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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Rosen gehdren zu den flinf weltweit bedeutensten Zierpflanzen und ihr jéhrlicher Umsatz
belduft sich auf ungefdhr 24 Milliarden Euro (DEBENER & LINDE, 2009). Trotz der groflen

wirtschaftlichen Bedeutung ist ihr Genom noch wenig erforscht.

In dieser Dissertation werden drei Schwerpunkte untersucht. Das erste Themengebiet umfal3t
die Haltbarkeit von Rosen, die besonders fiir Schnittrosen von groBer Bedeutung ist. Es
existieren bereits umfassende Arbeiten zur Haltbarkeit von Rosen (JOHNSON & ECKER, 1998;
MA et al, 2005), die mit dieser Arbeit durch QTL-Analysen und Kartierung von

Strukturgenen zur Ethylenbiosynthese und Ethylenerkennung ergénzt werden.

Die Haltbarkeit von Rosen wird von mehreren Genen reguliert. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die Haltbarkeit von Fiederblittern durch QTL-Analyse untersucht. Die QTL-
Analyse bestand aus der Untersuchung des Abwurfs der Fiederblédtter wihrend einer
Ethylenbegasungsdauer von sechs Tagen mit anschlieBender Kartierung des Merkmals mit
MapQTL. Der Abwurf der Fiederblétter begann nach drei Tagen Begasung mit Ethylen und
nahm bis zum sechsten Tag stetig zu. Die QTL-Kartierung ergab fiir Tag vier ein Signal auf
der Kopplungsgruppe sechs beider Genotypen 93/1-117 und -119 und fiir 93/1-119 auch auf
der Kopplungsgruppe sieben. Fiir Tag fiinf wurde kein QTL-Signal ermittelt. Die Signale fiir
Tag sechs nach Begasung haben sich ab dem vierten Tag langsam verstérkt und liegen aber
erst ab Tag sechs iiber den durch Permutationstest ermittelten Schwellenwert. Die Signale
befinden sich fiir beide Genotypen auf der Kopplungsgruppe drei und fiir den Genotyp 93/1-
119 noch zusétzlich auf der Kopplungsgruppe fiinf.

AuBer der QTL-Analyse wurden auch Strukturgene zur Ethylenerkennung und Biosynthese
fiir die Population 94/1 kartiert. Es konnten acht Loci fir ACC Synthasen, fiinf Loci fiir
Ethylenrezeptoren und vier Loci fiir CTR auf den Kopplungsgruppen der Elternpflanzen 93/1-
117 und -119 kartiert werden. Strukturgene, welche bei beiden Eltern kartiert werden konnten,

sind auf den jeweils gleichen Kopplungsgruppen lokalisiert.

Desweiteren wurde das Vorhandensein eines gametophytischen Selbstinkompatibilititssystem
in Rosen untersucht, denn obwohl schon seit 1940 (RATSEK et al.) ein gametophytisches
Selbstinkompatibilititssystem fiir Rosen vermutet wird, wurde in dem Bereich noch nicht

weiter geforscht.



Zusammenfassung

Erste Hinweise auf ein GSI-System zeigten sich durch das Merkmal Bliitenfiillung, welches in
der Rosenpopulation 94/1 1:1 aufspaltet, wihrend die Pflanzen der reziproken Kreuzungen
fast nur gefiillte Bliiten zeigen. Das Merkmal Bliitenfiillung kartiert auf der Kopplungsgruppe
drei und auch andere Marker der Kopplungsgruppe drei, wie die Mikrosatelliten Rh50 und
Rh58 zeigen ein auffilliges Spaltungsmuster. Die zundchst kartierten Marker TE3 und TE4,
welche homologe Sequenzen der ESTs (PP_LEa0010KO05f und PP_LEa0013F14f) von der Si-
Kopplungsgruppe der Referenzkarte TXE darstellen, kartieren auch bei der Population 94/1
auf der Kopplungsgruppe drei und zeigen ein sehr deutlich verschobenes Spaltungsmuster,
welches ebenfalls in einer reziproken Kreuzung untersucht wurde, um zu belegen, dass dieses

Spaltungsmuster durch ein GSI-System entsteht.

Riickkreuzungsversuche von 67 Individuen mit den Eltern 93/1-117 und 93/1-119 weisen
ebenfalls auf das Vorhandensein eines GSI-Systems hin, da bei insgesamt drei verschiedenen
Si-Allelen der Elternpflanzen, jedes Individuum mit der Mutterpflanze 93/1-119 kreuzbar ist,
wiahrend nur die Hilfte aller Indiviuen nach Bestdubung mit dem Genotyp 93/1-117 einen

Fruchtansatz zeigt.

Weitere Hinweise fiir das Vorhandensein eines gametophytischen
Selbstinkompatibilititssystem in Rosen fanden sich durch genetische Untersuchungen zur
GSI-Komponenten SFB mittels dem Primerpaar Sil5 (ROMERO et al., 2004). Die amplifizierte
Sequenz stimmt mit Prunus-Sequenzen {iberein und zeigt in NCBI ausschlieBlich
Ubereinstimmungen zu anderen SFB-Proteinen. Durch Translation der DNA-Sequenz in eine
Proteinsequenz konnten die ermittelten SNPs verschiedenen Haplotypen zugeordnet werden.
Die Expressionsanalyse zeigt, dass die amplifizierte SFB-Sequenz ausschlielich in Pollen

exprimiert wird.

Die wesentlichen Komponenten, TE3 und TE4, sowie die Mikrosatelliten Rh50 und Rh58

wurden auch in einer weiteren diploiden Rosenpopulation 97/7 kartiert.

In dieser Dissertation wurden neben den TE3 und TE4 Markern aus der TxE-Referenzkarte
auch weitere ESTs fiir Syntdnie-Untersuchungen kartiert. Es wurden ausnahmslos ESTs von
der Si-Kopplungsgruppe der Referenzkarte gewihlt, deren Kartierung in der Population 94/1
zeigten, dass es eine Neustrukturierung des oberen Abschnitts der Kopplungsgruppe drei der

Population 94/1 gegeben hat.

Stichworter: Gametophytische Selbstinkompatibilitdt, Ethylen, Genkarte



Abstract

Abstract

Worldwide, roses belong to the five most significant ornamentals plants with an annual
turnover of approximately 24 billion Euros (DEBENER & LINDE, 2009). Inspite of the

economical importance of roses little is known about their genome composition so far.

The main emphasis of this dissertation work is based on three key aspects. The first topic
deals with the vase life of roses, which is of particular importance for cut roses.
Complementin existing and comprehensive works in regard to the vas-life of roses (JOHNSON
& ECKER, 1998, MA et al., 2005) the present work utilised QTL-analysis and mapping of

structural genes responsible for ethylene biosyntheses and ethylene recognition.

The durability of roses is regulated by a number of genes. In the course of this project the vase
life of leaves has been examined by QTL-analysis. The QTL analysis focused on leaf
senescence during incubation with ethylene for six days with following mapping with
MapQTL. Leaves started to drop after an ethylene incubation period of three days and
increased to drop steadily until the sixth day. The fourth day showed resultant signals, which
could be mapped on linkage group six of the examined genotypes 93/1-117 and -119, whereas
genotype 93/1-119 also allowed mapping of signals on linkage group seven. QTL-signals
could not be identified on the next day (day five). The signal on the sixth day after ethylene
incubation have slowly increased since day four but have crossed the threshold, established by
permutation-test, only on day six. The signals for both genotypes are found on linkage group

three and for genotype 93/1-119 additionally on linkage group five.

Apart from the QTL analysis, structural genes have also been mapped for population 94/1 to
identify locations for ethylene recognition and ethylene biosynthesis. Eight loci for ACC
synthases, five loci for ethylene receptores and four loci for CTR could be mapped on the
linkage groups for the genotypes of the parent plants. Structural genes, which could be

mapped for both parents are located on the same linkage groups.

Another key aspect of this dissertation is to prove the existence of a gametophytic self-
incompatibility system for roses, which has been suspected since 1940 (RATSEK et al., 1940),
but has not been explored any further. First clues of an existing GSI-System are indicated by
the passing on of the character double flower to other generations. While the rose population
94/1 segregates 1:1, reciprocal crosses show nearly all double flowers. The hereditary factor
of double flower can be mapped on linkage group three. Other moleculare markers located on
the same linkage group, such as the microsatellites Rh50 and Rh58, also show distinctive

segregation distortion.



Abstract

The moleculare markers TE3 and TE4, which are orthologues to Prunus ESTs
(PP_LEa0010KO05f and PP_LEa0013F14f) of the reference map TxE, mapped on the linkage
group three for the population 94/1. They show a very conspicuously displaced segregation
pattern which is analysed in the reciprocal crossing to verify that this segregation is a result of
the GSI-system.

Further back crossing of 67 individuals with parents 93/1-117 and -119 underline the
existence of a GSI-system in roses. While the parents 93/1-117 and 93/1-119 incorporate
three different Si-alleles, only cross-breeding between population 94/1 and mother 93/1-119
results in fruit settings of all descendants wheras only 50% of cross bred dscendants between
population 94/1 and father 93/1-117 prove fertile.

Additional evidence for an existing GSI-system in roses could be obtained with genetical
examination of SFB, a GSI component, using the primer pair (ROMERO et al., 2004). The
amplified sequence could be sucsessfully aligned with prunus-SFB sequences and analysis in
NCBI indicates compliance to other SFB proteins. The detected SNPs can be associated with
several haplotypes after translating the DNA sequence into that of a protein. The expression
analysis demonstrates that the amplified SFB sequence are exclusively found in pollen.

The moleculare markers TE3 and TE4 and the microsatellites Rh50 and Rh58 have also been
mapped in another diploid rose population 97/7.

Apart from the moleculare markers TE3 and TE4 further ESTs sequences from the Si-linkage
group of the prunus reference map TxE have been mapped in population 94/1 for synteny
examination in this dissertation work. Their mapping in the population 94/1 showed, that

there was a restructuring of the upper part of the linkage group three of the population 94/1.

Key-Words: Self-incompatibility, ethylen, genetic map



Einleitung

1. Einleitung

Rosen zihlen zu den bedeutensten Zierpflanzen und es existiert inzwischen eine Vielzahl von
iiber 10 000 Sorten von Schnitt- und Gartenrosen (GUDIN 2000). Demgegeniiber stehen 150 —
200 wilde Rosenarten. Auch als Rosendl oder Tee finden sie Verwendung, aber trotz ihres
grolen okonomischen Wertes ist iiber die Vererbung phénotypischer Merkmale in Rosen
noch nicht viel bekannt (HIBRAND-SAINT OYANT et al., 2008). Zu den wenigen bisher
untersuchten Merkmalen gehoren die Bliitenfarbe und Bliitenfiillung (DEBENER &
MATTIESCH, 1999), Resistenz gegen Sternruftau (LINDE et al., 2004, MALEK et al., 2000),
QTLs zur Bestachelung (CRESPEL et al., 2002) und Resistenz gegeniiber Mehltau (DUGO et
al., 2005).

Im Gegensatz zu anderen Rosaceae wie z.B. Prunus (DIRLEWANGER et al., 2004), sind fiir
Rosen nur einige wenige Genkarten veroffentlicht. Darunter sind auch Karten fiir die in dieser

Arbeit verwendeten Populationen 94/1 und 97/7.

Tab.1: Genkarten von Rosen. In der Tabelle sind Literaturangaben zu einer tetraploiden und vier diploiden Rosen-

Genkarten aufgelistet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Populationen 97/7 und 94/1 fiir weitere Kartierungen verwendet.

MALEK et al., 2000 diploid Pop. 97/7
LINDE et al., 2004

DEBENER & MATTIESCH 1999 diploid R. hybrida, 93/1-119 x 93/1-117
YaN et al., 2005 Pop. 94/1
RAJAPAKSE et al., 2001 tetraploid R. rugosa x R. wichuraina

HIBRAND-SAINT OYANT et al., 2008
CRESPEL et al., 2002 diploid R. hybrida x R. wichuraiana Crep.

Duco et al., 2005 diploid Blush Noisette x R. wichuraiana

Rosen eignen sich im Vergleich zu anderen mehrjdhrigen Ziergehdlzen aufgrund ihres relativ
kleinen Genoms, bei diploiden Rosen zwischen 0,78 bis 1,29 pg (YOKOYA et al., 2000), sowie

geringer Chromosomenzahl (x=7) sehr gut flir genetische Untersuchungen.

Da sich in einem tetra- oder polyploiden Genom eine Vielzahl von Allelen eines Gens
befinden, ist die Erstellung einer Genkarte auf der Basis einer diploiden Population
empfehlenswert. Diese kann bei der Erstellung einer Genkarte fiir tetraploide Populationen als
Referenz dienen (DIRLEWANGER et al., 2004). Allerdings werden Riickkreuzungen bei

diploiden Rosenpopulationen durch das Selbstinkompatibilititssystem erschwert bzw.
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Einleitung

verhindert, welches wiederum die genetischen Untersuchungen einschrinkt. Zudem sind

Beet- und Schnittrosen im Gegensatz zu den diploiden Wildrosen in der Regel tetraploid.

Genetische Untersuchungen unterstiitzen die Ziichtung von neuen Merkmalen bzw. neuen
Merkmalskombinationen. Da die heutigen Kulturrosen lediglich aus ca. 11 der tiber 150 Rosa
Arten entstanden sind, besitzen sie im Gegensatz zu Wildrosen auch nur eine bestimmte
Auswahl an Allelen des gesamten Genpools von Rosen, so dass vorallem im Hinblick auf
Resistenzziichtungen die Untersuchung von Wildrosen nach entsprechenden Genen

erfolgreich sein kann (GUDIN 2000, ZHANG 2003).

1.1 Lokalisierung genetischer Marker im Rosengenom

Die Kartierung von gartenbaulichen Merkmalen von Rosen in einer Genkarte ist fiir
Pflanzenziichter von erheblicher wirtschaftlicher Bedeutung. Mit Hilfe markergestiitzter
Selektion kann analysiert werden, ob eine Pflanze ein erwiinschtes Merkmal auspragen kann.
Dies ermoglicht den Ziichtern eine bessere Auswahl zwischen den Kreuzungseltern und auch

eine Analyse der Aufspaltung der erwiinschten Merkmalen in der Nachkommenschaft.

Auch fiir Klonierungen von Genen ist eine Genkarte als Grundlage hilfreich, da molekulare
Marker in der Positionsklonierung eingesetzt werden kdnnen. Auf diese Weise kann auch von
Wildrosen genetisches Material durch Klonierungen oder Kreuzungen gezielt in Kulturrosen

eingebracht werden (LIEBHARD et al., 2003; RAJAPAKSE, 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Strukturgene und Mikrosatelliten im
Rosengenom lokalisisert. Die Strukturgene beziehen sich auf Merkmale zum
Ethylenstoffwechsel von Rosen und zu dem bisher noch nicht wissenschaftlich belegten
gametophytischen Selbstinkompatibilititssystem von Rosen. Die Kartierung erfolgte in den

diploiden Populationen 94/1 und 97/7.

Die erste Genkarte mit molekularen Markern fiir Rosen wurde von DEBENER & MATTIESCH
1999 verdffentlicht. Sie bestand aus 300 Markern fiir die Population 94/1, inklusive RAPDs
und AFLPs und wurde von DEBENER et al. (2001) und YAN et al. (2005) noch mit weiteren
Markern ergénzt. Die aktuellste Karte fiir die Population 94/1 besteht aus 520 molekularen
Markern. Entsprechend des haploiden Satzes von sieben Chromosomen besteht die Karte aus
sieben Gruppen pro Elter. Es wird ein Bereich von 487 bzw. 490 cM abgedeckt. Die

kombinierte Karte der beiden Eltern resultiert in einer Gesamtlinge von 545 cM.

Eine Genkarte von Rosen mit einer hohen Dichte an molekularen Markern kann durch

Vergleich mit anderen Genkarten als Referenzkarte flir Synténie-Untersuchungen zwischen
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Einleitung

Pflanzenfamilien dienen. Die Lokalisation von Genen innerhalb des Genoms ist bei den
meisten Pflanzenfamilien sehr &hnlich. Aus diesem Grund 148t sich fiir gesuchte Gene eine
Vorhersage treffen, auf welcher Kopplungsgruppe oder in welcher Nachbarschaft von

molekularen Markern sie lokalisiert sein konnten. Fir Prunus existiert eine Referenzkarte

(TxE), welche auf der Internetseite http://www.bioinfo. wsu.edu/cgi-

bin/gdr/cmap/map_set_info?mapset_aid=43 zur Verfligung gestellt wird und bereits fiir
Syntidnie-Untersuchungen verwendet wurde (DIRLEWANGER et al, 2004, NISHITANI et al.,
2007).

1.2 Ethylenempfindlichkeit von Rosen

Die Haltbarkeit von Rosen wird massgeblich von ihrer Reaktion auf das Phytohormon
Ethylen beeinfluBt (MA et al., 2005). Ethylen ist in einer Vielzahl von physiologischen
Vorgéngen in der Pflanze involviert (YANG & HOFFMANN, 1984; BLEEKER & KENDE, 2000).
1901 entdeckte NELJUBOW den sogenannten “Triple response* durch eine Ethylenbegasung
von etiolierten Erbsenkeimlingen, die darauthin mit einer Hemmung des Lingenwachstums,
erhohtem Dickenwachstum und einer Horizontallage des Sprosses reagierten. Dieses
Phinomen diente dazu verschiedene Mutanten zu erkennen, mit denen die Ethylenerkennung
und Biosynthese analysiert werden konnten. Einige Beispiele sind: eto ethylene overproducer
(KIEBER et al., 1993), ctr constitutive triple response (ROMAN & ECKER 1995; WANG et al.,
2004) und etr ethylene restistent (BLEECKER et al., 1988).

Die Ethylenproduktion ist sowohl vom Gewebetyp als auch vom Lebenszyklus und dufleren
Faktoren, wie Verletzungen, Parasiten, Uberflutung und anderen Stressfaktoren abhiingig

(JOHNSON & ECKER, 1998, KUTSCHERA, 2002).

Einige wichtige Funktionen von Ethylen sind:
» die Kriimmung des Hypokotylhakens zum Schutz der Keimblétter unter der Erde,
» Einleitung der Fruchtreife und Abscission von Friichten,

» Bliitenbildung und Seneszenz (MAYAK et al., 1981, REID et al., 1989), wobei Ethylen

nicht als Ausloser der Seneszenz fungiert, diese aber erheblich beschleunigt,
» Pathogen-Abwehr (GU et al., 2000; SURPLUS et al., 1998; PELLINEN et al., 1999).

Aufgrund der Funktion des Phytohormons Ethylen bei der Haltbarkeit von Rosen, sollen in
dieser Arbeit auch Strukturgene der Ethylenerkennung und Ethylenbiosynthese im

Rosengenom lokalisiert werden.
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XUE et al. (2008) untersuchten die Genexpression von verschiedenen ACC-Synthasen bei
Rosen wihrend der Seneszenz und fanden einen Anstieg der ACS2-Genexpression in Petalen.
Auch die Expression der Ethylenrezeptoren variiert sowohl in der Rezeptor-Art als auch in
dessen Ausprigung je nach Zelltyp, Lebenszyklus und Umweltfaktoren (MULLER et al.,
2000a+b, SHIBUYA et al., 2002, XUE et al., 2008).

1.2.1 Ethylenerkennung

Es sind fiinf verschiedene membrangebundene Ethylenrezeptoren von Arabidopsis thaliana
bekannt (CHANG et al., 1993, HUA et al.,, 1995). Sie bestehen aus drei bzw. vier
membrandurchspannenden Domédnen mit der Ethylenerkennungsregion am N-terminalen
Ende, einer Histidinkinase und einer Receiver Domine am C-terminalen Ende (siche
nachfolgende Abbildung). Die Histidinkinaseaktivitdt ist nicht bei allen Rezeptoren
vorhanden und es ist nicht gekldrt, ob sie fiir die Ethylenerkennung entscheidend ist
(ETHERIDGE, 2006) oder die Antwort auf die Ethylenbindung moduliert (GAMBLE et al., 2002;

WANG et al., 2003).
I Il

Abb. 1: Ethylenrezeptoren. ETRI1 &dhnliche
Rezeptoren, bestehend aus ETR1 und ERSI
ETRT  ERSH ETE 2 EING ERS 2 besitzen  Histidinkinaseaktivitit. Den ETR2
dhnlichen Rezeptoren fehlt die

input Histidinkinaseaktivitdt, stattdessen wird eine
Serin/Threoninkinaseaktivitit vermutet

(FANKHAUSER et al, 1999). Die Rezeptoren

ETR1, ETR2 und EIN4 besitzen eine Receiver

Kinase Domine und zeigen einen dhnlichen strukturellen
Aufbau wie er von bakteriellen Zwei-
Receiver Komponenten-Rezeptoren bekannt ist (PIRRUNG,

1999).

Die ETR1 &dhnlichen Rezeptoren, zu denen ETRI1 und ERS1 gehoren, bilden Homodimere
und besitzen Histidinkinaseaktivitdt (SCHALLER & BLEECKER, 1995), wihrend die ETR2
dhnlichen Rezeptoren, zu denen ETR2, ERS2 und EIN4 gehoren, keine Histidinaktivitit
aufweisen (WANG et al., 2002). Fiir letztere wird eine Serin/Threoninkinaseaktivitdt vermutet
(FANKHAUSER et al., 1999; GAMBLE et al., 1998). Fiir die Erkennung des Phytohormons und
der Einleitung der Ethylenantwort benétigen die Ethylenrezeptoren ein Kupfer-lIon, welches

durch das RAN (Responsive to Antagonist) Protein gestellt wird (HIRAYAMA et al. 1999).

In der nachfolgenden Abbildung ist die Ethylenkaskade dargestellt. Die Ethylenrezeptoren
aktivieren in Abwesenheit von Ethylen die Raf-like Kinase CTRI1. CTR1 ist ein negativer
Regulator und bewirkt im aktiven Zustand iiber MAP-Kinasen eine Phosphorylierung von

EIN2 und damit einen Abbau der Transkriptionsfaktoren EIN3 und EIL {iber den Ubiquitin-
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E3 Komplex (KIEBER et al., 1993, MULLER et al., 2002). Sobald Ethylen von den Rezeptoren
gebunden wird, wird CTRI inaktiviert und die Transkriptionsfaktoren EIN3 und EIL
induzieren {iber weitere Transkriptionsfaktoren eine entsprechende Ethylenantwort

(ETHERIDGE et al., 20006).

E N
Abb. 2: Ethylensignalkaskade

Als Beispiel wurde der ETR1 Rezeptor

(siche  auch  vorherige  Abbildung)

dargestellt. Der ETR1 Rezeptor bildet

Homodimere und aktiviert in Abwesenheit

CTR1 CTR1 von Ethylen die Raf-like Kinase CTRI.
) . CTR1 aktiviert MAP Kinasen, die EIN2

1 inaktiv phosphorylieren und die
Transkriptionsfaktoren EIN3/EIL  werden

@ e @ durch den Ubiquitin-E3-Komplex abgebaut.

inaktiv l Durch .Bindung von Ethylen wird CTRI1
inaktiviert und die Transkriptionsfaktoren

EIN3/EIL  konnen eine Transkriptions-
kaskade auslosen (ETHERIDGE et al., 2006).

Transkriptionskaskade

EOFL-d  weed Wachstum
ERF1/4  ww Stressreaktion

HLSL ™= inantwort
WEIL/T  weh

1.2.2 Ethylenbiosynthese
Die Ethylenbiosynthese wird von YANG & HOFFMANN (1984) im Yang-Zyklus (siche

nachfolgende Abbildung) dargestellt. Ausgangspunkt ist die Aminosdure Methionin
(LIEBERMANN & MAPSON, 1964), aus der, katalysiert von der S-Adenosylmethionin-Synthase
(SAM), S-Adenosylmethionin entsteht.

S-Adenosylmethionin stellt die Vorstufe fliir Aminocyclopropancarboxylsdure (ACC) dar.
Dieser Vorgang wird von der ACC-Synthase katalisiert, die durch eine Multigenfamilie
kodiert wird. Das entstandene ACC wird zum Teil von der ACC-Oxidase zu Ethylen oxidiert
bzw. von der ACC-N-Malonyl-Transferase zu N-Malonyl-ACC erweitert.
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ACC stellt auBBerdem fiir weitere Entfernungen, z.B. bei Staundsse von der Wurzel zum Blatt,
die Transportform des Ethylen dar. Ethylen selbst benoétigt fiir kiirzere Distanzen keinen

aktiven Transport, da das Gas durch die Interzellularrdume der Gewebe diffundieren kann.

spontane Reaktion

Transaminase

MTRKinase

SAM Synthase

ACCSynthase

MTA Nucleosidase

ACCN-Malonyl-Transferase
ACCOxidase

Abb. 3: Ethylenbiosynthese. Der Yang-Zyklus beginnt mit Methionin (LIEBERMANN & MAPSON, 1964),
welches tiber 5-Methylthioadenosin regeneriert wird. Reaktionsbestimmender Schritt ist die Umwandlung
von SAM zu ACC durch die ACC-Synthase. Die ACC-Synthase wird durch eine Multigenfamilie kodiert
und stellt eine Kontrollinstanz der Ethylenantwort dar (YANG & HOFFMANN, 1984).

Im Rahmen dieser Arbeit sollen in Bezug auf die Ethylenbiosynthese die Loci fiir die ACC-

Synthasen kartiert werden, da eine Erhohung der Ethylenbiosynthese iiber eine Aktivierung
der ACC-Synthase erfolgt.
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1.3  Selbstinkompatibilitit

Angiospermen sind mit Abstand die erfolgreichsten Landpflanzen und dominieren in der
weltweiten Vegetation mit bis zu 300.000 Arten (HISCOCK, 2002). Ein wesentlicher
Bestandteil ihres Erfolges liegt darin begriindet, dass sowohl die eigene Bestdubung der Bliite
als auch die Verbreitung ihres eigenen Pollens durch einen einzigen Insektenbesuch

stattfinden kann.

Das setzt die Ausbildung von perfekten Bliiten voraus. Diese Morphologie (Antheren und
Griffel in einer Bliite) fiihrt haufig zur Selbstbefruchtung (Autogamie), die auf Dauer in einer
negativen genetischen Fitness (Inzuchtdepression) enden wiirde, da heterozygot rezessiv
vorhandene negative Eigenschaften exprimiert und die Nachkommen dadurch benachteiligt
werden. Im Verlaufe der Evolution konnten sich daher Pflanzen bevorzugt vermehren, die
eine Autogamie ganz oder teilweise durch ein Selbstinkompatibilititssystem verhindern
konnen. Damit wird die Allogamie (Fremdbefruchtung) gewihrleistet, die durch
Neukombination von Erbfaktoren die genetische Variabilitit und auch Heterozygotie erhoht
und damit eine verbesserte Anpassung an die Umweltbedingungen gewéhrleistet (DE

NETTANCOURT, 2001).

Schon Charles DARWIN (1876) konnte feststellen, dass sich mehr als die Hélfte aller
Bliitenpflanzen nicht mit ihren eigenen, aber sehr wohl mit Pollen anderer Pflanzen derselben
Art bestduben lassen. Im Gegensatz zu asynchroner Bliihzeit (Protandrie oder Proterogynie)
oder Didcie bei imperfekten Bliiten, spricht man hier von genetischer Selbstinkompatibilitét.
Bei der genetischen Selbstinkompatibilitdt koénnen drei grundlegende Mechanismen
unterschieden werden, von denen zwei als gametophytische Selbstinkompatibilitét
zusammengefasst ~werden und der dritte  Mechanismus als  sporophytische
Selbstinkompatibilitdt bezeichnet wird. Fiir die sporophytische Selbstinkompatibilitét sind die
Exine der Pollenoberfliche fiir die Erkennungsreaktion entscheidend. Die Exine sind
diploiden Ursprungs und damit beeinflussen beide Allele des Sporophyten die Si-Reaktion.
Richtet sich die Si-Reaktion gegen den auskeimenden haploiden Pollenschlauch, dann handelt
es sich um gametophytische Selbstinkompatibilitit. In der nachfolgenden Abbildung werden
die gametophytische und sporophytische Selbstinkompatibilitit gegeniibergestellt.
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b}

Pollen

Pollentube

$152

Abb. 4: Genetische Selbstinkompatibilitit
Dargestellt sind Griffel und Pollen mit jeweils
unterschiedlichen Allelkombinationen.

a) Entsprechen die Allele des Pollens einem
Allel der Mutterpflanze (Autogamie), dann
findet bei beiden Selbstinkompatibilitdts-
systemen keine Befruchtung statt.

b) Gametophytische Selbstinkompatibilitiit:
Tréagt der Pollen ein vom Griffel verschiedenes
Allel, so fiihrt das zum Fruchtansatz, auch wenn
sich die Genotypen der Eltern nicht komplett
unterscheiden (z.B. bei einer Kreuzung
innerhalb einer Nachkommenschaft).
Entscheidend ist nur das Allel des Pollens und
die Allele des Griffels.

Ovule ¢) Bei der sporophytischen Selbst-
a) d) inkompatibilitit ist der Genotyp der
Pollenspenderpflanze  (dargestellt auf der
5152 Pollenoberfldche) entscheidend, so dass auch
ein Pollen mit einem vom  Griffel
unterschiedlichen Allel nicht zum Fruchtansatz
fiihrt, wenn sich die Genotypen der Eltern in
einem Allel gleichen.
¢) d) Ist der Genotyp der Pollenspenderpflanze
von der Mutterpflanze in allen Allelen
verschieden (Allogamie), so findet bei beiden
Selbstinkompatibilititsformen eine Befruchtung
statt.
Pollen Pollen Pollen
S1 S2 \ S1 S3 \ S3 S4
Griffel Griffcl\ Griffcl\
51 - - 51 - 5153 51 S1S3 | S1s4
5152 5152 5152
32 - - 52 - 5253 52 $253 | s254
5152 5152 5152
Abb. 5: Die gametophvtische und sporophytische Selbstinkompatibilitit dargestellt in Punnett Squares.
a) Punnett Square fiir b) FEin Beispiel eines Punnett c¢) Punnett Square fiir eine
gametophytische und Square fir  gametophytische Fremdbestaubung, die sowohl bei
sporophytische Selbstin-  Selbstinkompatibilitit bei gametophytischer als auch bei
kompatibilitit bei Auto- Kreuzung einer Nachkommen- sporophytischer Selbstinkom-

gamie. In beiden Féllen findet
keine Befruchtung statt.

schaft. Das Allel S3 kommt im
diploiden Genom des Griffels nicht
vor und fiihrt zum Fruchtansatz.

patibilitiit zu neuen Genotypen fiihrt.

Bei der gametophytischen Selbstinkompatibilitit fiihrt die Bestdubung zwischen Pflanzen

einer Nachkommenschaft zum Fruchtansatz, sofern sie sich in einem Allel unterscheiden

(4bb. 5).

Bei der sporophytischen Selbstinkompatibilitit miissen sich beide Allele unterscheiden und

eine Bestdubung innerhalb einer Nachkommenschaft fiihrt bei kodominanter Auspriagung der

S-Allele zu keinem Fruchtansatz.
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1.3.1 Sporophytische Selbstinkompatibilitit
Bei der sporophytische Selbstinkompatibilitdt wird die heteromorphe SSI von der

homomorphen SSI unterschieden. Die Genotypen der heteromorphen sporophytischen
Selbstinkompatibilitdt konnen durch &duflere morphologische Merkmale, wie z.B.
unterschiedliche Griffellingen unterschieden werden. Fiir die homomorphe sporophytische
Selbstinkompatibilitit (z.B. Brassicaceac) und gametophytische Selbstinkompatibilitit der
Rosen, sind keine morphologisch unterscheidbaren Si-Genotypen vorhanden und sie kdnnen
nur durch genetische Analyse oder Kreuzungsversuche ermittelt werden (DE NETTANCOURT,
2001).

1.3.2 Gametophytische Selbstinkompatibilitat
Die gametophytische Selbstinkompatibilitit (GSI) ist von 56 Pflanzenfamilien der

Angiospermen, wie z.B. Solanaceae, Poaceae, Papaveraceac und Rosaceae bekannt
(BREWBAKER 1957; DE NETTANCOURT 2001; IGIC AND KOHN, 2001; KAUFMANN 1991). Bisher
wurden die Selbstinkompatibilitdtssysteme von Solanaceae (Lycopersicon, Nicotiana, Petunia
und Solanum), Rosaceae (Malus, Prunus und Pyrus) und Scrophulariaceae (Antirrhinum)
bereits intensiv untersucht (KAO AND TSUKAMOTO, 2004). Thr GSI-System beruht auf der
Interaktion zwischen einer griffelspezifischen S-RNase (BREDEMEUER AND BLAAS, 1981;
ANDERSON et al., 1986; MCCLURE et al., 1989) und einem pollenspezifischen F-Box-Protein.
Im Verlauf der GSI-Reaktion wird die RNA des Pollens degradiert. Das GSI vermittelnde F-
Box-Protein wird als SLF S-Locus-F-Box bzw. SFB S-haplotype-specific-F-Box bezeichnet.
Sowohl die S-RNase wie auch das SLF bzw. SFB sind auf einem Locus, dem S- (Self-
Incompatibility) Locus, kodiert.

Das Selbstinkompatibilitdtssystem bei Poaceae beruht auch auf einer durch eine S-RNase
vermittelten Reaktion, aber fiir dieses System existieren mindestens zwei Loci, die als S- und
Z-Locus (LUNDQVIST, 1964) bezeichnet werden. Fiir Beta vulgaris (LUNDQVIST et al., 1973)
und Ranunculus acris (OSTERBYE, 1975) wurden sogar vier Loci nachgewiesen. Nur wenn die
Allele fiir beide Loci iibereinstimmen, kommt es zu einer Selbstinkompatibilitdtsreaktion. Die
einzelnen Komponenten sind noch weitgehend unbekannt (THOROGOOD et al., 2005; YANG et
al., 2008).

Ein géinzlich anderes System wird bei Papaveraceae exprimiert. In dieser Pflanzenfamilie
beruht das GSI-System auf einer Kalzium-Kaskade, die durch Degradierung des Pollen-
Zytoskelettes zur Apoptose fithrt (THOMAS et al., 2006; FRANKLIN-TONG & FRANKLIN, 1992;
Liet al., 2007; GEITMANN et al., 2004).
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Im Nachfolgenden sollen vorallem die Komponenten des gametophytischen Si-Systems von

Rosaceae und einige Theorien zum Ablauf der Si-Reaktion vorgestellt werden.

1.3.2.1 Die Griffelkomponente des GSI-Systems (S-RNasen)

Die fiir die Ribonuklease-Aktivitdt kodierende Region (DKLFTVHGLWPS und WxKHGxC)
weist unter allen S-RNasen (HARING et al., 1990, IOERGER et al., 1991) und insbesondere auch
zur RNase T, von Aspergillus oryzae (KAWATA et al., 1988, MCCLURE et al., 1989, SINGH et
al., 1991, SASSA et al., 1996) eine groBe Ahnlichkeit auf (4bb. 6).

Abb. 6: Strukturvergleich
verschiedener RNasen aus
der T,-Familie aus
MATSUURA et al. (2001). Die
S-RNase ist in rot, RNase RH
in cyan, RNase LE in gelb
und RNase MCI1 in griin
dargestellt.

Zu der T,-S-RNase-Familie gehoren auch S-like-RNasen und Relic S-RNasen. Erstere haben
keine Allelspezifitit und kommen sowohl in selbstinkompatiblen als auch in
selbstkompatiblen Pflanzen vor. Relic S-RNasen sind den S-RNasen dhnlicher, werden auch
nur im Griffel synthetisiert, aber kommen ebenfalls bei selbstinkompatiblen und

selbstkompatiblen Pflanzen vor (KAO & TSUKAMOTO, 2004).

Bei den Si-vermittelnden S-RNasen handelt es sich um 30 kDa grof3e Glykoproteine, die in
die extrazellulire Matrix des Griffels und in die innere Epidermis der Ovarien sezerniert
werden (ANDERSON et al., 1986; CORNISH et al., 1987; ANDERSON et al., 1989; MCCLURE et al.,
1993). Sie werden sowohl bei einer kompatiblen als auch inkompatiblen Bestdubung von
Pollen aufgenommen (LUU et al., 2000), degradieren bei einer Selbstbefruchtung die RNA des
Pollens und verhindern damit eine Befruchtung (MCCLURE et al., 1990; MURFETT et al., 1994;
LEEet al., 1994; MATTON et al., 1997).

Zur Aufrechterhaltung der gametophytischen Selbstinkompatibilitét ist ein hoher Gehalt an S-
RNasen notig (CLARK et al., 1990), der zwischen 10-50 mg/ml betragen kann (JAHNEN et al.,
1989). Die hohe Konzentration (1,5 mM) und die Komplexbildung der S-RNasen (MCCLURE
et al., 2000) lassen vermuten, dass kein spezifischer Rezeptor des Pollens fiir die Aufnahme

der S-RNasen notwendig ist.

Fiir die Erkennung der Pollenkomponente SLF bzw. SFB ist nicht die Glykosylierung der S-
RNase entscheidend, sondern vielmehr ihr Proteinriickgrat (HUANG et al., 1994;
KARUNANANDAA et al.,, 1994; ISHIMIZU et al., 1999). Funktionsanalysen von KAO &
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MCCUBBIN (1996) ergaben, dass die hypervariablen Bereiche, aber auch einige konservierte
Regionen fiir die Allelspezifitit verantwortlich sind. Kristall-Strukturanalysen von
Solanaceae- und Rosaceae-S-RNasen zeigten, dass die hypervariablen Bereiche an der

Oberfliache des Proteins liegen (IDA et al., 2001; MATSUURA et al., 2001).

Die Struktur der S-RNase besteht bei Solanaceae aus fiinf konservierten Regionen, zwischen
denen zwei hypervariable Bereiche liegen (IOERGER et al., 1991; TSAl et al., 1992).

Bei den Rosaceae sind nur vier konservierte Regionen bei den S-RNasen identifiziert worden
(ISHIMIZU et al., 1998) und nur eine hypervariable Region (WANG et al., 2003). Bei Prunus,
nicht aber bei Pyrus und Malus, wurde noch eine zweite hypervariable Region beschrieben,

die auch bei Solanaceae nicht vorkommt (MA UND OLIVEIRA, 2002).

Fir alle Prunus S-RNasen wurden zwei Introns gefunden, die jeweils zwischen den
verschiedenen Haplotypen stark variieren (TAMURA et al., 2000; SONNEVELD et al., 2001;
WUNSCH AND HORMAZA, 2004), wihrend bei Pyrus und Malus, sowie fiir Solanaceae jeweils
nur ein Intron beschrieben wurde (TAO et al., 1999, 2006; YAMANE et al., 2000). Die
nachfolgende Abbildung zeigt die genetische Struktur fiir S-RNasen bei Solanaceae (aus KAO
& MCCUBBIN, 1996)

pepe
NI-I:-[ I-r_".] Ilr_'zl Hv.] |:H~.1I |::.4| ]::4[ |r_5| |-CI:DH

T
Aan His His

Abb. 7: Genetische Struktur von S-RNasen (Solanaceae) aus K410 & McCUBBIN 1996. Abk.: C= Konservierte Region,
HV= Hypervariable Region. Asparagin (Asn) ist eine N-Glykosylierungsstelle und die beiden Histidine sind fiir die RNase-
Aktivitdt unerldBlich. Solanaceae-S-RNasen zeigen fiinf konservierte Regionen, die durch variable Regionen unterbrochen
werden. Zwischen der zweiten und dritten konservierten Region liegen zwei hypervariable Regionen.

S-RNasen sind hochst polymorph und weisen auch innerhalb einer Arten meist nur geringe
Ubereinstimmungen auf, wie z.B. bei zwei Solanaceae S-RNasen, die nur 38%
Ubereinstimmung in der Aminosiuresequenz aufweisen (TSAI et al., 1992). Zu den
konservierten Regionen gehort vor allem auch der Sequenzbereich, der fiir die Funktionalitét
als RNase notwendig ist (DKLFTVHGLWPS und WxKHGxC), sowie acht Cysteine, die vier
Schwefelbindungen bilden (ISHIMIZU et al., 1998).
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1.3.2.2 Die Pollenkomponente des GSI-Systems (SFB/SLF)

Die Pollenkomponente konnte erst deutlich spéter als die S-RNasen identifiziert werden. LAI
et al. (2002) sequenzierten dazu die umliegende genomische Region des S-RNase-Gens und
identifizierten dabei das S-Locus F-Box-Protein SLF. Spétere Analysen zur Alleldiversitit
von ENTANI et al. (2003) und USHIUIMA et al. (2003) und Transformationsversuche durch
SUACIC et al. (2004) bestdtigten, dass es sich beim SLF um die Pollenkomponente handelt.

SLF gehort zu der F-Box-Protein-Familie, welche héufig als Adaptor zwischen einem
Substrat und dem SCF-(Skpl-Cullin-F-Box)-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex agieren.
Polyubiquitinylierte Proteine werden durch 26S Proteasomen abgebaut. QIAO et al. (2004b)
zeigten anhand eines Yeast-two-hybrid Systems, dass SLF-Proteine in Antirrhinum S-RNasen
unspezifisch binden und mit Skpl und Cullin-like-Proteinen einen SCF-Komplex bilden.
Dieser Komplex ist allerdings mit 66 kDa kleiner als der typische SCF-Komplex mit 100 kDa.

AuBlerdem wiesen QIAO et al. (2004b) nach, dass in kompatiblen Pollen von Antirrhinum S-
RNasen abgebaut werden. Bei Nicotiana wiederum konnten GOLDRAL et al. (2006) keine

Degradierung von S-RNasen in kompatiblen Pollen nachweisen.

Die Region am Carboxylende des SLF/SFB zeigt die hochste Variabilitéit. Insgesamt besteht

das SFB von Prunus aus vier variablen Bereichen ohne Introns (ROMERO et al., 2004).

1.3.2.3 Modifikator-Gene (modifier genes)
Fiir die Si-Antwort sind weitere Faktoren essentiell, die von MCCLURE et al. (2000) in drei

Gruppen eingeteilt werden.

e Gruppe I: Proteine, welche direkt die Expression der S-Locus-Gene beeinflussen (z.B.
Transkriptionsfaktoren).

e Gruppe II: Proteine, die wichtig fiir die Pollenerkennung sind, genetisch oder
biochemisch mit S-Locus-Produkten interagieren, aber keine generelle Funktion
wihrend der Keimung ausiiben.

e Gruppe III: Proteine, die ebenfalls wichtig fiir die Pollen-Erkennung sind, aber auch

andere Funktionen wéhrend der Keimung iibernehmen kdnnen.

Mutationen in Gruppe eins und zwei sollten zur Selbstkompatibilitidt und in Gruppe drei zur

Sterilitét fiihren.
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Mittels Immunoblot-Analyse und cDNA-Klonierung wurden fiinf Proteine in der
extrazelluldren Matrix von Griffeln gefunden, die sich in-vifro an S-RNasen binden und damit
einen Einfluss auf die Si-Reaktion haben kdnnten. Das 11 kDa Protein wurde als Phytocyanin
charakterisiert und als p11 bezeichnet (NERSSIAN et al., 1998). Beim 35 kDa Protein handelt
es sich um eine S-RNase und es wird angenommen, dass S-RNasen Multimere bilden
(MCCLURE et al., 2000; CRUZ-GARCIA et al., 2003). Die drei ca. 100 kDa groflen
Glykoproteine werden als Transmitting Tissue Specific glycoproteins TTS bezeichnet
(CHEUNG et al., 1993, 1995; WU et al., 1995). AuBlerdem wurden ein 120 kDa Glykoprotein
(LIND et al., 1994, 1996) und class III Pistil-specific Extensin-Like Proteins PELPIII (N.
tabacum) bzw. NaMG-15 (N. alata) (CRUZ-GARCIA et al., 2003) identifiziert.

Sowohl TTS, 120 kDa als auch PELPIII interagieren mit Pollenkomponenten und haben daher
eine Funktion bei der Pollenerkennung wéhrend der Bestdubung (HANCOCK et al., 2005).
Dariiber hinaus wird angenommen, dass diese fiinf Proteine nicht nur bei der
Selbstinkompatibilitdt involviert sind, sondern auch beim Pollenwachstum eine wichtige
Funktion ausiiben (CRUZ-GARCIA et al., 2003). Die Glykane des Arabinogalactanproteins TTS
dienen dem Pollen beim Wachstum als Energiequelle und ohne TTS findet auch bei
kompatiblen Pollen nur ein reduziertes Wachstum statt (CHEUNG et al., 1995; WU et al., 1995).
PELPIII assoziiert mit Pollen und Kallose (DE GRAAF, 1999). Das 120 kDa Glykoprotein ist
polymorph und wird vom Pollen ins Cytoplasma aufgenommen, weshalb ein direkter Einflufl

auf die Si-Reaktion angenommen wird (LIND et al., 1996).

Ein zur Gruppe zwei zugeordnetes Protein, das HT-B, wurde von MCCLURE et al. (1999) in
Nicotiana alata und spéter auch in Solanum chacoense (O'BRIEN et al., 2002) identifiziert.
HT-B ist ein kleines (8,7 kDa, 79 AS) asparaginereiches Protein mit pl 4,67. Es besitzt keine
N-Glykosylierung, aber sechs Cysteinreste, die in Schwefelbindungen involviert sein konnten
(O'BRIEN et al., 2002). Das HT-B wird im Griffel exprimiert, aber es liegt keine Kopplung
zum S-Locus vor (MCCLURE et al., 1999).

Sowohl fiir Nicotiana alata als auch fiir Lycopersicon-Arten (KONDO et al., 2002a+b) konnte
nachgewiesen werden, dass HT-B fiir die Si-Reaktion notwendig ist. Ohne Expression von
HT-B verhalten sich die Pflanzen selbstkompatibel und verlieren ihre Bliiten erst deutlich

spater (O'BRIEN et al., 2002).
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Expressionsanalysen haben gezeigt, dass sowohl S-RNasen als auch HT-B zum Zeitpunkt der
Reifung der Antheren am Stérksten exprimiert werden (O BRIEN et al., 2002; MATTON et al.,
1998). CRUZ-GARCIA et al. (2003) stellten die Hypothese auf, dass das HT-B Protein bei der
Aufnahme der S-RNasen in das Pollenzytoplasma entscheidend ist. HT-B ist das erste
Modifikator-Gen, das kloniert worden ist und wurde bisher nur in Nicotiana und Solanum

nachgewiesen, nicht dagegen flir Antirrhinum und Rosaceae (MCCLURE, 2006).

Die unspezifischen GSI-Komponenten (HT-B, 120k, 4936-Faktor) sind fiir die Aufnahme der
S-RNasen in das Pollenzytoplasma nicht erforderlich, wie GOLDRALII et al. (2006) mittels
RNAIi beweisen konnten. Es befanden sich S-RNasen auch im Pollenzytoplasma, wenn HT-B,
120k und 4936-Faktor fehlten. Eine zytotoxische Reaktion konnte allerdings erst dann
nachgewiesen werden, als auch HT-B, 120k und 4936-Faktor vorhanden waren (GOLDRAL et
al., 2006).

Mittels Yeast two-hybrid Untersuchungen zur Protein-Protein-Interaktion wurde das PhSBP1
Protein nachgewiesen, welches sich an S-RNasen bindet und am C-terminalen Ende ein
RING-HC-Motiv trigt (SIMS AND ORDANIC, 2001; O'BRIEN et al,, 2004). RING-HC-Proteine
sind am Ubiquitin-abhidngigen Proteinabbau beteiligt. PhASBP1 wird nicht nur im Griffel oder
Pollen exprimiert, sondern auch in allen anderen getesteten Geweben und es zeigt keine
Allelspezifitdit. ~ Daher kann  PhSBP1  keine spezifische  Aufgabe in  der
Selbstinkompatibilititsreaktion erfiillen. SONNEVELD et al. (2005) spekulieren, dass das
RING-HC-Protein der allgemeine S-RNase-Inaktivator in Pollen sein konnte, wie er von

einem der Inhibitor-Modelle fiir GSI vorausgesetzt wird.

1.3.2.4 GSI-Modelle

Zunichst wurde davon ausgegangen, dass nur im Falle einer inkompatiblen Bestdubung die S-
RNasen mittels eines spezifischen Rezeptors in das Pollenzytoplasma aufgenommen werden
(Gatekeeper-Modell). Spitere Analysen wiesen S-RNasen auch bei kompatiblen
Bestdubungen im Pollenzytoplasma nach. Aufgrund dieser Entdeckung entstanden

verschiedene Inhibitor-Modelle (LUU et al., 2000; QIAO et al., 2004a).

Beim Inhibitormodell (4bb. 8) wird ein S-RNase-Inhibitor vorausgesetzt, der den Pollen vor
der Degradierung schiitzt. Nach LUU et al. (2000) handelt es sich bei Solanaceae dabei nicht
um die Pollenkomponente SLF, sondern um ein weiteres Protein, eventuell das RING-HC-

Protein (SONNEVELDT et al., 2005).
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Kompatibel

Inkompatibel . .
RNase RN
W

/E —u rRNA Keine rRNA

Degradierung Degradierung

Pollen

Abb. 8: Inhibitormodell nach LUU et al. (2000) fiir Solanaceae. Ein Inhibitor bindet an alle S-RNasen, sofern sie nicht
von der Pollenkomponente SFB erkannt werden und schiitzt damit die Pollen-RNA vor Degradierung. Wird die S-
RNase von SFB erkannt, wird die RNA des Pollens durch das Enzym degradiert und eine Befruchtung verhindert.

Es gibt aber auch Hinweise dafiir, dass es sich bei dem Inhibitor um die Pollenkomponente
SLF handeln konnte, die im Falle einer kompatiblen Reaktion die S-RNase fiir den Abbau
durch den Ubiquitinkomplex markiert oder im Falle einer selbstinkompatiblen Reaktion, an
eine andere Bindungsstelle der S-RNase bindet und damit ihre Funktionalitdt nicht beeinfluf3t
(USHUIMA et al., 2004).

Inkompatible Reaktion

4
- " A—
SFB1 p -
SFB1
Degradierungv.
Pollen RNA
(3
Pollen
Kompatible Reaktion
A—
SFB1
. Degradierung
SFB1 .-\i S-RNase
s'

Pollen

Abb. 9: Inhibitormodell nach USHIJIMA et al. (2004) fiir Prunus. Die Pollenkomponente SFB bindet an S-RNasen
unterschiedlich. Handelt es sich um eine Selbstbestdubung, so schiitzt die Bindung von SFB die S-RNase vor
Degradierung. Handelt es sich um eine Fremdbestdubung wird die S-RNase durch die Bindung an SFB fiir den
Proteinabbau markiert und damit die Pollen-RNA geschiitzt.

Fiir das Inhibitormodell nach LUU et al. (2000) spricht, dass ein RING-HC-Protein gefunden
wurde, welches in GSI involviert ist und ein Bestandteil des Ubiquitinproteinabbau-

Komplexes ist. Ein Hinweis fiir das Inhibitormodell nach USHUIMA et al. (2004) (Abb. 9) ist,
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dass QIAO et al. (2004b) nachgewiesen haben, dass AhSLF an alle S-RNasen bindet und ein
Bestandteil des SCF-Komplexes in Pollen ist (ENTANI et al., 2003; QIAO et al., 2004a+b;
SIJACIC et al., 2004; USHIIIMA et al., 2003+2004; TAKAYAMA AND ISOGAI 2005).

CHARLESWORTH et al. (2005) haben eine Hypothese aufgestellt, die das Phanomen erklért,
dass bei dem Auftreten von Polyploidie aus ehemals diploiden Pflanzen die
Selbstinkompatibilititsreaktion zusammenbricht (4bb. 10). Es wird davon ausgegangen, dass
die Reaktion aufgrund der Heterozygotie des Pollens nicht zustande kommt. Die kompetitive
Reaktion beruht auf der Erkennung aller Nicht-Selbst-RNasen durch das SLF-Protein,
wihrend die S-RNase unerkannt bleibt. Handelt es sich um einen heterozygoten Pollen, dann
liegen mindestens zwei verschiedene SLF-Proteine vor, so dass jede S-RNase von einem
SLF-Protein erkannt wird. Dadurch wird die Degradierung der Pollen-RNA durch die S-
RNase verhindert und eine Si-Reaktion findet nicht statt.

Kompatible Reaktion Inkompatible Reaktion

Iﬁ” .x R

a)

degradiert
Pollen Bollen RNA von Pollen
degradiert degradiert
b) Pollen g 8

Abb. 10: Kompetitive Si-Reaktion nach CHARLESWORTH et al. (2005). In einem haploiden Pollen liegt nur eine Version
des SLF-Proteins vor (a). Das SLF erkennt alle Nicht-Selbst-RNasen, wihrend die S-RNase unerkannt bleibt und zur
Degradierung der Pollen-RNA fiihrt. Sind in einem Pollen mehr als eine SLF-Version vorhanden (Heterozygotie), dann
werden alle S-RNasen erkannt und es findet keine Si-Reaktion statt.

GOLDRAL et al. (2006) untersuchten die Lokalisierung des 120k Glykoproteins und der S-
RNase mittels markierter Antikorper im Pollenzytoplasma (4bb. 11). Sie fanden heraus, dass
das 120k Glykoprotein einen Bereich im endoplasmatischen Membransystem des
Pollenschlauches markiert. In diesem Kompartment befinden sich die S-RNasen. Im Falle von
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Selbstinkompatibilitdt zeigten 80% der Pollen nach ca. 36h eine verénderte Morphologie mit
lysierten Vakuolen. In Mutanten, die kein HT-B oder 4936-Faktor im Pollen aufwiesen,
blieben die Vakuolen intakt (GOLDRALU et al., 2006). Zudem konnte nachgewiesen werden,
dass die Konzentration an HT-B in kompatiblen Pollen im Gegensatz zu inkompatiblen Pollen

stark abnahm.

Compatible: Pistil = 5,5, Pollen = §,

e
“ translation
O Ngd —8—
ECM
RMA stable
Early # Late Stable comparimant
HT=-E degradation

RMNA degradation
LUinstable compartment
HT=E stable

[ s A srnase, [N sF, . Hypothetical pollen
‘B protein destabilizes
@\ 120K ] sknase, [~ SLF,

HT=B

Abb. 11: Hypothese zum Selbstinkompatibilititsmechanismus nach GOLDRALJ et al. (2006). Die S-Rnasen werden in
Vakuolen aufgenommen. Das 120k Protein und HT-B sind in der Vakuolenwand eingebettet. Nur wenn das 120k Protein
und HT-B vorhanden sind, kann eine Si-Reaktion stattfinden. Bei einer kompatiblen Reaktion wird HT-B abgebaut,
wihrend eine inkompatiblen Reaktion zur Lyse der Vakuole und damit zur Freisetzung der S-RNase fiihrt.

1.3.2.5 Organisation des S-Locus

Eine  wichtige Voraussetzung fiir die Funktionalitit der gametophytischen
Selbstinkompatibilitdt, ist, dass die Pollen- und Griffelkomponenten gemeinsam vererbt
werden, da sonst keine Selbsterkennung stattfinden kann und die Nachkommen somit
selbstkompatibel wiirden. ENTANI et al. (1999) fanden fiir Petunia hybrida heraus, dass der S-

Locus im Zentromer liegt. Das Zentromer weist nur eine geringe bis keine Rekombination

auf, wodurch eine gemeinsame Vererbung der Pollen- und Griffelkomponente gewéhrleistet
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wire. AuBBerdem liegen die beiden Komponenten auf dem Chromosom sehr dicht zusammen,
so dass die Wahrscheinlichkeit einer Trennung z.B. durch Crossing over gering ist. ROMERO
et al. (2004) ermittelten einen maximalen Abstand von < 49kb zwischen dem Genort der S-
RNase und SFB fiir Prunus. Das SFB ist bei einigen Prunus-Arten in umgekehrter
Orientierung zur S-RNase im Chromosom lokalisiert (ENTANI et al., 2003; USHIIMA et al.,
2003; ROMERO et al., 2004; SONNEVELD et al., 2005).

Sowohl Sequenzvergleiche zwischen verschiedenen SFB- als auch S-RNase-Allelen zeigten
hiufig innerhalb einer Art weniger Gemeinsamkeiten als zwischen verschiedenen Arten

(USHUIMA et al., 1998; KAO AND TSUKAMOTO, 2004; CHENG et al., 2006) (4bb. 12).

= - MASLFZ Abb. 12: Stammbiume
| PN EETS :‘,‘ﬁ';:' AT von SLF-Proteinen und
[ AnSLF-S2 — S-RNasen aus CHENG et
—— ANSLF-S4A .
 — T e al. (2006). Sowohl S
| PdSFBa RNasen als auch SLF-
s el Proteine zeigen zum Teil
— i Lt 3 o TR oy Clade I eine engere Verwandt-
ParsFe2 schaft zwischen Arten
ARSLFS1E - . .
L  ——— PaSLEE N verschiedener  Familien
L L——— PmSLFiL1 als innerhalb derselben
- e — e PmSLF7L3 | Clade TN .
' PIS1A113 Familie
. PmSLF1L2 ~
MdS1.RNase
— — AhS2.RNase
PIS1-RNase
—— PiS2-RNase | Clade |
MdS2-RNase
L_’ - - — MdS/7.HNase
—— e e - MdS9.RNase =
: f PaS3-RNase -
{ PmS1-RNase
—— — PdSb-Riase
paséRNase | Clade [l
ParS2.RNase
PdSa.RNase

SAVAGE & MILLER (2006) fanden heraus, dass zwei S-RNasen-Allele von Lycopersicon
parishii mit denen von L. andersonii iibereinstimmen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein,
dass das GSI-System noch vor der Trennung der Arten bestanden hat (USHIIMA et al., 1998).
Man spricht bei diesem Phdnomen von transspezifischer oder transgenetischer Evolution

(IOERGER et al., 1990).

Wechsel von Selbstinkompatibilitit zur Selbstkompatibilit:it

Bei Solanaceae kommt es zum Wechsel zwischen SI (Selbstinkompatibel) und SC
(Selbstkompatibel), sobald die Pflanzen polyploid werden (LIVERMORE AND JOHNSTONE,
1940; PANDEY, 1968), wihrend dies flir Prunus nicht gilt (HAUCK et al., 2006). Der Wechsel
bei Solanaceae beruht auf kompetitiver Interaktion, bei der heterozygote Pollen zwei SLF-

Versionen ausprigen und jede S-RNase erkannt und inhibiert wird (LEWIS 1943; GOLZ et al.,
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1999, 2001). Die Hypothese zur kompetitiven Interaktion nach CHARLESWORTH et al. (2005)
ist im vorherigen Kapitel genauer dargestellt worden. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass
eine Duplikation des S-Locus bei Nicotiana alata (GOLZ et al., 1999, 2001) und Petunia
axillaris (TSUKAMOTO et al., 2005) zur Selbstkompatibilitdt fiihrt.

SFB in Prunus weist eine wesentlich hohere Diversitit auf als SLF von Solanaceae (IKEDA et
al., 2004; SUACIC et al., 2004). Bei Solanaceae scheint es nicht zur Ausbildung von
funktionsfahigen Pollen zu kommen, wenn eine Deletion im SLF-Gen vorliegt (GOLZ et al.,
2001).

Bei Prunus fiihrt eine Deletion bzw. Mutation im SFB-Gen zur Selbstkompatibilitét
(USHUIMA et al., 2004; SONNEVELD et al., 2005). Die bisherigen Untersuchungen lassen darauf
schliessen, dass sich die Selbstinkompatibilititssysteme von Solanaceae und Rosaceae

unterscheiden.

Bei Prunus cerasus L. kommen sowohl selbstinkompatible wie selbstkompatible Arten vor
(CRANE & LAWRENCE, 1929) und bei Kreuzungen zwischen zwei selbstkompatiblen Arten,
konnen Nachkommen auftreten, die selbstinkompatibel sind (LANSARI & IEZZONI, 1990).
Letzteres ist ein Hinweis darauf, dass die Selbstinkompatibilitdtsgene bei den SC-Arten nicht

verloren gegangen sind (YAMANE et al., 2003).

AuBlerdem kann es auch durch Mutationen bei den Modifikator-Genen zur Auspriagung einer

Selbstkompatibilitdt kommen (MCCLURE et al., 1999).

Entstehung neuer Si-Allele

Die Entstehung neuer Si-Allele erfolgt nach MATTON et al. (1999) iiber dualspezifische
Allele. Dadurch, dass die S-RNasen ihre urspriingliche Spezifizierung zunéchst noch behalten
und gleichzeitig schon eine neue auspréigen, fiihrt die Entstehung neuer Si-Allele nicht zu
einem Zusammenbruch des GSI. Wiirden die S-RNasen keine Dualspezifitit ausbilden, miifite
die Pollenkomponente gleichzeitig mit der S-RNase mutieren, damit es nicht zum Verlust des
GSI fiihrt. Diese Gen-nach-Gen-Mutation ist auch von Resistenzgenen bekannt (THOMPSON &
BURDON, 1992). Die neuen Allele konnen sich aufgrund balancierter Selektion (,,balancing
selection®) sehr schnell etablieren, da seltene Allele bevorzugt zu Nachkommen fiihren
(WRIGHT, 1939). Auf diese Weise kann in einer Population im Gegensatz zu Allelen fiir
neutrale Merkmale ein selten gewordenes Si-Allel nicht verloren gehen und gleichzeitig wird

eine grofle Vielfalt an Si-Allelen sichergestellt (RIDOUT et al., 2005).
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1.4 Ziele der Arbeit

Das Hauptziel dieser Arbeit ist, molekulare Marker fiir die Ethylenempfindlichkeit und
Selbstinkompatibilitdt von Rosen in einer Genkarte zu lokalisieren. Hierzu sollen sowohl
genetische Untersuchungen zur Ethylenempfindlichkeit als auch phéinotypische Analysen
mittels Ethylenbegasung durchgefiihrt werden. Zur Selbstinkompatibilitdt sollen
Komponenten des Si-Systems kartiert und Kreuzungen ausgewertet werden. Fiir die Analysen
wurde die diploide Rosenpopulation 94/1 verwendet.

Die zweite Genkarte bezieht sich auf die Population 97/7, in der einige Mikrosatelliten
kartiert werden sollen, damit die beiden Genkarten der Populationen 94/1 und 97/7
miteinander vernetzt werden konnen. Desweiteren diente die zweite Kreuzungspopulation

dazu, Marker zu kartieren, die in der Population 94/1 nicht polymorph sind.

In der nachfolgenden Abbildung werden die Ziele der Arbeit dargestellt.

Population 94/1 Population 97/7

Untersuchungen zur
Ethylenempfindlichkeit

- Kartierung von
molekularen
Markern zum
Ethylenstoffwechsel

- Phénotypische
Untersuchung durch
Ethylenbegasung

Untersuchungen zur
Selbstinkompatibilit

- Kartierung von
molekularen
Markern

- Auswertung von
Kreuzungen

Abb. 13: Schematische Ubersicht iiber die einzelnen Schwerpunkte dieser Arbeit

Kartierung von
Mikrosatelliten

Kartierung von
Markern, die in der
Population 94/1
nicht  polymporph
sind
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2. Material

2.1 Pflanzenmaterial

Die fiir die Kartierung verwendeten diploiden Rosenpopulationen stammen aus dem Institut
fiir Zierpflanzenziichtung in Ahrensburg und sind seit 2005 Bestandteil der Sammlung des

Institutes fiir Pflanzengenetik der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitdt in Hannover.

Fiir die Kartierungen wurden die diploiden Populationen 94/1 mit den Elternpflanzen 93/1-
117 (ménnlicher Elter) und 93/1-119 (weiblicher Elter) und 97/7 eine Riickkreuzung mit den
Genotypen 95/13-39 (weiblicher Elter) und 82/78-1 (ménnlicher Elter) verwendet.

Von den Elternpflanzen werden mehrere Klone im Gewéchshaus und Bodenbeeten kultiviert.
Die Nachkommen aus den verschiedenen Kreuzungen werden im Gewéchshaus, Bodenbeeten

und Freiland auf dem Universititsgeldnde in Hannover und Ruthe kultiviert.

Die ersten molekularbiologischen Untersuchungen erfolgten stets mit den Elternpflanzen
93/1-117 (Pollenspender) und 93/1-119 (Mutterpflanze) der Population 94/1, die ca. 100
Nachkommen umfafit. Die Elternpflanzen 93/1-117 und 93/1-119 sind durch offene
Bestdubung des diploiden Genotyps 81/42-15 entstandene Halbgeschwister (DEBENER et al.,
1999) (4bb. 14).

81/42-15

/\

offene Abbliite

93/1-119\9‘ / 93/1-117 &

94/1

Abb. 14: Kreuzungsschema fiir die Population 94/1. Die
Population 94/1 ist aus einer Kreuzung der Halbgeschwister
93/1-117 und 93/1-119 hervorgegangen, welche wiederum
aus offener Abbliite der 81/42-15 entstanden sind.
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Die Population 95/18 stellt eine zweite Nachkommenschaft von der 93/1-117 und -119 dar,
allerdings ist bei dieser Kreuzung der Genotyp 93/1-117 die Mutterpflanze. Die
Nachkommenschaft besteht aus nur 20 Pflanzen, weshalb sie nicht zur Kartierung verwendet
wurde. Fiir die Untersuchung der Vererbung von Si-Allelen stellt sie aber dennoch eine

wichtige Kreuzung dar.

Die Kartierungspopulation 97/7 (Abb. 15), besteht aus ca. 170 Genotypen. Sie ist aus einer
Kreuzung der Genotypen 88/124-46 (weiblicher Elter) und 82/78-1 (méannlicher Elter) gefolgt
von einer Riickkreuzung der F1-Hybride 95/13-39 (weiblicher Elter) mit 82/78-1 (ménnlicher

Elter) entstanden.

88/124-46 Q ‘ > 82/78-17 ‘

D4

Riickkreuzung 95/13-399 x 82/78-1

N/
M

Abb. 15: Kreuzungsschema fiir die Population 97/7. Die
Population 97/7 ist durch eine Riickkreuzung der 95/13-39 mit
dem ménnlichen Elter 82/78-1 entstanden.

Der Genotyp 88/124-46 ist aus einer Kreuzung zwischen einer tetraploiden Gartenrose und
einer diploiden Rosa multiflora, gefolgt von vier Zyklen offener Bestdubung, hervorgegangen

(VON MALEK UND DEBENER, 1998).

Die tetraploide Rosenpopulation der hebrdischen Universitit in Jerusalem bestehend aus den
Eltern Fragrance Cloud und Golden Gate umfaBit eine Nachkommenschaft von ca. 160
Individuen. Die Eltern, sowie einige Nachkommen wurden in molekularbiologischen

Untersuchungen miteinbezogen.
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2.2 Sonstige Materialien

Die Feinchemikalien zur Herstellung von Kulturmedien und Pufferlésungen wurden von den
Firmen AppliChem, Roth und Sigma-Aldrich bezogen. Bestandteile fiir die PCR-Reaktionen
wurden von den Firmen Invitrogen, Clontech, Fermentas und Roth bestellt. Die
Zusammensetzungen der Pufferlésungen, Zusammensetzung der Acrylamidgele, Kits, Primer

und sonstige Gebrauchsmaterialen sind im Anhang aufgefiihrt.

3  Molekularbiologische Methoden

3.1 DNA-Extraktion

Fiir die DNA-Extraktion wurde junges Blattmaterial zum Abbau von Kohlenhydraten iiber
Nacht bei Raumtemperatur dunkel gelagert. Am néchsten Tag erfolgte die DNA-Extraktion
nach einem Protokoll von KOBAYASHI et al. (1998) oder mit dem Dneasy Plant Mini Kit von
Qiagen.

3.2 RNA-Extraktion

Alle verwendeten Materialien (Eppendorfgefdlie, Pipettenspitzen), sowie Aqua dest. wurden
zur Vermeidung von RNA-Degradation einer DEPC-Behandlung unterzogen (SAMBROOK

UND RUSSELL, 2001).

Lambda-Stardard EMA-Toalation
R Lo B
Amg 4z Glng  Slng Ardberen Elitter Giriffel Petalen

Abb. 16: RNA-Quantifizierung von Antheren, Blittern, Griffeln und Petalen. Links sind
verschiedene Konzentrationen von Lambda-DNA aufgetragen. Die Doppelbanden der RNA sind klar
von der DNA-Bande in den Geltaschen (bei Antheren und Petalen, jew. erste Probe) zu unterscheiden.
In den ersten Ansétzen der Antheren und Petalen-RNA ist noch DNA vorhanden. Die beiden Proben
muften daher erneut einem DNase-Abbau unterzogen werden.

Zur RNA-Isolation wurden 50 mg Blattgewebe, jeweils flinf Griffel, fiinf Petalen und/oder ca.
zwanzig Antheren pro zu untersuchenden Genotyp verwendet und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Extraktion erfolgte mit dem Invisorb Spin Plant RNA Mini Kit von
Invitek. Nach erfolgter Extraktion wurde ein DNase-Verdau mit dem Kit DNA-free von
Ambion, nach entsprechenden Protokoll durchgefiihrt und die RNA zur Quantifizierung und
Kontrolle von Verunreinigungen durch DNA im Agarose-Gel liberpriift (4bb. 16).
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3.3 Aufreinigung und Fillung von Nukleinsauren

Die Aufreinigung der DNA-Ldsungen erfolgte mit Phenol/Chloroform mit anschlieBender
Féllung der Nukleinsduren mit Isopropanol nach einem Protokoll aus SAMBROOK und

RUSSELL (2001)

3.3.1 Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Quantifizierung der Nukleinsduren erfolgte im Agarose-Gel mit einer Lambda-
Standardreihe und anschlieBenden Auswertung mit der Software Quantity One. Die Messung
der Nukleinsdurekonzentration im Fotometer ergab wesentlich hohere Werte und wurde nicht
weiter verwendet, da im Fotometer auch andere Faktoren (Proteine oder sonstige Bestandteile
der Losung) gemessen werden, die vermutlich zu den hoheren Werten fiihrten. Unter 3.2

RNA-Extraktion ist eine RNA-Quantifizierung dargestellt.

3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur Auftrennung von PCR-Produkten und
Quantifizierung von Nukleinsduren. Die Konzentration der Agarose-Gele richtete sich nach
der Grofe der zu untersuchenden PCR-Produkte. Fiir PCR-Produkte von einer Grof3e
zwischen 100-2000bp wurde 1,5%, fiir Produkte unter 100bp und fiir PCR-Produkte nach
enzymatischem Verdau wurden 0,8% und fiir Quantifizierungen von Nukleinsduren 1%
Agarose (Peglab) in TAE-Puffer mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Auftrennung
erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern bei einer Spannung von 6-9 V/em. Als
Elektrophoresepuffer diente TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat pH 8,0, | mM EDTA) und als
Langenstandard wurde eine 1kb-Leiter verwendet. Die Proben wurden mit 0,1 Vol. 10x
Ladepuffer (siehe Anhang) versetzt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele mittels einem
UV-Transilluminator fotographiert und die Bilder gegebenenfalls mit Adobe Photoshop CS

bearbeitet.
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3.6 Polymerase-Kettenreaktionen

3.6.1 PCR-Primer

Eine Ubersicht iiber alle verwendeten Primer befindet sich im Anhang.

a) Ethylenempfindlichkeit / Ethylenbiosynthese bzw. -erkennung
Die Primer wurden von Dr. Heiko Mibus-Schoppe, Institut fiir Zierpflanzen- und
Geholzwissenschaften der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitit Hannover zur

Verfligung gestellt.

b) Selbstinkompatibilitdt
Die Primer wurden teilweise anhand von verdffentlichten Sequenzen verwandter Pflanzen
(vorallem Prunus) aus der Datenbank des National Center for Biotechnology Information

(NCBI; http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/) und dem Programm Primer3 erstellt oder stammten

aus Veroffentlichungen. Sédmtliche Primer fiir den Selbstinkompatibilititslocus wurden

mit Si und fortlaufender Nummer bezeichnet.

c) TxE Referenzkarte
Die Primer wurden anhand der Sequenzen aus der T x E- Referenzkarte (Texas x
Earlygold) der GDR-Website (Genome Database of Rosaceae, http:/

www.bioinfo.wsu.edu/gdr/) mit Primer3 erstellt. Die ausgesuchten Sequenzen befinden

sich auf dem gleichen Chromosom der TxE-Referenzkarte (http:/www.bioinfo.

wsu.edu/cgi-bin/gdr/cmap/map_set_info?mapset aid=43) wie der Locus  fir

Selbstinkompatibilitit. Es wurden jeweils mehrere Primer fiir eine Sequenz erstellt und

mit TE und fortlaufender Nummer bezeichnet.

3.6.3 PCR-Standardprogramm:

Tab. 2: Standardprogramm fiir eine Polymerase-Kettenreaktion.

Vorgang Temperatur und Zeit

Denaturierung 95°C fiir 4 Min.

40 x Wiederholung des folgenden Zykluses:

Denaturierung 95°C fiir 1 Min.

Annealing 55-65°C ca. 1 Min. je nach erwarteter
Sequenzlinge

Elongation 72°C fiir 2 Min.

Finale Elongation (1 x) 72°C fiir 10 Min.
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3.6.4 Gradienten-PCR

Zur Ermittlung der besten Annealingtemperatur fiir die verwendeten Primer wurde eine

Gradienten-PCR mit dem Standardprogramm und einem Temperaturgradienten von 55°C bis
65°C durchgefiihrt (4bb. 18). Die Annealingtemperatur, die spezifische PCR-Produkte zeigte,
wurde flir weitere PCRs eingesetzt. In Einzelfdllen wurde die Annealingtemperatur auch bis

zu 40°C, aber nicht hoher als 65°C eingestellt.

3.7 RACE

3.7.1 3’ RACE

Da mit einer normalen PCR nur eine Teilsequenz eines Gens amplifiziert wird, wurde fiir die
SFB-Sequenz (Pollenkomponente des Selbstinkompatibilitdtssystems) eine 3'RACE (Rapid
Amplification of eDNA-Ends) durchgefiihrt (FROHMAN, 1993).

Im Wesentlichen wurde die 3'RACE nach einem Protokoll von Invitrogen (3’'RACE System
for Rapid Amplification of cDNA Ends) durchgefiihrt, allerdings wurden die Primer AP und
AUAP leicht verdandert. Dem AP-Primer wurde an das Poly-T-Ende jeweils eine Base (A/G
und C) angehédngt, damit der Primer direkt am Sequenzende der Messenger-RNA bindet, denn
das Poly-A-Ende kann mehrere hundert Basen enthalten. AuBlerdem beginnt der Primer mit
CCGG. Die letzte Anderung betrifft auch den AUAP-Primer, da dieser an der Adaptor-

Sequenz bindet und daher wurde auch der AUAP-Primer entsprechend geéndert.

CCGG Miu | o Spe :
A CG: TCGACT;:\GTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-S'

Nat | half-site Sall

Qa»

Adapter Primer (AP)

UDG cloning region Miu | Spel
§'- CUA CUA CUA CUA GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC -3
1
Sall

Universal Amplification Primer (UAP)

Miu | Spel
5| CCGG (G TCG ACT AGT AC-3'
Mot | 1/2 site Sall

Abridged Universal Amplification Primer (AUAP)

Abb. 17: Primer fiir 3'RACE mit in rot gekennzeichneten Anderungen. Abbildung aus dem
Protokoll 3 'RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends von Invitrogen (Cat. 18373-019).
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Fiir das 3’-RACE wurde die RNA aus Antheren extrahiert und anschlieBend mit dem Anker-
Primer (AP) eine c-DNA-1.-Strang Synthese mit dem High Capacity c¢cDNA Reverse
Transcription Kit von Applied Biosystems durchgefiihrt.

Nach der cDNA-Synthese erfolgte ein RNase H-Verdau (2 Einheiten pro Ansatz) bei 37°C fiir
1h und eine weitere PCR mit einem genspezifischem Primer (GSP) und dem AUAP-Primer.
Es wurden drei verschiedene GSPs (7ab. 3) in entsprechend drei verschiedenen Ansitzen

nach Herstellerangaben verwendet.

Tab. 3: Sequenzen der GSP-Primer fiir 3°'RACE.

Primer GSP Sequenz

Sil5 SFB le2 TTGAGCAGGGCTTGGGGTTA
Sil5 SFB le4 TCCCTCCAATTTGGGTTCCA
Sil5 SFB le8 GCCTCATGTCCTTCGATTCAGG

3.7.2 5RACE
Fiir die 5’RACE wird zunéchst eine cDNA-Synthese durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde
dazu das SMART™ RACE cDNA Amplification Kit von Clontech verwendet und

entsprechend der Herstellerangaben verfahren. Mit der cDNA wurde dann das RACE mittels
genspezifischen Primer (7ab. 4) und einem im Kit vorhandenen Universal-Primer-Mix

durchgefiihrt.

Tab. 4: Sequenzen der GSP-Primer fiir 5’RACE

Primer GSP Sequenz

Sil5 SRACE 384 TGGACGGGTTCCATATGATT
Sil5 SRACE 348 TCAAAACTTCGTCCGGATTC
Sil5 SRACE 251 GCCCTGCTCAAATGTTTCAT

3.8 Genome Walking

Das Genome-Walking ist eine Technik, mit der die Sequenz eines PCR-Produktes verldngert
werden kann (KLISTRUP AND KRISTIANSEN, 2000). Hierzu wird genomische DNA mit
verschiedenen Restriktionsenzymen (Dral, Ecol, Stu und Pvu) geschnitten. An die so
entstandenen DNA-Enden werden Adaptoren ligiert. AnschlieBend erfolgt mit jedem Ansatz
eine PCR mit einem sequenzspezifischem Primer und einem Primer, der an die Adapter
bindet (AP). Nach Analyse auf einem 0,8%igen Agarose-Gel, erfolgt mit den Amplifikaten
der ersten PCR, eine Nested-PCR mit einem weiteren sequenzspezifischen Primer. Auf diese

Weise wird die Spezifitidt des PCR-Produktes erhdht.
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Genomic DNA Abb. 18: GenomeWalking aus dem
: Protokoll von Clontech. AP= Primer,
“j““ “ “ bindet an Adaptersequenz, GSP=

Digest aligquots with rastriction anzymas
Ligate to Genomea Walker Adaptor

Genomic DMNA

Genspezifischer Primer. Nach
Restriktionsverdau werden Adapter an
die DNA-Fragmente ligiert und eine
PCR mit anschlieBender Nested-PCR
durchgefiihrt.

Amplify gene of interest from all four libraries

fragment & GsP2
: - G5P1 N
5 M
AP1 = :
AP2 Hb Genomic DMA
AP1 fragrmant

- Primar
GS5P1 ¥
W PCR

I

APZ
GsP2 -

—

v

\l Secondary or “nested” PCR

Examine products on an agarcse/EtBr gel

v

Clanea & characterize major PCR products

Fir das Genome-Walking wurde das Kit GenomeWalker™ Universal Kit von Clontech

verwendet und entsprechend dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

Es wurden drei verschiedene genspezifische Primer erstellt, wobei zwei als GSP 1 und einer

als GSP2 diente (7ab. 5).

Tab. 5: GSP-Primer-Sequenzen.

GSP Bezeichnung
GSP2 Sil5 158
GSP1 Sil5 257
GSP1 Sil5 339

Sequenz
GTGGTGGAGGCAGAGTAGATGCATATTT
CCCCAAGCCCTGCTCAAATG
CGTCCGGATTCGAAATGCAA
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3.9 Eluierung von PCR-Produkten

Fiir Sequenzuntersuchungen wurden die PCR-Banden aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten,
mit dem MinElute™ Gel Extraction Kit von Qiagen nach Herstellerangaben eluiert und

sequenziert.
3.10 RT-PCR und Expressionsanalyse

Fiir die Expressionsanalyse wurde RNA aus Antheren, Griffeln, Blittern und Petalen von
Rosen isoliert (siehe 3.2 RNA-Extraktion) und in cDNA revers transkribiert. Die reverse
Transkription wurde mit dem Kit Superscript II von Invitrogen nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Probe mit RNase inkubiert (37°C, 1h) und zur
Kontrolle eine Actin-PCR durchgefiihrt (4bb. 19). Nur wenn die Proben eine einzelne Bande
zeigten, kleiner als die Bande der genomischen DNA, wurden sie fiir die Expressionsanalyse
verwendet. Die genomische DNA enthélt ein Intron in der fiir Actin kodierenden Region und

ist daher anhand ihrer Grof3e deutlich von der cDNA zu unterscheiden.

‘CDH“‘ e Abb. 19: Actin-Kontrolle. Rechts ist die Kontrolle mit
—_ LN BB - genomischer DNA. Die unterschiedlichen Banden zeigen, dass
\ f die Proben sowohl genomische DNA als auch cDNA enthalten.
gerom. Die unterschiedliche GroBe der Actinbande kommt durch ein

DH4 | Intron in der genomischen DNA zustande.

Fir die Expressionsanalyse wurde die cDNA in der PCR mit den bereits getesteten
Primerpaaren iiberpriift. Die PCR-Bedingungen waren die gleichen wie zuvor mit
genomischer DNA. Nur wenn das Gen in diesem Gewebe exprimiert wurde, kann ein PCR-

Produkt amplifiziert und damit eine Genexpression nachgewiesen werden.
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3.11 Molekulare Marker

3.11.1 SSCP-Analyse (Single-Strand Conformational Polymorphism)

Fiir eine SSCP-Analyse (ORITA et al.,1989, HAYASHI 1991) werden DNA-Doppelstringe
(PCR-Amplifikate) im SSCP-Ladepuffer (95% Formamid, 0,01M NaOH, 0,05%
Xylencyanol, 0,05% Bromphenolblau) durch erhitzen (95°C/ 5 Min.) denaturiert. Innerhalb
der Einzelstrdnge bilden sich Sekundérstrukturen aus, die in einem nicht-denaturierendem
Polyacrylamidgel aufgetrennt werden konnen. Die verschiedenen Sekundérstrukturen zeigen

sich durch Unterschiede im Bandenmuster, die ausgewertet und kartiert werden konnen.

Die SSCP-Gelelektrophorese (SLABAUGH et al., 1997) wurde wie folgt durchgefiihrt: Die
vordere Glasplatte wurde mit Gelsave (AppliChem) silanisiert, damit sie sich nach der
Phorese von der zweiten Glasplatte ablosen 1d6t. Die hintere Platte wurde mit Bindesilan
(15ul  Methacryloxypropyltrimethoxysilan + 5 ml Ethanol absolut + 150 ul 10%ige
Essigsdure) behandelt, damit das Gel daran haften bleibt. Zwischen die beiden Glasplatten
wurde das Polyacrylamidgel (0,5 x MDE Stammlsg., 0,6 x TBE, 5% Glycerin, 2,2 uM APS,
0,06% TEMED) gegossen. Von den mit SSCP-Ladepuffer versetzten Proben wurden 5 pl auf
das Gel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 0,6 x TBE (0,1 M Tris, 0,1 M Borséure, 0,0024 M
EDTA, pH 8) verwendet. Die Gele liefen 16h bei 4°C oder Raumtemperatur. Fiir jeweils ein

Primerpaar wurde eine Temperatur fiir die gesamte Nachkommenschaft beibehalten.

3.11.1.1 Silberfirbung

Die Firbung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von SANGUINETTI et al. (1994).
Nach Entfernen der oberen Glasplatte wurde das Gel fiir mindestens 1 Stunde in der
Fixierlosung inkubiert. Die Fixierlosung wurde anschlieBend als spdtere Stop-Ldosung
aufgehoben. Das Gel wurde zweimal fiir 5 Min. in Aqua bidest. gewaschen und im Anschlufl
45 Min. in der Farbelosung auf dem Riihrtisch inkubiert. Nach Abgieen der Farbelosung und
kurzem Spiilen in Aqua bidest., wurde die kalte Entwicklungslosung zugegeben und mit der
Fixierlosung wurde der Férbevorgang gestoppt. Nach zweimaligem waschen des Gels in
Aqua bidest. wurde es getrocknet (wahlweise im Trockenschrank oder bei Raumtemperatur)

und fiir die Auswertung auf einem Leuchttisch fotographiert.

Es wurde zwischenzeitlich auch ein Protokoll von GUO et al. (2006) verwendet. Die
Inkubationszeiten waren zwar kiirzer, aber die Firbung nach SANGUINETTI et al. (1994)
erzeugte eine geringere Hintergrundfirbung und damit deutlich besser abgrenzbare

Bandenmuster.
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3.11.1.2 Die Auswertung der SSCP-Gele

Den Banden der Eltern und der Nachkommenschaft wurden entsprechend ihrer Aufspaltung
im SSCP-Gel Allele zugeordnet und in einer Excel-Tabelle erfasst. Anschlieend konnte das
Spaltungsverhiltnis durch Auszdhlen der einzelnen Héaufigkeiten der Genotypen ermittelt

werden.

Handelte es sich um komplexere Bandenmuster oder um eine zuvor mit Restriktionsenzymen
geschnittene Probe, so wurden den Banden zundchst Nummern in einem System von 1
(vorhanden) und 0 (nicht vorhanden) zugeordnet und das Bandenmuster dominant
(=vorhanden) ausgewertet. Dieses wurde ebenfalls in einer Exceltabelle (7ab. 6) erfasst und

das Spaltungsmuster ermittelt.

Tab. 6: Beispiel fiir die Auswertung von SSCP-Banden. 1=vorhanden und 0=
nicht vorhanden. Fiir die Bande 1 ergibt sich keine Aufspaltung und daher wurde
sie aus der Kartierung ausgeschlossen.

Primerpaar Elter | Elter Nachk. |Nachk. |Nachk.
Ausgewdhlte Banden: 93/1- | 93/1-119 |94/1-61 |94/1-62 | 94/1-63 usw.
117
RhCTR2-1 T |1 1 1 1
RhCTR2-2 T |o 0 I 0
RhCTR2-3 |0 |1 1 1 1
RhCTR2-4 |0 |1 1 1 1

Abb. 20: SSCP-Gel mit PCR-Produkten des
Primerpaares RhCTR 2. Es zeigten sich vier
Banden zwischen den Eltern, von denen drei
in der Nachkommenschaft aufspalten.

In dem zuvor gezeigtem Beispiel (4bb. 20) wurde die erste Bande nicht ausgewertet, da sie
nicht spaltet. Nachdem das Spaltungsverhéltnis errechnet worden ist und die Banden einem
dominanten oder kodominanten Erbgang zugeordnet werden konnten, wurde mit dem
Programm JoinMap 4.0 (3.2 Kartierung) der Locus oder die Loci der Marker im Rosengenom

ermittelt.
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3.11.2 CAPs (Cleaved amplified polymorphism)

CAPs sind Polymorphismen, die durch unterschiedliches Schneiden von PCR-Produkte durch
Restriktionsenzyme entstehen. Eine Untersuchung der Sequenz nach mdglichen Schnittstellen

bzw. Enzymen erfolgte im Internet unter www.restrictionmapper.org oder mit Hilfe des

Programmes Bioedit. Die verwendeten Restriktionsenzyme sind im Anhang aufgelistet.

Die PCR-Produkte bzw. genomische DNA (3.6.6 Genome Walking) wurden in dem
dazugehorigen Puffer mit dem jeweiligem Restriktionsenzym nach Herstellerangaben

inkubiert.

3.11.3 Mikrosatelliten

Der Reaktionsansatz von 15 pl setzte sich wie folgt zusammen: 2,25 mM dNTPs, 23,6 mM

MgCl,, 10 ng DNA, 0,5 Einheit Tag-Polymerase, 1,4 pmol Primer in Tag-Polymerasepuffer.

3.12. Kartierungssoftware

Die Kartierungen in den Populationen 97/7 und 94/1 erfolgte mit dem Programm JoinMap
4.0. Die Kartierung der Mikrosatelliten fiir die Population 97/7 erfolgte in dem Elter 95/13-39
und dem Grofelter Spalier 3. Fiir die Eltern der Population 94/1 wurden getrennte Datensdtze
mit den jeweils uniparentalen Markern und biparentalen Markern angelegt. Die Datensitze
konnen bei JoinMap 4.0 direkt als Exceltabelle kopiert werden. Die Kartierung erfolgte fiir
Kopplungen mit eine Rekombinationsfrequenz unter 0.4 und einem LOD grofer als 1.00. Die

Auswahl der Kopplungsgruppe erfolgte fiir einen LOD grofer als 4.00.

Die QTL-Kartierung in der Population 94/1 erfolgte mit dem Programm MapQTL 6.0. Als
Grundlage fiir die Kartierung dient die mit JoinMap 4.0 erstellte Kopplungskarte, die
zusammen mit den QTL-Analysen und dem gesamten Marker-Datensatz nach Erstellung
eines neuen Dokumentes geladen werden. Mit dem Daten wurde ein Interval Mapping mit
anschlieBendem Permutationstest durchgefiihrt. Mit dem Permutationstest wird der

Schwellenwert ermittelt, ab denen QTL-Loci gewertet werden kdnnen.

Auch nicht kartierte Marker wurden einer QTL-Analyse unterzogen. Sie werden mit dem

Programm MapQTL in einer seperaten Graphik dargestellt.
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3.13 BACs (Bacterial Artificial Chromosome)

Die BAC-Bank wurde aus der Rosa multiflora Hybride 88/124-46 durch einen
Restriktionsverdau mit HindIIl, mit anschlieBender Ligation in den Vektor pCLD04541 und
Transformation in E. coli (DH10B) im IZZ in Ahrensburg hergestellt (BIBER et al., 2009
submitted Data). Insgesamt besteht die BAC-Bank aus 59900 Klonen mit -einer
durchschnittlichen Gréf3e der Inserts von 45,6 kb.

Die Lagerung der BAC-Banken erfolgt in 384 Well Platten in FB-Medium mit Tetracyclin
(15 mg/L) bei -80°C.

Fiir die Herstellung der Filter auf HybondN+ Nylonmembranen (Amersham) im Max-Planck-
Institut fiir Ziichtungsforschung in Koln, wurden 384-Well Platten zweimal {ibertragen. Die
Anordnung der Platten 148t sich anhand eines spezifischen Punktemusters nach

Hybridisierung nachvollziehen und dem einzelnen Klon zuordnen.

Nach Zuodnung der 384-Well Platte, 148t sich durch Aufzeichnen ihrer Abgrenzung auf dem
Film das entsprechende Well mit dem Signal (Punktemuster) ermitteln und der Klon kann

isoliert und vermehrt werden.

3.12.1 Vorbereitung der BAC-Filter
Die Vorbereitung der BAC-Filter erfolgte nach einem Standardprotokoll nach SAMBROCK und
RUSSEL (2001).

3.12.2 Hybridisierung

Fiir die Prahybridisierung wurden die Filter in Glasréhren mit 25 ml Hybridisierungspuffer
bei 65°C fiir 4h inkubiert. Der Hybridisierungspuffer (6 x SSC, 5 x Denhardt's, 0,5% SDS)
wurde auf 65°C vorgewidrmt, ebenso wie der Hybridisierungsofen. Der Puffer wurde
anschlieBend gewechselt und weitere 4h bei 65°C inkubiert. Fiir die Hybridisierung wurde der
Puffer durch Hybridierungspuffer mit Sonde ausgetauscht und die Filter fiir weitere 18h bei
65°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Filter zweimal fiir 20 Min. bei 65°C mit 0,1 x SSC
und 0,1% SDS inkubiert.

Herstellung der radioaktiv markierten Sonde:
Die Sonde bestand aus dem PCR-Produkt des Sil5-Primerpaars. 60 ng des PCR-Produktes
wurden 5 Min. bei 95°C im Wasserbad denaturiert und anschlieBend 5 Min. auf Eis gekiihlt

und abzentrifugiert. Der Reaktionsansatz (auf Eis) bestand aus:
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60 ng DNA

2 ul 0,5 mM dNTP (dATP, dTTP, dGTP — KEIN dCTP)
2 ul 10x Hexanucleotidmix (Roche)

5 ul **P dCTP (1 pl= 10uCi = 0,36666 MBq)

2 Einheiten Klenow-Enzym

9 ul Aqua dest.

Der Reaktionsansatz wurde 30 Min. bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von 80 ul TE auf
eine SephadexG50-Siule gegeben und zentrifugiert. Auf diese Weise sollte ungebundenes **P
dCTP entfernt werden. Der Durchflull der Saule, der die Sonde enthélt, wurde fiir 5 Min. im
Wasserbad bei 95°C denaturiert und anschlieBend sofort dem Hybridisierungspuffer

zugegeben.

3.12.3 Vermehrung und Isolierung der BAC-Klone

Von jeweils drei Einzelkolonien pro Klon wurden in 5 ml LB-Medium mit Tetracyclin (15
mg/L) Kulturen angezogen (KAUFMANN et al., 2003). Am néchsten Tag erfolgte eine
Minipréparation der BAC-Klone (3.10.2 Insert-PCR und Plasmid-Isolation).

3.124 Isolierung von BAC-Enden

Mit den Primern fiir die BAC-Enden wurde mit allen ausgewédhlten Klonen eine PCR

durchgefiihrt, um anhand der Amplifikation die Lage der Klone zueinander festzustellen.

3.13 Insert-PCR und Plasmid-Isolation

Fiir die Insert-PCR wurde eine Mikrotiterplatte vorbereitet. Der Reaktionsansatz von 25 pl
setzte sich wie folgt zusammen: 0,25 uM forward und reverse M13-Primer, 0,2 uM dNTPs,
0,5 Einheit Taq-Polymerase in Williamspuffer. Die Bakterien wurden aus der FB-
Mikrotiterplatte mit einem Bakterienstempel iiberfiihrt. Die PCR-Reaktionsbedingungen im

Thermocycler werden in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tab. 7: Programm fiir Insert-PCR

Vorgang Temperatur und Zeit
Denaturierung 95°C fiir 2 Min.

30 x Wiederholung:

Denaturierung 94°C fiir 45 Sek.
Annealing 52°C fiir 45 Sek.
Elongation 72°C fiir 2 Min. 30 Sek.
Finale Elongation (1 x) 72°C fiir 10 Min.

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von SAMBROOK
UND RUSSELL (2001). Die Bakterien wurden in 5 ml Ampicillin-haltigen LB-Medium bei
37°C fiir 16h auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension bei
10000 Upm bei 4°C pelletiert und in 200 pl Losung 1 resuspendiert und fiinf Minuten auf Eis
inkubiert. Zur Lyse der Bakterien wurden 400 pl der Losung 2 zugegeben und fiinf Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 300 pl der Losung 3 zugegeben und fiir
20 Min. auf Eis inkubiert. Nach diesem Schritt erfolgt die Prizipitierung der Zellbestandteile
und Bakterien-DNA. Es folgte eine Phenol/Chloroform Extraktion zur Aufreinigung der
DNA. Die Plasmid-DNA im wissrigen Uberstand wurde mit Isopropanol gefillt, mit 70%igen
Ethanol gewaschen und nach Trocknung in TE-Puffer resuspendiert. Nach der Inkubation mit
RNase A (10 pg/ml) bei 37°C fiir 1h, wurde die DNA mit Chloroform extrahiert, mit
100%igem Ethanol gefillt und in Aqua dest. aufgenommen.

3.14 Sequenzierung

Fir die Sequenzierungsreaktionen wurde das Kit Thermo Sequenase fluorescent labelled
primer cycle sequencing kit von Amersham Biosciences verwendet. Durch die Verwendung
von unterschiedlich IRD-markierten M13-Primer (IRD 700 und 800) lassen sich forward- und
reverse-Sequenzen voneinander unterscheiden. Die Reaktionsansétze mit einem Volumen von
13 pl setzten sich wie folgt zusammen: 300 ng Plasmid-DNA, 23% (v/v) DMSO, 0,15 uM
forward und reverse Primer. Von diesen Ansdtzen wurden je 2 pl zu 2 pl der vom Hersteller
mitgelieferten A-/C-/G-/T-Reaktionslosungen gegeben, die auller dem entsprechenden

Desoxynukleotid auch Tag-DNA-Polymerase enthielten.

Die PCR-Bedingungen fiir die Sequenzierung sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Tab. 8: PCR-Programm fiir Sequenzierungen

Vorgang Temperatur und Zeit
Denaturierung 95°C fiir 5 Min.

30 x Wiederholung:

Denaturierung 95°C fiir 30 Sek.
Annealing 56°C fiir 30 Sek.
Elongation 70°C fiir 30 Sek.

Finale Elongation (1 x) 70°C fiir 10 Min.

Zum Beenden der Sequenzierungsreaktion wurde 1 Vol. Formamid-haltige Stoplosung zum
Reaktionsansatz gegeben und fiir 2 Min. bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurden die PCR-
Produkte in einem 6%igen denaturierendem Polyacrylamidgel mit einem Doppellaser-
Sequenzsystem aufgetrennt. Die Daten wurden mit der Software Baseimage IR aufgezeichnet
und anschliefend mit den Programmen DNASIS (Version 2.1.) und Bioedit weiterbearbeitet.

Dabei wurden die Vektorsequenzen entfernt und die Sequenzen miteinander verglichen.

Die Sequenzierung erfolgte auch auBer Haus. Dazu wurden entweder PCR-Produkte nach
Eluierung aus dem Agarose-Gel zu AGOWA, MWG oder Seqglab gesendet oder aber zundchst
in den pGEM-T Easy-Vektor ligiert, transformiert und kloniert, um die isolierte Plasmid-DNA

einzusenden.

Die BAC-Klon-Enden wurden von der Firma GATC sequenziert.

3.15 Phiénotypische Untersuchungen zur Ethylenempfindlichkeit

Die Untersuchungen zur Haltbarkeit wurden im Institut fir Zierpflanzen- und
Geholzwissenschaften der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitdt Hannover mit freundlicher

Unterstiitzung von Dr. Heiko Mibus durchgefiihrt.

Fiir die Untersuchungen zur Haltbarkeit wurde der Abwurf der Fiederblétter unter Begasung
mit dem Phytohormon Ethylen untersucht. Pro Versuchseinheit wurden jeweils fiinf Blétter je
Genotyp aus dem oberen Drittel der Pflanze mit einer Rasierklinge abgetrennt und in einer
offenen feuchten Kammer in einem geschlossenen 200 Liter Aquarium mit Ethylen inkubiert
(4bb.27). Um andere Stressfaktoren gering zu halten, wurde eine Zeitschaltuhr auf jeweils
12stiindige Belichtung eingestellt. Die Blétter sollten bei dieser Versuchsanordnung weder

Stress durch Austrocknung (feuchte Kammern) noch durch Dunkelheit ausgesetzt sein. Die
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Versuchsdauer belief sich jeweils auf sechs Tage. Das Ethylen wurde mit einer Pumpe in das
Aquarium geleitet und die wihrend des Versuchsverlaufs regelmdBig kontrollierte

Konzentration betrug 1,5 ppm + 0,3 ppm.

Durch einen Vorversuch wurde ermittelt, ab wann die Blétter ihre Fiederblitter abwerfen, da
dies als Kriterium flir die Ethylenempfindlichkeit herangezogen werden sollte. Vor dem
dritten Tag fand kein Abwurf statt. Aus diesem Grund wurde erst ab dem dritten Tag der
Abwurf der Fiederblitter protokolliert. Da die Fiederblitter aufgrund der feuchten Unterlage
nicht sichtbar abfallen konnen, wurde leicht gegen die Kammern geklopft. In einer
Exceltabelle wurde der Abwurf der Fiederblétter von den fiinf Bléttern erfalit. Es wurden ca.

80 Genotypen untersucht und die Versuchsreihen wurden dreimal wiederholt.

Fiir die Berechnungen wurden die Werte der einzelnen Versuchstage pro Genotyp gemittelt,
um sie spiter in die QTL-Analyse einbeziehen zu konnen. Auflerdem wurde auch eine

Haufigkeitsverteilung durchgefiihrt, um einen Verlauf der Blattabwurf-Reaktion auf Ethylen

verfolgen zu kdnnen.

Abb. 21: Ethylenbegasung. Jeweils fiinf Blétter pro Genotyp wurden in einer offenen feuchten Kammer
in einem geschlossenen 200 Liter Aquarium mit Ethylen (1,5 ppm + 0,3 ppm) fiir 6 Tage inkubiert.
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3.16 Verwendete Software

Tab. 9: Programme und Webseiten

Programm
Biodit
BLAST
CLUSTAL X
GDR

JoinMap 4.0
MapQTL

Restrictionmapper

Primer3

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

Genome Database of Rosaceae
http://www .bioinfo.wsu.edu/gdr/
PRI (Plant Research International/ Wageningen (NL))

WwWw.restrictionmapper.org

http://frodo.wi.mit.edu/
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4. Ergebnisse
4.1. Ethylenempfindlichkeit von Rosenbliattern

4.1.1 Phinotypische Untersuchungen zur Ethylenempfindlichkeit

Die phénotypischen Untersuchungen zur Ethylenempfindlichkeit von Rosen wurden an
einzelnen Nachkommen der Population 94/1 durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung wurde der
Abwurf der Fiederblitter bei 1,5 ppm + 0,3 ppm Ethylenbegasung in einem Zeitraum von

sechs Tagen untersucht.

Die Analyse der Reaktion von Rosenblittern auf das Phytohormon durch die Begasung von
einzelnen Blittern anstelle einer Begasung der einzelnen Genotypen in Klimakammern

ermoglichte eine dreifache Versuchswiederholung mit jeweils fiinf Blattern pro Genotyp.

Die Elternpflanzen 93/1-117 und -119 zeigen hinsichtlich der Haltbarkeit von Bliiten und
Blatter deutliche Unterschiede, die in der Nachkommenschaft aufspalten. Die meisten
Individuen der Population bilden je Blatt sieben Fiederblitter aus, aber auch jede Anzahl
zwischen fiinf und neun wurde beobachtet. Fir die Untersuchungen der
Ethylenempfindlichkeit wurden meistens Blétter mit sieben Fiederblatter gewéhlt, da sie am
hiufigsten ausgebildet wurden und der Unterschied bei einem Vergleich zwischen den

Individuen mit gleicher Anzahl an Fiederblittern deutlicher erkennbar wird.

Die Protokollierung des Blattabwurfs wurde ab dem dritten Tag begonnen, da sich in
Vorversuchen vor dem dritten Tag nur eine sehr geringe Reaktion auf das Phytohormon

Ethylen gezeigt hat.

Die Untersuchungen der Population 94/1 zur Ethylenempfindlichkeit haben ab dem dritten
Tag der Begasung Unterschiede im Blattfall gezeigt. Einige Individuen der
Nachkommenschaft reagieren entsprechend transgressiver Segregation resistenter oder auch

empfindlicher als die Elternpflanzen auf die Begasung mit Ethylen.
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In der nachfolgenden Abbildung ist der Blattbestand der Elternpflanzen ab dem dritten Tag
dargestellt. Da die Versuchsreihen mit den Individuen der Population 94/1 in zwei Aquarien
durchgefiihrt wurden, wurden von den Kreuzungseltern insgesamt doppelt so viele
Beobachtungen erfafit. Die Datensétze wurden getrennt bearbeitet und beide sind in der

Abbildung 22 dargestellt.

Abwurf Fiederblatter Abwurf Fiederblatter
8,00 9,00
_ 7,00 8,00
7,00 T
£ 600 £
£ 5,00 £ 6001
@ 93/1-117 E 400 | @ 93/1-117 E 5,00
m93/1-119] W m93/1-119| & 4,00 4
T 3,00 1 °
5 5 3,00
? 2,00 4 $ 2,004
D 100 @ 100
0,00 0,00 T T T
Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6

Abb. 22: Blattbestand der Elternpflanzen in Prozent im Verlauf der Ethylenbegasung von 6 Tagen. Die
Begasungsversuche fanden in zwei Aquarien statt und die Elternpflanzen wurden jeweils in beiden Aquarien in drei
Ansitzen aufgenommen. Daher wurden von den Elternpflanzen doppelt so viele Individuen untersucht. Die
Auswertung der beiden Versuchsdurchfiihrungen mit jeweils drei Ansidtze wurden getrennt ausgewertet und sind
oben beide als Diagramm mit Standardabweichung dargestellt.

Der Unterschied im Blattabwurf zwischen den beiden Eltern 93/1-117 und -119 ist ab dem fiinften Tag signifkant
und verstérkt sich am sechsten Tag. Der Genotyp 93/1-117 reagiert empfindlicher auf das Phytohormon Ethylen als
der Genotyp 93/1-119.

Die Elternpflanze 93/1-117 zeigt einen stirkeren Blattverlust als die Elternpflanze 93/1-119.
Die Standardabweichung bezieht sich sowohl auf die fiinf Blétter pro Versuchsansatz als auch
auf die dreimalige Versuchswiederholung. Zur Uberpriifung der Signifikanz der Ergebnisse
wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Der Test ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen den Testergebnissen der Eltern am 6. Tag fiir den ersten Datensatz und fiir den 3.

und 5. Tag fiir den zweiten Datensatz.

Die Unterschiede im Blattabwurf in der Population 94/1 zeigten sich in den darauffolgenden
Tagen deutlicher und werden anhand von Héufigkeitsverteilungen in der nachfolgenden

Abbildung (4bb. 23) zum Vergleich dargestellt.
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Abb. 23: Hiufigkeitsverteilung
des Blattbestandes der
Population 94/1 nach
Ethylenbegasung. Auf der Y-
Achse ist die Anzahl der
Genotypen dargestellt, auf der x-
Achse ist die Anzahl an
Fiederblattern gezeigt.

Der blaue Pfeil zeigt den Wert des
Genotyps 93/1-117 und der rote
Pfeil den Blattbestand des
Genotyps 93/1-119.

Am  dritten Tag ist der
Blattabwurf noch sehr gering und
die meisten Individuen besitzen
noch sieben Fiederbldtter. Nach
fiinf und sechs Tagen zeigt sich
die Reaktion auf das Phytohormon
Ethylen deutlicher und die
Haufigkeit von vier Fiederblétter
ist nach sechs Tagen mit 15
Individuen am grofiten. Ledigleich
sechs von 82 untersuchten
Individuen zeigten nach sechs
Tagen noch keinen Blattabwurf.

Seite | 41



Ergebnisse

Die Haufigkeitsverteilungen des Blattbestandes der Population 94/1 wihrend der
Ethylenbegasung zeigt einen stetig steigenden Blattabwurf. Am Tag sechs gleicht die

Hiufigkeitsverteilung anndhernd einer Normalverteilung.

4.1.2 Kartierung von Strukturgenen zum Ethylenstoffwechsel

Die phanotypische Untersuchung zur Ethylenempfindlichkeit hat deutliche Unterschiede in
der Population 94/1 ergeben. Aus diesem Grund soll mit der Kartierung von Strukturgenen
zum Ethylenstoffwechsel eine Grundlage fiir weitere Untersuchungen zur Ethylensensitivitét
geschaffen werden. Es wurden Primer fiir Strukturgene aus dem Bereich der
Ethylenerkennung (ETR), der Ethylenantwort (CTR und Transkriptionsfaktoren), sowie der
Ethylenbiosynthese (ACS) auf Amplifikation untersucht (7ab. 10).

Tab. 10: Ubersicht der Primer zur Ethylenempfindlichkeit von Rosen und ihrer Amplifikation in der Population 94/1, 97/7
und den tetraploiden Elternpflanzen einer israelischen Nachkommenschaft, Fragrance Cloud (FC) und Golden Gate (GG).
Die Fragmentgroflen beziehen sich auf genomische DNA, in Klammern ist die Grof3e der cDNA angegeben.

RhACS 1 Pop. 94/1 56°C ja 205 bp 920 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhACS 2 Pop. 94/1 55°C ja 369 (249) 350 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhACS 3 Pop. 94/1 56°C ja 126 544 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhACS 4 Pop. 94/1 55°C ja 237 180 bp
Pop. 97/7 schwach
FC/GG ja

RhACS 5 Pop. 94/1 56°C ja 345 (248) 302 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhCTR 1 Pop. 94/1 50°C ja 706 1190 bp
Pop. 97/7 schwach
FC/GG schwach

RhCTR 2 Pop. 94/1 55°C ja 357 830 (110) bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhETR 1 Pop. 94/1 55°C ja 522 (393) 471 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhETR 2 Pop. 94/1 56°C ja 978 (213) 870 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhETR 3 Pop. 94/1 56°C ja 661 661 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhETR 4 Pop. 94/1 55°C ja 500 600 bp
Pop. 97/7 ja
FC/GG ja

RhEil Pop. 94/1 56°C Ja 64 540 bp
Pop. 97/7 Nein
FC/GG Nein

RhEIN3 Pop. 94/1 55°C schwach 192 210 bp
Pop. 97/7 Nein
FC/GG Nein

RhERF Pop. 94/1 56°C schwach 236 320 bp
Pop. 97/7 Nein
FC/GG Nein
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In der Tabelle 10 sind alle Primer fiir Strukturgene des Ethylenstoffwechsels und ihre
Amplifikationsprodukte in Rosa hybrida und den Eltern 93/1-117 und -119 der zu
untersuchenden Population 94/1 dargestellt. AuBer in der Population 94/1 wurde ihre
Amplifikation auch in der Population 97/7 und den tetraploiden Elternpflanzen einer
israelischen Rosennachkommenschaft, Fragrance Cloud (FC) und Golden Gate (GG)
untersucht.  Letzteres erfolgte als Voruntersuchung flir eine Kartierung der
Ethylenstrukturgene in einer Rosenkarte von Fragrance Cloud und Golden Gate an der

Hebriischen Universitit Jerusalem.

Die PCR-Produkte der in der Tabelle 10 aufgelisteten Primer zeigten zwischen den
Elternpflanzen 93/1-117 und 93/1-119 im Agarose-Gel keinen GroéBenunterschied und wurden
daher auf SSCP-Gelen aufgetrennt. Die nachfolgende Abbildung zeigt ein Beispiel einer
SSCP-Analyse.

Abb. 24: SSCP-Gel mit PCR-Produkten der Primer RhACSS5, RhETR2 und RhETR3 von einigen
Individuen der Pop. 94/1. Im Gegensatz zum Agarose-Gel sind im SSCP-Gel deutliche Poly-morphismen in
Form unterschiedlicher Banden-muster erkennbar.

Einige Amplifikationen zeigten auch im SSCP-Gel keine Polymorphismen in der
Nachkommenschaft. Diese wurden mit Restriktionsenzymen inkubiert und anschlieBend
erneut im Agarose-Gel und ggf. im SSCP-Gel auf Polymorphismen untersucht. Die Tabelle
11 zeigt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der SSCP-Analyse.
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Tab. 11: Ergebnisse der SSCP-Analyse. Die Transkriptionsfaktoren (RhEil, RhEIN3) und RhETRI1 zeigten keinen
Polymorphismus. Das Primerpaar RhERF ergab kein Amplifikat.

RhACS 1 Ja - 3 2
RhACS 2 Nein Ja (Mse) 1 1
RhACS 3 Ja - 3 3
RhACS 4 Nein Ja (Mbo) 2 1
RhACS 5 Ja - 2 2
RhCTR 1 Nein Ja (Mbo) 3 3
RhCTR 2 Ja - 3 3
RhETR 1 Nein - 2 2
RhETR 2 Ja - 3 2
RhETR 3 Ja - 2 2
RhETR 4 Nein Ja (Taq) 2 2
RhEil Nein -- -- --
RhEIN3 Nein - - -
RhERF Nein -- - -

Die Amplifikate der Primerpaare (7ab. 10) wurden sequenziert und anschlieBend in der
NCBI-Datenbank auf ihre Zugehorigkeit tiberpriift. Die Tabelle 12a zeigt die Ergebnisse der

Sequenzanalyse.

Tab. 12a: Ergebnisse der Sequenzanalyse zur Untersuchung der Ethylenempfindlichkeit. Die Variabilitdt zwischen den
Sequenzen eines Genotyps sind fiir das Primerpaar RhACS1 sehr hoch. Es konnten zwei Allele oder aber eine
unspezifische Amplifikation sein.

RhACS 1 -117 2 49% 25%***
-119 2 45%

RhACS 2 -117 2 18% 60%
-119 2 7%

RhACS 3 -117 3 9% 82%
-119 2 keine

RhACS 4 -119 4 14% -

RhACS 5 -117 2 7% 77%
-119 4 2 Allele, 11%

RhCTR 1 -117 2 11,40% 58,82%
-119 2 20,83%

RhCTR 2 -117 3 nur eine Sequenz ausgew. --

RhETR 1 -117 2 9% 54%
-119 2 5%

RhETR 2 -119 3 nur eine Sequenz ausgew. --

RhETR 3 -119 3 nur eine Sequenz ausgew. -

RhETR 4 -119 2 23% -

RhEIN3 -119 2 nur eine Sequenz ausgew. -

**% wegen hoher Variabilitét nur eine Sequenz pro Genotyp ausgewertet
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Tab. 12b: Ergebnisse der Sequenzanalyse zur Untersuchung der Ethylenempfindlichkeit. Mit den ausgewihlten
Primerpaaren wurde die Sequenz des entsprechenden Gens amplifiziert.

RhACS 1 -117 zu variable Sequenzen 2120372647 5e-61
-119 gb|AY061946
RhACS 2 -117 62% 2i]42495328| 4e-46
-119 75% gb|AY 525066
RhACS 3 -117 86% 2i]42495330) Se-116
-119 84% gb|AY 525067
RhACS 4 -119 76% 2i]42495332| 8e-21
gb|AY 525068
RhACS 5 -117 69% 2i]42495334| 6e-24
-119 67% gb|AY 525069
RhCTR 1 -117 98,44% ohne Introns 2i]13936370) -
-119 gb|AY 032953
RhCTR 2 -117 ohne Intron 100% g1/13603390| le-13
gb|AY 029067
RhETR 1 -117 54% 2i/63145983| 2e-77
-119 88% gb|AY 953869
RhETR 2 -119 97% 2i[4416485| 8e-150
gb|AF127220
RhETR 3 -119 99% 2i/5020363| 2e-150
gb|AF154119
RhETR 4 -119 72% der ersten 160bp 21/5566246| 3e-52
gb|AAD45346.1|
AF159172
RhEIN3 -119 94% 2i|20378358| 5e-34
gb|AF443783

Alle amplifizierten Sequenzen stimmen mit den dazugehdrigen Gensequenzen von Rosa
hybrida tiberein. Die Sequenzen des Primerpaares RhETR1 fiir den Genotyp 93/1-117 zeigen
mit 54% wenig Ubereinstimmung zur R. hybrida Sequenz, ergaben aber bei BLAST
Untersuchungen in NCBI Ubereinstimmungen zu ETR-Sequenzen. Zudem ist die
Ubereinstimmung zum Genotyp 93/1-119 mit 54% auch sehr gering. Die RhETR1-Sequenz
vom Genotyp 93/1-119 weist mit 88% eine deutlich héhere Ubereinstimmung zu R. hybrida
auf. Die Primer RhCTR1 1 und RhACS3 wurden kodominant ausgewertet und ihr
Spaltungsverhiltnis entspricht 1:2:1. Alle anderen Primerpaare wurden dominant ausgewertet

und zeigten eine 1:1 Spaltung.

Fiir zehn Primerpaare konnten insgesamt 16 Strukturgene zur Ethylenempfindlichkeit in den
Elternpflanzen 93/1-117 und 93/1-119 kartiert werden (siehe 4.3 Rosenkopplungskarte der
Population 94/1).
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4.1.3 QTL-Analyse
Die QTL-Kartierung der phanotypischen Untersuchungen zur Ethylenempfindlichkeit erfolgte

in einer Genkarte der Population 94/1 mit 520 molekulare Marker und einer Gesamtldnge von
545cM (Yan et al., 2005). Zur Ermittlung der Loci wurde ein Interval Mapping mit
anschlieBendem Permutationstest durchgefiihrt. Durch den Permutationstest sollte der

Schwellenwert ermittelt werden, ab dem ein Signal gewertet werden kann.

Fir die QTL-Kartierung wurden die Analysen des Blattabwurfs nach 4, 5 und 6 Tagen
Ethylenbegasung einbezogen und in der nachfolgenden Darstellung in verschiedenen Farben
gekennzeichnet. Tag 4 ist in rot, Tag 5 in grin und Tag 6 in blau dargestellt. Die
eingezeichnete rote Linie stellt das Ergebnis des Permutationstest flir die jeweilige
Kopplungsgruppe dar. Die griine Linie stellt das Ergebnis des Permutationstests fiir das

gesamte Genom dar.
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Abb. 25: Ergebnisse der OTL-Analyse der phiinotypischen Untersuchung zur Ethylenempfindlichkeit. Die einzelnen
Kopplungsgruppen (ermittelt mit JoinMap 4.0) sind mit A fiir den Genotyp 93/1-117 bzw. B fiir den Genoytyp 93/1-119
bezeichnet. Fiir das Interval Mapping wurde der Blattabwurf nach Tag 4 (rot), 5 (griin) und 6 (blau) mit Ethylenbegasung
einbezogen. Die roten Linien sind das Ergebnis des Permutationstest fiir die jeweilige Kopplungsgruppe, die griine Linie ist
das Permutationsergebnis fiir das gesamte Genom.

Der Genotyp 93/1-119 zeigte sich in der phénotypischen Untersuchung zur Ethylenempfindlichkeit als unempfindlicher als
der Genotyp 93/1-117. Die Kopplungsgruppen eins, zwei und vier zeigen bei beiden Eltern keinen QTL fiir
Ethylenempfindlichkeit. Ein QTL fiir Tag 6 nach Ethylenbegasung ist fiir beide Genotypen auf der Kopplungsgruppe drei
vorhanden. Fiir die Kopplungsgruppe 5 ist nur fiir den Genotyp 93/1-119 nach Tag 6 ein QTL vorhanden. Fiir Tag 5 ist kein
QTL-Signal vorhanden. Die QTLs fiir Tag 4 sind auf den Kopplungsgruppen sechs fiir beide Genotypen und sieben fiir den
Genotyp 93/1-119 lokalisiert.

Der Genotyp 93/1-119 =zeigte sich in der phénotypischen Untersuchung zur
Ethylenempfindlichkeit als unempfindlicher als der Genotyp 93/1-117.

Die QTL-Kartierung ergab fiir die phidnotypischen Daten von vier Tagen Ethylenbegasung
Loci auf den Kopplungsgruppen sechs mit einem LOD von 3,5 fiir den Genotyp 93/1-119 und
einem LOD > 4 fiir den Genotyp 93/1-117 und Kopplungsgruppe sieben mit einem LOD von
2,8 fiir den Genotyp 93/1-119. Die Signale korrelieren mit keinen kartierten Strukturgenen
zum Ethylenstoffwechsel. Fiir den Genotyp 93/1-119 konnte ein Signal bei RhACS2 auf der
Kopplungsgruppe sieben ermittelt werden. Das Signal liegt mit einem LOD von 1,4 unter dem
Schwellenwert, aber hoher als der iibrige Verlauf der QTL-Kurve mit Ausnahme des oben

genannten Signals mit einem LOD von 2,8.
Nach fiinf Tagen Ethylenbegasung zeigten sich fiir beide Genotypen keine QTL-Signale.

Es wurden QTL-Signale mit einem LOD >4 nach sechs Tagen Ethylenbegasung fiir beide
Genotypen auf der Kopplungsgruppe drei ermittelt und mit einem LOD-Wert von 3,6 auf der
Kopplungsgruppe fiinf fiir den Genotyp 93/1-119.

Es wurde kein QTL-Signal ermittelt, welches unmittelbar mit einem kartierten Strukturgen

lokalisiert werden konnte. Bei dem Strukturgen RhCTR2 (Genotyp 93/1-117) zeigt sich ein
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Anstieg der QTL-Kurve, allerdings erreicht sie nicht den Schwellenwert. Bei dem Strukturgen

RhETR?2 zeigt sich vorallem beim Genotyp 93/1-117 ein Einbruch der QTL-Kurve.

Die Kopplungsgruppen eins, zwei und vier zeigen bei beiden Eltern keinen QTL fiir

Ethylenempfindlichkeit.

Die QTL-Daten wurden mittels MapQTL einem Kruskal-Wallis-Test unterzogen, um sie auf
Gleichheit bzw. Ungleichheit zur Verteilung zu tiberpriifen und so ein zufélliges QTL-Signal
auszuschlieBen. Das ermittelte Kruskal-Wallis Ergebnis flir die QTL-Signale entspricht der
Nullhypothese, womit es sich um nicht zufdllige QTL-Signale handelt.

4.2. Selbstinkompatibilitit

Das Vorhandensein eines Selbstinkompatibilitétssystems ist fiir einige Mitglieder der Familie
Rosaceae bereits belegt (1.3.2 Gametophytische Selbstinkompatibilitit). Erste Hinweise auf
ein Selbstinkompatibilititssystem in den Nachkommenschaften der Kreuzungseltern 93/1-119
und 93/1-117 zeigen sich durch die Aufspaltung der Bliitenfiillung. In der Kreuzung 93/1-119
x 93/1-117 spaltet die Nachkommenschaft 1:1 (Population 94/1) fiir gefiillte und ungefiillte
Bliiten. Anders als erwartet spaltet die Nachkommenschaft der Kreuzung 93/1-117 x 93/1-119
nicht 1:1 fiir das Merkmal Bliitenfiillung (4bb. 26), sondern zeigt zu 90% gefiillte Bliiten
(Populationen 95/18 und 99/16). Dieses Phinomen 146t sich durch AllelausschluB3 wie es bei

der gametophytischen Selbstinkompatibilitidt vorkommt, erkléren.

Kreuzungen Spaltung
ol f &fﬁ% F f
119 117 119 x 117
Ff x ff 1:1
£ Ff Ff § F i ff Pop. 94/1
117 x 119
§ ff ff § F¥ ff ff x Ff 1:1
Pop. 95/18 u. 99/16

Abb. 26: Punnett-Squares fiir die Vererbung der Bliitenfiillung (f = ungefiillt, F = gefiillt). Der Elter 93/1-117 zeigt
ungefiillte Bliiten, der Elter 93/1-119 gefiillte Bliiten. Links ist die Kreuzung 93/1-119 x 93/1-117 und rechts die
reziproke Kreuzung 93/1-117 x 93/1-119 dargestellt. Beide Kreuzungen sollten zu Nachkommenschaften mit einer 1:1
Spaltung fiir das Merkmal Bliitenfiillung fiihren.
Die unterschiedliche Aufspaltung des Merkmals Bliitenfiillung in den Nachkommenschaften
der Eltern 93/1-117 und -119 hat nicht nur den ersten Hinweis auf ein gametophytisches

Selbstinkompatibilititssystem ergeben, sondern ermoglichte auch durch die Kartierung des
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Merkmals in der Population 94/1 (YAN ET AL., 2005) einen Anhaltspunkt auf welcher

Kopplungsgruppe sich die Si-Allele im Rosengenom befinden.

Zur Untersuchung der Selbstinkompatibilitit bei Rosen wurden sowohl Kreuzungversuche als
auch molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt. Zundchst soll mit den
Kreuzungsdaten begonnen werden, anschlieBend wird mit den molekularbiologischen
Untersuchungen fortgefahren und in dem Kapitel Kartierung (4.3 Kartierung) werden alle

kartierten Strukturgene (auch zur Ethylenempfindlichkeit) zusammengefaf3t.

4.2.1 Kreuzungsdaten

Mit verschiedenen Kreuzungen sollte die Allelaufteilung der Elternpflanzen 93/1-117 und -
119 und ihrer Nachkommenschaft 94/1 fiir den Si-Locus ermittelt werden. Zunédchst wurde

dafiir durch theoretische Kreuzungen die Anzahl an unterschiedlichen Allelen geschétzt.

Es sind bei gametophytischer Selbstinkompatibilitit von diploiden Elternpflanzen nicht mehr
als vier verschiedene Allele zu erwarten. Im Falle von vier verschiedenen Allelen findet kein
AllelausschluB statt und eine Kreuzung zwischen den Halbgeschwistern 93/1-117 und 93/1-
119 wiére in jedem Fall erfolgreich. Im nachfolgenden Punnett-Square wird die Allel-

Aufteilung in der Nachkommenschaft dargestellt.

117 Abb. 27: Punnett-Square fiir die Elternpflanzen 93/1-117 und -119
8 c D im theoretischen Fall von vier verschiedenen Si-Allelen.
119 In diesem Falle werden alle Si-Allele an die Nachkommenschaft
vererbt. Es findet kein Allelausschluf} statt und die Kreuzung 93/1-119
AB x 93/1-117, sowie die reziproke Kreuzung 93/1-117 x 93/1-119 fithren
A AC AD zu Nachkommenschaften mit derselben Allelverteilung.
AB
B BC BD

Sind die Allele der Kreuzungseltern identisch, ist keine erfolgreiche Kreuzung moglich, da
jeweils jedes Allel des Kreuzungselters 93/1-117 von der Mutterpflanze 93/1-119
ausgeschlossen wird. Hier sei darauf hingewiesen, dass die Kreuzungseltern fiir den Si-Locus,
aufgrund des gametophytischen Selbstinkompatibilitdtssystem nicht homozygot sein kdnnen,
da erfolgreiche Kreuzungsnachkommenschaften (Population 94/1, 95/18 und 99/16)

existieren.
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Existieren insgesamt drei verschiedene Allele, besitzen die Kreuzungseltern demnach ein
Allel gemeinsam und eines welches sich vom anderen Elter unterscheidet, dann ist eine

Kreuzung moglich. Die Abbildung 28 zeigt die Vererbung der Allele an die

Nachkommenschaft.
Abb. 28: Punnett-Square fiir die Elternpflanzen 93/1-117 und -119 im
117 A c theoretischen Fall von drei verschiedenen Si-Allelen.
9 (? In diesem Fall wird durch das Selbstinkompatibilitétssystem das Allel A
119 vom Elter 93/1-117 ausgeschlossen, da es mit der Mutterpflanze 93/1-119
AB identisch ist. In der Nachkommenschaft 94/1 kénnen aus diesem Grund
nur die Allelkombinationen AC und AB vorkommen und bei reziproker
A - AC Kreuzung (nicht dargestellt) werden nur die Allele AB und CB an die
Nachkommen weitervererbt.
AB
B - BC

Ein Selbstinkompatibilititssystem mit drei verschiedenen Si-Allelen bei den Elternpflanzen
93/1-117 und -119 wiirde die Allelkombinationen AC und BC in der Nachkommenschaft 94/1
ergeben und auch die Merkmalsbeobachtung zur Bliitenfiillung (4.2 Selbstinkompatibilitit)
kann durch den Allelausschluf3 erkldrt werden, denn in der reziproken Kreuzung werden die
Allele AB und CB vererbt. Damit unterscheiden sich die Nachkommenschaften der beiden
Kreuzungen in ihrer Allelaufteilung. Liegt das Merkmal fiir die Bliitenfiillung in der Néhe des

Si-Locus, so ist auch dieses Merkmal von dem Allelausschluf} betroffen.

Weitere Kreuzungsuntersuchungen bestitigen die ,,drei-Si-Allel-Hypothese®. Im Falle von
vier verschiedenen Allelen miifiten sich alle Nachkommen mit den Eltern kreuzen lassen, da

immer ein Allel von den Allelen der Mutterpflanze verschieden ist.

Im Falle von drei Allelen kann jeder Nachkomme mit der Mutterpflanze gekreuzt werden,
aber Nachkommen mit der Allelkombination AC sollten keinen Ansatz nach der Bestdubung
mit der Elternpflanze 93/1-117 zeigen (4bb. 29). Um diese Hypothese zu bestitigen wurden

Riickkreuzungen vorgenommen.
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Abb. 29: Punnett-Squares fiir
117 A C 117 A c Riickkreuzungen von Individuen aus der
9 8 Population 94/1 mit den Eltern 93/1-117 und
{Nachkomn jachkomnt -119 bei insgesamt drei verschiedenen Si-
Allelen.
AC BC AB Alle Nachkommen lassen sich mit der
A - - B - Mutterpflanze 93/1-119  kreuzen (untere
Punnett-Squares), aber der Genotyp AC sollte
AC BC keinen Ansatz nach Bestdubung mit der
¢ C AC Elternpflanze 93/1-117 zeigen.
118 119
o g A B oNg| A B
Bachkomnter Hachkom
AC BC
A = AB B AB -
AC BC
s - BC C AC -

Die Riickkreuzungen dienten auch entsprechend der drei-Si-Allel-Hypothese dazu, die
Genotypen der Nachkommen zu ermitteln, denn nur bei Nachkommen mit den Allelen BC
kann eine Kreuzung mit dem Elter 93/1-117 zum Fruchtansatz fiihren. Die Riickkreuzung mit
dem Elter 93/1-119 fithrt zu keinem FErgebnis hinsichtlich der Genotypen der
Nachkommenschaft, da eine Bestdubung immer zum Fruchtansatz fiihren sollte, diente sie zur

Kontrolle.

Die Riickkreuzungen der Nachkommen mit dem Elter 93/1-119 fiihrten bei 67 Nachkommen

zu 67 Fruchtansitzen.

Die Riickkreuzungen der Nachkommen mit dem Elter 93/1-117 fiihrten bei 67 Nachkommen

zu 36 Fruchtansitzen.

Die Riickkreuzungen bestitigen die drei-Allel-Hypothese, da sich die Nachkommen alle mit
dem Elter 93/1-119, aber nur ca. die Halfte mit dem Elter 93/1-117 kreuzen lassen und es
konnte auf diese Weise die Allelkombination von 67 Nachkommen ermittelt werden (Tab.

13).
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Tab. 13: Verteilung der Allelkombinationen von 55 Individuen der Nachkommenschaft 94/1. Einige Nachkommen der
Population 94/1 wurden mit den Eltern gekreuzt. Die Bestdubung mit Pollen des Elter 93/1-119 fiihrt immer zum
Fruchtansatz. Die Riickkreuzung mit dem Elter 93/1-117 dient zur Ermittlung der Genotypen der Nachkommenschaft, da nur
die Nachkommen mit den Allelen BC zu einem Fruchtansatz fiihren.

bc Fruchtansatz, Fruchtansatz
36 Kreuzungen
ac kein Fruchtansatz, Fruchtansatz

31 Kreuzungen

Fiir die Kartierung wurden entsprechend dem Punnett-Square den Nachkommen die Allele
AC (kein Ansatz) und BC (Ansatz) fiir Riickkreuzung mit dem Elter 93/1-117 zugeordnet.
Nachfolgend wird ein Ausschnitt von der Kopplungsgruppe drei des Elters 93/1-119 gezeigt,
auf welcher die Kartierung der Riickkreuzungsdaten erfolgt ist. Die Merkmale
Selbstinkompatibilitdit und Bliitenflillung zeigen 20 Rekombinante innerhalb der

Nachkommenschaft. Beide Merkmale liegen auf derselben Kopplungsgruppe.

27, E330447-291 Abb. 30: Ausschnitt aus der
P Si-Rosen Kopplungsgruppe drei des Elters
32.3— g E31155-175 93/1-119. Sowohl die Kartierung
EERG E33nisl-221 .
1 1 EhES der Riickkreuzungsdaten als auch
a8, EITLIGO-174 des  Merkmals  Bliitenfiillung
42.0 ES311443-165 erfolgte auf der Kopplungsgruppe
42.% ‘RhSEi drei. Die vollstidndige
43.2 —1C1-55CP-2 Kopplungskarte wird unter 4.3
450 E3BM& 2247
Rosenkopplungskarte der
Population 94/1 gezeigt.
63. Bliitenfiillung
P
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4.2.2 Molekularbiologische Untersuchung des Si-Locus in Rosen

Der Si-Locus im Genom der Rosenpopulation 94/1 wird durch die Kartierung der
Riickkreuzungsdaten auf der Kopplungsgruppe drei vermutet. In weitere Untersuchungen soll
der Si-Locus genauer bestimmt werden. Zunéchst sollte aufgrund der bestehenden Synténie
innerhalb der Rosaceae (und anderen Pflanzenfamilien) die Texas x Earlygold- Referenzkarte

fiir die Ermittlung des Si-Locus herangezogen werden.

4.2.2.1 Texas x Earlygold Referenzkarte

Der Si-Locus in Prunus ist bereits schon niher untersucht und auch kartiert worden. Aufgrund
der zu vermutenden Syntdnie zwischen Prunus und Rosa konnte eine Kopplungskarte von
Prunus als Anhaltspunkt fiir die Lage bestimmter Gene im Genom dienen. Aus diesem Grund
wurde flir die Untersuchung des Si-Locus in Rosen die Prunus-Referenzkarte

(http://www.bioinfo. wsu.edu/cgi-bin/gdr/cmap/map_set_info?mapset_aid=43) herangezogen.

In der Prunus-Referenzkarte ist der Si-Locus auf der Kopplungsgruppe sechs dargestellt. Da
die Si-Sequenzen sehr polymorph sind, wurden fiir EST-Sequenzen, die keine Rekombination
zum Si-Locus zeigen, mit Hilfe des Programms Primer3 (siehe 3.6.1 Primer) Primerpaare

erstellt.

Zwei der erstellten Primer, TE3 und TE4 ergaben Amplifikate in Rosa und zeigten im SSCP-
Gel Polymorphismen in den Nachkommenschaften Population 94/1 und 97/7, sowie 95/18
und auch zwischen den tetraploiden Elternpflanzen Fragrance Cloud und Golden Gate einer
israelischen Rosenpopulation. Die PCR-Produkte wurden sequenziert und mit den TxE-
Originalsequenzen (PP_LEa0010KO05f und PP _LEa0O13F14f) verglichen. Die Rosen-TE3-
und TE4- Sequenzen zeigten eine hohe Ubereinstimmung (4bb. 31) zu den Originalsequenzen

der Prunus-Referenzkarte und wiesen zusitzlich noch zwei Introns auf.

Nachfolgend ist ein Alignment von TE3 (Genotyp 93/1-117) mit der Originalsequenz
PP_LEa0010KO05f dargestellt (4bb. 31).

Seite | 54



Ergebnisse

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOOl10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

TE3 117
LEaOO10KO5f

220 230 240 250 260 270 280
B e e I I | | |

290 300 310 320 330 340 350

B T e e s e I
GAGAAATCTCCTTGCATTATTTTCATAGATGAAATTGATGCAATTGGCACAAAGCGGTTTGATA

o T e L T I T T
TATACTTTATTTTCTCACCATTTGTTTTAATTTAATATTGATTTTAACTTTTGTTTCATATAAGTTAACA

430 440 450 460 470 480 490

T e o T I T T
ACTATGTGCTTAGGATGTGGGTATATTTTCCCACACTTATATCTGTATTAATGGAGTCAAAATTTT G

500 510 520 530 540 550 560
B S T T e e S T ICTRT 1 I I I
TCAAGCTTTCCTGATTGAATTTGTTCTCTCATTCTTGGTTACAGCGAAGTGAGTGGTGATAGGGAGGTGC]
TGAAGTGAGTGGAGATAGGGAGGTGC

570 580 590 600 610 620 630
R B T e e e I A NI
AGCGAACAATGCTTGAATTGCTTAATCAACTTGATGGCTTTAGTAGCGATGACCGGATCAAGGYTTGTTT
AACGTACGATGCTTGAACTGCTTAATCAGCTTGATGGCTTTAGTAGCGATGACCGGATCAAGGY

640 650 660 670 680 690 700
AT T O T T I I B R ey
GTTTTCATATATCCATTTCTCTTGTAGCTATGACTATTTGAGAACATTTTGTAGATTTTGGTCTTTTTCT

710 720 730 740 750 760 770

T T O T I I I
TGCTATTATTTTGTTGTGACACATGGTTGCACTCAGATTATAAAGTATTACTGACTTCCAATTTTGGTGA

780 790 800 810 820 830 840
B S T T s S L T T R T I
CTTATATGATTTTATCATCAAAAGTTTAATTTCCTTTGTAAAGTGTAGTCATTTAAAAAATAGGTT

850 860 870 880 890 900 910

T T B T T e R R R ey
ACTTCAAAAGTTGAAATTATTTAGTATAGAGGAATAGGAGGTTTACATATAAAAAATTTAGCGTTTATAT

920 930 940 950 960 970 980

T T T e T I I I I
TACTAGTCATACAATATAATATAACTTTATACAAAGATTAGAACAATATGTTCTGCATCTGGCAATTATT

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
. T B S e e I I e
CAACATTTAGACTTTGAATATAGATATGATGAAGATTCTCAGGCACTTTTCAGTTGAGTTAGACTAATTG

1070 1080 1090 1100 1110 1120
B T T T T N I e
GATAGCAGCAACAAATCGTGCTGACATCCTTGATCCTGCTCTTATGCGTTCT
GATAGCAGCAACAAATCGTGCTGACATCCTCGATCCTGCTCTTATGCGTTCT

1060
B T

TCTGAAAATTA

Abb. 31: Alignment von der TE3-Sequenz vom Kreuzungselter 93/1-117 mit der Prunus-Referenzsequenz
(http://www.bioinfo. wsu.edu/cgi-bin/gdr/cmap/map_set_info?mapset_aid=43). Die TE3-Sequenz von Rosen zeigt zwei

Introns, die iibrige Sequenz (rote Umrandung) stimmt zu 98% mit der LEa0010K05f-Sequenz iiberein.

Die BLAST-Untersuchung mit den ermittelten TE3- und TE4-Sequenzen in Rosen ergab

ebenso wie die TxE- Originalsequenz in der NCBI-Datenbank keine Ubereinstimmung zu

Sequenzen mit bekannter Funktion.
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Die weitere Analyse der TE3 und TE4 PCR-Produkte von den Populationen 94/1 und 97/7,
sowie 95/18 erfolgte im SSCP-Gel, da sie im Agarose-Gel keine Polymorphismen gezeigt
haben. Die Aufspaltung in der Nachkommenschaft 94/1 sollte in der Nihe des Si-Locus eine
Besonderheit durch den Allelausschlufl aufweisen, die um so deutlicher wird, wenn sie der
reziproken Kreuzungspopulation 95/18 (93/1-117 x 93/1-119) gegeniibergestellt wird, da die
unterschiedliche Allelverteilung in den beiden Nachkommenschaften auch zu einem
unterschiedlichen Bandenmuster fiihren sollte. Aus diesem Grund wurde fiir die Analyse der
TE3 und TE4 PCR-Produkte auch die Population 95/18 herangezogen, obgleich die Anzahl
ithrer Individuen nicht fiir eine Kopplungskarte ausreicht. Nachfolgend wird das Ergebnis der

Untersuchung flir TE4 dargestellt.

m i ‘Z‘!mmﬁ--,l_ﬂilhf-ﬂ_lq;ﬁzﬂzlzz B483l Lpws 1 2 3 4 s 6 8 I ML IS IS T B VM M n.Ei [TETTS

Rt~ R~

~ad bbb, | b At P =)
bt — [ Y-
hgi bl L L L wd . —d c :U - $ w ‘::—T
-y bbbt )il |
R e s TSy

Rl bbbl bbb 2 e

Population 95/18
EE Population 94/1 P

Abb. 32: SSCP-Analyse der TE4 PCR-Produkte. Normalerweise sollte die Aufspaltung in der Nachkommenschaft bei
gleichen Elternpflanzen identisch sein, unabhdngig davon welche Pflanze als Pollenspender oder Mutterpflanze
eingesetzt wurde. In diesem Fall wurden Allele ausgeschlossen und das fiihrt zu unterschiedlichen Bandenmustern in
der Nachkommenschaft. Die Einteilung der Allele wird unter 4.2.1 Kreuzungsdaten erklart.

Die SSCP-Analysen zeigen sowohl fiir TE3 als auch fiir TE4 PCR-Produkten in den
Nachkommenschaften 94/1 und 95/18 dieselben Bandenmuster mit unterschiedlicher
Aufspaltung. In der Population 94/1 spaltet das c-Allel des Elters 93/1-117 nicht in der
Nachkommenschaft auf. In der reziproken Kreuzung spaltet dagegen das b-Allel des Elters
93/1-119 nicht in der Nachkommenschaft auf. Wird die Vererbung nicht — z.B. durch ein
Selbstinkompatibilititssystem — beeinflult, dann sollte die SSCP-Analyse fiir beide
Populationen dasselbe Bandenmuster  zeigen (Punnett-Square  unter 1.3

Selbstinkompatibilitdt).

Aufgrund der unterschiedlichen Aufspaltungen in den Nachkommenschaften war es moglich
den Banden entsprechende Allele zuzuordnen und auch bei der Auswertung entsprechend zu

berticksichtigen. Die Auswertung erfolgte kodominant ab x ac.
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Tab. 14: Spaltungsmuster der Nachkommenschaft 94/1 fiir die Primerpaare TE3 und TE4. Die Allele aa und ac werden
durch das Selbstinkompatibilititssystem ausgeschlossen. Durch die daraus entstehende verschobene Spaltung ist der x2-Wert
sehr hoch.

TE3 ac ab == == 38 40 65,98

TE4 ac ab -- -- 40 48 79,54

Die Kartierung der Rosen-TE3 und -TE4 Marker erfolgte ebenso wie die Daten der
Riickkreuzungen auf der Kopplungsgruppe drei der Population 94/1. Nachfolgend ist ein
Ausschnitt der Kopplungsgruppe drei mit den kartierten Markern TE3 und TE4 dargestellt.
Die beiden Marker zeigen keine Rekombination untereineinander und 12 Rekombinante zu
dem Merkmal Selbstinkompatibilitéit. Eine vollstandige Darstellung der Rosenkopplungskarte
der Population 94/1 ist unter 4.3 Rosenkopplungskarte 94/1, sowie fir die entsprechende
Kartierung der TE3 und TE4 Marker in der Population 97/7 unter 4.4 Erweiterung der
Rosenkopplungskarte 97/7 dargestellt.

la.2 BRisEaE_1

187 TE4 .

167 TE3 Abb.  33:  Ausschnitt aus  der

189 PITIE5-08] Rosenkopplungskarte 94/1. Die TE3 und

EER E381150-076 TE4 Sequenzen sind nahezu identisch zu

237 - EOLIS 2057 den entsprechenden Sequenzen der
Prunus-Referenzkarte. In der
Referenzkarte  kartieren sie  ohne

f;g 1 fl’ ;'fii’gs} Rekombination zum Si-Locus. In der

398 b F3TEICS1TE Population 94/1 kartieren sie auf der

330~ EBSRISL-221 gleichen Kopplungsgruppe wie der aus

35.1 o Bh5S Riickkreuzungsversuchen ermittelte Si-

40,7 ot E3THIGO-124

528 At BEIEISE-15T Locus von Rosen.

42,1 =1+ EbS0

43,2 - CIE5CR-2

450~ E3EMIG 14T

638 e Bliitenfiillung

b

AuBler den TE 3 und TE 4 Primern wurden auch noch zu weiteren Sequenzen aus der TxE-
Karte Primer erstellt. In der nachstehenden Abbildung sind die Primer neben den
dazugehdrigen EST-Sequenzen aus der Referenzkarte zur Ubersicht dargestellt. Da
inzwischen sehr viele neue EST-Sequenzen hinzugekommen sind, sind nicht mehr alle
zusammen dargestellt, konnen aber auf der GDR-Website wie in der Abbildung 34 ebenfalls

dargestellt, einzeln aufgerufen werden.
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Abb. 34: Kopplungsgruppe sechs aus der Prunus-Referenzkarte mit selbsterstellten TE-Primern (in griin). Es
wurden hauptséchlich Sequenzen gewihlt, die in unmittelbarer Néhe zum Si-Locus bei Prunus liegen.

Seite | 58



Ergebnisse

Alle TE-Primer wurden mit den Eltern der Pop. 94/1 getestet. Die Ergebnisse sind in der

nachfolgenden Tabelle dargestellt. TE3 wurde auerdem auch in der Kopplungskarte der

Population 97/7 lokalisiert (4.4 Erweiterung der Rosenkopplungskarte 97/7), nachdem

festgestellt wurde, dass der Locus in der Néhe des Si-Locus bei Rosen kartiert.

Tab. 15: Ergebnisse der analysierten TE-Primer. Es wurden je Prunus-Sequenz (http://www.bioinfo. wsu.edu/cgi-
bin/gdr/cmap/map_set_info?mapset_aid=43) mehrere Primerpaare erstellt.

PP_LEa0014019f
PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0013F14f
PP_LEa0019N24
PP_LEa0019N24
PP_LEa0019N24
PP_LEa0010H23f
PP_LEa0010H23f
PP_LEa0014K15f
PP_LEa0014K15f
PP_LEa0028D19f
PP_LEa0028D19f
PP_LEa0028D19f
PP_LEa0014019f
PP_LEa0014019f
PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0009M17f
PP_LEa0009M17f
PP_LEa0009M17f
PP_LEa0009M17f
PP_LEa0019N24
PP_LEa0019N24
PP_LEa0019N24
PP_LEa0002NO7f
PP_LEa0002NO7f
PP_LEa0002NO7f
PP_LEa0002NO7f
PP_LEa0010I01f
PP_LEa0010I01f
PP_LEa0010I01f
PP_LEa0010I01f
PP_LEa0010I01f
PP_LEa0010I01f
PP_LEa0008M15f
PP_LEa0008M15f
PP_LEa0008M15f
PP_LEa0004K10f
PP_LEa0004K10f
PP_LEa0004K10f
PP_LEa0004K10f

TE2

TE3

TE4

TES
TE5+6
TE6+6
TE7
TE8+7
TE9
TE10
TE11
TE12+11
TE13
TE14
TE14+15
TE16
TE16+17
TE18+16
TE18+19
TE20
TE21+20
TE22
TE21+23
TE24
TE25
TE26
TE27
TE27+28
TE28+27
TE28
TE29
TE29+31
TE30+29
TE31+29
TE31
TE30+31
TE32
TE33+32
TE34+32
TE35
TE36+35
TE35+37
TE36+37

unspez.
Ja

Ja

Ja

Ja

Zwei
unspez.
Nein
unspez.

Ja

Nein

Nein
unspez.
unspez.
Zwei Banden
Ja

Ja

unspez.
Nein

Ja

unspez.

Ja

Ja

Zwei Banden
unspez.
Zwei Banden
Nein

Nein

Ja

Ja

unspez.
unspez.
unspez.
unspez.
unspez.
unspez.
unspez.
unspez.

Ja

Nein

Nein
unspez.
Zwei Banden

Gradient
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
Gradient
Gradient
Gradient
50°C
Gradient
Gradient
Gradient
Gradient
55°C
60°C
60°C
Gradient
Gradient
60°C
Gradient
Gradient
Gradient
60°C
Gradient
60°C
Gradient
Gradient
60°C
60°C
Gradient
Gradient
Gradient
Gradient
Gradient
Gradient
Gradient
Gradient
60°C
Gradient
Gradient
Gradient
55°C

1100bp
750bp
400bp
420bp
400+900bp

500+550bp
1000bp
1000bp

600bp

500+1000bp

ca. 600bp

1400bp
1600bp

250+800bp
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PP_LEa0004K10f
PP_LEa0004K10f
PP_LEa0004K10f
PP_LEa0003D12f
PP_LEa0003D12f
PP_LEa0003D12f
PP_LEa0003D12f
PP_LEa0027No06f
PP_LEa0027NO06f
PP_LEa0027N06f
PP_LEa0027No06f
PP_LEa0027N06f
PP_LEa0027No06f
PP_LEa0027No06f
PP_LEa0027N06f
PP_LEa0027N06f

TE38+35
TE38+37
TE38
TE39
TE40
TE39+40
TE40+39
TE41
TE42
TE41+42
TE42+41
TE41+43
TE43
TE42+43
TE43+41
TE43+42

unspez. Gradient
Ja 55°C

Drei Banden Gradient
mehrere Gradient
Zwei Banden Gradient
unspez. Gradient
unspez. Gradient
unspez. Gradient
unspez. Gradient
Ein bis zwei 50°C

unspez. Gradient
unspez. Gradient
unspez. Gradient
Nein Gradient
unspez. Gradient
Zwei Banden Gradient

550bp
300-500bp

400+300bp

350+550bp

Es wurden nur die PCR-Produkte sequenziert, die eine saubere Bande im Agarose-Gel gezeigt

haben. AuBerdem wurden die sequenzierten PCR-Produkte auch im SSCP-Gel auf

Polymorphismen in der Nachkommenschaft analysiert. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 16

zusammengefat. PCR-Produkte, die mehrere Banden im Agarose-Gel zeigen, und dabei in

der Nachkommenschaft aufspalten, wurden ebenfalls ausgewertet und kartiert.

Tab. 16: Ergebnisse der Sequenzanalyse von PCR-Produkten der TE-Primer.

PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0013F14f
PP_LEa0019N24
PP_LEa0019N24
PP_LEa0014K15f
PP_LEa0010KO5f
PP_LEa0009M17f
PP_LEa0009M17f
PP_LEa0002NO7f
PP_LEa0002NO7f
PP_LEa0008M15f
PP_LEa0004K10f
PP_LEa0003D12f

TE3

TE4

TES

TE6
TE10
TE16
TE22
TE21+23
TE28+27
TE28
TE34+32
TE36+37
TE39

Ja
Ja
Ja
Ja
Nein
Ja
Nein
Nein
Nein
Ja
Ja
Nein
Nein

Die untersuchten Sequenzen von TE3,

98,39%, zwei Introns
97,04%, zwei Introns
92,25%
92,20%

97,6%, zwei Introns

59,5%, ein Intron
63%

TE4, TES, TE6

SSCP-Gel
SSCP-Gel
SSCP-Gel
Agarose-Gel
SSCP-Gel
Agarose-Gel
Agarose-Gel
Nein
SSCP-Gel
Nein
Agarose-Gel
Agarose-Gel

und TE16 entsprechen den

Originalsequenzen aus der Prunus-Referenzkarte mit mindestens 92,20% bis 98,39%. Die

Sequenz des Primerpaares TE28 zeigt nur eine Ubereinstimmung von 59,5% und TE34+32

zeigt 63% Ubereinstimmung zur Originalsequenz. Das Primerpaar TE28 amplifiziert nicht die

erwartete Sequenz. Insgesamt konnten fiir zehn Primerpaaren 11 TE-Loci fiir die Population

94/1 kartiert werden.
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4.2.2.2 Isolierung von Rosenhomologen zu SI Genen anderer Rosaceae

Fiir die Untersuchung der Si-Komponenten SFB, S-RNase und HT-B in Rosen wurden
sowohl Primer aus Ver6ffentlichungen verwendet als auch degenerierte Primer aus Sequenzen
verwandter Arten mit Primer3 erstellt. In den nachfolgenden Tabellen 17 bis 19 sind alle
getesteten Primer, Amplifikation, GroBe und Referenzdaten dargestellt.

Tab. 17: Primer fiir S-Locus spezifische F-Box-Proteine. Die PCR-Primer stammten aus Verdffentlichungen oder wurden
mit Primer3 aus verdffentlichten Sequenzen fiir S-Locus spezifische F-Box-Proteine erstellt. Die Tabelle zeigt die PCR-

Ergebnisse. Das Primerpaar Sil5 wurde fiir weitere Analysen eingesetzt und die amplifizierte Sequenz diente zudem als
Vorlage fiir die Erstellung weiterer PCR-Primer.

SLFL2 Si5 Ja, schwach ca. 400bp SONNEVELD et al., 2005
S6-exon-F1 Si6 Ja, schwach ca. 500bp Hauck et al., 2006
S6-C3R-Primer
SFB-1rev Si8 Ja, aber auch unspez.  500bp RoMERo et al., 2004
SFB-5forw Si8b
SFB-1rev Si8 Drei Banden 200, 500, 1100bp RoMERo et al., 2004
SFB-6forw Si8c
SFBc-F Si15 Ja 1000bp RoMERo et al., 2004
SFBc-R
RFB1-F Si18 Nein -- RoMERo et al., 2004
SFBcR Si15
RFB2-F Si19 unspez. - RoMERo et al., 2004
SFBc-R Si15
PaSFB3-F Si20 Nein -- SONNEVELD et al., 2005
PaSFB3-R
PaSFB4-F Si21 Nein - SONNEVELD et al., 2005
PaSFB4-R
PcSFB26-F Si24 Nein - Hauck et al., 2006
PcSFB26-R
SFBfF1 Si25 Zwei Banden ca. 1600bp UsHuIMA et al., 2004
SfinsRO
SCa01F Si26 UsHuimA et al., 2004
SLFLF3 Si27 Zwei Banden ca. 500bp UsHuIMA et al., 2004
SLFLR3
SLFL3F2 Si28 Drei Banden ca. bei 500bp UsHuimA et al., 2004
SLFL3F2
Primer fiir Si15: SFBifor+rev Ja ca. 400bp

SFB2forw Ja, schwach ca. 700bp

SFBlrev

SFB1forw Ja ca. 700bp

SFB2rev

SFB2forw+rev Ja ca. 700bp

SFB3forw+rev Ja ca. 400bp

SFB1forw Ja ca. 700bp

SFB4rev

SFB2forw Ja ca. 700bp

SFB4rev

SFB5forw+rev Ja 500bp

SFB6forw Ja 500bp

SFB5rev 1000bp

SFB7forw+rev Nein --

SFB8forw Ja 1000bp

SFB7rev

SFB9forw unspez. --

SFB8rev
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SFB10forw+rev unspez. --
SFB11iforw Ja 1200bp
SFB10rev

SFB10forw Ja 1000bp
SFB12rev

SFB13forw Ja 1000bp
SFB12rev

IntronSFB2f+r Ja 300bp
IntronSFB2f+2r Nein -
SFB1213 Ja mehrere
SFB1289 Ja mehrere

Tab. 18: Primer fiir die Griffelkomponente des Si-Systems ( S-RNase). Die PCR-Primer stammten aus Ver6ffentlichungen
oder wurden mit Primer3 aus verdffentlichten Sequenzen fiir S-RNasen erstellt. Die Tabelle zeigt die PCR-Ergebnisse.

Pru-C2 Si7forw+rev unspez. -- TAo et al., 1999
Pru-C4R
1824 Si9forw+rev Nein - KAUFMANN Diss., 1991
1825

Sil0forw+rev schwach 1000bp --

Sil0forw schwach 500bp --

SilObrev

Sillforw+rev Ja 1500bp --

Sil2forw+rev Nein -- --

Sil3forw+rev Nein -- --
SRc-F Sil4forw+rev Nein -- RoMERoO et al., 2004
Pru_C5
RS1-F Sil6forw schwach 250,550bp Tao et al., 1999
Pru-C4R Si7rev
RS2-F Sil7forw Nein -- Tao et al., 1999
Pru-C4R Si7rev
Ishimizu-F und -R Si22 schwach 1600bp IsHIMIZU et al., 1998
PcS13-F und -R Si23 unspez. -- Hauck et al., 2006

Si29 Ja 200 u. 800bp --

Si30 Nein -- --

Si31 Ja 300+500bp --
ROS4und 5 -- Ja, unspez. - -
C1und C5 -- Nein -- SONNEVELD et al., 2001
Tab. 19: Primer fiir andere Si-Komponenten.
120k 120kf+r Ja 800bp HANcock et al., 2005
HT-B HT-NS1+2 Nein - O’BRIEN et al., 2002
HT-B HT-C1+2 Nein - O'BRIEN et al., 2002

Die molekularbiologischen Untersuchungen der beiden Hauptkomponenten S-RNase und
SFB werden nachfolgend einzeln besprochen, die Komponenten HT-B und 120k wurden nach

nicht erfolgter Amplifikation nicht néher untersucht.
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Identifizierung der Rosen-SFB-Sequenz

Fiir die Analyse der SFB-Sequenz wurden alle PCR-Produkte sequenziert, die eine saubere
Bande im Agarose-Gel gezeigt haben. Die Primerpaare Si5, Si6 und Sil5 fiihren alle zur
gleichen Sequenz. Da sich das Primerpaar Sil5 als stabiler erwies, wihrend die anderen
Primerpaare nicht immer zu einer Amplifikation fiihrten, wurde dieses Primerpaar bzw. PCR-

Produkt zur Analyse herangezogen.

Nach erfolgreicher Sequenzierung des Sil5-PCR-Produktes erfolgte mittels NCBI-BLAST
ein Abgleich in der Datenbank. Das Ergebnis dieser Analyse ist eine hohe Ubereinstimmung
zu diversen S-Locus-spezifischen SFB-Proteinen. Die Ubereinstimmungen beziehen sich

ausschlieBlich auf SFB-Proteinen und sind in der Abbildung 35 dargestellt.

Cabar kuy for alignmant sceres
i g P

Gumay

[ [}
L] Fali] Son 750 1000 1&50

Abb. 35: BLAST-Ergebnis fiir die
Sequenz des Primerpaares Sil5
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Alle Ubereinstimmungen beziehen sich
auf SFB-Proteine, die besten zehn
Ubereinstimmungen sind im  roten

= Kasten aufgefiihrt.

— Sequences producing significant alignments: (Bits) Value N

gb/EU267943.1| Prunus pseudocerasus F-box protein (SFBc) mRNA... 178 3e-121 1

= gb|AY587565.1| Prunus armeniaca S-locus F-box protein 4 (SFB4... 184 4e-120 1

P dbj|AB111521.1| Prunus avium SFB4 mRNA for S haplotype-specif... 186 2e-119 1

dbj|AB092966.1| Prunus dulcis SFBa mRNA for S haplotype-speci... 174 2e-119 1

dbj|AB079776.1| Prunus dulcis SFBc mRNA for S haplotype-speci... 173 Se-118 1

gb/EU253963.1| Prunus pseudocerasus S-haplotype-specific F-bo... 184 Se-118 1

= dbj|AB096858.1| Prunus avium SFB6 mRNA for S-locus F-Box prot... 185 le-117 1

K : dbj|AB092622.1| Prunus mume S7-SLF mRNA for F-box, complete cds 182 4e-117 1

gb/EU253965.1| Prunus pseudocerasus S-haplotype-specific F-bo... 180 2e-116 1

— dbj|AB101441.1] Prunus mume SFB7 mRNA for S-locus F-Box prote... 182 4e-116 1

Die Sequenzanalyse mittels Alignment in BioEdit ergibt eine hohe Ubereinstimmung mit
SFB-Sequenzen von Prunus pseudocerasus und Prunus armeniaca (Abb. 36), sowie auch
zwischen den Rosengenotypen 93/1-117 und -119, Sp3 und 95/13 (Elter der Population 97/7).
Es wurden durch Vergleiche zwischen genomischen Sequenzen und cDNA-Sequenzen des
Primerpaares Sil5 zwei Introns ermittelt, die auch durch den Vergleich mit Prunus-

Sequenzen bestétigt werden. Sie sind in der Abb. 36 durch rote Késtchen gekennzeichnet.
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Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

117 a Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a_Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4
pseudocerasus SFB-7

40 50
R B R R I R RN R R I I IR I
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGC. CCCT.
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
ATGACGTCCACAAACGTCCGC AGGAAATCGTGTTCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAAACCCTAA
ATGTCATTTACACTATGTAAGAAAGAAATCTTAATTGACATCCTAGTAAGACTACCTGCARAATCCCTCG
ATGACATTGGCACGACGTAAGAAAGAAATCCTGATCGACATCCTAGTAAGACTGCCTGCARAATCCCTCG
ATGACATTCTCACTGCGTAAGAAAGAAATCTTAATCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCARAATCCCTTG
ATGACATTCAAACTAGGTAAGAAAGAAATCTTGATCGACATACTAGCAAGACTACCTGCAARAATCCCTGG
TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGCAAAATCTCTCG
TCGACATCCTAGTAAGACTACCCGCAAAATCCCTCG
TCGACATCCTGGTAAGACTGCCTGCAAAATCTCTCG
80 100 110 120 130
IR RN R I R R R P I NI I I |
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACARATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAARATCT
TGCGGTTTTTATGTGCATGCAAAGCATGGAGTGATTTGATTAGCAGCCCAGATTTTGTCTCTACAAATCT
TTCGGTTTCTTTGTACATGCAAGTCATGGATGGATTTGATTGGCAGCTCGAGTTTTGTTAGAACACACCT
TTCGATTTCTCTGTACATGCAAGTCATGGAGTGATTTGATTGGCAGCTCCAGTTTTGTTAGCACACAACT
TTCGGTTTCTGTGTACATGCGAGTCATGGAGTGATTTGATTGGCAGCTCGAGTTTTGTTAGCGTACACCT
TTCGGTTTCTTTGTACATGCAAGTCATGGAGTGATTTGATTGGCAGGTCCAGTTTTGTGAGCACACATAT
TTCGGTTTCTGTGTACATGCAAGTCATGGAGTGGTTTGATTGGCAGCTCGAGTTTTGTTAGCATACACCT
TTCGGTTTCTGTGTACATGCAAGTTATGGGGTGATTTGATTGGCAGCTCAAGTTTTGTTAGTGCACACCT
TTCGGTTTATGTGTACATGTAAGTCATGGAGTGATTTGATTGGCAGCTCCAGTTTTGTTAGCACACACCT
150 160 170 180 190 200
EE R e L T IR T i e e L S S I IR
TAACA TATCACAAAACGCAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACCCGGATTTTAAACGGGT
TAACACAAATATCACAAAACGCAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACCCGGATTTTAAACGGGT!

60
-

90

TAACACAAATATCACAAAACGCAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACGEEGSATTTTAAACGGGT!
TAACACAARFPERCACAAAACGLCAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCAC ATTTTAAACGGGT!
TAACA GACAAAACGCAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACC ATTTTAAACGGGT!

CACAAAACGCAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACCCGGATTTTAARACGGGT

TAACACAAATATCACAAAACG
TAACACAAATATCACAAAACG
TAACACAAATATCACAAAACG

CAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACCCGGATTTTAAACGGGT
CAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACCCGGATTTTAAACGGGT
CAGAAATATGCATCTACTCTGCCTCCACCACCCGGATTTTAAACGGGT

TCATAGGAATGTCACAAAACATGCCCATGTCTCTCTACTCTGCCTCCACCACCAAAGTTTTGAATGTCA
TCATAGGAATGTCACAAAACATGCCCACGTCTATCTGCTTTGCCTCCACCACCCAAATTTTGAACGAAAC
TAACAGGAACGTCACAAAACATGCCCATGTCTATCTACTCTGCCTCCACCACCCAAATTTTGAACGCCAG
TAATAGGAATGTCAGTAAACATGCCCATGTCTATCTACTTTGCCTCCACCACCCAACTTTTGAACGTCAA
TAACAGGAATGTCACAGAACATGCCCATGTCTATCTACTCTGCCTCCTCCACCCAAATTTTGAACGTCTG
TAATAGGAATGTCACAARAACGTGCCCCTGTATATCTTCTTTGCCTCCACCACCCAAATTTTGAACGTCAG
TAATAGGAATGTCAATAAACATGCCCATGTATATCTACTTTGCCTCCACCATCCAAATTTTGAATGTGTG

70

140

210

220 230 240 250 260 270 280
....\....I....\.1..I....\....I....\....I....\....\....I. 2 P P |
GTCGATTTGGAGGATCCATAYGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATBEAAACATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATCLATATIGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATGAAACATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATCLATATGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTAT\GA ATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATC GTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATE HCATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATCCATATGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTAT ACATTTGAGC

GTCGATTTGGAGGATCCATATGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATGAAACATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATCCATATGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATGAAACATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATCCATATGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATGAAACATTTGAGC
GTCGATTTGGAGGATCCATATGTTAAACAAGCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCACTATGAAACATTTGAGC

GTTGACCCTGATGACCCATATGTTGGACAAGAACTTCAATGGTCTCTGTTTTGCAACGAAACGTTTGAGC

GACGACCCTGATGATCCATATGTTAAACAAGAATTTCACTGGTCTCTTTTTTCGAATGAAACATTTGAGG
GCAGACCCTGATGACCCATATGTTGAACAAAAATTTCACTGGTCTCTATTTTCGAATGAAACATTTGAGG
AATGACAACGATGACCCATTTGTTGAAGAAGAACTTCAATGGTCACTTTTTTCAAATGAAACATTTGAGC
GCCGACCCTGATGACCCATATGTTAAACAAGAGTTTAGCTGGTCTCTTTTTTCGAATGAAACATTTGAGG
AACGACACTGATGACCCATATGACATAGAAGAACTTCAGTGGTCACTTTTTTCCAAAGAAACATTTGAGC
GTGGACCCTGATGACCCATATTTAGAAGAAGAAGTTCAATGGTCTCTTTTTCCCAATGAAACATTTGAGG
GCAGACCCTGATGACCCATATGTTGAACAAAAATTTCACTGGTCTCTATTTTCGAATGAAACATTTGAGG
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Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

117 a Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a_Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a_Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5
Sil5

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

117 a_Ml3uni
117 b _Ml13uni
119 a Ml3uni
119 b Ml3uni
95/13 a_M13uni
95/13 b_M13uni
Sp3 a_Ml3uni
Sp3 c_Ml3rev

GenomeWalkingSFBcomplete

Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus
Prunus

pseudocerasus SFB-5
pseudocerasus SFB-1
pseudocerasus SFB-7
pseudocerasus SFBc-s
armeniaca SFB1l
armeniaca SFB2
armeniaca SFB4

290 300 310 320 330 340 350

L L L . L . L I L I L L . L

AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT
AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT

AGGGCTTGGGGTTAAGCCATCCCTCAGGGAGCACAGAACATTATGTGATGTATGGCTCAAGCAATGGATT

TGTGCTCCAAGTTAAGCCATCCCTTAGGGAGCACAGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAATGGTTT
AGTGCTCCAAGTTAAGCCATCCCTTAGGGAGCACAGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAATGGTTT
AGTGCTCCAAGTTAAGCCACCCCTTAGGGAGCACAGAGCGTTATGGGATATATGGATCAAGCAATGGTTT
AGTTCTCTAAGTTAAGCAATCCCTTAGGAAGCACAGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAATGGTCT
AAAGCTCCAAGATAACCCATCCCTTAGGGAGCACAGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAATGGTTT
AGTTCTCCAAGTTAACCCATCCCTTAGGAAGCACAGAATATTATGGGGTATATGGTTCAAGCAATGGTTT
AATGCTCCAAGTTAAACCATCCCTTAGGGAGCACAGAACATTATGGGATATATGGCTCCAGCAATGGTTT

360 370 380 390 400 410 420

L . L . L . L I L I L L L L

AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGGAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGGAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGAAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGAAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGAAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGGAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACGAAGTTTTGAATAGCAGGAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAATCCGGACAAAGTTTTGAATAGCAGGAGTCCTATAATCATATGGAACCCGTCCATT
AGTTTGCATTTCGAAT AAGTTTTGAATAGCA( TCCTATAATCATAT: TCCATT)

AGTTTGCATTTCGGAT GATATATTGAATTTCGATAGTCCTATATACATATGGAACCCATCGGTT
AGTTTGCTTTTCAGAT GAGATTTTGAATTTTGATAGTCCTATACACATATGGAACCCGTCGGTT
AGTTTGCATTTCGGAT GAGATATTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATGGAACCCATCGGTC
AGTTTGCATTTCGG ACGAGATATTGAATTATGATAGTCCTATACACATATGGAACCCATCGGTT
AGTTTGCATTTCAGATGAGATTTTGAATTTCGATAGTCCTATACA CATATGGAACCCGTCGGTT
AGTTTGCATTTCGGATGAGATCTTGAATTTCGATAGTCCTATACA CATATGGAACCCATCAGTT
AGTTTGCATTTCGGATGAGATATTGAATTTCGATAGTCCTATACATATA TGGAACCCATCAGTT

430 440 450 3 4720
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA
AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA

4480 480 490

TAAATTTCGCTATATGTCCCTCCAATTTG
TAAATTTCGCTATATGTCCCTCCAATTTG
TAAATTTCGCTATATGTCCCTCCAATTTG

AAGAAATTTAAGACGCTTCCATCGACCACAAACAA TAAATTTCRCTATATGTCCCTCCAATTTG

AGGAAACTTAGGACCCCTCCAATAAGCTCCAACATTAACATTAAATTTAGCCATGTTGCTCTGCAATTCG
AAGAAATTTAAGACCCCTCCAACGAGCACCAACATTAACATTAAATTTGCCTATGTTGCTCTCCAATTCG
AGGAAACTTAGGACCCCTCCAATGAGCGCCAACATTAACGTTAAATTTAGCCATGTTGCTCTCCTGTTCG

AGGAAATTTAGGACCCCTCCAATCAGCCCCAACA ACATTAAATTTGTCTATGTTGCTCTCCAATTTG
AAGAAATTTAAGACCCCTCCAATGAGCACCAACATTAACATTAAATTTAGCCTCGTTTCTCTCCAATTCG
AGGAAATTTAGGACCCCTCAAATGAGCACCAACATTAACGTTAAATTTAGCTATGTTGCTCTCCAATTCG
AGGAAACTTCGGACCCTTCCAATAAGCACCAACATCA TTAAATTTAGCCATGTTGCTCTCCAGTTCG
500 510 520 530 540 550 560

| ] | | | | | | | | | | |

|
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTCGCAGT)
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTCHCAGQT)
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTJGCGG
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTEGCAG
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTEGCGG
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTEGCGG

GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTCECA(

GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGAATGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTCEZAG

GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTAGTAAGARTGATGCGGATCAACAAGGATGCCTTC T
GGTTCCACCCCGGTGTTAATGACTACAAGGTCGTAAGGATGATGCGCACCAACAAAAATGCCTTGGCGGT
GGTTCCACCCCGGGGTTAATGACTACAAGACTGTGAGGATGATGCGCACCAACAAAGGTGCCGTGGCAGT
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTACAAGGTTGTAAGAATGATGCGTACCAACAAARATGCCTTGGCTGT
GCTTCCACTGTGGAGTTAATGACTACAAAGCTGTAAGAATGATGCGTACCAACAAAGATACCTTTGCGGT
GGTTCCATCCTAGGGTTAATGACTACAAGGCTGTAAGGATGATGCGCACCAACAAARATGTCTTGGCGGT
GGTTCCACCCCCTCGTTAATGACTACAAGGCTGTAAGGATGATGCGTACCAACAAARATTCTTTGGCAGT
GGTTCCATCCCGGGGTTAATGACTATAAGGCTGTAAGGATGATGCGTACCAACAAARATGCCTTGGCGAT

4570 580 590 600 610 620 630
S S S B B B B B e B B B B T
Al GYTTXTTCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGATGATCGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT]
Al G TTITCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGATGATCGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT]
Al [TATTCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGATGATCGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT]
AGAAQTTTTYTCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGATGATCGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT
AQAANT J.A'J'TCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGAQ TCGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT)
AGAAATTTATTCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGA] (JGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT
Al TTTTCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGGTGATCGAAGAAATTCCTCCATGGT TAAAATGCAAT)
A GYITTfTCTCTTAGCACCAACTCTTGGAAGATGATCGAAGAAATTCCTCCATGGTTAAAATGCAAT]
AGAA T T T TCTCTTAGCACCAACTCTTGCAAGATGATCGAAGAAATTCCTCCATCCTTAAAATGCAAT)

AGAGETMATAGTCTTAGAACAGACTCTTGGARGATGATTGAAGCAATACCTCCTTGGTTAARATGCACT
TGAGGTTTATAGTCTTAAAACAGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTAAAATGCACT
TGAGGTCTATAGTCTTAGAACAGACTCTTGGAAGATGATTGAAACAATTCCTCCTTGGCTARAATGCACT
TGAGGTTTATAGTCTTAGAACAGACTCTTGGAAGATGATTGAAACAATTCCTCCTTGGTTAAAATGCACT
TGAGGTTTATAGTCTCAGCACAGACTCTTGGAAAATGGTTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTAAAATGCACT
TGAGGTTTATAGTCTTAGAACAAACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTGAAATGCACT
TGAGGTGTATAGTCTTAGAACAGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTAAAGTGCGCT
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640 650 660 670 680 690 700
E N B L N B R R R S B R S
Sil5 117 a Ml3uni TTTAAATATCTTGAAGGTRATGTATATATGTCT I TGT T I TITTTTITI TGITTTI T TTTTTT
Sil5 117 b_M13uni TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTT
Sil5 119 a_MlBuni TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTGTTTTTTGTTTTTGTTTCTGTTTTTTTTTT
Sil5 119 b_M13uni TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTT
Sil5 95/13 a_MlBuni TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTGTTTGTTTTTTGTTTTTTTTT
Sil5 95/13 b_M13uni TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTGTTTGTTTTTTGTTTTTTTTTT
Sil5 sp3 a_MlBuni TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTT
Sil5 sp3 c_MlBrev TTTAAATATCTTGAAGGTRTGTATATATGTCTTTGTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTT
GenomeWalkingSFBcomplete TTTAAATATCTTGAAGGTRIGIATATATGTICTTIGTTTTTTTTTTTTTIGTTTTTTTTTTTTTTT
Prunus pseudocerasus SFB-5 "~ TGGCAGGATCAT 7Y
Prunus pseudocerasus SFB-1 TGGCAGCATCAT A
Prunus pseudocerasus SFB-7 TGGCAGCATCAT A
Prunus pseudocerasus SFBc-s TGGCAGCATCAT A
Prunus armeniaca SFB1l TGGCAGCATCAT A
Prunus armeniaca SFB2 TGGCAGCATTAT A
Prunus armeniaca SFB4 TGGCAGCATTAT A
710 720 730 740 750 760 770
ceenld t f t f t f t f t f t + f
Sil5 117 a_MlBuni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 117 b_M13uni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 119 a_MlBuni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 119 b_M13uni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 95/13 a_MlBuni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 95/13 b_M13uni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 sp3 a_MlBuni AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
Sil5 sSp3 c_MlBrev AGGGATGTATGTCTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAACCGACCCCTTAACCTATCCTAATGCTAACCCAAT]
GenomeWalkingSFBcomplete AGGGAIGTATGTICTTTGTTTTTTGCATTGCTAAAAA 72 TTAACCTATCCTAATGCTAA( AD
Prunus pseudocerasus SFB-5 CGGGTE
Prunus pseudocerasus SFB-1 ACGGTA
Prunus pseudocerasus SFB-7 AGGGTA
Prunus pseudocerasus SFBc-s CGGGTA
Prunus armeniaca SFB1l AGGGTA
Prunus armeniaca SFB2 AGGGTA
Prunus armeniaca SFB4 AGGGTA
780 790 800 810 820 830 840
I 1 I 1 I B I B B B BN N B BT |
Sil5 117 a_MlBuni TCTCC. TCCATCATGAAGGTACGTTCAT. TGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT,
Sil5 117 b_M13uni TCTCCAT CCATCAT GTACGTJCATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT)
Sil5 119 a_MlBuni TCTCCATCC CCATCAT@TACGT"CATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT
Sil5 119 b_M13uni TCTCJATCATCCATCAT TACGTTCATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT]
Sil5 95/13 a_MlBuni TCTCJATCCTCCATCATGAAGGTACGTTCATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT)
Sil5 95/13 b_M13uni TCTCAATCCJCCATCATGAAGGTACGTTCATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT)
Sil5 sSp3 a_MlBuni TCTCCRTCAJFCCATCATGAAGGTACGTTCATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT)
Sil5 sSp3 c_MlBrev TCTCCAT CCATCATGAAGGTACGTJCGTAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT)
GenomeWalkingSFBcomplete TCTCCATCAXTCCATCATGAARGTACGTTCATAAATGGAGTAGCCTACCGAATTCTTGAGAAAGGTTTTAT)
Prunus pseudocerasus SFB-5 TATTTTTAAATGGAGTGGCATACCACCTCATTGAGAAAGGTCGTA!
Prunus pseudocerasus SFB-1 CTTTTTTTAATGGAGTTGCATATCACATCATTCAGAAAGGTCTTCT
Prunus pseudocerasus SFB-7 TATTTTTTAACGGAGTAGCATACCACATCATTGAAAAAGGTCCTCT
Prunus pseudocerasus SFBc-s CATTTTTTAATGGAGTGGCGTACCACATCATTGAGAAAGGTCCCTT
Prunus armeniaca SFB1l CATTTTTTAATGGAGTAGCATACCACATCATTCAGAAAGGTCCTCT
Prunus armeniaca SFB2 CCTTTTTTAATGGAGTAGCATACCACATCATCGAGAAAGGTCCTAT
Prunus armeniaca SFB4 CATTTTTCAATGGAGTAGCATACCATATCATTGAAAAAGGTCCTAT
850 860 870 880 890 900 910
| | | | | | | | ] | | | | |
Sil5 117 a Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTC GGCA
Sil5 117 b Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAAAT
Sil5 119 a Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTCAG CAGTGAAGAAAT
Sil5 119 b Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTCAG
Sil5 95/13 a Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTC~E
Sil5 95/13 b Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATGTGA
Sil5 Sp3 a Ml3uni GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAAAT
Sil5 Sp3 c_Ml3rev GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAAAT

GenomeWalkingSFBcomplete
Prunus pseudocerasus SFB-5
Prunus pseudocerasus SFB-1
Prunus pseudocerasus SFB-7
Prunus pseudocerasus SFBc-s
Prunus armeniaca SFB1l
Prunus armeniaca SFB2
Prunus armeniaca SFB4

GenomeWalkingSFBcomplete
Prunus pseudocerasus SFB-5
Prunus pseudocerasus SFB-1
Prunus pseudocerasus SFB-7
Prunus pseudocerasus SFBc-s
Prunus armeniaca SFB1l
Prunus armeniaca SFB2
Prunus armeniaca SFB4

GTATAGCCTCATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAAATCGAAGAATTCATACTACCAGAGTCCGTYATC

ATTCAGCATTATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATTGCACCAGATGCCATTTGC
ATTCAGTATTATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGGATTCGAAGAATTCTTAGCACCAGATGCCATTTGC
ATTCAGCATTATGTCTTTCGATTCAGGCAGTGAAGAACTCGAAGAATTCATTGCACCAGATGCCATATGC
ATTCAGCATTATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCACCAGATGCCATTTGC
ATTCAGCATTATGTCCTTTGATTCAGGGAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCACCAGATGCCATTTGC
ATTCAGCATCATGTCCTTCGATTCAGGCAGTGAAGAATTTGAGGAATTCATAGCACCAGATGCAATTTGC

920 930 940 950 960 970
IEEEa s R I I [P I I
CGAGGAAAAGCCTTGCTTGATTTTTMACTGGTATATTTCTG
AATTTGCTTGCTTCTTGACTTTTATCCTTGTG
AGTTCAGTAGGGTTATATATCGACGTTTACAAGGACCAGATTTGCTTGCTTTTGAGATGTTATGATTGTG
AATTCATGGGGGTTATGTATCGACGTTTACAAGGAACAAATTTGCTTGCTTTCTACATTTTATGATTGTG
AATTCACGCGGGTTATGTATCGATGTTTACAAGGAACAAATTTGTTTGCTTTTTACATTTTATGATTGTG
CGTTCATTGGGGTTATGCATCGACGTTTACAAGGAACACATTTGCTTGCTTTTTGGATTTTATGGTTGTG
AGTTCATGGGGGTTATGTATTGACGTTTACAAGGAAAATATTTGCTTGCTTCTTCAGTTTTATTCTAGTG
CGTCCATCTGAGGTATGTATTGACGTTTACAAGGAACAAATTTGCTTGCTTTTTGGATTTTATCGTTGTG

IR
CCTTT

I Errrr B B B
AGTTCGCATAATTTACATATCTAC

980
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990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
B I R I I B B T I R R I
GenomeWalkingSFBcomplete ATGAGGAGGGCTTTRATAGAGGTGAGTTCTTTGTTTTTCAAGACAAACGTTGGAARACGTATGCACCCTTT
Prunus pseudocerasus SFB-5 AGGTGGAGGGCATGGACAAAATTGACTTATGGATTCTGCAAGAGAAACGGTGGARACAATCGCGTCCTTT
Prunus pseudocerasus SFB-1 AGGAGGAGGGCATGGATAAAGTTGATTTATGGGTTCTGCAAGAAAAACGCTGGARACAATTGCGTCCGTT
Prunus pseudocerasus SFB-7 AGGAGGAGGACATGGAAAAAAGTGACTTCTGGGTTCTGCAAGAAAAACGATGGAARACAATTGTCTCCTTT
Prunus pseudocerasus SFBc-s AGGAGGAGGGCATGGAGAAAACTGACTTCTGGGTTCTGCAAAAAAACCGATGGAAACAATTGTATCCTTT

Prunus armeniaca SFB1l AGGAGGAGGGCATGGACAAAATTGACTTATGGGTTCTGCAAGAGAAACGGTGGAAAAAATTGTGTCCTTT

Prunus armeniaca SFB2 AGGAGGAGGGGATGCGAAAAGCTGACTTATGGGTTCTGCAAGAAAAACGGTGGAAGCAATTGTGTCCTTT

Prunus armeniaca SFB4 AGGAGATGGGCATGGATAAAATTGACTTGTGGGTTCTGCAAGAAAAACGGTGGAAACAGTTGTGTCCTTT
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

B R T I B T R E Il I I I I |

GenomeWalkingSFBcomplete TTACTATYCTTCGCATTGTTATCATACGAT CGGGGTTAGTATAGATAATGAAGTKGTAATGGAG

Prunus pseudocerasus SFB-5 TTTTATACCCTTGGGTTATTATTGCACAAT CGGGATTAGTATAGATAATAAACTGTTAATGCTA

Prunus pseudocerasus SFB-1 TATTTCTTCTTTTGATTGTTGTAGTCCAGT GGGGATTAGTATAGATAATGAACTCTTAATAGAA

Prunus pseudocerasus SFB-7 TATTTATCCTTCGAACTGTTATAGTACAAT GGGGATCAGTATAGATAATGAACTCTTAATGCAA

Prunus pseudocerasus SFBc-s TATTTATCCTTTGATGGCTTATCGTACAAT GGGGATTAGTATAGATGATGAACTCTTGATGCAA

Prunus armeniaca SFB1l TATTTATGATCCTCTGGATTATTGT TATCGTATAATTGGGATTGGTATAGATAATGAACTCTTAATGGAA

Prunus armeniaca SFB2 TATTTATCCTTTTCATTATTATAGTCCAAT CGGTTTTAGTATAGATAATGAACTCTTAGTGGAA

Prunus armeniaca SFB4 TATTTATCCATGGGGTTTTTGTTATCGTATAAC CGGGATTAGTATAGATAATGAACTCTTAATGGGA
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

B R T I e I E Il I I I I R

SFBkomplett TYAAGARAMTACTGTAATGGTGTAGCAGATTTGTTTTTGGTRAATTACGAAAMCAGGGAAGTTCGTGAAA

Prunus pseudocerasus SFB-5 AGAATAGATGATATTGGGGGCATAGCAGATCTGCATTTGTGTGATTACGAATCCAAGGAAGTTCTTGAAA
Prunus pseudocerasus SFB-1 ATAAGAGACTTCACTAGTGGCGTAGGTCATCTGTATTTGTGTAATTACGAATCCAAGCAAGTTCTTGACA
Prunus pseudocerasus SFB-7 AGAAGAGATCACATTAAGGGAGGAGCAGATCTGTACTTGTGTAATTACGAATCCAGGCAAGTTCTTGAAA
Prunus pseudocerasus SFBc-s AGAAGAGATTTCATTGAGGGCGGAGCAGAACTGTGCTTGTGTAATTACGAATCCAAGCAAGTTCTTGAAA

Prunus armeniaca SFBl ACAGAAGATTTCCTTAGGGGCGTAGGATATCTGCATTTGTGTAATAATGAATCCAAGCAAGTTCTTGAAA
Prunus armeniaca SFB2 CGAAAAGATTTCGCTAGGGGCATAGGGGATCTGCATCTGTGCAACGACAAATCCAAGCAAGTCCTTGAAA
Prunus armeniaca SFB4 AGAAGAGATTTCTTAAAGGGCGTAGCAGATCTCTATTTGTGTAAGTACGAATCCAAGCAGGTTCTTGAAA

Abb. 36: Alignment von Sil5-Sequenzen verschiedener Kreuzungseltern mit Prunus-SFB-Sequenzen
(2il166092913\|gb|EU253965; gi|166092911|gb|EU253964; gi|166092909\gb|EU253963; gi|l167515236|gb|EU267943;
£i|50059167|gb|AY587563; gi|50059164|gb|AY587562; gi|50059171|gb|AY587565) und der SFB-komplett-Sequenz.
Die Sil5 Sequenz wurde mittels RACE und GenomeWalking in beide Richtungen verlidngert
(GenomeWalkingSFBcomplete), wobei die ersten 1000bp nicht dargestellt sind Die Intronregionen (rote Umrandug)
wurde mittels Alignment mit cDNA-Sequenzen (nicht dargestellt) ermittelt. Fiir die Kartierung wurde ein anderes
Primerpaar SFB2+2 herangezogen, dessen PCR-Sequenz durch blaue Umrandung gekennzeichnet ist. Durch rote ovale
Umrandungen sind die wenigen SNPs gekennzeichnet, in denen sich die Rosen-SFB-Sequenzen unterscheiden.

Die Nummerierungen beziehen sich auf den Vergleich mit der Aminoséurestruktur in Abb. 37.

Die Sequenzen der Genotypen 93/1-117, 93/1-119, 95/13-39 und Spalier3 unterscheiden sich
nur in wenigen SNPs, die in der Abbildung 36 durch rote ovale Umrandungen gekennzeichnet
und z.T. fiir einen Vergleich zwischen der Aminosdure- und Proteinstruktur nummeriert
worden sind (4bb. 37). Die beiden Sp3-Sequenzen stimmen untereinander und mit einer
Sequenz von dem Genotyp 95/13-39 {iberein. Zwischen den Sequenzen des Genotyps 95/13-
39 wurde nur ein SNP gefunden. Da sich die Allele von Prunus pseudoceratus auch nur in
wenigen SNPs unterscheiden, kann es sich bei den untersuchten Genotypen auch um

verschiedene SFB-Haplotypen handeln.

Dafiir ist es entscheidend die Proteinstruktur (4bb. 37) zum Vergleich heranzuziehen, da ein
Basenaustausch nicht zwangslaufig auch zum Aminosdureaustausch fiilhren muf. Es wurde
das Ubersetzungsprogramm auf der Internetseite von EMBL EMBOSS fiir die Translation

verwendet. Die Intronregionen wurde nicht miteinbezogen.

Fiir die Genotypen 93/1-117 und -119 werden drei verschiedene Allele vermutet. Nach
Zuordnung der SNPs lassen sich in vier Féllen Unterschiede feststellen, die sich auch auf die
Aminosduresequenz auswirken. Die vier Unterschiede lassen sich zu vier verschiedenen

Allelen zuordnen.
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Sil5_1
Sil5_1
Sil5_1
Sil5_1
Sil5_1
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Abb. 37: Alignment von Sil5-Protein-Sequenzen. Die Unterschiede in der Aminosdurestruktur zwischen den Eltern
der Population 94/1 sind zur leichteren Ubersicht mit rot umrandet. Die Doppelpunkte der Clustal Consensus Sequenz
stehen fiir Aminosduren, die sich in ihrer Funktion dhneln. Unterschied 1 zeigt keine Aminoséduren mit #hnlicher
Funktion. Die anderen Aminoséureaustausche koénnen trotz Austausch die gleiche Funktion ausfiihren.

Die PCR-Produkte, die mit dem Primerpaar Sil5 amplifiziert wurden, zeigten weder im

Agarose-Gel noch in der SSCP-Analyse einen Polymorphismus in der Nachkommenschaft.

Die vorhandene Sequenz wurde mittels 3'-RACE und GenomeWalking (3.7 RACE und 3.8

GenomeWalking) verldngert, um die flankierenden DNA-Regionen anschlieBend auf DNA-

Polymorphismen zu untersuchen (4bb. 38).

Die Gesamtsequenz wurde bereits in der Abbildung 36 miteinbezogen.
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Die mit den Primerpaar Sil5 ermittelte DNA-Sequenz mit 860bp Linge wurde mit Genome
Walking um 1180bp und 3'RACE um 570bp verldngert (4bb. 38). Das 5S'RACE ergab kein
Ergebnis, so dass der vermutliche Translationsstart des SFB-Gen nur durch Alignment mit
vorhandenen SFB-Sequenzen von Prunus ermittelt werden konnte (4bb. 36).

GenomeWalking PR Primerpaar Sil5 — » 3'RACE
—> <

9y B5SGS|SSSSSSS>S>NS-NN>
1180bp 860bp 570bp

Abb. 38: Verlingerung der Sil5-DNA-Sequenz. Die Sequenzen aus GenomeWalking und PCR mit dem
Primerpaar Sil5 beziehen sich auf genomische DNA, die durch 3’'RACE ermittelte Sequenz auf cDNA.

Die ermittelte DNA-Gesamtsequenz wurde mit bekannten SFB-Sequenzen von Prunus
verglichen um den Beginn des SFB-Gens ermitteln zu konnen. Das Gen-Ende wurde mit

3'RACE ermittelt (4bb 39).

GenomeWalking __, PrimerpaarSils " 3'RACE

1180bp 860bp 570bp
50bp 7op=1  90bp

Abb. 39: SFB-Struktur. Die roten Bereiche stellen Exons und die griinen Bereiche sind die durch Alignments zwischen
cDNA- und genomischen DNA- Sequenzen ermittelte Introns

Fiir die Kartierung wurde ein weiteres Primerpaar SFB2+2, erstellt auf Basis der bekannten
Sequenz, verwendet. Die PCR-Sequenz des Primerpaares SFB2+2 ist in der Abbildung 39
durch eine blaue Umrandung gekennzeichnet. Zwischen SFB und Selbstinkompatibilitit sind
35 Rekombinante und zwischen SFB und TE3 und TE4 sind 42 Rekombinationen in der
Nachkommenschaft. Zwischen SFB und dem Merkmal Bliitenfiillung sind 21
Rekombinationen in der Nachkommenschaft. Dennoch wurde SFB wie auch die Merkmale

Selbstinkompatibilitdt und Bliitenfiillung auf derselben Kopplungsgruppe kartiert.

Fiir die Kartierung des SFB-Gens wurden zusitzlich zu SFB2+2 weitere Marker mit Hilfe
zusitzlicher Primerpaare (SFB1289 und SFB1213) entwickelt. Die SFB-Primer wurden
anhand der verlangerten Sequenz beruhend auf dem Primerpaar Sil5 erstellt und spalteten

bereits im Agarose-Gel sichtbar auf (siche nachfolgende Abbildung).
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Abb. 40: Amplifikation des Primerpaares
SFB1289+112. Die Primer wurden anhand
der kompletten SFB-Sequenz (Abb. 38)
erstellt. Die Aufspaltung der Pop. 94/1 kann
im Agarose-Gel ermittelt und ausgewertet
werden.

Alle SFB-Primerpaare wurden dominant ausgewertet und in dem Elter 93/1-119 kartiert (4.3

Kartierung).

Expressionsexperimente

Zur weiteren Uberpriifung der Identitit der mdglichen SFB-Sequenz wurde eine

Expressionsanalyse (4bb. 41) durchgefiihrt. Die Si-Gene werden nur in den entsprechendenen

Geweben exprimiert. Mit einer Expressionsanalyse kann untersucht werden, in welchen

Geweben eine amplifizierte Sequenz exprimiert wird. Zur Untersuchung der Si-15 Sequenz

wurde eine PCR mit cDNA von Antheren, Griffeln, Bléttern und Petalen durchgefiihrt. Als

Positiv-Kontrolle wurde genomische DNA des Genotyps 93/1-119 verwendet. Zuvor wurde

dic ¢cDNA mit einer Actin-PCR auf Reinheit kontrolliert, da ein Vorhandensein von

genomischer DNA das Ergebnis verfdlschen wiirde.

Abb. 41: Expressionsanalyse der SFB-Sequenz. Die
Analyse wurde mit Antheren (A), Blittern (B), Griffeln (G),
Petalen (P) und als Kontrolle mit genomischer DNA der

-
J=

1

- .-.l.'

oy

A E a P

Elternpflanze 93/1-119 durchgefiihrt. Auer der genomischen
DNA konnte nur in Antheren ein PCR-Produkt amplifiziert
werden. Die PCR-Sequenz aus Antheren ist kiirzer als die
genomische DNA, da die mRNA keine Introns enthilt.
Rechts ist die Kb-Leiter im Agarose aufgetragen.

Die Analyse der PCR-Produkte im Agarose-Gel zeigte nur flir die genomische DNA und
Antheren-cDNA eine Amplifikation (4bb. 41). Die PCR-Sequenz aus Antheren ist kiirzer als
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die der aus genomischer DNA, da die mRNA keine Introns enthilt. Dies ist neben der zuvor
erfolgten Kontrolle der cDNA eine weitere Bestéitigung dafiir, dass es sich nicht um eine

Kontamination mit genomischer DNA handelt.

In Bléttern (B), Griffeln (G) und Petalen (P) wird die mit dem Primerpaar Sil5 amplifizierte

Sequenz nicht exprimiert.

Untersuchungen zur Rosen-S-RNase

Fiir die molekularbiologische Untersuchung des S-RNase-Locus im Rosengenom wurden alle
sauberen PCR-Banden aus dem Agarose-Gel eluiert und sequenziert. Die PCR-Produkte der
Primerpaare Si7, SilOb und Si29 wurden genauer analysiert. Es war nicht moglich ein
Alignment zwischen den ermittelten Sequenzen und Prunus-S-RNase-Sequenzen zu erstellen.
Allerdings war es auch z. T. auch nicht moglich ein Alignment zwischen verschiedenen

Prunus-S-RNase-Sequenzen zu erstellen, da die S-RNasen sehr polymorph sind.

Auch die BLAST-Analyse in NCBI ergab kein spezifisches Ergebnis, da die S-RNasen hoch

polymorph sind und noch keine Sequenzen von Rosen bekannt sind.

Ermittlung der Rosen-S-RNase-Sequenz durch BAC-Klon-Analyse

Da die PCR-Sequenzen der Primerpaare Si7, SilOb und Si29 nicht durch Alignments mit
Prunus-S-RNasen bestitigt oder ausgeschlossen werden konnten, wurde eine Analyse von
BAC-Klonen (3. Methoden, 3.13 BAC-Klone) in die Untersuchung mit einbezogen. Hierzu
wurden BAC-Klone (4bb. 42) ermittelt, welche die Sequenz des Primerproduktes Sil5
enthalten. Ist die Sequenz des SFB-Proteins auf einem Klon lokalisiert, so besteht eine hohe
Wabhrscheinlichkeit durch BAC-Klon-Sequenzierung auch die Sequenz der S-RNase zu
ermitteln, da die beiden Komponenten des Si-Systems nah zusammen liegen miissen, um

nicht durch Crossing over getrennt zu werden.

Abb. 42: Hybridisierung der BAC-Bank.
Auf dem Film sind die positiven Signale der
Klone 65F8, 65F9, 6505, 64A21, 33B20 zu
erkennen.

Die Hybridisierung der BAC-Bank mit der radioaktiv markierten Sil5-Sequenz hat klare

Signale ergeben (4bb. 42), denen neun Klone zugeordnet werden konnten. Die Klone 65F8S,
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65F9, 6505, 64A21, 130N4, 130N3, 33B20, 76K12 und 101A5 wurden mit HindIIl einem

Restriktionsverdau unterzogen, um die Klone auf Reinheit zu iberpriifen und durch

gemeinsame Banden zwischen den verschiedenen Klonen, die Bande zu ermitteln, die die

SFB-Sequenz enthélt (4bb. 43).

Abb. 43: HindllI-Restriktionsverdau der
BAC-Klone 65F8, 65F9, 6505, 64A21,
130N4, 130N3, 33B20, 76KI12 und 101A45.
Das Bandenmuster (jeder Klon jeweils
dreimal aufgetragen) bestitigt die Reinheit
der Klone.

64 421 101 A5 130 W5
Abb. 44: Agarose-Gel zur Uberpriifung der
P C:R mit def' BAC-Klonen ,““‘! dem 130M4130N3 33B20 65F% 65F9 6505 T6KI2
Primerpaar Sil5. Es wurden jeweils drei - —n- - e e e e e

PCRs pro Klon durchgefiihrt und auf das Gel =% -
aufgetragen. Es wurden nur die Klone 64A21,

65F8, 65F9, 6505 und 76KI12 in weitere T T S -Sasssss

Analysen einbezogen.

Von jedem neuausgestrichenen Klon wurden je drei Klone weiter analysiert und alle zeigten
das gleiche Bandenmuster nach HindIII Restriktionsverdau, so dass davon ausgegangen

werden kann, dass die BAC-Kultur jeweils nur einen Klon beinhaltete.

Die Uberpriifung der BAC-Klone mittels PCR mit dem Primerpaar Sil5 (4bb. 44) ergab fiir
die Klone 64A21, 65F8, 65F9, 6505 und 76K12 eine zuverldssige Amplifikation. Die {ibrigen
Klone wurden von weiteren Analysen ausgenommen. Zusitzlich zu der PCR-Uberpriifung
wurden die Klone nach HindIII-Restriktionsverdau mit einer Sil5-Sonde hybridisiert (Abb.
45), da auch eine Zuordnung einer bestimmten Bande zur SFB-Sequenz nach HindIII bei der
Vielzahl an Banden zu ungenau ist. Die Hybridisierung war erfolgreich und zeigte fiir den

Klon 6505 eine Abweichung gegeniiber den Klonen 65F8, 65F9, 64A21 und 76K12.

Abb. 45: Hybridisierung der BAC-Klone
nach HindIII-Verdau mit einer Sil5-Sonde.
Der Klon 6505 zeigt eine Abweichung
gegeniiber den Klonen 64A21, 65F8, 65F9,
und 76K12.
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Die BAC-Klone wurden von beiden Seiten ansequenziert, damit anhand der Sequenz Primer
erstellt werden konnten. Mit den erstellten Primern wurde eine PCR mit der

Annealingtemperatur von 62°C (siehe 3.6.3 PCR-Standardprogramm) durchgefiihrt.

Die Primer (siche Anhang) wurden nach dem jeweiligen Klon benannt fiir den sie erstellt
wurden und fiir die beiden Enden jeweils mit a und b bezeichnet. Die Nummer gibt die
Basenzahl der Sequenz des jeweiligen Klons an, so dass die Differenz der beiden Primer-
Nummern jeweils die erwartete BandengroBe ergibt, Bsp. Primerpaar 6505aforw265 und
6505arev428 sind Primerpaare fiir den Klon 6505 und die erwartete Bandengrofe ist 428-
265=163bp (Abb. 46 und Abb. 47).

&3 Fib2 B505b &4F &b
6505a1 650522 Texlza Gdazia 65F &b

-esa. e -
I - ' i

Abb. 46: Ausrichtung der BAC-Klone zueinander durch Analyse der BAC-Enden mittels PCR. Die Beschriftung

bezieht sich auf die verwendeten Primerpaare, z.B. 6505a und b sind fiir die Enden des 6505-Klons erstellt worden.

Wird die Sequenz von den anderen Klonen amplifiziert, dann iiberlappen sie sich an dieser Stelle. Die vier Ansitze
bestehen aus den BAC-Klonen mit der Reihenfolge: 65F8, 6505, 76K12 und 64A21.

n.v. n.v. n.v. n.v.
Ja Ja Ja Ja
Nein Nein Ja Nein
Ja Ja Ja Ja

Ja Nein Ja Ja
Nein Ja Nein Nein
n.v. n.v. n.v. n.v.
Ja Ja Ja Ja

b 65F8 a
a 6505 b
a TOKI2....oiiiiiiinieincicicceeceeeee b
b  64A21 a

Abb. 47: Ergebnis der Ausrichtung der BAC-Klone zueinander. Oben ist die tabellarische
Darstellung des Ergebnisses der PCR-Uberpriifung im Agarose-Gel gezeigt. Eine Amplifikation (ja)
belegt das Vorhandensein einer Sequenz, die in einem anderen Klon ermittelt wurde. Z.B. zeigt die
Amplifikatin des Primerpaares 6505a im Genotyp 65F8, dass die Sequenz, die fiir ein Ende des
Klons 6505 ermittelt wurde, auch im Klon 65F8 vorhanden ist.

Unten ist die graphische Darstellung der Lokalisierung der BAC-Klone zueinander gezeigt, die sich
aus den Ergebnissen (Tabelle) ergibt..
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Die Lage der BAC-Klone im Rosengenom wurde durch PCR mit einem Primerpaar des Klons
65F8 in der Population 94/1 mit anschlieBender SSCP-Analyse kartiert (4.3 Kartierung). Die
Aufspaltung in der Nachkommenschaft 94/1 mit 99 Individuen gleicht nach dominanter
Auswertung mit nur einer Rekombinante der Aufspaltung fiir das Primerpaar SFB2+2. Dies
bestitigt das Ergebnis der Hybridisierung, nach der die Sequenz des SFB2+2 Amplifikates in
den BAC-Klonen lokalisiert ist.

L

oW W w o om WM N WM W aaams 474y

i} |

ac w3Pn.

Abb. 48: PCR-Produkte der Primerpaare 65F8 und SFB2+2 (Pop. 94/1) im SSCP-Gel. Die Aufspaltung
der Allele in der Nachkommenschaft ist fiir beide Primerpaare identisch.

Im SSCP-Gel 14Bt sich fiir beide Primerpaare die gleiche Aufspaltung in der
Nachkommenschaft darstellen (4bb. 50).

Tab. 20: Spaltungsmuster der Primerpaare SFB2+2 und BAC65F8 in der Population 94/1.

Primerpaar Genotyp 93/1-117 Genotyp 93/1-119 Genotyp aa Genotyp ab -

SFB2+2 aa ab 50 41 1,46

BAC65F8 aa ab 49 41 1,46

Fiir die Analyse der S-RNase-Sequenzen wurde mit den S-RNase-Primern und der BAC-
Klone eine PCR durchgefiihrt. Die S-RNase-Sequenz und SFB-Sequenz liegen im Prunus-
Genom dicht zusammen und die Rosen-Sequenzen konnten daher gemeinsam auf den BAC-

Klonen lokalisiert sein.
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- -
BSF& 6505 TeKl2 65F 8 6505 TEK12
65F9 64AZ1 65F9 G4AZ1

Ea=SL"ea

6B5F3 B4zl 65F 3 Gdazl
65FE 6505 TEK12 65F& 6505 TEKL2

- — —
- - Abb. 49: Analyse von PCR-Produkten der

Si-Primern 7, 10, 10b und 14. Fir das
Primerpaar Sil4 zeigen drei BAC-Klone eine
Amplifikation und fiir Sil0b und Si7 zeigen
alle vier BAC-Klone eine Amplifikation.

£i10 5il0b

Fir die Primerpaare Si 7, 10b und 14 konnte eine Amplifikation mit BAC-Klon-DNA
festgestellt werden (4bb. 49). Die durch die oben genannten Primerpaare amplifizierten

Sequenzen liegen demnach in unmittelbarer Néhe zur Sil5-Sequenz.

Weitere Untersuchungen der Sequenzen durch BLAST in NCBI und Sequenzvergleiche mit

bekannten S-RNase-Sequenzen in Bioedit ergab keine Ubereinstimmung.

4.3 Rosenkopplungskarte der Population 94/1

Fiir die Population 94/1 konnten zehn Strukturgene fiir das Merkmal Ethylenempfindlichkeit
kartiert werden. Die Primerpaare RhACS1, RhCTR1 und RhETR 2 amplifizierten in jeweils
einem Elter fiir zwei Loci. Die Sequenzen der Primerpaare RhACS2, RhACS3, RhACS4,
RhACSS5, RhCTR2, RhETR3 und RhETR4 konnten jeweils nur in einem Elter kartiert
werden. In der Tabelle 21 sind die einzelnen Primerpaare und die Kopplungsgruppen der Elter
93/1-117 und 93/1-119 aufgelistet und in der Abbildung 53 als Kopplungskarte dargestellt.
Die Kopplungsgruppen, die mit A gekennzeichnet sind, gehoéren zum Elter 93/1-117, die mit
B gekennzeichneten Kopplungsgruppen zum Elter 93/1-119.
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Tab. 21: Kartierte Strukturgene auf der Kopplungskarte 94/1. In rote sind die Ethylenprimer, in blau Primer
zur TxE-Karte und in griin Primer fiir den Si-Locus dargestellt.

RhACS1 2 x Koppl.Gruppe 1 Koppl.Gruppe 1
RhACS2 -- Koppl.Gruppe 7
RhACS3 und 3b 2 x Koppl.Gruppe 2 --

RhACS4 -- Koppl.Gruppe 2
RhACS5 -- Koppl.Gruppe 2
RhCTR1 Koppl.Gruppe 2 und 3 Koppl.Gruppe 2
RhCTR2 -- Koppl.Gruppe 3
RhETR2 Koppl.Gruppe 2 2 x Koppl.Gruppe 2
RhETR3 -- Koppl.Gruppe 4
RhETR4 Koppl.Gruppe 1 --

TE3 Koppl.Gruppe 3 Koppl.Gruppe 3
TE4 Koppl.Gruppe 3 Koppl.Gruppe 3
TE5 -- Koppl.Gruppe 4
TE10 2 x Koppl.Gruppe 5 Koppl.Gruppe 5
TE16 -- Koppl.Gruppe 3
TE21+23 Koppl.Gruppe 3 Koppl.Gruppe 3
TE22 2 x Koppl.Gruppe 3 2 x Koppl.Gruppe 3
TE28 -- Koppl.Gruppe 4
TE39 Koppl.Gruppe 6 Koppl.Gruppe 6
SFB -- Koppl.Gruppe 3
BAC65F -- Koppl.Gruppe 3
Kreuzung -- Koppl.Gruppe 3
SFB1289 -- Koppl.Gruppe 3
SFB1213 -- Koppl.Gruppe 1 und 4

Von der TxE-Referenzkarte wurden sieben Sequenzen in der Kopplungskarte 94/1 kartiert.
Alle Sequenzen sind auf der TXE Karte gemeinsam auf einer Kopplungsgruppe lokalisiert, auf
der auch der Si-Locus lokalisiert ist. In der Kopplungskarte der Population 94/1 kartieren die
Sequenzen der Primerpaare TE3, TE4, TE16, TE21+23 und TE22 auf der Kopplungsgruppe
drei, auf der auch der Si-Locus vermutet wird. Die Primer TE3 und TE16, sowie TE22 und
TE21+23 amplifizierten dieselbe Sequenz, dennoch liegen sie nicht exakt auf demselben
Locus (4bb. 50). Die Sequenzen der Primer TES, TE28 und TE39 kartieren nicht auf der Si-

Kopplungsgruppe, sondern auf den Kopplungsgruppen vier und sechs.

Von den Si-relevanten Sequenzen (7ab.2] in griin) kartieren SFB, BAC65F, Kreuzung und
SFB1289 auf der Kopplungsgruppe drei, auf der nach Kartierung des Merkmals Bliitenfiillung
der Si-Locus vermutet wird. SFB1213 kartiert auf den Kopplungsgruppe eins und vier. Die
Primerpaare SFB1213 und 1289 wurden auf der Basis von dem durch RACE und Genome
Walking verldngerten Amplifikat des Primerpaares Sil5 erstellt, allerdings wurde die von

thnen amplifizierte Sequenz nicht tiberpriift.
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Abb. 50: Kopplungskarte fiir die Population 94/1. Mit A sind die Kopplungsgruppe des Elters 93/1-117 und mit B die
Kopplungsgruppen des Elters 93/1-119 dargestellt. In rot sind Sequenzen von den Primern zur Ethylenempfindlichkeit, in
blau die Sequenzen der Primerpaare zur TxE-Sequenz und in griin Si-relavante Sequenzen dargestellt.
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Die Kopplungsgruppe drei zeigt eine Besonderheit in der Aufspaltung ihrer Marker und

einige sind in der Tabelle 22 zur ndheren Untersuchung aufgelistet.

Sequenzen, die dominant aa x ab ausgewertet wurden, weisen keine erkennbare Besonderheit
auf. Anders sieht es bei Spaltungen vom Typ ab x ab und ab x ac aus. Im ersten Fall, sollten in
der Nachkommenschaft die Allele aa, ab und bb vorkommen. Im Falle der Primerpaare

SFB1213 und TE22 fehlt die Allelkombination bb in der Nachkommenschatft.

Bei der Spaltung ab x ac sollten die Allelkombinationen aa, ab, ac und bc vorkommen.
tatsdchlich sind im Falle der Mikrosatelliten Rh50 und Rh58 (Pop. 94/1) alle
Allelkombinationen vorhanden, allerdings sind die Allelkombinationen aa und ac in der
Nachkommenschaft wesentlich geringer vertreten. Der x>-Wert fiir die 1:1:1:1 Spaltung ist

daher fiir diese Marker auch entsprechend hoch (7ab. 22).

Die kartierten TE3 und TE4-Sequenzen (Pop. 94/1) und die untersuchten Kreuzungen zeigen

weder die Allelkombination aa noch ac in der Nachkommenschatft.

Tab. 22: Spaltungsanalyse der Si-Kopplungsgruppen der Populationen 94/1 und 97/7. In den roten Késtchen sind die
Besonderheiten der Aufspaltung in der Ndhe des Si-Locus hervorgehoben. TE3 und TE4, sowie die Kreuzungsanalyse (Pop.
94/1) zeigen weder die Allele aa noch ac in der Nachkommenschaft und werden daher am Si-Locus lokalisiert sein, da durch
das gametophytische System im Griffel bestimmte Allele nicht zur Keimung gelangen. Auch in der Population 97/7 sind
bestimmte Allelkombinationen des Mikrosatelliten Rh58 geringer in der Nachkommenschaft vertreten, bzw. werden bei TE3
komplett ausgeschlossen. Bei der Spaltung aa x ab sind keine Besonderheiten in der Allelverteilung zu erkennen.

Rh50 ab x ac 5 10 39 -- 37 38,81
Rh58 ab x ac 3 10 42 - 37 45,98
TE3 ab x ac -- -- 38 -- 40 65,98
TE4 ab x ac - - 40 - 48 79,54
Kreuzung ab x ac -- -- 28 -- 24 26,6
SFB aaxab 50 41 - - - 1,46
BAC65F8 aaxab 49 41 -- -- -- 1,46
SFB1289 aaxab 25 67 - - - 18,32
SFB1213_1 abxab 39 47 -- -- -- 33,08
SFB1213 2 ab x ab 43 45 -- -- -- 38,62
TE22_1 ab x ab 41 46 -- -- -- 35,67
TE22_2 ab x ab 27 48 -- -- -- 24,99
Te21u23 abxab 20 54 -- 15 -- 5,17
TE16 aaxab 48 38 - - - 2,72
Rh50 aaxab 75 90 - - -- 2.03

Rh58 ab x ac 60 84 o | - 93,28
TE3 abxab |- | 89 - 76 - 1,1
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Diese Beobachtung ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass sich der Si-Locus der untersuchten
Population auf der Kopplungsgruppe drei, mit Ndhe zu den Mikrosatelliten Rh50 und Rh58
mit enger Kopplung zu TE3 und TE4 befindet.

Auch die Si-Kopplungsgruppe der Population 97/7 zeigt fiir den Mikrosatelliten Rh58 eine
Verschiebung fiir bestimmte Allelkombinationen (ac und bc). Die TE3-Sequenz spaltet ab x
ab und sollte in der Nachkommenschaft die Allelkombinationen aa, ab und bb aufweisen. Die
Allelkombination aa ist in der Nachkommenschaft nicht vertreten und die TE3-Sequenz zeigt
ebenso wie in der Population 94/1 eine Kopplung zu den Mikrosatelliten Rh50 und Rh58 und

ist ein Hinweis auf den Locus der Si-Komponenten in der Population 97/7.

4.4 Erweiterung der Rosenkopplungskarte 97/7

AuBler den im vorigen Abschnitt besprochenen Mikrosatelliten Rh50 und Rh58, sowie TE3,
sind in der Population 97/7 noch zwei weitere Mikrosatelliten Rh73 und Rh59 Kkartiert
worden. Fiir die Mikrosatelliten Rh50, Rh58 und Rh73 wurde jeweils ein Locus detektiert,
wiahrend fiir Rh59 drei Loci (95/13-39) bzw. vier Loci (Spalier3) auf unterschiedlichen
Kopplungsgruppen analysiert wurden. Als Beispiel fiir die ersten drei Mikrosatelliten wird
nachfolgend ein Ausschnitt aus einem Mikrosatelliten-Gel von Rh58 mit der entsprechenden

Zuordnung der Allele gezeigt (Abb. 51).

Abb. 51:  Ausschnitt aus  dem

133 134 125 126 138 951353 X0 230 331 14 235237 : Mikrosatelliten-Gel von  Rh58.  Die
Mutterpflanze 95/13-39 und der GroBelter

e
¢ - ‘ " ‘ - - - Spalier 3 wurden mehrfach auf den

M el 8 kel T 3 Mikrosatelliten-Gelen ~ aufgetragen.  Die
-

az ab Einteilung der Allele steht als Beispiel
aC jeweils unter den drei Genotypen 223, 224
und Sp3.

Die Kopplungsgruppen, auf denen die Mikrosatelliten und TE3 kartiert wurden, sind in der
Abbildung 52 fiir die Mutterpflanze 95/13-39 und in der Abbildung 53 fiir Spalier 3
dargestellt und ihre Aufspaltung (7ab. 22) wurde im vorherigen Kapitel ausfiihrlicher

besprochen.
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Abb. 52: Kopplungs-
gruppen der Mutterpflanze
95/13-39 der Population 97/7
auf denen die Mikrosatelliten
und der Locus fiir TE3
kartiert wurden. Fiir Rh50
und Rh58 wurde jeweils ein
Locus und fiir  den
Mikrosatelliten Rh59 wurden
drei Loci kartiert.

Rh73

CAC-ATC225-3_1
Rh59-1
11a1-O5-Sp3a
CAg-AAg205-Sp3
11a-G2-K1
CAg-gCA191-Sp3
12a1-E12-Sp3a
11a1-05-Sp3b
12a1-E12-K4
12a1-E12-K3
11b-E10-K2
11b-E10-K4
CAg-ATC120-Sp3
CAC-ATC190-Sp3
11b-E10-K5
CAg-AAg207-Sp3
SSR-D7-2-Sp3
SSR-D7-1-Sp3

D1-F1-Sp3d
D1-D13-K
D1-K1-Sp3a
11b-E10-Sp3a
D1-F1-Sp3a
L3-E9-Sp3a
D1-F1-Sp3b

RMS35-3

Abb. 53: Kopplungsgruppen von Spalier3. Es konnten die Mikrosatelliten Rh58, Rh59 und Rh73 (in rot) kartiert
werden. Fiir Rh59 wurden 4 Loci auf unterschiedlichen Kopplungsgruppen detektiert.

Es wurden die Mikrosatelliten Rh58, Rh59, Rh73 und die Sequenz des Primerpaares TE3 fiir

die Population 97/7 kartiert.
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5. Diskussion

5.1 Ethylenempfindlichkeit

Die Haltbarkeit von Rosen, insbesondere von Schnittrosen ist von groBem wirtschaftlichem
Interesse. Aus diesem Grund wurden bereits Untersuchungen zur Haltbarkeit, die vorallem
von der Reaktion auf das Phytohormon Ethylen beeinflult wird, durchgefiihrt (JOHNSON &
ECKER, 1998; MA et al., 2005). Ethylen beeinflult viele Stoffwechselvorginge, wobei die

Reifung der Friichte und das Verwelken der Bliiten im wirtschaftlichem Vordergrund steht.

Verschiedene Pflanzen, darunter auch die Modell-Pflanze Arabidopsis thaliana wurden bisher
im Hinblick auf ihren Ethylenstoffwechsel und Haltbarkeit untersucht. Auch Rosen,
insbesondere Topfrosen wurden auf stress-induzierte Ethylenproduktion, Ethylenrezeptoren
und exprimierte Gene des Ethylenstoffwechsels untersucht (MULLER et al., 1998, 2000a,
2000b). Exogenes Ethylen 16ste dabei einen Anstieg der Konzentration an ACC-Synthase und
ACC-Oxidase aus. Beides sind Enzyme aus dem Yang-Zyklus und damit dem
Biosynthesestoffwechsel von Ethylen.

AuBer dem Verwelken der Bliiten, reagieren Rosen auch mit dem Abwurf ihrer Fiederblatter
auf das Phytohormon Ethylen, obgleich noch nicht klar ist, ob fiir das Verwelken dieselben
Gene verantwortlich sind wie fiir den Abwurf der Fiederblatter. Der Abwurf der Fiederblatter
wurde in dieser Arbeit dazu verwendet die Ethylenempfindlichkeit einiger Individuen der
Population 94/1 und ihrer Elternpflanzen zu untersuchen und anschlieBend einer QTL-
Analyse zu unterziehen. Hierzu wurde der Abwurf der Fiederblétter ab dem dritten bis zum

sechsten Tag nach Ethylenbegasung von ca. 80 Individuen verglichen.

Ab dem dritten Tag begannen einige Blitter ihre Fiederblatter abzuwerfen. Der Abwurf der
Fiederbldtter nahm in den darauffolgenden Tagen zu und die innerhalb der Population
unterschiedlich stark ausgepréigte Reaktion auf das Phytohormon Ethylen wurde erkennbar.
Nach sechs Tagen zeigt die Haufigkeitsverteilung zu dem fiir die Messung der
Ethylenempfindlichkeit herangezogenen Merkmals des Blattabwurfs nahezu eine
Normalverteilung. Die Individuen der Population 94/1 und die Elternpflanzen 93/1-117 und -
119 zeigten demnach eine messbar unterschiedlich stark ausgeprigte Reaktion auf das
Phytohormon Ethylen. Der Genotyp 93/1-119 zeigte sich als ldnger haltbar im Vergleich zum
Genotyp 93/1-117.
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Fir die Kartierung der untersuchten Reaktion auf das Phytohormon Ethylen wurde das
Programm MapQTL herangezogen. Mit dem Permutationstest wurde der Schwellenwert
ermittelt, ab dem ein QTL-Signal signifikant ist. AnschlieBend wurde ein Kruskall-Wallis-
Test durchgefiihrt um sicherzustellen, dass es sich nicht um ein zufilliges Signal handelt. Dies
kann mit dem Ergebnis von H=0 des Kruskall-Wallis Tests fiir die QTL-Signale sicher

ausgeschlossen werden.

Das Ergebnis der QTL-Analyse sind unterschiedliche Signale fiir die unterschiedlichen
Begasungsdauern mit Ethylen. Zur besseren Ubersicht sind sie nachfolgend tabellarisch
aufgelistet.

Tab. 23: QTL-Analyse. Kopplungsgruppen der Genotypen 93/1-117 und -119 denen QTL-Signale nach vier bis

sechs Tagen Ethylenbegasung zugeordnet werden konnten. Die genauere Lage der QTLs auf den
Kopplungsgruppen ist im Abschnitt Ergebnisse unter 4.1.2 QTL-Analyse dargestellt.

vier Tage Kopplungsgruppe 6 Kopplungsgruppe 6
Kopplungsgruppe 7

fiinf Tage -- --

sechs Tage Kopplungsgruppe 3 Kopplungsgruppe 3

Kopplungsgruppe 5

Beide Genotypen zeigen nach vier bzw. nach sechs Tagen auf jeweils einer gemeinsamen
Kopplungsgruppe ein QTL-Signal. Unter 4.1.2 QTL-Analyse wird die genaue Lage der QTLs
dargestellt. Sie zeigen sich in anndhernd dem gleichen Bereich von molekularen Markern, wie
z.B. fiir die Kopplungsgruppe sechs im Bereich des Markers E35M50-229. Das ist ein

Hinweis darauf, dass fiir die QTLs die gleichen Gene exprimiert werden.

Die Signale nach sechs Tagen haben sich vom vierten Tag an langsam verstérkt bis sie den
Schwellenwert tiberschritten. Die QTLs zeigen sich auf der Kopplungsgruppe drei. Auch hier
sind sie auf beiden Kopplungskarten der Eltern 93/1-117 und 93/1-119 im selben Bereich
kartiert worden und liegen in der Region des Markers TE21u23.

Auch fiir den Locus des Strukturgens RhCTR2 auf der Kopplungsgruppe drei zeigt sich ein
kleiner Anstieg im Verlauf der QTL-Kurve, der allerdings auch nicht den Schwellenwert
iibersteigt. Dieser Anstieg zeigt sich deutlich fiir den Genotyp 93/1-117, bei dem Genotyp
93/1-119 tritt er etwas verschobener auf und hat eventuell keinen Bezug zum RhCTR2-Locus.
CTR ist entscheidend bei der Weiterleitung des Signals filir eine vorhandene Bindung von
Ethylen an einen Rezeptor. Liegt keine Bindung vor, so sind die cytoplasmatischen

Rezeptoren aktiviert und verhindern eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die eine
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Ethylenantwort auslosen wiirden. Eine Insensitivitdt gegeniiber dem Phytohormon Ethylen

wire daher eher bei den Ethylenrezeptoren zu erwarten.

Zusétzlich zeigt der Genotyp 93/1-119 jeweils am Tag vier und sechs ein Signal auf einer
weiteren Kopplungsgruppe. Der Genotyp 93/1-119 zeigte sich in den Basungsversuchen als
resistenter gegeniiber dem Phytohormon Ethylen als der Genotyp 93/1-117. Weitere
Untersuchungen der Kopplungsgruppen sieben und fiinf kdnnten daher Aufschluf3 dariiber
geben, ob in den zusdtzlichen QTL-Signalen des Genotyps 93/1-119 die lingere Haltbarkeit
begriindet liegt.

Bisherige Untersuchungen zur Ethylenempfindlichkeit haben ergeben, dass eine
Ethylenbegasung einen Anstieg der Konzentrationen der Enzyme ACC-Synthase (ACS) und
ACC-Oxidase zur Folge hat. Das Strukturgen RhACS2 wurde auf der Kopplungsgruppe
sieben kartiert, welche nach vier Tagen Ethylenbegasung fiir den Genotyp 93/1-119 ein QTL-
Signal zeigt. Die QTL-Kurve zeigt bei RhACS2 einen kleinen Ausschlag, der deutlich hoher
liegt als die iibrige Kurve (abgesehen vom zuvor beschriebenen QTL-Signal), aber den durch

den Permutationstest ermittelten Schwellenwert nicht iibersteigt.

Die QTL-Kurve auf der Kopplungsgruppe sieben zeigt bei dem Locus fiir RhETR2 einen
kleinen Einbruch fiir den Genotyp 93/1-117. Dieser Einbruch zeigt sich nach allen

untersuchten Begasungsdauern von vier bis sechs Tagen.

Durch die QTL-Analyse wurden sowohl Gemeinsamkeiten (QTLs auf den Kopplungsgruppen
drei und sechs) als auch deutliche Unterschiede (QTLs auf den Kopplungsgruppen sieben und
fiinf flir den Genotyp 93/1-119) zwischen den Genotypen 93/1-117 und 93/1-119 dargestellt.

Fiir Forschungen zur Haltbarkeit von Rosen konnen die ermittelten QTLs einen Hinweis auf
die Loci der beteiligten Gene geben. Entwicklungen von molekularen Markern zur
Haltbarkeit von Rosen konnen im Rahmen von markergestiitzer Selektion Ziichtern die
Moglichkeit zu einer fritheren Selektion innerhalb ihrer Nachzuchten dienen und auch ein
gezieltes Klonieren von erwiinschten Genen ermdglichen. Die ermittelten QTLs beziehen sich
auf die Haltbarkeit von Blittern und nach Verifizierung der Ergebnisse in anderen diploiden
und tetraploiden Populationen wire eine weitere Analyse der Haltbarkeit von Bliiten sinnvoll.
Die Haltbarkeit von Blittern sind aber auch von wirtschaftlichem Interessen, da sie z.B. auch

bei Krankheitsbefall der Pflanze eine Rolle spielen kdnnen.

Fiir eine weitere Analyse der Ethylenempfindlichkeit von Rosen wurden Strukturgene zur
Ethylenbiosynthese und Ethylenerkennung kartiert, die z.T. im vorherigen Abschnitt bereits

im Zusammenhang mit den QTLs genannt wurden.
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Die amplifizierten Sequenzen wurden sowohl einer BLAST-Untersuchung in NCBI
unterzogen als auch einem Alignment mit bekannten Sequenzen aus NCBI in Bioedit. Es

konnte jeweils die Zugehorigkeit der Sequenz zum jeweiligen Gen bestétigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden acht Loci fir ACC Synthasen, fiinf Loci fiir
Ethylenrezeptoren und vier Loci fiir CTR auf den Kopplungsgruppen der Elternpflanzen 93/1-
117 und -119 kartiert. Strukturgene, welche bei beiden Eltern kartiert werden konnten, sind
auf den jeweils gleichen Kopplungsgruppen lokalisiert. Die meisten Strukturgene wurden auf

der Kopplungsgruppe zwei kartiert.

Eine Vielzahl von Stoffwechselvorgéingen beeinflussen die Haltbarkeit von Rosen und in
dieser Arbeit ist nur eine Auswahl an Strukturgenen zum Ethylenstoffwechsel kartiert
worden, daher ist es wahrscheinlich, dass sich die QTL-Signale auf Komponenten beziehen,
die in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt worden bzw. noch nicht bekannt sind. Hinweise auf
eine Beteiligung von RhETR2, RhACS2 und RhCTR2 an der Haltbarkeit von Rosen konnten
gezeigt werden. Weitere Untersuchungen hierzu konnten die Entwicklung von molekularen
Markern zur Haltbarkeit ergeben, mit denen es Rosenziichtern durch markergestiitzte

Selektion moglich wire schon im Vorfeld langere Zeit haltbare Rosensorten zu selektieren.
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5.2 Selbstinkompatibilitit

Ein gametophytisches Selbstinkompatibilitdtssystem wird schon seit einiger Zeit fiir Rosen
vermutet (RATSEK et al., 1940, COLE & MELTON, 1986) und ist fiir einige Rosaceae, z.B.
Prunus bereits gut untersucht. Fiir Prunus sind bereits >50 RNasen- und 10 SFBs- Sequenzen
bekannt. Obwohl Rosen zu den fiinf bedeutesten Zierpflanzen gehdren, ist noch keine RNase-
oder SFB-Sequenz bekannt und damit das gametophytische Selbstinkompatibilititssystem fiir
Rosen noch nicht belegt. Der Hauptgrund wird darin liegen, dass die Kulturrosen im
Gegensatz zu  Wildrosen meist tetraploid sind wund das  gametophytische
Selbstinkompatibilititssystem nur bei diploiden Rosen ausgeprdgt wird (RAJAPAKSE et al.,
2001).

Fiir Prunus sind sowohl selbstkompatible wie auch selbstinkompatible Arten bekannt und das
GSI-System greift auch bei tetraploiden Pflanzen. LANSARI & IEZZONI (1990) untersuchten
Sauerkirschen, die sowohl selbstkompatible wie auch inkompatible Pflanzen aufwiesen und
fanden heraus, dass es sich nicht um einen generellen Zusammenbruch des
Selbstinkompatibilititssystem bei Tetraploidie handelt, sondern um eine genetische Anderung

der Si-Komponenten (S-RNase und SFB) durch Mutation.

Bei Solanaceae bricht das Selbstinkompatibilititssystem bei Tetraploidie zusammen und die
Pflanzen sind selbstkompatibel. CHARLESWORTH et al. (2005) erkldrten den Zusammenbruch
mit  kompetitiver  Inhibition durch jeweils zwei verschiedene = SLF-Proteine
(Pollenkomponente), die alle vorhandenen S-RNasen binden (siehe auch 1.3.2.4 GSI-
Modelle).

Tetraploide Rosen sind wie Solanaceae selbstkompatibel. Es konnte anhand mehrfacher
unabhéngiger Regenerate des Genotyps 88/124-46 durch Colchicin-Behandlung gezeigt
werden, dass eine diploide selbstinkompatible Rose mit tetraploiden Genom selbstkompatibel

wird.

Sequenzvergleiche der Si-Komponenten von Rosen mit homologen Sequenzen von
Solanaceae und Prunoideae konnten es ermdglichen das GSI-System von Rosen entsprechend

zuzuordnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Si-System der diploiden Rosenpopulation 94/1
untersucht. Dazu wurden Kreuzungsanalysen und genetische Untersuchungen der Si-

Komponenten durchgefiihrt.
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Abb. 54: Ubersicht iiber die Untersuchung des GSI-Systems in Rosen

Kreuzungen von Rosenpopulationen am I[ZZ in Ahrensburg und am Institut fiir
Pflanzengenetik der Leibniz Universitdt Hannover haben fiir die diploiden Rosenpopulation
94/1 (ca. 100 Individuen) eine 1:1 Spaltung fiir das Merkmal Bliitenfiillung ergeben. Die
reziproken Kreuzungspopulationen 95/18 (ca. 20 Individuen), 99/16 (ca. 100 Individuen) und
99/17 (ca. 200 Individuen) zeigen dagegen fast ausschlielich gefiillte Bliiten. Normalerweise
sollte das Merkmal Bliitenfiillung 1:1 spalten, unabhéngig davon welche der Elterpflanzen als
Mutterpflanze oder Pollenspender eingesetzt wird. Mit einem Si-System wére die
unterschiedliche Aufspaltung erkliarbar, da Merkmale, die in der Ndhe des Si-Locus lokalisiert
sind, ebenfalls durch das Si-System bei der Vererbung beeinfluft werden (4.2
Selbstinkompatibilitdt). Das liegt daran, dass es durch das Si-System zu einem Allelausschluf3
kommt, wenn sich die Allele der Elternpflanzen gleichen und damit auch benachbarte Allele
der gleichen Kopplungsgruppe betroffen sind. In der Kreuzung 119 x 117 (ab x ac) wird bei
GSI das a-Allel des Elters 117 ausgeschlossen und die Nachkommen weisen die Genotypen
ac und bc auf. Bei der reziproken Kreuzung ac x ab wird das a-Allel des Elters 119
ausgeschlossen und die Nachkommen weisen die Genotypen ab und bc auf. Das Merkmal
Bliitenfiillung wurde auf der Kopplungsgruppe drei kartiert. Aufgrund der ungewohnlichen
Aufpaltung wurde angenommen, dass sich auch der Si-Locus auf dieser Kopplungsgruppe
befindet.

Wenn das der Fall ist, dann miiiten auch andere Marker auf der Kopplungsgruppe drei ein
verschobenes Spaltungsverhiltnis zeigen. Das konnten fiir die Mikrosatelliten Rh50 und Rh58

gezeigt werden, deren verschobenes Spaltungsverhéltnis an dem hohen x’~Werten von 38,81
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und 45,98 (4.3 Rosenkopplungskarte, Tab. 21) deutlich wird. Die Kreuzung ab x ac flihrt zwar
in der Nachkommenschaft zu allen erwarteten Genotypen, aber nicht im Verhiltnis 1:1:1:1,
sondern das Spaltungsverhéltnis ist deutlich zugunsten der Genotypen ac und bc in der
Nachkommenschaft verschoben. Die Mikrosatelliten RhS und Rh58 zeigt auch in der

Population 97/7 ein verschobenes Spaltungsverhiltnis.

Zur weiteren Untersuchung, ob in Rosen ein Selbstinkompatibilitdtssystem existiert, wurden
Riickkreuzungen  vorgenommen. Nach einer theoretischen Voriiberlegung (4.2
Selbstinkompatibilitdt) werden nach Kreuzung der Halbgeschwister 93/1-119 und 93/1-117
(ab x ac) drei verschiedene Si-Allele vererbt. Dabei wird das gemeinsame Allel zwischen den
Kreuzungseltern durch das GSI System nur durch die Mutterpflanze vererbt, da ein Pollen mit
dem gleichen Allel durch S-RNasen an der Befruchtung gehindert wird. In der
Nachkommenschaft kommen also nur die Allelkombinationen ac und bc vor, wihrend die
Allelkombinationen aa und ab fehlen (4.2 Selbstinkompatibilitit). Werden nun Individuen der
Population 94/1 mit einem Elter gekreuzt, dann wird aufgrund des GSI-Systems nur der
Genotyp bc mit dem Elter 93/1-117 zu einem Fruchtansatz fiihren. Kreuzungen mit dem Elter
93/1-119 fiihrt bei allen Nachkommen zum Fruchtansatz. Die Kreuzungsergebnisse mit 67
Individuen der Population 94/1 sind in der Tabelle 13 unter 4.2.1 Kreuzungsdaten dargestellt.
Demnach fiihrt die Kreuzung eines Nachkommen mit dem Elter 93/1-117 in 36 Féllen zum
Fruchtansatz und in 31 Fillen kommt es zu keinem Fruchtansatz. Die Kreuzungen mit dem
Elter 93/1-119 fiihrte immer zu einem Fruchtansatz. Da es sich bei den Kreuzungseltern um
Halbgeschwister handelte, kann eine zytoplasmatische Komponente ausgeschlossen werden,
da dieses bei beiden Eltern identisch ist. Die Riickkreuzungen belegen das Vorhandensein
eines Gametophytischen Selbstinkompatibilitdtssystem in Rosen. Das Merkmal wurde auf der
Kopplungsgruppe drei kartiert, auf der auch das Merkmal Bliitenfiillung und die
Mikrosatelliten Rh5 und Rh58 kartiert worden sind.

Die Kopplungsgruppe drei von Rosa wurde mit der Si-Kopplungsgruppe von Prunus
verglichen. Aufgrund der Syntdnie zwischen Prunus und Rosa wurden auch Prunus-
Sequenzen aus der Referenzkarte TxE (4.2.2.1 Texas x Earlygold) von der Si-
Kopplungsgruppe in Rosen kartiert. Die Marker TE3 und TE4, die auf der Referenzkarte ohne
Rekombination zum Si-Locus kartieren, zeigen im SSCP-Gel fiir die Population 94/1 bei dem
Elter 93/1-117 eine Bande (c-Allel), die in der Nachkommenschaft nicht aufspaltet, wahrend
die reziproke Kreuzung flir den Elter 93/1-119 eine Bande (b-Allel) zeigt, die in der
Nachkommenschaft nicht aufspaltet. Ohne ein Si-System hétten die SSCP-Gele der
Nachkommenschaften 94/1 (93/1-119 x 93/1-117) und 95/18 (93/1-117 x 93/1-119)
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identische Bandenmuster zeigen miissen. Entsprechend ihres verschobenen Spaltungsmuster,

welches sich auch in ihren x?>-Werten, TE3 = 65,98 und TE4 = 79,54, zeigt.

Die theoretische Allelverteilung bei GSI und das unterschiedliche Bandenmuster der beiden
Populationen in der SSCP-Analyse (4bb. 37 unter 4.2.2.1 Texas x Earlygold) erlaubt eine
Zuordnung der Allele zu bestimmten Banden im SSCP-Gel. Die daraus resultierende ab x ac
Spaltung zeigt, wie fiir ein GSI-System zu erwarten, einen Ausschlufl der Allelkombinationen
aa und ab. TE3 und TE4 wurden auf der Kopplungsgruppe drei kartiert, auf der auch der
durch die Riickkreuzungen ermittelte Si-Locus und das Merkmal Bliitenfiillung kartiert

worden ist.

Sequenzvergleiche in
Bioedit

BLAST- Unt h
. nter ngen zur )
Untersuchungen in Besféitsiuc nu i:r Sllle- Expressionsanalyse
der NCBI-Datenbank gung
Sequenz

T

Lokalisierung der SFB-
Sequenz im Rosengenom

Abb. 55: Untersuchungen zur Bestiitigung der SFB-Sequenz

Fir weitere Hinweise auf ein gametophytisches Selbstinkompatibilititssystem in Rosen,
wurden genetische Untersuchungen zur GSI-Komponenten SFB mittels dem Primerpaar Sil5
(ROMERO et al., 2004) und den aus der amplifizierten Sequenz entwickelten Primerpaar
SFB2+2 durchgefiihrt. Die durch das Primerpaar Sil5 amplifizierte Sequenz wurde zunéchst
einer BLAST-Untersuchung in NCBI unterzogen und ergab ausschlieBlich
Ubereinstimmungen mit Prunus SFB-Sequenzen (4bb. 35 unter 4.2.2 Molekularbiologische

Untersuchung des Si-Locus in Rosen).

Auch ein Sequenzvergleich in Bioedit von Sil5 amplifizierten Sequenzen mit Prunus SFB-
Sequenzen ergab eine hohe Ubereinstimmung (4bb. 36 unter 4.2.2 Molekularbiologische
Untersuchung des Si-Locus in Rosen). Im Gegensatz zur Prunus-SFB-Sequenz enthalten die

mit dem Primerpaar Sil5 amplifizierten Sequenzen in Rosen zwei Introns. Wenn es sich bei
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den amplifizierten Sequenzen um die SFB-Sequenz handelt, dann ist das ein weiterer Hinweis
darauf, dass sich die Si-Systeme von Prunus und Rosen unterscheiden, da bei Prunus auch das

Si-System bei tetraploiden Arten intakt ist, wahrend tetraploide Rosen selbstkompatibel sind.

Die Sil5-Sequenzen sind bis auf wenige SNPs identisch. Die SNPs konnen auf verschiedene
Haplotypen hinweisen, da auch zwischen Prunus pseudoceratus-SFB-Sequenzen mitunter nur
wenige SNPs zu finden sind. Einen Hinweis darauf, ob es sich dabei um SNPs oder um
Sequenzierungsfehler handelt, stellt die Wiederholung desselben SNP in verschiedenen
Genotypen dar. Fiir die Untersuchung, ob die SNPs der verschiedenen Genotypen fiir
verschiedene Allele stehen, wurde die DNA-Sequenz auf der Website von EMBL EMBOSS
auf Proteinebene analysiert. Nach der Translation zeigte sich, dass sich die meisten SNPs auf

die Proteinstruktur auswirken und es sich bei den SFB-Sequenzen um verschiedene Allele

handelt.

Nach BLAST-Untersuchungen und Sequenzvergleiche wurde auch eine Expressionsanalyse
durchgefiihrt. Hierzu wurde die Expression der von dem Primerpaar Sil5 amplifizierten
Sequenz in Antheren, Griffeln, Blittern und Petalen verglichen. Es wurde eine Expression in
Antheren bestétigt, in den iibrigen Geweben konnte keine Expression bestétigt werden.
Demnach wird die von dem Primerpaar Sil5 amplifizierte Sequenz ausschlieflich in Antheren
exprimiert. Die Positiv-Kontrolle bestand aus genomischer DNA. Die PCR mit genomischer
DNA zeigt, da Introns mit eingeschlossen sind, wie erwartet ein groBBeres Amplifikat. Auf
diese Weise kann auch sicher ausgeschlossen werden, dass das Amplifikat aus der PCR mit
cDNA von Antheren aus noch aus der RNA-Isolation vorhandener genomischer DNA besteht.
Diese Beobachtung zeigt, dass es sich bei der untersuchten Sequenz um die SFB-Sequenz

handeln kann.

Das Amplifikat des Primerpaares Sil5 wurde mittels RACE und GenomicWalking verlédngert
um die vollstindige SFB-Sequenz zu ermitteln. Da das Primerpaar Sil5 (ROMERO et al.,
2004) zu keinen Polymorphismen in der Nachkommenschaft fiihrte, wurden neue Primerpaare
erstellt und mit dem Primerpaar SFB2+2 (4bb. 38 unter 4.2.2 Molekularbiologische
Untersuchung des Si-Locus in Rosen), welches die Intronregionen umspannt, konnte die
Sequenz im Rosengenom lokalisiert werden. Der SFB-Marker wurde auf der
Kopplungsgruppe drei kartiert, auf der auch die TE3 und TE4 Sequenzen, das Merkmal
Bliitenfiillung, der durch Riickkreuzungen ermittelte Si-Locus und die Mikrosatelliten Rh50
und Rh58 kartiert worden sind.
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Die SFB-Sequenz wurde zwar auf derselben Kopplungsgruppe wie der Si-Locus kartiert,
weist aber 35 Rekombinationen zu diesem auf. Das kann daran liegen, dass das GSI-System

in Rosen nicht zu 100% greift und damit die Riickkreuzungsdaten beeinflufit wurden.

Eine weitere Erkldrung fiir die Rekombinationen zwischen dem kartierten Si-Locus und der
Pollenkomponente sind Fehler in der Analyse der SFB-Spaltung, die durch Vertauschungen
von Genotypen entstanden sein konnten. Aus diesem Grund wurden Wiederholungen mit

verschiedenen DNA-Pools durchgefiihrt.

Auch mufl die Moglichkeit bedacht werden, dass es sich nicht um die Pollenkomponente des
Si-Systems handelt, sondern um eine Kopie des SFB-Gens. SASSA et al. (2007) sequenzierten
317kb des S-Locus von Malus domestica und Pyrus pyrifolia und fanden dabei mehrere
Kopien des SFB-Gens im Bereich des S-RNase-Gens, die alle spezifisch im Pollen exprimiert
wurden. Sollte es sich um eine SFB-Kopie handeln, so wiirde der Marker nicht genau am S-

Locus kartieren, sondern nur in unmittelbarer Néhe.

Vergleiche von  S-RNase-DNA-Sequenzen von  Prunus ergaben z.T. keine
Ubereinstimmungen untereinander und BLAST-Untersuchungen mit bekannten S-RNase-
Sequenzen von Prunus und anderen Rosaceae ergaben keine Ubereinstimmungen. Es sind erst
wenige S-RNase-Sequenzen bekannt und diese unterscheiden sich so extrem, dass sie nicht
mit BLAST-Analysen bei NCBI bestitigt werden konnen. Das erschwert die Analyse dieser
Si-Komponente erheblich, denn ermittelte Sequenzen kdnnen nicht durch Vergleiche mit

bekannten Sequenzen bestétigt werden.

Es wurden Sequenzen ermittelt, die durch die Primerpaare Si7, Sil0b, Sil4 und Si29 (TAO et
al., 1999; ROMERO et al., 2004) amplifiziert wurden. Die Sequenzen zeigten keine
Ubereinstimmung  zu  bekannten =~ S-RNase-Sequenzen  verwandter  Arten  oder
Ubereinstimmungen im NCBI-BLAST. Wie zuvor besprochen, schlieBt dies aber nicht aus,
dass es sich um S-RNase-Sequenzen handelt, da sie sehr variabel sind. Zwischen zwei

Solanaceae-S-RNasen stimmte die Sequenz zu lediglich 38 % iiberein.

Es wurden PCRs mit BAC-Klon-DNAs (4.2.2.2 Untersuchungen zu Rosenhomologen zu Si-
Genen anderer Rosaceae) durchgefiihrt, da ein S-RNase-Amplifikat nur dann mdglich ist,
wenn die amplifizierte Sequenz in der Ndhe von der SFB-Sequenz lokalisiert ist. Im Falle
einer S-RNase-Sequenz ist das zu vermuten, da die Si-Komponenten nicht durch Crossing
over Ereignisse getrennt werden diirfen. Fiir die Primerpaare Si7, SilOb und Sil4 wurden
Amplifikate ermittelt. Dies wére ein weiterer Hinweis, dass die Primerpaare Si7, SilOb und

Si14 zur Amplifikation der S-RNase fithren konnten.
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Moglicherweise ist eine Proteinanalyse fiir die genetische Untersuchung der S-RNase
hilfreicher. Es wurden im Rahmen dieser Arbeit auch erste Untersuchungen mittels 2-D-
Gelelektrophorese von Griffelproteinen durchgefiihrt. Grundsitzlich ist es moglich Rosen-
Griffelproteine elektrophoretisch aufzutrennen. AnschlieBende Isolation der einzelnen Spots

und Sequenzierung konnte zur Ermittlung der Rosen-S-RNase fiihren.

Es ist aulerdem moglich durch Genome Walking ausgehend von der SFB-Sequenz die
benachbarten DNA-Sequenzen zu ermitteln und die Sequenzen auf Ubereinstimmungen zu

bekannten S-RNase-Sequenzen zu untersuchen.

Das Vorhandensein eines gametophytischen Selbstinkompatibilititssystem in Rosen konnte
durch Riickkreuzungen der Population 94/1 mit den Eltern 93/1-117 und 93/1-119 und durch

genetische Untersuchung der Si-Komponente SFB belegt werden.

Fir Untersuchungen zur Syntinie des S-Locus zwischen Prunus und Rosa wurden
verschiedene Sequenzen von der TxE-Referenzkarte in der Kopplungskarte der Population
94/1 lokalisiert. Aufgrund von Syntdnie zwischen verschiedenen Pflanzenarten, kann die
Kartierung von Sequenzen, die in der Ndhe des Si-Locus auf der TxE-Referenzkarte liegen,
durch die Kartierung in der Pop. 94/1 einen weiteren Hinweis auf die Lokalisation des Si-
Locus in Rosen geben. Aus diesem Grund wurden fiir die Erstellung von Primern EST-

Sequenzen der Si-Kopplungsgruppe der TxE-Karte ausgesucht.

Die Referenzkarte TXE mit mehr als 560 Markern wurde auch fiir Synténie-Untersuchungen
zwischen anderen Arten verwendet und mit ihrer Hilfe wurden auch die Kopplungsgruppen
von Prunus spp. zugeordnet (NISHITANI et al., 2007; DIRLEWANGER et al.2004, LALLI et al.,
2008, HOWAD et al., 2005). Drei TxE-Sequenzen (PP_LEa0009M17f = TE21+23 und TE22;
PP LEa0010KO05f = TE3 und TE16; PP_LEaO013F14f = TE 4) kartieren in der Population

94/1 auf der Kopplungsgruppe drei, auf der der Si-Locus von Rosen kartiert wurde.

Die Sequenzen der TE-Primer TES (Kopplungsgruppe vier), TE10 (Kopplungsgruppe fiinf),
TE28 (Kopplungsgruppe vier) und TE39 (Kopplungsgruppe sechs) sind nicht auf der Si-
Kopplungsgruppe lokalisiert. Die Rekombinationswahrscheinlichkeit nimmt héufig bei
anderen Populationen zu, so dass es nicht ungewdhnlich ist, dass sie im Rosengenom nicht
auf der Si-Kopplungsgruppe lokalisiert sind. Syntdnieuntersuchungen von VILANOVA et al.
(2008) zwischen Prunus und Fragaria ergab, dass nur zwei Kopplungsgruppen in der
Anordnung der Gene identisch sind, wihrend es bei sechs (Prunus) bzw. finf (Fragaria)

Kopplungsgruppen jeweils Bereiche gibt, die libereinstimmen, aber die nicht auf jeweils einer
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Kopplungsgruppe zusammenhédngend zu finden sind. Die Kopplungsgruppe sechs von
Prunus, auf der sich der Si-Locus befindet, ist im Fragaria-Genom auf den

Kopplungsgruppen eins und drei (VILANOVA et al., 2008).

Syntdnie zwischen Rosa (x = 7) und Prunus (x = 8) konnte durch das Vorhandensein der
jeweils homologen Sequenzen in Rosa und Prunus gezeigt werden. Drei EST-Sequenzen
wurden bei Rosa auch auf der Si-Kopplungsgruppe kartiert. Die Sequenzen aus der TxE-
Karte, die sich im oberen Bereich der Kopplungsgruppe sechs befinden, kartieren bei Rosa
nicht auf der Kopplungsgruppe drei. Im Falle der vier EST-Sequenzen kann demnach von
einer Neuanordnung des oberen Bereichs der Si-Kopplungsgruppe von Prunus bei Rosa durch
Translokation oder Fusion ausgegangen werden, die zwischen Fragaria und Prunus bereits

belegt wurde (VILANOVA et al., 2008).

Die Kenntnisse zum S-Locus in Rosen sind fiir Ziichter vorallem dann interessant, wenn es
sich bei den Kreuzungseltern um diploide Rosen handelt. Bei den Kulturrosen handelt es sich
allerdings um tetraploide Rosen. Anhand des CT-behandelten tetraploiden Genotyps 88/124-
46 konnte gezeigt werden, dass das SFB-Gen nicht verloren gegangen ist, sondern das GSI-
System aus anderen Griinden (kompetitive Interaktion?) nicht mehr funktionsfdhig ist. Fiir
weitere Forschungen in diesem Bereich wire es interessant zu iiberpriifen, ob wirklich kein

GSI-Einfluf} bei tetraploiden besteht und warum tetraploide Rosen selbstkompatibel werden.

Desweiteren ist es fiir Populationsgenetische Untersuchungen interessant die Diversitit der in
Rosen vorhandenen Si-Allele mit anderen Rosenpopulationen in anderen Gebieten zu
vergleichen, vorallem, da selten gewordene Si-Allele im Gegensatz zu anderen Allelen, durch
das Si-System einen Vorteil bekommen. AuBlerdem konnen durch Vergleiche der Si-Allele

mit anderen Arten Verwandschaftsbeziehungen untersucht werden.

Seite | 92



Diskussion

5.3 Erweiterung der Kopplungskarte 97/7

Mikrosatelliten bestehen aus einer variablen Anzahl von tandem repeats (VNTRs) und
werden daher auch als simple sequence repeats (SSRs) oder simple tandem repeats (STR)
bezeichnet. Thre gleichmdssige Verteilung im Genom macht sie zu niitzlichen molekularen

Markern bei der Kartierung von Chromosomen.

Die Kartierung der Mikrosatelliten ist fiir einen Vergleich der Karten der Pop. 94/1 und 97/7
wichtig, da sie eine Zuordnung der Kopplungsgruppen zwischen den beiden Kopplungskarten

erlauben.

Da an das Merkmal Bliitenfiillung die Mikrosatelliten Rh50 und Rh58 gekoppelt sind, wurden
die Mikrosatelliten auch in der Kopplungskarte 97/7 lokalisiert. Sie geben zusammen mit TE3
und TE4 einen Anhaltspunkt auf welcher Kopplungsgruppe der Si-Locus in der Population
97/7 lokalisiert ist. Das Merkmal Bliienfiillung, die Mikrosatelliten Rh50 und Rh58, sowie
TE3 und TE4 wurden der Kopplungsgruppe sechs zugeordnet.

Je mehr Marker auf den beiden Kopplungskarten 94/1 und 97/7 kartiert werden, desto
genauer werden Voraussagen zur Lage von bestimmten EST-Sequenzen und die integrierte
Karte kann bei der Entwicklung anderer Rosenkopplungskarten oder auch Kopplungskarten

anderer verwandter Arten, wie z.B. Fragaria herangezogen werden.
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5.4 Abschliessende Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in Hinblick auf die Ethylenempfindlichkeit von Rosen
Sequenzen zu wichtigen Bestandteilen der Ethylenerkennung und Ethylenbiosynthese im

Rosengenom lokalisiert werden.

Zudem wurde eine phinotypische Untersuchung der Population 94/1 mit Ethylenbegasung
durchgefiihrt. Durch die phinotypische Untersuchung wurden QTLs fiir Haltbarkeit ermittelt
und anschlieBend in der Kopplungskarte 94/1 kartiert.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung, ob in Rosen ein
gametophytisches Selbstinkompatibilititssystem existiert. Hierzu wurden Kreuzungsanalysen
und Riickkreuzungsanalysen, Spaltungsanalysen von Markern auf der Si-Kopplungsgruppe,
sowie DNA- und Protein-Sequenzvergleichen von SFB und Kartierung der SFB-Sequenz auf
der Kopplungsgruppe drei, untersucht. Das es sich um SFB handelt wurde mittels BLAST-
Analyse in NCBI, Sequenzvergleichen mit Prunus-SFB-Sequenzen und Expressionsanalyse
belegt.

Alle Ergebnisse belegen das Vorhandensein eines gametophytischen

Selbstinkompatibilitdtssystem in Rosen.

Im Rahmen der Si-Untersuchungen wurde aufgrund bestehender Syntinie die

Kopplungsgruppe drei von Rosen mit der Si-Kopplungsgruppe von Prunus verglichen.

Es wird durch die Kartierung von sieben EST-Sequenzen von der Si-Kopplungsgruppe von
Prunus auf verschiedene Kopplungsgruppen in der Kopplungskarte von Rosa eine

Neuanordnung des oberen Abschnitts der Prunus-Si-Kopplungskarte in Rosa vermutet.

Die Kopplungskarte 97/7 konnte mit einigen Mikrosatelliten und TE3 und TE4 Sequenzen
erweitert werden und damit ein Beitrag fiir Synténie-Untersuchungen zwischen den beiden
Rosenpopulationen geleistet werden. AuBBerdem gibt die Lokalisierung der TE3 und TE4
Sequenzen zusammen mit den Mikrosatelliten Rh50 und Rh58 einen Hinweis auf den Si-

Locus in der Population 97/7.
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Abkiirzungsverzeichnis

ACC I-aminocyclopropane-1-carboxylic acid

ACO ACC-Oxidase

ACS ACC-Synthase

APS Ammoniumperoxisulfat

CAPS Cleaved Amplified PolymorphicSequence
CTAB Hexadecyltrimethylammoniumbromid

CTR constitutive triple response

DEPC Diethylpyrocarbonat

dNTPs Desoxynucleotidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EIL ethylene insensitive 3 like (Transkriptionsfaktor)
EIN ethylene insensitive (Transkriptionsfaktor)
EREBP ethylene-responsive element binding protein
ERF ethylene response factor (Transkriptionsfaktor)
ERS ethylene response sensor

ETR ethylene response

FB Freezing Broth Medium

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalactosid

LB Luria-Bertani Medium

LOD Likelihood of the Odds

MAP mitogen-activated protein

ml Milliliter

OD Optische Dichte

PCR Polymerase-Chain-Reaction

PEG Polyethylenglykol

ul Mikroliter

QTL Quantitative Trait Locus

SDS Sodiumdodecylsulfat

SI Self-incompatibility bzw. Selbstinkompatibilitat
SFB S-haplotype-specific-F-Box

SLF S-Locus-F-Box

SSCP Single-Sequence-Conformation-Polymorphism
TAE Tris-Acetat-EDTA (Elektrophoresepuffer flir Agarose-Gele)
TBE Tris-Borsdaure-EDTA (Elektrophoresepuffer
TE Tris-EDTA-DNA-Puffer

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Upm Umdrehungen pro Minuten

X-Gal 5-Brom-4Chlor-3-Indolyt-b-D-Galactosid
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7. Anhang

7.1 Pufferlosungen und Kulturmedien

Bindesilan

Extraktionspuffer fiir Griffelproteine
(nach ANDERSON et al., 1986, modifiziert)

Extraktionspuffer fiir Griffelproteine

Fallungslosung fiir Griffelproteine
Hybridisierungspuffer

Hybridisierung Waschpuffer

Kobayashi Puffer |
(nach KoBAYASHI et al., 1998)

Kobayashi Puffer Il
(nach KoBAYASHI et al., 1998)

10 x Ladepuffer fiir Agarose-Gele
Miniprep
L6ésung |

Lésung Il

Lésung Il

0,3 % (v/v) Methacryloxypropyltrimethoxysilan
0,3 % (v/v) Essigsaure

in 100 % Ethanol

50 mM Tris pH 8,5

10 mM EDTA

1 mM CacCl,

1mMDTT

1 mM PMSF

10 pl/ ml Leupeptin

700 mM Saccharose

500 mM Tris

50 mM EDTA

100 mM KClI

2 % R-Mercaptoethanol

2 % PMSF

pH 8,0 (HCI)

0,1 M Ammoniumacetat in Methanol
6XxSSC (18M NaCl, 3M Tris Sodium Citrat)
5x Denhardt’s (100x = 2g BSA, 0,05M Ficoll 400,
0,055M)

0,5% SDS

20 ul denaturierte Heringssperma-DNA
1x SSC

0,1% SDS

50 mM Tris/ HCI pH 8,0

5mM EDTA

350 mM Sorbitol

1 % (v/v) Mercaptoethanol

10 % (w/v) Polyethylenglykol 6000

50 mM Tris/ HCl pH 8

5mM EDTA

350 mM Sorbitol

1 % (v/v) Mercaptoethanol

1 % (w/v) Sodiumsarkosyl

710 mM NaCl

0,1 % (w/v) CTAB

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

30 % (v/v) Glycerin

9 % Glucose

0,025 M Tris

0,01 M EDTA

0,2 N NaOH

1% SDS

3M KAc

11,5%ige Essigsaure
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Silberfarbung

Fixierlosung 7,5 % (v/v) Essigsaure

Farbelosung 5,9 mM Silbernitrat
0,15% (v/v) Formaldehyd

Entwicklungslésung 9,4 mM Natriumcarbonat

6,4 UM Natriumthiosulfat
0,15% (v/v) Formaldehyd

Stopp-Losung = Fixierl6sung
Southern Blot
Denaturierungslosung 15 M Nacl

0,5 M NaOH
Depurinierungslosung 0,125 M HCl
Neutralisierungslosung 15 M Nacl

0,5 M Tris/ HCI, pH 7,5
Transferpuffer 20 x SSC (60M NaCl, 10M Tris Sodium Citrat)
SSCP Ladepuffer 95 % Formamid

0,01 M NaOH

0,05 % Xylencyanol

0,05 % Bromphenolblau
1 xTAE 40 mM Tris

1 mM EDTA

pH 8 mit konz. Essigsaure
1 x TBE 89 mM Tris

89 mM Borsaure

2 mM EDTA (pH 8,0)
1 x TBE Long Run 134 mM Tris

45 mM Borsaure

2,5 mM EDTA (pH 8,0)

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

1 x Williamspuffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM KCI
2 mM MgCl,

0,001 % Gelantine (BioRad)

FB (Freezing Broth) 1 % (w/v) Bacto ™ Pepton (BD)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
85,5 mM Natriumchlorid
36,2 mM K,HPO,
13,2 mM KH,PO,
1,5 mM Natriumcitrat
6,8 MM Ammoniumsulfat
365 uM Magnesiumsulfat
4,4 % (v/v) Gycerin
LB (Luria-Bertani) 1 % (w/v) Bacto ™ Pepton (BD)
Flussigmedium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
171 mM Natriumchlorid
pH 7,0 mit 5 M NaOH

Seite |114



Anhang

LB (Luria-Bertani)

Festmedium

SOB

SOC

1 % (w/v) Bacto ™ Pepton (BD)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

171 mM Natriumchlorid

1,5 % (w/v) Bacto ™ Agar (BD)
2 % (w/v) Bacto ™ Pepton (BD)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

8,5 mM Natriumchlorid

2,5 mM KCl

pH 7,0 mit 5 M NaOH

SOB

20 mM Glukose

10 mM Magnesiumsulfat

10 mM Magnesiumchlorid

7.2 Bakterienstamm

E. coli DH10B

F-mcrA D(mrr-hsd RMS-mcrBC) Invitrogen
f80dlacZDM15 DlacX74 deoR recAl endAl

araD139 D(ara, leu)7697 galU galK |-rpsL

nupG

7.3  Restriktionsenzyme und Hersteller

Alu |

Dral

Ecol

Fal

Hindlll

Mbol

Mse

Pvul

Rsa

Sau3A = BfuCl
Stu (=Eco1471)

Taq

Fermentas
Clontech
Clontech
SibEnzym
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Clontech
Fermentas
BioLabs
Clontech (Fermentas)

Fermentas
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7.4 Hersteller

Elektroporationskiivetten (0,2 cm)
Eppendorf-Reaktionsgefille

2ml, 1,5ml, 0,5ml

Falconr6hrchen

Gummiabdeckmatten fiir Mikrotiterplatten
Mikrotiterplatten 96 Well

Petrischalen

Zentrifugenbecher

Doppellaser-Sequenzsystem 4200

E. coli-Pulser

Fotometer

Horizontale Elektrophoresekammern
Lichttisch

Schwingmiihle

Thermocycler:

Genius

Mastercycler Gradient

UV-Tisch

Vertikales SSCP-Elektrophoresesystem
Wasserbad, Typ 1083

Zentrifugen:

Biofuge 13R

Sorvall RC-5C Plus Superspeed
Universal 16 R

7.5 Primersequenzen

Invitrogen
Eppendorf

Eppendorf
Biozym
Techne
Fisher (D)
Fisher

LI-COR

BioRad

Scientific Instruments
MWG Biotech

Biotec Fischer

Retsch

Techne
Eppendorf
Bachofer
Peqlab
GFL

Heraeus Sepatech
Kendro
Hettich Zentrifugen

Ethylenerkennung und Ethylenbiosynthese

ACC-Synthase RhACS1f GCC ACT GGA GCT AAC GAG AC
RhACS1r TGT TTC GGG CCT TTT CAT AG
ACC-Synthase RhACS2f AAA ACCCAGAAG CCTCCATT
RhACS2f AAG GAA CGG GAA CCA GAAAT
ACC-Synthase RhACS3f CCATGG CCTTTT GTCCTT TA
RhACS3r ATATTC ACA CCG GTCCTCCA
ACC-Synthase RhACS4f GCT TCCAACTTG GGA TCA AA
RhACS4r GGG GTT GGA ACT AGC AAAG
ACC-Synthase RhACS5f AAT CCATITTTG GGG AGCTT
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RhACS5r ACG CCACTT GAG GTCTCT GT
Cytoplasm.Rezeptor RhCTR1f GCT TCT GAT GTT GCT GTG AA
RhCTR1r GGA ATCTTT GAG GCCATT GA
Cytoplasm.Rezeptor RhCTR2f TTC CTT CCA AGG GGA AGT CT
RhCTR2r TAA AAT TGG CTT GGA GTG GG
Ethylenrezeptor RhETR1f TGG TAT GAACCT TCAACT TTCTCAT
RhETR1r TCG CAT AGA CTC TTC AAG AAT AGCA
Ethylenrezeptor RhETR2f CTC AAA CTT CCA AAT CAATGA CTG
RhETR2r ATATTCTGC TCC ATT AGC AGA TCC
Ethylenrezeptor RhETR3f CAC TGC TAT AAC GCT CAT CACTCT
RhETR3r CAT TAG TTG GGA CTC TTC AAG GAT
Ethylenrezeptor RhETRA4f TTT GAA TCT GCA ACT TTC TCA CAC
RhETR4r GCATTT CGT GGT TCATGA CA
Transkriptionsfaktor RhERFf TTCTTC CAC GGG TCT CTG ATC TC
RhERFf TTA CAG AGG CGT TAG GAA GC
Transkriptionsfaktor RhEIN3f CCC TGC AGC CAT AGA CAAGT
RhEIN3f TTG GTG GAT GAA ATC AGG GT
Transkriptionsfaktor RhEILf TCC CTG GTT TGA TGG AAG AC
RhEILr TAA TGA GGA ATG GTG GCCTC

Die Ethylen-Primer wurden von Dr. Heiko Mibus von dem Institut fiir Zierpflanzen- und
Geholzwissenschaften der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitdt Hannover zur Verfligung

gestellt.

Primersequenzen fiir SFB

SLFL2-Primer Si 5f TGGCAACGTTGAGCAAATTTTCTG
Si 5r CTATCTCATCGTCGTCGTCTTC
S6-exon-F1 Si 6f CCAACCTCAAAAGATGACATTC
$6-C3R Si 6r TCCTTACAGCCTTATAGTCG
SFB-1rev Si 8f TAAACCTCAACCGCCAAGAC
SFB-5forw Si 8br TAGGACCCCTCCAATGAGC
SFB-1rev Si 8f TAAACCTCAACCGCCAAGAC
SFB-6forw Si 8cr TGGGTTCTGCAAGAGAAACG
SFBc-F Si15f TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGC
SFBc-R Sil5r ATTTCTTCACTGCCTGAATCG
RFB1-F Si18f CAGCTCGAGTTTTGTTAGCATAC
kombinieren mit SFBc-R
RFB2-F Si19f GCAGCTCAAGTTTTGTTAGTGC
kombinieren mit SFBc-R
PaSFB3-F Si20f CCACAATTTGAACGTCAGAAC
PaSFB3-R Si20r GATTTCGCCATATCTCATGAC
PaSFB4-F Si21f TTGAACGTTTGGTCGACC
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Anhang

PaSFB4-R
PcSFB26-F
PcSFB26-R
SFBfF1
SfinsRO
SCaO1F
SCa01R
SLFL2F3
SLFS2R3
SLFL3F2
SLFL3R2

Primerkombinationen fiir
Si15:

Si21r
Si24f
Si24r
Si25f
Si25r
Si26f
Si26r
Si27f
Si27r
Si28f
Si28r

SFB1forw
SFBl1rev
SFB2forw
SFBlrev
SFB1forw
SFB2rev
SFB2forw
SFB2rev
SFB3forw
SFB3rev
SFB1forw
SFB4rev
SFB2forw
SFB4rev
SFB5forw
SFB5rev
SFB6f
SFB5r
SFB7f
SFB7r
SFB8f
SFB7r
SFBOf
SFB10f
SFB10r
SFB11f
SFB10r
SFB10f
SFB12r
SFB13f
SFB12r

TACACAAATGCAGATCTCCTATG
GATTTGCTTGCTTTTTAAATGTTACGG
CTTAATTCTTGTGTCAAGAACTTGCC
GCTTTTCATTGCCCATTACC
GACCTGGGCATCTCACTTGT
GATTGGTGGGGATGTGCTGTAG
CTTCGGTAACCATAAGAATCTC
TGAGAGGATACGCATTGAGC
ACCAGAGAGTCTTTCCACACTG
TGGTGAATCTGTCCACATTG
ACTTGCGTCTTTTCCTCCTC

CATGCAAAGCATGGAGTGAT
CGTTTCCAACGTTTGTCTTG
GCAGCCCAGATTTTGTCTCT
CGTTTCCAACGTTTGTCTTG
CATGCAAAGCATGGAGTGAT
AAAGCCCTCCTCATCAGAAA
GCAGCCCAGATTTTGTCTCT
AAAGCCCTCCTCATCAGAAA
ACCTGCAAAAACCCTAATGC
CCCCGATCGTATGATAACAA
CATGCAAAGCATGGAGTGAT
TTCGTTATAGCCAACTCTCGTG
GCAGCCCAGATTTTGTCTCT
TTCGTTATAGCCAACTCTCGTG
TTTAAACGGGTGGTCGATTT
ACGAACTTCCCTGKTTTCGT
CATCTACTCTGCCTCCACCA
ACGAACTTCCCTGKTTTCGT
CGATTTGGAGGATCCATATGTT
CAACTCTCGTGATGSCCAACT
GCTCTTCAATGGTCTTTCTTTCA
CAACTCTCGTGATGSCCAACT
GGTGGTCGATTTGGAGGAT
CATGCAAAGCATGGAGTGAT
TKATACCTAGAATCTGGAAGGRAAAA
GCAGCCCAGATTTTGTCTCT
TKATACCTAGAATCTGGAAGGRAAAA
CATGCAAAGCATGGAGTGAT
CACTGKTMAGTCGTGCCAGA
TTTAAACGGGTGGTCGATTT
CACTGKTMAGTCGTGCCAGA

Seite |118



Anhang

IntronSFB2f AATGATGCGGATCAACAAGG
IntronSFB2r AGGGGTCGGTTTTTAGCAAT
IntronSFB2f AATGATGCGGATCAACAAGG
IntronSFB2r2 GAATTCTTCACTGCCCGAAT

IntronSFB2f AATGATGCGGATCAACAAGG
IntronSFB2r3 GAACTGATGACGGACTCTGG

Literaturangaben zu den Primern, sofern nicht selbst erstellt mit Primer3: SONNEVELD et al.,

2005; HAUCK et al.; 2006. ROMERO et al., 2004; USHIJIMA et al., 2004.

Primersequenzen fiir S-RNase

Pru-C2
Pru-C4R
1824

1825

Si10 forw
Sil0 rev
Si10 forw
Si10b rev
Sill forw
Sillrev
Si12 forw
Sil2 rev
Si13 forw
Sil3 rev
SRc-F
Pru_C5
RS1-F (mit Pru-C4R)
RS2-F (mit Pru-C4R)
Ishimizu-F
Ishimizu-R
PcS13-F
PcS13-R

ROS4 u.5

Primer fiir Si14:

Si 7f

Si7r

Si of

Si 9r

Si10 forw
Sil0rev
Si10 forw
Sil0b rev
Sill forw
Sillrev
Si12 forw
Si12 rev
Si13 forw
Sil3 rev
Sil4f
Sildr
Si16f
Si17f
Si22f
Si22r
Si23f
Si23r
Si29f
Si29r
Si30f
Si30r
Si31f
Si31r

RNaselforw
RNaselrev

CTATGGCCAAGTAATTATTCAAACC
GGATGTGGTACGATTGAAGCG

CGCGGAAGCTTYACKATTCACGGGCTTTGGCCGGATAA

GCGAGGATCCATATACCTATCTCITTTAGCTC
GCCAAGTAATTATTCAAA
GTTCGATTACAGTCAATCT
GCCAAGTAATTATTCAAA
GCAACGAAGRRVGGGTGTTCT
CCTVRAHTGVDAKCCAAACTG
YCGSAYKTGGTACGATTGA

TTCACCATYCATGGCCTWTGGCCA
CCATTGTTGCACAAAYTGAAAATA
TATTTTCARTTTGTGCAACAATGG
ACAWYTRCCRTGTTTGTTCCATTC
CTCGCTTTCCTTGTTCTTGC
TACCACTTCATGTAACAACTGAG
GACAGGAACGTGTCACCTCA
TGAGGCAAGGAAAGTGTACC
TTTACGCAGCAATATCAG
GYGGGGGCARTYTATGAA
AGCAAACCTTCCCACCAAC
AGGAGGGGTGTTCTTCCAGT
TCGGATGTGGTACGATTGAA
CTTGGCCRRACGTGGAAAGT
ATTTGGCCGAACGTAYTCAA
YCCGGWTTRATRTTSGCYTTK
CCCCAGTTGGAAATTATTTTGGCC
TTTTGGCACTTGARTTTTGGTT

ACGGGGATGATATATRTGGTTA

TAGCTAGCCGCGCTCTTAATAC
CTCGCTTTCCTTGTTCTTGC
TGTAACAACTGAGGCCTGGA
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Anhang

RNaselforw
RNase2rev
RNase2forw
RNase2rev
RNaselforw
RNaselbrev

CTCGCTTTCCTTGTTCTTGC
CCTGGATCGGGGTTACCTAT
AACCACAAGTTGGACCCTTG
CCTGGATCGGGGTTACCTAT
CTCGCTTTCCTTGTTCTTGC
ACGATGATGGACCAGGACTC

Literaturangaben zu den Primern, sofern nicht selbst mit Primer3 erstellt: TAO et al., 1999; KAUFMANN Diss.,
1991., ROMERO et al., 2004; ISHIMIZU et al., 1998, HAUCK et al., 2006.

Primer fiir andere Si-Faktoren

120k

HT-B

RNase

120kf
120kr
HT-NS1
HT-NS2
HT-C1
HT-C2R
C1

C5

CCTCTAATCATCGTCGGCCATGT
GGTCTTTCTAATAATGAAGAGCTCG
TITCTTTGGTTCTTWTGATWATATCATCA
ATATCATCAGARGTTATTGCWAGGGAWATG
TCCTTTATTCAACCAATYTCATATTA
CAAAAATATTACATAATATTTTGTAGTCG
TATTTTCAATTTGTGCAACA
CAAAATACCACTTCATGTAA

Literaturangaben: HANCOCK et al., 2005, O'BRIEN et al., 2002, KATO & MUKAI 2004, SONNEVELD et al., 2001.

Primer fiir 3'-RACE

Si15
Si15
Si15
Sil4
Sil4
Sil4
Sil4

SFB le2
SFB le4
SFB le8
RNaseRACel
RNaseRACe2
RNaseRACe3
RNaseRACe4

TTGAGCAGGGCTTGGGGTTA
TCCCTCCAATTTGGGTTCCA
GCCTCATGTCCTTCGATTCAGG
ACCACAAGTTGGACCCTTGG
GGCACCACGTAATGGATGTG
GGGAGTCCTGGTCCATCATC
ATGTGGGAGTCCTGGTCCAT

Die Primer wurden mit Primer3 aufgrund der vorhandenen Sequenz von dem Primerpaar Sil5

bzw. Si14 erstellt.

Primer fiir 5-RACE

Si15
Si15
Si15

SRACE_384
SRACE_348
5RACE_251

TGGACGGGTTCCATATGATT
TCAAAACTTCGTCCGGATTC
GCCCTGCTCAAATGTTTCAT

Die Primer wurden mit Primer3 aufgrund der vorhandenen Sequenz von dem Primerpaar Sil5

erstellt.
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Primer fiir Genome Walking

GSP2 Si15_158
GSP1 Si15_257
GSP1 Si15_339

Die Primer wurden mit Primer3 aufgrund der vorhandenen Sequenz von dem Primerpaar Sil5

erstellt.

GTGGTGGAGGCAGAGTAGATGCATATTT

CCCCAAGCCCTGCTCAAATG
CGTCCGGATTCGAAATGCAA

Primer fiir die BAC-Enden

6505 6505aforw265
6505arev428
6505arev488
6505aforw481
6505arev706

76K12 76K12aforw163
76K12arev412
76K12aforw97
76K12arev265

64A21 64A21aforl42
64A21arev539
64A21aforw26
64A21arev42?2

65F8 65F8bforw402
65F8brev706
65F8bforw687
65F8brev809

6505 6505bforw146
6505brev389
6505bforw264
6505brev552
6505brev284

64A21 64A21bforw458
64A21brev609
64A21bforw590
64A21brev842

Die Primer wurden mit Primer3 nach erfolgter Ansequenzierung der BAC-Klon-Enden

erstellt.

GCACACACACGAAAGCAGAT
CAGATGCGGTACGTCCTTTT
CCCCTAGGGCAAAAATGAAT
CCTAGGGGCAACACCATCTA
CCTTCGCCAACTACCTTTGA
CAAGAATCTGACCCGCAAGT
AAAAGGGGACAAAATTTCCA
TGTGCTTTGTGATTTGTGATGA
CTCCCCAATTCTCTGATACCC
TGGTTTACCCTGCCAACATT
GTGGAGACTGCCTGGGATTA

GGGGGATGATTAAGAGGATCA

AGCCACTGGAGACTTGCATT
AAAGCCGGATCCTGTTTATG
CACAACAAAAGGACGCATTG
CAATGCGTCCTTTTGTTGTG
AGGTCGTGCAGAGCTGATTT
TGTTCTCCTTTCGGTTACACG
GACGTCCGCTTCAGAATCC
CCTGCACACACCGCACTAT
CAGAAACCGGCAATCTCG
ATATAGTGCGGTGTGTGCAG
TGGTGGTGGACAAATGAAAA
GCATGTCCAATGAGAGCAGA
TCTGCTCTCATTGGACATGC
TCTTGCAAAGACCGAAAACA
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Anhang

Primer zur T x E Referenzkarte

Primer aus Prunus Si-Seq.

PP_LEa0014019f

PP_LEa0010KO5f

PP_LEa0013F14f

PP_LEa0019N24

PP_LEa0019N24

PP_LEa0019N24

PP_LEa0010H23f

PP_LEa0010H23f

PP_LEa0014K15f

PP_LEa0014K15f

PP_LEa0028D19f

PP_LEa0028D19f

PP_LEa0028D19f

PP_LEa0014019f

PP_LEa0014019f

PP_LEa0010KO5f

PP_LEa0010KO5f

PP_LEa0010KO5f

PP_LEa0010KO5f

PP_LEa0009M17f

PP_LEa0009M17f

PP_LEa0009M17f

Tel

Te2

Te3

Ted

TESf
TES5r
TESf
TE6r
TE6f
TE6r
TE7f
TE7r
TE8f
TE7r
TESf
TEOr
TE10f
TE10r
TE11f
TE11lr
TE12f
TE11lr
TE13f
TE13r
TE14f
TE14r
TE14f
TE15r
TE16f
TE16r
TE16f
TE17r
TE18f
TE16r
TE18f
TE19r
TE20f
TE20r
TE21f
TE20r
TE22f
TE22r

TGTCTACTCTGCCTCCACCA
GGAATTCTTCACTGCCTGGA
AAGAATTTGGCGTGGATGAC
GAAGATCCATGGCAGGAAAA
GCCTTTCAGCTTGCAAAAGA
TTTACGATCCAACCGACCAG
GAGAAGTGTTGGGAATCAATCA
ATGCCTTCAGCTGCCATAAC
ATGATGGCAGCTGGAAAATC
CAATCAGCTTTGTTGGCAGA
ATGATGGCAGCTGGAAAATC
AAGCCACTGGCAAAACAATC
GCAGCTGGAAAATCTGGAAG
AAGCCACTGGCAAAACAATC
TTTTCCAAACCTTGCTGGAG
CCCATTGCCATCAAGTTGTC
TCCTTTTCCAAACCTTGCTG
CCCATTGCCATCAAGTTGTC
TCCTAAATGCCAAGCGTACA
GAGGCCTTTCCATTGTTCTG
TACCCCCAAATTTCAACCAA
GGATTCAGACAACAAGGATGC
AATGCCAACAATTGGGAAAA
TCCAAGGAAGAATTGGTTCG
AGGTCCTCAAATGCCAACAA
TCCAAGGAAGAATTGGTTCG
CCAGGAAGTTCCAATTCAGG
TTGGACATCAAGGAGGCTTT
ATTGCATTGGTTCAGCCTTC
GAAGATCCATGGCAGGAAAA
ATTGCATTGGTTCAGCCTTC
GATGTGCCACTCCAATGATG
TTGAGGCGATTGTTTTACCC
AACCGACCAGAACGCATAAG
TTGAGGCGATTGTTTTACCC
AGGATCGAGGATGTCAGCAC
ATTGGAGGACTGGAGAAGCA
AACCGACCAGAACGCATAAG
ATTGGAGGACTGGAGAAGCA
CCGGTCATCGCTACTAAAGC
ATTCTGGTGAGAGGCGTGTT
ACCCCAATGGGAAATACACA
GTGTGCTCAGGCTGAAGGAT
ACCCCAATGGGAAATACACA
TGATAGATGCGGCTTCTCAA
GGCCTCATAATGCAGGGTAA
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Anhang

PP_LEa0009M17f

TE19N24f
TE19N24r
TE19N24f2
TE19N24r2
TE19N24f2
TE19N24r3
PP_LEaD002NO7f

PP_LEa0010I01f

PP_LEa0008M15f

PP_LEa0004K10f

PP_LEa0003D12f

TE21f
TE23r
TE24

TE25

TE26

TE27f
TE27r
TE27f
TE28r
TE28f
TE27r
TE28f
TE28r
TE29f
TE29r
TE31f
TE31r
TE29f
TE31r
TE31f
TE29r
TE30f
TE29r
TE30f
TE31r
TE32f
TE32r
TE33f
TE32r
TE34f
TE32r
TE35f
TE35r
TE36f
TE35r
TE36f
TE37r
TE35f
TE37r
TE38f
TE35r
TE38f
TE37r
TE38f
TE38r
TE39f

GTGTGCTCAGGCTGAAGGAT
GTCGGTGGTCTCTGACCAGT
CAAGGTGGTGCCCAATTAAC
TTGATTCAGAGGGTTGCACA
CTCTCAACAGCAGCACCAAC
AAGCCACTGGCAAAACAATC
CTCTCAACAGCAGCACCAAC
TTGATTCAGAGGGTTGCACA
TGGGAATCATGGATCCAACT
ATCTCTTGCCAAAGCGGTAA
TGGGAATCATGGATCCAACT
CCAGCAACGAATCATTCTCA
AAGAGCTTGGGAATCATGGA
ATCTCTTGCCAAAGCGGTAA
AAGAGCTTGGGAATCATGGA
CCAGCAACGAATCATTCTCA
GATGGCAAAGGAGAACGAAG
AGCCTTGCTCTCCACTCAGA
CCGTCAATGGAGACGATACA
GGCGCCACATATGATAGGAT
GATGGCAAAGGAGAACGAAG
GGCGCCACATATGATAGGAT
CCGTCAATGGAGACGATACA
AGCCTTGCTCTCCACTCAGA
CTTTTCGATGGCAAAGGAGA
AGCCTTGCTCTCCACTCAGA
CTTTTCGATGGCAAAGGAGA
GGCGCCACATATGATAGGAT
ATGGAGGGGAGAATGGTTTC
CCCATCGTCAGAAAACTCGT
CCGTCTGCAAGCCAAAATAC
CCCATCGTCAGAAAACTCGT
TATGTTTGATCCCCGTCTGC
CCCATCGTCAGAAAACTCGT
AGGTTCTCCAGCCTCCTCTC
GGGGAAGGTGAGCAGTTTTT
TTTCCTCTCTGCAACCAACC
GGGGAAGGTGAGCAGTTTTT
TTTCCTCTCTGCAACCAACC
TCCAGAGACAAGGCAAGCTC
AGGTTCTCCAGCCTCCTCTC
TCCAGAGACAAGGCAAGCTC
CAACCAACCATGCTTCTCAA
GGGGAAGGTGAGCAGTTTTT
CAACCAACCATGCTTCTCAA
TCCAGAGACAAGGCAAGCTC
CAACCAACCATGCTTCTCAA
GGGGAAGGTGAGCAGTTTTT
TTGGAGGACGAGCTTCAACT
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Anhang

TE39r
TE40f
TE40r
TE39f
TE40r
TE40f
TE39r
PP_LEa0027NO6f TE41f
TE41r
TE42f
TE42r
TE43f
TE43r
TE41f
TE42r
TE41f
TE43r
TE42f
TE41r
TE42f
TE43r
TE43f
TE41r
TE43f
TE42r

CCCGACAAACCAGATCAAGA
AAGGTGAAGGAAGGACAGCA
AAAAGCCAACCTGCTCCAC
TTGGAGGACGAGCTTCAACT
AAAAGCCAACCTGCTCCAC
AAGGTGAAGGAAGGACAGCA
CCCGACAAACCAGATCAAGA
CCAGACGTGGTTTCCAACTT
TTGGATATGGAGCACGTGAA
GAAAAACCGTTCAACCCAGA
TGGAGCACGTGAATCAAGAA
CGATGACTCTCAGGTTGCTG
TGACAGAATCTGGGCTGATG
CCAGACGTGGTTTCCAACTT
TGGAGCACGTGAATCAAGAA
CCAGACGTGGTTTCCAACTT
TGACAGAATCTGGGCTGATG
GAAAAACCGTTCAACCCAGA
TTGGATATGGAGCACGTGAA
GAAAAACCGTTCAACCCAGA
TGACAGAATCTGGGCTGATG
CGATGACTCTCAGGTTGCTG
TTGGATATGGAGCACGTGAA
CGATGACTCTCAGGTTGCTG
TGGAGCACGTGAATCAAGAA

Die Primer wurden anhand von Sequenzen aus der TxE-Referenzkarte (GDR-Website;

Genome Database of Rosaceae) mit Primer3 erstellt. Es wurden jeweils mehrere Primerpaare

fiir eine TXE-Sequenz erstellt.

Weitere Primersequenzen

M13-forw GTAAAACGACGGCCAGT MWG Biotech
M13-rev CAGGAAACAGCTATGAC MWG Biotech
Actin forw CGAGGAAGATCTGGCATCA Metabion
Actin rev AGGAGCTGCTCTTGGCAGT Metabion
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M. Bretzke, M. Spiller . ond T. Debener
Institute of Plant Genetics, Department of Molecular Breeding
Herrenhsuser Str, 2, [-30419 Hannover

A Unified Genetic Map of Roses

Introduction: The aim of this project is to develop a unified genetic map for di- and tetraploid roses. For this purpose we integrate markers for
interesting floral traits ke scent. ethylene sensitivity, self incompatibility and cthers in the diploid mapping population 8471 (Yan et al. 2005) and 87/7 {LiNDE
et al. 2006). Primer sequences were achieved from Mibus et al. {unpublished) for ethylene sensitivity, all others from cloned genes out of databases. We
first analyzed scent associated genes Rosa hybrida o-methyltransferases 1 and 2 (RhOOMT1+2) and Rosa chinensis o-methyltransferases Reomi2 and 3,
GermacrenD-Synthase (RhGDS), eugencl o-methyltransferase Recomt1 and an alcohol acyl transferase RhAAT1, Second, we analyzed ethylene sensitivity
associated genes RhETR1 to 4; RhACS1 to 5 and RhCTR1 and 2, RhEIN3, RhEIL and RRERF1. The amplified fragments were verified via sequencing and
BLAST-search.

This work is a cooperation between the Hebrew University of Jerusalem, Rehovol, Israel and the University of Hannover, Institute of Plant Genelics.

SSCP-markers were developed for ethylene |
sensitivity: ACC-Synthase genes 1, 2 and 3,
E | ethylene receplor genes 2 and 3 and
AR ———— cytoplasmatlic receptor 2. Also for one scenl |

- associated gene, the GermacrenD-Synthase, and
primer pair Reomti.

mﬂmhaﬁwbmm AT
ﬁmmmmsﬂPmmhum
parents.
HpmmmsﬂPammmmm
and 3.

Fiul"rﬂ. RROOMT1 Mbel restricson digest of 94/1 parents
and saversd individials of the offspring, red amows mark

Figune 3: S5CP-gol from the PCR-products of the
diffarant primars for athylone sensstivity (Poputalion 84/1)

Flgure 2: RCOMT2 Mbol restriction digest of 841
parents and several indniduals of the ofspring
Restriction digest with Mbaol resulted in different
band patterns between the parents 92/1-117 and
93/11-1192 and their offspring in both RROOMTA
and 2 amplified fragments. The markers
segregate in Mendelian manner 1:1.

All alher screened PCR products showed no
palymorphisms.

Figure 4: 55CF- gel of PCR
praduct for GarmacranD-Synthase, B8

84/1 parents and several Tl
individuals of the oftspring p————
GermacrenD-Synthase, RhETRZ  and 3, Figue 5: Alignment for RRAAT1 with only one single

RhCTR2 and RhACSS segregate 1:1, RRACS3  bass exchange
sagragates 1:3.

ConcicucTion ot ine Generic Linkage Jiap

Independant parental map construction was performed with JOINMAP, varsion 3.0 (STAM and VAN OOIJEN 1895). A
LOD threshold of 5.0 was used to create nkage groups with the mapping function of Kosambl. The basic crder for
cakculating linkage groups was adopted from the map of YaAM et al, (2005).

LG B3 LG B4 LG BS

hkﬁd ‘markers
nwﬂmﬁu mmna wuth i:mu in
Arabidopsis, :
RRCTRZ gene was localed at the end of
linkage group B3. The other ethylens
recaption linked genes were found in
centromeric position of A2 (RhETR2) and B2
(RhACSS). Two scent associated genes
were found near the centromeric region of
linkage group AZ (MboOOMTI) and BS
(GDS-S5CP),

LT 7 —

Here we prasent first results of mapping scent and ethylene
sensilivity genes in roses. Mapping results will be stabilized
P by analyzing the phanotypic characteristics. GC-Analysis of
weC | [ PR sgent components and investigations of shelf life are in
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Figure 6: Linkage growps for panent 331-117 (&) and progress. For self incompatibility the Si-Proleins will be
o e 831-1 ‘Edfﬁl' o which the new markars could be ’ isolated and sequenced for primer genaration.
B i bt di il Future work will be to integrate more markers directly linked

1o morphological characters into the map.
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