ und Art der Bonitur
sind offenbar irrelevant fiir einen groen Anteil der ermittelten Resistenz.

Es gibt auch Argumente, die fiir die Organspezifitit einiger erfasster Resistenzeffekte
sprechen. Betrachtet man die Intensitit der QTL-Effekte an verschiedenen Organen, so
ergeben sich im Vergleich der Datensitze fiir die Erfassungsjahre 1995, 1999 und 2000
am Beispiel der Uncinula-Resistenz Un® (1) und der Plasmopara-Resistenz PIV® (2)

folgende LOD-Maxima (s. Tab. 5-1):
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TABELLE 5-1

Vergleich der organtypischen LOD-Maxima fiir Uncinula (Un") - und Plasmopara (P1/") -
Resistenz aus drei Erfassungsjahren.

LOD LOD LOD
Q)]
Un®Beere '95: 35,4  Un"Beere '99: 47,8  Un® Beere '00: 28,5
Un®Blatt '95: 11,7 Un"Blatt '99: 18,8  Un"Blatt '00: 22,2

(2)
Ph®Beere '95: 13,3  Ph*Beere ‘99 12,3  PH"Beere '00: 17,11
PhRBlatt '95: 17,2  PH*Blatt ‘99 19,7 PH"Blatt '00: 18,6

Die Unterschiede sind nicht gleichsinnig; eine Ableitung systematischer
Zusammenhénge (horizontal: zwischen LOD-Wert und Erfassungsjahr bei konstantem
Bezug auf Blatt bzw. Beere, vertikal: zwischen LOD-Werten verschiedener Organe bei
konstantem Bezug auf das Erfassungsjahr) ist nicht mdglich. Dies spricht fiir die
Unabhéngigkeit der apparenten Resistenz der Beere von der des Blatts und damit fiir eine
organbezogene Auspragungsstdrke (unter Beriicksichtigung wechselnder
Umweltbedingungen). Ein weiteres Argument fiir eine zumindest teilweise
organspezifische Natur der Resistenzausprigung ist die Beobachtung, dass Effekte an
Blatt und Beere als QTL auch separat voneinander in Erscheinung treten. Beispiele sind
‘Regent‘-Kopplungsgruppe 2 mit einem vollstindig konsistenten Un* —Effekt der Beere,
jedoch keinem Effekt am Blatt und ‘Regent‘-Kopplungsgruppe R8 mit signifikanten
Werten fiir Ph* der Beere bei sechs von sicben Datensitzen, aber keinem Effekt am

Blatt (vgl. Tab. 4-6).

5.3.1.3 Unspezifische und leichtere QTL-Effekte

DALBO (1998) zeigte, dass die Resistenz gegen Phyllosticta ampelicida mit den drei
stairksten QTL fiir die Uncinula-Resistenz sowie einem QTL fiir die
Resveratrolproduktion gekoppelt ist und lieferte damit ein Beispiel dafiir, dass Resistenz-
QTL der Rebe pathogeniibergreifend ausgeprigt sein konnen.

Die QTL-Kartierung an ‘Regent” x ‘Lemberger’ erlaubte es, auf einigen
Kopplungsgruppen Regionen mit unspezifisch erhohter Resistenz gegen zwei oder alle
drei untersuchten Schadpilze, Plasmopara viticola, Uncinula necator und Botrytis
cinerea, zu identifizieren. Hier zeichnet sich die Existenz gemeinsamer Komponenten der
Abwehr (moglicherweise ganz allgemein: der Stressantwort) ab.

So kennzeichnet das als CAPS kartierte Weinrebenhomolog des Prunus-Major-

Allergens (Markerbezeichnung ,,Aller) bei ‘Regent® auf R10 eine chromosomale
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Region, die gleich stark ausgeprégte, organiibergreifende Korrelationen zu unspezifischer
Resistenz gegen Plasmopara viticola und Uncinula necator erkennen ldsst (jeweils LOD
6). Viele pflanzliche Allergene besitzen Ahnlichkeit oder Homologie zu PR-Proteinen
(Pathogenesis-related proteins), die ihrerseits durch verschiedene Arten von
physiologischem Stress (Verwundung, klimatische Faktoren) und insbesondere bei
Schaderregerbefall induziert werden. (BREITENEDER et al., 2000). Das Prunus-Major-
Allergen zdhlt zu den PR10-dhnlichen Proteinen, einer Familie, die unter der Kontrolle
pathogen-induzierbarer Promotoren steht (COUTOS-THEVENOT et al., 2001). Inwieweit
dieser Locus ursédchlich an der Auspriagung des QTL-Effekts beteiligt ist, muss sich noch

erweisen.

5.3.2 Quantitative Effekte zu Reife und Ertrag

Reifeparameter stehen naturgemif3 in engem Zusammenhang zu Umweltbedingungen,
die von Jahr zu Jahr mehr oder minder variieren konnen. Dadurch zu erwartende
Schwankungen in den LOD-Werten treten in der Population ‘Regent’ x ‘Lemberger’
deutlich in Erscheinung. Die niedrigsten Werte ergaben sich fiir 1999. In diesem Jahr, fiir
das eine andauernde Trockenperiode in den Monaten Juli und August zu verzeichnen war
(Klimadaten vgl. Tab. 4-1), lagen die LOD-Werte fiir das Einsetzen der Beerenreife im
Fall der Kopplungsgruppen 8, 12, 18 und 20 beispielsweise im nicht signifikanten
Bereich knapp unter LOD 2.

Auch fiir die Major-QTL wurden 1999 die schwichsten Korrelationen beobachtet,
dennoch bleiben die Werte hier konsistent im signifikanten Bereich und insgesamt
betrachtet auf einem hohen Niveau (zwischen LOD 6 und 38 auf Gruppe R1, LOD 3 und
43 auf Gruppe R6 sowie LOD 3 und 41 auf R11). Dass sie durch Umwelteinfliisse nicht
iiberdeckt werden, betont, dass sie als verlésslich gelten diirfen.

Das Einsetzen der Reife wird offenbar erheblich durch genetische Faktoren auf den drei
genannten Kopplungsgruppen beeinflusst, kann also moglicherweise ziichterisch

kontrolliert werden.

5.3.3 Diskussion iiberlappender QTL-Effekte

Hiufig wird die Co-Lokalisierung von QTL auf einer Markerkarte zwar als Zeichen einer
gemeinsamen genetischen Komponente zweier Effekte bewertet, konkretere
Riickschliisse werden in Publikationen jedoch meistens vermieden (LOUDET et al., 2003),

denn physiologische Zusammenhinge lassen sich selten auf Anhieb und nie mit
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hundertprozentiger Sicherheit aus QTL ableiten, sondern zundchst nur als Hypothese
formulieren. LEFEBVRE und PALLOIX (1996) konnten zeigen, dass sowohl epistatische als
auch additive Effekte an der polygen vermittelten induzierbaren Resistenz der Paprika
gegen Phytophthora capsicii L. beteiligt sind. Ein Teil der Problematik, epistatische
Interdependenz zu erkennen, bleibt jedoch oft bestehen und setzt der Interpretation von
QTL in Wechselwirkung miteinander ebenso Grenzen, wie Maskierung und Dominanz
(WEBER, 2002).

Detaillierte Aussagen iiber den Grad wechselseitiger Beeinflussung zwischen QTL,
insbesondere solchen auf verschiedenen Kopplungsgruppen, reichen iiber den fiir die
vorliegende Arbeit gesteckten Rahmen hinaus. Sie konnen in der Regel erst durch
spezielle statistische Analysen festgestellt und quantifiziert werden. Eine Mdglichkeit
hierzu, das ,,Association Mapping®, ist als Methode noch nicht lange etabliert und bisher
nur fiir Arabidopsis thaliana und Zea mays erprobt (FLINT-GARCIA et al., 2003). Dabei
wird nicht nur die Korrelation eines einzelnen QTL-Effekts mit einer bestimmten
Markerregion (und co-lokalisierende Effekte), sondern das simultane Auftreten
bestimmter QTL-Effekte (als Zeichen von Kopplungsungleichgewicht zwischen Allelen
mehrerer Loci) relevant und statistisch bewertet.

Uberlappende QTL-Effekte oder parallele Verldufe von QTL-Profilen konnten in der
vorliegenden Arbeit fiir eine Reihe von morphologischen Merkmalen, Resistenz- und
Reifefaktoren beobachtet werden. Diese Ergebnisse sollen nun vor dem Hintergrund
physiologischer Aspekte erldutert werden. Der hypothetische Charakter der folgenden

Betrachtungen bleibt dabei vorerst zu betonen.

5.3.4 Resistenz und Reifeprozess weisen Beriihrungspunkte auf, kartieren jedoch
nur teilweise zusammen

Die Major-QTL-tragende ,,Uncinula-Gruppe* (R16) sowie beide ,,Plasmopara-Gruppen*
(R9 und R10) sind vollig frei von QTL fiir das Einsetzen der Beerenreife oder
Beerengrofle. Auf allen Gruppen mit Major-QTL fiir Veraison befinden sich jedoch
mittelstarke QTL fiir Uncinula necator-Resistenz (R1: LOD 8, R6: LOD 6, R11: LOD 5)
und auf den Gruppen mit weniger deutlich ausgeprigten QTL fiir Beerenreife auch
Plasmopara- Resistenz-Effekte (R8, R12, R18, R20; vgl. Tab. 4-6). Daraus folgt, dass
die stark als QTL in Erscheinung tretenden Effekte der Resistenz nicht mit genetisch
determinierten Faktoren gekoppelt sind, die den Reifezeitpunkt beeinflussen, dass die

stairksten QTL fiir das Einsetzen der Reife jedoch mit leichteren Resistenzeffekten
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korrelieren. Dass manche physiologischen Phidnomene bei Reife und Stress
Uberschneidungen aufweisen (auch beziiglich ihres Proteinexpressionsmusters, z.B. bei
verringerter Wasseraktivitdt und osmotischem Stress oder Verwundung (DENEKAMP und
SMEEKENS, 2003)) bietet Ansatzpunkte fiir eine Interpretation der beobachteten
gemeinsam lokalisierten QTL-Effekte.

Eine Besonderheit bei Weintrauben ist das Zellwachstum bei gleichzeitigem
Weichwerden der Beeren (TATTERSALL et al., 1997). In diesem Stadium spielen
Zellwandumstrukturierungen eine entscheidende Rolle, an denen u.a. Hydrolasen,
hydroxyprolinreiche Glycoproteine (Grips, Grape ripening related proteins) beteiligt
sind. Sie sorgen fiir die durchgehende Integritét der Zellwand und konnen damit nicht nur
bei der Beerenexpansion sondern auch fiir die pathogenbedingte Perforierbarkeit von
Bedeutung sein (NUNAN et al., 2000).

Der zunehmende Zuckergehalt macht reifende Beeren zu einem attraktiven Substrat fiir
Pilze. Es konnte gezeigt werden, dass das Fruchtreife-Hormon Ethylen die Keimung von
Konidien, das Wachstum von Hyphen und die verstirkte Ausbildung von Appressorien
stimuliert (KOLATTUKUDY et al., 1995), was als Anpassung pilzlicher Pathogene an den
Wirtsorganismus zu werten ist. Reifende Beeren bilden ihrerseits verstiarkt abwehraktive
Substanzen wie Resveratrol und bauen dadurch eine latente (systemische)
Abwehrbereitschaft auf (BAIS et al., 2000). Man kann daneben beobachten, dass wiahrend
der Reife PR-Proteine angehduft werden, z.B. Major Allergens/Ribonucleasen (PR-10),
1,3-beta-Glucanasen (PR-2), Chitinasen (PR-3 u. 4), thaumatin-/osmotinartige
antifungale Proteine (PR-5) u.a. (SALZMAN et al., 1998; EBNER et al., 2001). Sie stellen
mengenmafig den Hauptanteil an 16slichen Proteinen in schiadlingsbefallenem Gewebe
und am Gesamtprotein reifer Beeren. Eine unmittelbare Rolle dieser Proteingruppe beim
Reifeprozess ist zwar nicht bekannt, allerdings sind Pflanzen, die PR-Proteine friith und
unabhingig von Pathogenelicitoren exprimieren, schon im Vorfeld gegen kiinftigen
Pilzbefall gewappnet (ebd.). Die Expression solcher Proteine verlduft parallel zur
Zuckerakkumulation und Erweichung der Frucht, wobei der zeitliche Verlauf mit der
Resistenz der Beeren gegen Uncinula necator korreliert (TATTERSALL et al., 1997). Zum
Beginn der Veraison sind diese Proteine noch nicht in relevanten Mengen vorhanden.

Dies kann vorldufig erkldren, was sich in der QTL-Betrachtung abgezeichnet hat: dass
Reife und Resistenz im Zusammenhang stehen konnen, ohne dass der Zeitpunkt des
Einsetzens der Beerenreife bei allen beteiligten Prozessen eine erkennbare Rolle spielen

muss.
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5.3.5 Nutzung von QTL zur Sicherung von Hypothesen aus Feldbeobachtungen

Beispiel 1: Erkennen von negativer Korrelation und Vermeidung von Konflikten
bei der Auslese

Statt gleichsinniger Profilverldufe konnen sich {iber die QTL-Co-Lokalisierung auch
zueinander gegenldufige Tendenzen abzeichnen. Zu beobachten ist dies an den Profilen
fiir ,,Uncinula necator-Resistenz“ und ,BeerengroBe” auf R16 (s. Abb. 4.14).
Moglicherweise gibt es an der Basis dieses QTL Faktoren, die die Resistenz erhdhen,
sich aber negativ auf die Beerengroe auswirken konnen - unter Umstinden ein
Ausschluss-Kriterium, wenn man etwa an die Tafeltraubenziichtung denkt, bei der es
gleichzeitig auf Resistenz wund Beerengrofle ankommt. Kenntnis iiber negative
Korrelationen kann vermeiden helfen, dass bei der Selektion auf spezielle

Genombereiche verschiedene ziichterische Zielsetzungen kollidieren.

Beispiel 2: Erkennen von Sekundireffekten: Charakterisierung der Botrytis-
Toleranz

Die QTL-Analyse kann zur Kldrung komplexer Zusammenhinge beitragen, wie das
folgende Beispiel zeigt; es handelt sich dabei um die Frage, ob die Botrytis-Toleranz als

reiner Sekundireffekt zu werten ist.

Die genetische Basis der Botrytis-Toleranz wird als sekundidrer Effekt der
Traubenarchitektur diskutiert (VIII. International Conference of Grape Genetics and
Breeding, Kecskemet, 2002). Der Grundgedanke dabei ist die bessere Luftzirkulation
durch ein lockeres Traubengeriist.

Ein genetischer Bezug zwischen Botrytis-Toleranz und Traubendichte (maximal LOD
3) tritt im entsprechenden chromosomalen Abschnitt der Kopplungsgruppe R16 (Abb.
4.14) nicht mit nennenswerten Effekten in Erscheinung. Von der Datenlage her ist es
jedoch tiberhaupt schwierig, etwas liber die Rolle der Traubendichte zu sagen; dies
konnte mit der Ausprigung dieses Merkmals im genetischen Hintergrund von ‘Regent’ x
‘Lemberger’ zusammenhingen.

In der Literatur existieren auch Hinweise auf andere, genetische Komponenten der
Toleranz gegeniiber nekrotrophen Schadpilzen. STEEL et al. (2001) beschreiben in
direkter empirischer Herangehensweise die elicitorabhingige, unterschiedlich stark
ausgeprigte  Stilbensynthesekapazitit an vier Rebsorten und verschiedenen
Entwicklungsstadien. Dabei ergibt sich eine deutliche negative Korrelation zwischen der
Botrytis-Anfilligkeit und der Stilbenproduktion. Der gleiche Effekt wird allerdings auch

durch intensive UV-Strahlung hervorgerufen. Beide Reiz-Reaktionsketten scheinen iiber
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gemeinsame Komponenten zu verlaufen, die mit dem Flavonoidstoffwechsel in
Zusammenhang stehen (vgl. S. 34f). Botrytis-Toleranz konnte also auch Sekundireffekt

einer unspezifischen Reaktion auf spezielle Umweltbedingungen sein.

Botrytis  befdllt die Weinrebe hiufig durch Eintrittspforten, die durch eine
vorausgegangene Uncinula necator-Infektion entstanden sind. Ein guter Zustand
beziiglich Botrytis muss also nicht heilen, dass die Pflanze einen spezifischen
Abwehrmechanismus gegen diesen Pilz besitzt. Die These, dass ein vermeintlicher
Botrytis-Toleranz-QTL vielleicht lediglich einen Sekundéireffekt der Uncinula-
Resistenz der Beere abbildet, erscheint demnach ebenfalls plausibel.

Analog zu diesen Uberlegungen liegt der stirkste Botrytis-Toleranzeffekt in der Tat auf
der ,,Uncinula-Gruppe“. Abbildung 4.14 zeigt jedoch, dass die zugehorigen QTL-Profile
nicht parallel verlaufen: In der Region der Uncinula-Resistenz-Maxima bleiben die
LOD-Scores fiir die Botrytis-Toleranz auf kaum signifikantem Niveau. Seine hochsten
Werte erreicht der Botrytis-Toleranz-QTL erst zwischen 43 und 53 cM, einer Region, die
vor allem durch ein starkes Maximum fiir ,,Beerengrofle gepragt ist.

Die zunehmende BeerengrofB3e korreliert mit dem Weichwerden der Friichte (DAVIES
und ROBINSON, 2000) und ohne den morphologischen Schutz der Beerenhérte ist mit
einem erhohten Infektionsrisiko zu rechnen. Wire die Botrytis-Toleranz als reiner
Sekundireffekt der Uncinula-Resistenz zu werten, so wire ein paralleler Verlauf beider
QTL-Profile iiber die gesamte Lange des Chromosoms mit {ibereinstimmenden Maxima
zu erwarten, entsprechendes gilt flir die BeerengroBe. Alle beobachteten Botrytis-
Maxima traten jedoch - in Abhéngigkeit vom Erfassungsjahr — parallel mit einzelnen
Maxima der Kategorien ,,Veraison“ oder ,,Beerengrofle (R1 und R6), ,,Beerenzahl pro
Traube* (R16) sowie Resistenz (R9 und R16) auf.

Die Bewertung der genetischen Komponente der Botrytis-Toleranz wird zusitzlich
erschwert durch die Modifizierung des unmittelbaren Einflusses eines Pathogens auf die

Pflanze durch weitere Interaktionen in der komplexen Freilandsituation:

] Wechselwirkungen zwischen Symbionten und Pathogenen der Rebe

Der Befall der Weinrebe durch pathogene Pilze wird nicht nur durch Abwehrreaktionen
der Wirtspflanze, sondern auch durch pilzliche Antagonisten erschwert. Gut untersucht
sind z.B. Hefen als nicht-pathogene Besiedler der Oberfliche von Friichten, die

symbiotisch leben und Botrytis u. U. vollstindig unterdriicken (MASIH et al., 2000).
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] Wechselwirkungen zwischen Stilbenproduktion der Rebe und verschiedenen
pathogenen Pilzen

Der biotrophe Schaderreger Uncinula necator gehort nicht in die Reihe der Pilze, deren
Wachstum durch Stilbene gehemmt wird. Uncinula necator ist vielmehr sogar in der
Lage, die Stilbenformation der Wirtspflanze aktiv zu induzieren. In einer Studie an
sieben Rebsorten wurde in allen Féllen ein signifikant erhohter Gehalt an Piceidisomeren
und Transresveratrol in positiver Korrelation zur Infektion mit Uncinula necator
nachgewiesen (ROMERO-PEREZ et al., 2001). Unter komplexen Freilandbedingungen
macht dies strategisch Sinn: im Fall einer Sekundérinfektion steht Uncinula necator mit
Botrytis cinerea im Wettbewerb um die begrenzten Ressourcen des befallenen Gewebes,

so nutzt der Pilz pflanzliche Abwehrmechanismen zu seinem Wettbewerbsvorteil.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass sich phanotypische Botrytis-Toleranz wahrscheinlich
aus einem Zusammenspiel von Faktoren ergibt, die mit der Traubenarchitektur, aber auch
dem Reifezeitpunkt und der Interaktion mit biotrophen Pathogenen in Beziehung stehen
und die bei wechselnden Umweltfaktoren variieren konnen. Die QTL-Analyse
unterstreicht die Uberlegungen, die zu dieser Einschitzung gefiihrt haben, sodass die
Botrytis-Toleranz letztendlich wohl als Sekundireffekt klassifiziert werden kann. Es
wire jedoch kein Sekundireffekt eines einzelnen Kriteriums, sondern einer Reihe
moglicher physiologischer Ursachen und Umweltinteraktionen, was dieses Merkmal fiir

die Ziichtung schwer kontrollierbar machen diirfte.

Beispiel 1 und 2 illustrieren, wie die QTL-Analyse bei Langzeit-Zuchtprogrammen zur
Risikobewertung und Erfolgsprognose beitragen kann. Auch wenn das Nachzeichnen
solcher Verzahnungen auf genetischer Ebene nichts prinzipiell Uberraschendes fiir
praxiserfahrene Ziichter birgt, kann die Co-Lokalisierung von QTL aufschlussreich sein,
denn der Vergleich der LOD-Profile identifiziert neben iiberlagernden auch einzeln
auftretende lokale Maxima. Mit der teilweisen Entkopplung von Beerengrofe,
Reifezustand, Traubenbeschaffenheit und Pilzsensitivitdt erlaubt die Betrachtung von

QTL demnach die schwierige Abgrenzung einander beriihrender Effekte.

Wihrend im Fall der Interaktion der Weinrebe mit Botrytis cinerea noch viele Fragen
offen sind, weil man {iber die Botrytis-Toleranz von Modellpflanzen bereits Genaueres,
denn hier sind die Untersuchungen zwischenzeitlich auf der Ebene von Kandidatenloci
angelangt, und durch in vitro Studien sind freilandtypische Umweltinteraktionen

ausgeblendet worden.
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Beispielsweise wirkt sich bei Arabidopsis der pflanzliche Esal-Locus auf die
Signaltransduktion iiber reaktive Sauerstoffspezies aus und miindet auf biochemischer
Ebene in einer beschleunigten Phytoalexinsynthese. Dabei wird bei gleichbleibender
Resistenz gegen biotrophe Schaderreger eine (Esa-/ - abhédngige) Modulation der
Widerstandsfahigkeit gegen Botrytis cinerea beobachtet. (TIERENS et al., 2002). Die
Beeinflussung des Abwehrstatus durch Sauerstoffradikale wire eine Gemeinsamkeit zur
hypersensitiven Reaktion, die nach der zitierten Quelle jedoch unabhéingig reguliert wird.

Dies wiirde auch substanziell erkldren, warum QTLs verbesserter Botrytis-Toleranz mit
Resistenzeffekten gegen die Mehltaupilze co-kartieren konnen, obwohl die
hypersensitive Reaktion kein gezielt bei der Abwehr nekrotopher Pilze wirkender
Mechanismus ist. Der Nachweis, die Kartierung und die sorteniibergreifende
Charakterisierung von Genen wie einem Esa-/-Homolog der Weinrebe zur Erforschung

der Botrytis-Toleranz wire unter diesem Aspekt interessant.

5.4  Ausblick fiir den ziichterischen Nutzen der identifizierten Major QTL

5.4.1 Introgression von Major-QTL in Analogie zum ,,Monogen*

Dass die Haupteffekte der Resistenz im Fall von Plasmopara viticola und stiarker noch
von Uncinula necator auf der Kopplungskarte recht klar auf ein oder zwei Gruppen
verteilt sind, kann weitere Kreuzungsschritte sowie zukiinftiges Monitoring erfolgreicher
Introgression erleichtern. Die kompakte Struktur der beobachteten Resistenz-Major-
QTL-Regionen hat den Vorteil, dass man nicht auf komplizierte Rekombinationsmuster
selektieren muss, sondern den Erbgang gréferer Chromosomeneinheiten verfolgen kann.
Die QTL-Analyse liefert brauchbare Ergebnisse besonders dann, wenn die an einem
Effekt beteiligten Gene als enger Block im Genom vorliegen und damit wie ein Major-
Gen vererbt werden (WEBER, 2002). Dies erwies sich in praktischen Untersuchungen
auch bereits als richtig, wie z.B. BORNER et al. (2000) fir den Major QTL
»Pflanzenldnge* beim Roggen zeigen konnten und ldsst auch im Fall der analysierten
Resistenzeffekte der Weinrebe auf Erfolg bei der ziichterischen Nutzung hoffen.

Die Markerdichte in den QTL-Bereichen wird gegenwirtig weiter erhoht.
Moglicherweise ergibt sich bei verbesserter Auflosung der Markerkarte in diesen
Genomabschnitten ein noch klareres Bild, falls Einzeleffekte durch schérfere
Abgrenzung deutlicher werden, jedoch spielt die Markerabdeckung des Genoms ab einer
gewissen Markerdichte fiir die Praktikabilitdt der markergestiitzten Selektion nur noch

eine untergeordnete Rolle (MELCHINGER, 2002).
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5.4.2 Markergestiitzte Lokalisierung von Resistenzloci anderer Genotypen in
‘Regent’ x ‘Lemberger’ als Moglichkeit

Ein Beipiel fiir einen beschriebenen Resistenzlocus aus komplexen Wildarten und fiir

damit verkniipfte Grundlagenstudien zur Mehltauresistenz der Rebe ist der monogen

vererbte single Locus Runl (Resistance Uncinula), der an Muscadinia rotundifolia

untersucht wurde (BOUQUET et al., 2000). Die biochemische Basis dieses Locus ist

allerdings noch nicht bekannt.

Muscadinia rotundifolia ist eine Gattung, die aufgrund ihrer von Vitis vinifera
abweichenden Chromosomenanzahl fiir die Ziichtung nicht ohne weiteres zur Verfiigung
steht (VILJOEN und SPIES, 1995). Komparative Markerstudien konnen in Zukunft jedoch
herangezogen werden, um den Runl entsprechenden Bereich - im Falle seines
Vorhandenseins - in weiteren Sorten wie z.B. ‘Regent‘ zu lokalisieren, mit dort bereits
identifizierten QTL abzugleichen und im Sinne der markergestiitzten Introgression
(DEKKERS und HOSPITAL, 2002) fiir die Einkreuzung in neue Sorten verfligbar zu
machen.

Uber gemeinsame Marker konnte es auch gelingen, die Region eines Plasmopara
viticola - Major-Resistenzlocus aus Vitis quinquangularis, einer Wildart des asiatischen
Raumes, mit den in ‘Regent‘ kartierten PHV®-QTL in Beziechung zu setzen, obwohl
direkte Kartierungsversuche iiber einen eng gekoppelten RAPD/SCAR (LUo et al., 2001)

bislang erfolglos waren (FISCHER et al., 2004).

5.5 Diskussion der QTL-basierten Fragmentanalysen

5.5.1 Auswahlkriterien

Marker in enger Beziehung zu QTL-Maxima wurden fiir Analysen auf Sequenzebene
ausgewdhlt. Aus einem Polyacrylamidgel wurden insgesamt 15 Banden isoliert, jedoch
konnte aus nachfolgend erlduterten Griinden nicht fiir alle Fragmente die Sequenz
aufgekldrt werden.

Fiir die zentral im Bereich eines Major-QTL-Maximums mit Resistenz gegen Uncinula
necator gelegenen Marker R9.167 und R9.173 war keine eindeutige Einzelbanden-
reamplifikation mdglich, was mdoglicherweise auf repetitive Segmente zuriickzufiihren
ist. Um den zeitlichen Rahmen nicht zu sprengen, wurde fiir diese Dissertation nur mit
denjenigen Fragmenten weitergearbeitet, die sich nach der Gelelution bereits im ersten
Versuch als Einzelbande reamplifizieren lieBen. Problematische Marker wie die bereits

genannten R9.167 und R9.173 sowie eine Reihe weiterer Fragmente, die aufgrund ihrer
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engen Korrelationen mit QTL und hoher LOD-Scores fiir die markergestiitzte Selektion
interessant gewesen wéren, miissten erst {iber Klonierung/E.coli-Passage und
Einzelklonpréparation der Sequenzierung zuginglich gemacht werden. Bevor dann eine
SCAR-Marker-Entwicklung in Frage kommt, wire anschlieend die Sequenz iiber den
repetitiven Bereich hinaus zu erweitern, um fiir eine PCR unproblematische Primer-

Zielsequenzen ableiten zu konnen.

5.5.2 AFLP-Fragmentsequenzen mit codierenden Segmenten

Ahnlichkeiten zwischen Sequenzen aus den untersuchten Markerfragmenten und
codierenden DNA-Abschnitten aus Datenbankeintrdgen, die mit den im Methodenteil
angegebenen Bioinformatik-Programmen identifiziert wurden, umfassen meist nur eine
kurze Sequenzstrecke bzw. einzelne Motive. Sie dienten als Anhaltspunkt, um einige

Fragmente fiir weiterfiihrende Untersuchungen auszuwéhlen.

5.5.2.1 Analyse des AFLP-Markers R17.186 (Proteinase-/TF-Motiv)

R17.186 kartiert auf Kopplungsgruppe R6, es handelt sich um einen starken Marker in
zentraler QTL-Korrelation flir Veraison und Beerenzahl. Die Sequenz enthilt einen
konservierten Bereich mit struktureller Verwandtschaft zur Pfpl-Familie intrazellulédrer
Proteinasen bzw. der araC-Familie von Transkriptionsfaktoren (TF). Der Bereich kann
als Ausgangspunkt fiir ein Walking zur ErschlieBung der Fragmentumgebung dienen, um
zu zeigen, ob das Motiv moglicherweise Teil eines Exons ist und funktionelle Bedeutung

hat, zumal 96% Identitét zu einem speziell in reifenden Beeren exprimierten EST besteht.

5.5.2.2 Analyse des AFLP R8.266 (enthaltene Tagl-Homologie)

Die Analyse des Resistenz-QTL-korrelierten AFLP R8.266 ergab in der BLASTN- und
BLASTX-Analyse streckenweise Homologie zu einer Sequenz aus pflanzlichen Tagl-
Transposons (FRANK et al., 1997). Es wire aus mehreren Griinden interessant, das
Vorhandensein eines Transposons dieses Typs in der Rebe zu untersuchen und das
Retroelement gegebenenfalls zu klonieren:

1) Die aufgetretene Homologie verweist mit Tagl auf einen der wenigen bislang
beschriebenen Vertreter autonomer aktiver Transposons, die in Nicotiana und
Arabidopsis somatische Excision zeigen (FRANK et al., 1997; DONG et al., 2001).

2) Es wire aufschlussreich, zu sehen, ob das Element bei ‘Regent* in einem funktionell
relevanten Genombereich inseriert ist und ob das Element bei verschiedenen Sorten stets

am gleichen Locus vorkommt.
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3) In einer am Institut fiir Rebenziichtung angelegten EST-Bank der Sorte ‘Regent’

ist ein Klon erfasst, der ein Insert mit Homologie zu Tagl aus Arabidopsis thaliana
enthdlt. Der Abgleich betrifft allerdings einen anderen Bereich von Tagl als bei AFLP
R8.266. Liele sich vor dem Hintergrund eines Einzelbandennachweises im Southern
Blot ein Zusammenhang zwischen dem Tagl-dhnlichen EST und AFLP R8.266
herstellen, so hdtte man ein potentiell aktives singuldres Retroelement in einem
polymorphen QTL-Bereich fiir Resistenz lokalisiert.

Ob die Markersequenz selbst sich unmittelbar fiir ein Screening beziiglich des
Resistenz-QTL und einer Charakterisierung anderer Sorten eignet, ist jedoch noch
fraglich - etwa, falls im Bereich der Retroelementsignatur Polymorphismen vorliegen
wiirden. Fiir Tagl aus Arabidopsis beispielsweise sind kurze variable Abschnitte in den
subterminalen Bereichen, die mit dem Transpositionsereignis im Zusammenhang stehen,
typisch (DONG et al., 2001). Beim Ableiten von SCAR-Markern wére dieser Punkt zu
bedenken und variable Bereiche gegebenenfalls {iber Sequenzkontrolle von der
Primerentwicklung auszuschlieBen. Vor einer SCAR-Primer-Entwicklung aus dem
Marker wiére auch die Sequenzcharakterisierung weiterer Sorten am R8.266-homologen

Locus sinnvoll.

5.5.3 AFLP-Fragmentsequenzen mit Motiven cis-regulatorischer Elemente

Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Analogien zu cis-regulatorischen Motiven
kommen héufig als Kernbestandteile elicitor- und/oder lichtinduzierbarer Arrangements
vor. Sie wurden iiber NSITE und/oder BLAST identifiziert.

Fiir manche cis-regulative Boxen gilt, dass ihre relative Anordnung fiir ihre
Wirkungsweise in einem bestimmten Kontext von Bedeutung ist, in anderen Féllen spielt
dieser Punkt eine vollig untergeordnete Rolle. Es gibt Beispiele fiir Motive, die in
verschiedenen Orientierungen die gleiche Funktion ausiiben, andere wiederum wirken
abhingig von ihrer Lage unterschiedlich. Eine Ubersicht bieten WHITBRED und SCHULER
(2000). Sind charakteristische regulatorische Boxen in kartierten Markersequenzen
enthalten, so konnen sie einen Anlass bieten, die Fragmentsequenz durch PCR-Walking

zu erweitern, um benachbarte Gene aufzufinden.
5.5.3.1 Analyse des AFLP R2.177 (vierfache E-Box, G-Box, MADS-Box u.a.)

[ ] Sp1-Bindungsstellen und das Vorkommen einer USF (Upstream Stimulating

Factor) - Zielsequenz im Fragment weisen auf die Moglichkeit der relativen Néhe zu
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einem Strukturgen hin. Putative TATA- und CAAT-Boxen (im Abstand von 35 nt) sind
ebenfalls vorhanden.

| Der Marker enthilt ein vierfaches E-Box-Motiv. Die E-Box, ein pflanzliches
elicitor-responsives Element, ist konserviert und in Nachbarschaft zur TATA-Box stress-
induzierter Phenylpropanoidgene zu finden, so auch z.B. in pflanzlichen PAL-1-
Promotorbereichen. E-Box bindende Transaktivatoren sind in kooperativ organisierten
regulatorischen Komplexen eingebunden. Die Deletion der E-Box aus entsprechenden
Promotoren, z.B. dem der CCoAOMT (Caffeoyl-CoA-O-Methyltransferase) bewirkt den
Verlust ihrer Elicitierbarkeit (GRIMMIG und MATERN, 1997). Das E-Box-Motiv des
Fragments R2.177 entspricht gemafl der Analyse mit NSITE der (dort in nur einer Kopie
vorhandenen) E-Box des Caffeolyl-CoA-O-Methyltransferase-Promotors (CCoAOMT)
der Petersilie (ebd.). Interessanterweise kommt die E-Box im AFLP-Fragment R2.177 in
vierfacher Wiederholung (als Teil eines um 6 bp ldngeren Motivs) vor, wobei die erste
Kopie mit einem zusétzlichen Nukleotid eine leichte Variante darstellt. Promotorstudien
zeigten, dass leichte Variationen in der Nukleotidfolge tandemartig auftretender cis-
regulatorischer Elemente sowie der relative Abstand der Einzelmotive zu benachbarten
Repressor- oder Aktivatorbindesequenzen zu einer gewebespezifisch differentiell
modulierbaren Expression fiihren (KRANER et al., 1999). Zu der Frage, ob es sich um
repetitive Sequenzen mit zufilliger Ahnlichkeit zu diesem cis-regulatorischen Element
handelt, l4sst sich zum Stand der Untersuchungen lediglich feststellen, dass iiber Elicit-
E-Boxen enthaltende Retroelemente, LTRs 0.4. explizit bislang nicht berichtet worden
ist.

| In Nachbarschaft der TATA-Box ist im AFLP R2.177 auBlerdem eine theoretische
Bindungsstelle fiir Mcmi-Faktoren vorhanden. McmiI-Homologe sind MADS-Box-
Transkriptionsfaktoren, die durch Knicken der DNA die Bildung eines
transkriptionsaktivierenden terndren Komplexes initiieren (LIM et al., 2003) und vom
denen man weil3, dass sie bei MAPK- wie auch cAMP-Kaskaden entscheidend beteiligt
sind (ROTTMANN et al., 2003). Eine Kopplung der Genregulation an den Calciumstatus
der Zelle ist iiber McmlI-Homologe mdoglich (LOMBARDIA et al., 2002). Abrupt iiber
spezielle spannungs- oder redoxempfindliche Channelproteine geénderte lokale Calcium-
konzentrationen gehdren zu den schnellsten und effizientesten Signalprozessen
iiberhaupt; auch bei der Expression der lonenkanal-Gene selbst spielen solche Faktoren

erwiesenermalien eine Rolle (ebd.).
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Als weitere cis-regulatorische Elemente der AFLP2.177-Region sind zwei G-Box-
Motive mit putativer Rolle bei der Stressantwort zu nennen, die hier zweifach (um ein
Nukleotid gegeneinander verschoben in beiden Strangen) als Teil eines cAMP-Response-
Elements in Erscheinung treten. Diese Anordnung ist fiir die Zielsequenz von
Repressoren des Typs Skolp beschrieben (WU und TRUMBLY, 1998). Ein solcher cAMP-
Response-Element-bindender Repressor, seinerseits auf mehreren Ebenen reguliert,
reprimiert unter Normalbedingungen (kein Stress) im Kern die cAMP-abhingige
Genexpression. Auf ein Stressignal hin wird dieser bZIP-Transkriptionsfaktor durch eine
MAP-Kinase aktiviert und in dieser Form aus dem Kern voriibergehend ins Cytoplasma
verbracht, sodass die Blockade cAMP-abhingiger Gene im Zellkern aufgehoben ist
(PASCUAL-AHUIR et al., 2001). Die Response-Elementsequenz iiberschneidet sich im
zitierten Literaturbeispiel mit einer MSN4-binding Site, mit MSN4 als potentiellem
Antagonist von Skolp (WU und TRUMBLY, 1998). Im isolierten AFLP-Fragment fillt die
ebenfalls vorhandene ,,MSN4-binding Site* mit einer Upstream Stimulating Factor-
Sequenz (USF, Typ ADH2) zusammen.

Im Fall des Fragments R2.177 wurde aufgrund des vom Zufall abweichenden
Arrangements regulativer Elemente ein PCR-Walking angestrebt, um ein moglicherweise
assoziiertes Gen zu finden. Das Vorhaben erwies sich jedoch aufgrund des repetitiven

Charakters der Zielsequenz und ihrer Kiirze als nicht ohne weiteres durchfiihrbar.

5.5.3.2 G-Box-artige Motive [CA (A) CGTG]

G-Boxen kommen aufler in R2.177 noch in AFLP-Fragment R17.186 vor, einem Marker
in Korrelation zu einem Major QTL fiir das Einsetzen der Reife und Beerenzahl, sowie
auch in RL17.367 und R13.152, die beide mit Resistenz korrelieren.

Die G-Box-bindenden Faktoren (GBF) gehdren zur Gruppe der bZIP-Proteine, einer
Klasse von Transkriptionsfaktoren mit basischem Leucin-Zipper-Motiv. Sie sind typisch
fiir stressresponsive Pflanzengene (PAUL und FERL, 1998). DNA-Zielstellen besitzen die
Basenfolge @ CA(A)CGTG bzw. die Minimal-Konsensussequenz ~ ACGTG.
Kombinatorische und kompetitive Interaktionen iiber G-Boxen sind zur Kontrolle von
Crosstalk geeignet (SCHINDLER et al., 1992) und so befinden sich in der Néhe oft
Zielstellen flir weitere DNA-bindenden Faktoren. Hierzu zéhlen typischerweise weitere
G-Box-dhnliche FElemente (MENKENS et al.,, 1995), TGA-bindende Faktoren (in
abscisinabhingigen Elementen; TUCKER et al., 2002) oder IBF (I-Box bindende

Faktoren in lichtregulierten Elementen; BORELLO et al., 1993). Je nach Grad der
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Abweichung von der Core-Sequenz und flankierender Bereiche kommen stdrkere oder
schwichere Interaktionen zwischen DNA und Protein zustande. In Abhingigkeit vom
Promotorkontext konnen bindre G-Box-artige FElemente positive oder negative
regulatorische Einheiten darstellen (MENKENS et al., 1995). BUTTNER und SINGH (1997)
berichten, wie bZIPs und EREBPs (ethylenresponsive Elemente bindende Proteine) iiber
die G-Box und die GCC-Box in Wechselwirkung treten. Diese Kombination ist typisch
fiir eine Reihe von PR-Gene und wurde beispielsweise bei der B-Glucanase und einer
Chitinase der Tomate nachgewiesen (ebd.). Ein Beispiel fiir eine solche Konstellation

findet sich in der Sequenz des AFLP-Fragments K17.186 (s. Abb. 5.1):

R17.186

GCC-Box G-Box / 12 nt / G-Box-artig GCC-Box TGA-Boxen

—» > <« > > <4+ > <
GCTGGTAGCTGCCTATTGCAACGTGCATGGTAGCAAGCAACGAGCTTCTGGCTGTTCACCGCATGAAGTGCATT
CGACCATCGACGGATAACGTTGCACGTACCATCGTTCGTTGCTCGAAGACCGACAAGTGGCGTACTTCACGTAA

TCTTTCCCTTGAGAACTCCAGTAGCAGCTAAAATCTATTGTCCATGGCAAATGGATGCATCTGGCTTTCCTGTC
AGAAAGGGAACTCTTGAGGTCATCGTCGATTTTAGATAACAGGTACCGTTTACCTACGTAGACCGAAAGGACAG

TTCATGTATTGGTAC
AAGTACATAACCATG

Abbildung 5.1 Ausschnitt aus der Fragmentsequenz R17.186
Pfeile heben die Lage cis-regulatorischer Motive relativ zueinander hervor.

Die beiden G-Box-artigen Elemente des Fragments R17.186 sind durch genau 12 Basen
getrennt. Bindre G-Boxen in dieser Anordnung wurden zunéchst als Promotorelemente
von Pflanzenpathogenen identifiziert. Sie gleichen den Ocs-Elementen (FELDBRUGGE et
al., 1994), Vertreter einer Familie stark positiv wirkender regulatorischer Sequenzen, die
urspriinglich im regulatorischen Bereich der Octopinsynthase von Agrobacterium (daher
ocs) beschrieben wurden (BOUCHEZ et al., 1989). Sehr dhnliche Arrangements kommen
aber auch in pflanzlichen Promotorsequenzen vor (ELLIS et al., 1993), z.B. beim
lichtinduzierbaren G-Box-dhnlichen Doppelelement des Chalconsynthasepromotors
(FELDBRUGGE et al.; 1994, 1996, 1997). Man vermutet, dass manche Schaderreger als
spezielle Art der Anpassung in der Lage sind, iiber solche ocs-dhnlichen Elemente

systematisch den Pflanzenstoffwechsel fiir sich nutzen (ELLIS et al., 1993).

5.5.3.3 Zielmotive fiir Homoobox-Faktoren
Auch Ahnlichkeiten zu kurzen Homébox-Elementen in QTL-korrelierten sequenzierten
AFLP-Fragmenten und dem Trx-Genbereich des Walkings sind bei der Fragmentanalyse

beobachtet worden, darunter Promotorelemente mit Ahnlichkeit zu Motiven der Typen
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Stripe, Fushi Tarazu, Hunchback, Even skipped (Drosophila), HOX (Zea mays) u.a.
(identifiziert durch NSITE-Analyse).

Homdoobox- oder MADS-Box-Faktoren sind an vielen quantitativen/additiv regulierten
Prozessen der Pflanzenentwicklung beteiligt. Dazu gehoren auch die direkte oder
indirekte Beeinflussung circadianer und lichtabhéngiger Phdnomene wie dem Einsetzen
der Bliite und der Reife, sowie die Charakterisierung von homdostatischen/steady state-
Zustinden der Zelle. Das ,Monitoring”“ des Entwicklungsstadiums und
Riickkopplungsreaktionen auf Umwelteinfliisse tiber Homdoboxfaktoren ermoglicht das
Erhalten eines balancierten Zustands oder, alternativ, eine gerichtete Fortentwicklung.
Homoobox-Faktoren beeinflussen moglicherweise in erheblichem Mal3 die Auspriagung
einzelner QTL. So sind mehrere QTL fiir circadiane Periodizitdt bei Arabidopsis eng mit
einer Anzahl Loci gekoppelt, die den Zeitpunkt der Bliite kontrollieren (SWARUP et al.,
1999). Die Datenlage von AXEISSON et al. (2001) erlaubt sogar den Riickschluss, dass bei
Arabidopsis und Brassica sdmtliche Bliite-relevanten Major QTL das Resultat von
Duplikationsereignissen eines einzigen kartierten Homooboxfaktor-Vorldufergens
(,CO*) sein konnte. HEPWORTH et al. (2002) beschreiben die Reprimierung der Wirkung
von HOX-Faktoren iiber ein benachbartes CArG-Zielmotiv. Ein CArG-Box-Motiv
befindet sich in der Nihe einer Zielstelle fiir ein ZmhoxIa—Homolog in AFLP R17.186,

einem starken Marker in zentraler QTL-Korrelation fiir Veraison und Beerenzahl.

5.5.4 Identifikation repetitiver Motive mit MEME

Die Analyse der AFLP-Sequenzen mit dem Tool MEME fiir multiple Motivalignments
wurde durchgefiihrt, um noch nicht charakterisierte repetitive Elemente zu finden. Dabei
werden auch leichte Varianten eines Grundmotivs erkannt, was die Suche nach LTR- und
anderen Transposonsignaturen unterstiitzt. Kenntnis iiber repetitive Bereiche kann
Probleme bei der spiteren SCAR-Marker-Entwicklung und —anwendung vermeiden
helfen. Acht kurze Wiederholungsmotive bis 50 bp, bezeichnet als MEME1 bis MEMES,
in beiden Orientierungen auftretend (spezifiziert als ,+“ und ,,-*) und teilweise mit
Retroelementsignaturen, wurden auf diese Weise in QTL-korrelierten AFLP-Markern
identifiziert (vgl. Abb. 4.25 u. Tab. 4-10).

Die Identifikation dhnlicher Elemente in der Weinrebe, insbesondere in Korrelation mit
interessanten Eigenschaften, wire fiir die erweiterte Kartierung und fiir die Entwicklung
unmittelbar informativer Marker von Nutzen. Von einer Gruppe ebenfalls kurzer
repetitiver Signaturen der pflanzlichen Retroelement-Kategorie MITE weil man z.B.,

dass sie mit Priferenz in der Ndhe von Genen inseriert (CASA et al.,, 2000). In der
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Umgebung von MEME-Repeat-Motiven tritt das ocr- (Octamer-) Motiv, das
typischerweise in regulatorischen Introns von Pflanzen vorkommt (DONATH et al., 1995),
verschiedentlich auf. Solche Elemente konnten eine Ausgangsbasis fiir die Entwicklung
transposonbasierter Marker sein.

Die Genomstruktur der Rebe war zu Beginn der Dissertation kaum aufgeklért.
Retroelemente und Transposons machen vermutlich aber etwa 40% des Rebgenoms aus
(THOMAS; pers. Mitt.). AuBer solch vorsichtiger Schidtzungen ist bisher nur wenig iiber
die Verteilung und das Vorkommen mobiler Elemente bekannt. Auch wurden explizit
noch keine aktiven Transpositionsereignisse nachgewiesen, wenn dies auch fiir eine
Gruppe von rebenspezifischen Tyl/Copia-dhnlichen Elementen vermutet wird (PELSY
und MERDINOGLU, 2002). Da Retroelemente als Ausloser von Mutationen in Frage
kommen, konnte ein genauerer Kenntnisstand {iber Transposition bei Vitis vinifera
interessante Impulse fiir grundlegende Fragen der intravarietalen Diversitit und damit fiir
die Klonenziichtung ergeben. Vergleichende Kartierung und Sequenzcharakterisierung
sind zur Klarung solcher Zusammenhinge eine gute Ausgangsbasis, insbesondere, da es
gegenwirtig Bemiihungen gibt, transposonbasierte Marker in bestehende Karten zu

integrieren (ebd.).

5.5.4.1 Datenbankannotierte Sequenzmotive in den repetitiven Segmenten

In einigen der durch das Tool MEME erkannten kurzen, repetitiven DNA-Abschnitten
wurden Basenfolgen mit Ahnlichkeit zu LTR-artigen Bereichen, Retroelementsignaturen
sowie Promotorboxen erkannt (vgl. Tab. 4-10). In einigen Féllen sind Enhancermotive
enthalten, wie z.B. die von GREEN und TOBIN (1999) charakterisierte Aktivatorsequenz
AA(A/C)AATCT in MEMEG6. Dieses Octamermotiv wird gebunden von dem
pflanzlichen Transkriptionsfaktor CCAl, der dann seinerseits iiber die Aktivierung von
Promotoren des Typs Lhcb auf die circadiane Genexpression einwirkt (ebd.). Dieses
Sequenzmotiv kommt als AACAATCT in AFLP R18.233, als AAAATCT in R17.186
und RO017.250, sowie invertiert als TCTAAAA in R017.250 vor, es ist Teil der
U7snRNA-Zielstelle und Teil eines Hitzeschockelements mit Ahnlichkeit zu hsp70 der
Erbse (Ergebnisse der NSITE Analyse).

5.5.4.2 Zwei vorsichtige Interpretationen der beobachteten Adh-Ahnlichkeiten
Die Alkoholdehydrogenase (Adh) gilt als typisches bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck

induziertes Reporterprotein. Es wird aufgrund dieser Eigenschaft in Experimenten, die
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unter anaeroben Bedingungen stattfinden, hiufig als ,,anaerobe response marker* und
Positivkontrolle in Redoxstress-Experimenten verwendet (MITTLER et al., 1996).
Moglicherweise handelt es sich bei den zahlreichen beobachteten Adh-Homologien in
den Markersequenzen (vgl. Abb. 4.11) um verbreitete oder konservierte sauerstoff-/ bzw.
redoxresponsive Motive, zumal Adh-Gene und ihre Promotor-Komponenten gut
untersucht und dementsprechend in Datenbanken stark représentiert sind.

Eine zweite Moglichkeit ist, die Verbreitung von Segmenten mit Ahnlichkeit zu Adh-
verwandten Sequenzen im Rebgenom iiber Retroelement- oder Virussignaturen zu
erkldren: Der einzige bisher explizit publizierte spezifische Transposontyp der Weinrebe,
VINE-1, integriert in Alkoholdehydrogenasegene (VERRIES et al., 2000). Die
beobachteten fragmentarischen Adh-Homologien kénnten dann eventuell als Spuren der
Retroelement-Evolution im Verlauf ihrer Verbreitung im Rebgenom zuriickgeblieben

sein.

5.5.5 Sekundirstrukturmotive auf Proteinebene

Wihrend der Fragmentanalysen auf DNA-Ebene wurden Sequenzabschnitte identifiziert,
die auf Proteinebene mit hoher Wahrscheinlichkeit zu bestimmten Strukturmotiven
fithren konnen - vorausgesetzt sie kommen im Kontext des codierenden Bereichs eines
Gens und als Teil einer kompatiblen Proteinarchitektur vor. Beispiele sind
Transmembranhelixmotive und Coiled Coil-typische Motive, die mit HMMTOP sowie
iiber den Expasy-Server mit dem Tool COILS in der Sequenz des AFLP-Markers
RL17.367 untersucht  wurden. Aminosduresequenzen, die die Ausprigung von
Transmembranbereichen beglinstigen, wurden auf diese Weise in AFLP-Fragment
RL17.367 identifiziert und waren mit Ausschlag gebend dafiir, dass ein PCR-Walking
von diesem Fragment aus unternommen wurde. Zwei BLASTN-Ergebnisse mit Verweis
auf kurze codierende Bereiche entfallen genau auf den Bereich einer der putativen
Transmembranhelices (Ahnlichkeit zur FUS/TLS-Domine lichtregulierter Proteine),
bzw. auf ein benachbartes Coiled-coil-typisches Motiv in Exon E3. Coiled-coil-Motive
bilden auf der Molekiiloberfliche Kontaktstellen fiir Protein-Protein-Interaktionen
(RAITT et al.,, 2000). Eindeutige Vorhersagen fiir die Ausprigung dieser speziellen
funktionell relevanten Sekundérstruktur waren jedoch nicht moglich: die mit COILS
ermittelte Signifikanz der Vorhersage lag jedoch mit 0,4 unter der {iblichen Schranke von

0,5 und ist daher nicht aussagekréftig.
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5.5.6 Analyse des AFLP-Markers RL17.367

Der Marker RL17.367 liegt in ‘Regent* heterozygot und in ‘Lemberger*, riickschlieend
von den Segregationsdaten offenbar homozygot vor: er tritt in der Population als
Intensitatsunterschied 1:1-verteilt polymorph in Erscheinung. Er kartiert in ‘Lemberger®
endstidndig auf L20 und ist in ‘Regent’ iiber Assignment auf R9, im Bereich eines Major-
QTL fiir Resistenz gegen Plasmopara viticola platziert worden, wo er einen sprunghaften
Anstieg der LOD-Werte (von 8 auf 18, vgl. Abb.4.12) markiert. Die genauere
Untersuchung und Identifizierung konservierter Motive (Zielstellen fiir DNA-bindende
Proteine und geordnete Strukturmotive auf Translationsebene, die auf proteincodierende
Sequenzen verweisen) lieferten den Ansto zu einem PCR-Walking ausgehend von

diesem Markerfragment.

5.5.7 Identifizierung eines Thioredoxin-Gens iiber markergestiitztes PCR-
Walking ausgehend von AFLP-Marker RL17.367
Nach einer Methode der Fa. Clontech (vgl. S. 70) wurde ein PCR-Walking in beiden
Richtungen aus dem Markerfragment AFLP RL17.367 heraus durchgefiihrt. Es erlaubte
die Aufkldrung eines Genombereichs von 1740 Nukleotidpositionen, der im Genom von
‘Regent’ in mindestens drei Varianten vorliegt. Dabei zeigte sich, dass das
Markerfragment eine zentrale Position in einem Intron einnimmt, das zwischen zwei
konservierten Exons eines putativen Thioredoxingens gelegen ist. Dieses polymorphe
Intron hat moglicherweise regulatorische Bedeutung, denn es enthilt ein auffilliges
Arrangement cis-regulatorischer bzw. Promotor-Elemente. Der Polymorphismus, von
dem die Schnittstelle des Enzyms Msel unmittelbar betroffen ist, stellt den
Zusammenhang zur Kartierung des Markerlocus RL17.367 als Eco/Mse-AFLP her.
Freies Thioredoxin ist in der Regel ein recht kleines Protein von ungefdhr 12 kDa. Als
Aquivalent einer funktionellen Kerndomine (mit Homologie zu verschiedenen
pflanzlichen Thioredoxinen) ist Exon 2 mit dem stark konservierte C-G-P-C-Zentrum zu

sehen (NISHIYAMA et al, 2001).

5.6  Aspekte zu der im PCR-Walking identifizierten Genstruktur

5.6.1 Die Thioredoxinsequenz der Rebe als mogliches Ortholog von T10P12.4 aus
Arabidopsis thaliana
Aus den Walkingfragmenten wurden iiberlappende Walking-Fragmente dhnlich der

Contiganalyse in Beziehung zueinander gesetzt und zu fortlaufenden Basenfolgen
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angeordnet. Die hypothetischen Kombination zeigt in Homologiestudien die beste
Ubereinstimmung mit einem Trx-m-artigen Protein aus Arabidopsis thaliana und seinen
Varianten, die sich dort auf Chromosom 1 befinden (T10P12.4 des Locus Atlg43560;
TrEMBL Q9XI1G4, konservierte Trx1-Domaéne).

Die Verfligbarkeit des Vitis vinifera Gene Index (VvGI) als o6ffentliche Datenbank
ermoglichte schlieBlich erfolgreiche Recherchen im genetischen Hintergrund der
Weinrebe. Die Ubereinstimmung der theoretischen Walking-Sequenzkombination
»Run8 12 zu einer ‘Pinot noir‘-mRNA [>grape|CF607141] untermauert, dass das
putative Konstrukt in der Rebe tatsidchlich eine reale mRNA als Gegenstiick hat. Die
auffillige Konservierung spricht fiir die Funktionalitit: zusammenfassend besteht zu
98% Identitét (483 v. 493 Pos.) zwischen beiden Nukleotidsequenzen sowie vollstandige
Ubereinstimmung auf Aminosdureebene. Die genaue Entsprechung erlaubt den
Riickschluss auf das zugehorige Startcodon in der Walking-Sequenz. Die Homologien im
Alignment entfallen exakt auf die konservierten Thioredoxin-Exons E2 und E4 sowie auf
einen Bereich downstream von E4, dessen Start zwar eine Splicing-Stelle markiert,
dessen Aminosduresequenz jedoch ebenso wie im Fall der ‘Pinot‘-Sequenz durch
zahlreiche Stop-Codons unterbrochen ist, sodass der Abschnitt in dieser Form fiir ein
abgeleitetes Protein wahrscheinlich keine Rolle spielt. Damit ist der proteincodierende

Kernbereich des homologen Gens vollstindig durch das Walking erfasst.

Die im Walking identifizierten konservierten Doménen entsprechen zwei essentiellen
Exons, die in vielen Thioredioxinen vertreten sind und kommen als Ortholog des
Arabidopsis-Gens T10P12.4 in Frage. Diese Hypothese wird durch die beobachtete
Colinearitit zwischen Vitis und Arabidopsis am betrachteten Locus in codierenden und
exonflankierenden Bereichen gestiitzt. In der Datenbank ,,TIGR Vitis vinifera Gene
Index (VvGI)*“ gefundene Homologe sind jedoch noch unspezifisch als ,,unknown
protein® bezeichnet; die Riickschliisse auf Thioredoxin ergeben sich momentan
ausschlieBlich iiber den Vergleich mit annotierten Sequenzen anderer Pflanzen (haufigste

Entsprechungen: Arabidopsis bzw. T10P12.4).

Folgendes ist iiber T10P12.4 bzw. AtTrxl bekannt: es ist mit 26877 Da und 242
Aminosduren ein eher kleines Protein. Man weil3, dass die Thioredoxin-Aktivitidt von
T10P12.4 u.a. bei der Cytochrom-Biogenese eine Rolle spielt; diese Information liegt als
Querverweis der Pfam-Datenbank zu ,,Pubmed‘-Literaturquellen nach einer Suchanfrage

mit dem Gl-Index der Doméne vor. T10P12.4 gehoért zu den Proteinen, die in
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Arabidopsis-Samlingen unmittelbar nach der Anzucht in Dunkelheit {iberexprimiert sind
(SCHROEDER et al., 2002). Es wird der Thioredoxinl-Klasse zugeordnet (Pfam,
PROSITE) und stellt in Arabidopsis die genetische Basis fiir verschiedene funktionelle
Thioredoxinvarianten dar. Das Genprodukt von T10P12.4 kommt gemil3 einer Reihe von
Eintrdigen in der DatenbankTIGR AGI z.B. mit vorgeschalteter chloroplastidirer
Signalsequenz oder ER-Signalsequenz bzw. mit Rezeptordomidne (PICOT, PKCQ-
Interacting Glutharedoxinlike Thioredoxin; WITTE et al., 2000) vor, es kann als freies
Matrixprotein oder oligomerisiert als selbst nicht membranassoziierte Doméne vorliegen
(z.B. verbunden mit integralen Proteinen, in Datenbanken dann bezeichnet als
»thioredoxinlike Protein®). Ein Beispiel fiir letzteres sind rezeptorartige Kinasen mit
Thioredoxin-Doméne sowie Hitzeschockproteine mit Thioredoxin-Aktivitit wie AtHIP
(WEBB et al., 2001).

Bei T10P12.4 und der Mehrzahl der Thioredoxine mit Homologie zur Walkingsequenz
tritt Exon E4 zusammen mit Exon E2 als konservierte Thioredoxineinheit auf, auch ohne
Beteiligung von El. Andererseits kommt ein Pendant zu Exon El auch in solchen
Thioredoxinen vor, deren {iibrige Domidnen (wie z.B. bei CITRX) abgesehen vom
Aktiven Zentrum, nicht in offensichtlicher Beziehung zu den hier beschriebenen Exons
E2 bis E4 (oder zu T10P12.4) stehen. Ob Exon E1 fiir die Thioredoxinaktivitit selbst
essentiell ist, ist unklar, zumal Belege fiir exprimierte Varianten des Gens (in Form von
EST-Datenbankeintrdgen) im genetischen Hintergrund von Vitis vinifera bisher nur fiir

cDNAs, die mit Exon E2 beginnen, gefunden wurden.

5.6.2 Entstehung und Bedeutung von Gen- und Proteinfamilien am Beispiel
Thioredoxin
Die Ergebnisse des Walking lassen die Moglichkeit offen, dass der hier untersuchte
Thioredoxinlocus in Allelen und in paralogen Varianten auftritt oder, dass es sich um
verstreut vorkommende Sequenzen handelt. Die Ahnlichkeit zwischen ihren Introns
stiitzt die Annahme, dass die dokumentierten Varianten in evolutiondrer Beziehung
zueinander stehen, vielleicht tandemartig in relativer Néhe zueinander liegen, wie es bei
drei Trx1-Kopien von Trichodesmium der Fall ist’'. Variantenbildung geschicht auf
Genomebene (Exonshuffling, Duplikation und Diversifikation), auf mRNA-Ebene

(Splicing) und Proteinebene (post-translationale Modifikation und Oligomerisierung).

2! RiickschlieBend von einer genomischen Shotgun-Sequenz [>gi[23039472|ref]NZ_AAAU01000002.1]
und Ergebnissen mit BLAST; vgl. Abb. 4.31 u. Tab. 4-14.
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Exonshuffling wie auch flexible Splicing-Mechanismen (alternatives Splicing, licht-
temperatur- oder redoxabhdngiges Splicen (SCHRODA et al., 2001), suppressor- oder
aktivatorgelenktes Splicen, autonome Introns, durch mRNA-Editing neu generierte
Splicing-Sites (SEYFFERT, 2003: S. 68ff) sind Mechanismen, durch die sich das Spektrum
von Proteinvarianten, die nebeneinander existieren oder organspezifisch/stimulusbezogen
exprimiert werden konnen, erweitert. GEBHARDT und VALKONEN (2001) halten
evolutiondre Prozesse der lokalen Genduplikation und funktionellen Diversifikation eines
gemeinsamen Vorldufers auch fiir den zentralen Mechanismus, der zum geclusterten
Auftreten qualitativer und quantitativer Resistenzgene fithrt. Zusitzliche Mdoglichkeiten
der Diversifikation ergeben sich fiir verwandte Proteine dadurch, dass den Sequenzen der
aktiven Dominen verschiedene Leader- bzw. Signalpeptide vorgeschaltet werden

konnen, die ihr Targeting beeinflussen.

Am N-terminalen Ende im Bereich von Exon E1 &dhnelt die hier identifizierte
Aminosduresequenz der Weinrebe am echesten - stirker noch als der Arabidopsis-
Sequenz - einer Blaualgenvariante von Thioredoxin (vgl. Abb. 4.30, S. 145). Variabilitat
am N-Terminus ist flir Thioredoxin-Precursor typisch: MESTRES-ORTEGA und MEYER
(1999) orteten im Genom von Arabidopsis selbst, belegt durch phylogenetische
Clusteranalyse, neben vier ,pflanzlichen® Varianten von Thioredoxin-m auch ein
»prokaryotisches® Thioredoxin; alle unterschieden sich in ihren N-terminalen
Extensionen. WEDEL et al. konnten bereits 1992 zeigen, dass bei Spinat alle Thioredoxin-
m-Varianten auf einen einzigen Open Reading Frame und post-translationale
Modifizierung zuriickgehen.

Wihrend der Homologiestudien mit der Run6-Variante des Walkings zeichnete sich
eine gewisse Ahnlichkeit zwischen dem ersten Intron und Exon E1 ab (vgl. Abb. 4.30),
die BLAST in ein direktes Alignment beider Bereiche umsetzte. Dies ist offenbar kein
Zufall, denn ein paralleler Befund von SAHRAWY et al. (1996) liefert eine plausible
Erklarung, die gleichzeitig als Illustration der oben geschilderten Mechanismen der
Variantenbildung dienen kann: Thre Untersuchungen zur Evolution pflanzlicher
Thioredoxine erlaubte es, iiber das Vorhandensein eines einzigen Introns zwischen
Transitpeptid und funktioneller Doméne auf einen prokaryontischen Ursprung des N-
Terminus zuriickzuschlieBen. Sie stellten auBerdem Ahnlichkeit zwischen diesem Intron
und der Sequenz des Transitpeptids fest und schlossen auf Exonshuffling als Ursprung.

Transkripte putativer T10P12.4-dhnlicher Gene werden in der Rebe moglicherweise

ebenfalls in Varianten exprimiert und mit variablen N-terminalen Extensionen versehen.
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5.6.3 Transposonsignaturen in der Walkingsequenz

Transposons sind in vielen Féllen ursdchlich an Duplikationsereignissen und Mutationen
beteiligt (GEBHARD und VALKONEN, 2001). AT-reiche Strecken, die sich typischerweise
im Bereich von thioredoxinverwandten Gensequenzen befinden, begiinstigen
Transposoninsertionen (LEE et al., 2002). Der AT-Gehalt des hier analysierten Walking-
Bereichs betrigt 63%, ist also liberdurchschnittlich. Dazu passt die Beobachtung, dass,
wie in den Thioredoxin-Genen anderer Spezies auch, in der identifizierten
Thioredoxinsequenz der Weinrebe Retroelementsignaturen vorkommen (Beispiel: ein
LTR-typisches Motiv an Pos. 66). Der Thioredoxinlocus T10P12.4 als mdglichem
Ortholog des hier identifizierten Thioredoxins auf Chromosom 1 von Arabidopsis
thaliana ist beidseitig von Retroelementen flankiert (vgl. Tab. 4-15).

Transponierbare Elemente spielen eine wichtige Rolle in der Evolution von
Resistenzgenen (MICHELMORE und MEYERS, 1998; RICHTER und RONALD, 2000) und
Resistenzgen-Clustern (CHIN et al., 2001), wobei zwei Elemente derselben Familie
innerhalb einer Resistenzgenregion bereits die Grundlage fiir eine Genduplikation durch
ungleiches Crossing Over bilden. Transposoninsertionen konnen auch in typischer Weise
unterbrochene Resistenzgen-Arrangements verursachen, dies ist z.B. fiir Homologe der
Cluster RPP5 (Arabidopsis), N (Flachs), Hm1 (Mais), und Xa2l (Reis) beschrieben
(SONG et al., 1997; MULTANI et al., 1998; NOEL et al., 1999; DoDDS et al., 2001).

5.6.4 Vorhersage topologischer Unterschiede und Untersuchung physikalischer
Parameter mit PSORT und HMMTOP

Topologische Untersuchungen sollte erste Hinweise geben, inwieweit unterschiedliche
Splice-Kombinationen aus Teilsequenzen des Walking sich auf die Vorhersage
physikalischer Proteineigenschaften und des Bestimmungsorts in der Zelle auswirken.
Von Interesse ist beispielsweise, ob das Protein membranverankert oder frei vorkommt,
denn fiir die Austibung bestimmter Funktionen ist die Loslichkeit wichtig (Beispiel: die
Interaktion cytoplasmatischer R-Proteine mit Avirulenzfaktoren, die iiber die Haustorien
des Pilzes ins Cytoplasma der Wirtspflanze eingeschleust werden; BALLVORA et al.,
2002).

Im Fall der Membranstindigkeit ist interessant, ob Aktives Zentrum und/oder
interagierende Doménen im Kompartiment eingeschlossen sind oder nach aulen weisen,

denn ihre Ausrichtung beziiglich einer Membran — und auch relativ zueinander - kann fiir
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Aktivierungs- und Modifizierungsreaktionen sowie fiir Interaktionen mit anderen
Proteinen eine Rolle spielen.

Durch Analysen mit PSORT und HMMTOP konnte fiir die im Walking identifizierten
Exon- und Orf-Varianten gezeigt werden, dass verschiedene Splice-Kombinationen zu
verschiedenen = Lokalisierungsprognosen und  Doménenorientierungen  fiithren.
Polymorphismen  konnten = demnach  Voraussetzung  fiir  organ- oder
zellkompartimentspezifische Aufgabenteilung sein und die zelluldre Lokalisierung der
Genprodukte steuern. Ein Teil der in den codierenden Segmenten der Walkingvarianten
beobachteten Unterschiede konnte statt zu funktionellen Proteinen aber auch zu
dysfunktionellen Gen-, mRNA- oder Peptidvarianten fiihren. Mogliche topologische
Auswirkungen der beobachteten Unterschiede auf Sequenzebene in den Trx-Orf-
Varianten wurden aufgrund der geschilderten Implikationen exemplarisch mit Tools zur

Strukturvorhersage untersucht.

Chloroplast und Thylakoidmembran werden offenbar dann erreicht, wenn Exon E1 in
vollstindiger Form vorhanden ist. Eine mogliche Funktion fiir Exon E1 ist das Targeting
der Trx-Funktion in die Chloroplasten (als Transitpeptid). Dies wiirde die Vermutungen

bestdtigen, die sich aus den Homologiestudien ergeben haben.

In der Topologiestudie zeigte sich auch, dass die Splice-Elemente der Varianten Run6
und Run8 Unterschiedliches auslosen konnen. So lokalisieren Kombinationen aus E2, E3
und E4 ins Cytoplasma, wenn E3 der Run6-Variante entspricht und ins Peroxysom, wenn
E3 der Run8-Variante entspricht. Als putative Funktionen von Exon E3 kommen die
Ausprigung von Transmembranhelices und das Targeting der kombinierten

Thioredoxindominen E2 und E4 in die Peroxysomen in Frage.

Die innere Membran der Mitochondrien wird - zumindest in der Theorie- als Zielort
durch Kombination mit einem hypothetischen Peptid aus Orfl0 prognostiziert; andere
Membranen werden durch verkiirzte Peptide erreicht. Diese Ergebnisse haben jedoch
mangels Datenbankhomologie momentan keine weitere praktische Bedeutung, als dass
sie auch als Hinweis dafiir gelten konnen, was die topologische Analyse insgesamt
ergeben hat: Elemente, die zu den zentralen Thioredoxindoménen E2 und E4
hinzutreten, dienen offenbar dem Targeting der Enzymaktivitit in verschiedene

Kompartimente.
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5.7  Aspekte zu Regulation und Funktion

5.7.1 Thioredoxinvarianten als Redox-/ROS-Sensoren und Stoffwechsel-
Checkpoint

Thioredoxinvarianten wirken am jeweiligen Ort ihres Vorkommens als Sensoren, sie

ermoOglichen aber auch die koordinierte Abstimmung kompartimentierter

Schliisselreaktionen des Stoffwechsels (etwa zwischen Mitochondrien/Atmung und

Chloroplasten/Photosynthese) als rasche Reaktion auf den gerade lokal vorherrschenden

Redox- und Energiestatus.

BALMER et al. (2004), kommen aufgrund von Arraystudien zu dem Ergebnis, dass
Thioredoxinvarianten an zwolf zelluldren Prozessen und ihrer Abstimmung aufeinander
beteiligt sind: Photorespiration, Citratzyklus, Lipidmetabolismus, Elektronentransport,
ATP-Synthese und —transformation, Membrantransport, Translation, Proteinfaltung,
Stickstoffmetabolismus, Schwefelmetabolismus, Hormonsynthese und Stressreaktionen —
darunter Housekeeping-Funktionen und Funktionen eines modulierten Metabolismus in
Reaktion auf &uBere Reize. Insbesondere Mitochondrien und Chloroplasten
Lkommunizieren® tiiber Thioredoxine und den Flux an modifizierten Molekiilen
miteinander (ebd.) — in dem Sinne, dass sie das wechselseitige Angleichen plastidarer
Stoffwechselaktivititen an den vorherrschenden Redoxstatus vermitteln.

Die im Rahmen dieser Arbeit abgeleiteten Thioredoxinvarianten konnten ihre Aufgabe
den topologischen Vorhersagen zufolge jeweils im Cytoplasma, den Peroxysomen sowie
den Chloroplasten und Mitochondrien ausiiben oder iiber das ER den sekretorischen Weg

einschlagen.

5.7.2 Hypothetische differentielle Regulation des Thioredoxingens der Weinrebe
durch Licht, oxidativen Stress und Pathogenelicitoren

Die Thioredoxinreduktase TrxR1 existiert in 21 exprimierten Varianten, die nicht nur auf
alternatives Splicen in der 5‘-Region sondern auch auf stimulus- und gewebeabhédngige
alternative Promotornutzung und den Einfluss unterschiedlich genutzter cis-
regulatorischer Elemente zuriickzufiihren sind (RUNDLOF et al.,, 2004). Ob auch
Thioredoxinvarianten einer &hnlich komplexen Regulation unterstehen, ist &@hnlich
detailliert noch nicht gezeigt worden. Bekannt ist jedoch, dass ein typischer Trx-
Promotor auf Licht reagiert und eine Reihe von stressresponsive Elementen enthilt.
Thioredoxin (mRNA, Proteinsynthese und Sekretion) wird wie viele weitere

stresskorrelierte Proteine durch oxidative Stimuli induziert (HIROTA et al., 2002).
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Die im Rahmen dieser Arbeit analysierte Thioredoxin-Sequenz weist, abgesehen von
distalen und proximalen Promotormotiven, eine Reihe redox- und stress-sensitiver cis-
regulatorischer Motive in teilweiser Uberlagerung im Bereich des Markers RL17.367
auf. Es handelt sich um ethylenresponsive Elemente (ERE), anaerobe Response-
Elemente (ARE), lichtsensitive Elemente (LRE) oder Bindungsstellen fiir
Hitzeschockproteine. Fiinf TTGAC(C/T) - Elemente, sogenannte ,,W-Boxen* wurden in
5¢-Richtung der Thioredoxin-Exons E2 und E4 identifiziert. Solche W-Boxen kommen —
oft mehrfach und verstreut — typischerweise in differentiell regulierten Promotoren von
Genen der Pathogenabwehr vor (DONG et al., 2003). Sie werden von WRKY -Proteinen
erkannt und gebunden. Bei diesen DNA-bindenden Faktoren handelt es sich um eine
Familie von Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren, die durch Salicylsdure oder, davon
abgekoppelt, im Verlauf der hypersensitiven Reaktion induziert werden (YODA et al.,
2002). Es existieren auch Beschreibungen von R-Genen des NBS-LRR-Typs, die als C-
terminale Extension eine WRKY-DNA-bindende Doméne besitzen (LAHAYE, 2002)
sowie WRKY-Proteine, die wie die Ethylenresponsive-Element-Binding Proteins
(EREBP) durch den Botenstoff Geraniol induziert werden (ASHIDA et al, 2002).

Die Verteilung von W-Boxen ermdglicht in Arabidopsis mehrgleisige
Signaltransduktion (,,funktionelle Redundanz“) und die Vernetzung verschiedener
Reaktionswege bei der spezifischen Abwehr von Peronospora parasitica (KALDE et al.,
2003). Untersucht wurde die Regulation iiber W-Box-Elemente z.B. an Thioredoxin h5
aus Arabidopsis thaliana. Fiir dieses cytosolische Thioredoxin bestehen zwei
Moglichkeiten der Induktion:
(1) allgemein {iiber oxidativen Stress (bei Seneszenz, Abszision, Verwundung und
hypersensitiver Reaktion auf inkompatible Schaderreger) und
(2) W-Box-vermittelt, in unmittelbarer Reaktion auf Pathogenelicitoren, wobei einem
WRKY -Transkriptionsfaktor regulative Schliisselfunktion zukommt (LALOI et al., 2004).
Alles spricht dafiir, dass Trxh5 in Arabidopsis thaliana generell an der Reaktion auf
Stress, insbesondere aber bei der Schaderregerabwehr eine Rolle spielt. Die beschriebene
Art der Regulation gilt bisher noch als Einzelfall und Besonderheit der Thioredoxin-h-
Gruppe. Dass zwei Moglichkeiten der Induzierbarkeit existieren, wird von den genannten
Autoren nicht als Redundanz, sondern als Speziation dieser Multigenfamilie gedeutet
(ebd.).

Moglicherweise unterliegt das im Rahmen dieser Arbeit betrachtete Thioredoxin der

Weinrebe einer dhnlich mehrgleisigen Regulation auf DNA-Ebene durch duflere Stimuli.
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Hinzu kommt als Mdglichkeit eine organspezifisch differentielle Regulation, wie
folgendes Beispiel verdeutlicht: Plasmopara viticola ist eine Infektionserkrankung, von
der charakteristischerweise Beere und Blatt der Weinrebe als oberirdische
Pflanzenorgane befallen werden, die unter natiirlichen Bedingungen durch die Sporen
erreichbar sind. Was sich an Arabidopsis in vergleichenden Infektionsstudien mit
Peronospora parasitica an Blatt und Wurzel belegen lieB3, entsprach dieser Logik auf den
ersten Blick: die Wurzeln lielen keinerlei Anzeichen aktiver Abwehr erkennen, wihrend
sich bei den Bléttern der gleichen Pflanze die erwarteten Symptome der hypersensitiven
Reaktion zeigten. Doch stellte sich heraus, dass sich in beiden Organen Transkripte des
Resistenz vermittelnden RPP1-Genprodukts sowie der R-Gen-vermittelten Signalwege
nachweisen lieBen, die bislang als Ausloser aller Effekte galten (HERMANNS et al. 2003).
Zur Induktion der HR in der Wurzel reicht die Anwesenheit dieser Transkripte
offensichtlich nicht aus; es scheint weitere Wechselwirkungen zu geben, die eine HR
(und u.U. weitere Reaktionen) organspezifisch blockieren oder reprimieren konnen.

In diesem Zusammenhang ist die essentielle Beteiligung von Thioredoxin an der
Auspriagung der HR (ISSAKIDIS-BOURGUET et al., 2001; GARRIDO und GRANT, 2002) und
das Vorhandensein eines durch NSITE als ,root specific element* charakterisierten
Motivs in einem regulatorischen Bereich der Walking—Sequenz interessant, das sich in
unmittelbarer Nachbarschaft zu einer W-Box befindet und die Bindung wurzelspezifisch

regulatorischer Proteine beeinflussen konnte.

5.7.3 Thioredoxin als Schliisselkomponente bei oxidativem Stress, Zelltod und
Erhaltung der Vitalit:it

Ein funktionelles Thioredoxinsystem (Trx-S,, Thioredoxinreduktase, NADPH+H")
erweist sich bereits bei Prokaryonten als unerlésslich fiir Resistenz gegen oxidativen wie
nitrosativen Stress und ist iiberlebenswichtig (COMTOIS et al., 2003). Die zentrale Rolle
von Thioredoxin als Elektronendonor der Thioredoxin-Peroxidase in eukaryotischen
Zellkulturen unter Stress ist ebenfalls erwiesen (ANDOH et al., 2003): Sie stehen als
Bindeglied zwischen einer stressinduzierten cGMP-abhdngigen Proteinkinasekaskade
und der Aktivierung stimulusbezogener Transkriptionsfaktoren mit dem direkten Effekt
der Reduktion aktiver Sauerstoffspezies in der Zelle sowie der Hemmung redoxsensitiver
apoptoseauslosender Caspasen (ANDOH et al., 2003; UEDA et al., 2002) bis hin zum
Block des programmierten Zelltods (KATOH et al., 2004). Im Sdugersystem sind

Thioredoxine andererseits unmittelbar an der Aktivierung von NF-kappa B (und damit
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seiner Translokation vom Cytoplasma in den Kern) als Schliisselfaktor der

inflammatorischen Reaktion und p53, einem positiven Regulator des Zelltods, beteiligt.

B NF-kappa B In der hier identifizierten Thioredoxinsequenz der Weinrebe kommen
drei Zielstellen vom Typ NF-kappa B in Run8 12 (Genprodukt: peroxysomal) vor: (1)
iiberlappend mit promotorhomologen Bereichen vor Exon E2, das das aktive Zentrum
enthilt, (2) vor Exon E3, der putativen Transmembran- oder Rezeptordomine, (3) vor
Orfl7, so dass eine wechselseitige Regulation zwischen Faktoren vom Typ NF-kappa B
und Trx-Genprodukten iiber (negatives/kompetitiv hemmendes?) Feedback denkbar ist.
Im Vergleich zeigt sich, dass die Positionen der NF-kappa B-Sites in den Walking-
Varianten polymorph sind: In Run6 10 (Genprodukt: cytoplasmatisch) fehlen die drei
Zielstellen fiir einen Transkriptionsfaktor dieser Bindungsspezifitidt komplett, seinerseits
weist einzig Run6 10 ein Motiv aus apoptoseinhibitorischen Proteinen (AIP) auf (in E1).
In der Variante Run2 ist die zweite NF-kappa B-Site so stark abgewandelt, dass sich in
der NSITE-Analyse Entsprechung zu einem neuen cis-regulatorischen Motiv ergibt:
einem ,,.Defense-related ethylen responsive element™ (vgl. ALONSO und ECKER, 2001).
Spezifische differentielle Kontrolle der Varianten, z.B. iiber einen Faktor vom Typ NF-

kappa B scheint also theoretisch moglich.

m p53 Das Resveratrol der Weinrebe induziert in Gegenwart von p53 in
Zellkultur Apoptose iiber Membranpotentialinderungen und Komponenten der Caspase-
Kaskade (DORRIE et al., 2002), es stoppt aullerdem das Zellwachstum durch reversible
Arretierung des Zellzyklus (KUO et al., 2002; PARK et al., 2001).

Die divergierenden Funktionen beziiglich ROS und Zelltod konnten durch ein System
erklarbar werden, bei dem Thioredoxin an punktuellen nekrotischen Reaktionen zur
Abschottung eines lokalen Infektionsereignisses beteiligt und durch seine Mitwirkung an
der Detoxifizierung von ROS (HERBETTE et al., 2002) auch gleichzeitig angrenzendes
Gewebe zu schiitzen imstande ist. Es wiirde in diesem Fall im frilhen Stadium einer
Pathogeninfektion eine Schliisselposition einnehmen. Funktionelle und rdumliche
Kompartimentierung konnten eine Rolle spielen. TALER et al. (2004) weisen den
Peroxysomen eine zentrale Rolle in der enzymatischen Resistenzaktivierung der Blitter
von Wildarten der Melone (Cucumis melo) gegen den Erreger des Falschen Mehltau zu,
SONG et al. (2004) zeigten, dass im Cytoplasma und den Chloroplasten resistenter
Genotypen von Cucumis aktivierende und hemmende Faktoren der enzymatischen

Phytopathogenresistenz in abgestimmter Weise wirken.
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5.7.4 Differentielle Funktionalitit von Thioredoxin-Isoformen

Drei Isoformen des chloroplastidiren Trx-m aus Arabidopsis thaliana verbesserten in
einem Komplementationsassay mit Trx-defizienter Hefe die Toleranz gegeniiber H,O,
und konnen direkt als Antioxidans wirken. Unerwarteterweise 16ste eine der getesteten
Isoformen (Athm3) allerdings Hypersensitivitit bei oxidativem Stress/Gegenwart von
H,0, aus (ISSAKIDIS-BOURGUET et al., 2001). Dieser Befund kann zeigen, dass
Thioredoxin offenbar iiber Isoformen differentielle Rollen in der zelluldren Homoostasis
einnehmen bzw. diese sogar durchbrechen und zum Ausloser des lokalen Zelltods

werden kann.

5.7.5 Alternative Induktionswege fiir Thioredoxin miinden ebenfalls in Zellschutz

Thioredoxin wird auch ohne einen massiven Stresstimulus durch cAMP,
Steroidhormone/Ostrogene/Prostaglandine sowie GGA (Geranylgeranylaceton) als
kiirzlich beschriebenem spezifischem Elicitor induziert (HIROTA et al., 2002). Fiir das
antifungale Phytodstrogen Resveratrol gilt eine eigene aktive Rolle im antioxidativen
Zellschutz als erwiesen, inwieweit es als Regulator pflanzlicher Trx-Expression in Frage
kommt, ist jedoch nicht bekannt.

GGA, ein Derivat von Geranylgeranylpyrophosphat GGPP, ist das gemeinsame
Zentralmolekiil der Synthesewege des Isoprenoidmetabolismus, aus dem sich
Pflanzenhormone, Aromakomponenten, Pigmente (z.B. Carotinoide, Gibberelline,
Chlorophylle, Terpene) und Abwehrsubstanzen ableiten. Als Substrat der GGTase dient
es zur posttranslationalen Geranylgeranylisierung von Proteinen. GGA baut iiber die
Induktion von Thioredoxin und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren einen aktiven
Zellschutz auf. Dieser Schutz dient zunichst der Pflanze selber, soll aber seine
Wirksamkeit auch im menschlichen Organismus ausiiben konnen (HIROTA et al., 2002).

Es ist nach der Auffassung der Autoren sogar denkbar, dass eine eingehende Analyse
der Trx-Aktivierung dazu beitragen kann, der molekularen Basis des ,,French Paradox*
auf die Spur zu kommen. Der Begriff beinhaltet, dass Alkoholkonsum zwar
grundsitzlich gesundheitliche Risiken birgt, Rotweingenuss in Mallen, wie es in
Mittelmeerldndern zur Lebensart gehort, jedoch als gesund fiir das cardiovaskulére
System erachtet wird (ebd.). Resveratrol soll mit diesem Effekt in besonderem Malle im
Zusammenhang stehen. Fiihrt man in humaner Zellkultur kiinstlich eine Entziindung
herbei, so ldsst sich beobachten, dass Resveratrol die zellschddigende Wirkung reaktiver

Sauerstoffverbindungen reduziert, den apoptotischen Zelltod jedoch stimuliert (MARTIN
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et al., 2004), wihrend Thioredoxin ebenfalls ROS detoxifiziert, dabei aber apoptotischen
Zelltod offenbar hemmt.

5.7.6 Thioredoxin und Resistenz

5.7.6.1 Thioredoxin-Peroxiredoxinsysteme, Beeinflussung durch Pathogene und
Reaktion mit H,O,

Thioredoxinabhingiges Peroxiredoxin Q kann verschiedene Peroxide reduzieren und als
pathogenresponsives Antioxidans wirken. Die Expression des Enzymsystems der Pappel
wird bei kompatibler Interaktion unterdriickt, wihrend der hypersensitiven Reaktion
hingegen stimuliert. Sequenzbasierte Lokalisierungsanalysen verwiesen auf die
Chloroplasten als Zielorganellen; GFP-Immunolokalisierung erlaubte dariiber hinaus die
Spezifizierung auf die Chloroplasten der Schlie8zellen als Hauptwirkorte (ROUHIER et al,
2004). Dies ist insoweit interessant, als dass Spaltoffnungen potentielle Eintrittspforten
fiir pilzliche Schaderreger darstellen.

Ein Peroxidoredoxin aus S. pombe zeigt beziiglich H,O, eine besondere Art der
abgestuften Regulation: Serielle Trunkierung am C-Terminus, beobachtet in vitro und in
vivo, erlaubte die Inaktivierung, Aktivierung und erneute Inaktivierung dieser
Thioredoxin-Peroxidase. Die aktiven bzw. reaktivierten Varianten zeigen bei
gleichbleibender Kinetik deutlich abnehmende Affinitit zu H,O, bis hin zu vollig
unterbleibender H,O,-Bindung (Koo et al., 2002).

5.7.6.2 Das Thioredoxin CITRX -ein negativer Regulator pflanzlicher Pilzresistenz?
RIVAS et al. (2004) identifizierten {iber ein Yeast-2-Hybrid-System das cytoplasmatische
Thioredoxin CITRX (Cf-9-interacting thioredoxin) aus Nicotiana benthamiana, das
spezifisch das gegen den pathogenen Pilz Cladosporium fulvum gerichtete R-Gen Cf-9
erkennt. Gezieltes Silencing der CITRX-Expression fiihrte zu beschleunigter C{-9/Avr9-
vermittelter HR, verstdrkter Akkumulation von ROS, geénderter Proteinkinaseaktivitat
und allgemeiner Induktion von PR-Genen. CITRX-Reprimierung erwies sich unter
experimentellen Bedingungen also als ausreichender Faktor zur Erzeugung erhohter
Resistenz gegen Cladosporium fulvum in zuvor anfélligen Kultivaren, was die Autoren
bewog, in CITRX einen negativen Regulator der Pilzresistenz zu sehen.

Am Fall eines weiteren negativen Regulators der HR, LSDI1, lasst sich erldutern, was
zundchst paradox erscheint: LSD1 bewirkt in Peronospora-intizierten Arabidopsis-

Pflanzen eine Einddmmung der Abwehrsignalverstirkung und damit der durch RPP5

196



DISKUSSION

ausgelosten HR (RUSTERUCCI et al., 2001; vgl. S. 46). Damit wire LSD1 - wie im oben
geschilderten Fall CITRX - als negativer Regulator der Pilzresistenz zu sehen. Im
feedback-kontrollierten Zusammenspiel mit den positiven Regulatoren EDS1 und PAD4
bewirkt jedoch gerade die durch LSD1 ortsspezifisch ausgeiibte negative Kontrolle der
HR ein insgesamt positives Gesamterscheinungsbild der Pflanze, das im Sinne von
»Pathogentoleranz* oder ,,Resistenz* gewertet werden konnte.

Der Befund, dass ein Thioredoxin in Nicotiana und Lycopersicon als Regulator
spezifischer Pilzresistenz wirkt, wenn auch negativ, weist ihm eine klare
Schliisselstellung in der Pathogenabwehr zu und wirft im Rahmen der vorliegenden
Dissertation die neue Frage auf, ob in der Weinrebe ein dhnlicher — moglicherweise
negativer - Zusammenhang zwischen Thioredoxin und Abwehrreaktionen bestehen
konnte. Eine Verbindung zu LSDI1, einem GATA-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor
(DIETRICH et al., 1997) lieBe sich in der Theorie iiber zwei GATA-Bindungsmotive vor
den konservierten Thioredoxinexons E2 und E4 (in Uberlappung oder Nachbarschaft zu

Antioxidant Response Elementen) konstruieren.

5.7.6.3 Moglichkeiten natiirlicher negativer Regulation von Thioredoxin

1) Negative Regulation iiber eine putative Antisense-RNA
Der Marker AFLP RL17.367 entfdllt unmittelbar auf einen Genomabschnitt mit
Homologie zu einer mRNA aus ‘Cabernet Sauvignon‘ [>grape|CB972430], die in Bezug
auf die codierenden Bereiche des Walkings allerdings gegenldufig orientiert ist. Kénnte
man die Transkription und Existenz einer verwandten mRNA tatsdchlich auch in
‘Regent’ nachweisen, wiirde dies interessante Fragen hinsichtlich einer zusédtzlich
denkbaren Ebene der Regulation iiber einen Antisense-Mechanismus aufwerfen.

Natiirliche Antisense-RNA kann die Genexpression iiber Initiationsinhibierung, iiber
die Steuerung der unmittelbaren Degradierung der Ziel-mRNA sowie {iiber
Ribosomeninterferenz ~ beeinflussen. Das  Spezielle am  Mechanismus der
Translationsreprimierung ist seine Reversibilitit: die mRNA bleibt iiber eine bestimmte
Zeitspanne hinweg zwar geblockt, jedoch intakt und geschiitzt. Fiir die Zellen des
Gewebes bedeutet dies, in Bereitschaft fiir einen plotzlichen ,,Expression Switch® in
Reaktion auf Reize von auflen zu stehen (GoOoD, 2003).

Der Ursprung natiirlicher Antisense-RNA wird in Duplikationsereignissen mit
anschliefender Inversion gesehen. (KORNEEV und O'SHEA 2002) - in der Regel ausgelost

durch Transposons (PUIG et al., 2004).
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2) Trunkierung und abgestufte Aktivitit von Trx

Trunkierte und dennoch funktionelle Versionen von Thioredoxin kommen bei
zahlreichen Spezies vor. Am besten untersucht sind sie bei menschlichen Zellkulturen,
wo ihnen erhohte Stabilitit gegeniiber H,O,, modifizierte Aktivitdt beziiglich ihrer
Beeinflussung der Apoptose und kompetitives Verhalten zugeschrieben wird (ISSAKIDIS-
BOURGUET et al., 2001). Ein Beispiel ist humanes Trx80, das als trunkierte Form von
Trx1 auf das gleiche Gen zuriickgeht. Ob trunkierte Versionen eines Thioredoxins der

Weinrebe in vivo eine Rolle spielen, bleibt noch zu zeigen.

3) Rolle der zu einem bestimmten Zeitpunkt vorhandenen Menge von Trx-mRNA-
Varianten

Bei der differentiellen Steuerung zelluldrer Prozesse durch den Einfluss von Thioredoxin
ist der mRNA-Level verschiedener Trx-Formen offenbar eine Schliisselgréf3e. Durch
alternatives Splicing entstandene Human-Trx1-Varianten, denen zwei Exons fehlen,
werden zeitweise in der Zelle angehduft, aber nicht zu Proteinen umgesetzt. In
Anwesenheit dieser mRNA-Varianten wird das Vorhandensein von , korrekten* Trx1-
mRNAs zu fast 75% unterdriickt. Infolgedessen kann man das alternative Splicing als
Mittel interpretieren, iiber den Level an translatierbarer Trx1-mRNA bestimmte
Zellfunktionen wie Proliferation und Apoptosehemmung oder Sensitivitidt zu modulieren
(BERGGREN und Powis, 2001). Fiir Pflanzen ist ein solcher Zusammenhang bisher nicht
nachgewiesen. Auf der Basis der nun fiir ein putatives Trxl1-Homolog der Rebe

vorliegenden Sequenzdaten ist diese Moglichkeit jedoch grundsétzlich denkbar.

5.8  Thioredoxindomiinen als modulare Elemente

Auch auf der Ebene letztlich exprimierter Proteine und abgesehen von Kriterien der
Autoregulation ist bei Thioredoxin Variantenbildung wichtig. Thioredoxindoménen
konnen als wesentliche Elemente eines Redox-Modulsystems verstanden werden.
Zahlreiche multifunktionelle Enzyme enthalten Thioredoxin-Coremotive (ein CxxC-
Zentrum plus einige konservierte Aminoséuren im gleichen Exon). Thioredoxindoménen
mit Homologie zu autonomen Thioredoxin-Formen sind hiufig konservierte C-terminale
Untereinheit natiirlich vorkommender bifunktioneller Proteine, wihrend der N-Terminus
variabel ist. Beschrieben sind z.B. chimire oder modulare Proteine aus einem
Arabidopsis-Thioredoxinmodul des Typs T10P12.4 und Kinase-, Reduktase- oder
Hsp70-Chaperonuntereinheit (WITTE et al., 2000, VIGNOLS et al., 2002). Auch fiir die

Rebe ist bereits ein modulares Thioredoxin beschrieben: VIHIP- bzw. Hsp70-interacting
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protein/thioredoxin chimera [Vitis labrusca]; gb|AAK64512.1|, fiir das, parallel zu dem
hier untersuchten Trx/T10P12, ebenfalls ein Arabidopsis-Ortholog (AtHIP) existiert
(WEBB et al. 2002). VIHIP und das hier identifizierte Trx1 der Rebe weisen, abgesehen
von ihrer Zugehdrigkeit zur Gruppe der thioredoxinartigen Proteine, keine auffillige
Ahnlichkeit auf Sequenzebene auf.

Transmembrandominen als Module konnten bei dem hier beschriebenen Trx1 der
Weinrebe fiir die Expression von membrangebundenen Varianten relevant sein.
Thioredoxin galt lange als prinzipiell cytoplasmatisches Protein, bis zwei Trx-1-cDNAs
(89% Identitdt) aus einer Membranprotein-Expressionlibrary der Sojabohne isoliert
werden konnten (SHI und BHATTACHARYYA, 1996). Die Transmembranhelix befindet
sich dort in der N-terminalen Region, unmittelbar hinter dem Transkriptionsstart. Anfang
2003 wurde ein weiteres Protein mit Thioredoxinfunktion sowie Transmembranbereich
iiber die Isolation einer cDNA entdeckt und charakterisiert: das ‘Thioredoxin-related

transmembrane protein 21° des Menschen (MENG et al., 2003).

5.9  Kiritische Betrachtungen zur Bedeutung des identifizierten Thioredoxingens

Thioredoxine, die Homologe oder Orthologe des im Rahmen dieser Arbeit identifizierten
und Trx1 der Rebe darstellen konnten, nehmen erwiesenermallen eine Schliisselstellung
bei zelluldren Prozessen ein, die zur Uberlebensfihigkeit von Pflanzen in verschiedenen
Entwicklungsstadien essentiell sind. Auch die hypersensitive Reaktion zdhlt dazu, die,
wie schon im Vorfeld dieser Arbeit gezeigt wurde, fiir die natiirliche Pilzresistenz der
Weinrebe zentrale Bedeutung hat. Einiges spricht dafiir, das zunédchst nur exemplarisch
als Vertreter eines QTL-korrelierten Gens behandelte Thioredoxin unter diesem Aspekt

in vivo zu untersuchen. Doch sind vorerst auch einige Kritikpunkte zu beachten.

m  Der Marker ldsst sich dem zentralen Maximumbereich eines Resistenz-Major-QTL
zuordnen. Dennoch kann man noch nicht kategorisch ausschlieBen, dass das
Thioredoxingen zufillig getroffen wurde. Die Charakterisierung des Locus bei anderen
Sorten und die Suche nach exprimierten Thioredoxinformen und verwandten Sequenzen
im Genom der Rebe konnen weiteren Aufschluss dariiber geben, ob dieser Locus mit

Resistenz im Zusammenhang steht und wie seine Rolle dabei einzuschitzen ist.

®  Sequenzvarianten beeinflussen in Computersimulationen die Topologie und die
Vorhersage subzelluldrer Lokalisierung; in der Realitit konnen tatsachlich aber bereits
geringste strukturelle Variationen erhebliche Aktivitdtsunterschiede bis hin zum

Funktionsverlust verursachen. Auch wirken cis-regulatorische Elemente in manchen
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Fallen in vitro und in vivo unterschiedlich — oder zeigen u.U. gar keinen Effekt. Letztlich
kann also erst der Nachweis, die Isolierung und die funktionelle Charakterisierung der
abgeleiteten Proteine, evtl. ergidnzt durch Komplementationsstudien, Aufschluss tiber die
Bedeutung der identifizierten Sequenzen und ihrer Varianten in vivo geben. Dass in
‘Lemberger’ der Marker RL17.367 offenbar homozygot vorliegt, bedeutet
moglicherweise, dass ‘Lemberger® bestimmte in ‘Regent® exprimierte Varianten nicht
bilden kann.

Festhalten ldsst sich, dass der heterozygote Genotyp iiber die zusétzlichen
Moglichkeiten des Trans-Splicing die vielfdltigsten Moglichkeiten der Thioredoxin-
Variantenbildung bietet. Zwar weist ‘Regent‘ als Vertreter des heterozygoten Typs gute
Resistenz auf, wihrend ‘Lemberger: als homozygoter Markertrager pilzanfillig
eingestuft ist, doch ist dies nicht ausreichend, um auf eine unmittelbare funktionelle
Verbindung zum Markerlocus zu schliefen, dessen Rolle an der phénotypischen

Resistenzausprigung erst noch exakt zu belegen wire.

Unabhéngig von mdglichen Spekulationen ist es gelungen, auf der Basis einer zunéchst
entwickelten genetischen Markerkarte in enger Kopplung zu einem Major-QTL-
Maximum fiir Resistenz ein putatives T10P12.4-Ortholog der Weinrebe zu identifizieren,

das als Kandidat fiir die Beteiligung an der Pathogenantwort in Frage kommt.

5.10 Erginzende Betrachtungen

Die von molekularen Markern der Weinrebe in Korrelation zu QTL ausgehenden
Analysen auf DNA- und Proteinebene haben den Blick auf iiber weite phylogenetische
Distanzen hinweg konservierte genetische Systeme gelenkt. Die folgenden Uberlegungen

widmen sich einigen Aspekten dieser Zusammenhénge.

5.10.1 Wie aussagekriftig ist die QTL-Kartierung, wenn man auf die Identifikation
von Genen abzielt?
Dass die QTL-Kartierung sich als erster Schritt zur Identifizierung von Genen, die
quantitative Merkmalsausprdgung bedingen konnen, sehr gut eignet - besonders, wenn
erst wenig liber Kandidatenloci bekannt ist (MITCHELL-OLDS und PEDERSEN, 2001),
bestétigte sich. Das Auflosungsvermogen der QTL-Methode hédngt naturgemifl von
Parametern wie der Qualitit der Merkmalserfassung, dem Populationsumfang, der
GenomgroBBe und der Markerdichte ab, reicht jedoch im Normalfall nicht aus, um fiir

einen QTL definitive Aussagen iiber die Zahl beteiligter Gene zu treffen. Ebenso ist auch
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die Anzahl an ermittelten QTL als Ndherung zu sehen, bis die Genomregionen, die fiir
den kumulativen Effekt in der Phénotypenauspragung verantwortlich sind, untersucht
und voneinander differenziert sind (MACKAY und FRrRY, 1994; ZENG, 1994). Bezug
nehmend auf die Ergebnisse dieser Arbeit ist z.B. auch die Bedeutung einer Anzahl
schwécherer QTL mit LOD-Werten um 2-3 sowie mdglicher Interaktionen zwischen
verschiedenen QTL noch offen. Auf dem Weg von der QTL-Analyse zur
Charakterisierung zugehdriger Genombereiche wurde an der Basis eines Major-QTL fiir
Plasmopara viticola-Resistenz ein putatives Thioredoxingen identifiziert. Innerhalb
codierender Bereiche ausgeprigte Polymorphismen stehen moglicherweise fiir
verschiedene Allele oder Paraloge und fithren eventuell zu diversen Splice-Varianten
zugehoriger Genprodukte. Weitere Polymophismen liegen in Segmenten mit
regulatorischem Charakter. In wieweit ist es jedoch gerechtfertigt, Sequenzvariation in
codierenden oder regulativen Regionen als ursdchlich fiir die QTL-Ausprigung zu
diskutieren?

MITCHELL-OLDS und PEDERSEN (2001) liefern einen guten Interpretationsrahmen fiir
mutmafliche Zusammenhinge zwischen individuellen Unterschieden auf DNA-Ebene
und quantitativen Effekten in einer Population. Anhand ihrer gezielten in vivo-
Aktivititsstudien an Okotypen von Arabidopsis in Kombination mit QTL-Kartierung
lieBen sich zentrale Fragen zur Natur von QTL beantworten: demnach trifft es sowohl fiir
Enzymbeispiele des Zentralstoffwechsels als auch der Abwehr grundsitzlich zu, dass
einzelne QTL ganz bestimmte Reaktionssysteme beeinflussen. Thre geschickte Auswahl
der Genotypen erlaubte es, Unterschiede auf der Ebene der Enzymaktivitit eindeutig auf
Polymorphismen in regulatorischen, nicht-codierenden Genombereichen zuriickfiihren.
Auch allelische Variation regulatorischer Elemente machte sich als quantitativer Effekt
bemerkbar.

Positive Korrelation ist hdufig so deuten, dass Enzyme, die iiber ihre metabolische
Funktion in enger funktioneller Beziehung zueinander stehen, auch durch gemeinsame
Loci gesteuert werden, als gemeinsamer QTL in Erscheinung treten und — konkret - ihre
Expression durch ein gemeinsames Regulatorprotein stimuliert wird.

Die Studien belegten des weiteren, dass der Sekundidrmetabolismus einer Pflanze im
Schnitt doppelt so stark durch QTL-Effekte beeinflusst wird, wie ihre Housekeeping-
Funktionen. Resistenzeffekte eignen sich aus dieser Sicht fiir die QTL-Analyse
besonders. Insgesamt betonen die Autoren den hohen Stellenwert der funktionellen

Analyse regulatorischer Elemente und Einheiten bei der Interpretation von QTL.
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Ein unmittelbarer Nutzen der QTL-Analyse besteht darin, einzelne besonders stark
ausgeprigte Effekte kenntlich zu machen und den entsprechenden Genombereich
,handhabbar* zu machen. In der Praxis beinhaltet dies die Mdglichkeit, die Introgression
eines Locus zu iiberwachen oder QTL-tragende Chromosomenabschnitte eines
Donorelters in der Nachkommenschaft durch konservierte Muster molekularer Marker
nachzuweisen, um Zuchtmaterial zu selektieren. Die Ergebnisse der vorliegenden

Dissertation erlauben ein solches Vorhaben bereits.

5.10.2 Interpretation quantitativer Resistenzausprigung und der Begriff des
Kandidatengens

Das Gesamterscheinungsbild eines resistenten Phédnotyps wird letztlich durch ein
Zusammenspiel gleichsinnig wirkender oder auch komplementédrer Faktoren verursacht.
Die quantitative Natur eines Merkmals schlieBt nicht aus, dass es sortenspezifische
Hauptdeterminanten einer Anlage wie der Resistenz gibt oder, dass eventuell Monogene
mit ,,Bottleneck“-Funktion an Schnittstellen der Regulation fiir pleiotrope Effekte
verantwortlich sind. Auch die Kldrung solcher Fragen kann von einer QTL-Studie iiber
Untersuchungen auf DNA-Ebene zu Lokalisierung von Kandidatengenen fiithren. Im Fall
von ‘Regent’ als Resistenztriger kann man nun gezielt testen, ob sich Kandidatengene

(z.B. tiber CAPS-Kartierung) mit identifizierten QTL in Beziehung setzen lassen.

MITCHELL-OLDS und PEDERSEN (1998) erweiterten den klassischen Begriff des
Kandidatengens unter Aufgreifen eines Konzepts von HOLTON und CORNISH (1995):
Neben der Kategorie der ,,Strukturgene®, der sie in klassischer Weise proteincodierende
Loci zuordnen, fassten sie unter dem abstrakten Begriff der ,,regulatorischen Gene* alle
kontingenten Elemente wie Transkriptionsfaktoren und ihre Bindungsstellen, Promotor-
und Enhancerelemente, den Einfluss von Hormonsynthese, von Proteinkinase- und
Phosphatasesystemen, allosterische Wechselwirkungen etc. zusammen und belebten so
das abstrakte Modellkonzept ,,Gen* wieder mit neuen ,,realen* Inhalten.

Ein ,,Kandidatengen fiir Resistenz*“ konnte demnach beispielsweise fiir ein bestimmtes
PR- oder R-Gen, fiir die besonders effiziente Variante eines Genprodukts, aber auch fiir
einen aktivierenden Faktor oder ein Arrangement effektiv wirkender cis-regulatorischer
Elemente in der regulatorischen Region eines ansonsten konservierten Strukturgens
stethen. WONG et al. (2004), die Schliisselenzyme der Carotinoidbiosynthese als

Kandidatengene im Zentrum von Major QTL lokalisierten, entschieden sich ebenso wie
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schon THORUP et al. (2000) unter Verweis auf die lebenswichtige Integritit und

Funktionalitédt der Carotinoidstrukturgene fiir diese Interpretation.

Der im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Thioredoxinlocus kdnnte einen regulierenden
»Faktor® reprdsentieren, der seinerseits komplex kontrolliert ist. Von CITRX (Cf-9-
interacting thioredoxin) weil man bereits mit Gewissheit, dass es in Nicotiana
benthamiana mit einem Resistenzgen interagiert und sich im Experiment als Resistenz-

Regulator zeigt (vgl. Rivas et al., 2004).

5.10.3 Uberlegungen zu pflanzlicher Pilzresistenz

Resistenz kann nach dem augenblicklichen Stand der Forschung als Vereinbarkeit einer
effektiven lokalen Pathogenantwort mit der Erhaltung der Vitalitit interpretiert werden.
Qualitative Resistenz kann durch Schliisselstrukturgene ermdglicht werden, die dominant
(z.B. 13 gegen Falschen Mehltau gerichtete R-Gene aus Lactuga sativa; MICHELMORE et
al., 1985), rezessiv (z.B. mlo — vermittelte Resistenz gegen Echten Mehltau in Hordeum
vulgare), intermedidr (z.B. das gegen Falschen Mehltau wirksame P45 aus Cucumis
melo; ECKARDT, 2004 und Referenzen darin) in additiver oder komplementirer Weise
wirken (ebd.). Quantitativ variierende Resistenz konnte durch das Zusammenwirken
solcher Gene in Interaktion mit vorhandenen positiven und negativen Modulatoren sowie
dem FEinfluss regulatorischer Elemente erkldrbar sein. Simultan miissen in benachbarten
Geweben oder sogar Zellen Homoostasis und Extrem, lebenserhaltende Funktionen und
gesteuerter Zelltod ablaufen konnen. Dies erfordert Flexibilitét.

Pflanzen miissen generell durch ein breites Spektrum an Abwehrmoglichkeiten und eine
groBe Bandbreite der Stoffwechselmodulation die Nachteile der Standortfixierung

ausgleichen. Dazu gehoren im Fall erfolgreicher Pathogenabwehr

» die Bereitstellung von Vorstufen abwehraktiver Komponenten und Effektormolekiilen

(was in einer Art systemischer Pradisposition miinden wiirde),

= die Variantenbildung und die beschleunigte Evolution betreffender Genombereiche,

um der Anpassungsfahigkeit eines Schaderregers schnell entgegenwirken zu konnen,
= die Entwicklung von effizienten Modulsystemen zur Schonung von Ressourcen,

= differentielle Regulationsmechanismen, um  Signaltransduktionswege auf
verschiedenen Ebenen zu aktivieren, zu optimieren und pathogeninduzierte Blockaden

zu umgehen.
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In diesen skizzierten Rahmen passt auch, was iiber Thioredoxine bekannt ist, bzw. sich

im Verlauf der Dissertation abgezeichnet hat.

5.10.4 Ubergreifende Gemeinsamkeiten im Organismenreich

Viele grundlegende Stoffwechselinstrumentarien sind iiber enorme evolutive Spannen
hinweg konserviert, denn Stimuli wie oxidativer Stress sind universell. So steuern bei
Pflanze und Tier dhnliche wirksame Prinzipien die Reaktion auf Verwundung und
Entziindung. Die gesundheitsférdernde Wirkung vieler pflanzlicher Heilmittel, darunter
polyphenolhaltige Extrakte, ldsst sich damit verstdndlich machen. Kompatible
Wechselwirkungen erstrecken sich bis auf die Ebene der Genregulation: Beispielsweise
kann das Resveratrol der Weinrebe in Sdugerzellsystemen die Wirkungsweise des
Ostrogens entfalten und sogar weit iibertreffen (BHAT et al., 2001); pflanzliche
Homdoboxtranskriptionsfaktoren wie Zmhox! besitzen Untereinheiten, die separat
agierenden Wirbeltiertranskriptionsfaktoren entsprechen (BELLMANN und WERR, 1993)
und anti-apoptotische Gene aus Tieren bewirken in transgenen Pflanzen multiple
Resistenz (DICKMAN et al. 2001).

Die Parallelen zwischen Signalkomponenten bei Pflanze und Tier, z.B. solchen der
Entziindungsantwort, bestehen also nicht nur auf der Ebene von Sequenzhomologien,
sondern auch funktionell. Sie werden noch vorsichtig als ,,Analogien” bezeichnet
(BERGEY et al., 1996), etwa wenn das Immunsystem der Tiere mit der (systemischen)
Resistenz der Pflanzen verglichen wird. Die Klassifizierung mit Begriffen der
vergleichenden Genetik (homolog, ortholog etc.), die sich auch iiber weite taxonomische
Spannen hinwegsetzt, findet jedoch immer mehr Akzeptanz. Organismeniibergreifende
Ahnlichkeiten kdnnen, wie in den oben aufgefiihrten Beispielen, Anregung liefern, um
ein neu entdecktes oder nur unvollstindig charakterisiertes System zu untersuchen und

verstehen zu lernen.

5.10.5 Besonderheiten von Pflanzen

Trotz vieler Gemeinsamkeiten darf man Unterschiede zwischen Pflanze und Tier wie
auch Unterschiede von Pflanze zu Pflanze nicht aus dem Blick verlieren. Der
Stoffwechsel der Pflanze als sessilem Organismus muss in komplexer und flexibler
Weise auf Umweltfaktoren reagieren konnen, um den Mangel an Mobilitit zu
kompensieren. Als logische Konsequenz ldsst sich bei Pflanzen eine

Stoffwechselversatilitdt beobachten, die sich selbst bei verwandten Taxa in erheblichen

204



DISKUSSION

Unterschieden duBern kann. Daher hat sich bei der Bewertung der Ubertragbarkeit
mancher Metabolismusfunktionen und ihrer Regulation Erniichterung eingestellt. Ein
Beispiel fiir ein System, das sozusagen ,,aus dem Rahmen fillt“, ist die endogene
Gibberellinwirkung der Rebe: anders als bei den meisten Pflanzen, auch Arabidopsis, wo
dieses Phytohormon die Bliite fordert, hemmt es die Entwicklung von Infloreszenzen

(,,Gescheinen®) bei Vitis (BOsS und THOMAS, 2002).

5.10.6 Ausblick

Die vorgestellten Resultate bieten eine gute Grundlage fiir die vertiefende
Charakterisierung der Pilzresistenz von ‘Regent’ wie auch fiir intervarietale Studien.
Vergleiche bisheriger QTL-Kartierungen geben Anlass zu der Vermutung, dass
Pilzresistenzen der Rebe spezifisch iiber wenige ,,Resistenztragerchromosomen® vererbt
werden (ZYPRIAN et al., 2003, MARINO et al., 2003; FISCHER et al., 2004). Ein Beleg
dieser These widre von unmittelbarer Relevanz fiir die moderne Rebenziichtung.
Weiterfithrende Arbeiten konnten die Feinkartierung von QTL-Bereichen, zusitzliche
Walking-Experimente sowie die Entwicklung und Validierung iibertragbarer SCAR-
Marker einschlieen. Gelingt es, aussagefdhige SCAR-Marker in enger Kopplung zu
Schliissel-Loci zu entwickeln, so ldsst sich das Durchmustern einer grofen Anzahl von
Samlingen kiinftig weiter vereinfachen und auch prézisieren. Zum Stand dieser
Dissertation ist die direkte Ableitung von SCAR-Markern aus AFLPs deshalb noch etwas
schwierig, weil sich in Frage kommende Markersequenzen durch repetitive Elemente der
Primerentwicklung fiir die Routineanwendung entziehen. Gegenwirtig besteht allerdings
schon die Moglichkeit, spezifische Markerprofile aus der QTL-Analyse zu screenen und
— z.B. iiber Batch-Verfahren - mit qualitativer Resistenz zu korrelieren. Die genauere
Untersuchung des identifizierten Thioredoxinlocus und die Charakterisierung moglicher

Genprodukte erscheinen ebenfalls interessant.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

153 Nachkommen einer Kreuzung aus der pilzresistenten Rebsorte ‘Regent® und ‘Lemberger* als
pilzsensitiver Sorte zeigen quantitative Merkmalsvariation beziiglich der Resistenz gegen
Plasmopara viticola und Uncinula necator sowie fiir Eigenschaften die z.B. das Eintreten der
Beerenreife betreffen.

Auf dem Weg iiber die genetische Kartierung mit molekularen Markern und der Lokalisierung
von QTL-Effekten konnten Hinweise auf weinbaulich relevante Genomregionen gewonnen
werden; dies liefert z.B. die Basis fiir markergestiitzte Selektion bei Zuchtvorhaben mit dem
Resistenztrager ‘Regent’ (vgl. auch FISCHER et al., 2004). Ein Major-QTL fiir die Resistenz
gegen den Echten Mehltau Uncinula necator sowie zwei Major QTL fiir die Resistenz gegen den
Erreger des Falschen Mehltau, Plasmopara viticola, traten mit hoher Signifikanz auf drei
verschiedenen Kopplungsgruppen von ‘Regent’ auf. Auch Regionen mit Relevanz fiir das
Eintreten der Beerenreife wurden beschrieben.

Uber die Isolierung, Sequenzierung und anschlieBende Analyse einzelner Markerfragmente ist
es gelungen, ein putatives T10P12.4-Ortholog der Weinrebe in enger Kopplung zu einem Major-
QTL-Maximum fiir Plasmopara viticola-Resistenz zu identifizieren, das als Kandidat fiir die
Beteiligung an der Pathogenantwort in Frage kommt. Es konnte exemplarisch gezeigt werden,
dass die eingesetzten Methoden der Kartierung und QTL-Analyse unter Verwendung PCR-
basierter Markertypen wie SSR und AFLP und einer beschleunigten Analyse {iber
computergestiitzte Kapillargelelektrophorese in vertretbarem Zeitrahmen bis zur Isolation
potentieller Schliisselgene fithren konnen. Die grundsétzliche Eignung der QTL-Analyse als
effizientes Werkzeug gezielter Ziichtungsplanung fiir den Weinbau bestétigte sich. Ihre
Anwendung im Rahmen der vorliegenden Dissertation hat die Basis fiir die Nutzung von QTL-
Information bei dem Vergleich etablierter und der Entwicklung neuer Sorten gelegt und zum
Verstindnis von Prozessen beigetragen, die den betrachteten Eigenschaften wie der Pilzresistenz
moglicherweise zu Grunde liegen. Ein groBer Teil der gewonnenen Daten bringt auch die
Untersuchungen anderer Kultivare voran und ist intervarietal {ibertragbar. Dariiber hinaus haben
sich Chancen fiir vergleichende Studien zwischen der Weinrebe einerseits und der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana sowie weiteren Kulturpflanzen andererseits abgezeichnet.

Die Hinweise auf die zentrale Rolle und universelle Natur des Redox-Signalling haben
interessante  Perspektiven zum  Verstindnis organismeniibergreifender physiologischer
Zusammenhinge erdffnet. Dies betrifft z.B. auch die Reaktion auf Verwundung oder die
Pathogenantwort. Es handelt sich moglicherweise um eines der friihesten in der Evolution
etablierten und konservierten Reiz-Reaktionsmuster iiberhaupt, das selbst fiir die artifizielleren

Methoden moderner Pflanzenziichtung nicht an Relevanz verliert.
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ANHANG

ANHANG
Anhang I
Sequenzen isolierter AFLP-Fragmente aus je zwei Individuen (schwarz/blau) im Abgleich.
Abweichende Nukleotide sind rot/rosa hervorgehoben. Die Zuchtstimme bzw.

Individuen der Kreuzungspopulation, aus denen die Fragmentsequenz ermittelt
wurde, sind in eckigen Klammern angegeben.

R8.266 [91-011-0103] Uberlappender Bereich: 221 Pos.
R8.266 [91-011-0133] Abweichend: 2 nt (0,9%)

CGAT] CCTGCATGGGAGCATGTTTCTAAAGAAAGATATGCAAATGGAAGAAAAAC
CCTGCATGGGAGCATGTTTCTAAAGAAAGATATGCAAATGGAAGAAAAAC

TCTGATTTGTTTGTATTGTAAAAA— TTACAAAAGGTGGGGGTATTCATA
TCTGATTTGTTTGTATTGTAAAAAGATTACAAAAGGTGGGGGTATTCATA

GAATGAAACAACATCTTGCTGGAGTGAAAGGAGATATTGGTCCATGTAAA
GAATGAAACAACATCTTGCTGGAGTGAAAGGAGATATTGGTCCATGTAAA

TCGATTTCTCTTGATGTCAGATTTCGAATGGAAAATTCTTTACAAGAGTT
TCGATTTCTCTTGATGTCAGATTTCGAATGGAAAATTCTTTACAAGAGTT

TGTGAATTGGTACGCAGACAG
TGTGAATTGGTACGCAGACAT

R17.186.[91-011-0016] Uberlappender Bereich: 147 Pos.
R17.186.[91-011-0303] Abweichend: 18 nt (12%)
GCATGCAAGCAA---—-CGAGCTTCTGGCAT

GCTGGTAGCTGCCTATTGCAACGT ] GCATGGTAGCAAGAAACGAGCTTCTGGC-T

GTTCACCGCTATGAAGGGGCATTAAGTTTCCCTTGAGAACTCCAGTAGCA
GTTCACCGC-ATGAAGT-GCATTT-CTTTCCCTTGAGAACTCCAGTAGCA

GACTAAAATCCTATTGGCCATGGGCAAATGGGATGCATCTGGCTTTCCTG
G-CTAAAATC-TATTGTCCATG-GCAAATG-GATGCATCTGGCTTTCCTG

TCTTCATGAATTGGTAC [TGAATGTCACCATGCTC
TCTTCATGTATTGGTAC
R017.250.[91-011-0009] Uberlappender Bereich: 215 Pos.

R017.250.[91-011-0018] Abweichend: 3 nt (1,4 %)

G]TTTAGTACTGCCTCCTTGACAGTGGACCTTTTTTGGGTTGTCTGAAACTC
GGTAGTACT-CCTCCTTGACAGTG-ACCTTTTTTGGGTTGTCTGAAACTC

AAACCGGAGTTGCATTATCCTTTCTCTTGATGATGCAGAGAAGATTTTCT
AAACCGGAGTTGCATTATCCTTTCTCTTGATGATGCAGAGAAGATTTTCT

CTAAGGCGGACCATGCCGCATGAGAAGTTTGGTGGCCGATTATCTAGCTC
CTAAGGCGGACCATGCCGCATGAGAAGTTTGGTGGCCGATTATCTAGCTC

ATTATTTCTGGTGTGAGTGAGGAATAGAGCCAACTGAGTATCATCCTATC
ATTATTTCTGGTGTGAGTGAGGAATAGAGCCAACTGAGTATCATCCTATC

ATACCTTCTCCAGTG
ATACCTTCTCCAGTG[ATTAAATTGGTACAACAGTCA
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Anhang I1

Sequenzen der isolierten AFLP-Fragmente, erginzt durch die Ergebnisse der Motivrecherche und

Homologieanalyse mittels der Analyseprogramme MEME, NSITE und BLAST.

Gefundene Motive sind durch Balken und Pfeile (zusitzliche Angabe der Orientierung des Motivs)

hervorgehoben.

AFLP-Fragment R2.177

Kopplungsgruppe: R1 (IGGP16)
QTL-Korrelationen: Major QTL fiir Beerenreife; QTL fiir Botrytis cinerea-Toleranz
10 20 30 MEME+7 40 50 60

gatccgatcalcttgcatgagtcectgalctaalcttgatgagtectgalataalcttgatgagtc]
ctaggctagtgaacgtactcaggactgattgaactactcaggacttattgaactactcag

Elicithox E Elicitbox E Elicithox E
70 80 90 100 110 120
Evening element ~G-Box
MEME+7 Sko 1-Repressor bs

[ctgattaalcttgatgagttcectgalttaglcttagatgaaatctataatacgtgatcatate
gactaattgaactactcaaggactaatcgaatctactttagatattatgcactagtatag

Elicitbox E Mcml - bs USF - bs / Msn4 - bs
G-Box
130 140 150
Sp1-Bs
MEME+5 P3-Promotor

tgagttcttggtctag|tgtgaattggtgcgcgggca|cc

actcaagaaccagatcacactacgcgcccgtgg
CAAT-Box
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AFLP-Fragment R8.266

Kopplungsgruppe: R16 (IGGP15)
QTL-Korrelation: Major-QTL fiir Uncinula necator-Resistenz an Blatt und Beere, QTL fiir
Botrytis cinerea-Toleranz und fiir Beerenzahl pro Traube

1 10 20 30 40 50 60
cctgcatgggagcatgtttctaaagaaagatatgcaaatggaagaaaaactctgatttgt
ggacgtaccctcgtacaaagatttctttctatacgttt&ccttctttia:gagactaaaca

Octamer-Element STEI2 - bs

Homologie zu Tagl-Transposase-ORF

61 70 80 90 100 110 120
ttgtattgtaaaaagattacaaaaggtgggggtattcatagaatgaaacaacatcttgcet

aacataacatttttctaatgttttccaccececcataagtatcttactttgttgtagaacga
Seed specific enhancer Atperl

Mig-1 - Repressor Pit-1a - bs
cAMP-responsives Element

Growth factor/KGF-Repressor - bs

Octl-bs PFK-Promotorelement
> — > CUP2 — Metallothionein - bs

—>
121 130 140 150 160 170 180
ggagtgaaaggagatattggtccatgtaaatcgatttctcttgatgtcagatttcgaatg
cctcactttcctctataaccaggtacatttagctaaagagaactacagtctaaagcttac
API - bs
Homologie zu DEAD box Protein

>
HBV-Enhancer

181 190 200 210 220
gaaaattctttacaagagtttgtgaattggtacgcagacag
cttttaagaaatgttctcaaacacttaaccatgcgtctgtc

AFLP-Fragment R18.233

Kopplungsgruppe: R16 (IGGP15)
QTL-Korrelationen: S.0.
Motiv aus Resistenzgen-Cluster
Homologie zu Ring Finger Proteinen G-box
10 20 30 40 50 60

gagcctatctgtaaggtattttgcatgtccaagcaaccatatggaagattggtgcgtgea
ctcggatagacattccataaaacgtacaggttcgttggtataccttctaaccacgcacgt
G-Box
70 80 90 100 110 120
ggcttctatgttacctggtaagtctatgtggtctgcatatattctgaactactgctaaat
ccgaagatacaatggaccattcagatacaccagacgtatataagacttgatgacgattta

130 140 150 160 170 180

Evening element
TATA-Box

ggcgtcttgccaaacacagggtaacacagctgttgctgcattagggattctgtt
ccgcagaacggtttgtgtcccattgtgtcgacaacgacgtaatccctaagatatttacaa

190 200
gtcctgggattgttagaagctgttaga
caggaccctaacaatecttcgacaatct

Aktivatorsequenz
(Octamer-Motiv)
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AFLP-Fragment R17.186

Kopplungsgruppe: R6 (IGGP 7)
QTL-Korrelation: Major-QTL fiir Beginn der Beerenreife, QTL fiir Botrytis cinerea-Toleranz,
Beerengrofe, Axillartriebbildung

10 20 G-Boxen 30 40 50 60
&5
gctggtagctgcctattgcaacgtgcatggtagcaagaaacgagcttctggctgttcacce
cgaccatcgacgg}a}(taacgttgcacgjiaccatcgttctttgctcgaagaccgacaagtgg

G-Box CUP2-bs Zmhoxla-bs  Aktivatorsequenz

<+—
gcatgaagtgcatttctttcccttgagaactccagtagcagctaaaatctattgtccatg
cgtacttcacgglaaagaaagggaactcttgaggtcatcgtcgat|tttagataacaggta|c

G-Box * MEME-6
IlIlllllllIlIlllllllIlIlllllllllIlllllllllIlllllllllIlIlllllllIlIlllllllIlIlllllllIlIllllllllllllllllllllll% lllllllllllllllllllll
130 140 150 160
G-Box Homdobox-Promotormotiv (fiz) MEME+2

gcaaatlggatgcatctggctttectgtettecatgtattggtad

G-Box CArG-Box

Erliduterungen:
* bezeichnet Stop-Codons, die den Bereich mit Homologie zu Proteinasen (sseees.....) unterbrechen.
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AFLP-Fragment RL17.367

Kopplungsgruppe: R9 (IGGP18)
QTL-Korrelationen: Major QTL fiir Plasmopara viticola-Resistenz
10 20 30 40 50 60
G-Boxen Root specific element

tggcgttggttttacacaecgtttgactctattgaattatactttttcacgggattageca
accgcaaccaaaatgtgtgcaaactgagataacttaatatgaaaaagtgccctaatcggt

<
70 80 90 100 110 120

MEME-4
etgaaggttttctctttggcataggajgagatgtetacagaatibiciictacatitata.
tacttccaaaagagaaaccgtatcctctctacagatgtc|ttaaaagaagacgta|aatat

Homologie mit mRNA aus Cabernet Sauvignon MEME+6
130 140 150 160 170 180
CArG-Box —SP"/ bs CRP-Promotor Major late Promotor

caatgcatggttgggcctcaggtatgtacagtggcaccatagtcaaatggttatettggt
gttacgtaccaacccggagtccatacatgtcaccgtggtatcagtttaccaatagaacca
«—

RY-Sequenz Lichtresponsives Element
190 200 210 220 230 240
Motiv aus FUS/TLS - Transmemembranproteinen Motiv aus Coiled-coil-Proteinen

tttcactgtacttttgattgtatttttcttttggttgttctattgccactagtttattta
aaagtgacatgaaaactaacataaaaagaaaaccaacaagataacggtgatcaaataaat
Poly-Adenylierungsstelle

250 260 270 280 290 300
ttttttatgttctaatttctttgttactattcctgtctgatgaattggtaccgcaatcac
aaaaaatacaagattaaagaaacaatgataaggacagactacttaaccatggcgttagtg

ADH, proximaler Promotor GATA-1
Anaerobes Response
cececeece Element B6 - bs
9999999
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Anhang II1

Sequenzen der gen- bzw. fragmentspezifischen Primer fiir das PCR-Walking
ausgehend von AFLP-Fragment RL.17.367:

AuBere fragmentspezifische Primer:

GSP1: in Leserichtung der Trx-Sequenz (zur 3‘-Border)
5 TGGTTTTACACACGTTTGACTCTATTGAATTATACTTTTTCACGGG 3¢

GSP3: in Gegenrichtung der Trx-Sequenz (zur 5°-Border)
5 AGTACAGTGAAAACCAAGATAACCATTTGACTATGGTGCC 3¢

Innere fragmentspezifische Primer (,,nested‘):

GSP2: in Leserichtung der Trx-Sequenz (zur 3°-Border)
5 TCTACAGAATTTTCTTCTGCATTTATACAATGCATGGTTGGGC 3¢

GSP4: in Gegenrichtung der Trx-Sequenz (zur 5°-Border)
5¢ ACCATTTGACTATGGTGCCACTGTACATACCTGAGGCCC 3¢

Anmerkung:
Die Sequenzen der inneren und dufleren Adaptorprimer wurden unverdndert aus dem
GenomeWalker™ Kits User Manual PT1116-1 (Clontech, Palo Alto, USA, 1999)
iibernommen.
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Den rechten Handschuh konnte man an die linke Hand ziehen,
wenn man ihn im vierdimensionalen Raum umdrehen konnte...

(Ludwig Wittgenstein)
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