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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die meisten bisher klonierten pflanzlichen Resistenzgene gehéren zur NBS
(,Nucleotide Binding Site’)-LRR (,Leucin Rich Repeat’)-Klasse. Die NBS-
LRR-Gene sind insgesamt sehr divers, jedoch gibt es innerhalb der NBS-
Region sogenannte konservierte Motive, die allen Genen dieser Klasse eigen
sind. Mit Hilfe von degenerierten Primern, die an diese konservierten Motive
binden, kénnen Sequenzen mit Ahnlichkeit zu den bekannten NBS-LRR-
Genen aus verschiedenen Pflanzenarten isoliert werden. Solche Sequenzen
werden als Resistenzgenanaloga (RGA) bezeichnet.

Die alleinige Funktion, mit der NBS-Sequenzen bisher in Verbindung ge-
bracht werden konnten, ist die Beteiligung an Abwehrreaktionen gegen ver-
schiedene Pathogene. RGA sind in Pflanzen in grof3er Anzahl vorhanden
und im Genom haufig in Clustern angeordnet. Sie sind oftmals in der Nahe
von Resistenzgenen lokalisiert oder stellen selbst einen Teil funktioneller
Resistenzgene dar.

Der Ansatz uber RGA bietet eine Alternative zu den bisher praktizierten zeit-
aufwendigen, arbeits- und kostenintensiven Verfahren der Resistenzgen-
Isolierung. Mit Hilfe dieses Ansatzes ist es gelungen, Resistenzgene aus
Arabidopsis, Flachs und Weizen zu klonieren. Zudem eignen sich RGA als
molekulare Marker flr Resistenz in der Markergestitzten Selektion zur Ver-
kirzung des Selektionsprozesses resistenter Genotypen. DarUber hinaus
verschafft die phylogenetische Analyse der RGA in verschiedenen Pflanzen
Einblicke in die Evolution der Resistenzgene.

In der vorliegenden Arbeit wurden NBS-LRR-RGA aus Rosen isoliert und
eine umfangreiche RGA-Bank bestehend aus ca. 7000 Klonen wurde ange-
legt. Einhundertsiebenunddreillig Klone sind sequenzanalytisch naher unter-
sucht worden, die restliche RGA-Bank wurde durch Kolonie-Hybridisierung
zu 67 % charakterisiert. Vierzig verschiedene RGA-Familien unterschied-
licher Grolze wurden identifiziert. Zwei Drittel davon gehorten der TIR (, Toll-/
Interleukin 1-Rezeptor’)-Gruppe der NBS-LRR-Gene an, ein Drittel der LZ
(,Leucin Zipper')-Gruppe. Die Mitglieder einer Familie waren auf DNA-
Sequenz-Ebene zu mindestens 80 % identisch. Die Aminosauresequenz
(AS)-ldentitat zwischen Mitgliedern der verschiedenen Subgruppen betrug
maximal 68 % bei den TIR-RGA und 53 % bei den LZ-RGA. Die TIR-RGA
zeigten eine relativ hohe Ahnlichkeit mit dem Tabak-Resistenzgen N gegen
den Tabakmosaikvirus und dem Flachs-Resistenzgen M gegen Melampsora
lini, die beide der TIR-NBS-LRR-Klasse angehoren (42,3 bzw. 31,6 % AS-
Identitat). Die LZ-RGA waren jeweils zu etwa 27 % mit den LZ-NBS-LRR-
Genen Xal1 aus Reis gegen Xanthomonas oryzae und RPM1 aus
Arabidopsis gegen Pseudomonas syringae identisch.

Zwischen den TIR- und LZ-RGA aus Rosen zeigte sich ein eindeutiger phylo-
genetischer Unterschied. Aus der phylogenetischen Analyse zusammen mit
Resistenzgenen und RGA aus anderen Pflanzen ging hervor, dass es fur die
Evolution der Rosen-RGA vermutlich mindestens vier verschiedene Start-
punkte gab, und zwar vor der Trennung der Gymnospermen und Angiosper-
men, vor der Abtrennung der Rosaceae von den anderen Angiospermen,
nach der Abtrennung der Rosaceae von den anderen Rosidae und nach der
Abtrennung der Gattung Rosa von den anderen Rosaceae.
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Bei 75 % der untersuchten RGA handelte es sich um komplexe Loci mit
hoher genomischer Kopienzahl, es gab aber auch einige ,single-’ und ,low-
copy’ Loci. Es bestand keine Korrelation zwischen der Kopienzahl im Genom
und der Grofde der Familien in der RGA-Bank.

Eine Vielzahl der RGA konnte in die Chromosomenkarten zweier Rosen-
Kartierungspopulationen integriert werden, in denen auch Resistenzgene
gegen den Sternrufdtau und den Echten Mehltau sowie QTL (,Quantitative
Trait Loci’) fur Resistenz gegen den Echten Mehltau kartiert sind. In beiden
Kartierungspopulationen waren einige RGA in der Region des Resistenzgens
Rdr1 gegen den Sternruf3tau lokalisiert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit zu
dem Rdr1 umgebenden Resistenzgencluster gehoren. Diverse RGA-Cluster
wurden identifiziert, von denen eines auf Chromosom 7 aufgrund seiner
Grofle besonders auffiel. Dieses Cluster kann als ,Hotspot’ fur noch nicht
charakterisierte Rosen-Resistenzgene angesehen werden. Die RGA-Cluster
waren in den meisten Fallen homogen, d. h. ihre Mitglieder gehdrten der-
selben Familie an, aber auch heterogene Cluster mit RGA unterschiedlicher
Familien wurden identifiziert. Diverse RGA fielen in genomische Regionen
zusammen mit QTL fur Resistenz gegen den Echten Mehltau und sind somit
vermutlich an der Abwehrreaktion gegen dieses Pathogen beteiligt.

Die Verteilung der RGA auf den Chromosomen gibt Aufschluss daruber,
dass wahrend der Resistenzgenevolution im Zuge der Genvervielfaltigung
unterschiedliche Duplikationsmechanismen eine Rolle gespielt haben
mussen, namlich Tandem-, ektopische und segmentale Duplikation.

Einige RGA zeigten nach Sternruftau-Infektion in Rosenblattern eine
deutlich erhdhte Expression. Diese RGA spielen vermutlich entweder in der
induzierten, spezifischen Resistenzreaktion selbst oder bei der im Anschluss
etablierten SAR (,Systemic Acquired Resistance’) zur unspezifischen langer-
fristigen Pathogenabwehr eine wichtige Rolle.

Die Analyse von RGA wurde bisher an einer Vielzahl unterschiedlicher
Pflanzen durchgefuhrt, wobei der Schwerpunkt eindeutig auf den 6kono-
misch bedeutenden landwirtschaftlichen Kulturen, wie z. B. Weizen, Gerste,
Mais und Soja, lag. Daneben gab es aber auch diverse Studien mit
exotischeren Kulturen, wie Cifrus, Kaffee, Kakao und Zuckerrohr, die sicher-
lich in ihren heimischen Gebieten einen enormen Stellenwert besitzen und
von daher wichtige Objekte flr die Resistenzforschung sind.

Die vorliegende Arbeit ist die erste RGA-Studie bei Rosen. Die hier erarbei-
teten Ergebnisse stellen neben den RGA-Analysen in Pyrus und Malus eine
Wissensbereicherung auf dem Gebiet der Rosaceae dar und geben erste
Einblicke in die Diversitdt und Genomorganisation der NBS-Sequenzen bei
Zierpflanzen. Die Ergebnisse der phylogenetischen Analysen der Rosen-
RGA zusammen mit Resistenzgenen und RGA aus anderen Pflanzen ver-
vollstandigen die bisher an anderen Arten durchgefuhrten Evolutionsstudien.
Die umfangreiche RGA-Bank kann kunftig als Basis fur die Resistenzgen-
Isolierung bei Rosen genutzt werden. Die RGA-Kartierung bietet dartber
hinaus wichtige Anhaltspunkte bezuglich der Lage potentieller neuer Rosen-
Resistenzgene.

Weiterhin sind die RGA-Sequenzen zur Konversion in Marker fir Resistenz
nutzbar, um fur die Selektion resistenter Genotypen im Zichtungsprozess
eingesetzt zu werden.

Schlagwdrter: Rose, Resistenz, Resistenzgenanaloga (RGA)
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Abstract

Most of the so far cloned plant disease resistance genes belong to the
‘nucleotide binding site’ (NBS)-‘leucin rich repeat’ (LRR) class. The NBS-LRR
genes as a whole are very diverse, but within the NBS region there are so-
called conserved motives that are abundant in all genes belonging to this
class. Sequences with similarity to known NBS-LRR resistance genes can be
isolated from a wide range of plants with degenerate oligonucleotide primers
that hybridize to these conserved NBS motives. Those sequences are called
‘resistance gene analogs’ (RGAS).

In plants the only function attributed to NBS sequences so far is in pest and
disease resistance. RGAs are highly abundant in plants and genomically
often arranged in tightly linked clusters. In many cases they are located in
close vicinity to resistance genes or are even part of functional resistance
genes themselves.

The RGA approach provides an alternative strategy to the so far applied
time- and labour-consuming and cost-intensive processes of resistance gene
isolation. With the RGA approach resistance genes were cloned successfully
from Arabidopsis, flax and wheat.

Furthermore, RGAs can well be exploited as molecular markers for
resistance during the ‘marker assisted selection’ (MAS) to shorten and
facilitate the selection of resistant genotypes.

In addition, the phylogenetic analysis of RGAs in different plants provides
information about the evolution of resistance genes.

In the present study NBS-LRR-RGAs were isolated from roses. An extensive
RGA library with about 7000 clones was constructed. One hundret and thirty-
seven clones were analysed in detail by sequencing, the remaining part of
the RGA library was characterized via colony-hybridization by 67 %. Forty
different RGA families of variable size were identified. Twenty-seven of them
were of the TIR (‘toll-/ interleukin 1-receptor’), thirteen of the LZ (‘leucin
Zipper’) type.

Members within one family shared a nucleotide sequence identity of at least
80 %. The amino acid sequence identity between members of the different
subgroups maximally amounted to 68 % for the TIR-RGAs and 53 % for LZ-
RGAs.

TIR-RGAs showed a relatively high similarity to the tobaco N-gene confering
resistance against tobaco mosaic virus and the flax M-gene against
Melampsora lini (42.3 and 31.6 %, respectively), both belonging to the TIR-
NBS-LRR class of resistance genes. LZ-RGAs were identical by about 27 %
to the LZ-NBS-LRR genes Xa17 of rice against Xanthomonas oryzae and
Arabidopsis-RPM1 against Pseudomonas syringae.

The TIR and LZ group of the rose RGAs showed a clear phylogenetic
separation. The phylogenetic analysis of the rose RGAs together with
resistance genes and RGAs from other plants revealed that there probably
existed four different starting points for the evolution of the rose RGAs: prior
to the split of the gymnosperms and angiosperms, prior to the separation of
the Rosaceae from the other angiosperms, after the separation of the
Rosaceae from the other Rosidae and after the separation of the genus Rosa
from the other Rosaceae.

VI



Abstract

About 75 % of the analysed RGAs were very complex loci with a high copy
number in the rose genome, but single- and lowcopy loci were also found. No
correlation was observed between the copynumber of the RGAs in the
genome and the size of the RGA family in the RGA library.

A multitude of the RGAs was integrated in the chromosome maps of two rose
mapping populations, in which there are mapped single dominant resistance
genes against black spot and powdery mildew as well as several ‘quantitative
trait loci’ (QTL) for resistance against powdery mildew.

In both populations RGAs were located in the region around the black spot
resistance gene Rdr1, which are most probably members of the resistance
gene cluster around Rdr1.

Several RGA clusters were identified, of which one on chromosome 7 was
especially striking because of its size. This cluster can be regarded as a
‘hotspot’ for not yet characterised rose resistance genes.

Mostly, the RGA clusters were homogenius, i. e. the members belonged to
the same family, but heterogenious cluster with RGAs of different families
could also been observed.

Several RGAs mapped in genomic regions together with QTL for powdery
mildew resistance and therefore are most probably involved in the defense
reaction against this pathogen.

The distribution of the RGAs on the chromosomes indicated that different
mechanisms of gene duplication must have taken place during the evolution
of resistance genes, namely tandem, ectopic and segmental duplication.
Some RGAs showed a clearly increased expression level in rose leaves after
black spot infection. These RGAs probably are either involved in the induced
specific resistance reaction itself or in the afterwards established so-called
‘systemic aquired resistance’ (SAR) for unspecific durable pathogen defense.

So far, RGAs were analysed in a multitude of different plant species.
However, most of the RGA studies dealt with economic important agricultural
crops, like f. e. wheat, barley, maize, soybean. Additionaly, RGA studies
were also performed with more exotic crops, like citrus, coffee, cocoa and
sugarcane, which certainly have a high value in their native countries and
therefore are important objectives for resistance research.

This thesis is the first study about RGAs in roses. Besides the RGA analysis
in Pyrus and Malus, the here presented results are an extension of
knowledge on the sector of the Rosaceae and provide first insights in the
diversity and genomic organization of RGAs in ornamental plants.

The results of the phylogenetic analyses of the rose RGAs together with
resistance genes and RGAs of other plants make the evolutionary studies so
far carried out with other species more complete.

The extensive RGA library may serve as basis for the isolation of resistance
genes from roses in the future. The RGA map provides important clues
concerning the genomic position of potential new rose resistance genes.
Furthermore, the RGA sequences could be used for the conversion into
molecular markers for resistance for the selection of resistant genotypes in
the breeding process.

Key words: rose, resistance, resistance gene analogs (RGAs)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pflanzliche Resistenz

Pflanzen sind wahrend ihrer gesamten Lebensdauer permanent Krankheiten
und Schadlingen ausgesetzt. Dennoch ist in der Natur eine kompatible Wirt-/
Pathogen-Interaktion, d. h. die erfolgreiche Infektion bzw. Besiedelung der
Pflanze durch das Pathogen, der Ausnahmefall (Hammond-Kosack und
Jones 1996). Inkompatible Wirt-/ Pathogen-Interaktionen treten haufiger auf,
da die Pflanzen im Zuge der Evolution eine Reihe von Abwehrreaktionen
entwickelt haben (Hammond-Kosack und Jones 1996, Staskawicz 2001).

Zu den unspezifischen oder praformierten Abwehrmechanismen, welche
unabhangig vom Befall konstitutiv ,angeschaltet” sind, gehoren strukturelle
Barrieren, wie eine verdickte Kutikula und Blatthaare, die Produktion von
Inhibitoren, vor allem phenolische Verbindungen, Tannine und Lectine und
Enzyminhibitoren, die Enzyme des Pathogens inaktivieren (Bowles 1990).

Eine andere Klasse der Resistenzmechanismen ist die sogenannte Gen-fir-
Gen-Resistenz, die durch die spezifische Erkennung sogenannter Avirulenz
(Avr)-Determinanten von Pathogenen durch pflanzliche Resistenzgene (R-
Gene) charakterisiert ist. Die Gen-fur-Gen-Resistenz ist monogen bedingt
und verleiht in der Regel komplette Resistenz gegen eine einzelne Rasse
des Erregers, weshalb sie auch als rassenspezifische oder vertikale
Resistenz bezeichnet wird. Nach der Erkennung wird eine Signalkaskade
ausgelost, die Abwehrreaktionen in Gang setzt, mit dem Ziel den Befall
abzuwehren bzw. einzugrenzen. Die Reaktion endet oftmals mit dem
schnellen Zelltod am Ort der Infektion, was als ,hypersensitive Reaktion’ (HR)
bezeichnet wird und die Ausbreitung des Pathogens in der Pflanze verhin-
dern soll (Glazebrook 2001, Bent 1996). Andere zellulare Prozesse, welche
die rassenspezifische Resistenz charakterisieren, sind u. a. die Akkumulation
von Phytoalexinen, die Ausschuttung reaktiver Sauerstoff-Radikale
(,Oxidative Burst’), Zellwand-Verdickung durch Lignifizierung, Akkumulation
von Zellwandproteinen oder Papillenbildung und die Induktion sogenannter
PR (,Pathogenesis Related’)-Proteine mit antifungizider oder antibakterieller
Wirkung, wie z. B. Chitinasen oder Glukanasen (Hammond-Kosack und
Jones 2000, 1996, Baker et al. 1997).

Die Aktivierung der HR zieht in der Regel eine unspezifische, systemische
Resistenz gegen verschiedene Sekundarinfektionen nach sich, die als
,Systemic Acquired Resistance’ (SAR) bezeichnet wird (Gozzo 2004). Die
resultierende Resistenz ist sowohl gegen das induzierende Pathogen effektiv
als auch gegen andere, nicht verwandte Schaderreger (Salmeron et al.
2002). Die SAR wird vermutlich durch Salicylsaure (SA) als Signalmolekl
aktiviert, die nach der HR in der gesamten Pflanze akkumuliert wird.
Daneben kommt es im Zuge der SAR zur gesteigerten Expression eines
charakteristischen Satzes typischer PR-Gene sowie zur Aktivitatssteigerung
verschiedener Enzyme, besonders Glukanasen, Chitinasen und Peroxidasen
(Gozzo 2004, Salmeron et al. 2002, Glazebrook 2001). Einmal etabliert, kann
die SAR in der Pflanze Uber mehrere Wochen oder sogar Monate bestehen
bleiben.
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Die Gen-fur-Gen-Resistenz wurde erstmals 1947 von Flor fir das Wirt-
Pathogen-System Flachs-Flachsrost beschrieben. Nach dem Modell von Flor
besitzen Wirt und Pathogen komplementare genetische Systeme. Sind die
korrespondierenden Resistenz (R)- und Avirulenz (Avr)-Gene im Wirt und im
Pathogen vorhanden, so kommt es zur Resistenz, wenn aber eines dieser
beiden Gene inaktiv oder abwesend ist, so kann das Pathogen die Pflanze
erfolgreich befallen.

Fir die Funktionsweise der Resistenzgene gibt es verschiedene Modelle. Im
einfachsten Modell, dem sogenannten Rezeptor-Liganden-Modell, codieren
R-Gene fur Rezeptormolekile, an welche die komplementaren Avr-Molekule
des Pathogens direkt binden, wodurch die Resistenzreaktion ausgeldst wird
(Jones 2001, Ellis et al. 2000). Da allerdings bisher nur sehr wenige direkte
Wechselwirkungen zwischen R- und Avr-Genen nachgewiesen werden
konnten, wurde die sogenannte ,Guard’-Hypothese aufgestellt (Dangl und
Jones 2001, van der Biezen und Jones 1998). Demnach stellen die R-
Proteine (,Guards’) sozusagen ein Uberwachungssystem fiir andere pflanz-
liche Proteine (,Guardees’) dar, woran die Avr-Proteine binden. Der resul-
tierende Komplex aus ,Guardee’-/ und Avr-Protein wird vom Resistenzgen-
produkt erkannt und die Resistenzreaktion wird in Gang gesetzt.

Viele R-Gene sind intrazellular lokalisiert. Die spezifische Erkennung der Avr-
Determinanten findet demnach in der Regel in der Zelle statt. Bakterielle
Pathogene besitzen ein sogenanntes ,Typ lll Delivery’-System Uber das Avr-
Proteine in die Wirtszellen gelangen (Galan und Collmer 1999). Viele
pilzliche Schaderreger bilden enge Membrankontakte mit den Wirtszellen
durch spezialisierte Ernahrungsstrukturen, den sogenannten Haustorien,
aus, welche die Einschleusung der Pathogen-Effektor-Proteine ermoglichen
konnte (Dangl und Jones 2001).

Neben der rassenspezifischen Resistenz existiert ein weiterer genetischer
Resistenzmechanismus: die rassenunspezifische oder horizontale Resistenz,
die von mehreren Genen mit quantitativer Wirkung determiniert wird. Die
horizontale Resistenz richtet sich gegen samtliche physiologische Pathogen-
rassen der forma specialis einer Pathogenspezies, wobei der Befallsverlauf
verlangsamt, jedoch nicht vollstandig abgewehrt wird (Keller et al. 2000, Prell
1996). Dabei findet keine offensichtliche Wechselwirkung zwischen R-Genen
der Pflanze und Avr-Genen des Pathogens statt.

Bei der Resistenzzichtung sind monogene (qualitative) Resistenzen in der
Regel einfacher zu bearbeiten, weil sie weit weniger komplex sind als quanti-
tativ vererbte. Sie haben allerdings den Nachteil, dass sie nicht dauerhaft
sind und durch Mutation der Erregerrasse Uberwunden werden kdnnen.

Mit der Entdeckung der molekularen Marker war ein entscheidender Schritt in
Richtung markergestitzter Selektion von QTLs (,Quantitative Trait Loci’)
getan. Der individuelle Beitrag der an der Auspragung quantitativer Merkmale
beteiligten Einzelgene, deren Effekte phanotypisch nicht unterscheidbar sind,
kann mithilfe molekularer Marker erkannt werden. Auf diese Weise kdnnen
Genotypen selektiert werden, die fur alle Gene das jeweils gunstigere Allel
und damit die gewunschte Allelkombination tragen (Becker 1993).
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1.2 Pflanzliche Resistenzgene

Als erstes pflanzliches Resistenzgen wurde 1992 das Hm7-Gen aus Mais
kloniert, welches Resistenz gegen Cochliobolus carbonum durch Inaktivie-
rung des von diesem Pilz produzierten Toxins gewahrleistet (Bent 1996). Das
Hm1-Gen codiert fur eine Toxin-Reduktase und unterscheidet sich funktionell
und strukturell von allen spater klonierten Resistenzgenen, welche Rezepto-
ren bzw. Komponenten in der Signalweiterleitung in Drosophila und Wirbel-
tieren ahneln (Hammond-Kosack und Jones 2000, Bent 1996).

Bislang wurden etwa 30 Resistenzgene gegen bakterielle, pilzliche und virale
Pathogene und Nematoden aus verschiedenen Pflanzen kloniert, deren
Produkte diverse gemeinsame strukturelle Charakteristika aufweisen.
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten wird angenommen, dass Pflanzen
gleiche Signalweiterleitungsmechanismen zur Induktion der Resistenz-
reaktion gegen eine breite Spanne nicht miteinander verwandter Pathogene
entwickelt haben (Hammond-Kosack und Jones 2000, Aarts et al. 1998 a,
Baker et al. 1997, Staskawicz et al. 1995).

Entsprechend der Struktur ihrer Produkte kénnen Resistenzgene in funf
unterschiedliche Klassen eingeteilt werden (s. Abb. 1) (Toyoda et al. 2002).
Drei davon besitzen eine sogenannte ,Leucin Rich Repeat’ (LRR)-Region am
carboxyterminalen Ende, welche Leucinreste oder andere hydrophobe
Aminosauren in definierten Intervallen innerhalb einer Sequenz von ungefahr
24 Aminosauren enthalt (Hammond-Kosack und Jones 2000; Bent 1996).
Die LRR-Domane ist an Protein-Protein-Wechselwirkungen und somit an der
Rezeptor-Liganden-Erkennung bei einer Vielzahl von Organismen beteiligt.
Ihr wird eine entscheidende Rolle in der Erkennungsspezifitat der Avr-
Determinanten zugesprochen, wobei die Anzahl der Wiederholungen ebenso
einen entscheidenden Einfluss auf die Spezifitat zu haben scheint wie die
Zusammensetzung (Ellis et al. 2000, Deng et al. 2000, Martin 1999, Baker et
al. 1997, Bent 1996).

Die groflite Klasse der Resistenzgene codiert fur cytoplasmatische Proteine,
denen neben der LRR-Domane eine sogenannte zentrale ,Nucleotide
Binding Site’ (NBS)-Region mit zahlreichen konservierten Segmenten eigen
ist (Hulbert et al. 2001). Die NBS ist ein essentielles Element flr die
katalytische Aktivitat zahlreicher pro- und eukaryontischer Proteine, wobei
die funktionelle Domane dieser Proteinstruktur der Bindung von ATP und
GTP dient (Hammond-Kosack und Jones 2000). Die spezifische Funktion
des NBS-Motivs im Resistenzmechanismus ist bislang noch nicht geklart.
Etwa die Halfte der bisher klonierten Resistenzgene gehdéren zu der NBS-
LRR-Klasse, darunter das Tabak N-Gen gegen den Tabakmosaikvirus, Xa1
aus Reis gegen Xanthomonas oryzae, M und L6 aus Flachs gegen
Melampsora lini sowie die Arabidopsisgene der RPS- und RPM-Subfamilie
gegen Pseudomonas syringae und der RPP-Subgruppe gegen Peronospora
parasitica (Abb. 1).
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Abb. 1: Darstellung der verschiedenen Klassen pflanzlicher Resistenzgen-
produkte (I - V; links) und Immunitatsrezeptoren von Drosophila und
Wirbeltieren (rechts) (verandert nach Toyoda et al. 2002). Umrandet:
NBS-LRR-Klasse. Die Abkiurzungen sind im Text erlautert.

Die NBS-LRR-Resistenzgene kdnnen in Abhangigkeit ihrer aminoterminalen
Region weiter unterteilt werden in zwei Gruppen. Die Mitglieder der ersten
Gruppe besitzen eine sogenannte TIR-Domane mit struktureller Ahnlichkeit
zu dem Toll-Protein in Drosophila und dem Interleukin-1 Rezeptor in Wirbel-
tieren, die beide eine wichtige Rolle in der Immunabwehr spielen (Abb. 1)
(Toyoda et al. 2002, Pan et al. 2000 b). Zu der TIR-NBS-LRR Gruppe
gehoren u. a. das Tabak N-Gen, das M-Gen aus Flachs und das RPP5-Gen
aus Arabidopsis.

Den Mitgliedern der anderen NBS-LRR-Gruppe, zu denen u. a. die
Arabidopsis RPS- und RPM-Gene zahlen, fehlt eine solche TIR-Region, sie
sind dafur durch eine ,Leucin Zipper’ (LZ)- oder ,Coiled-Coil’ (CC)-Sequenz
zwischen dem N-Terminus und der NBS-Domane charakterisiert (Hammond-
Kosack und Jones 2000).

Sowohl TIR- als auch LZ-Domane spielen eine Rolle in der Signalweiter-
leitung, wobei die Mechanismen unterschiedlich zu sein scheinen, da sie in
Arabidopsis unterschiedliche Proteine fur ihre Funktion bendtigen (Aarts et
al. 1998 b, Innes 1998). Wahrend Mitglieder der LZ-NBS-LRR-Gruppe in
Monokotylen und Dikotylen weit verbreitet sind, wurden TIR-NBS-LRR-Gene
bislang ausschlielich in Dikotylen gefunden (Pan et al. 2000 a).
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Fir die zweite Klasse der Resistenzgene ist derzeit nur ein einziges Mitglied
bekannt, namlich Pto aus Tomate gegen Pseudomonas syringae, durch das
eine cytoplasmatische Serin-Threonin-Kinase kodiert wird. Das Pto-Produkt
enthalt keine LRR-Region und bendtigt fur seine Funktion die Anwesenheit
des gekoppelten NBS-LRR-Gens Prf (Ellis et al. 2000). Die Pto/ Prfl AvrPto-
Proteininteraktionen kann als klassisches Beispiel fur die ,Guard’-Hypothese
angesehen werden (van der Biezen und Jones 1998). In dem Modell agiert
das NBS-LRR Protein Prf als ,Wachter (,Guard’) fir das Pto Proteinkinase-
Gen (,Guardee’). Nach Erkennung des Pto/ AvrPto-Proteinkomplexes wird
die Abwehrreaktion in Gang gesetzt.

Die Proteine der dritten und vierten Resistenzgenklasse enthalten beide
Transmembran-Rezeptormolekule mit extrazellularen LRR-Domanen (Pan et
al. 2000 a). Zu den Mitgliedern der dritten Klasse gehort die Cf~-Genfamilie in
Tomate, die Resistenz gegen Cladosporium fulvum, den Erreger der Blatt-
flecken und Fruchtfaule an Tomate, vermitteln. Die vierte Klasse enthalt
bislang nur ein Mitglied, namlich Xa21 aus Reis gegen Xanthomonas oryzae,
dessen Produkt zusatzlich zu den oben erwahnten Strukturen eine intra-
zellulare Serin-Threonin-Kinase-Domane enthalt. Auch der Proteinkinase-
vermittelten Signalweiterleitung wird eine wichtige Rolle in der rassen-
spezifischen Resistenz zugeschrieben (Hammond-Kosack und Jones 2000).
Ebenfalls nur ein Mitglied wurde bisher fur die funfte Klasse identifiziert: das
Arabidopsis RPW8-Gen flr Resistenz gegen den Echten Mehltau. Dieses
Gen codiert fur ein kleines membrangebundenes Protein mit einer ,Coiled-
Coil’ (CC) Domane und besitzt keine offensichtliche Homologie zu den
anderen charakterisierten Resistenzproteinen.

1.3 Resistenzgenanaloga (RGA)

Innerhalb ihrer NBS-Region weisen die verschiedenen Resistenzgene der
NBS-LRR-Klasse mindestens sieben gemeinsame strukturelle Domanen auf
(Abb. 2 und 3 a). Man spricht von sogenannten konservierten Motiven, die
entweder unabhangig der Gruppenzugehorigkeit der Gene konserviert sind
oder spezifisch fiur die TIR- oder die LZ-Gruppe.

Diese konservierten Motive innerhalb der NBS-Region konnen als Basis fur
die Herstellung degenerierter Primer genutzt werden, mit denen in PCR-
gestiitzten Verfahren Sequenzen amplifiziert werden, die eine hohe Ahnlich-
keiten zu den Resistenzgenen der NBS-LRR-Klasse aufweisen (Pan et al.
2000 a, Rivkin et al. 1999, Kanazin et al. 1996, Leister et al. 1996, Yu et al.
1996). Solche Sequenzen werden als Resistenzgenanaloga (RGA)
bezeichnet.

RGA wurden erfolgreich aus einer Vielzahl unterschiedlicher mono- und
dikotyler Angiospermen und einiger Gymnospermen isoliert (s. Tab. 1).

Die Anzahl der RGA im Pflanzengenom wird auf mehrere hundert bis zu Uber
tausend geschatzt, wobei haufig eine geclusterte Anordnung auftritt (Young
2000, Meyers et al. 1998 b, Michelmore und Meyers 1998). Im komplett
sequenzierten Arabidopsisgenom wurden Uber 150 NBS-LRR-Gene identi-
fiziert, was etwa 1 % der Gesamtanzahl an Genen in Arabidopsis entspricht
(Meyers et al. 2003, Richly et al. 2002). Mehr als zwei Drittel davon sind in
Clustern aus zwei oder mehr eng gekoppelten Mitgliedern angeordnet. In
Reis existieren etwa 600 NBS-LRR-Gene (Goff et al. 2002).
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Tab. 1: Pflanzen, aus denen Resistenzgenanaloga (RGA) kloniert wurden

Pflanze RGA-Typ Referenzen
Arabidopsis thaliana | TIR, LZ Richly et al. 2002, Aarts et al. 1998, Speulman
et al. 1998
Arachis hypogaea TIR, LZ Bertioli et al. 2003
, TIR, LZ,
Beta vulgaris STPK Hunger et al. 2002
Brassica oleracea TIR, LZ Vicente et al. 2001
Capsicum annuum TIR, STPK Pflieger et al. 1999
Citrus ssp. TIR, LZ Deng et al. 2000
Coffea L. Lz Noir et al. 2001
Cucumis melo TIR, LZ Brotman et al. 2002, Garcia-Mas et al. 2001
, Pefiuela et al. 2002, Jeong et al. 2001, Graham et
Glycine max TIR, LZ al. 1999, 2000, Kanazin et al. 1996, Yu et al. 1996
Helianthus annuus TIR, STPK Bouzidi et al. 2002, Gentzbittel et al. 1998
Madsen et al. 2003, Toojinda et al. 2001, Aycliffe
Hordeum vulgare | L2 et al. 1999, Leister et al. 1998, Seah et al. 1998
Lactuca sativa TIR, LZ Meyers et al. 1998
Linum sativum TIR, LZ Dodds et al. 2001
Lycopersicon TIR, LZ,
esculentum STPK Zhang et al. 2001, Pan et al. 2000
Malus ssp. TIR, LZ Lee et al. 2003
Manihot esculenta TIR, LZ Lépez et al. 2003
Medicago sativa TIR, LZ Cordero et al. 2002
Medicago truncatula | TIR, LZ Zhu et al. 2002
. Bai et al.2002, Ramalingam et al. 2002, Wang
Oryza sativa Lz et al. 2002, Mago et al. 1999, Leister et al. 1998
. TIR, LZ, Ferrier-Cana et al. 2003, Lépez et al. 2003, Vallad
PUEBEONG WIBEIR | agmepe et al. 2001, Geffroy et al. 2000, Rivkin et al. 1999
Pinus monticola TIR Liu et al. 2003
Pisum sativum TIR, LZ Timmerman-Vaughan et al. 2000
TIR, LZ, .
Saccharum ssp. STPK Rossi et al. 2003
Solanum tuberosum | TIR Leister et al. 1996
Theobroma cacao Lz Kuhn et al. 2003
Maleki et al. 2003, Huang et al. 2001, Spielmeyer
Triticum aestivum LZ, STPK et al. 1998, Seah et al. 1998, Feuillet et al. 1997,
Lagudah et al. 1997
e . TIR, LZ, .
Vitis vinifera STPK Di Gaspero et al. 2002, 2003, Donald et al. 2002
Zea maydis LZ Bai et al. 2002, Quint et al. 2002, Collins et al. 1998

TIR : TIR-NBS-LRR-RGA ; LZ : LZ-NBS-LRR-RGA ; STPK : Serin-Threonin-Proteinkinase-

RGA
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Abb. 2: Aminosauresequenz-Alignment von NBS-Doméanen verschiedener
pflanzlicher Resistenzgene, RGA und dem menschlichen Apafi-
Gen mit den konservierten Motiven (Pan et al. 2000 a). Sequenzen
mit mehr als 50 % Ubereinstimmung sind grau hinterlegt. Umrahmte
Sequenzmotive sind gruppenspezifisch fur Gruppe | (TIR) oder Il
(LZ).

Da NBS-Sequenzen aus Pflanzen bisher ausschlieRlich mit Schadlings- und
Krankheitsresistenz in Verbindung gebracht werden konnten (Di Gaspero
und Cipriani 2003, Graham et al. 2002 a, Michelmore 2000, Meyers et al.
1999) und sie im Genom oft in der Nahe von Resistenzloci positioniert sind
(Aarts et al. 1998, Shen et al. 1998, Speulman et al. 1998, Kanazin et al.
1996, Leister et al. 1996, Yu et al. 1996), werden NBS-RGA als aussichts-
reiche Kandidaten fur echte Resistenzgene angesehen.

RGA lassen sich leicht in molekulare Marker umwandeln und kénnen somit
zur markergestitzten Selektion (MAS) fur resistente Genotypen verwendet
werden (van der Linden et al. 2003, Quint et al. 2002, Deng et al. 2000).
Zudem gilt der RGA-Ansatz als Alternative zu den bisher angewendeten
zeitaufwendigen, arbeits- und kostenintensiven Strategien der Resistenzgen-
Isolierung (Vicente und King 2001, Michelmore 2000).
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Um die in PCR-gestutzten Verfahren isolierten RGA hinsichtlich ihrer Bezie-
hung zu Resistenzgenen zu Uberprifen, ist es notwendig, sie in spaltenden
Nachkommenschaften zu kartieren. Die auf der Chromosomenkarte in der
Nahe von Resistenzgenen kartierten RGA stellen potentielle Kandidaten fur
das Gen dar (Collins et al. 2001, 1998). Sie mussen in umfangreichen
Populationen hinsichtlich ihrer Cosegregation mit der Resistenz weiter
analysiert werden. Mit der Resistenz cosegregierende RGA koénnen als
Klonierungsstartpunkte zur Isolierung des Resistenzgens verwendet werden.
Durch transgene Komplementation eines anfalligen Genotyps kann der
Beweis erbracht werden, dass es sich bei dem Kandidatengen tatsachlich
um das funktionelle Resistenzgen handelt (Hunger et al. 2002, Dodds et al.
2001).
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Abb. 3: Modell der NBS-LRR- (a) und der Kinase- (b) Klasse der Resistenz-
genprodukte mit konservierten Motiven innerhalb der NBS- und STK-
Domane (Di Gaspero und Cipriani 2003). Die Pfeile geben die
Primerbindungsstellen an, die in der Studie von Di Gaspero und
Cipriani (2003) zur Isolierung von RGA aus Weinrebe verwendet
wurden.
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Der Ansatz Uber NBS-LRR-RGA wurde erfolgreich zur Klonierung des
Maisrost-Resistenzgens Rp7-D (Collins et al. 1999) und des Flachsrost-
Resistenzgens N (Dodds et al. 2001) angewendet. In Arabidopsis erwies sich
ein RGA als Fragment des klonierten Resistenzgens RPP5 (Aarts et al.
1998).

Auch in der Kinase-Domane der Kinase-Resistenzgene (Klasse 2 und 4) sind
diverse konservierte Motive vorhanden (s. Abb. 3 b), die zur Isolierung von
Serin-Threonin-Kinase (STK)-RGA ausgenutzt werden konnen. Verschie-
dene Autoren haben analog des NBS-LRR-RGA-Ansatzes STK-RGA charak-
terisiert und kartiert (Di Gaspero und Cipriani 2003, Maleki et al. 2003, Vallad
et al. 2001, Pflieger et al. 1999, Chen et al. 1998, Genzbittel et al. 1998).
Feuillet et al. (1997) gelang die Isolierung des Kinase-Resistenzgens Lr10
aus Weizen durch Screening mit STK-RGA.

Allerdings ist die Funktion rezeptorahnlicher Kinasen in Pflanzen nicht auf die
Resistenzreaktion beschrankt, sie spielen vielmehr in unterschiedlichen
Signalwegen bei Prozessen wie z. B. Meristem- und Blattentwicklung eine
wichtige Rolle (Di Gaspero und Cipriani 2003). Aus diesem Grund ist die
Eignung von STK-RGA zur Klonierung von Resistenzgenen begrenzt.

1.4 Resistenz bei Rosen

Rosen haben unter den Zierpflanzen weltweit eine grof3e wirtschaftliche
Bedeutung (Gudin 2000).

Zwei pilzliche Schaderreger fuhren jahrlich zu gro3en Verlusten in der
kommerziellen Rosenproduktion und erfordern den Einsatz erheblicher
Mengen an Fungiziden zur Eindammung des Befalls. Eine der grolen
Schaden verursachenden Krankheiten von Rosen im Freiland ist der Stern-
ruRtau, der durch den hemibiotrophen pilzlichen Schaderreger Diplocarpon
rosae hervorgerufen wird (Horst 1983). Die Infektion anfalliger Rosengeno-
typen fuhrt zu typischen schwarzen Flecken auf infizierten Blattern, die
meistens von starken Chlorosen umgeben sind (s. Abb. 4 a). Bei den
befallenen Pflanzen kommt es zu frihzeitigem Blattfall und einer extremen
Schwachung nach einer Reihe von Sekundarinfektionen, was schliellich
zum Absterben der gesamten Pflanze fuhren kann.

Der Echte Mehltau, verursacht durch den obligat biotrophen Erreger
Podosphaera pannosa, gilt als Hauptschaderreger von im Gewachshaus
kultivierten Rosen (Horst 1983, Linde und Shishkoff 2003). Befallene
Pflanzen sind durch den typischen weillichen, dinnen MycelUberzug an
Blattern, Trieben, Knospen und Bluten sowie Verkruppelungen an Blattern
und Blaten zu erkennen (s. Abb. 4 b).
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Abb. 4: SternrufRtau an Rosenblattern (a). Echter Mehltau an Rosen-Trieben
und Blaten (b).

Aufgrund strenger Auflagen hinsichtlich des Einsatzes von Fungiziden und
eines gesteigerten Umweltbewusstseins ist die Zichtung resistenter Rosen-
sorten zum Hauptziel aktueller Rosenzichtungsprogramme geworden (von
Malek et al. 2000). Da Resistenzgene im Genpool heutiger Sorten nicht
vorhanden sind, mussen sie aus Wildarten eingekreuzt werden, was in der
Regel einen groflen Zeitaufwand darstellt und durch Kreuzungsbarrieren
sowie unterschiedliche Ploidiestufen zwischen Wild- und Kulturrosen extrem
erschwert wird (Debener et al. 2003). Die Integration einer monogen
bedingten, qualitativen Resistenzeigenschaft in ein pflanzliches Genom
durch Ruckkreuzung dauert etwa zehn Generationen (LUbberstedt et al.
2001). Durch markergestutzte Selektion mithilfe eng an Resistenzgene
gekoppelter Marker konnte dieser zeitaufwendige Prozess der Resistenz-
zuchtung erheblich verkurzt werden (Rommens und Kishore 2000).

Zudem gewinnt die Isolierung von Resistenzgenen aus Wildarten und der
Transfer in Kultursorten zunehmendes Interesse, auch wenn die o6ffentliche
Akzeptanz des Gentransfers derzeit noch wenig vorhanden ist. Wie anhand
verschiedener Beispiele gezeigt wurde, behalten Resistenzgene nach dem
Transfer innerhalb - und in einigen Fallen auch zwischen - Pflanzenarten ihre
Aktivitat (Tai et al. 1999, Whitham et al. 1996, Rommens et al. 1995, Bent et
al. 1994). Auf lange Sicht liee sich durch die gezielte Integration von
Resistenzgenen in Kultursorten der Pestizideinsatz auf ein Minimum
beschranken.

1.5 Die Resistenzgene Rdr1 und Rpp1

Debener et al. (1998) charakterisierten funf physiologische Diplocarpon
rosae-Rassen und stellten fest, dass die tetraploide Rosen-Zuchtlinie
91/100-5 eine weitreichende Resistenz gegenuber allen funf Rassen besitzt.
Spaltungsanalysen ergaben, dass die Resistenz von einem monogen
dominant vererbten Resistenzgen kontrolliert wird. Dieses als Rdr1
bezeichnete Gen ist das erste in Rosen beschriebene Resistenzgen (von
Malek und Debener 1998). Eine Reihe molekularer Marker mit enger
Kopplung zu Rdr1 wurde identifiziert, wodurch dessen Lokalisierung auf der
Rosen-Chromosomenkarte moglich war (Debener und Mattiesch 1999, von
Malek et al. 1998, Debener, personliche Mitteilung).
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Einige dieser eng gekoppelten Marker werden im Rahmen eines am Institut
fur Zierpflanzenzichtung in Ahrensburg laufenden Projektes als Hybridisie-
rungssonden eingesetzt, um Rdr1 Uber eine Positionsklonierung zu isolieren.
Diese gestaltet sich allerdings aufgrund der groRen Anzahl repetitiver
Elemente auf dem BAC-Contig sowie des hohen Heterozygotiegrades als
schwierig (Debener, personliche Mitteilung).

Linde und Debener (2003) charakterisierten mit einem Sortiment aus zehn
Rosengenotypen acht unterschiedliche physiologische Rassen von
Podosphaera pannosa. Auch hier wurde durch Spaltungsanalysen die
Kontrolle der Resistenz durch ein einzelnes dominantes Gen nachgewiesen,
welches als Rpp1 bezeichnet wurde und auf der Rosen-Chromosomenkarte
kartiert werden konnte (Linde et al. 2004).

Neben dem qualitativen Resistenzgen Rpp1 wurde eine Reihe von QTL, die
an der quantitativen Resistenz gegen den Echten Mehltau beteiligt sind,
identifiziert und auf der Rosen-Chromosomenkarte lokalisiert (Linde, person-
liche Mitteilung).

1.6 Ziele der Arbeit

Als Ziel der vorgelegten Arbeit sollte ein moglichst umfangreicher Satz von
NBS-LRR-RGA aus Rosen isoliert und molekulargenetisch charakterisiert
werden. In Abbildung 5 sind die Schwerpunkte der RGA-Charakterisierung
schematisch dargestellt:

» Diversitat: Bei der Analyse der Diversitat wurde untersucht, ob Mitglieder
beider NBS-LRR-Gruppen im Rosengenom vorhanden sind. Die
ungefahre Anzahl und GrofRe der unterschiedlichen RGA-Familien
und deren prozentuale Aminosauresequenz-ldentitat untereinander
und mit Resistenzgenen aus anderen Pflanzen wurde ermittelt.

» Phylogenie: Die phylogenetischen Beziehungen zwischen den Rosen-
RGA und Resistenzgenen bzw. RGA aus anderen Pflanzen wurden
analysiert, um einen Einblick in die Resistenzgenevolution bei Rosen
zu bekommen.

» Komplexitat: Ausgewahlte RGA-Loci wurden hinsichtlich ihrer Komplexitat
untersucht, um Informationen Uber die genomische Organisation der
Rosen-RGA zu bekommen. Die Kenntnis Uber die Komplexitat der
Loci war zudem zur korrekten Interpretation der spater durchge-
fuhrten Expressionsanalysen erforderlich.

» Lage und Anordnung: Durch die Kartierung der RGA in zwei verschiede-
nen Rosen-Populationen wurde deren Lage auf den Chromosomen
bestimmt. Damit sollten Marker flur Resistenzen und potentielle
Kandidaten fur die beiden Rosen-Resistenzgene sowie ,Hotspot’-
Regionen flr noch nicht charakterisierte Resistenzgene identifiziert
werden. Die Anordnung der RGA auf den Chromosomen lasst
zudem Ruckschlusse auf die Mechanismen der Genvervielfaltigung
im Zuge der Evolution zu.
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» Expression: Ausgewahlte RGA wurden hinsichtlich ihrer Organspezifitat
und der Induktion nach Sternrufdtau-Infektion analysiert. Mit den
Infektionsstudien sollten Kandidaten mit verstarkter Expression in
infiziertem Gewebe identifiziert und damit deren direkte Beteiligung
an der Resistenzreaktion nachgewiesen werden. Damit hatte man
einen ersten Hinweis auf die Funktion dieser RGA.

Lage und _
Anordnung |e— R RGAim — Komplexitat
(Kartierung) osengenom

Expression
(Funktion?)

Marker fir
Resistenz

Kandidaten-
gene

Abb. 5: Schwerpunkte der molekulargenetischen Charakterisierung der RGA
im Rosengenom.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Rosengenotypen sind Bestand-
teil der Sammlung des Institutes fur Zierpflanzenziichtung in Ahrensburg. Die
Pflanzen der Kartierungspopulationen wurden im Bodenbeet oder in Topfen
im Gewachshaus unter normalen Bedingungen kultiviert, die anderen ver-
wendeten Genotypen waren im Freiland ausgepflanzt.

Die genomischen RGA wurden aus der diploiden R. multiflora Hybride
88/124-46 isoliert, die aus der Kreuzung zwischen einer tetraploiden Garten-
rose und einer diploiden R. multiflora, gefolgt von vier Zyklen offener Bestau-
bung, hervorgegangen ist (von Malek und Debener 1998). Zur lIsolierung
exprimierter RGA diente ein Gemisch aus Blattern der resistenten Genotypen
95/13-90 (2x), 91/100-1 (4x) und 91/100-5 (4x). Die Herkunft der drei Geno-
typen ist detailliert beschrieben in Drewes-Alvarez (1992), von Malek und
Debener (1998) und Linde und Debener (2003).

Die genomischen Southern-blot-Analysen wurden an den Arten R. rugosa
(Genotyp 93/36-05), R. roxburghii (Genotyp 93/35-02) und der R. multiflora-
Hybride 88/124-46 sowie dem experimentellen Prunus cerasus-Klon
90/2.0-11 durchgefuhrt.

Die Kartierung der RGA erfolgte in den diploiden Rosen-Populationen 94/1
und 97/7, die beide eine Aufspaltung flr das Resistenzgen Rpp1 gegen den
Echten Mehltau der Rasse 9 (Linde et al. 2003) und letztere zusatzlich fur
Rdr1 gegen den Sternruf3tau der Rasse 5 (von Malek und Debener 1998)
zeigen. Die diploiden Eltern der Population 94/1, namlich 93/1-117
(weiblicher Elter) und 93/1-119 (mannlicher Elter), sind durch offene Bestau-
bung des diploiden Genotyps 81/42-15 entstandene Halbgeschwister (Abb. 6
a). Die Population 97/7 ist aus einer Kreuzung des resistenten diploiden
Genotyps 88/124-46 als weiblicher Elter mit dem anfalligen Genotyp 82/78-1
als mannlicher Elter gefolgt von einer Ruckkreuzung der F1-Hybride 95/13-
39 mit 82/78-1 entstanden (Abb. 6 b).

a) b)
81/42-15 88/124-46 X 82/78-1 6\
(resistent™) (anfallig)
/ N\
offene Bestaubung \ /
93/1-117 © | x | 93/1-119 o BC1 | 95/13-39 X 82/78-1 C)
94/1 97i7

Abb. 6: Abstammung der Populationen 94/1 (a) und 97/7 (b). ¢ Weiblicher Elter;
4 mannlicher Elter; * resistent gegen den Echten Mehltau der Rasse 9
und den SternrufRtau der Rasse 5; BC: Ruckkreuzung (,Backcross’).
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2.2 Sonstige Materialien

Sofern nicht extra angegeben wurden Feinchemikalien von den Firmen Roth,
Sigma-Aldrich und Merck bezogen. Die verwendeten Enzyme stammten von
den Firmen Invitrogen, Roche Diagnostics oder Ambion. Alle PCR-Reagen-
zien bis auf die dNTPs (Roth) wurden ebenso wie der Langen- und Mengen-
standard zur analytischen Bestimmung von DNA von Invitrogen hergestellt.
Die Zusammensetzung der Puffer, Losungen, Nahrmedien und Acrylamid-
gele sowie die Hersteller der Gerate und Gebrauchsmaterialien sind im
Anhang aufgefuhrt (A 6.4, A6.5, A6.7, A6.8)

Die Standorte der Hersteller der verwendeten Chemikalien, Kits, Gebrauchs-
materialien und sonstigen Reagenzien sind im Herstellerverzeichnis im
Anhang aufgefuhrt (A 6.3).

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.31 Aufreinigung und Fallung von Nukleinsauren

Die Entfernung von Proteinen aus DNA-L&sungen erfolgte durch Zugabe von
1 Vol Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1), grundliche Durchmi-
schung und Zentrifugation fir 5 Min. bei 12000 Upm. Der wassrige Uber-
stand mit der gereinigten DNA wurde in ein neues Gefald3 Uberfuhrt. Um
verbliebene Phenolreste aus der Losung zu entfernen, wurde dieser 1 Vol
Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1) zugesetzt, grundlich gemischt und wie
oben beschrieben zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR
gegeben.

Die Fallung diente der Aufreinigung und Konzentrierung der Nukleinsauren.
Der DNA-L6sung wurden 0,1 Vol 3 M Natriumacetat pH 5,2 und entweder
2 Vol Ethanol (100 %) oder 0,7 - 1 Vol Isopropanol (100 %) zugesetzt. Nach
30 Min. Inkubation bei 4 °C wurde die Probe fur 20 Min. bei 13000 Upm und
4 °C zentrifugiert. Das erhaltene DNA-Pellet wurde zweimal mit 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen, danach jeweils fur 5 Min. bei 13000 Upm zentrifugiert
und nach Abnahme der Restflissigkeit mit einer Pipette ca. 10 Min. bei
Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde anschlief3end in H2Opigest 0der
TE-Puffer geldst und bei - 20 °C gelagert.

23.2 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Diese Methode diente der analytischen und praparativen Auftrennung von
DNA-Fragmenten. Je nach Bedarf wurden Gele zwischen 1 und 2 % (w/v)
Agarose (Peqgold Universal Agarose von Peqglab Biotechnologie) mit
0,5 ug/mL Ethidiumbromid in 1 x TAE-Puffer verwendet. Die DNA-Proben
wurden mit 0,1 Vol 10 x Ladepuffer versetzt und bei einer Spannung von
6 -9 V/cm in horizontalen Elektrophoresekammern mit 1 x TAE-Puffer auf-
getrennt, wobei 1 kB-Leiter als Langenstandard diente. Die Gele wurden auf
einem UV-Transilluminator fotografiet und unter Zuhilfenahme des
Programms Quantity One ausgewertet.
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2.3.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung der DNA erfolgte entweder nach der Elektrophorese im
Agarosegel oder im sogenannten Tropfentest. Hierbei wurden mit 10 ng
Ethidiumbromid versetzte, verdinnte DNA-L6sungen als 10 uL-Tropfen auf
Parafilm direkt auf dem UV-Tisch mit der Kamera fotografiert. Durch Intensi-
tatsvergleich der unter UV-Licht fluoreszierenden zu bestimmenden DNA mit
einer Eichreihe aus A-DNA mit bekannten Konzentrationen wurde die DNA-
Konzentration mit der Software Quantity One berechnet. Teilweise wurde
zusatzlich eine Quantifizierung im Fotometer nach Sambrook und Russell
(2001) durchgefiuhrt, wobei die auf diese Weise ermittelten DNA-Konzentra-
tionen die Werte aus Gel- bzw. Tropfentest meist um Faktor 2 Uberstiegen.
Die RNA-Konzentration wurde wie in Sambrook und Russell (2001)
beschrieben im Fotometer gemessen.

2.34 DNA-Extraktion

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte mit den im Folgenden aufge-
fuhrten Modifikationen nach dem in Kobayashi et al. (1998) beschriebenen
Protokoll oder mit dem Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen) aus 50 - 80 mg
frischen jungen Blattern. Das Blattmaterial wurde vor der Extraktion zum
Abbau der Kohlenhydrate zwei Tage bei Raumtemperatur dunkel gelagert.
Danach wurde es in 2 mL-Eppendorf-Reaktionsgefallen mit je zwei
Edelstahl-Mahlkugeln in flussigem Stickstoff eingefroren und mittels einer
Schwingmuhle flr 5 Min. zerkleinert, wobei die Mahlbecher zuvor ebenfalls in
Stickstoff vorgekuhlt worden sind.

Bei der Kobayashi-Methode wurde das zerkleinerte Pflanzenmaterial in
1,5 mL Puffer 1 aufgenommen und bei 2000 Upm fur 5 Min. bei 4 °C
abzentrifugiert. Der wéassrige Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 mL
Puffer 2 resuspendiert und fur 10 - 30 Min. bei 65 °C inkubiert. Anschlie3end
erfolgte eine Chloroform-Aufreinigung. Die DNA im wassrigen Uberstand
wurde mit Isopropanol gefallt und in TE-Puffer resuspendiert. Es folgte ein
RNase-Verdau mit 10 ug/mL RNase A fur 30 Min. bei 37 °C. Anschlief3end
wurde eine Phenol/ Chloroform und eine Chloroform-Extraktion vorgenom-
men, wonach eine erneute Fallung der DNA mit Isopropanol folgte.

Bei Verwendung des Dneasy Mini Kits wurde nach dem dazugehorigen
Protokoll gearbeitet, mit einer zusatzlichen Choroform-Extraktion nach
Zugabe von Puffer AP2.

2.3.5 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA wurde mit dem /Invisorb Spin Plant RNA Mini Kit
(Invitek) durchgefuhrt, wobei die hierfur verwendeten Gefalle und Pipetten-
spitzen zur Vermeidung der RNA-Degradation durch RNasen zuvor einer
Behandlung mit DEPC unterzogen wurden (Sambrook und Russell 2001).
Ausgangsmenge waren 30 - 80 mg junges Blattmaterial, welches sofort nach
Abnahme und Einwiegen in 2 mL-Eppendorfgefalle in Stickstoff eingefroren
wurde. Einzige Modifikation zu dem vom Hersteller beschriebenen Protokoll
war eine Chloroform-Extraktion nach Resuspension des zerkleinerten
Pflanzenmaterials mit Lysis-Losung RP. Zur Entfernung eventueller DNA-
Kontaminationen aus den RNA-L6sungen wurde im Anschluss eine DNase-
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Behandlung mit 10 U RNase-freier Dnase | (30 Min. 37 °C) mit darauffolgen-
der Phenol/ Chloroform-Extraktion vorgenommen. Die RNA wurde mit
Ethanol gefallt und in RNase-freiem H;Opigest resuspendiert.

2.3.6 Amplifikation der RGA

Die PCR-Amplifikation der genomischen RGA erfolgte aus der Linie
88/124-46 mit sechs unterschiedlichen Primerkombinationen (Tab. A 17) in
einem Gesamtvolumen von 50 puL in 0,5 mL-Reaktionsgefallen mit folgender
Zusammensetzung der Reaktionslosungen: 50 ng DNA, 5 uM ,forward’ und
sreverse’ Primer, 2,5 U Tag-Polymerase, 0,2 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl; im
1 x PCR-Puffer von Invitrogen. Die PCR-Reaktionsbedingungen sind
Tabelle 2 zu entnehmen.

Tab. 2: Reaktionsbedingungen fur die Amplifikation der RGA

énzahl e Reaktionsschritt Zeit Temperatur

yklen

1 Anfangsdenaturierung 3 Min. 94 °C
Denaturierung 1 Min. 94 °C

35 Hybridisierung 1 Min. 42 °C
Synthese 1 Min. 72 °C

1 Endsynthese 10 Min. 72 °C

Die Amplifikation der exprimierten RGA erfolgte mittels RT-PCR und drei
unterschiedlichen Primerkombinationen (Tab. A 17) mit dem OneStep RT-
PCR Kit (Qiagen) aus jeweils 500 ng RNA des Gemisches der drei oben
genannten Genotypen. Nach der Reversen Transkription fur 30 Min. bei
50 °C wurde die Reverse Transkriptase bei 95 °C fir 15 Min. inaktiviert und
gleichzeitig die bis dahin an Antikérpern gebundene Taqg-Polymerase durch
Zerstorung derselbigen aktiviert. Die PCR Bedingungen waren anschlief3end
dieselben wie fur die genomischen RGA. Um auszuschlielen, dass even-
tuelle Rest-DNA-Kontaminationen als Template fungierten, wurden Negativ-
Kontrollreaktionen mit Tag-Polymerase ohne Reverse Transkriptase durch-
gefuhrt.

2.3.7 Klonierung der RGA

2.3.7.1 Herstellung kompetenter Zellen

Die fur die Herstellung der kompetenten Zellen bendétigten Kolben und
Zentrifugenbecher wurden zuvor mit HyOpigest geflillt autoklaviert, da die
Reinheit der Gefalke einen maligeblichen Einfluss auf die spatere Kompe-
tenz der Zellen hat. Eine Einzelkolonie von E. coli-Zellen des Stammes
DH10B wurde fur 16 Std. bei 30 °C auf dem Inkubationsschuttler bei 180
Upm in einem 250 mL-Erlenmeyerkolben mit 20 mL LB-Medium angezogen.
Funf mL dieser Bakterienkultur wurden zu 500 L LB-Medium in einem 2 L-
Erlenmeyerkolben gegeben. Bei 37 °C und 180 Upm wurde die Bakterien-
suspension geschuttelt, bis sie nach ca. 2,5 Std. eine ODs59 von 0,95 erreicht
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hatte, was 3 - 6 x 10® Zellen/mL entspricht. Danach wurde das Medium auf
drei vorgekuhlte 250 mL-Nalgene-Zentrifugenbecher aufgeteilt und die
Bakterien bei 4 °C und 4000 Upm fur 5 Min. pelletiert. Die Bakterien wurden
in 500 mL eiskalter 10 %iger Glycerinlosung resuspendiert, abermals
abzentrifugiert und die Ldsung verworfen. Dieser Waschvorgang wurde
zweimal wiederholt, bis die Bakterien in ca. 1 mL 10 %iger Glycerinlosung
endgultig geldst und portionsweise in 0,5 mL-Reaktionsgefalien (je 120 ulL)
in einem bei - 80 °C vorgekuhlten Metallblock schockgefroren wurden. Die
Lagerung der elektrokompetenten Zellen erfolgte bei - 80 °C.

2.3.7.2 Klonierungsvektor

Als Klonierungsvektor wurde der pGEM-T Easy-Vektor von Promega
verwendet. Dieser tragt ein Gen fir Ampicillin-Resistenz, so dass auf
Ampicillin-haltigem Medium nur Bakterien wachsen, in denen das Plasmid
integriert ist. Des Weiteren ist auf dem Vektor innerhalb der ,Multiple Cloning
Site' (MCS) das B-Galaktosidase-Gen lacZ lokalisiert, welches die Erkennung
der Rekombinanten durch eine einfache Farbreaktion erméglicht. Bei funktio-
nellem /acZ-Gen wird nach Aktivierung durch das Lactose-Analogon IPTG
als Induktor das Enzym B-Galaktosidase synthetisiert. Dieses spaltet das
farblose Substrat X-Gal, wodurch als Produkt ein blaues Indoxyl-Derivat
entsteht. Bei Insertion eines DNA-Fragments in den Vektor wird das lacZ-
Gen auf der MCS unterbrochen, wodurch die B-Galaktosidase-Synthese
gestort ist und X-Gal nicht gespalten werden kann. Deshalb bleiben die
rekombinanten Bakterienkolonien farblos.

23.7.3 Ligation

Die PCR Produkte wurden auf 1,5 %igen Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Fragmente im erwarteten GroRenbereich zwischen 500 und
700 bp wurden auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell aus dem Gel ausge-
schnitten und nach Anleitung des Herstellers mit dem MinElute Gel
Extraction Kit (Qiagen) eluiert. Die eluierten DNA-Fragmente wurden im
Agarosegel quantifiziert und entsprechend des vom Hersteller beschriebenen
Protokolls in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert.

Die Ligationsansatze wurden dabei von 10 uL Gesamtvolumen auf 5 uL
reduziert und zwei unterschiedliche molare Insert:Vektor-Konzentrationen
(1:1, 3:1) wurden eingesetzt, um die Ligationseffizienz zu optimieren.

2.3.74 Transformation

Die Transformation erfolgte durch Elektroporation flr ca. 5 Sek. bei 2,5 kV
mit einem E. coli-Pulser in 0,2 cm dicken Elektroporationskivetten. Dabei
setzte sich der Reaktionsansatz aus 1 uL des Ligationsansatzes und 40 uL
der elektrokompetenten E. coli-Zellen zusammen. Nach der Elektroporation
wurde dem Ansatz mdglichst zligig 1 mL SOC-Medium zugegeben und unter
konstanter Bewegung folgte eine einstindige Erholungsphase bei 37 °C in
15 mL-Falcon-Gefallen. AnschlieRend wurden zwischen 20 und 100 uL der
Bakteriensuspensionen in Petrischalen mit festem LB-Medium, das mit
50 ug/mL Ampicillin (Sigma-Aldrich) sowie 16 uM IPTG und 32 mM X-Gal
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versetzt war, plattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am darauffolgen-
den Tag wurde eine sogenannte Blau-Weil3-Selektion vorgenommen, d. h.
die rekombinanten weillen Klone wurden mittels steriler Zahnstocher in
384er Mikrotiterplatten mit FB-Medium Uberfuhrt, Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert und bei - 80 °C gelagert.

2.3.8 Insert-PCR

Die GroRRe der Inserts wurde mittels PCR-Amplifikation mit M13-Primern in
96er Mikrotiterplatten Uberpruft. Die M13-Primer hybridisieren links und
rechts der Klonierungsstelle, so dass das integrierte DNA-Fragment sowie
ein kurzes Stuck des Vektors amplifiziert wird. Die Lange der mitamplifizier-
ten Vektorsequenz muss hinterher von der Gesamtlange abgezogen werden,
um die Grolde des Inserts zu erhalten.

Der einzelne Reaktionsansatz setzte sich bei einem Gesamtvolumen von
25 uL wie folgt zusammen: 0,25 uM forward’ und ,reverse’ M13-Primer,
0,2 uM dNTPs, 0,5 U Tag-Polymerase in 1 x Williams-Puffer.

Die Bakteriensuspensionen wurden mit einem 96er Replikationsstempel
unter der sterilen Werkbank ubertragen. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer
Gummimatte abgedeckt und die Reaktion im Thermocycler mit beheizbarem
Deckel durchgefuhrt, um ein Verdampfen der Proben zu verhindern. Die
Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 3 aufgeflhrt.

Tab. 3: Reaktionsbedingungen fur die PCR-Amplifikation der Inserts

Anzahl der

Reaktionsschritt Zeit Temperatur

Zyklen

1 Denaturierung 2 Min. 95 °C
Denaturierung 45 Sek. 94 °C

30 Hybridisierung 45 Sek. 52 °C
Synthese 2 Min. 30 Sek. 72 °C

1 Endsynthese 10 Min. 72 °C

Die Langenbestimmung der PCR-Produkte wurde wie oben beschrieben im
Gel mit 1 kb-Leiter als Standard durchgefuhrt.

239 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit den im Folgenden aufgefiihrten
Modifikationen entsprechend des in Sambrook und Russell (2001) beschrie-
benen Protokolls zur Alkalischen Lyse. Dazu wurden die Bakterien in je 5 mL
LB-Medium mit 50 ug/mL Ampicillin Gber Nacht bei 37 °C auf dem Inkuba-
tionsschuttler bei 180 Upm angezogen, anschlieRend bei 4000 Upm und
4 °C pelletiert und in 200 uL Losung 1 resuspendiert.

Zur Lyse der Bakterien wurden 400 pL LOsung 2 zugegeben und die
Suspension fur 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Prazipitierung der
Zellbestandteile sowie der Bakterien-DNA und der denaturierten chromoso-
malen DNA erfolgte fur mindestens 20 Min. auf Eis nach Zugabe von 300 pL
eiskalter Losung 3. AnschlieRend wurde eine Phenol/ Chloroform-Extraktion
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vorgenommen, die Plasmid-DNA im wassrigen Uberstand mit Isopropanol
gefallt und in TE resuspendiert. Nach dem RNase-Verdau mit 10 ug/ml
RNase A bei 37 °C fur 1 Std. wurde eine Chloroform-Aufreinigung vorge-
nommen, die DNA mit Ethanol wieder gefallt und in HyOpigest gelost. Die
Quantifizierung der Plasmid-DNA erfolgte wie bei der genomischen DNA im
Gel.

2.3.10 Sequenzierung der Insert-DNA

Die Sequenzreaktionen wurden mit dem Sequenzierungskit (Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-
dGTP) von Amersham Biosciences unter Verwendung IRD-markierter M13-
Primer durchgefuhrt. Um [forward’- und ,reverse’-Sequenz in einer Reaktion
zu erfassen, wurden Primer eingesetzt, die mit zwei verschiedenen Farb-
stoffen (IRD 700 bzw. IRD 800) markiert waren, welche unterschiedliche
Absorptionsmaxima haben. Die Reaktionsansatze wurden folgendermalien
vorbereitet: Es wurde ein Voransatz bestehend aus 300 ng Plasmid-DNA, je
0,15 uM ,forward’ und ,reverse’ Primer, 23 % (v/v) DMSO in 13 uL Gesamt-
volumen hergestellt. Von diesem wurden je 2 uL auf 2 uL der mitgelieferten
A-/ C-/ G-/ T-Reaktionslésungen gegeben, die aul3er den vier Desoxynukleo-
tiden das entsprechende Didesoxynucleotid und Tag-DNA-Polymerase
enthielten. Die Ansatze wurden anschlielend mit Mineraldl Uberschichtet.
Die Sequenz-PCR erfolgte im Thermocycler unter den in Tabelle 4 angege-
benen Reaktionsbedingungen.

Tab. 4: Reaktionsbedingungen fur die Sequenz-PCR

AP e Reaktionsschritt Zeit Temperatur

Zyklen

1 Denaturierung 2 Min. 95 °C
Denaturierung 18 Sek. 95 °C

25 Hybridisierung 18 Sek. 55°C
Synthese 18 Sek. 70 °C

Im Anschluss an die PCR wurde den Ansatzen 1 Vol der mitgelieferten
Formamid-haltigen Stoplésung zugegeben und diese bei 70 °C fur 2 Min.
denaturiert. Die PCR-Produkte wurden in 6 %igen denaturierenden Poly-
acrylamidgelen mit Hilfe des Doppellaser-Sequenzsystems unter Verwen-
dung von 1 x TBE als Laufpuffer uber Nacht aufgetrennt und die Daten mit
der zugehorigen Software Baseimage IR aufgezeichnet und prozessiert. Die
DNA-Sequenzdaten wurden mit den Programmen DNASIS, Version 2.1,
bzw. BioEdit weiter bearbeitet, in denen die Vektorsequenzen entfernt und
die Gute der einzelnen Sequenzen durch paarweises Alignment von
forward’- und ,reverse’-Sequenz kontrolliert wurde.

Ein Teil der Sequenzierungen wurde von der Agova GmbH (Berlin) durch-
gefuhrt.
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2.3.11 Southern-blot-Analysen

2.3.11.1 Kolonie-Southern-blots
2.3.11.1.1  Herstellung der Plasmid-Arrays

Die Bakteriensuspensionen mit den rekombinanten Plasmiden wurden aus
den Mikrotiterplatten mit einem 384er Replikationsstempel auf 8 x 12 cm
grolle Hybond-N Nylonmembranen ubertragen und Uber Nacht auf Petri-
schalen (J 14 cm) mit Ampicillin-haltigem LB-Festmedium (50 ug/mL) bei
37 °C inkubiert. Die Freisetzung, Denaturierung und Fixierung der Plasmid-
DNA erfolgte anschlieRend entsprechend der im Hybond-N Protokollheft von
Amersham beschriebenen Anleitung flr Bakterien-Kolonie-Lifts. Durch 2-
stundiges ,Backen“ der Membranen im Ofen bei 80 °C wurde die DNA daran
fixiert.

2.3.11.1.2  Herstellung der RGA-Sonden

Mit der Restriktionsendonuklease EcoR/ wurden die Inserts aus den
Plasmiden ausgeschnitten. Der Verdau von 10 ug Plasmid-DNA erfolgte in
100 uL Gesamtvolumen mit 3 U EcoRI in dem zugehdrigen Reaktionspuffer
fur 3 Std. bei 37 °C. Die DNA wurde mit Ethanol gefallt und in 30 uL H2Opigest
resuspendiert. Nach Auftrennung im 1,5 %igen Agarosegel wurden die
Inserts auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten
und mit dem MinElute-Kit von Qiagen entsprechend des vom Hersteller
beschriebenen Protokolls eluiert. Die Quantifizierung der Inserts wurde wie
oben beschrieben im Gel durchgefuhrt.

Es wurden 30 - 50 ng denaturierte Insert-DNA mit 30 uCi o-*?P-dCTP
(Amersham Biosciences) in einem 20 ulL-Reaktionsansatz aus jeweils
0,5 mM dATP, dGTP und dTTP, 1 x Hexanukleotid-Mix (Roche Diagnostics)
und 2 U Klenow-Enzym fr 30 Min. bei 37 °C radioaktiv markiert. Zur Entfer-
nung der nicht eingebauten markierten Nukleotide wurde der Ansatz fur 2
Min. bei 3000 Upm durch Saulen mit Sephadex G-50 (Amersham
Biosciences, Uppsala, S) zentrifugiert, die nach dem in Sambrook und
Russell (2001) beschriebenen Protokoll hergestellt worden sind.

Die Einbaurate der radioaktiv markierten Nukleotide wurde anschlie3end mit
einem Handmessgerat fur a-Strahlung abgeschatzt.

2.3.11.1.3  Hybridisierung

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf den Filtern wurden diese
in Hybridisierungsrohren (10 Plasmid-Filter je Rohre) mit 20 ug/mL denatu-
rierter Heringsperma-DNA in 20 mL Hybridisierungspuffer fir mindestens 4
Std. oder Uber Nacht bei 65 °C im Hybridisierungsofen vorhybridisiert. Nach
Zugabe der denaturierten RGA-Sonde (5 Min. 100 °C) erfolgte die Hybridisie-
rung flr ca. 16 Std. bei 65 °C. Die Filter wurden nach der Hybridisierung mit
SSC-Puffern gewaschen, und zwar zunachst zweimal fur je eine halbe
Stunde in den Roéhren bei 65 °C mit 1 x SSC, 0,1 % SDS, danach jeweils
eine halbe Stunde in einer Plastikschale im 65 °C warmen Wasserbad unter
konstanter Bewegung mit 0,5 x SSC, 0,1 % SDS und 0,2 x SSC, 0,1 % SDS.
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Die Exposition erfolgte bei -80°C in Kodak X-Omatic-Kassetten auf
Hyperfim™ MP Autoradiographie-Filmen fiir einen oder mehrere Tage je
nach Starke der Signale. Entwickelt und fixiert wurden die Filme mit Réntgen-
Entwickler- und Fixierlosung von Kodak.

2311.2 Genomische Southern-blots
2.3.11.2.1  Herstellung der Filter

Jeweils 10 ug genomischer DNA wurden mit 200 U EcoRI bzw. Hindlll in
dem vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffer (Gesamtvolumen 300 ulL)
uber Nacht bei 37 °C verdaut. Die DNA wurde mit Ethanol gefallt, in 30 pL
H2Obigest resuspendiert und bei 2,8 V/cm uber Nacht in einem 1 %igen
Agarose-Maxigel (20 x 25 cm) mit 1 kB-Leiter als Langenstandard
aufgetrennt. Das Gel wurde anschlieRend nacheinander fur je 20 Min. in
Depurinierungs-, Denaturierungs- (zweimal) und Neutralisierungslésung
(zweimal) in einer Plastikschale geschuttelt. Der Transfer auf eine Hybond-N
Nylonmembran (20 x 25 cm) erfolgte Uber Nacht entsprechend des in
Sambrook und Russell (2001) beschriebenen Protokolls. Die DNA wurde wie
bei den Plasmid-Arrays an der Membran fixiert.

2.3.11.2.2  Herstellung der Sonden

Das Verfahren zur Herstellung der RGA-Sonden fur die genomischen
Southern-blots war identisch zu dem fur die Plasmid-Arrays. Als Langen-
standard wurden 10 ng mit 10 pCi o-*P-dCTP markierte 1 kB-Leiter einge-
setzt, wobei die Markierungsreaktion analog der fur die RGA-Sonden durch-
gefuhrt wurde.

2.3.11.2.3  Hybridisierung

Die Bedingungen fur Vorhybridisierung und Hybridisierung waren identisch
zu denen der Plasmid-Arrays, wobei jeweils ein Filter pro Rohre hybridisiert
wurde. Gewaschen wurden die Filter zweimal in der Rohre bei 65 °C mit
1 x SSC, 0,1 % SDS-Puffer und einmal in einer Plastikschale mit 0,5 x SSC,
0,1 % SDS fur jeweils eine halbe Stunde. Die Exposition erfolgte bei - 80 °C
fir 5 bis 10 Tage auf Biomax™ MS Filmen von Kodak in einer Kassette mit
einem Biomax Transcreen HE Intensivierungsschirm vom selben Hersteller
zur Verstarkung der Signale.

2.3.12 Lokalisierung der RGA im Rosengenom: Kartierung

2.3.12.1 Kartierungspopulationen

Fir die Kartierungspopulation 94/1 ist 1999 von Debener und Mattiesch die
erste genetische Kopplungskarte fur Rosen mit 305 RAPD- und AFLP-
Markern erstellt worden (Debener und Mattiesch 1999). Die RGA-Marker
wurden zusammen mit diesen ,alten® Markern sowie 436 neuen AFLP-,
SSR-, RAPD-, SCAR-, RFLP- und morphologischen Markern, die am Institut
fur Zierpflanzenzichtung (IZZ) in Ahrensburg und am Plant Research

21



Material und Methoden

International (PRI) in Wageningen entwickelt worden sind, verrechnet. Als
Basis fur die RGA-Kartierung wurden 72 Einzelpflanzen aus 94/1 verwendet.
Die Kartierungspopulation 97/7 bestand aus insgesamt 270 Nachkommen,
von denen 170 fur die Markeranalysen verwendet wurden, wobei in erster
Linie Pflanzen ausgewahlt wurden, die in wiederholten Inokulationstests mit
Echtem Mehltau reproduzierbare und eindeutige Reaktionen - d. h. entweder
starke Resistenz oder Anfalligkeit - zeigten (Linde, persoénliche Mitteilung).
Zusatzlich zu den RGA wurden 173 im 1ZZ Ahrensburg entwickelte AFLP-
und morphologische Marker kartiert.

2.3.12.2 SSCP-Technik: PCR-Amplifikation

Die Kartierung der RGA erfolgte als SNP (,Single Nucleotide Polymorphism’)-
Marker mit der SSCP (,Single-Strand Conformational Polymorphism’)-
Technik (Orita et al. 1989). Dazu wurden mit dem Programm Oligo auf der
Basis der DNA-Sequenzen spezifische Primer konstruiert (Tab. A 18). Mit
genomischer DNA der Linie 88/124-46 als Template wurde im Gradienten-
Thermocycler getestet, ob und bei welcher Annealing-Temperatur in PCR-
Reaktionen das Produkt im erwarteten Grélienbereich amplifiziert wurde. Der
einzelne Reaktionsansatz setzte sich dabei folgendermallen zusammen:
25 ng DNA, 0,1 mM dNTPs, je 0,5 uM ,forward’ und ,reverse’ Primer, 1 U
Tag-Polymerase in 1 x Williams-Puffer (Gesamtvolumen 25 pulL). Die
Reaktionsbedingungen fur die SSCP-PCR mit den spezifischen RGA-
Primern sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tab. 5: Reaktionsbedingungen fur die SSCP-PCR

anahl g Reaktionsschritt Zeit Temperatur

yklen

1 Denaturierung 5 Min. 95 °C
Denaturierung 1 Min. 94 °C

35 Hybridisierung 1 Min. 49-61°C*™
Synthese 1 Min. 72°C

1 Endsynthese 10 Min. 72 °C

* Bei Gradienten-PCR Annealingtemperatur mit Gradient zwischen 49 und 61 °C, um
optimale Temperatur zu ermitteln.

Es zeigte sich, dass fur alle Primer, die PCR-Produkte im erwarteten
GrolRenbereich erzeugten, die optimale Annealing-Temperatur bei 58 °C lag.
In einem Vortest wurden die funktionierenden Primer daraufhin an den
Eltern-Genotypen und 20 Individuen der Kartierungspopulationen getestet,
ob sie auf MDE-Polyacrylamidgelen Polymorphismen detektierten. Solche
Primer wurden dann in dem kompletten Satz von Kartierungsgenotypen
untersucht.
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2.3.12.4 SSCP-Gelelektrophorese und Silberfarbung

Mit den im Folgenden aufgeflihrten Modifikationen wurde die Probenaufbe-
reitung und SSCP-Gelelektrophorese wie in Slabaugh et al. (1997) beschrie-
ben durchgefuhrt. Die Glasplatten, zwischen welche die 0,5 x MDE-Gel-
l6sung gegossen wurde, sind zuvor mit zwei unterschiedlichen Silanisie-
rungsmitteln zwecks Anhaftung des Gels (Methacryloxypropyltrimethoxy-
silan-Losung: hintere Platte) bzw. Erleichterung der spateren Ablésung
(Dimethyldichlorosilan-Losung: vordere Platte) behandelt worden. Die
Reaktionsansatze wurden mit 1 Vol Stop-Lésung (,Formamid Loading Dye’)
versehen, fur 3 Min. bei 94 °C denaturiert und 5 uL davon auf das Gel
geladen. Die Auftrennung erfolgte Uber Nacht bei 4 °C mit Hilfe eines
vertikalen Elektrophoresesystems mit auf 4 °C vorgekihltem 0,6 x TBE als
Laufpuffer. Die Silberfarbung der Gele wurde nach dem modifizierten
Protokoll von Sanguinetti et al. (1994) vorgenommen. Zur Fixierung der DNA
wurden die Gele nach Ablosung der vorderen Glasplatte in einer geeigneten
Plastikwanne mindestens eine halbe Stunde in 0,5 L Fixierldsung geschttelt.
Anschlieend wurde das Gel zweimal fur 5 Min. mit entionisiertem H,0
gewaschen bevor es 45 Min. in 0,5 L Farbeldésung geschuttelt wurde. Die
Entwicklung erfolgte mit 2 x 0,5 L eiskalter Entwicklungslosung, die nach ca.
5 Min. ausgetauscht wurde. Die Entwicklungsreaktion wurde durch Zugabe
der Fixierlosung gestoppt, nachdem die Banden deutlich braun gefarbt
waren. Das Gel wurde anschliel3end in entionisiertem H,0 gewaschen, flr
ca. 2 Std. im Ofen bei 80 °C getrocknet und zur Dokumentation mit einer
Digitalkamera auf einem Lichttisch fotografiert.

2.3.12.5 Berechnung der Kopplungsgruppen

Die Berechnung der Kopplungsgruppen erfolgte mit der Kartierungssoftware
JoinMap, Version 3 (van Oijen und Voorrips 2001) auf der Basis des zugeho-
rigen Manuals. Die Markerdaten wurden in Microsoft Excel als 1/0-Matrix
erfasst und darin entsprechend des fur JoinMap bendtigten Codes fur CP
(,Cross Pollinated’)-Populationen, d. h. Populationen, die aus der Kreuzung
heterogener, heterozygoter oder homozygoter diploider Eltern hervorgehen,
umgewandelt. Der Segregationstyp wurde mit <Imxll> bzw. <nnxnp> codiert
in Abhangigkeit davon, in welchem Elter der Locus heterozygot vorlag, wobei
' und ,nn’ in der 0/1-Matrix ,0’ (keine Bande), ,im’ und ,np’ ,1’ (Bande
vorhanden) entsprachen. Die Kopplungsgruppen wurden getrennt fur die
beiden Eltern berechnet. Die getrennten Karten fur die Population 97/7
wurden im Anschluss zu einer Karte integriert. Die Zuordnung der Marker zu
den Gruppen erfolgte mit der Kartierungsfunktion nach Kosambi jeweils mit
einem LOD-Score von 5. Die Markerabstande auf den Kopplungsgruppen
wurden mit den voreingestellten Parametern berechnet, wobei im ersten
Schritt ausnahmslos alle Marker in die Berechnung miteinbezogen wurden.
Im nachsten Schritt wurden die Marker ausgeschlossen, die ungenugende
oder zweifelhafte Kopplung mit den anderen Markern der Gruppe ergaben
(low pair count’ oder ,suspect linkages’), erheblich von dem erwarteten
Spaltungsverhaltnis abwichen oder gravierende Storungen in der Marker-
anordnung zur Folge hatten. Die Darstellung der Kopplungsgruppen erfolgte
mit dem Programm MapChart (Voorrips 2002).
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2.3.13 Expressionsanalysen

2.3.131 Makroarray-Technik
2.3.13.1.1  Herstellung des RGA-Makroarrays

Durch Insert-PCR mit RGA-Plasmiden als Template wurden die RGA-Inserts
aus 96 Plasmiden fur den Makroarray amplifiziert (s. Insert-PCR 2.3.8). Die
Konzentration der Insert-DNA in den PCR-L6osungen wurde durch Verdun-
nung mit HyOpigest auf 5 ng/uL eingestellt. Insgesamt 50 ng Insert-DNA
(=10uL) wurden je Probe in einem 1,5 %igen Agarose Maxi-Gel
(20 x 25 cm) fur ca. 3 Std. bei 120 V aufgetrennt. Zusatzlich im Gel aufge-
trennt wurden 50 ng Actin-DNA als Positiv-Kontrolle sowie 10 pug Hering-
sperma-DNA als Negativ-Kontrolle und je Reihe einmal 100 ng 1 kb-Leiter
als Langen-Standard. Der Southern-Transfer der DNA aus dem Gel auf eine
Nylonmembran erfolgte entsprechend der oben beschriebenen Anleitung fur
genomische Southern-blots.

2.3.13.1.2  Herstellung der cDNA-Sonden und Hybridisierung

Die cDNA-Sonden wurden mit dem First-Strand cDNA Synthesis-Kit von
Invitrogen entsprechend der vom Hersteller beschriebenen Anleitung aus
2 ug Gesamt-RNA bzw. 0,5 ug mRNA aus Blattern bzw. Bluten der diploiden
R. multiflora Hybride 88/124-46 synthetisiert. Statt des mitgelieferten dNTP-
Mixes wurden je Reaktion 0,5 mM dATP, dGTP, dTTP und 40 uCi o->?P-
dCTP zur Markierung eingesetzt. Die Aufreinigung der Sonden nach der
cDNA-Synthese und die Hybridisierung erfolgte ebenso wie die Exposition
analog der oben beschriebenen genomischen Southern-blot-Analysen (Vgl.
2.3.11.2).

2.3.13.2 Semiquantitative RT-PCR

Im ersten Schritt wurden die spezifischen Kartierungsprimer in Gradienten-
PCR-Reaktionen mit verschiedenen RGA-Plasmiden als Template
gescreent, ob sie sich zur sicheren Differenzierung der RGA eigneten und
damit fur die Expressionsanalyse mittels RT-PCR verwendet werden
konnten. Der Reaktionsmix und die Bedingungen fur die PCR waren
dieselben wie bei den SSCP-Analysen (Tab. 5) mit 2 ng Plasmid-DNA als
Substrat und Annealing-Temperaturen von 58 - 72,5 °C.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem Invitrogen First-Strand cDNA Synthesis-
Kit entsprechend der vom Hersteller beschriebenen Anleitung mit 1 ug
Gesamt-RNA durchgefuhrt. Es wurden 1 bis 2 uL cDNA-LGsung in die PCR
eingesetzt, der Reaktionsmix war ansonsten identisch mit dem fur die SSCP-
Analysen.

Die Optimierung der Bedingungen fur die semiquantitative PCR (Zyklenzahl,
Konzentration der Ausgangssubstanzen) erfolgte in enger Anlehnung an
Marone et al. (2001) und ist im Ergebnisteil naher erlautert. Die Primer zur
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internen Kontrolle wurden von einem Rosen-Actin-Gen (s. Tab. A 20) abge-
leitet. Jeweils 0,2 uMol wurden von den Actin-Primern neben 0,5 uM jedes
RGA-spezifischen Primers in die PCR eingesetzt (s. Tab. A 19).

2.4 Bioinformatik

Die Webadressen der online frei erhaltlichen Programme sowie die Vertrei-
ber der kauflichen Software sind im Anhang aufgefthrt (A 6.9).
Sequenzhomologien zu den in verschiedenen Datenbanken erfassten DNA-
und Proteinsequenzen wurden mit dem vom ,National Center for
Biotechnology Information’ (NCBI) bereitgestellten Programm ,Basic Logic
Alignment Search Tool’ (BLAST) ermittelt (Altschul et al., 1997).

Die Kalkulation der Sequenzidentitdtsmatrizen und die Ubersetzung der
DNA- in Aminosauresequenzen wurden mit der BioEdit-Software durchge-
fuhrt.

Alignments der DNA- und Proteinsequenzen wurden in CLUSTAL_X unter
Beibehaltung der voreingestellten Parameter erstellt (Thompson et al. 1997).
Das unbewurzelte Dendrogramm der Rosen-RGA wurde auf der Basis des
CLUSTAL_X-Alignments der Aminosauresequenzen zwischen dem ,P-Loop’
und der ,GLPL’-Motiv mit demselben Programm nach der ,Neighbor-Joining’-
Methode von Saitou und Nei (1987) berechnet und in TreeView dargestellt.
Das bewurzelte Phylogramm der Rosen-RGA mit Resistenzgenen und RGA
aus anderen Pflanzen wurde auf derselben Basis mit Hilfe der PHYLIP-
Software (Felsenstein, 1989) nach der von W. Fitch (1977) entwickelten
,Maximum-Parsimony’-Methode entsprechend der im PHYLIP-Manual
beschriebenen Anleitung unter Beibehaltung der voreingestellten Parameter
berechnet. Die Bootstrap-Werte wurden durch 100malige Wiederholung der
Stammbaum-Berechnung ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1

Isolierung der genomischen und exprimierten Rosen-RGA

Sechzehn Kombinationen zwolf unterschiedlicher degenerierter Primer
wurden zur PCR-Amplifikation mit genomischer DNA und cDNA von Rosen
konser-

verwendet (Tab. A 17). Die Primer wurden auf der Basis von drei
NBS-Region bekannter

vierten Motiven
konstruiert (Abb. 6).

innerhalb der

Resistenzgene

TIR NBS LRR
| L.z | NBS LRR
NBS-| NBS-l | NBS-l | NBS-v | NBS-v | NBs-vi | NBs-Ix
RNBS-A RNBS-D
PK'i'nO_ﬂZ/ TIR / Kin-2 R}ZE_%);B/ RNBS-C | GLPL TIR/

nonTIR nonTIR
PK 1 > ¢ ca. 700 bp ) < 3\
PK2 —> —
PK3 —> —
PK5 —> —
PK6 —> —
PK 7 —
PKO —» —
PK10 —» —\
PK 11 —» -
PK12 —» -
PK13 —»
PK 14 > < ca. 500 bp .
PK 15 «— uni
PKD — & -

H_/ . ~ v

Sforward’ Primer
uni

Jreverse’ Primer

Abb. 6: Schematische Darstellung der TIR- und LZ-NBS-LRR Proteinstruktur
mit den konservierten Motiven innerhalb der NBS-Region und
Position der daraus entwickelten degenerierten Primer. Die farbigen
Pfeile stellen die verwendeten Primer dar, gleiche Farben der
forward’ bzw. ,reverse’ Primer bedeuten identische Primer. PK:
Primerkombination; D: DERES-Primer; TIR: TIR-spezifische Primer;

LZ: LZ-spezifische Primer; uni: gruppenunspezifische Primer.

26




Ergebnisse

Die Sequenz der ,forward’ Primer entsprach in allen Fallen der des ,P-Loop’-
Motivs in Abschnitt NBS-I. Die ,reverse’ Primer wurden entweder fur das
gruppenunspezifische ,GLPL’-Motiv in NBS-VI entworfen, das sowohl in TIR-
als auch in LZ-NBS-LRR Genen vorhanden ist oder fur die gruppenspezifi-
schen Motive in NBS-IX, die jeweils nur in einer der beiden Gruppen
vorkommen. Es wurden also sowohl universelle Primer, die RGA beider
Gruppen isolieren sollten, als auch gruppenspezifische Primer zur selektiven
Amplifikation von TIR- oder LZ-RGA verwendet.

Die Nummerierung der NBS-Motive von NBS-I bis NBS-IX im oberen
hellblauen Balken in Abb. 6 wurde der Veroffentlichung von Pan et al.
(2000 a) entnommen, die Bezeichnungen im Balken darunter stammen von
Meyers et al. (1999). Die Pfeile geben die Positionen der zur Isolierung der
RGA verwendeten degenerierten forward’ und ,reverse’ Primer an. Die
gruppenunspezifischen Motive ,P-Loop’ und ,GLPL’ liegen ca. 500 bp
auseinander, zwischen ,P-Loop’ und den TIR-/ LZ-spezifischen ,RNBS-D’-
Motiven liegen ca. 700 bp.

Die Ergebnisse der PCR bzw. RT-PCR Reaktionen sind in Tabelle 6 aufge-
listet und in Abbildung 7 dargestellt. EIf der 16 Primerkombinationen erzeug-
ten PCR-Produkte aus genomischer DNA im fur RGA erwarteten GroRenbe-
reich von 500 bzw. 700 bp (Abb. 7 a). Mit Rosen-cDNA als Template fand
lediglich bei drei Primerkombinationen eine PCR-Amplifikation statt
(Abb. 7 b). Dabei war die Kontrollreaktion ohne Reverse Transkriptase in
allen drei Fallen negativ, wie hier exemplarisch fur die Variante mit den
DERES-Primern gezeigt (Abb. 7 c), d. h. es lag keine Kontamination mit
genomischer DNA vor.

Tab. 6: Ergebnisse der PCR-/ RT-PCR Reaktionen mit den degenerierten

Primern
Primer- RGA- Produkt- Amplifikation Amplifikation
paar Gruppe lange [bp] mit genom.  mit Rosen-
Rosen-DNA cDNA

1 TIR 700 bp + -
2 TIR 700 bp + -
3 TIR 700 bp + +
4 TIR 700 bp + -
5 TIR 700 bp + -
6 TIR 700 bp + -
7 TIR 700 bp - -
8 TIR 700 bp + -
9 LZ 700 bp - -
10 LZ 700 bp &

11 LZ 700 bp - +
12 LZ 700 bp + -
13 LZ 700 bp - -
14 universal 500 bp - -
15 universal 500 bp - -
D universal 500 bp + it

(+) Amplifikation hat stattgefunden; (-) Amplifikation hat nicht stattgefunden;
hinterlegt: PCR-Produkte wurden kloniert; D: DERES-Primer.
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Die drei RT-PCR-Produkte der Primerkombinationen 3, 11 und DERES
sowie die genomischen PCR-Produkte der Primerkombinationen 1, 3 , 4, 10,
11 und 12 wurden kloniert. Je Variante wurden 2 x 384 Klone isoliert, so dass
eine Bank aus nahezu 7000 Klonen entstand, die im Folgenden naher
charakterisiert wurde.

1514 13 12 11 10 9 8- 7 6 .5 S =G =& &

1018 bp
. e eowpese

- - - 506 bp
_— e 517 bp
1018 bp 506 bp
517 bp

506 bp

517 bp

Abb. 7: GroRenbestimmung der PCR-Produkte der degenerierten RGA-
Primer im Agarosegel. a) PCR-Produkte der Primerkombinationen
1 - 15 mit genomischer DNA; b) Produkte der RT-PCR Reaktionen
der Primerkombinationen DERES (D), 11 und 3; c) RT-PCR-
Produkt der DERES-Primer (RT: Reverse Transkriptase) und Kon-
trolle (K) ohne Reverse Transkriptase; kbL = 1 kB-Leiter (Langen-
standard).
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3.2 Sequenzanalyse

Um die umfangreiche Klonbank moglichst vollstandig und mit minimalem
Arbeitsaufwand zu charakterisieren, wurde ein sukzessiver Prozess aus
Sequenzierung und Kolonie-Hybridisierung durchgefuhrt. Das heil3t nach
jeder Sequenzierungsrunde, in der eine Auswahl der Klone sequenziert und
analysiert wurde, wurden einige der identifizierten RGA als radioaktiv
markierte Sonden gegen die RGA-Bank hybridisiert, um den Anteil identi-
scher bzw. ahnlicher Klone zu ermitteln (s. Abb. 8).

In der nachsten Sequenzierungsrunde wurde dann eine Auswahl derjenigen
Klone analysiert, die keine Kreuzhybridisierung mit den eingesetzten RGA-
Sonden zeigten. Insgesamt erfolgten drei Sequenzierungsrunden. Die geziel-
te Sequenzierung von jeweils zehn Hybridisierungskandidaten ergab, dass
Klone miteinander hybridisierten, sofern ihre DNA-Sequenz zu mindestens
80 % identisch war (Tab. A 20). Dieser Schwellenwert wurde fir die Eintei-
lung der RGA in Subgruppen bzw. Familien herangezogen.

Zur Abschatzung der wahrend der PCR-Amplifikation und Sequenzreaktion
entstehenden Sequenzfehler wurden dieselben Klone mehrfach wiederholt
sequenziert. Die Sequenzdaten zeigten, dass Sequenzfehler von bis zu 3 %
auf DNA-Ebene auftraten (Daten nicht aufgefthrt), d. h. DNA-Sequenzen mit
einer Ubereinstimmung von 97 % oder mehr wurden als identisch ange-
sehen.
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Abb. 8: Kolonie-Hybridisierungen mit drei verschiedenen RGA-Sonden gegen
die Filter der mit Primerkombination 11 isolierten, genomischen
Klone: a) 11a-H10 Sonde; b) 11a-G8 Sonde; c) 11a-G16 Sonde;
d) zusammenfassendes Auswertungsschema (blau: 11a-H10-, rot:
11a-G8-, grun: 11a-G16-Hybridisierungssignale).

Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in Tabelle 7 aufgelistet und
kénnen folgendermalien zusammengefasst werden: Es wurden insgesamt
137 Klone sequenziert, von denen 122 mit Wahrscheinlichkeitswerten bis zu
1,2 x e* Homologien zu den in Datenbanken verfiigbaren Sequenzen
bekannter Resistenzgene und RGA aufwiesen. Von den 122 RGA enthielten
98 kein Stopcodon und konnten in ununterbrochene ,Open Reading Frames’
(ORFs) lbersetzt werden. Diese 98 RGA wurden hinsichtlich ihrer Ahnlich-
keit auf DNA-Ebene analysiert. Sequenzen mit mindestens 80 % Uberein-
stimmung wurden als Mitglieder einer Familie bzw. Subgruppe angesehen.
Nach dieser Einteilung verblieben 40 unterschiedliche RGA-Familien, von
denen 27 aufgrund ihrer BLAST-Homologien der TIR-Gruppe zugeordnet
werden konnten und 13 der LZ-Gruppe. Bis auf drei Ausnahmen sind mit den
TIR-/ LZ-spezifischen Primern ausschlielllich RGA der jeweiligen Gruppe
isoliert worden. In der dritten Sequenzierungsrunde wurden drei mit LZ-
spezifischen Primern amplifizierte RGA identifiziert, die nach ihren BLAST-
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Homologien eindeutig der TIR-Gruppe angehoérten. Die universellen DERES-
Primer isolierten in erster Linie RGA der TIR-Gruppe, erst in der letzten
Sequenzierungsrunde wurden finf DERES-Klone identifiziert, die vom LZ-
Typ waren.

Tab. 7: Ergebnisse der drei Sequenzierungsrunden

Sequen- RGA Unterschiedl.
Primer Zierte RGA ohne RGA Typ RGA-
Klone Stops Familien”

9 Universal 11 11 9 TIR 3

c

Z |TIR-spez. 9 7 5 TIR 4

~ | LZ-spez. 19 18 14 LZ 4

9 Universal 5 5 3 TIR 1

c

Z | TIR-spez. 16 15 14 TIR 5

N | |LZ-spez. 13 10 9 LZ 1

© Universal 13 13 10 %-ll-_lZR 42-[";

c

Z | TIR-spez. 30 26 21 TIR 10

S |Lz-spez. | 21 17 13| 95 6LZ
Gesamt 137 122 98 40

"' RGA-Familien sind unterschiedlich, wenn DNA-Sequenzidentitat kleiner 80 %. ? Die drei
mit den eigentlich LZ-spezifischen Primern isolierten TIR-RGA waren zu tber 80 % identisch
mit bereits bekannten TIR-RGA und deshalb nicht neu.

3.3 Charakterisierung der RGA-Bank durch Kolonie-Hybridisierung

In Tabelle 8 a ist der prozentuale Anteil der mit den RGA-Sonden hybridisie-
renden Klone getrennt fur die Klonvarianten angegeben. Die unterschied-
lichen Klonvarianten sind in der obersten Zeile aufgefuhrt, ihre Bezeichnung
ergibt sich aus den zur Isolierung verwendeten Primerkombinationen sowie
der Art des Templates (genomische DNA = g, cDNA = e) und der Spezifitat
(TIR/ LZ/ uni). Die RGA-Sonden sind in der linken Spalte aufgefuhrt, ihre
Bezeichnung setzt sich zusammen aus der zur Isolierung verwendeten
Primerkombination, der zugehorigen Mikrotiterplatte (1, 2 bzw. a, b) und der
Position des Klons in der 384er Mikrotiterplatte. AulRerdem ist jeweils
vermerkt, ob es sich um RGA der TIR- oder LZ-Gruppe handelt. Zur
besseren Ubersicht sind alle Felder hinterlegt, in denen der Anteil der mit der
Sonde hybridisierenden Klone groRer O ist.

In der vorletzten Spalte (&) ist der mit den Sonden hybridisierende mittlere
prozentuale Anteil bezogen auf die jeweilige NBS-LRR-Gruppe aufgefuhrt,
also die Kopienzahl des jeweiligen RGAs innerhalb der zugehdrigen Teil-
bank. Bei einem Anteil groer 1 %, wurden die Hybridisierungskandidaten als
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Subgruppe angesehen, welche als Bezeichnung den jeweiligen RGA-Typ
(TIR, LZ) und eine fortlaufende romische Ziffer erhielt (letzte Spalte). Sofern
die Kopienzahl eines RGAs in der jeweiligen Teilbank einen geringeren Anteil
als 1 % der Klone ausmachte, wurde dieses als Einzel-RGA angesehen.

Der mit den eingesetzten Sonden charakterisierte Gesamtanteil je
Klonvariante ist in der untersten Zeile angegeben (Z [%]).

Die Ergebnisse der Kolonie-Hybridisierungen lassen sich im Wesentlichen
wie folgt zusammenfassen:

Erstens kam es in keinem Fall zur Kreuzhybridisierung von Sonden des
einen NBS-LRR-Typs mit Klonen der jeweils anderen Gruppe. TIR- und LZ-
RGA unterschieden sich also erheblich in ihrer DNA-Sequenz.

Zweitens waren die Abundanzen der einzelnen RGA-Familien in der Bank
extrem unterschiedlich. Mehr als die Halfte aller DERES-Klone waren zu
mindestens 80 % identisch mit RGA D1-M1, wahrend z. B. D1-B1 in nur sehr
wenigen Kopien vertreten war (5 von 768 DERES-Klonen).

Drittens gab es teilweise signifikante Unterschiede in der Abundanz einzelner
RGA zwischen den genomischen und exprimierten Klonen, die mit derselben
Primerkombination (3 oder 11) isoliert wurden. Beispielsweise 11a-G16-
ahnliche Sequenzen waren mehr als doppelt so haufig unter den exprimier-
ten 11er Klonen vertreten wie unter den genomischen und die Kopienzahl
der 3a-C2-analogen exprimierten 3er-Klone uberstieg die der genomischen
sogar um Faktor 3,5. Auch der umgekehrte Fall konnte beobachtet werden,
wo die Kopienzahl der einzelnen RGA unter den genomischen Klonen um ein
Vielfaches groflier war als unter den exprimierten (z. B. bei 11a-H10).
Innerhalb der TIR-Gruppe bildeten sich teilweise RGA-Familien in Abhangig-
keit der zur Isolierung verwendeten Primerpaare, so hybridisierten 3a-C2 und
3a-L5 ausschlieRlich mit 3er-Klonen. Daneben gab es aber auch RGA, die
unabhangig der zur Isolierung verwendeten Primerkombinationen mit
Mitgliedern aller Klonvarianten hybridisierten, wie beispielsweise 3a-A7. Mit
den Primerkombinationen 1 und 4 isolierte RGA schienen einander in der
Regel ahnlicher zu sein als den Klonen der anderen Varianten, in vier Fallen
hybridisierten 1er- bzw. 4er-Sonden ausschlieBlich mit 1er- und 4er-Klonen,
nicht jedoch mit Klonen der Varianten 3 oder DERES.

Die Hybridisierung der drei mit den eigentlich LZ-spezifischen Primern ampli-
fizierten TIR-RGA gegen die RGA-Bank zeigte, dass es sich hierbei um
Einzelfalle unter den LZ-Klonen handelte, unter den TIR-Klonen jedoch
durchaus ahnliche Kandidaten zu finden waren (s. Tab. 8 a, 3. Hybridisie-
rungsrunde: Sonde 10g1-H22).
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Tab. 8 a: Ergebnisse der Kolonie-Hybridisierungen

Klonvarianten
RGA |D-e"[1-g?|3-e"|3-g?|4-g”|10-g?]11-e"11-g?[12-¢°] @ |RGA-
Sonden | uni | TR | TR | TR | TR | LZ | LZ | LZ | LZ | [%] | Sg.?
([')I'1I-RE;1 10l 0o o ofloflo] o] o] ofo2]s"
(I?I'1I-RI\;H 542 | 10 | 04 | 12 [ 44 | o | o | o | o |122| "%
f’ﬁ'é\; 43 [ 57 | 88 [111 |31 o | o | o | o |6s |
g ??fRC)Z o | o |289/82| 0| o | 0| oo |74 5
g f’fl'g)s 08 | o |14 03| o] o | o | o | o |o5] s
% ?TafRC)m 0 |152|181 17| o | o | o | o | o |90 ¥
f (1|_1§)'G16 o | o | o | o | o |333]|585]|245] 478|410 "
(18;)'68 o | o | o] o | o |200]|197]|307| 22 |254| "
(1|_12b) Y41 o | o ol o] oo |l10] 0] o0o]o2]s"
(1L1§)'G“ ol oo o | ol o200/ o0ofos5]|s"
p (I?I'1I-Rl\;13 18501 (05| 0o | o o] oo | of3s]|"
g (1T9|2R';31° 0 |96 | 0o | o [151] 0| o | o | o |49 TF
é (1T9|1R')Ez4 o | 80| o | o |190] o | o | o | o |54 TR
% ?‘?Ié)5 o | o |40 18| o | o] 0| 0| o |12 Y
o (182&‘)'”10 o | o | o] o | o |o99|2 [177]73]9s |
?TQIL')P 10 03|05 |13 o o | o] o] o ]os] s
P ?Tglﬁfm o |05 10|30 o o o o] ofoo]| s
% yiall 0 2,9 0 0 3,4 0 0 0 0 13 | X0
2 (TIR)
é z‘r_?é-;(5 o |46 | 0o | o |13 o | o | 0o | o |32]x
% (1T°|%1)'H22 0 1,8 0 0 66 | 0,1 0 0 0 1,7 | sY
3 ([|)_22-)H13 12 0] o ol oflo] o] o] ofo2]s"
([I)_ZZ')G“ 14 0| o] o] o]l o] o] o olfos]|s
(% | 814 | 49,7 | 636 | 386 | 62,9 | 72,3 | 84,1 | 73,1 | 77,1

Y e: exprimiert; 2 g: genomisch; * Sg.: Subgruppe; ¥ s: Einzel-RGA; ° x: nicht sequenziert
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Die DERES-Klone nahmen eine Art Sonderstellung ein, da sie bis auf wenige
Ausnahmen in erster Linie mit Klonen der eigenen Variante hybridisierten
und nur mit einem geringen Prozentsatz der anderen Klone. Die mit den
DERES-Primern isolierten LZ-RGA hybridisierten ausschlieRlich mit Mitglie-
dern der DERES-Variante und nicht mit den anderen LZ-Sequenzen, sie
stellen also neue Kandidaten unter den LZ-RGA dar (s. Tab. 8a,
3. Hybridisierungsrunde: Sonden D2-H13, D2-G11). Die DERES-KIlone
wurden bei der Berechnung des insgesamt charakterisierten Anteils der TIR-
bzw. LZ-Teilbank ausgeschlossen, da sie sich in den Kolonie-Hybridisierun-
gen deutlich von den TIR- und LZ-Klonen unterschieden. Sie bildeten
sozusagen eine gesonderte Teilbank.

Mit den drei Runden Kolonie-Hybridisierung konnte die RGA-Bank zu 67 %
charakterisiert werden. In Tabelle 8 b ist der mit den verschiedenen Sonden
charakterisierte mittlere prozentuale Anteil der RGA-Teilbanken angegeben.
Die Diversitat war innerhalb der TIR-Gruppe deutlich héher als innerhalb der
LZ-Gruppe. So wurden mit drei LZ-RGA-Sonden 76 % der LZ-Teilbank
charakterisiert, wohingegen bei den TIR-RGA (ausgenommen der DERES-
Variante) mit zwolf verschiedenen Sonden (ohne DERES-RGA-Sonden) im
Mittel nur knapp 54 % aller TIR-Klone detektiert wurden.

Tab. 8 b: Charakterisierter Anteil der RGA-Bank

TIR-Teilbank LZ-Teilbank

De|1g| 3e | 3g | 4g |10g|11-e|11-g | 12-g
uni [TIR|TIR|TIR|TIR| LZ | LZ | LZ | LZ

Charakterisierter 84 .1

Anteil je Variante [%] 81,4149,7163,6|38,6|62,9|72,3 81.3* 73,1771
Mittlerer charakterisierter 537 76,7 %

Anteil je Teilbank (TIR/ LZ) 07 75,9 %*

* ohne Einzel-RGA 11a-G11, 11b-L4

3.4 Phylogenie

Die durch Sequenzierung und Kolonie-Hybridisierung identifizierten 40 unter-
schiedlichen RGA-Familien wurden auf der Basis ihrer DNA- bzw. der abge-
leiteten Aminosaure (AS)-Sequenzen genauer analysiert. Das AS-Sequenz-
Alignment zeigte, dass neben den als Primerbindungsstellen verwendeten
Motiven in allen RGA-Sequenzen zwei bis drei zusatzliche konservierte
Domaéanen enthalten waren, die auch in anderen NBS-LRR Resistenzgenen
zu finden sind (Abb. 9).

Mehr als die Halfte der TIR-RGA enthalten am Ende des Kinase 2-Motivs

eine Asparaginsaure (D), alle Mitglieder der LZ-Gruppe tragen an dieser
Position einen Tryptophan-Rest (W) (Abb. 9).
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NBS-I NBS-IlI NBS-IV NBS-VI NBS-IX

P-loop Kinase 2 Kinase 3a GLPLAL
RGA e R —_— . —_— .

5 80 105 170 230

3gl-M19 W s~~~ VLLVLDDVD~ ~GSRIIITTR ~~GLPLALR~ ~~~~~~~~~~ ~~
1g2-D10 = ~~~~m~~~~ VLLVLDDVE~ ~GSRIIVTTR ~~GLPLALK~ ~~~~~~~~~~ ~~‘\\
4g2-I14 = ~~~mem~~e ILVVLDDVS~ ~GSKVIVTTR ~~GLPLALK~ ~~~~~~~~~~ ~~
1g2-C6 ~~~mmm~~~ VLVIVDNVD~ ~GGIIIITTR ~~GLPLALE~ ~~~~~~~~~~ ~~
3a-C8 W ~~~mmmm~~~ VLIILDDVD~ ~GSRIIITTR ~~GLPLAIK~ ~~~~~~~~~~ ~~
3g2-010 W~~~ VLLVLDDVD~ ~GSKIIITTR ~~GLPLALK~ ~~~~~~~~~~ ~~
3a-Cl2 = ~~~~mmm~~~ VLLVIDDVD~ ~GSRIIITTR ~~GLPLALK~ ~~~~~~~~~~ ~~
1g2-J13 = ~~~~mm~~~ VLIVLDDVN~ ~GSKIILTTR ~~GIPLALQ~ ~~~~~~~~~~ ~~
3a-C2 = e~~~ VLVVLDDVD~ ~GSRIIITTR ~~GLPLALE~ ~~~~~~~~~~ ~~
1g2-M14 = =  ~~~~mmv~~~ ILLILDDVN~ ~GSRIIITTR ~~GLPLALV~ ~~~~~m~~~~ ~~
3gl-E4 = ~~emmmmn~ ILLILDDVN~ ~GSRIIITTR ~~GLPLALI~ ~~~~~~~~~~ ~~
4gl1-dJ7 = ~~~~~~~~~ VLLVLDDVN~ ~GSRVIITTR ~~GLPLALV~ ~~~~~~~~~~ ~~
191-E24 = =  ~~~~mm~ns VLLVLDDVN~ ~GSRIIITTK ~~GLPLAVN~ ~~~~~~~~~~ ~~
D2-D14 = @~~~ VLIVLDDVN~ ~GSIVIITTR ~~GLPLAL-~ ~~~~~~~~~~
D2-K16 = ~~~~~m~~~ VLLALDDVS~ ~GSKIIITTR ~~GLPLAL-~ ~~~~~~~~~~ ~~
D1-P13 =  ~~mmmmm~~ VLIILDDVD~ ~GSRVIITTR ~~GLPLAL-~ ~~~~~~~~~~ ~~
D1-Bl = ~mmmmmmnn VLIILDNVN~ ~GSRILITTR ~~~r~~~~mm~ ~mmmmmmmn ~—
3g2-E4 =0 @~~~ VLLVLDDVD~ ~RSRIIITTR ~~GIPLALE~ ~~~~~~~~~~ ~~
D1-D1I = e VLLILDDVS~ ~GSRIVITTR ~~rr~~m~mm~ ~mmmmmmmn~ ~—
D1-M1 = o~~~ VLIILDDVD~ ~GSRIIITSR ~~~~rmmmm~~ m~v~mmmmmw ~~
D1-N13  ~mmmmmmnn VLLVLDDVD~ ~GSRIIITTR ~~rrmmmmmmn ~mmmmmmnn ~—
3a-A7 @ e~~~ VLLILDDVN~ ~GSRVLITTR ~~GLPLALT~ ~~~~~~~~~~ ~~
3g2-K19 = ~mmmmmmn~ VFLILDDVD~ ~GSRIIITTR ~~GLLLAFK~ ~~~~m~~~n~n~ ~—
3g2-N10 ~~mmmmmn~ VLVVIDDVD~ ~GSRIIITTT ~~GLPLALV~ ~~~~mmm~n~n ~—
3g2-I18 W ~~~~mmm~~ VLVVIDDVD~ ~GSRIIITTT ~~RLPLALQ~ ~~~~~~~~~~ ~~
N GGVGKTT~~K VLIVLDDID~ ~GSRIIITTR ~~GLPLALK~ ~FLDIACFL- ~~
D1-Cl4d = =  ~~v~mmmm~~ VLIVLDDVD~ ~GSRLIITTR ~~GLPLAL-~ ~~~~~~~~~~ ~~
3b-L16 e~ VLVVLDDVN~ ~GSRIIITTR ~~GIPLALK~ ~~~~~~~n~n~n~ ~~j
M GGIGKTT~~K ILVVLDDVD~ ~GTRFIITSR ~~GLPLTLK~ ~FLDIACFF- ~~
10g1-F8 ~~mmmmmm~ FVLFLDDLW~ ~SKKVLFTTR ~~GLPLALI~ ~~~~~~~~~~ ~~\
12g2-E8 = ~~~~m~v~n~ FVLLLDDVW~ ~KCKVIFTTR ~~GLPLALI~ ~~~~~~~~~~ ~~
D1-K15 =~~~ MLIILDDIW~ ~GSKVILTTR ~~GLPLAL-~ ~~~~~~~~n~n~ ~—
11g1-I16 @  ~~~~~~~~~ FLFILDDVW~ ~GCSVIVASR ~~GLPLLII~ ~~~~~~~~~~ ~~
D1-H6 = ~mmmmmmnn YMIVLDDVW~ ~GSRIMLTTR ~~GFPLAL-~ ~~~~~~~~~~ ~—
RPM1 GGSGKTT~~R YIVVLDDVW~ ~GSRVMMTTR ~~GLPLAIA~ ~CFLYCSLFP V~
11a-H10 = ~~mmmmmm~ YLVVLDDVW~ ~GSRIVLTTR ~~GLPLAIV~ ~~~~~~~mn~ ~—
12g2-C8 ~~~~m~v~~~ YLLVLDDVW~ ~GSKILVTTR ~~GAPLAVR~ ~~~~mmmm~~~ ~~
12g1-G10 ~~mmmmmn~ YLLVLDDVW~ ~GSKIVVITR ~~GVPLAIR~ ~~~~~~~~~~ ~—
Xal GGIGKTT~~R FLFILDDIW~ ~GNIIIVTTR ~~GSPLAAK~ ~CFSYCALFP E~
12g1-K16 ~~~mmmmm~ FLLVLDDVW~ ~GSRILVTTR ~~GLPLAAK~ ~~~~~~~mn~ ~—
11a-G1l6 = =  ~~~~mmm~~ LLLVLDDVW~ ~GSSILVTTR ~~GLPLAAK~ ~~~~~~~~~~ ~~
11a-G8 ~mmmmmmm~ FLIVLDDVW~ ~GSIILXTTR ~~GLPLAAR~ ~~n~~~~~mn~ ~—
11b-L4 = =  cmmmmmmn~ FLFVLDDVW~ ~GSKIIVTTR ~~GLPLAAK~ ~~~~~~~~~~ ~~
11a-Gll = ~mmmmmmm~ YVLILDDVW~ ~GSNIIITTR ~~GVPLVAK~ ~~~~~~~mn~ ~~/
Abb. 9: Konservierte Motive innerhalb der NBS-Region im AS-Sequenz-

Alignment der unterschiedlichen RGA-Familien mit den Resistenz-
genen N, M, RPM1 und Xa7. Die fur die Primerkonstruktion
verwendeten Motive sind nicht mit aufgefuhrt.
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Trotz der gemeinsamen Motive waren die Rosen-RGA zum Teil hoch divers,
wie aus der Identitatsmatrix deutlich wird (Tab. A 21). In Tabelle 9 a ist die
prozentuale Identitat der Aminosaure (AS)-Sequenzen zwischen dem ,Kinase
2’- und dem ,GLPL’-Motiv einschliefl3lich dieser Domanen zusammenfassend
aufgefuhrt. Die beiden unterschiedlichsten RGA innerhalb der TIR-Gruppe
waren zu 29 % identisch, die beiden ahnlichsten zu 68 %. Die durchschnitt-
liche Sequenzibereinstimmung innerhalb dieser Gruppe betrug ca. 40 %.
Innerhalb der LZ-Gruppe war eine grol3ere Distanz zu beobachten mit 17 %
als niedrigstem und 53 % als hochstem Wert fur die Sequenzidentitat. Im
Mittel waren die verschiedenen LZ-RGA zu 24 % identisch. Die AS-
Sequenzidentitat zwischen RGA der verschiedenen NBS-Gruppen betrug im
Mittel 21,6 % mit Werten von 14 % bis 29 %. Somit war die Sequenzidentitat
innerhalb der LZ-Gruppe nur um 2,4 % hoher als zwischen den beiden
Gruppen.

Tab. 9 a: Prozentuale Aminosauresequenz-ldentitat der unterschiedlichen

Rosen-RGA
Minimum Maximum Mittel
TIR 29 % 68 % 40,3 %
LZ 17 % 53 % 24 %
TIR/ LZ 14 % 29 % 216 %

In Tabelle 9 b ist die prozentuale Aminosaure-Sequenzidentitat der Rosen-
RGA mit den NBS-LRR-Resistenzgenen N, M, RPM1 und Xa1 angegeben.
Die TIR-RGA waren durchschnittlich zu 42,3 bzw. 31,6 % mit den TIR-NBS-
LRR-Genen N bzw. M identisch, wahrend die Rosen-LZ-RGA weniger als
22 % Sequenzhomologie mit diesen aufwiesen. Die Resistenzgene der
Nicht-TIR-Klasse zeigten eine Sequenzubereinstimmung von ca. 27 % mit
den Rosen-LZ-RGA, mit den Rosen-TIR-RGA betrug die Identitat 19 % fur
Xa1 und 23 % fur RPM1.

Tab. 9 b: Prozentuale AS-Sequenzidentitdt der Rosen-RGA mit klonierten

Resistenzgenen (RG) der NBS-LRR-Klasse

TIR-RGA LZ-RGA
RG (%) (%)

N 34 -48 17 - 28
42,3 21,8

M 26 - 36 16 - 27
0 31,6 21,4

Xa1 13-23 19 -35
18,9 @ 271

RPM1 21 -26 20-48
0 22,8 27,4
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In Abbildung 10 sind die phylogenetischen Beziehungen der Rosen-RGA
zusammen mit vier NBS-LRR Resistenzgenen im unbewurzelten Dendro-
gramm dargestellt, welches auf der Basis des Alignments der DNA-
Sequenzen zwischen ,P-Loop’ und ,GLPL’ -Motiv (ca. 160 Aminosauren)
erstellt wurde. Das Dendrogramm zeigt die eindeutige phylogenetische
Trennung der TIR- und LZ-RGA, deren Gruppenzugehorigkeit durch BLAST-
Analysen Uberpruft wurde. Der TIR-Teilbaum umfasst mehr unterschiedliche
Mitglieder und weist gegenuber dem LZ-Teilbaum kurzere Astlangen und
starkere Verzweigung auf.

3a-C2

DI-M1 Dpic14

3a-A7 3a.C8
SarlS P D1-p13, 191-E24
D1-N13\g1-F4 3g2-E4,
3b-L16_ N192°C6 1g2-M14
D2-K16

D2-D14

- 1g2-D10
3g1-M19 19 391-E4 p1.p1
4g2-M1 : 4g1-J7
1291-E8 }
9 1g1-P15 38.C12
TIR-Gruppe
3g2-010
10g1-F8
M
LZ-Gruppe
11a-G8
11g1-116
11b-L4
D2-G11
11a-G11
D2-H13
1291-G10

RPM1

12g2-C8

11a-H10 11a-G16 12g1-K16
0.1 substitutions per site Xa1

Abb. 10: Unbewurzeltes ,Neighbor-Joining’-Dendrogramm der verschiedenen
Rosen-RGA mit den NBS-LRR Resistenzgenen N, M, RPM1, Xa1.
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Die phylogenetischen Beziehungen zwischen Rosen-RGA und ausgewahlten
Resistenzgenen und RGA aus anderen Pflanzen, die in Internet-Daten-
banken verfigbar sind, wurden auf der Basis der Aminosauresequenz
zwischen ,P-Loop’ und ,GLPL’ -Motiv untersucht und im Phylogramm (Abb.
11) dargestellt. Als Outgroup diente dabei die NBS-Region des menschlichen
Regulator-Gens Apaf1, welches beim Zelltod eine wichtige Rolle spielt (Li et
al. 1997). Analog zu Lopez et al. (2003) und Meyers et al. (1999) wurden im
Phylogramm nur die Bootstrap-Werte >70 % angegeben, da die Werte
darunter keine sichere Aussage ermdglichen.

Das Phylogramm zeigte die zu 100 % gesicherte Trennung der NBS-LRR-
RGA in zwei Hauptgruppen, wobei die RGA der groReren Gruppe nach
BLAST-Analyse ausnahmslos vom TIR-Typ waren und die der kleineren vom
LZ-Typ. Die kleinere Gruppe umfasste RGA aus mono- und dikotylen
Pflanzen, die grélere jedoch ausschliel3lich aus dikotylen. Das M-Gen aus
Flachs zeigte mit 95 %iger Absicherung eine eindeutige Abgrenzung von
allen anderen TIR-RGA (Abb. 11).

In beiden Hauptgruppen gab es Rosen-RGA, die mit hoher Absicherung
naher mit RGA aus anderen Pflanzen (Manihot esculenta, Phaseolus
vulgaris, Malus x domestica, Theobroma cacao, Mentha longifolia) verwandt
waren als mit den anderen Rosen-RGA. Zum Teil traten die Rosen-RGA in
Clustern zusammen mit RGA aus Pyrus und Malus auf, die ebenfalls zu der
Familie der Rosaceae gehdren. Innerhalb der TIR-Gruppe zeigte ein Rosen-
RGA eine enge verwandtschaftliche Beziehung zu einem RGA aus einer
Pinus-Acrt.

Daneben fiel innerhalb der TIR-Gruppe ein homogenes Cluster aus zehn
Mitgliedern auf, welches ausschlieRlich aus Rosen-RGA bestand.

3.5 Kopienzahl der RGA im Genom

Ein wichtiger Aspekt bei der molekulargenetischen Charakterisierung von
RGA ist deren genomische Komplexitat, gemessen an der Kopienzahl im
Genom. Diese wurde fur ausgewahlte RGA-Loci durch genomische
Southern-blot-Analysen in drei bzw. vier verschiedenen Rosen-Genotypen
und Prunus cerasus untersucht. Die Prunus-DNA war bei der Filterher-
stellung der begrenzende Faktor, weshalb einige RGA alternativ in einer
zusatzlichen R. multiflora-Hybride eines anderen Genotyps analysiert
wurden. Um die Genauigkeit der Abschatzung der Kopienzahl zu erhéhen,
wurde die DNA jedes Genotyps mit zwei verschiedenen Restriktionsendo-
nukleasen (EcoRI und Hindlll) verdaut.
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In Tabelle 10 ist die Anzahl der Hybridisierungssignale je Genotyp fur die
beiden Enzyme getrennt und das Mittel beider Werte aufgeflhrt.

In den vier analysierten Rosen-Genotypen erzeugten die RGA-Sonden
unterschiedlich viele Hybridisierungssignale in einem Grdlenbereich
zwischen 0,5 und 12 kb. Die durchschnittliche Anzahl der Hybridisierungs-
signale in den Rosengenotypen wurde als Mal} verwendet flr die Einteilung
der RGA in Komplexitatskategorien. Unter Verwendung dieses Malistabes
waren vier der 14 untersuchten RGA-Loci ,singlecopy’ (1 - 2 Kopien; s. Abb.
12 b), zwei ,lowcopy’ (3 - 5 Kopien) und sieben ,multicopy’ (> 5 Kopien; s.
Abb. 12 a). Ein RGA (11a-G11) konnte keiner allgemeingultigen Kategorie
zugeordnet werden, da er in R. rugosa als ,singlecopy’ und in den beiden
R. multiflora-Genotypen als ,lowcopy’ Locus vorlag, wahrend in R. roxburghii
kein Signal zu beobachten war. Keine Sonde hybridisierte mit P. cerasus-
DNA.

12 kb
9 kb

7 kb
-6 kb

5kb

- 4 kb

- 3 kb

- 2 kb

- 1,6 kb

N\ J L J N J . J
Y Y Y Y

EcoRl-verdaut Hindlll-verdaut EcoRl-verdaut Hindlll-verdaut

Abb. 12: Southern-blot-Analysen des ,multicopy’ Locus D1-F1 (Subgruppe
TIR-1) (a) und des ,singlecopy’ Locus D1-B1 (b). 1: R. rugosa; 2:
R. roxburghii; 3: R. multiflora-Hybride 88/124-46; 4: Prunus cera-
sus; 5: R. multiflora-Hybride 82/78-1; kbL: 1 kb-Leiter (Langen-
standard).
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Tab. 10: Ergebnisse der genomischen Southern-blot-Analysen

Anzahl der
Hybridisierungssignale
RGA- Sub- R. R. rox- |R. multi-| R. multi-| Prunus K @ N Komple-
Locus | gruppe’ | rugosa | burghii | flora 88 | flora 82 | cerasus ;:r'”e‘;)' xitat
D1-B1 S 1712 | 1/1 171 - 0/0 1 ,single-
(TIR) 1% 1 1 - 0 copy’
D1-F1 TIR-| 11/11| 8/6 |13/10| 11/8 - 9 ,multi-
(TIR) 11 7 11,5 9,5 - copy’
D1-D13 TIR-| 5/12 | 47 9/7 - 0/0 v ,multi-
(TIR) 8,5 5,5 8 - 0 copy’
D(1'|'-|';l?1) 3| TRV 21/ 51 32/52 32/52 2 é 2 5 Sc.gg;e
32_7_',2;1 TIR-I] 171/717 101/010 11?{ ;6 0(/)0 14 (r;r:;:)l;l
3a-C2 TIR-III 0/2 0/1 0/2 1/2 - 1 ,single-
(TIR) 1 0,5 1 1,5 - copy’
3a-C8 s 4/3 3/3 7/3 6/5 - 4 Jow-
(TIR) 35 3 5 5,5 - copy’
swote w902 ST (28] - 00 [ o |t
ses [ [19)171) 22 [T 00
11a-G8 LZ-1] 11/10| 4/4 | 11/9 - 0/0 8 ,multi-
(LZ2) 10,5 4 10 - 0 copy’
11a-G16 1/2 1/1 1/3 - 0/0 ,single-
LZ-l 2
(LZ) 1,5 1 2 - 0 copy’
11a-G11 s 1/1 0/0 5/5 3/3 - 3 ,single-/
(L2) 1 0 5 3 - lowcopy’
11a-H10 LZ-1Il 6/7 3/6 6/7 - 0/0 6 ,multi-
(LZ) 6,5 4,5 6,5 - 0 copy’
11b-L4 S 5/2 3/2 8/2 8/4 - 4 Jow-
(L2) 3,5 2,5 5 6 - copy’

R Subgruppen-Bezeichnung analog Tab. 8 a; 2 obere Zeile: EcoRI-verdaute DNA / Hindlll-
verdaute DNA, ® untere Zeile: Mittelwert; ¥ durchschnittliche Anzahl der Hybridisierungs-
signale in den Rosen-Genotypen als Mal} fiir die Einteilung der RGA-Loci in Komplexitats-
kategorien (1 - 2: ,singlecopy’, 3 - 5: ,lowcopy’, > 5: ,multicopy’).
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3.6 Abundanz in der RGA-Bank und Kopienzahl im Rosengenom

Um die Beziehung zwischen der Kopienzahl der RGA in der Klonbank
(GroRe der RGA-Familien) und im Genom (genomische Komplexitat) zu
ermitteln, wurden die Ergebnisse der RGA-Bank-Charakterisierung und die
der genomischen Southern-blot-Analysen miteinander verglichen. Dabei
sollte geklart werden, ob beide positiv miteinander korreliert sind, d. h. ob
komplexe RGA-Loci mit vielen Kopien im Genom auch in der Bank grol3e
Multigenfamilien reprasentierten und genomische ,singlecopy’ Loci kleine
Familien oder sogar Einzelgene.

Die hinsichtlich ihrer Kopienzahl in der RGA-Bank und im Rosengenom
analysierten RGA sind im unbewurzelten Dendrogramm (Abb. 13) farblich
unterschiedlich markiert (s. Legenden Abb. 13). Sofern die RGA einer
Subgruppe zugeordnet worden sind (s. Tab. 8 a), ist die Subgruppennummer
daneben angegeben. Zur besseren Ubersicht sind diejenigen RGA, deren
Abundanz in der Rosen-RGA-Bank nicht untersucht wurde, nicht mit aufge-
fuhrt. Als Mal} fur die Einteilung der RGA in unterschiedliche Abundanz-
kategorien entsprechend ihrer Haufigkeit in der Bank diente der mit der
jeweiligen Sonde hybridisierende mittlere prozentuale Anteil bezogen auf die
zugehdrige NBS-LRR-Gruppe (TIR oder LZ), der in der vorletzten Spalte von
Tabelle 8 a angegeben ist. Folgende Schwellenwerte wurden dabei fur die
Einteilung der RGA angewendet:

Abundanz* Kategorie
<1% gering
1-9% mittel

9-15% hoch
>15 % sehr hoch

* in der RGA-Bank innerhalb der
jeweiligen NBS-LRR-Gruppe

Als Mal} fur die Einteilung der RGA-Loci in Komplexitatskategorien diente die
in den genomischen Southern-blot-Analysen ermittelte durchschnittliche
Anzahl der Hybridisierungssignale in den Rosen-Genotypen (vorletzte Spalte
Tab. 10) mit folgenden Schwellenwerten:

Kopienzahl* Komplexitat
1-2 ,singlecopy’
3-5 Jowcopy’
> 5 ,multicopy’
*im Genom
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Aus Abbildung 13 wird deutlich, dass die Komplexitat der Loci im Rosen-
genom und die Abundanz der RGA in der Klonbank nicht miteinander
korrelieren. So lagen grolte RGA-Familien mit mittlerer oder hoher Abundanz
in der Bank im Genom durchaus als ,singlecopy’ Loci vor (Beispiel: 3a-C2,
11a-G16) und ebenso gab es RGA, die eine geringe Abundanz in der Bank
hatten, aber als genomische ,multicopy’ Loci identifiziert wurden (3a-L5, 3a-
A7, 3a-C12). Daneben waren aber auch Falle zu beobachten, in denen sich
Abundanz und Komplexitat entsprachen, z. B. der ,singlecopy’ Locus D1-B1,
der nur in sehr wenigen Kopien in der Bank vertreten war oder der ,multicopy’
Locus 11a-G8, der eine sehr hohe Abundanz in der LZ-RGA-Teilbank hatte.
Das unbewurzelte Dendrogramm stellt die Ergebnisse der Kolonie-Hybridi-
sierungen bildlich dar: Die LZ-Gruppe bestand im Wesentlichen aus drei
unterschiedlichen RGA-Subgruppen mit mittlerer bis hoher Abundanz (> 9 %)
und einer Reihe von Einzel-RGA, die unter den Klonen der LZ-Teilbank nur
in wenigen Kopien vertreten waren (< 1 %). Es wurden keine LZ-RGA mit
geringer Abundanz in der Bank (zwischen 1 und 9 %) identifiziert, wohin-
gegen bei der TIR-Gruppe sieben von zwdlf untersuchten RGA in diese
Kategorie fielen.
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Abb. 13: Unbewurzeltes Dendrogramm ausgewahlter Rosen-RGA mit Kenn-
zeichnung der Abundanz innerhalb der RGA und der Komplexitat
im Rosengenom. Die Subgruppen sind mit romischen Ziffern
gekennzeichnet analog Tabelle 8 a. Grin: NBS-LRR-Resistenz-

gene.
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3.7 Lokalisierung der RGA im Rosengenom: Kartierung

3.7.1 Integration in die Rosen-Chromosomenkarten

Zur Klarung der Verteilung der RGA im Rosengenom sowie deren Position
zu den beiden kartierten Rosen-Resistenzgenen wurden ausgewahlte RGA
in die zwei bestehenden Rosen-Chromosomenkarten integriert.
Entsprechend der Chromosomenanzahl im haploiden Satz setzen sich die
Chromosomenkarten der beiden Rosen-Kartierungspopulationen aus sieben
Kopplungsgruppen zusammen. Das Resistenzgen Rdr1 gegen den Stern-
ruBtau konnte in beiden Populationen 94/1 und 97/7 auf der Kopplungs-
gruppe (KoGr) 1 lokalisiert werden (von Malek et al. 2000, Linde, personliche
Mitteilung). In der Population 94/1 war die Kartierung von Rdr1 nur uber eng
gekoppelte Marker maoglich, da die Nachkommenschaft nicht eindeutig fur die
Sternruf3tau-Resistenz aufspaltete (Debener, persoénliche Mitteilung). Das
Resistenzgen Rpp7 gegen den Echten Mehltau konnte bisher nur in der
Population 94/1 ebenfalls Uber eng gekoppelte Marker kartiert werden, und
zwar auf KoGr 3 (Linde et al. 2004).

In den Jahren 2001 und 2002 wurden im Gewachshaus und im Freiland in
der Population 97/7 umfangreiche Befallsdaten erhoben, auf deren Basis auf
verschiedenen Kopplungsgruppen QTL (,Quantitative Trait Loci’) flr
Resistenz gegen den Echten Mehltau lokalisiert werden konnten (Linde,
personliche Mitteilung).

Zusatzlich zu den RGA, die aus Rosen-DNA oder RNA isoliert worden sind,
wurden vier genomische TIR-RGA mit kartiert, die von einem BAC (,Bacterial
Artificial Chromosome’)-Contig aus R. rugosa um den Resistenzgen-Locus
Rdr1 stammten (Kaufmann et al. 2003). Zwei dieser mit ,BAC’ bezeichneten
RGA wiesen eine Aminosauresequenz-ldentitat von 77 % auf, die anderen
drei waren zu uber 80 % identisch. Alle vier unterschieden sich aber deutlich
von den anderen genomischen und exprimierten Rosen-RGA und bildeten
somit eine eigene Subgruppe (Tab. A 22).

In den SSCP-Analysen zeigten von den 55 spezifischen RGA-Primern
insgesamt 33 in mindestens einer der beiden Rosen-Kartierungspopulationen
Polymorphismen zwischen den Elterngenotypen und in den Nachkommen-
schaften und konnten somit zur RGA-Kartierung eingesetzt werden (s. Tab.
A 18).

Bis auf wenige Ausnahmen bestand das von den spezifischen Primern
erzeugte SSCP-Bandenmuster aus mehr als vier PCR-Banden, wie man es
bei diploiden Genotypen fur einen einzelnen Genlocus maximal erwarten
wlrde. Abbildung 14 c zeigt exemplarisch das hochkomplexe SSCP-
Bandenmuster eines Mitgliedes der Subgruppe LZ-I. Zum Vergleich sind in
Abb. 14 a und b zwei ,single-’ oder ,lowcopy’ RGA-Loci dargestellt.

Haufig gab es bei den ,highcopy’ RGA zwischen den verschiedenen SSCP-
Banden keine Unterschiede unter den analysierten Individuen, d. h. die
Nachkommen spalteten fur die verschiedenen DNA-Fragmente gleich auf.
Bei identischen Aufspaltungsverhaltnissen wurden die Marker nicht als
verschiedene Loci angesehen und nur einmal erfasst. In Tabelle 11 ist fur die
beiden Populationen die Anzahl der Banden je RGA-Primer aufgeflihrt,
welche als potentielle RGA-Loci angesehen wurden. Zusatzlich ist die Anzahl
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der ,trennbaren” Loci angegeben, das sind solche, bei denen in mindestens
einem Individuum ein Rekombinationsereignis stattgefunden hat und die sich
dadurch von den anderen unterschieden. In der Population 94/1 lag die
mittlere Anzahl der SSCP-Banden je Primer bei 13,4, wovon aber durch-
schnittlich lediglich 2 ein unterschiedliches Spaltungsverhaltnis aufwiesen
und als Marker ausgewertet wurden. Die mittlere Bandenanzahl in der
Population 97/7 betrug 15,5. Die Anzahl der trennbaren Marker war mit
durchschnittlich 4,6 mehr als doppelt so hoch wie in der Population 94/1.

a)

B0 {58 R et
gl Tl
UL h uJIq '.!q- ni

I-
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Abb. 14: SSCP-Analysen fur die RGA-Kartierung in der Population 94/1. In
den linken beiden Spuren sind jeweils die beiden Eltern-Genotypen
abgebildet, dahinter einige Individuen der Nachkommenschaft.
a) ,Single-’ oder ,lowcopy’ RGA-Locus 4g2-B16 (TIR, keiner Sub-
gruppe zugeordnet); b) ,single-’ oder ,lowcopy’ RGA-Locus 3a-C5
(Subgruppe: TIR-IIl); ¢) ,multicopy’ RGA-Locus 12g1-M19 (Sub-
gruppe: LZ-l).
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Tab. 11: Anzahl der potentiellen und trennbaren Loci je RGA in 94/1 und 97/7

Kartierungspopulation
94/1 97/7

RGA Sub- bt Lo | Trennbare | oy o | Trennbare
gruppe Loci Loci
11a-G2 LZ-| 22 2 26 7
11b-E10 LZ-| 20 2 24 7
11g1-05 LZ-| 20 1 24 6
12g1-E12 LZ-| 18 2 22 6
12g1-M19 LZ-| 24 3 - -
B 112-G8 LZ-Il 14 1 - -
3 11a-H10 LZ-1l 12 1 - -
12g1-E15 |  LZ-lIl 14 3 16 2
> >11a-G11 | LZ-s” 4 3 - -
S > 11b-L4 LZ-s 10 1 - -
D1-A2 TIR-I 30 2 - -
S D1-D13 TIR-I 16 2 10 6
M Di-F1 TIR-I - - 10 4
D1-K1 TIR-I - - 8 4
D1-M1 TIR-I 24 1 - -
D1-01 TIR-I 14 2 - -
L3-E9 TIR-I 18 2 20 4
L3-F3 TIR-I 7 1 g g

3a-L19 TIR-II 12 2 16

3a-C5 TIR-III 5 3 - -
3b-N10 TIR-NI 8 2 - -
> 2> 3a-C8 TIR-s? 16 2 16 5
D1-D1 TIR-s 4 2 7 3
1g2-D10 | TIR-VI 14 2 12 5
1g1-E24 | TIR-VII - - 14 3
4g2-B16 | TIR-0% 4 1 - -
L3-D1 TIR-0 6 1 - -
L3-D2 TIR-0 14 2 g g
L3-E6 TIR-0 11 1 15 6
BAC-3-C1 | TIR-BAC 14 5 - -
BAC-3-C5 | TIR-BAC 8 2 - -
BAC-4-F24| TIR-BAC 7 3 8 2
BAC-help | TIR-BAC 13 3 - -
Mittel 13,4 2,0 15,5 4,6

" Subgruppen-Bezeichnung analog Tab. 8 a; 2 TIR-/ LZ-s: Einzel-RGA; ¥TIR-0: keiner Sub-
gruppe zugeordnet, da nicht in Kolonie-Hybridisierungen analysiert und verschieden zu
anderen RGA,; 4 potentielle Loci: Anzahl der SSCP-Banden,; ® trennbare Loci: in mindestens
einem Individuum verschieden; Pfeile: Kopienzahl im Genom in Southern-blot-Analysen
untersucht (weil3; ,singlecopy’, grau: ,lowcopy’, schwarz: ,multicopy’).
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Zu Vergleichszwecken sind die RGA, deren Komplexitat in genomischen
Southern-blot-Analysen zuvor untersucht wurde, in Tabelle 11 in Abhangig-
keit von der Komplexitat der Loci mit weil3en, grauen und schwarzen Pfeilen
markiert (s. Legende). Vier der sieben hinsichtlich der Komplexitat analysier-
ten RGA waren ,multicopy’ Loci. Das SSCP-Bandenmuster dieser RGA war
mit durchschnittlich 13 Banden recht komplex. Dies war allerdings bei den
beiden ,lowcopy’ RGA ebenfalls der Fall. Das Bandenmuster des einzigen
kartierten, in Southern-blot-Analysen als ,singlecopy’ identifizierten RGA-
Locus bestand aus vier Banden.

Tab. 12: Anzahl der kartierten RGA auf den Kopplungsgruppen (KoGr) fur
Population 94/1 und 97/7

94/1 97/7
KoGr| RGA  Loci | RGA  Loci |Resistenz
gene
1 5 12 3 7 Rdr1
2 3* 3 = - -
3 - - - - |Rpp1(94/1)
4 5 9 2 4 -
5 4 5 1 4 )
6 3 3 i ) -
r | o 15 9 37 i
ges. 29* 47 15 52

* Auf KoGr 2 und 7 jeweils ein Locus desselben RGA kartiert, daher
insgesamt 29 RGA und nicht 30.

Tabelle 12 fasst die Anzahl der kartierten RGA je Kopplungsgruppe (KoGr)
fur die Populationen 94/1 und 97/7 zusammen. In der Population 94/1
wurden 47 Loci kartiert, die 29 RGA reprasentierten. Die 47 RGA-Loci
verteilen sich auf sechs der sieben Kopplungsgruppen, wobei auf KoGr 1 und
7 eine Konzentrierung von RGA-Loci zu beobachten ist. In Population 97/7
wurden 15 RGA mit 52 Loci auf vier der sieben Kopplungsgruppen kartiert,
wobei nahezu drei Viertel davon auf KoGr 7 liegen. Sieben bzw. zwolf RGA-
Loci wurden auf KoGr 1 kartiert, wo auch das Resistenzgen Rdr1 gegen den
Sternrufdtau lokalisiert ist. Kein RGA wurde auf der Kopplungsgruppe von
Rpp1 gegen den Echten Mehltau identifiziert.

In Tabelle 13 sind die kartierten RGA einzeln mit den zugehdrigen Loci und
den Kopplungsgruppen, auf denen diese lokalisiert sind, vergleichend fir die
beiden Kartierungspopulationen aufgefuhrt. Farbig umrahmt sind jeweils die
Mitglieder einer Subgruppe und die zugehdrigen Kopplungsgruppen.
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Bei insgesamt 33 RGA war die Integration in die Chromosomenkarten der
Kartierungspopulationen 94/1 und/ oder 97/7 mdglich. Aufgrund fehlender
Polymorphismen, erheblicher Abweichungen vom erwarteten Marker-
Spaltungsverhaltnis oder ungentugender Kopplung mit den anderen Markern
konnten nicht alle RGA in beiden Populationen kartiert werden.

Die 14 doppelt kartierten RGA, sind in beiden Populationen ausnahmslos auf
den gleichen Kopplungsgruppen lokalisiert. Die Mitglieder einer Subgruppe
liegen dabei bis auf wenige Ausnahmen gemeinsam in einer Kopplungs-
gruppe (Tab. 13, grun umrahmt). Dies ist bei allen Mitgliedern aus Sub-
gruppe LZ-| (funf RGA) und TIR-III (zwei RGA) der Fall sowie bei sieben der
acht RGA aus TIR-Il. Bei einem Mitglied aus TIR-I tritt ein Sonderfall auf: Hier
liegen die beiden zugehorigen RGA-Loci auf unterschiedlichen Kopplungs-
gruppen, einer auf KoGr 7, der andere auf KoGr 2 (Tab. 13, rot gedruckt). Ein
weiteres RGA aus TIR-I| ist ebenfalls auf KoGr 2 lokalisiert (Tab. 13, rot
umrahmt). Bis auf die zwei Ausnahmen in TIR-I gibt es nur noch zwei weitere
Falle, in denen die RGA einer Subgruppe auf unterschiedlichen Kopplungs-
gruppen lokalisiert sind: Die beiden Mitglieder aus LZ-lll lagen auf KoGr 1
bzw. 5 (Tab. 13, rot umrahmt) und zwei der zehn RGA-Marker, die von dem
Rdr1-BAC-Contig abgeleitet worden sind, wurden auf KoGr 5 statt, wie die
anderen acht, auf KoGr 1 kartiert (Tab. 13, rot umrahmt).

In den Abbildungen 15 a - e sind die Kopplungsgruppen 1, 4, 5 und 7 der
Chromosomenkarten vergleichend fur die Populationen 94/1 und 97/7 darge-
stellt. Unter den Karten sind die Positionen der RGA-Marker auf den
Kopplungsgruppen tabellarisch aufgefuhrt sowie die Gruppen (TIR/ LZ) und
Subgruppen (s. Tab. 8 a) der zugehoérigen RGA.

Die Kopplungsgruppen 2, 3 und 6 sind nicht abgebildet, da darauf entweder
keine (KoGr 3) oder nur in der Population 94/1 jeweils drei RGA lagen.

Fur die Population 94/1 wurden die Kopplungsgruppen der beiden Eltern
getrennt dargestellt, da sich durch die relativ geringe Individuenzahl (72) bei
der hohen Markerdichte (ca. 800) eine fehlerfreie Integration der beiden
Karten als schwierig gestaltete und dabei unter Umstanden Informationen
verloren gehen konnten. Die uniparentalen RGA-Marker sind in der Popula-
tion 94/1 fur den matterlichen Elter am Ende mit einer 1, fur den vaterlichen
mit einer 2 gekennzeichnet, die biparentalen tragen die Abkurzung bi in
ihrem Namen.

Die Chromosomenkarte flr die Population 97/7, die auf der Grundlage von
170 Individuen und insgesamt 231 Markern basiert, wurde integriert aus den
Einzelkarten beider Eltern. Die Marker, die sich aus dem anfalligen Pollen-
spender-Elter ableiteten, tragen in ihrem Namen die Bezeichnung Sp3, die
des gegen den Echten Mehltau und Sternruf3tau resistenten Elters enden mit
39. Die biparentalen Marker tragen das Kurzel K.

In der Population 97/7 wurde eine Reihe von QTL gegen den Echten Mehltau
im Freiland und im Gewachshaus detektiert (Linde, personliche Mitteilung).
Positionen, in denen RGA auf derselben chromosomalen Region wie diese
QTL kartiert wurden, sind mit einem grinen Balken auf der rechten Seite der
Kopplungsgruppen gekennzeichnet. Der LOD (,Likelihood of the Odds’)-
Score, der die Sicherheit fur die Lage des QTL ausdruckt, ist jeweils darunter
angegeben.
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Tab. 13: Kartierte RGA mit Anzahl der Loci und zugehdriger KoGr

Population 94/1 Population 97/7
RGA Sub- , Anzahl'der KoGr Anzahl_der KoGr
gruppe Loci Loci
11a-G2 LZ-I 2 7 3 7
11b-E10 LZ-1 1 7 6 7
11g1-05 LZ-| 1 7 6 7
12g1-E12 LZ-l 1 7 6 7
12g1-M19 LZ-| 3 7 - -
11a-G8 LZ-1l 1 1 - -
11a-H10 LZ-1lI 1 5 - -
12g1-E15 LZ-1ll 2 1 2 1
11a-G11 LZ-s 3 4 - -
11b-L4 LZ-s 1 5 - -
D1-A2 TIR-I 2 7 - -
D1-D13 TIR-I 2 2;7 2 7
D1-F1 TIR-I - - 4 7
D1-K1 TIR-I - - 3 7
D1-M1 TIR-I 1 7 - -
D1-0O1 TIR-I 2 7 - -
L3-E9 TIR-I 1 7 4 | 7 |
L3-F3 TIR-I 1 2 - -
3a-L19 TIR-II 1 6 - -
3a-C5 TIR-11I 2 4 = =
3b-N10 TIR-III 1 4 - -
3a-C8 TIR-s 1 5 4 5
D1-D1 TIR-s 2 4 1 4
192-D10 TIR-VI 2 1 4 1
191-E24 TIR-VII - - 3 7
492-B16 TIR-0 1 6 - -
L3-D1 TIR-0 1 6 - -
L3-D2 TIR-0 1 2 - -
L3-E6 TIR-0 1 4 3 4
BAC-3-C5 || TIR-BAC 2 5 - -
BAC-3-C1 || TIR-BAC 4 1 - -
BAC-4-F24|| TIR-BAC - - 1 1
BAC-help || TIR-BAC 3 1 - -
Anzahl der Loci 47 52
Anzahl der RGA 29 15

"'S. Index Tab. 11; grin umrahmt: Mitglieder einer Subgruppe, die auf derselben KoGr
liegen; rot umrahmt bzw. gedruckt: Mitglieder einer Subgruppe, die auf verschiedenen KoGr
liegen.
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94/1 LG A1

0 BAC-3-C1-bi
7 1g2-D10b-1
10 fr 192-D10a-1
12 \\F [ AFLP

15 ' SSR

17 / AFLP

19 W Jiir AFLP

20 Wil AFLP

24\ li- AFLP

26 = BAC-3-C1-4-1
27 \H/; AFLP

28| JJy AFLP

29 ~\{J/, AFLP

30 \&// RAPD
32\ AFLP

34 ~J | AFLP

36 —_— AFLP
37~/ RAPD

38 7/ AFLP

39 //\\ AFLP

41 /N SSR

42 AFLP

43 AFLP

44 4 AFLP

45 AFLP

47 - W sSR

48 1 AFLP

50 AFLP

52 AFLP

54 4/S\} AFLP

55 BAC-C1-2-1
68 AFLP

71 1291-E15-bi2

94/1 LG B1
0 SSR
5 BAC-h-b1-2
9 Scar-Rdr1
13 RFLP-Rdr1
14 AFLP
15 AFLP
16 SSR
18 AFLP
19 AFLP
21 11a-G8-2
26 AFLP
27 AFLP
30 AFLP
39 12g1-E15-bi2
41 AFLP
44 AFLP
50 AFLP
53 AFLP
54 AFLP
55 AFLP
57 AFLP
58 AFLP
59 SSR
60 AFLP
62 AFLP
64 AFLP
65 BAC-1-2
67 AFLP
68 BAC-h-b2-2
72 AFLP
74 12g1-E15-2
82 AFLP

97/7 LG A+B1
0 Rdr1
10 12g1-E15-39a
11 12g1-E15-Sp3a
16 AFLP
17 AFLP
20 192-D10-K5 1g2-D 10-K1
21 AFLP
22 AFLP
24 192-D10-K6
25 192-D10-K2
29 AFLP
30 BAC-4-F24-K2
33 AFLP 5,17
35 AFLP
36 AFLP
37 AFLP
38 AFLP
42 AFLP
44 AFLP
47 AFLP
48 AFLP
49 AFLP
53 AFLP
54 AFLP
57 AFLP
60 AFLP
61 AFLP
69 AFLP

TIR-RGA, LZ-RGA, Rdr1

I Q7L fiir Resistenz gegen Echten Mehltau im Gewéachshaus in den Jahren 2001 und 2002.

Marker cM Marker cM Marker cM
?i‘g:;gl'bi 0.0 ??222;21'2 5.4 Rdr1l 0.0
;?;:%Ob'l 6.8 Scar-RArl 9.2 121 1000
et 10.4 RFLP-Rdrl 12. e S E I
i
ORC T s DLmERE g, ROE
ZHEEE o BOOEUTT o, 0 s
ORI o piE
EEST L, BOLTR o
Abb. 15 a: KoGr 1 der Populationen 94/1 und 97/7 und Positionen der

kartierten RGA.
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94/1 LG A4

0 AFLP

5 AFLP

6 AFLP

10 \\/ [} AFLP

12 l AFLP

15 Il SSR

16 Wiy D1-D1-1
17 I SSR

19 WLy AFLP
20\l AFLP

22 \\H//; AFLP

23 \\J/; AFLP

24 \LY/ AFLP

25 - AFLP

26 —H— AFLP

27 “/2\™ AFLP

28 /I I\ SSR

29 JIR\ AFLP
30 Y\ AFLP

31 i\ AFLP

33 I\ D1-D1-bi
34 4N\ SSR

36 W\ AFLP
38 3a-C5-2-1
40 L3-E6-1 11a-G11b-1
42 AFLP

43 AFLP

45 4t W AFLP

47 i 112-G112-1
504 (W AFLP

52 i 3a-C5-1a-1
54 | AFLP

57 A\ AFLP

59 I AFLP

60 I\ AFLP

67 SSR

71 3b-N10a-1
75 AFLP

94/1LG B4

AFLP
D1-D1-bi
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
Scar
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
11a-G11¢-2
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
SSR
AFLP
SSR
AFLP
AFLP
SSR
\- AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
AFLP
SSR

9717 LG A+B4

0 AFLP

6 D1-D1-Sp3
10\—/AFLP
11\ AFLP

12§ 4AFLP H
14~ -AFLP 16,223

7,

1o Arip
20T [~ AFLP
23 ———AFLP
25—~ AFLP
267 %AFLP
277/ \- AFLP

307 /—\“AFLP
33/_\AFLP

357 /~\- AFLP
38/ \L3-E6-Sp3b
45 L3-E6-Sp3c
48 ——1—AFLP

50 L3-E6-Sp3a 4,09
4,62

1111

[T |

55 AFLP

62 ——— AFLP

TIR-RGA, LZ-RGA
B QTL fir Resistenz gegen Echten Mehltau im Gewachshaus in den Jahren 2001 und 2002;

Marker cM
ey 150
T
-C5-2-1
e
et e
i;:ellb—l 40.3
1la-Glla-1
LZ‘?SG @ 47.5
e st
BT

QTL fur Resistenz gegen Echten Mehltau im Freiland in den Jahren 2001 und 2002.

Marker cM Marker cM
D1-D1-bi D1-D1-Sp3
TIR-s 8.4 TIR-s 5.6
1la-Gllc-2 L3-E6-Sp3b
L7os 31. TTR-0 38.2
L3-E6-Sp3c
TTR-0 44.9
L3-E6-Sp3a
TIR-0 50.4

Abb. 15 b: KoGr 4 der Populationen 94/1 und 97/7 und Positionen der
kartierten RGA. Griin umrahmt: gemischtes TIR/ LZ-Cluster.

52




Ergebnisse

94/1 LG A5 97/7 LG A+B5
0,0 SSR
2.6 AFLP
3,9 AFLP 0,0 AFLP
48 SSR 17 AFLP
6.5\ AFLP 37 AFLP
123\ ssR 6.2 AFLP
R\ 8,2 AFLP
16,0 AFLP
19.2 l SSR 11,2 AFLP
' 11.9 AFLP
21,2 AFLP ,
23 2-\LIIF AFLP 12.8 AFLP
24 1-\Il- AFLP 15,0 AFLP
254\ 11a-H10-1 166 AFLP
’ ]
27,2\ AFLP 18,5 AFLP
PA= 22.1 3a-C8-K
28.6 - AFLP ,
33,1 I Scar 23,9 AFLP
34,2\ Scar 25,0 3a-C8-39b
2 252 3a-C8-39¢
35.2 =~ AFLP
37,0 AFLP 28,2 3a-C8-39a
38.6 7/ AFLP 29.3 AFLP
40.17| N\ArLP 31,8 AFLP
41,24\ AFLP 331 Scar
= 38,6 SSR
42,4 -/iW\- AFLP
46,61\ 11b-L4-1 39,7 AFLP
o/ 451 AFLP
48,0 7L -\ AFLP AFLP
49,5\ AFLP 51,7
50,840 W\ AFLP
52,2 W AFLP
53,84 W AFLP
57,6 - SSR
59,841 W SSR
61,2l W AFLP
64,7l AFLP
67,1 L AFLP
71,1 3a-C8a-1
72,84k § BAC-3-C5-1-1
75.4 AFLP
76.6 BAC-3-C5-2-1
79,9 Scar
89,8 Scar

TIR-RGA, LZ-RGA

Marker cM Marker cM
i;‘:?%o_l 25.4 ;?;2« 22.1
i;]:m—l 46.6 ;?Ifz_”b 25.0
;?{fza_l 71.1 ;;?2’39(3 25.2
BAC3-C5-1-1 ., 3ace3oa
BAC-3-C5-2-1

TIR-BAC 76.6

Abb. 15 ¢c: KoGr 5 der Populationen 94/1 und 97/7 und Positionen der
kartierten RGA.
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94/1 LG A7
0 —(— AFLP
5~J_1- AFLP
6 — 1~ D1-D1321
13 L3-E9-bi D1-O1a-1
17 ~_|- AFLP
18 — =~ AFLP
19 7} AFLP
21 7:\ T1a-G2-1
22/ \|11g1-05-1
23 / AFLP
24 11b-E10-bi
25 11a-G2-bi 12g1-M19-bi
27 12g1-M19a-1
28 121-E12-1
31 AFLP
34 AFLP
35 AFLP
42 AFLP
43 AFLP
46 AFLP
47 AFLP
51 SSR
54 AFLP
58 AFLP
61 AFLP
62 AFLP
65 AFLP
68 AFLP

941 LG B7

0 AFLP

3 D1-01b-2 L3-E9-bi
5 \/; D1-A2-1-2
7\ AFLP
9-\\/- AFLP
11\ AFLP
12\ D1-A2-2-2
16 \N=V/7 D1-M1-2
17 l AFLP
18\ AFLP

19 A AFLP

20 =0~ AFLP

21 I N[TT6-E10-5i
22 /M \V|11a-G2-bi
24 I\ |AFLP

25 JJJ\ | 11b-E10-2
26 Y=\ |AFLP

27 JA\{1201-M19b-2
29 i SSR

30 il SSR

32 L1291-M19-bi
33 AFLP

34 L AFLP

37 AFLP
394 AFLP
409 AFLP

41 AFLP

43 AFLP

47 SSR

49 AFLP

57 AFLP

62 AFLP

69 AFLP

TIR-RGA, LZ-RGA

Marker - Sg. cM

Marker - Sg. cM
D e
DB
T
T
SR
i;?;ElO-bl 04 .
i;a};GZ—bl 04 .
]:!__;?]I_—Ml9—bl -
i;g%—M19a—1 06 .
iz?i-E12-1 8.

o
DER s
R,
R,
nme
i;?;ElO-bl 01,
i;a};GZ—bl 09
i;?;ElO—Z 04
i;g%—M19b—2 07,
I:I_.,Z%jill.-M19-b1 39,

Grin umrahmt: GrofRes LZ-I RGA-Cluster.

Abb. 15 d: KoGr 7 der Population 94/1 und Positionen der kartierten RGA.
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97/7 LG A+B7

D1-F1-Sp3b

L3-E9-Sp3a

D1-F1-Sp3d

Ir 191-E24-39a

L3-E9-Sp3b 1g1-E24-39b
191-E24-39¢

D1-F1-Sp3a D1-K1-Sp3a
D1-D13-Sp3a

D1-K1-Sp3b

D1-D13K

D1-K1-39a

11a-G2-K1

L3-E9-39a

L3-E9-39b D1-F1-39a
11b-E10-K4

11b-E10-K2

12g1-E12K3

11g1-05-39c 11g1-05-Sp3a
11g1-05-39a

11g1-05-39b 12g1-E12-39a
11a-G2-39b 7,94
11b-E10-K5 12g1-E12-39¢
11g1-05-39e 11a-G2-39%
12g1-E12-K2 11g1-05-Sp3b
11b-E10-39a
1291-E12-39b 11b-E10-39b
1291-E12-Sp3a

AFLP

AFLP

AFLP

AFLP

AFLP

11b-E10-Sp3a

AFLP

AFLP

AFLP

AFLP

AFLP

AFLP

}
|

Marker Sg. cM
D1-F1-Sp3b TIR-I 0.0
L3-E9-Sp3a TIR-I 2.2
D1-F1-Sp3d TIR-I 3.4
1gl1-E24-39a TIR-VII 4.3
L3-E9-Sp3b TIR-I 5.7
1g1-E24-39b TIR-VII 5.9
1g1-E24-39c TIR-VII 6.3
D1-F1-Sp3a TIR-I 6.5
D1-K1-Sp3a TIR-I 6.7
D1-D13-Sp3a TIR-I 7.0
D1-K1-Sp3b TIR-I 8.5
D1-D13-K TIR-I 10.4
D1-K1-39a TIR-I 11.8
1l1a-G2-K1 LZ-TI 13.5
L3-E9-39a TIR-I 15.6
L3-E9-39b TIR-I 16.7
D1-F1-39a TIR-I 17.2
11b-E10-K4 LZ-I 18.4
11b-E10-K2 LZ-I 20.2
12g1-E12-K3 LZ-T 20.9
11g1-05-39c LZ-T 21.8
11g1-05-Sp3a LZ-I 22.1
11g1-05-39a LZ-I 22 .4
11g1-05-39b LZ-T 22.8
12g1-E12-39a LZ-I 23.2
11a-G2-39b LZ-TI 23.4
11b-E10-K5 LZ-I 23.8
12g1-E12-39¢c LZ-1I 24.1
11g1-05-39e LZ-T 24.8
1l1a-G2-39e LZ-TI 25.1
12gl1-E12-K2 LZ-I 25.5
1191-05-Sp3b LZ-I 25.6
11b-E10-39a LZ-T 26.2
12gl1-E12-39b LZ-I 26 .6
11b-E10-39b LZ-I 27.0
12gl1-E12-Sp3a LZ-1I 27.7
11b-E10-Sp3a LZ-I 36.0

TIR-RGA, LZ-RGA

QTL fur Resistenz gegen Echten Mehltau im Freiland im Jahr 2002.

Abb. 15 e: KGr 7 der Population 97/7 und Positionen der kartierten RGA.
Grun umrahmt: Grof3es LZ-1 RGA-Cluster.
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3.7.2 RGA und Resistenzgene

In der Population 94/1 ist Rdr1 in einer Region von 3,5 cM zwischen einem
SCAR (,Sequence-Characterized Amplified Region’)- und einem RFLP
(,Restriction Fragment Length Polymorphism’)-Marker telomerisch auf
KoGr 1 des mannlichen Elters lokalisiert (Abb. 15 a, grin markiert). Der
Rdr1-RFLP-Marker ist mit einem LOD-Score von 11,8 mit einem LZ-RGA-
Marker gekoppelt, der in einer Entfernung von 8 cM in centromerer Richtung
liegt. Telomerisch 3,8 cM entfernt von dem Rdr1-Scar-Marker ist auf dem
vaterlichen Chromosom ein TIR-RGA-Marker lokalisiert, der von dem BAC-
Contig um Rdr1 abgeleitet wurde. Auf dem miutterlichen Chromosom liegen
telomerisch in der Rdr1-Region drei weitere TIR-RGA-Loci.

Von den zehn vom Rdr1-BAC-Contig abgeleiteten RGA-Marker wurden acht
auf KoGr 1 kartiert, zwei davon in unmittelbarer Nahe zu dem Resistenzgen,
die anderen breit gestreut Uber die gesamte Kopplungsgruppe.

Durch die Aufspaltung fur Sternruf3tau-Resistenz konnte in der Population
97/7 das Resistenzgen direkt kartiert werden. Auch hier ist Rdr1 auf KoGr1
telomerisch lokalisiert. Der am starksten an Rdr1 gekoppelte Marker (LOD
23,9) wurde von einem LZ-RGA abgeleitet und ist 10 cM centromerisch von
dem Resistenzgen lokalisiert. Ein weiterer Locus desselben RGA wurde 1 cM
entfernt von dem ersten Locus kartiert.

Auf der KoGr 3, auf der in der Population 94/1 das Resistenzgen Rpp1
gegen den Echten Mehltau lokalisiert ist, wurde kein RGA kartiert.

3.7.3 RGA und QTL

In der Population 97/7 wurden diverse QTL fur Resistenz gegenuber dem
Echten Mehltau auf verschiedenen Kopplungsgruppen Kkartiert (Linde,
personliche Mitteilung). Die QTL, die auf Chromosomenabschnitten zusam-
men mit RGA liegen, sind in Abbildung 15 eingezeichnet.

Auf KoGr 1 wurden zwei Loci eines TIR-RGA direkt in der Region eines QTL
fur Mehltau-Resistenz im Gewachshaus kartiert. Ein vom dem BAC-Contig
um Rdr1 abgeleiteter Marker ist innerhalb des Konfidenzintervalls lokalisiert.
Auf KoGr 4 wurden zwei QTL fur Resistenz gegen Echten Mehltau im
Gewachshaus und im Freiland detektiert. Etwa 2,5 cM vom ersten QTL
entfernt liegt ein TIR-RGA-Locus. Drei Loci eines TIR-RGAs sind direkt in der
Region des zweiten QTLs auf dieser Kopplungsgruppe lokalisiert.

Auf KoGr 7 liegt in dem grof3en LZ-I RGA-Cluster Uber eine Region von ca.
2 cM ein QTL fur Mehltau-Resistenz im Freiland im Jahr 2002.

3.7.4 Homogene und heterogene RGA-Cluster

Wie bereits aus Tabelle 12 hervorgeht, tritt auf KoGr 7 in beiden Populatio-
nen eine deutliche Anhaufung von RGA auf. In centromerer Region bilden
auf diesem Chromosom mehrere RGA der Subgruppe LZ-I ein grofes
Cluster (Abb. 8 d und e). Dieses RGA-Cluster umfasst in der Population 94/1
funf RGA mit 13 Loci, in der Population 97/7 vier RGA mit 19 Loci und
erstreckt sich uber 11 bzw. 9 cM.
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In der Population 94/1 wurden auf der KoGr 4 des mutterlichen Elters 0,5 cM
voneinander entfernt ein TIR- und ein LZ-RGA-Marker kartiert (Abb. 15 b,
gran umrahmt), deren Kopplung mit einem hohen LOD-Score von 17,1 abge-
sichert ist. Ein weiterer TIR-RGA-Marker liegt 1,6 cM von dem anderen TIR-
RGA entfernt.

3.8 Expressionsanalyse

3.8.1 Makroarray-Technik

Ein RGA-Makroarray sollte als Tool zur Expressionsanalyse einer grof3en
Anzahl von RGA in verschiedenen Rosen-Genotypen, Gewebearten,
Entwicklungs- und Infektionsstadien dienen. Die Rosen-RGA wurden mittels
Southern-Transfer nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf eine Nylon-
membran Ubertragen und daran fixiert. Um zu Uberprufen, ob die Technik
funktionierte, wurde das konstitutiv exprimierte Actin-Gen, das eine wichtige
Funktion fur die Struktur und die Beweglichkeit aller Zellen spielt, in zwei
Wiederholungen mit in den Makroarray eingebaut.

Gegen den RGA-Makroarray wurde radioaktiv markierte Gesamt-RNA und
MRNA der Rosen-Genotypen hybridisiert, aus denen die RGA urspringlich
isoliert worden sind. Das Ziel war, starker exprimierte RGA, deren
Transkripte in der mRNA in groRerer Anzahl vertreten sind, durch die
starkere Intensitat der Hybridisierungssignale zu identifizieren.

Da bei der Verwendung von Gesamt-RNA unspezifische Hybridisierungs-
signale aulerhalb des GroRenbereiches fur RGA auftraten, musste diese
Technik verworfen werden.

Durch den Einsatz von mRNA als Hybridisierungssonde konnten die
unspezifischen Hybridisierungssignale ausgeschaltet werden. Deutliche
Hybridisierungssignale waren bei den beiden Actin-Kontrollen zu beobach-
ten. Keiner der 94 RGA auf dem Makroarray hybridisierte mit der mRNA-
Sonde.

3.8.2 Semiquantitative RT-PCR

3.8.2.1 Spezifitat der RGA-Primer

Die Kartierungsprimer wurden in PCR-Reaktionen mit verschiedenen RGA-
Plasmiden als Templates auf ihre Spezifitdt GUberpruft, um festzustellen, ob
sie fur die Expressionsuntersuchung der einzelnen RGA mittels RT-PCR
geeignet waren.

Es stellte sich heraus, dass in einigen Fallen PCR-Produkte amplifiziert
wurden, obwohl das RGA-Template einer anderen Subgruppe angehérte als
die RGA-Sequenz, fur die der spezifische RGA-Primer entworfen wurde.
Auch nach erneuter Plasmid-Praparation aus zweimal Uberimpften Einzel-
kolonien, um eine Kontamination oder eine Vermischung der Klone auszu-
schlieen, konnten diese ,unerwinschten® PCR-Produkte nicht eliminiert
werden. Die Kontrollreaktionen mit Wasser ohne DNA-Template waren
negativ, d. h. hier wurde kein PCR-Produkt erzeugt, so dass eine Kontami-
nation der PCR-Reagenzien auszuschliel3en war.

57



Ergebnisse

Folgende Moglichkeiten kamen als Ursache fur die PCR-Amplifikation mit
den spezifischen Primern trotz fehlenden spezifischen Templates in Frage:
1.) Die RGA-Primer waren nicht ausreichend spezifisch und hybridisier-
ten auch mit RGA-Sequenzen anderer Subgruppen, die dann amplifi-
ziert wurden.
2.) Die dem PCR-Ansatz zugegebenen Plasmid-Losungen waren mit
dem Ziel-RGA kontaminiert, welches amplifiziert wurde.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurden die PCR-Produkte einer Auswahl
der spezifischen Primer mit unterschiedlichen DNA-Templates, namlich
RGA-Klonen aus Subgruppe TIR-I und LZ-I und zwei R. rugosa-Genotypen,
kloniert und sequenziert. Die RGA-Klone, die als PCR-Templates verwendet
wurden, und die Zielsequenzen, fir die die Primer spezifisch sein sollten,
gehorten zu unterschiedlichen Familien und wiesen eine DNA-Sequenz-
identitat zwischen 38 und 62 % auf (s. Tab. 14 a).

Die Sequenzanalyse ergab, dass die PCR-Produkte der spezifischen Primer
unabhangig von der Art des Templates zu mehr als 85 % identisch mit der
Original-RGA-Sequenz waren, fur die der Primer entworfen wurde (s. Tab.
10 b).

Tab. 14 a: Prozentuale DNA-Sequenzidentitaten ausgewahlter RGA

RGA | 11a-G8 [12g1-M19[ 3a-C8 | D1-M1

(Sg.) | (Lz-y | (Lz) | (TIR-0) | (TIR-I)
1(|1_az'_(|3|;3 100 49 38 39
e - 100 38 42
(3%""‘&0_3) - - 100 62
I(?Ijl;?l\{ll; _ ) ] 100

Sg.: Subgruppe (s. Tab. 8 a); TIR-0: keiner Subgruppe zugeordnet

Tab. 14 b: Prozentuale DNA-Sequenzidentitat der PCR-Produkte der
spezifischen Primer mit der Ursprungs-RGA-Sequenz

Plasmid-DNA Templates?

Ursprungsd D1-M1 [D1-M1 | D1-M1 | D1-m1 | 1291- | 1291~ | 12g1- 1 12g1-

1 M19 | M19 | M19 | M19
sequenz’ | (TIR-) | (TIR-I) [ (TIR-1) | (TIR-1) Wz | @z | @z | Lz
D1-M1
TIR) 100 | 100 | 100 | 100 | 90 90 90 99
3a-C8
(TIR.0) 99 99 99 99 99 100 | 100 | 99
12g1-M19
(L) 92 92 93 92 94 94 93 94
11a-G8
Lz 99 99 99 100 | 100 | 100 | 100 | 99
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Rosen-DNA Templates?®
g;gﬁ;“n”js' 00 od|08] 1247180/ 124108/ 124182178 1/82/78-1/82/78-1 821781
TR 9 | 85 | 8 | 90 | 99 | 93 | 87 | 99
o) | 98 | 97 | eo | 98 | e | 92 | 1 | of
(M) ea | 8o | es | oa | @2 | o2 | o1 | 95
iz | o7 | 85 | 85 | &5 | 85 | 85 | 88 | 88

' von der der spezifische Primer abgeleitet wurde; 2 Sequenzierung von jeweils vier Klonen =
vier Wiederholungen

3.8.2.2 Test auf Differenzierbarkeit

Um diejenigen Primer zu identifizieren, die zur Differenzierung der RGA und
somit zur Expressionsanalyse mittels RT-PCR geeignet waren, wurden die
spezifischen Primer in Gradienten-PCR-Reaktionen gescreent. Als PCR-
Templates fungierten Plasmide mit RGA unterschiedlicher Familien. Die
Primer galten nur dann als spezifisch, wenn nur in den Reaktionen mit dem
zugehdrigen RGA-Template ein Produkt amplifiziert wurde, nicht aber mit
den RGA anderer Familien. Da nur mit funf Primern eine sichere Differenzie-
rung der RGA mdglich war, wurden von den Haupt-RGA-Subgruppen neue
spezifische Primer entworfen. Weitere funf Primer wurden identifiziert, die
eine ausreichende Spezifitat fur die jeweilige RGA-Sequenz besalken.

In Tabelle 15 sind die Annealing-Temperaturen aufgefuhrt, bei der mit den
spezifischen Primern eine sichere Differenzierung der Ziel-RGA-Familie
erreicht wurde. Es zeigte sich, dass einige Primer in einem breiten
Temperaturbereich spezifisch fir ihr zugehoériges RGA waren, wie in
Abbildung 16 a exemplarisch fur den Primer 11a-G11 zu sehen ist. Bei
anderen Primern wurde die erwlnschte Spezifitat erst bei hdheren
Temperaturen erreicht, wie Abbildung 16 b am Beispiel von Primer 1g2-D10
zeigt. Dieser amplifizierte erst bei einer Annealing Temperatur von 68,8 °C
ausschlieBlich mit dem zugehorigen RGA-Template ein PCR-Produkt. Bei
einem Groldteil der Primer konnte die erwunschte Spezifitat auch mit hohen
Annealing-Temperaturen nicht erreicht werden, weshalb sie nicht fur die RT-
PCR-Reaktionen zur Expressionsanalyse der speziellen RGA eingesetzt
werden konnten.
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Tab. 15: Annealing-Temperaturen, bei der RGA-Familien mit spezifischen
Primern differenziert werden konnten

Nr. RGA (Subgruppe) Produkt- | Annealing-

lange Temperatur
1 11a-G11 (s) 301 bp 56,0 -72,5°C
2 11a-G16 (LZ-I) 236 bp 72,5°C
3 11a-G8 (LZ-Il) 452 bp 69,0 °C
4 11a-H10 (LZ-1II) 378 bp 67,0 °C
5 1g2-D10 (TIR-VI)  [426bp  |69,0 °C
6 3a-C2 (TIR-III) 358 bp 70,5 °C
7 3g1-P13 (TIR-II) 270bp  |59,0-70,0 °C
8 D1-B1 (s) 320 bp 63,0 - 69,0 °C
9 D1-D13 (TIR-I) 378 bp 59,0 - 65,5 °C
10 D1-N1 (TIR-V) 280 bp 59,0-70,0 °C

Abb. 16 a: Gradienten-PCR mit 11a-G11-spezifischem Primer. Templates:
1. 11a-G11, 2: 11a-G8, 3: 3a-C8, 4: D1-M1; kbL: 1 kb-Leiter
(Langenstandard); H,O: Wasser-Kontrolle ohne DNA.

68,8 °C 67,2°C 64,7 °C - 62,4 °C 60,0 °C 57,5°C

1234567|(1234567(123456 7(1234567|1234567|1234567

Abb. 16 b: Gradienten-PCR mit 1g2-D10-spezifischem Primer. 1 - 3: LZ-RGA
verschiedener Subgruppen als PCR-Templates, 4 - 6: TIR-RGA
anderer Subgruppen als Templates, 7: 1g2-D10 Template; kbL.:
1 kB-Leiter (Langenstandard).
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] Zyklen:40 35 30 25 20

69,2 652 613 58,6°C

Abb. 17: a) Ermittlung der optimalen Zyklenzahl fir die Actin-Primer; H,O:
Wasser-Kontrolle ohne cDNA; b) Gradienten-PCR mit Actin-
Primern; kbL: 1 kb-Leiter.

3.8.2.3 Interne Kontrolle und PCR-Bedingungen

Als interne Kontrolle zur Abschatzung der cDNA-Qualitdt und der PCR-
Effizienz diente wiederum Actin, woflir spezifische Primer entworfen wurden
(Grunwald, personliche Mitteilung). Diese Actin-spezifischen Primer wurden
zusammen in demselben PCR-Ansatz mit den RGA-spezifischen Primern
eingesetzt. Das PCR-Produkt der Actin-Primer hatte eine Lange von 460 bp
(s. Abb. 17 aund b).

Um die korrekte Quantifizierung des PCR-Produktes zu ermdglichen, war es
notwendig, die Amplifikation gegen Ende der exponentiellen Phase der PCR
abzubrechen, bevor das Plateau erreicht war. Die optimalen Zyklenzahlen
wurden in PCR-Reaktionen einzeln flr die RGA-spezifischen und die Actin-
Primer ermittelt (s. Abb. 17 a). Die optimale Zyklenzahl lag fur alle spezifi-
schen Primer sowie fur die Actin-Primer bei 30.

Im nachsten Schritt wurde getestet, ob es beim Einsatz der RGA-spezifi-
schen Primer und der Actin-Primer in einem Reaktionsansatz zu Konkurrenz
um die PCR-Ausgangsstoffe, namlich Template, Nukleotide und MgCl, kam.
Dazu wurde die Intensitat der PCR-Produkte verglichen, die in Reaktionen
mit den Primern einzeln und in Kombination amplifiziert wurden (s. Abb.
19a-c). In den meisten Fallen kam es nicht zur Konkurrenz um die
Ausgangssubstanzen und die Intensitat der PCR-Banden veranderte sich
nicht, wenn beide Primer in Kombination eingesetzt wurden (s. Abb. 18). In
einem Fall war die RGA-Bande in der Reaktion zusammen mit den Actin-
Primern deutlich schwacher als mit den spezifischen Primern alleine (s. Abb.
19 a). Eine Steigerung der MgCl,-Konzentration auf 3 mM fihrte zu keiner
Veranderung des Ergebnisses (Abb. 19 b). Nach der Verdopplung des
cDNA-Substrates fur die PCR hatte die RGA-Bande mit den kombinierten
Primern die gleiche Intensitat wie mit den einzelnen, spezifischen Primern
(Abb. 19 ¢). Die Konkurrenz um das cDNA-Template konnte somit durch
Erhohung der Ausgangskonzentration ausgeschaltet werden.
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In folgenden Fallen konnten RGA-spezifische und Actin-Primer nicht in einer
Reaktion eingesetzt werden:

1.) Die PCR-Produkte fir RGA 11a-G8 und 1g2-D10 hatten annahernd
die gleiche Lange wie das Actin-Produkt (s. Tab. 16 und Abb. 20 a
und b). Die Banden konnten daher im Gel nicht ausreichend getrennt
werden und die Reaktionen mussten einzeln durchgefuhrt werden.

2.) Die 11a-G16 Primer waren nur bei einer Annealing-Temperatur von
72,5 °C ausreichend spezifisch (s. Tab. 16). Die Actin-Primer funktio-
nierten bei dieser hohen Annealing-Temperatur jedoch nicht mehr (s.
Abb. 17 b). Deshalb wurden auch hier die Reaktionen fur die beiden
Primerkombinationen getrennt durchgeflhrt mit einer entsprechend
niedrigeren Annealing-Temperatur fur die Actin-Primer.

Die Intensitat der PCR-Produkte wurde anhand einer Eichreihe mit A-DNA
bekannter Konzentrationen gemessen. Die PCR-Reaktionen wurden in drei
Wiederholungen durchgefuhrt. Der Quotient aus der mittleren Konzentration
des RGA-PCR-Produktes und der mittleren Konzentration des Actin-PCR-
Produktes diente als Mal} fir die relative Genexpression des jeweiligen RGA.
Die Genexpression wurde anhand der R. multiflora-Hybride 88/124-46 unter-
sucht, und zwar in gesundem Blattgewebe als Kontrolle, in Blattgewebe, das
zwei Tage zuvor mit dem Sternruf3tau-lsolat DortE4 inokuliert worden war
und in jungem Bllitengewebe.

Abb. 18: Test auf Konkurrenz um PCR-Ausgangsstoffe zwischen Actin-
Primer und D1-B1-spezifischem Primer. S: RGA-spezifischer
Primer, S+A: Kombination Actin- und RGA-spezifischer Primer, A:
Actin-Primer, kbL: 1 kB-Leiter (Langenstandard).

kbL

el Rveted

Abb. 19: Test auf Konkurrenz zwischen Actin-Primer und 11a-H10-
spezifischem Primer. Von links nach rechts: RGA-spezifischer
Primer (S), Kombination Actin- und RGA-spezifischer Primer
(S+A), Actin-Primer (A), Langenstandard (kbL). a) 1 uL cDNA-
Losung, 2 mM MgCly; b) 1 uL cDNA-L6sung, 3 mM MgCly; c) 2 uL
cDNA-L6sung, 2 mM MgCl,.
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3.8.24 Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR

In den Abbildungen 20 a - k sind die Ergebnisse der semiquantitativen RT-
PCR Analysen einzeln dargestellt. Die relative Expression der untersuchten
RGA ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst angegeben.

Tab. 16: Relative Expression der RGA

relative Expressionsstarke
RGA grﬁggé” e | Biten | ool | o (Ii:::tlolﬁ))
11a-G11 S Jow’ 0,3 0,8 0,8 1,0
11a-G16| LZ-I ,single’ 0,5 0,7 1,1 1,6
11a-G8 | LZ-lI ,mult’ 0,0 1,0 1,5 1,5
11a-H10| LZ-lll | ,mult’ 0,1 0,2 0,2 1,0
D1-B1 S ,single’ 0,0 0,1 0,8 8,0
D1-D13 | TIR-I ,mult’ 0,0 0,2 0,7 3,5
3g1-P13| TIR-Il | ,mult’ 0,0 0,2 1,6 8,0
3a-C2 | TIR-IIl | ,single’ 0,4 0,3 1,5 5,0
D1-N1 | TIR-V | ,single’ 0,0 0,3 0,9 3,0
192-D10| TIR-VI | n.u. 0,5 1,0 2,9 29

"'s. Tab. 8 a; ? Kopienzahl im Genom ermittelt in genomischen Southern-blot-Analysen
Sn. u.: nicht untersucht); RPN Tage nach Inokulation mit Sternruf3tau-lsolat DortE4;
) Faktor, um den die relative Expression nach Sternrutau-Inokulation (inf.) im Vergleich
zur Kontrolle (K) erhéht war.

Zusatzlich zu den Werten fur die relative Expression in Bliten, nicht infizier-
ten und mit DortE4-inokulierten Blattern von 88/124-46 (Spalten 4 - 6) ist die
Komplexitat der RGA-Loci angegeben, wie sie in den Southern-blot-Analysen
ermittelt worden ist (Spalte 3). Der Faktor, um den die RGA-Expression in
den Blattern nach Sternrufdtau-Infektion erhéht war, ist in der letzten Spalte
aufgefuhrt. Die Betrachtung der genomischen Komplexitat der RGA-Loci in
Zusammenhang mit der Expression ist unerla3lich, da mit den spezifischen
Primern nicht die einzelnen RGA-Kopien im Genom differenziert werden
konnen. Somit konnte eine starke relative Expression entweder durch die
starke Expression eines Einzelgens oder durch die schwache Expression
vieler Kopien eines RGA zustande kommen. Durch die Information bezuglich
der genomischen Komplexitat der RGA-Loci war die korrekte Interpretation
der RGA-Expression moglich.

In Bluten waren funf der zehn untersuchten RGA gar nicht exprimiert, bei den
anderen funf konnte eine sehr schwache Expression beobachtet werden.

In den nicht infizierten Kontrollblattern waren alle RGA exprimiert, wobei die
Expressionsstufen zwischen 0,1 und 1,0 variierten.

63



Ergebnisse

Das Expressionsniveau war bei den meisten RGA nach Sternruf3tau-Infektion
deutlich hoher als bei den Kontrollen. In zwei Fallen war die RGA-Expression
bei der DortE4-Variante verglichen mit der Kontrolle um den Faktor 8 erhoht.
Interessanterweise war diese Erhohung der Expression hauptsachlich bei
den TIR-RGA zu beobachten.

Von den vier untersuchten LZ-RGA zeigten zwei keine, die anderen beiden
eine geringfugig hohere Expressionsrate in der DortE4-Variante. Die
Steigerung des Expressionsniveaus der TIR-RGA war mindestens doppelt
bis mehr als finfmal so hoch wie bei den LZ-RGA. Die Komplexitat der RGA-
Loci korrelierte nicht mit dem Expressionsniveau, d. h. es gab sowohl
,multicopy’ Loci, die sehr niedrig exprimiert waren (z. B. 11a-H10), als auch
,single-’ oder ,lowcopy’ Loci mit relativ hoher Expression in den Kontroll-
blattern (11a-G11, 11a-G16). Bei den RGA, deren Expression in den
infizierten Blattern um ein 8-faches hoher war gegenuber der Kontrolle,
handelte es sich um ein genomisches und ein exprimiertes RGA der TIR-
Gruppe, von denen ersteres als ,multicopy’, letzteres als ,singlecopy’ Locus
im Genom vorlag.

Actin (460 bp)
AN

RGA:11a-G8 (452 bp)
AN

a)

|- a0 &b 0o
88/124-46 88/124-46 88/124-46 88/124-46 88/124-46 88/124-46
Bluten DortE4 : Kontrolle Bluten DortE4 @ Kontrolle
1 1427 1 90,9 1 153,3 1 0,0 1 1273 1 1710
2 140,6 2 904 2 162,2 2 0,0 2 1216 2 1709
3 1495 3 86,2 3 193,6 3 0,0 3 1387 3 186,5
MW 144,3| MW 89,2 | MW 169,7| (MW 0,0 MW 129,2 | MW 176,1

¢ relative Expression 11a-G8:

K I BI
0,0

S/A| 10 | 15

Abb. 20 a: Relative Expressionsstarke von RGA 11a-G8 in Blattern und
Bluten des Rosengenotyps 88/124-46, ermittelt in semiquantita-
tiven RT-PCRs mit spezifischen Primern und Actin-Primern als
interne Kontrolle (jeweils drei Wiederholungen abgebildet).
Kontrolle: gesundes Blattgewebe/ DortE4: Blattgewebe zwei
Tage nach Inokulation mit dem Sternruf3tau-Isolat DortE4.
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Actin (460 bp) RGA: 1g2-D10 (426 bp)
A

88/124-46 i 88/124-46 | 88/124-46 || 88/124-46 i 88/124-46 i 88/124-46
Bliten DortE4 i Kontrolle Bliten : DortE4 i Kontrolle

1 106,2 1178 1 81,3 1 654 1 103,6 1 774
2 100,0 2 285 2 775 2 375 2 1145 2 887
3 731 3 67,0 3 91,2 3 271 3 1071 3 86,7
MW 93,1 MW 37,8 MW 83,3 | [MW 433 | MW 108,4 | MW 84,3

@ relative Expression 1g2-D10:

K I BI
S/A | 10 | 29 | 05

RGA: 3a-C2

c)

e it

88/124-46 88/124-46 88/124-46
Bliten : DortE4 Kontrolle

& relative Expression 3a-C2:

S A S/A

K| 14,2 | 44,8 0,3
| | 176 | 14,8 1,2
Bl | 20,2 | 52,4 0,4

Abb. 20 b - c: Relative Expressionsstarke von RGA 1g2-D10 (b) und RGA
3a-C2 (c) in Blattern und Bluten des Rosengenotyps 88/124-
46, ermittelt in semiquantitativen RT-PCRs mit spezifischen
Primern und Actin-Primern als interne Kontrolle (jeweils drei
Wiederholungen abgebildet). Kontrolle: gesundes Blattge-
webe/ DortE4: Blattgewebe zwei Tage nach Inokulation mit
dem SternrufRtau-lsolat DortE4. A: Actin-Primer; S: spezifi-
scher Primer; kBL: 1 kB-Leiter (Langenstandard).
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RGA: 11a-H10

88/124-46 i  88/124-46 | 88/124-46

Bliiten DortE4 Kontrolle

& relative Expression 11a-H10:

S A S/A

K| 69 44,8 0,2
[ 7,6 41,7 0,2
Bl | 53 44,7 0,1

RGA: 11a-G16 RGA: 11a-G11

@ relative Expression 11a-G16: @ relative Expression 11a-G11:
S A* S/A S A S/A
K| 349 | 480 | 0,7 K| 689 | 869 | 08
| | 31,0 | 283 | 11 | | 494 | 63,0 | 0,8
BI| 205 | 39,7 | 0,5 Bl | 22,8 | 880 | 0,3
* Mittelwerte aus je 6 Wdh.
bei 59 °C

Abb. 20 d - f: Relative Expressionsstarke von RGA 11a-H10 (d), RGA 11a-
G16 (e) und RGA 11a-G11 (f) in Blattern und Bluten des
Rosengenotyps 88/124-46, ermittelt in semiquantitativen RT-
PCRs mit spezifischen Primern und Actin-Primern als interne
Kontrolle. A: Actin-Primer; S: spezifischer RGA-Primer; K:
gesundes Blattgewebe als Kontrolle; |I: Blattgewebe zwei Tage
nach Inokulation mit dem Sternruf3tau-Isolat DortE4; Bl: Bliten;
kBL: 1 kb-Leiter (Langenstandard).
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RGA: 3g1-P13 RGA: D1-B1

& relative Expression 3g1-P13: & relative Expression D1-B1:
S A S/A S A S/A
K| 33 | 188 | 02 K| 39 | 580 | 0,11
| | 6,1 5,8 1,1 | | 26,7 | 352 | 0,8
Bl | 0,0 12,9 0,0 BI| 0,0 46,0 0,0

RGA: D1-N1 RGA: D1-D13

@ relative Expression D1-N1: & relative Expression D1-D13:
S A SIA S A SIA
K| 17,8 | 51,5 | 0,3 K| 94 | 445 | 02
I | 259 | 30,3 0,9 I | 18,3 | 26,3 0,7
BI| 15 | 414 [ 00 BI| 00 | 379 [ 00

Abb. 20 g - k: Relative Expressionsstarke von RGA 3g1-P13 (g), RGA D1-B1
(h), RGA D1-N1 (i) und RGA D1-D13 (k) in Blattern und Bluten
des Rosengenotyps 88/124-46, ermittelt in semiquantitativen
RT-PCRs mit spezifischen Primern. A: Actin-Primer; S: spezifi-
scher RGA-Primer; K: gesundes Blattgewebe als Kontrolle;
I: Blattgewebe zwei Tage nach Inokulation mit dem Sternrul3-
tau-Isolat DortE4; Bl: 88/124-46 Bluten; kBL: 1 kb-Leiter (Lan-
genstandard).
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4 Diskussion

Die Identifizierung und genetische Charakterisierung von Resistenzgenen in
Kulturpflanzen ist eine wichtige Grundlage fiir die Resistenzziichtung. Uber
die genetische Charakterisierung hinaus gewinnt die Isolierung von
Resistenzgenen zunehmend an Bedeutung, da mit dem interspezifischen
Transfer von Resistenzgenen mithilfe gentechnischer Methoden der langwie-
rige Prozess der Genubertragung durch klassische Ruckkreuzung verkurzt
werden konnte. Die Integration klonierter Resistenzgene in anfallige Genoty-
pen hatte den Vorteil, dass gezielt Einzelgene Ubertragen werden konnten
und unerwunschte Genomabschnitte des Donorelters nicht erst in mehreren
Generationsschritten eliminiert werden muassten.

Zur ldentifizierung von Resistenzgen-Kandidaten ist heterologe Hybridisie-
rung mit klonierten Genen als Sonden aufgrund der geringen Gesamt-
Sequenzahnlichkeit zwischen Resistenzgenen keine vielversprechende
Strategie, (Leister et al. 1996, Shen et al. 1998). Dagegen ist die PCR-
Amplifikation mit degenerierten Primern basierend auf konservierten Motiven
von NBS-LRR-Genen eine sensitive und effiziente Methode zur Klonierung
von Resistenzgenanaloga (RGA), die potentielle Resistenzgen-Kandidaten
darstellen (Yu et al. 1996).

Im sogenannten RGA-Ansatz ist es einer Vielzahl von Autoren gelungen,
RGA aus unterschiedlichsten Pflanzenarten zu klonieren und z. T. deren
Beteiligung an Resistenzreaktionen gegen verschiedene Pathogene nach-
zuweisen.

In Arabidopsis beispielsweise erwies sich ein TIR-NBS-LRR-RGA als Tell
des klonierten RPP5-Gens gegen Peronospora parasitica, den Erreger des
Falschen Mehltaus (Aarts et al. 1998).

Dodds et al. (2001) konnten durch transgene Komplementation nachweisen,
dass es sich bei einem TIR-NBS-LRR-RGA aus Flachs, das mit dem N-
Locus cosegregierte, tatsachlich um das Rost-Resistenzgen N handelte.

4.1 Klonierung der Rosen-RGA und Sequenzanalyse

In der vorliegenden Studie wurden mit degenerierten Primern, die auf der
Basis konservierter Motive innerhalb der ,Nucleotide Binding Site’ (NBS) von
NBS-LRR-Resistenzgenen entworfen wurden, exprimierte und genomische
RGA der TIR- und LZ-NBS-LRR-Gruppe aus Rosen isoliert.

Es wurde eine RGA-Bank, bestehend aus rund 7000 Klonen, die mit sieben
verschiedenen Primerkombinationen isoliert wurden, angelegt.

Ein Ziel der vorliegenden Studie war die moglichst vollstandige Charakterisie-
rung der im Rosengenom vorhandenen NBS-LRR-RGA.

Eine hdhere Pflanze enthalt mindestens 20.000 Gene (Kaul et al. 2000). Das
nahezu komplett sequenzierte Reisgenom umfasst zwischen 32.000 und
50.000 Gene, wovon ca. 600, also etwa 1 - 2 %, NBS-Sequenzen sind (Goff
et al. 2002). Im Arabidopsisgenom existieren ca. 150 NBS-Gene, was rund
1 % der Gesamtanzahl der Gene entspricht (Meyers et al. 2003, Richly et al.
2002). Young (2000) schatzt die Anzahl der NBS-Gene in Pflanzen auf
mehrere hundert bis zu Uber tausend.
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Die Anzahl der Gene in Rosen ist bislang nicht bekannt, nimmt man aber die
in anderen Pflanzen als Schatzwerte, so kdnnte das Rosengenom zwischen
200 und 1000 NBS-Sequenzen enthalten, was 1 - 2 % von 20.000 - 50.000
Genen insgesamt entsprache. Die Rosen-RGA-Bank besteht aus 7000
Klonen, also siebenmal so vielen wie die maximale geschatzte Anzahl an
NBS-Genen im Rosengenom. Zwar sind Wiederholungen und Ungleich-
gewichte unter den Klonen nicht auszuschlieRen, doch durch die grolle
Klonanzahl ist die maximale Wahrscheinlichkeit gegeben, den Satz an NBS-
Sequenzen in Rosen moglichst komplett erfasst zu haben.

Um die umfangreiche Klonbank hinsichtlich der RGA-Diversitat bei gleichzei-
tiger Minimierung des Arbeits- und Zeitaufwandes maoglichst vollstandig zu
charakterisieren, wurde ein kombinierter Prozess aus Sequenzierung und
Kolonie-Hybridisierung in drei aufeinanderfolgenden Runden angewendet. In
der ersten Runde wurde eine Auswahl der Klone sequenziert und einige
davon als radioaktiv markierte Sonden gegen die Bank hybridisiert, um die
doppelte Sequenzierung identischer RGA zu vermeiden. Nur solche Kandi-
daten, die nicht mit den eingesetzten RGA-Sonden hybridisierten, wurden in
der nachsten Runde sequenziert.

Collins et al. (1998) nutzten ebenfalls das Verfahren der Kolonie-Hybridi-
sierung, um potentiell neue RGA aus einer Klonbank mit 700 Mais-RGA zu
identifizieren. Durch die Kolonie-Hybridisierung wurden alle Sequenzen
erfasst, die auf DNA-Ebene zu mindestens 80 % mit der Sonde identisch
waren. Daher ist dieser Schwellenwert fur die Einteilung der Rosen-RGA in
Familien verwendet worden. Auch Mago et al. (1999) und Collins et al.
(2001) teilten ihre RGA aus Reis und Gerste auf der Basis von Kolonie-
Hybridisierungen in Subgruppen ein. In der Literatur variieren die Grenzwerte
der Aminosauresequenz-ldentitat fur die Bildung von RGA-Familien. Kuhn et
al. (2003) benutzte ebenfalls einen Grenzwert von 80 % fur die Einteilung
seiner Kakao-RGA, wohingegen bei anderen Autoren niedrigere Werte
zwischen 70 und 75 % zu finden sind (Liu et al. 2003, Madsen et al. 2003,
Bai et al. 2002, Noir et al. 2001).

Von den insgesamt 137 sequenzierten Rosen-Klonen handelte es sich bei
122 um RGA-Sequenzen, was einem prozentualen Anteil von 89 %
entspricht. Verglichen mit den Ergebnissen anderer Autoren war der RGA-
Anteil verhaltnismallig hoch. Bei Bertioli et al. (2003) waren mehr als die
Halfte der klonierten Arachis-Sequenzen keine RGA. Bei Madsen et al.
(2003) und Brotman et al. (2002) betrug der Anteil an Nicht-RGA unter den
isolierten Klonen aus Gerste bzw. Melone sogar zwischen 75 und 80 %.
Manche Autoren wendeten die ,Nested’-PCR Strategie zur Erhdhung der
Spezifitat bei der RGA-Isolierung an, d. h. sie setzten die in der ersten Runde
amplifizierten PCR-Produkte fur eine zweite PCR-Amplifikation als Template
mit internen Primern ein (Liu et al. 2003, Collins et al. 1998).

Die degenerierten Primer, die zur Amplifikation der RGA verwendet werden,
scheinen einen entscheidenden Einfluss auf die ,RGA-Ausbeute“ zu haben.
Unter den 29 analysierten, mit den gruppenunspezifischen ,DERES’-Primern
isolieren Sequenzen, war keine einzige Nicht-RGA-Sequenz. Die Effizienz
dieser Primer zur Isolierung von Rosen-RGA war also hoch. Einen
entscheidenden Beitrag zu der hohen ,RGA-Ausbeute”, die mit diesen
Primern erzielt wurde, kann aber auch die Verwendung von RNA als Substrat
bei der PCR-Amplifikation gehabt haben, da mit dieser Methode nur
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exprimierte, funktionelle Gene erfasst und Pseudogene ausgeschlossen
wurden.

Mit den DERES-Primern, die mit den gruppenunspezifischen ,P-Loop/ GLPL'-
Motiven hybridisierten und somit gleichermalRen RGA der TIR- und LZ-
Gruppe isolieren sollten, wurden zu Uber 80 % TIR-RGA isoliert. Diese
vermehrte Isolation von TIR-NBS-LRR-RGA durch ,P-Loop/ GLPL’-Primer
wurde bereits von verschiedenen Autoren beschrieben (Di Gaspero und
Cipriani 2003, Lee et al. 2003, Kanazin et al. 1996). Bertioli et al. (2003)
vermutet als Ursache Konkurrenz bei der PCR, da mehr TIR- als LZ-RGA im
Genom vorhanden sind.

In Getreide eignen sich ,P-Loop/ GLPL’-Primer nicht zur Isolierung von RGA,
da das ,GLPL’ -Motiv vermutlich hier nicht vorhanden ist (Maleki et al. 2003).
Auch in Kaffee und Kakao war die ,RGA-Ausbeute“ mit ,P-Loop/ GLPL’-
Primern mit jeweils um die 15 % gemessen an der Gesamtanzahl sequen-
zierter Klone sehr gering (Kuhn et al. 2003, Noir et al. 2001). Bisher wurden
in beiden Arten ausschlielBlich LZ-RGA isoliert und es liegt die Vermutung
nahe, dass keine TIR-RGA im Kakao- und Kaffeegenom vorhanden sind.
Somit sind die primar TIR-RGA-amplifizierenden ,P-Loop/ GLPL’-Primer zur
RGA-Isolierung in diesen Arten wenig geeignet und es sollten vielmehr LZ-
spezifische Primer verwendet werden, die mit LZ-spezifischen konservierten
Motiven hybridisieren.

Bei den mit den TIR- bzw. LZ-spezifischen degenerierten Primern isolierten
Rosen-Sequenzen war der Anteil an Nicht-RGA mit 13 bzw. 15 %, gemessen
an der Gesamtanzahl sequenzierter Klone, aquivalent. Die TIR-/ LZ-Spezifi-
tat der Primer, die durch die Anbindung an TIR- bzw. LZ-spezifische konser-
vierte Motive erzielt werden sollte, war bei den TIR-spezifischen Primern zu
100 %, bei den LZ-spezifischen zu 93 % gegeben.

4.2 Diversitat und Phylogenie

Mit der angewendeten Technik der Kolonie-Hybridisierung wurde die RGA-
Bank zu 67 % charakterisiert, d. h. es ist darin durchaus noch ein erhebliches
Potential an mdglichen neuen RGA-Kandidaten enthalten.

Die Bank wurde in Abhangigkeit von der Spezifitat der zur RGA-Isolierung
verwendeten Primer in drei Teilbanken untergliedert. Wahrend die LZ-RGA-
Teilbank mit drei verschiedenen Sonden zu 76 % charakterisiert werden
konnte, identifizierten zwoIf verschiedene Sonden, ausgenommen der
DERES-Sonden, nur etwas mehr als die Halfte der TIR-RGA-Klone,
ausgenommen der DERES-KIlone. Die Sequenzen in der TIR-RGA-Teilbank
waren also weitaus diverser als die LZ-Sequenzen.

Die mit den universellen DERES-Primern isolieten RGA wurden nicht mit
den anderen TIR-Sequenzen zusammengefasst, da sie in erster Linie mit
Klonen der eigenen Variante hybridisierten und somit eine Art Sonderstellung
einnahmen. Die Diversitat unter den DERES-Klonen, die alle aus Rosen-
RNA isoliert wurden, war relativ gering. Mehr als die Halfte gehorte zur
grolen TIR-I Familie.

Auch unter den mit den Primerkombinationen 3 und 11 isolierten RGA gab es
Kandidaten, die entscheidend haufiger unter den cDNA-Klonen vertreten
waren als unter den genomischen, was die vermehrte Transkription
bestimmter RGA in Rosenblattern andeutet.
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Die mit den ,P-Loop/ GLPL’-Primern (DERES) isolierten RGA unterschieden
sich verhaltnismalig stark von den anderen RGA, welche mit Primern auf der
Basis des ,P-Loop’- und des TIR- bzw. LZ-spezifischen ,RNBS-D’-Motivs
isoliert wurden. Das deutet darauf hin, dass mit verschiedenen Primerkombi-
nationen offensichtlich unterschiedliche Spektren von RGA erfasst werden.
Selbst bei den mit den TIR-spezifischen Primerkombinationen 1, 3 und 4
isolierten RGA zeigte sich, dass sich die 3-er RGA deutlich von den 1-er und
4-er RGA unterschieden, obwohl die Primersequenzen bis auf wenige
Nukleotidaustausche sehr ahnlich waren und mit denselben Motiven hybridi-
sierten. Zur Isolierung des maglichst vollstandigen Satzes aller im Genom
vorhandener RGA ist es also sinnvoll, mehrere verschiedene Primerkombi-
nationen zu verwenden. Dazu sind zum einen solche, die an verschiedene
konservierte Motive hybridisieren, als auch solche, die an dieselben Motive
binden und sich in einzelnen Nukleotiden oder im Degeneriertheitsgrad
unterscheiden, einzusetzen (Shen et al. 1998).

In allen Rosen-RGA lie3en sich die konservierten Motive wiederfinden, die
auch in den NBS-Regionen anderer Resistenzgene enthalten sind. Die
,Kinase 2’-Domane enthielt in Abhangigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit
der RGA einen terminalen Asparaginsaure- bzw. Tryptophanrest. Anhand
dieses Kriteriums konnen die RGA in die jeweilige NBS-Gruppe sicher
eingeordnet werden und es kann als Primermotiv zur spezifischen Amplifika-
tion von RGA einer bestimmten Gruppe genutzt werden (Bertioli et al. 2003,
Hunger et al. 2003, Lopez et al. 2003 a, Meyers et al 1999).

Insgesamt wurden 40 unterschiedliche Rosen-RGA-Familien mit weniger als
80 % Aminosauresequenz-Ubereinstimmung identifiziert. Siebenundzwanzig
davon gehorten der TIR- und 13 der LZ-Gruppe an, d. h. es wurden doppelt
so viele TIR-RGA identifiziert wie LZ-RGA.

TIR-RGA kommen im Pflanzegenom weit haufiger vor als LZ-RGA (Ellis et al.
2000, Meyers et al. 1999). Bei den insgesamt rund 150 NBS-LRR-Genen in
Arabidopsis Ubersteigt der Anteil der TIR-Sequenzen den der LZ-Sequenzen
um das Dreifache (The Arabidopsis Genome Initiative 2000).

Da in der Rosen-RGA-Bank noch ein erhebliches Potential an neuen TIR-
RGA steckt, ist zu vermuten, dass im Rosengenom ein ahnliches Zahlen-
verhaltnis zwischen TIR- und LZ-Sequenzen vorliegt wie bei Arabidopsis.

Die durchschnittiche Aminosauresequenz-ldentitat zwischen den LZ-RGA
untereinander war ebenso niedrig wie die zwischen LZ- und TIR-RGA. Die
prozentuale Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Mitgliedern der
TIR-Gruppe hingegen war nahezu doppelt so hoch.

In der RGA-Bank war also die Gesamtdiversitat der LZ-RGA geringer als die
der TIR-RGA, die Distanz zwischen den einzelnen Mitgliedern war jedoch bei
der LZ-Gruppe erheblich groler.

Das unbewurzelte Dendrogramm der unterschiedlichen Rosen-RGA mit vier
NBS-LRR-Resistenzgenen zeigt die eindeutige phylogenetische Trennung
der TIR- und LZ-RGA wie sie von vielen verschiedenen Autoren ebenfalls
beschrieben wurde (Pan et al. 2000, Kanazin et al. 1996, Yu et al. 1996).
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Dabei weist die LZ-Gruppe gegenuber der TIR-Gruppe langere Astlangen
auf, was auf eine groRere Distanz der Sequenzen zueinander hindeutet und
sich mit den Ergebnissen der Sequenzanalysen deckt.

Dieselben Beobachtungen wurden von Lopéz et al. (2003) mit RGA aus
Cassava und Cannon et al. (2002) in einer umfangreichen phylogenetischen
Studie mit RGA aus 30 Gattungen und neun Familien gemacht. Letztere
schlossen aus der groieren Homogenitat innerhalb der TIR-Subfamilie, dass
entweder die Auseinanderentwicklung der TIR-RGA spater stattgefunden
hat, sie groReren Zwangen und selektivem Druck ausgesetzt waren oder die
Evolution insgesamt gleichformiger verlief als die der LZ-Subfamilie.

Die Rosen-RGA hatten eine prozentuale Aminosauresequenz-ldentitat von
19 - 42 % mit Resistenzgenen der NBS-LRR-Klasse. Dabei waren die TIR-
RGA deutlich ahnlicher zu den TIR-NBS-LRR-Genen N und M als zu Xa1
und RPM1, die der LZ-Gruppe angehoren, und umgekehrt.

Die prozentualen Aminosaure-Ahnlichkeiten der Rosen-RGA zu Resistenz-
genen lagen im selben Bereich wie sie eine Reihe von Autoren fur verschie-
dene Kulturen gezeigt hat: Rivkin et al. (1999) flr Phaseolus vulgaris-RGA
(22,5 - 45 %), Vicente und King (2001) fur Brassica oleracea-RGA (31 -
56 %), Graham et al. (2000) und Kanazin et al. (1996) fur Glycine max-RGA
(30 - 39 % bzw. 30 - 66 %), Deng et al. (2000) fur Citrus-RGA (18 - 48 %),
Shen et al. (1998) fur RGA aus Lactuca sativa (19 - 44 %), Di Gaspero und
Cipriani (2002) fur RGA aus Vitis vitifera (31 - 51 %).

Im bewurzelten Phylogramm der Rosen-RGA mit Resistenzgenen bzw. RGA
aus anderen Pflanzen ist die phylogenetische Trennung von TIR- und LZ-
NBS-LRR-RGA zu 100 % abgesichert. Die LZ-Gruppe umfasst RGA aus
mono- und dikotylen Pflanzen, wohingegen die TIR-Gruppe ausschlief3lich
RGA aus Dikotylen enthalt, was sich mit den Beobachtungen von Meyers et
al. (1999) und Pan et al. (2000 b) deckt. Es stellt sich die Frage, ob TIR-NBS-
LRR-Gene nach der Trennung der Samenpflanzen nur in Dikotylen entstan-
den sind. Da aber TIR-Sequenzen in Gymnospermen vorhanden sind und
ihren Ursprung somit vor deren Trennung von den Angiospermen haben
mussen, sind sie vermutlich in Monokotylen im Zuge der Evolution ,verloren®
gegangen (Pan et al. 2000 b).

Die deutliche Abgrenzung des TIR-NBS-LRR-Gens M aus Flachs von den
ubrigen TIR-RGA ist auch in den Stammbaumen der phylogenetischen
Studien von Cannon et al. (2002) und Lee at al. (2003) zu beobachten, wobei
das M-Gen dort jeweils zusammen mit dem Flachs-L6-Gen clustert, welches
hier nicht in die Analysen miteinbezogen wurde.

In beiden NBS-LRR-Gruppen gab es Rosen-RGA, die mit hohen Bootstrap-
Werten engere verwandtschaftliche Beziehungen zu RGA aus verschiedenen
anderen Pflanzen aufwiesen als zu den Ubrigen RGA aus Rosen, woraus
sich schlie3en lasst, dass sich die Resistenzgene bzw. RGA aus einem vor
der Arttrennung existierenden, gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben.

Auch die Ergebnisse von Tian et al. (2003) zeigten, dass Zuckerriben-RGA
ahnlicher zu Resistenzgenen aus Arabidopsis und anderen Angiospermen
waren als untereinander. Tian et al. (2003) postulieren einen gemeinsamen
Vorfahren aller Resistenzgene und glauben ebenso wie Pan et al. (2000 a),
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dass die moderne Vielfalt der NBS-LRR-Resistenzgene aus wenigen ange-

stammten Loci hervorgegangen ist. Die Ausbreitung einer begrenzten Anzahl

angestammter Gene, die sich in den einzelnen Pflanzenarten unterschieden,
kann zur Degeneration oder sogar zum kompletten Verlust bestimmter Loci
in einigen Arten gefuhrt haben (Noir et al. 2001, Pan et al. 2000 a). Diese

Theorie kdonnte die Abwesenheit von TIR-NBS-LRR Sequenzen in Getreide,

Kaffee und Zuckerrube erklaren.

Neben den heterogenen Clustern von RGA aus Pflanzen unterschiedlicher

Familien, traten mehrere Cluster auf, die ausschliel3lich RGA aus Rosaceae

enthielten. Folgende Hypothesen konnen das Auftreten der reinen

Rosaceae-RGA-Cluster erklaren:

1.) Die orthologen Sequenzen in anderen Arten sind noch nicht identifiziert
und in die Gen- bzw. Proteindatenbanken gestellt worden.

2.) Einige RGA haben sich nach der Abtrennung der Rosaceae von den
anderen Dicotyledonae entwickelt und innerhalb der Familie hat dann
eine Konservierung der RGA-Motive stattgefunden.

Von Arabidopsis und Reis sind die Genome komplett sequenziert (Meyers et

al. 2003, Goff et al. 2002, Richly et al. 2002) und der komplette Satz an NBS-

LRR-Genen ist in den Datenbanken verfigbar. Nach den Ergebnissen der

BLAST-Analyse ist also davon auszugehen, dass in Arabidopsis und Reis

keine orthologen Sequenzen fur die zusammen clusternden Rosaceae-RGA

existieren. Das konnte ein Indiz fur die ,Echtheit* der Rosaceae-Cluster sein,
was die zweite Hypothese unterstitzen wirde.

Ein Rosen-RGA der TIR-Gruppe war eng verwandt mit einem RGA aus

Pinus. Auch Liu et al. (2003), Cannon et al. (2002) und Meyers et al. (2002)

berichteten Uber enge verwandtschaftliche Beziehungen zwischen RGA aus

Gymnospermen und Angiospermen. Das koénnte auf die Existenz eines

gemeinsamen Vorfahren dieser RGA vor der Teilung der Samenpflanzen vor

rund 275 - 300 Millionen Jahren hindeuten.

Bei den meisten Verzweigungen im Phylogramm waren die Bootstrap-Werte
zu gering, um eine gesicherte Aussage bezuglich der exakten verwandt-
schaftlichen Beziehungen zwischen den einzelnen RGA zuzulassen.

Auffallig war jedoch, dass sich das Cluster aus zehn Rosen-RGA der TIR-
Gruppe unabhangig von dem zur Berechnung angewandten Algorithmus
(Parsimony oder Distanzmatrix) und der eingestellten Berechnungspara-
meter immer wieder zusammen fand (nicht dargestellt). Geht man wiederum
davon aus, dass die BLAST-Analyse vollstandig war und keine orthologen
Sequenzen in den Datenbanken ,ubersehen“ wurden, kdnnte dies ein Indiz
dafur sein, dass es neben den vor der Arttrennung existierenden RGA auch
solche gibt, die sich nach der Entstehung der Gattung Rosa entwickelt
haben.

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass es fur die Evolution
der Rosen-RGA wahrscheinlich mindestens vier verschiedene Startpunkte
gab:

vor der Trennung der Gymnospermen und Angiospermen,

vor der Abtrennung der Rosaceae von den anderen Angiospermen,
nach der Abtrennung der Rosaceae von den anderen Rosidae,

nach der Abtrennung der Gattung Rosa von den anderen Rosaceae.

PO
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Auch Meyers et al. (1999) kamen in ihrer umfangreichen phylogenetischen
Studie mit Uber 400 NBS-codierenden Sequenzen aus Mono- und Dikotylen
zu dem Schluss, dass einige davon vor, andere nach der Artbildung
entstanden sein mussen.

4.3 Kopienzahl einzelner RGA im Genom

Die zwolf auf ihre Kopienzahl hin untersuchten RGA lagen im Rosengenom
als ,single-’, ,low-" oder ,multicopy’ Loci vor.

In keinem Fall kam es zur Kreuzhybridisierung zwischen den Rosen-RGA-
Sonden und P. cerasus-DNA, d. h. die Sequenzahnlichkeit zwischen den
acht untersuchten Rosen-RGA und eventuell vorhandener analoger
Sequenzen in Kirsche betragt weniger als 80 %.

Wie zu erwarten war die Kopienzahl der einzelnen RGA in den beiden
R. multiflora-Hybriden in der Regel sehr ahnlich. Bei den ,multicopy’ Loci
ahnelte zudem das R. rugosa Hybridisierungsmuster dem der R. multiflora-
Hybriden auffallend, wahrend in R. roxburghii in allen Fallen die Kopienzahl
niedriger war. Diese Beobachtung lasst sich bei Betrachtung des Verwandt-
schaftsgrades der drei Arten erklaren: R. rugosa und R. multiflora gehoren
zwar zu unterschiedlichen Sektionen (Cinnamomeaea bzw. Synstylae;
Kriassmann 1986), jedoch zu derselben Untergattung (Eurosa), wohingegen
R. roxburghii der Untergattung Plathyrhodos angehdrt und somit von den
anderen beiden Arten genetisch weiter entfernt ist. In R. roxburghii sind
offensichtlich im Zuge der Evolution einige Kopien der untersuchten RGA-
Loci unter die 80 % Schwelle gerutscht, so dass keine Kreuzhybridisierung
stattfindet.

Zwischen der RGA-Gruppierung im Phylogramm bzw. der GroRe der RGA-
Familien in der Bank und Kopienzahl der RGA im Rosengenom wurde keine
Korrelation festgestellt. Das heillt, dass RGA, die grol’e Subgruppen aus
identischen oder ahnlichen Sequenzen bilden, sind im Genom nicht
zwangslaufig als ,multicopy’ Loci organisiert und solche mit einer sehr gerin-
gen Kopienzahl in der Bank liegen nicht immer als genomische ,singlecopy’
Loci vor. Wang und Xiao (2002) kamen bei ihrer Untersuchung von RGA aus
Reis ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die Komplexitat der RGA-Loci nicht mit
der phylogenetischen Gruppierung im Stammbaum in Zusammenhang steht.

4.4 Lage und Anordnung der RGA im Rosengenom

RGA sind im pflanzlichen Genom in grolzer Anzahl vorhanden. Das komplett
sequenzierte Arabidopsisgenom besteht zu etwa 1 % aus NBS-LRR-Genen,
von denen mindestens elf als funktionell aktive Resistenzgene identifiziert
worden sind (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Im Reisgenom sind
ungefahr 600 NBS-LRR-Gene vorhanden, die ausschliel3lich der Nicht-TIR-
Gruppe angehdren (Goff et al. 2002).

Die vorliegende Studie zeigte, dass auch im Rosengenom NBS-LRR-RGA in
grolRer Anzahl prasent sind. Eine Vielzahl wurde auf den Chromosomen-
karten der beiden Rosen-Kartierungspopulationen kartiert.
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In der Population 94/1 waren mit Ausnahme von Kopplungsgruppe 3 alle
Chromosomen mit RGA besetzt. In der Population 97/7 wurden zwar
lediglich auf vier der sieben Kopplungsgruppen RGA identifiziert, allerdings
war die Anzahl der kartierten RGA, trotz vergleichbarer Anzahl an RGA-
Markern, hier um nahezu die Halfte geringer als in der Population 94/1. Die
RGA, die in der Population 94/1 auf KoGr 2 und 6 lagen, konnten in der
Population 97/7 aufgrund mangelnder Aufspaltung bisher nicht kartiert
werden. Da die 14 doppelt kartierten RGA in beiden Populationen auf den
gleichen Kopplungsgruppen lagen, ist aber zu vermuten, dass auf den
Chromosomen 2 und 6 der Population 97/7 auch RGA lokalisiert sind, fur die
die beiden Eltern aber keine Polymorphismen aufweisen.

In beiden Populationen wurde eine Konzentrierung der RGA-Loci auf zwei
der sieben Kopplungsgruppen beobachtet, was sich mit der Verteilung der
RGA im Arabidopsisgenom deckt. Auch hier existieren auf zwei der funf
Chromosomen sogenannte ,Supercluster’, wohingegen auf den drei anderen
Chromosomen kaum RGA lokalisiert sind (Meyers et al. 2003, Richly et al.
2002).

In den SSCP-Analysen zeigte sich, dass es sich bei den Rosen-RGA in 75 %
aller Falle um komplexe Loci handelte. Auch die beiden zuvor durch
Southern-blot-Analysen als ,Jlowcopy’ identifizieten RGA zeigten ein
komplexes Bandenmuster mit mehr als 10 potentiellen Loci.

Dass diese RGA in den Southern-blot-Analysen weniger als funf Hybridisie-
rungssignale erzeugten und damit in die Kategorie der ,lowcopy’ Loci fielen,
mag daran gelegen haben, dass die EcoRI- bzw. Hindlll-Schnittstellen im
Genom nicht optimal verteilt waren und die geclusterten Multigenfamilien
nicht getrennt werden konnten. Die Anzahl der Hybridisierungssignale ist bei
der Southern-blot-Technik ein Schatzwert und gibt nicht die tatsachliche
Anzahl der Loci im Genom wieder. Zum einen konnen, wie bei den als
Jowcopy’ identifizierten RGA, Kopien ,unterschlagen® werden, wenn nicht
genugend Enzymschnittstellen vorhanden sind. Zum anderen kann es auch
vorkommen, dass eine Schnittstelle genau in einem Genfragment liegt, so
dass man zwei Signale erhalt, obowohl im Genom nur eine Kopie vorliegt.

Nur 9 % der analysierten RGA zeigten vier Banden, wie man es mit der
SSCP-Technik in einer diploiden Population flr einen ,singlecopy’ Locus
maximal erwarten wirde. Da aber nur die ,trennbaren® Banden als RGA-
Marker gewertet wurden, d. h. solche, bei denen in mindestens einem
Individuum ein Rekombinationsereignis stattgefunden hat und die sich somit
vom Aufspaltungsverhaltnis der anderen Loci unterschieden, fiel die tatsach-
liche Anzahl an kartierten RGA-Loci deutlich geringer aus. Nur 15 bzw. 30 %
der potentiellen Loci erwiesen sich in den Populationen 94/1 bzw. 97/7 als
polymorph und durch Rekombination trennbar. Der doppelt so hohe Anteil an
trennbaren Loci in der Population 97/7 ergab sich wahrscheinlich aus der
2,4-fach hoheren Individuenzahl, die hier in die SSCP-Analyse miteinbezo-
gen worden ist. Dadurch konnten auch seltenere Rekombinationsereignisse
zwischen zwei Loci detektiert werden.
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Die Kartierung der Rosen-RGA wurde mit der SSCP-Technik mit spezifi-
schen Primern durchgefuhrt. Quint et al. (2003) beschreiben die Unterschei-
dung zwischen homologen Sequenzen mit PCR-gestitzten Verfahren als
problematisch aufgrund der simultanen Amplifikation mehrerer Homologer.
Tatsachlich ergab die Sequenzanalyse der mit den spezifischen Primern
amplifizierten PCR-Produkte, dass die Differenzierung zwischen Mitgliedern
einer RGA-Familie nicht mdglich war. Wohl aber konnten die Mitglieder der
unterschiedlichen RGA-Subgruppen differenziert werden. Bei den kartierten
RGA ist also sicher, dass es sich um ein Mitglied der jeweiligen RGA-Familie
handelt, die genaue ldentitat Iasst sich jedoch nicht bestimmen.

Pflanzliche RGA sind im Genom zumeist in eng geclusterten Multigenfamilien
organisiert (Lépez et al. 2003 a, Meyers et al. 1998 b, Shen et al. 1998). So
sind im Arabidopsisgenom 33 % der Resistenzgene paarweise angeordnet
und 36 % in Clustern aus drei bis neun Mitgliedern (The Arabidopsis
Genome Initiative 2000). Resistenzgencluster scheinen sich durch haufige
Duplikationsereignisse und verschiedene Rekombinationsmechanismen
schneller zu entfalten als andere Genomregionen (Richter und Ronald 2000,
Leister et al. 1998) und werden als Reservoir der Pflanze zur Erzeugung
neuer Resistenzspezifitaten bei veranderten Virulenzen angesehen (Noir et
al. 2001, Ellis und Jones 1998).

Die Mitglieder eines RGA-Clusters ahneln sich haufig in ihrer DNA-Sequenz,
woraus sich schlielden lasst, dass sie durch Tandem-Duplikationen entstan-
den sind (Leister 2004, Lopez et al. 2003 a). Im Arabidopsisgenom beispiels-
weise bestehen rund 75 % der RGA-Cluster aus RGA einer einzigen
Subfamilie (Richly et al. 2002).

Eine ahnliche Tendenz lie} sich auch bei den Rosen-RGA beobachten. In
den meisten Fallen lagen die RGA einer Subgruppe auf derselben
Kopplungsgruppe, oftmals in geclusterter Anordnung. Besonders auffallig
war das groRe LZ-I Cluster auf KoGr 7, das in beiden Populationen auftrat,
sich Uber 9 bzw. 11 cM erstreckte und 19 bzw. 13 RGA-Loci umfasste.
Dieses Cluster kann als ,Hotspot’-Region fur bisher nicht charakterisierte
Rosen-Resistenzgene angesehen werden.

In Lactuca sativa wurde ein grol3es Resistenzgencluster mit wenigstens zehn
Resistenzspezifitaten identifiziert, welches sich genetisch Uber eine Region
von 20 cM und physikalisch von 6 Mb erstreckt (Michelmore 1995).

Weniger haufig sind heterogene Cluster, in denen TIR- und LZ-RGA zusam-
men auftreten (Meyers et al. 1999). In Medicago truncatula und Glycine max
wurden trotz Kartierung einer groRen Anzahl von RGA keine gemischten
Cluster mit Mitgliedern der TIR- und der LZ-Gruppe identifiziert (Zhu et al.
2002, Kanazin et al. 1996, Yu et al. 1996). In Rosen existieren TIR/ LZ-
Mischcluster. Auf KoGr 4 der Population 94/1 deuteten zwei TIR- und ein LZ-
RGA, die eine Region von 2,1 cM umspannten, auf ein heterogenes Cluster
hin und das Cluster um den Rdr7-Locus auf KoGr 1 enthielt ebenfalls RGA
beider Gruppen. Rivkin et al. (1999) fanden ein Cluster aus vier Phaseolus
vulgaris-RGA, von denen zwei zur TIR- und zwei zur LZ-Gruppe gehdrten.

Aus der Tatsache, dass in Leguminosen einige Genomregionen eng
gekoppelte RGA-Cluster enthalten, deren Mitglieder alle eine hohe Sequenz-
identitdt haben, wohingegen andere Cluster aus hochdiversen NBS-
Sequenzen bestehen, schliefen Rivkin et al. (1999), dass in Leguminosen
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vielfaltige Arten der Sequenzdispersion auftreten. Die Ergebnisse der vorlie-
genden Studie zeigen, dass Rivkins Schlussfolgerung nicht auf Leguminosen
beschrankt ist, sondern auch auf Rosen zutreffen kdnnte.

Leister et al. (2004) bezeichnen den Evolutionsmechanismus, durch den
heterogene Cluster entstehen, als ektopische Duplikation, d. h. die Duplika-
tion von individuellen Genen oder kleinen Gengruppen an einen ungekop-
pelten Locus. Die Mechanismen, die dabei eine Rolle spielen, sind bislang
allerdings noch ungeklart.

Hulbert et al. (2001) vermuten, dass die Kopplung von NBS-LRR-Genen aus
verschiedenen Subfamilien, welche Resistenz gegen das gleiche oder sogar
gegen verschiedene Pathogene verleihen, positiver Selektion unterliegen, da
ihre Cosegregation die allgemeine Fitness der Pflanze erhoht.

Neben der Tandem- und ektopischen Duplikation beschreibt Leister (2004)
einen dritten Mechanismus der Genvervielfaltigung. Bei der sogenannten
segmentalen Duplikation werden ganze Blocke von Genen von einem
Chromosom auf ein anderes kopiert, was die Duplikation von Genen an
einen neuen Genort zur Folge hat. Verglichen mit der ektopischen Duplika-
tion ist die segmentale ein Ereignis von erheblich grolerem Umfang.

In der Population 94/1 waren zwei Loci eines RGA der Subgruppe TIR-I auf
zwei verschiedenen Chromosomen (KoGr 2 und 7) lokalisiert. Ein weiteres
TIR-I-RGA war ebenfalls auf KoGr 2 lokalisiert, alle anderen Mitglieder dieser
Subgruppe kartierten auf KoGr 7. Diese Verteilung der homologen
Sequenzen auf verschiedenen Chromosomen konnte durch segmentale
Duplikation erfolgt sein.

Leister (2004) beschreibt am Beispiel von Arabidopsis die verschiedenen
Duplikations- und Rekombinationsmechanismen, die der Genevolution
zugrunde liegen. Ob es sich dabei um ein begrenztes Modell handelt oder es
als Musterbeispiel flir die NBS-LRR-Genevolution allgemein verwendet
werden kann, muss durch die Analyse der NBS-LRR-Genorganisation in
anderen Pflanzengenomen geklart werden. Im Rosengenom finden sich
Beispiele, die darauf hindeuten, dass auch bei den Rosen-RGA alle drei
Duplikationsmechanismen (Tandem-, ektopische und segmentale Duplika-
tion) stattgefunden haben konnten. Das konnte ein erster Hinweis darauf
sein, dass das Modell von Leister auch fir andere Gattungen zutreffend ist.

Die einzige bisher bekannte Funktion von NBS-Genen ist die Resistenz
gegen bestimmte Pathogene (Di Gaspero und Cipriani 2003, Graham et al.
2002 a, Michelmore 2000, Meyers et al. 1999). RGA sind haufig in der Nahe
von Resistenzgenen lokalisiert und flr einige wurde bereits nachgewiesen,
dass sie Teile funktioneller Resistenzgene sind (Dodds et al. 2001, Aarts et
al. 1998, Collins et al. 1998, Speulman et al. 1998). In Arabidopsis wurden
mindestens 21 Resistenzloci identifiziert, die mit RGA gekoppelt sind (Aarts
et al. 1998).

Quint et al. (2003) schreiben den in der Nahe von Resistenzgenen lokali-
sierten RGA verschiedene Funktionen zu : Sie kdnnen (1) Resistenzgene flr
Isolat-spezifische Resistenzen sein, (2) als Pseudogene eine wichtige Quelle
fur die Evolution neuer Resistenzspezifitaten durch Rekombination oder
Genkonversion mit funktionellen Genen darstellen oder (3) Rudimente
bereits vergangener Resistenzen sein.
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Neben der Korrelation zwischen RGA und qualitativen Resistenzgenen
wurde deren gemeinsames Auftreten in Chromosomenregionen zusammen
mit QTL fur Resistenz gegen bestimmte Pathogene oft beschrieben (Backes
et al. 2003, Ferrier-Cana et al. 2003, Pflieger et al. 2001, Kanazin et al.
1996).

Auch bei einigen Rosen-RGA konnte eine Assoziation mit dem Resistenzgen
Rdr1 gegen den Sternruf3tau sowie mit einigen QTL fur Resistenz gegen den
Echten Mehltau hergestellt werden. In der vorliegenden Studie wurden auf
Chromosom 1, auf dem das Sternruf3tau-Resistenzgen Rdr1 liegt, in der
Population 94/1 zwolf, in der Population 97/7 sieben RGA-Loci identifiziert.
Da die Population 94/1 nicht eindeutig flr Sternruf3tau-Resistenz aufspaltete,
wurde das Resistenzgen indirekt Uber eng gekoppelte Marker kartiert. Die
beiden Rdr71-Marker konnten nur in einem Elter kartiert werden, weshalb sich
die Abstande der vom anderen Elter abgeleiteten RGA-Marker nicht absolut
mit der Rdr7-Position vergleichen lassen. In einer Region von weniger als
10 cM centromerisch und telomerisch um die Rdr1-Marker wurden funf RGA-
Loci identifiziert, die zwar nicht in der unmittelbaren Region des Resistenz-
gens liegen und somit keine direkten Kandidaten darstellen, jedoch mit
groler Wahrscheinlichkeit Mitglieder des Resistenzgenclusters um Rdr1
sind.

Die Rdr1-Region ist im Rahmen eines Projektes zur Positionsklonierung des
Resistenzgens Rdr1 bereits sehr detailliert charakterisiert worden. Kaufmann
et al. (2003) konstruierten ein BAC-Contig aus R. rugosa um den Resistenz-
locus, auf dem mindestens finf TIR-NBS-LRR-RGA lokalisiert sind. Diese
RGA cosegregieren in einer Population aus 540 Individuen mit dem
Resistenzgen. Bei einem davon koénnte es sich bereits um Rdr1 handeln
(Debener, personliche Mitteilung).

In der Population 97/7 konnte das Sternruf3tau-Resistenzgen direkt kartiert
werden. Als dichteste Marker in einem Abstand von 10 und 11 cM centrome-
risch von Rdr1 wurden zwei Loci eines LZ-RGA identifiziert, die vermutlich zu
dem RGA-Cluster um den Resistenzlocus gehoren. Um die Rdr1-Region hier
naher zu charakterisieren, musste die Karte in diesem Bereich dichter mit
Markern abgesattigt werden. Dazu mussten mehr RGA in die Chromoso-
menkarte integriert werden, insbesondere solche, die in der Population 94/1
in der naheren Umgebung von Rdr1 lokalisiert sind.

Auf Kopplungsgruppe 3 der Population 94/1, in der das Resistenzgen Rpp1
gegen den Echten Mehltau angeordnet ist, wurden bisher keine RGA
lokalisiert. Das kann zum einen darin begrindet sein, dass noch nicht
ausreichend RGA Kkartiert worden sind. EIf der 40 unterschiedlichen RGA
konnten bisher nicht in die Chromosomenkarte fur Population 94/1 integriert
werden. Auch muss davon ausgegangen werden, dass der in dieser Studie
charakterisierte Satz von RGA nur einen Teil der im Rosengenom
vorhandenen NBS-LRR-Sequenzen darstellt. Nahezu 50 % der TIR-RGA-
Teilbank und ca. 25 % der LZ-RGA-Teilbank sind bisher noch nicht
charakterisiert.

Zum anderen ist es durchaus mdglich, dass Rpp7 nicht zur NBS-LRR-Klasse
der Resistenzgene gehort. Dann ware der Ansatz Uber NBS-LRR-RGA nicht
geeignet, um dieses Gen zu erfassen. Falls Rpp1 beispielsweise der Klasse
der Serin-Threonin-Proteinkinase (STPK)-Gene angehdrig ware, kdnnte man
durch Kartierung von STPK-RGA eventuelle Kandidatengene identifizieren,
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wie es in anderen Pflanzen bereits vielen Autoren gelungen ist (Maleki et al.
2003, Rossi et al. 2003).

In der Population 97/7 sind einige RGA mit QTL gegen den Echten Mehltau
korreliert. Bereits viele Autoren konnten eine solche Korrelation zwischen an
Resistenz beteiligten QTL und RGA nachweisen (Ramalingam et al. 2003,
Hunger et al. 2002, Toojinda et al. 2001, Zimnoch-Guzowska et al. 2000,
Gentzbittel et al. 1998). Die in Regionen mit QTL fur Resistenz lokalisierten
RGA sind vermutlich direkt an der Abwehreaktion beteiligt und gelten als
gute Kandidaten fur Resistenzgene (Zhang et al. 2001).

Die Vergleichbarkeit der beiden Chromosomenkarten ist begrenzt, da bisher
zu wenig gemeinsame Marker als Ankerpunkte in beiden Kartierungspopula-
tionen kartiert worden sind. Aufgrund der hohen Komplexitdt der RGA
gestaltete es sich als schwierig, exakt dieselben Loci in den beiden
Populationen zu kartieren. Die Positionen der RGA-Marker sind nicht absolut
vergleichbar, da in erster Linie verschiedene Loci detektiert und kartiert
wurden. Die 14 doppelt kartierten RGA, von denen die RGA-Marker abgelei-
tet worden sind, wurden aber in beiden Populationen auf den gleichen
Kopplungsgruppen lokalisiert, was flr die Zuverlassigkeit der Kartierungs-
ergebnisse spricht.

4.5 Expressionsanalysen

Die Expression der Rosen-RGA sollte zunachst mit einem RGA-Makroarray
analysiert werden, wie Hunger et al. (2003) dies bei Zuckerruben-RGA flr
verschiedene Organe durchgefuhrt haben.

Mit der cDNA-Sonde, die aus mRNA synthetisiert wurde, schien die Makro-
array-Technik zu funktionieren, da bei den beiden Actin-Kontrollen ein
Hybridisierungssignal zu sehen war. Kein RGA hybridisierte mit der Rosen-
cDNA, obwohl einige der RGA auf dem Array ursprunglich aus Rosen-RNA
isoliert wurden und demnach eine wenngleich geringe Expression vorliegen
muss.

Bellin et al. (2002) untersuchten die organspezifische Expression verschie-
dener Gene aus Zuckerrube mit Hilfe eines Makroarrays. Seine Ergebnisse
zeigten, dass das Detektionslimit dieser Technik bei 10 - 50 Einzeltranskript-
Kopien pro Zelle liegt. Offensichtlich war die Kopienzahl der Rosen-RGA-
Transkripte geringer, so dass sie mit der maRig sensitiven Makroarray-
Technik nicht detektiert werden konnten.

Verschiedene Autoren haben zuvor Uber das im allgemeinen niedrige
Expressionsniveau von NBS-LRR-RGA berichtet (Graham et al. 2002 a,
Michelmore 2002, Hammond-Kosack und Jones 1997).

Die meisten RGA-Expressionsstudien wurden mittels der sensitiven RT-
PCR-Technik mit spezifischen Primern durchgefuhrt, wobei die Analyse oft
der Einfachkeit halber als ,ja/ nein“-Untersuchung angelegt wurde (Graham
et al. 2002 a).

Manchen Autoren gelang eine semiquantitative RT-PCR-Analyse durch den
Intensitatsvergleich des Ziel-RT-PCR-Fragments mit einem ,house-keeping*
Gen als interne Kontrolle (He et al. 2003, Lopez et al. 2003 a) oder mit dem
genomischen PCR-Produkt als Referenz (Liu und Ekramoddoullah 2003).

In vielen Expressionsanalysen wurde gezeigt, dass RGA in den Pflanzen auf
einem niedrigen Level konstitutiv exprimiert vorliegen, durch verschiedene

79



Diskussion

Bedingungen aber zum Teil eine verstarkte Expression hervorgerufen
werden kann (Hammond-Kosack und Jones 1997, Michelmore 1995).
Yoshimura et al. (1998) nutzten die RT-PCR-Technik, um die Induktion des
Resistenzgens Xa7 gegen den bakteriellen Blattfleckenerreger in Reis nach
Pathogeninokulation zu zeigen.

Xiao et al. (2001) fanden durch Northern-blot-Analysen heraus, dass RPW8
in Arabidopsis konstitutiv exprimiert ist, aber nach Infektion mit Erysiphe
cichoracearum vermehrt exprimiert wird.

He et al. (2003) untersuchten die Expression des putativen NBS-LRR-
Resistenzgens KR1 in Soja mittels RT-PCR, da die Transkripte in Northern-
Analysen nicht detektiert wurden. KR71 wurde induziert durch Behandlung mit
Salicylsaure (SA) und Infektion mit dem Soja-Mosaikvirus (SMV). SA wirkt
als Signalmolekil in bestimmten pflanzlichen Abwehrreaktionen und die
Induktion von KR1 durch SA-Behandlung impliziert eine direkte Beteiligung
des Resistenzgens im Signalweg der Resistenzkaskade.

Nachdem sich herausstellte, dass die Makroarray-Technik zur Expressions-
analyse der Rosen-RGA nicht geeignet war, wurde ein semiquantitativer
Ansatz mittels RT-PCR gewahlt. Die Bestimmung der absoluten Expression
der Rosen-RGA war damit nicht moglich, wohl aber konnte das Verhaltnis
der Expressionsniveaus in unterschiedlichen Gewebetypen und Infektions-
stadien als relative Expression bestimmt werden.

Die Kontrolle der Spezifitat der RGA-Primer verlief nicht zufriedenstellend, da
sich nur ein geringer Prozentsatz der Kartierungsprimer als sicher bei der
Differenzierung der verschiedenen RGA erwies. Es wurden daraufhin einige
PCR-Produkte dieser Primer mit unterschiedlichen Templates kloniert und
sequenziert, um zu Uberprifen, ob die ,unerwinschte PCR-Amplifikation auf
mangelnde Spezifitdt der Primer oder Kontamination mit dem Ziel-RGA
zuruckzufuhren war. Die Sequenzanalyse ergab, dass die PCR-Produkte der
spezifischen Primer unabhangig von der Art des PCR-Templates zu 85 -
100 % mit der Ursprungs-RGA-Sequenz, fur die der Primer entworfen wurde,
identisch waren, d. h. die Primer waren zumindest spezifisch fur die unter-
schiedlichen RGA-Familien. Warum allerdings teilweise auch PCR-Produkte
amplifiziert wurden, wenn Plasmide mit RGA anderer Subgruppen als
Template in die Reaktion eingesetzt wurden, konnte nicht geklart werden. Da
die PCR-Kontrollreaktionen ohne Plasmid-DNA negativ waren, war zu
vermuten, dass die Kontaminationen in den Plasmid-Lésungen vorlagen.
Auch die mehrmalig wiederholte Praparation der Plasmid-DNA aus zweimal
Uberimpften Einzelkolonien flhrte zu keiner Eliminierung der Kontamina-
tionen. Aus Zeitgrinden konnte das Problem an dieser Stelle nicht gelost
werden.

Zehn RGA-Familien konnten nach Optimierung der PCR-Bedingungen mit
den spezifischen Primern differenziert werden, so dass deren Expression
mittels RT-PCR in gesunden und mit Sternruf3tau infizierten Blattern sowie in
Bliten der Sternrutau-resistenten R. multiflora-Hybride 88/124-46 unter-
sucht werden konnte.

In Bluten war die Halfte der untersuchten RGA nicht exprimiert, die andere
Halfte zeigte ein geringes Expressionsniveau.
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Auch Hunger et al. (2003) konnte in Zuckerriben unterschiedliche
Organspezifitat der exprimierten RGA nachweisen.

In den gesunden Kontrollblattern wurde fur alle untersuchten Rosen-RGA
eine schwache bis mittlere Expression beobachtet. Da Resistenzgene in der
Regel direkt oder indirekt flr die Wahrnehmung des Avirulenzsignals verant-
wortlich sind, wird angenommen, dass sie auf einem niedrigen Niveau in
gesunden Pflanzen konstitutiv exprimiert werden (Cortese et al. 2003,
Hammond-Kosack und Jones 1997).

Bei den TIR-RGA konnte in allen Fallen eine deutliche Erhéhung des
Expressionsniveaus nach Sternrufdtau-Infektion nachgewiesen werden. Das
lasst vermuten, dass diese RGA durch den SternrufRtau-Befall induziert
werden und somit direkt als PR (,Pathogenesis Related’)-Proteine mit der
Resistenzreaktion in Verbindung stehen. Unter den induzierten RGA waren
sowohl ,single-’ als auch ,multicopy’ Loci. Von den beiden am starksten
induzierten RGA (D1-B1, 3g1-P13), die beide nach Infektion ein 8-fach
hoheres Expressionsniveau hatten als in gesundem Gewebe, lag der eine im
Genom als ,singlecopy’, der andere als ,multicopy’ Locus vor. Durch die
Sternruf3tau-Infektion kam es also sowohl zur starken Induktion von Einzel-
genen (D1-B1) als auch zur weniger starken Induktion vieler Kopien eines
RGA-Locus (3g1-P13), so dass fur diese beiden RGA ein vergleichbar hohes
Expressionsniveau erreicht wurde.

Nur zwei der sechs bezlglich ihrer Expression analysierten TIR-RGA
konnten in die Rosen-Chromosomenkarten integriert werden. Eines davon
(192-D10) war zwar Mitglied des RGA-Clusters um den Rdr1-Resistenzlocus,
jedoch von dem Resistenzgen noch zu weit entfernt, um als echter Rdr1-
Kandidat angesehen werden zu kénnen. Es musste versucht werden, die
anderen vier durch Sternruf3tau-Befall induzierten RGA zu kartieren. Sollten
diese in der unmittelbaren Rdr7-Region lokalisiert sein, so ware die Wahr-
scheinlichkeit relativ hoch, bereits einen Teil des Resistenzgens identifiziert
zu haben. Besonders interessante Kandidaten flr monogene Sternruf3tau-
Resistenzgene sind die bisher noch nicht kartierten RGA 3a-C2 und D1-B1,
die im Genom als ,singlecopy’ Loci vorliegen und nach Pathogeninfektion 5-
bzw. 8-fach verstarkt exprimiert werden.

Pflanzliche Resistenzgenprodukte spielen neben ihrer Funktion als Rezepto-
ren oder als ,Guard’-Proteine auch in der Signalweiterleitung und somit in der
Induktion der Resistenzreaktion ein wichtige Rolle. Die verstarkte Expression
der RGA nach Sternrufdtau-Infektion kénnte ein Indiz dafur sein, dass diese
eine Rolle bei der ,Systemic Aquired Resistance’ (SAR) spielen, welche
oftmals nach der hypersensitiven Reaktion (HR) in der Pflanze etabliert wird
und unspezifische, langerfristige Resistenz zur Folge hat.
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4.6 Ausblick

Durch die Isolierung und Kartierung von RGA konnen Regionen mit Major-
genen oder QTL in vielen, wenn nicht allen Pflanzen identifiziert werden (Di
Gaspero und Cipriani 2003).

Ein wichtiger Schritt zur Isolierung pflanzlicher Resistenzgene ist die
Erstellung einer Kollektion von RGA und die Kartierung der zugehdrigen Loci,
um Kandidaten mit ahnlicher chromosomaler Position wie Resistenzgene zu
identifizieren (Dodds 2001, Collins et al. 1998).

Fir Rosen wurde eine umfangreiche NBS-LRR-RGA-Bank erstellt und
charakterisiert, die zuklnftig als Basis fur die Isolierung von Rosen-
Resistenzgenen genutzt werden kann. Eine Vielzahl der RGA wurde in zwei
verschiedenen Rosen-Populationen kartiert.

Da RGA direkt aus Sequenzen von Resistenzgenen abgeleitet sind, kommt
ihnen verglichen mit anderen Markertypen eine besondere Rolle zu. Die
Wabhrscheinlichkeit ist relativ hoch, dass sie bereits sehr dicht im Bereich des
Resistenzfaktors lokalisiert sind oder im Idealfall sogar selbst das gesuchte
Resistenzgen sein konnen. Die kartierten RGA stellen somit Kandidaten fur
noch nicht charakterisierte Rosen-Resistenzgene dar, wobei das grole RGA-
Cluster auf Chromosom 7 als besonders interessanter ,Hotspot’ angesehen
werden kann. Ein hochsignifikanter QTL fur Resistenz gegen den Echten
Mehltau im Freiland im Jahr 2002 liegt in diesem RGA-Cluster. Daraus lasst
sich schlie3en, dass einige Mitglieder des Clusters an der Resistenzreaktion
gegen dieses Pathogen involviert sein konnten. Die Expressionsanalyse
dieser RGA in mit Echtem Mehltau infiziertem Gewebe konnte deren direkte
Beteiligung an der Abwehrreaktion bestatigen.

Viele Autoren schreiben dem RGA-Ansatz ein grol3es Potential bei der Isolie-
rung von Resistenzgenen zu. Dodds et al. (2001), Aarts et al. (1998) und
Feuillet et al. (1997) ist es gelungen, mit dieser Strategie Resistenzgene aus
Flachs, Arabidopsis und Weizen zu klonieren. Eine entscheidende
Einschrankung fur die Resistenzgen-Isolierung mit dem RGA-Ansatz ergibt
sich allerdings aus der haufig geclusterten Anordnung der RGA im pflanz-
lichen Genom, wodurch sich die Identifizierung der funktionellen Kopie in
einem RGA-Cluster als schwierig gestaltet (Jeong et al. 2002, Wang und
Xiao 2002, Graham et al. 2000). Dennoch ist der RGA-Ansatz zumindest
eine attraktive Strategie zur Entwicklung molekularer Marker fur Resistenz,
die fur die Markergestutzte Selektion eingesetzt werden kdnnen (Quint et al.
2003, Mohler et al. 2002, Deng et al. 2000).

Van der Linden et al. (2003) nutzten den RGA-Ansatz zur Entwicklung einer
Technik, die sie ,NBS Profiling’ nannten. Dabei werden NBS-LRR-RGA
eingesetzt, um resistente Genotypen frihzeitig zu selektieren und auf diese
Weise Resistenzzichtung kosteneffektiver und zeitsparender zu machen.
Dies ware auch in der Rosenziichtung eine interessante Strategie, um
Genotypen mit moglichst vielen zusatzlichen Resistenzloci zu erkennen und
zu selektieren.
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A6.1

Anhang

Abkilirzungen

AFLP
CAPS
CcC
CTAB
DEPC
DMSO
DTT
EDTA
FB
IPTG
IRD
LB
LOD
LRR
LZ
MAS
NBS
oD
PCR
PEG
PR
PVP
QTL
RAPD
RFLP
RGA
SCAR
SDS
SSCP
SSR
STS
TAE
TE
TEMED
TIR
TRIS
U
Upm
viv
Vol
w/v
X-Gal

Amplified Fragment Length Polymorphism
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence
Coiled-Coil
Cetyltrimethylammonium-bromid
Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethylenediaminetetraacetic Acid

Freezing Broth Medium
Isopropyl-3-D-Thiogalactosid

Infra Red Dye

Luria-Bertani Medium

Likelihood of the Odds

Leucin Rich Repeat

Leucine-Zipper

Marker-Assisted Selection

Nucleotid Binding Site

Optische Dichte

Polymerase Chain Reaction
Polyethylenglycol

Pathogenesis-Related
Polyvinylpyrrolidone

Quantitative Trait Loci
Randomly Amplified Polymorphic DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism
Resistenzgenanaloga

Sequence Characterized Amplified Region
Sodiumdodecylsulfat

Single Strand Conformation Polymorphism
Simple Sequence Repeat
Sequence-Tagged-Site
Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA

N, N, N', N',-Tetramethylethylendiamin
Toll/Interleukin-1/Resistenz Motiv
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
Unit

Umdrehungen pro Minute
Volumen pro Volumen

Volumen

Gewicht pro Volumen
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-b-D-Galactosid
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A 6.2

Primer

Tab. A 17: Sequenzen der fur die Amplifikation der RGA verwendeten
degenerierten Oligonukleotid-Primer

PCR- Primer- " . . )
PK Template” Bezeichn. Position  Motiv Nukleotidsequenz (5’ - 3')
P-Loop-1 NBS-I GGMGKTT GGI GGI ATI GGl AAA ACI AC
1 genom. DNA
TIR-1 NBS-IX FLHIACF RAARCA IGC DAT RTG IAR RAA
) P-Loop-5 NBS-I GGSGKTT GGl GGl WSI GGI AAR ACI AC
TIR-1 NBS-IX FLHIACF  RAA RCA IGC DAT RTG IAR RAA
3 c¢DNA und P-Loop-2 NBS-I GGVGKTT GGI GGI GTI GGI AAI ACI
genom. DNA TIR-1 NBS-IX FLHIACF RAARCAIGC DAT RTG IAR RAA
P-Loop-1 NBS-l GGMGKTT GGI GGI ATI GGI AAA ACI AC
4 genom. DNA
TIR-2 NBS-IX FLDIACF RAARCA IGC SAT RTC IAR RAA
. P-Loop-5 NBS-I GGSGKTT GGI GGI WSI GGl AAR ACI AC
TIR-2 NBS-IX FLDIACF  RAA RCA IGC SAT RTC IAR RAA
5 P-Loop-3 NBS-I GGLGKTT GGI GGI YTI GGI AAR ACI AC
TIR-2 NBS-IX FLDIACF  RAA RCA IGC SAT RTC IAR RAA
; P-Loop-6  NBS-I GGVGKTT GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
TIR-2 NBS-IX FLDIACF  RAA RCA IGC SAT RTC IAR RAA
8 P-Loop-2 NBS-| GGVGKTT GGI GGI GTI GGI AAI ACI
TIR-2 NBS-IX FLDIACF  RAA RCA IGC SAT RTC IAR RAA
9 P-Loop-2 NBS-I GGVGKTT GGI GGI GTI GGI AAI ACI
nonTIR-2 NBS-IX FAYCSLF RAA IAR ISW RCA RTA IGC RAA
P-Loop-1 NBS-l GGMGKTT GGI GGI ATI GGI AAA ACI AC
10 genom. DNA
nonTIR-1 NBS-IX YCALFPE YTC IGG RAA IAR IGC RCA RTA
1 c¢DNA und P-Loop-3 NBS-I GGLGKTT GGI GGI YTI GGI AAR ACI AC
genom. DNA ponTIR-1 NBS-IX YCALFPE YTC IGG RAAIARIGC RCARTA
P-Loop-2 NBS-l GGVGKTT GGI GGI GTI GGI AAI ACI
12 genom. DNA
nonTIR-1 NBS-IX YCALFPE YTC IGG RAA IAR IGC RCA RTA
13 P-Loop-2 NBS-I GGVGKTT GGI GGI GTI GGI AAI ACI
nonTIR-3 NBS-IX LKRCFLY RTA IAG RAA RCA ISK YAG
1 P-Loop-2 NBS-| GGVGKTT GGI GGI GTI GGI AAI ACI
GLPL-2 NBS-VI GLPLAL CAA CGC TAG TGG CAA TCC
15 P-Loop-6  NBS-I GGVGKTT GGT GGG GTT GGG AAG ACA ACG
GLPL-2 NBS-VI GLPLAL CAA CGC TAG TGG CAA TCC
16 P-Loop-4 NBS-l GGVGKT GGI GGI GTI GGI AAI ACI AC
cDNA
DERES GLPL-1 NBS-VI GLPLAL ARIGC TARIGG IARICC

" PCR-Template fir die Isolierung der RGA; fett gedruckt: zur RGA-Isolierung verwendete
Primerkombinationen (PK); ? Codes fiir degenerierte Positionen: | = Inosin = A/G/C/T; R =
A/G;Y=CIT; K=G/T; D=A/G/T; W =A/C; S = G/C.
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Tab. A 18: Sequenzen der spezifischen Primer fur die Kartierung der RGA

Nr. RGA Sequenz [forward’ Primer (5'- 3')  Sequenz ,reverse’ Primer (5' - 3') Iﬁfgge[EgR
1 10g2-H1" TTCCTTTGGCTATTGTGG CTTTAG  GGC AAA TCA TTG AAA CTC AGC AAC 157
2  11a-G11°)  AGG CAG GAA TGA CAA ATC AAG GGA TCA TTG CCA TCT GAA AAC 301
3  11a-G16"  TGT GGA CCG AAG ACG AAACAAAG  ATC TCC CAA CTC ATC AGC CTC ATC 236
4 11a-G2¥ AGA AAG TTT GGG TTT GTG TC CAA TAT TAT ACT GCC CTG AGC 251
5 11a-G8%  TCT AAG GGT GAC AAC AGC AA CTT CTT CCC ATT CGTCTACTCT 455
6 11a-H10°  CAA GAT AGA CAA CTC GGA AGT C CAA ATC ATT GAA ACT CAG CA 378
7  11b-E10®  GGA CCG AAG ACA AAA CAA AGT TTC AGA ACA TCC TGC CAT TC 343
8 11b-L4” AAG AAG GCG TTG TCA GG CAA TTT TCA ATA CTT GGT TCA G 335
9 11b-M11"  GTG TGG ACC GAA GAC AAAACT AAG  CTG CAG GAG CCA AAT CAT AAT AAC 430
10 11g1-05" GGA TCC CAA AGC AGT TCC AAT GAG  AAC CCC TTC TTT TCG TGT GGT CAC 201
11 1192-J15" GGG TGT CTG TGT CCGATGATTTC  GTG TCG TCA CAA GGA TGA TGC TTC 252
12 12g1-E12” TGGACC GAA GAC AAAACCAAGTG  TTA GTA CAT CCC GCC ATT CCT TTC 343
13 12g1-E15% CCG CCT TTC GTG TTG GAG CAG TAG  AGG ATG CCC ATC TGG TCG GAT AGA 325
14 12g1-M19” GGA TCC CAA AGC AGT TCC AAT GAG  CAT CCC TAT CCA AAA ACG CAA AGC 304
15 1g1-E23"  GTA AGA GCG GTG TAT GAG AGAATC CTA CTC CCT AAA CCA AAC CAC TC 284
16 1g1-E24” GGACGATTTTCTTGG TTT GGT T CTT GTT TGG AGG ACT TTT TGG ATA 347
17 19g2-D10?  GCT AGA GCT GTT TAT GAC GAAAT  ATA CTC TCT TGA AGG TTG GTT TGT 426
18 33-3-C1” GTT TGT AAT AAA GCG GTTCTT C TCT GTA GTT TTG CCAATG C 373
19 33-3-C5?7  TCA GAA AGG CTC ACG CAG AC CAA GAA AGG CCC CAAAGT TTT A 446
20 33-4-F24" TGA AGG GAT TAG AAG AAG ATG AAG  GTT GGG AGT TTG TTT TAG TTT TTG 215
21 33-help? GAT GTT TGC GTC TTT CTT GCT AAT ~ TGC ATA ATC TTC TTC AGG CTC AC 399
22 3a-A7" GAA TTT AAT TTC CTT CTT ACG G TCC CAG TTT TCT CAA TGC 519
23 3a-c12" ATA AGA CAG TTT TCG GAG CAA C GCG CTT TCC CAT ACATCT G 476
24 3a-C2" GCC AGC TTA GAA TCG GTC AAA AAC CAG TAA AAC CCC CTG TGT C 548
25 3a-C5% TCA AAA CAA ACT CAT CGC AGA T GGT AGC CCA CCT GTA AGA GAC 378
26 3a-C8" AGA TAA GGC ATA GAT TTC GTC GTA  CTT AAG GCC ATC ATCACT TTT C 212
27 3a-F8" TGG ACA TAT ACA GCG TTA GTG AGG  AAA GCG TGC CAA CTG AAG AG 265
28 3a-L19” AAA TAT TTG GCA GGA AGC CTT TGG CAT AAC TTG TAA CAG 226
29 3a-L5" GAG TTT ACG TAA CAG AAA GGT G CAT GAT TCC TCT ATT TGG TG 397
30 3b-E4" CAG CGT TAG TGA GGG AAT ACC AGC ATG CCA ACT GAA GAG C 253
31 3b-F15" AAG CGA GTT CTT CTT GTT CTG AAA GCA TCT TCC CAT TCC 353
32 3b-F15" AAG CGA GTT CTT CTT GTT CTG AAA GCA TCT TCC CAT TCC 288
33 3b-N10? GAA GCC GAA TTATCA TTACCACAC  GAA TCT TAG TCA GTT TGC CCA GAG 270
34 39g1-P13"  GGT TTG GTT CAG GGA GTAGAG T CAC TGT TCC ATT CAC TTG TAT CAC 359
35 3g2-N10? GAGCTTTTTACGATGACT TTTGTC  TAA CCC GGT AGC ATT GTA TGT AG 416
36 4g1-P23"  GTAAGA GCG GTG TAT GCG AGAATC GGG TAA CCT CTT TGG AAT GCT TTC 213
37 49g2-B16?  TGGAGG CCT CGT GAA ACT ACA AAG  ATA ACC CTG CTT CCC AAA CCA AAC 366
38 D1-A2” TTG CAC AAG TGG TTT TTG A CAT CAG TTA ATG GAT TCACCT T 320
39 D1-D1¥ TCA AAA TCA GCG AAC CAA GAA G AAA CAA CTC CAA AGC AGC ATC A 327
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40 D1-D13% AAA CAA GGT GCA GTT CAT TTAC TTT CAA CAA TTC TTT GGA TAG C 378
41 D1-F1? GGT ACA AGC TCA GTT TGA AG TGT ATA CTT TAT CCACTC C 326
42 D1-K1° TTG AGA ATA TTA GAG AGG AAG CAG  ACC TTG TAT ACT TTA TCC ACT CCA 295
43 D1-M1? AGG GTA CAG GCT CAG TTT GAA G AAC CTG CTG GTC TTT CTT GAA G 399
44 D1-N1" AGG TTA GCT GCT TTC TTG C AGA CGT TCA TCT CTT GTT GTG 280
45 D1-01? GTT ATT CTT GAT GAT GTG GAC TCA AAA ATT TCT TGG ATA GC 250
46 D2-D23" GGT TAG CTG CTT TCT TGC AGT TCC AAATAA TCT TTT TCT G 402
47 L3-D1? AAA GAT TCT AGG GGG CAA AG AAC AGT CAA CAA ACG CTT ACC 211
48 L3-D11" GGT GGG GAA GAC GAC TAT TGC CCT ACT CCC TGG ACC AAA CGA 301
49 L3-D2" CGG CTT TGT TTC TGA TGT TAG ATT TTA CAA AAC GCT TGG ACA G 431
50 L3-D5" CAG GCT CAG TTT GAA GGT TGC CCA GCT GGT CTT TCT TGA AGG 391
51 L3-E2" CAG GCT CAG TTT GAA GGT TGC CCA GCT GGT CTT TCT TGA AGG 391
52 L3-E6” ACG ACG ATT GCC AAA GC TGT GAG TTC CCC ATA AAC CTC 456
53 L3-E9* TGG GGA AGA CGA CTATTG C TGG TCT TTC TTG AAG GCT TTC 428
54 L3-F3° GGT TTT TGA AAG GTT ACA AGC TCA GCA TCA GTT AGT GGA TTC 360
55 L3-F5" GGC TCAGTT TGAAGG TTG C TGA TGA TTC TAC TCC CTG GAC 263

" Nicht kartierte RGA; ? in Population 94/1 kartierte RGA; ® in Population 97/7 kartierte

RGA; ?in beiden Kartierungspopulationen kartierte RGA.

Tab. A 19: Sequenzen der fur die Expressionsanalysen verwendeten

spezifischen RGA-Primer
PCR-
Nr. RGA Sequenz ,forward’ Primer (5' - 3') Sequenz ,reverse’ Primer (5' - 3') Prod.
[bp]

1 11a-G11 (siehe Tab. A 18, Primer Nr. 2) 301
2 11a-G16 (siehe Tab. A 18, Primer Nr. 3) 236
3  11a-G8 5 TCT AAG GGT GAC AAC AGC AA 3' 5'CTT CTT CCC ATT CGT CTACTC T 3' 452
4 11a-H10 5 CAA GAT AGA CAA CTC GGA AGT C 3' 5' CAA ATC ATT GAA ACT CAG CA 3' 378
5 192-D10 5 GCT AGA GCT GTT TAT GAC GAAAT3'  5'ATACTC TCT TGAAGG TTG GTTTGT 3' 426
6 3a-C2 5'GTT GGT CAT TTT GGG GGA C 3' 5' ACA CAT CCA ACT CCC TGA CC 3' 358
7 391-P13 (siehe Tab. A 18, Primer Nr. 34) 270
8 D1-B1 5' CTA AGA TTC TAC CAG GCA AAC AAC 3' 5' CAC ATATTC ATTCGGACATTCTC3 320
9 D1-D13  (siehe Tab. A 18, Primer 40) 378
10 D1-N1 (siehe Tab. A 18, Primer 44) 280
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Tab. A 20: Andere Primer

Primer Sequenz Hersteller  Verwendung
M13-forward 5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’ (I;/IdV;/rG Biotech Insert-PCR,
M13-reverse 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3' Metabion Sequenzreaktion
Actin-forward 5" CGA GGA AGA TCT GGC ATC A 3° Interner Standard

Metabion semiquantitative RT-
Actin-reverse 5" AGG AGC TGC TCT TGG CAG T 3° PCRs

(* fur die Sequenzreaktionen mit IRD 700 bzw. 800 markiert)

A 6.3 Hersteller

Hersteller

Standort

Ambion
Amersham Biosciences

Bachhofer

BD (Becton, Dickinson und Co.)
BioRad

Biotec Fischer

Biozym Diagnostik

Cambrex Biosciences
Eppendorf

Fisher Scientific

GFL (Gesellschaf fur Labortechnik)
Heraeus Sepatech

Hettich Zentrifugen

Invitek

Invitrogen

Kendro Laboratory Products

Kodak

LI-COR

Merck

Metabion

MWG Biotech

Nunc

Peqglab Biotechnologie
Promega

Qiagen

Renner

Cambridgeshire, UK
Freiburg (D), Uppsala (S),
Buckinghamshire (UK)
Reutlingen (D)
Heidelberg (D)

Minchen (D)

Reiskirchen (D)

Hessisch Oldendorf (D)
Rockland, Maine (USA)
Hamburg (D)

Schwerte (D)

Leics (UK)

Burgwedel (D)

Osterode (D)

Tuttlingen (D)

Berlin (D)

Karlsruhe (D)

Newtown, Connecticut (USA)
Paris (F)

Rochester, New York (USA)
Lincoln (USA)

Darmstadt (D)
Planegg-Martinsried (D)
Ebersberg (D)

Roskilde (DK)

Erlangen (D)

Madison, Wisconsin (USA)
Hilden (D)

Dannstadt (D)
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Retsch
Roche Diagnostics
Roth

Sigma-Aldrich

Scientific Instruments
Techne
USB (United States Biochemicals)

Haan (D)
Mannheim (D)

Karlsruhe (D)

Steinheim (D)

St. Louis, Missouri (USA)
Schwabisch Gmulnd (D)
Burkhardtsdorf (D)

Cleveland, Ohio (USA)

A 6.4 Puffer und Losungen

Puffer

Zusammensetzung

Alkalische Lyse Lo6sung 1
zur Plasmid-Praparation

Alkalische Lyse Losung 2
zur Plasmid-Praparation

Alkalische Lyse Losung 3
zur Plasmid-Praparation

Denaturierungsléosung
fur Southern-blots

Denhardt’s

Depurinierungslosung
fur Southern-blots

Dimethyldichlorosilan-Lésung

Entwicklungslésung zur Silberfarbung

von Polyacrylamidgelen

Farbeldsung zur Silberfarbung
von Polyacrylamidgelen

50 mM Glukose

25 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA

(15 min autoklavieren)

0,2 M NaOH
1 % (w/v) SDS
(frisch ansetzen)

5 M Kaliumacetat
11,5 % (v/v) Essigsaure

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

1 % (w/v) Ficoll 400
1 % (w/v) PVP

1 % (w/v) Albumin Fraktion V

(steril filtrieren)

0,2 M HCI

5 % (v/v) Dimethyldichlorosilan

(Fisher Scientific) in 100 %
Chloroform

9,4 mM N82CO3
0,15 % (v/v) Formaldehyd*
6,4 uM Natriumthiosulfat®

5,9 mM AgNOs;
0,15 % (v/v) Formaldehyd*
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Fixierlosung zur Silberfarbung
von Polyacrylamidgelen

Hybridisierungspuffer

Kobayashi Puffer 1
zur DNA-Extraktion

Kobayashi Puffer 2
zur DNA-Extraktion

10 x Ladepuffer
fur Agarose-Gelelektrophorese

Methacryloxypropyltrimethoxysilan-
Losung

Neutralisierungslosung
fur Southern-blots

10 x PCR-Puffer
von Invitrogen

1x SSC

Stop-Losung (,Formamid Loading Dye’)
fur SSCP-Polyacrylamid-Elektrophorese

1 x TAE

7.5 % (v/v) Essigsaure

6 x SSC
5 x Denhardt’s
0,5 % (w/v) SDS

20 ug/mL denaturierte Heringsperma-

DNA* (Roche) (autoklavieren)
50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

5 mM EDTA

350 mM Sorbitol

1 % (v/v) Mercaptoethanol*
10 % (w/v) PEG 8000
(autoklavieren)

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

5 mM EDTA

350 mM Sorbitol

1 % (v/v) Mercaptoethanol*
1 % (w/v) Sodiumsarcosyl
710 mM NaCl

0,1 % (w/v) CTAB
(autoklavieren)

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerin

0,3 % (v/v) Methacryloxypropyl-
trimethoxysilan

0,3 % (v/v) Essigsaure

in 100 % Ethanol

1M TrispH 7,4
1,5 M NaCl

200 mM Tris-HCI (pH 8,4)
500 mM KCI

150 mM NaCl
15 mM Natriumcitrat

95 % (v/v) Formamid

0,01 M NaOH

0,05 % (w/v) Xylenxyanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
40 mM Tris base

1 mM EDTA

pH 8,0 mit konzentrierter Essigsaure
einstellen
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1xTBE

1 x TBE Long Run

1 x Tris-EDTA (TE)

1 x Williams-Puffer

89 mM Tris base
89 mM Borsaure
2 mM EDTA (pH 8,0)

134 mM Tris base
45 mM Borsaure
2.5 mM EDTA (pH 8,0)

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)
(autoklavieren)

10 mM Tris pH 8,3

50 mM KCI

2 mM MgCl,

0,001 % Gelatine (BioRad)
(autoklavieren)

(* Reagenzien erst kurz vor Gebrauch der jeweiligen Lésungen zugeben)

A 6.5 Medien
Medien Zusammensetzung Verwendung
1 % (w/v) Bacto™ Pepton (BD)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
85,5 mM NacCl
36,2 mM K;HPO4
FB 13,2 mM KH2PO4 Lagerung von E. coli

(,Freezing Broth’)

LB
(,Luria-Bertani’)
Flissigmedium

LB
(,Luria-Bertani’)
Festmedium

SOB

1,5 mM Natriumcitrat

(- 80 °C)

6,8 mM Ammoniumsulfat

365 uM MgSO,

4.4 % (viv) Glycerin

(autoklavieren)

1 % (w/v) Bacto™ Pepton (BD)

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

171 mM NacCl

pH 7,0 mit 5 M NaOH

(autoklavieren)

Anzuchtsmedium fir
E. coli

wie Flissigmedium
+1,5 % (w/v) Bacto™ Agar (BD)

2 % (w/v) Bacto™ Pepton (BD)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

8,5 mM NaCl

2,5 mM KCI

pH 7,0 mit 5 M NaOH
(autoklavieren)

Anzuchtsmedium fur
E. coli

Herstellung von SOC
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SOC

SOB

+ 20 mM Glukose
+ 10 mM MgSO,4
+ 10 mM MgCl,

Erholungsmedium flr
E. coli nach der
Elektroporation

A 6.6 Bakterienstamm

Bakterienstamm Genotyp Hersteller
F- mcrA D(mrr-hsd RMS-mcrBC)
E coli DH10B f80dlacZDM15 DlacX74 deoR recA1 Invitrogen

endA1 araD139 D(ara, leu)7697 galU

galK I- rpsL nupG

A 6.7 Verschiedene Materialien und Gerate

Materialien und Gerate Hersteller
Biomax Transcreen HE

o : Kodak
Intensivierungsschirm
Biomax™ MS Réntgenfilme Kodak
Doppellaser-Sequenzsystem 4200 LI-COR
E. coli-Pulser BioRad
Elektroporationskuvetten (0,2 cm) Invitrogen

Fotometer

Gummimatte fur 96er Polypropylen
Mikrotiterplatten

Horizontale Elektrophoresekammern
Hybond-N Nylonmembranen
Hybridisierungsofen
Hybridisierungsrohren

Hyperfilm™ MP Réntgenfiime
Inkubationsschuttler

Lichttisch

Mikrotiterplatten
384 120 pL-Well
Thermo-Fast® 96 Well

Petrischalen (& 8,5 bzw. 14 cm)
Reaktionsgefalle
0,5/ 1,5/ 2 mL-Reaktionsgefalie
15/ 50 mL-Falcon-

Zentrifugenréhrchen
250 mL-Nalgene-Zentrifugenbercher

Scientific Instruments
Biozym

MWG Biotech

Amersham (D)

MWG Biotech

Bachhofer

Amersham (UK)

Edmund Buhler Labortechnik
Biotec Fischer

Nunc
Techne

Fisher (D)

Eppendorf
Renner
Fisher
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Replikationsstempel (96er und 384er)

Schwingmiuhle

Thermocycler
Genius
Mastercycler Gradient

UV-Tisch
Vertikales SSCP-Elektrophoresystem
Wasserbad ,Typ 1083’

X-Omatic-Kassetten

Zentrifugen
Biofuge 13 R
Sorvall RC-5C Plus Superspeed
Universal 16 R

Nunc
Retsch

Techne
Eppendorf

Bachofer
peQLab

GFL

Kodak (USA)

Heraeus Sepatech
Kendro
Hettich Zentrifugen

A 6.8 Polyacrylamid-Gele

6 % Polyacrylamid-Sequenzgel (0,25 mm dick)

Laufbedingungen: 1500 V, 35 mA, 40 W, 45 °C; 30 min Vorlauf

Zusammensetzung (40 mL Gesamtvolumen) Hersteller
6 % RapidGel-XL 40% Acrylamid-Stamml6sung .
(Acrylamid / Bisacrylamid = 19:1) USB, Ohio, USA
1 x TBE Long Run Puffer (s.0.)

5,8 M Urea Ultrapure USB

0,03 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck
2,6 uM Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
0,09 % Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
0,5 x MDE-Gel fur SSCP-Analysen (0,4 mm dick)

Laufbedingungen: bei 200 V, 20 mA und 2 W

Zusammensetzung (40 mL Gesamtvolumen) Hersteller
0,5 x MDE-Gel Stammldsung Cambrex
0,6 x TBE (s.0.)

5 % Glycerin Roth

2,2 uM Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
0,06 % Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
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A 6.9 Software

Software Zugang bzw. Hersteller

Baseimage IR LI-COR, Lincoln (USA)

BioEdit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit/
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
CLUSTAL X ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/CLUSTALX/

DNASIS, Version 2.1 fur Windows Hitachi Software, Californien (USA)

PRI (Plant Research International),
Wageningen (NL)

PRI (Plant Research International),
Wageningen (NL)

MBI (Molecular Biology Insights), Plymouth

JoinMap, Version 3.0
MapChart 2.1

Oligo, Version 6.68 fur Windows

(UK)

PHYLIP h’gtp://evolutlon/genetlcs/washmgton.edu/ph
ylip. html

Quantity One, Version 4.2.1 BioRad, Munchen (D)

TreeView http:/{taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/
treeview/

A 6.10 lIdentitatsmatrizen

Tab. A 20: Prozentuale DNA-Sequenzidentitat von miteinander hybridisieren-
den Klonen

a) Sonde: 11a-G16

RGA 11a- | 11g1- [ 12g1-| 11a- | 11a- | 11a- | 11a- | 11a- | 10g1- | 12g1- | 11g2-

G16 | O5 | M19 | G2 | G10 | G17 | G23 13 A23 | E12 | P10
11a-G16 | 100 92 87 85 85 85 85 80 81 83 82
11g1-05 - 100 94 91 91 91 90 84 84 84 83
12g1-M19] - - 100 93 93 93 92 86 87 84 84
11a-G2 - - - 100 | 100 | 100 98 88 89 85 85
11a-G10 - - - - 100 | 100 98 88 89 85 85
11a-G17 - - - - - 100 98 88 89 85 85
11a-G23 - - - - - - 100 88 89 85 85
11a-13 - - - - - - - 100 97 86 86
10g1-A23| - - - - - - - - 100 87 88
12g1-E12| - - - - - - - - - 100 92
11g2-P10| - - - - - - - - - - 100
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b) Sonde: 11a-G8

RGA 11a- | 11g1- | 12g2- | 11g1- | 11g2- | 10g2- | 11a- | 11a- | 10g1- | 12g1- | 10g2-
G15 | D6 J8 F11 | C11 | D12 11 G8 | A16 | E15 | G5
11a-G15] 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 99 94 93
11g1-D6 - 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 99 94 93
1292-J8 - - 100 99 99 100 | 100 | 100 99 94 93
11g1-F11 - - - 100 99 100 | 100 99 99 94 93
11g2-C11| - - - - 100 | 100 | 100 99 99 94 93
10g2-D12| - - - - - 100 | 100 | 100 99 94 93
11a-11 - - - - - - 100 | 100 99 94 93
11a-G8 - - - - - - - 100 99 94 93
10g1-A16| - - - - - - - - 100 93 94
12g1-E15| - - - - - - - - - 100 98
10g2-G5 - - - - - - - - - - 100
c) Sonde: D1-M1
RGA D2- | D2- | D1- | D1- | D1- | D2- | D1- | D1- | D1- | D1- | D1-
H20 J4 J1 G1 M1 G20 | D13 | A2 o1 K1 F1
D2-H20 | 100 | 100 | 100 | 100 99 92 92 93 91 88 87
D2-J4 - 100 | 100 | 100 | 100 92 92 93 92 88 87
D1-J1 - - 100 | 100 | 100 93 93 94 92 88 88
D1-G1 - - - 100 | 100 93 93 94 92 88 88
D1-M1 - - - - 100 92 92 93 92 88 87
D2-G20 - - - - - 100 | 100 92 88 84 84
D1-D13 - - - - - - 100 92 88 84 84
D1-A2 - - - - - - - 100 89 87 86
D1-0O1 - - - - - - - - 100 86 85
D1-K1 - - - - - - - - - 100 | 100
D1-F1 - - - - - - - - - - 100
d) Sonde: 3a-A7
RGA 1g1- | 491- | 192- | 492- | 1g1- | 4g1- | 4g1- | 1g2- | 3a- | 3g1- | 3a-
E23 | O15 | A1 C3 | A10 | D23 | P23 | A22 | A7 P13 | L19
191-E23]| 100 95 93 92 89 89 89 90 88 88 89
4g1-015| - 100 94 92 89 90 89 90 87 87 88
192-A1 - - 100 91 88 89 88 88 87 87 87
492-C3 - - - 100 90 90 89 90 88 88 90
1g1-A10 - - - - 100 99 95 91 86 86 88
491-D23| - - - - - 100 95 91 86 86 87
491-P23 - - - - - - 100 90 85 85 86
192-A22 - - - - - - - 100 87 87 88
3a-A7 - - - - - - - - 100 99 91
3g1-P13 - - - - - - - - - 100 91
3a-L19 - - - - - - - - - - 100
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Prozentuale AS-ldentitat der Rosen-RGA mit R-Genen N, M, Xa1,

RPM1 (,P-Loop’ - ,GLPL’ Motiv)

Tab. A 21

ool | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° - | owriBiL
L'vz|ooL | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | obH-eLL
L'z |89y | 0oL | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° LD
'vz| 0TS |6y | 00 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | oH1a
z'gz| €6l | v'ez [viie| 0oL | - o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o - | swria
z'8z|s'le|s'sz |v've |88z | 0oL | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 83-zbzL
€'0¢ | v'ee | v'ez | v'iz | 6°2e | €'9v | oOL | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° - | 84-16o1
g'gl | 0'9z | 0'6Z | 0'8Z | S'6L | ¥'bz | S'6L | 0OL | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | vo-eLL
v'ze | 9've | 9'ze | 9'0¢ | 8'9z | 562 | 9'2Z [ 0'9E | 0OL | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° - | vran
zze|zee |26z 2oz | v'ee |2ve | vz | sze | 9wy | 00k | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 8oLl
v'se | e'se | 2ve | 2've | v'le | 0'2e | v'ez | 0'8z | 0'9 | 9'0E | 004 | - o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o Lex

L'ez | 9Te | 9'ze | 9'ee | 8'9z | S'Le | L'sz | €'z | Tvy | v'se [o'se | o0L | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |oio-1BzL
L'0z | e'ee | €'0e | €'ze | 9Lz | T'se | 9'zz [ €'Le | 6'8Y | L'LE | 0'GE | 0TS | 0OL | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° - | 8o-zbzL
v'2L | 9ze | 9'ze [ 9'0 | 2z | o'z | L6l | 9'2e | 2'ey | L'se [ 9'Le | 2oy | 6w | 00k | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |owx-1BzL
gLz |06z | 022 [0'22 |0z | 012 | 0'0Z | 0'9z | L'6€ | €2€ | 222 | 298 | ¥'v¥ | v'Ly | 00OL | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° - | 9oLl
L'6L |29z | z'eT |20z | 121 | O'GL | L'eL [ 8'GL | o€z | '€z | 8ok | Liz | Lve | L'sz | e'oz | oo | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - w

08l | 20z | L'¥T | L2z | 0'GL | 8'FL | O'FL | G'02 | 222 | €T | v'6L | Sve | S¥e | €'le | 8'ez | €vE | OOL | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2o-eg
L'l | 06z | 0'€z [ 0'k | L'GL | 0'0T | L'EL [ 8'GL | 0V | S'zz [ 9'6L | 22z | 8'6L |96k | 26k | v'6T | 0'8E | 00L | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 99261
Lol [ 022 | 0'0Z [0'Gz | L'8L | O°'LT | b'LL [ 8'6L | 022 | S22 | 9'6L | 292 | L'¥T | v'9z | 6'92 | S°LE | 0'8E | L'op | 00L | - ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° - | ewr-zbL
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Anhang

Tab. A 22: Prozentuale DNA-Sequenzidentitdt der BAC-RGA mit den
anderen Rosen-RGA und den Resistenzgenen N, M, RPM1,
Xa1 (,P-Loop’ - ,GLPL’ Motiv)

BAC-|BAC- BAC-|BAC-
3-C1 | 3-C5 | help (4-F24
BAC-3-C1 100 | 89 | 86 7”7
BAC-3-C5 89 | 100 | 89 | 80
BAC-help 86 | 89 | 100 | 81
BAC-4-F24 | 77 | 80 | 81 | 100

N 41 40 | 43 | 42
M 33 | 32 | 37 | 34
D2-K16 47 50 | 50 | 48
D2-D14 47 | 47 | 51 50
D1-P13 47 | 45 | 48 | 48
D1-N13 66 | 65 | 69 | 64
D1-M1 43 | 44 | 45 | 44
D1-K15 20 18 19 | 21
D1-H6 21 21 23 | 22
D1-D1 45 | 43 | 46 | 43
D1-C14 40 39 | 42 | 42
D1-B1 48 | 48 | 48 | 42
492-M1 36 35 | 37 | 37
492-114 32 | 34 | 35 | 35
4G1-J7 45 | 45 | 48 | 46
3g2-010 37 | 38 | 41 42
3g2-118 44 | 43 | 48 | 44
3g2-E4 51 48 | 51 48
3g1-M19 48 | 47 | 49 | 48
3g1-E4 49 | 50 | 51 48
3b-L16 34 35 | 38 | 38
3a-L5 49 | 48 | 53 | 47
3a-C8 48 | 49 | 52 51
3a-C2 40 | 39 | 42 | 42
3a-C12 39 | 40 | 43 | 45
3a-A7 52 | 54 | 55 | 52

1g2-M14 42 | 43 | 45 | 43
192-J13 35 | 38 | 39 | 40
1G2-D10 43 | 43 | 44 | 42

192-C6 42 | 43 | 44 | 45
1G1-E24 41 40 | 41 38
Xa1 16 19 19 18
RPM1 23 | 24 | 27 | 27

12g2-E8 23 | 23 | 23 | 24
129g2-C8 27 | 29 | 30 | 28
12g91-K16 24 | 26 | 26 | 26
12g1-G10 24 | 26 | 27 | 27
1191-116 16 17 18 | 20

11b-L4 24 | 27 | 28 | 28
11A-H10 26 | 27 | 28 | 27
11a-G8 20 19 | 22 | 20

11a-G16 | 25 | 27 | 27 | 25
11a-G11 | 21 | 23 | 22 | 22
10g1-F8 16 | 16 | 16 | 18
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