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Einleitung 1

1 Einleitung

Pflanzen sind im Laufe ihrer Entwicklung einer Vielzahl abiotischer und biotischer
Umweltfaktoren ausgesetzt. Dabei reicht das Spektrum der fiir Pflanzen schidlichen
Umwelteinfliisse von Wasser- und Nihrstoffmangel {iber diverse mikrobielle
Krankheitserreger, wie Bakterien, Pilze und Viren, bis hin zu Nematoden, Insekten und
anderen tierischen Schidlingen. Sie konnen durch die unterschiedlichsten Eingriffe in den
pflanzlichen Metabolismus oder direkte Fraschdden die Entwicklung der Pflanze
beeintrachtigen. In Wildpopulationen kommt es selten zu einem bestandsvernichtenden
Befall, da durch ihre heterogene Struktur die massenhafte Ausbreitung von Pathogenen
verhindert wird. Im Vergleich dazu sind Kulturpflanzen weitaus stirker gefdhrdet. Da sie
meist als Monokultur angepflanzt werden, leistet ihre genetische Uniformitidt der
epidemischen Vermehrung von Krankheitserregern Vorschub. Folglich avancierte die
Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten zu einem Schwerpunkt sowohl in der klassischen

Pflanzenziichtung als auch in der molekularen Analyse von Pflanzeneigenschaften.

1.1 Abwehrmechanismen von Pflanzen

Da Pflanzen kein zirkulierendes Immunsystem besitzen, muf} jede Zelle einer Pflanze
fahig sein, ein potentielles Pathogen autark zu erkennen und zu bekdmpfen. Dabei
werden verschiedene Stufen der Abwehr unterschieden (NURNBERGER et al. 2004).

Der Begriff Nicht-Wirtsresistenz beschreibt die Tatsache, dall die Mehrheit der Pflanzen
resistent gegen die meisten mikrobiellen Angreifer ist und diese Resistenz auch dauerhaft
aufrecht erhalten bleibt. Bei der nicht-induzierten Form sorgen praformierte Barrieren
wie Wachsschichten, verstirkte Zellwénde, antimikrobielle Enzyme und die Einlagerung
verschiedener Sekundédrmetabolite dafiir, da3 potentielle Pathogene die Pflanzen nicht
besiedeln konnen (THORDAL-CHRISTENSEN 2003). Zudem koénnen Krankheitserreger
durch sog. generelle Elicitoren, auch als PAMPs (pathogen associated molecular pattern)
bezeichnet, erkannt werden. Diese, wie bspw. Flagellin (GOMEZ-GOMEZ and BOLLER

2000), Lipopolysaccharide (LPS) (NEWMAN et al. 2002) oder Harpine (BAKER et al.
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1993) sind nicht spezifisch fiir bestimmte Pathogene, werden jedoch von vielen Pflanzen
erkannt und fiihren zur Induktion einer Abwehrreaktion.

Die rassenspezifische Resistenz ist eine sekundire Anpassungserscheinung an jene
Pathogene, die die Barrieren der Nicht-Wirtsresistenz erfolgreich iiberwunden haben. Sie
wird als ein Mechanismus beschrieben, bei dem diejenigen Pflanzen, die ein bestimmtes
Resistenzgen (R-Gen) besitzen, ein Molekiil, welches vom Pathogen produziert wird
(Avirulenz (Avr) Protein), erkennen. Im Gegensatz zur unspezifischen Nicht-
Wirtsresistenz ist die Wirkung der rassenspezifischen Resistenz auf wenige Isolate oder
Rassen ansonsten virulenter Pathogene beschriankt (NIMCHUK et al. 2001). Dieses
Phanomen wurde von H. Flor als Gen-fiir-Gen-Hypothese beschrieben (FLOR 1956). Zu
einer inkompatiblen Interaktion (Resistenz) zwischen Wirtspflanze und Pathogen kommt
es nur dann, wenn sowohl das R-Gen in der Pflanze als auch das entsprechende avr-Gen
im Pathogen exprimiert werden. Das Fehlen einer dieser Komponenten bedingt eine
kompatible Interaktion (Krankheit). Die Aktivierung der pflanzlichen Abwehrantwort
durch das R-Genprodukt ist meist begleitet von einem programmierten, schnellen Zelltod
im Bereich des Infektionsherdes, der hypersensitive Reaktion (HR) genannt wird. Mit
dem Absterben der Zellen wird dem Pathogen die Néhrstoffzufuhr abgeschnitten und es
an einer weiteren Verbreitung im Wirt gehindert.

In manchen Féllen kann die lokal-induzierte Abwehrantwort eine langandauernde,
systemische Antwort ausldsen, die dazu fiihrt, daB bei nachfolgenden Infektionen die
Pflanze gegen ein breites Spektrum von Pathogenen resistent ist (GLAZEBROOK 2001).

Diese induzierte Resistenz wird als SAR (systemic acquired resistance) bezeichnet.

1.2 Struktur und Funktion pflanzlicher Resistenzproteine

Die Gen-fiir-Gen Hypothese wurde durch die Isolierung von korrespondierenden R- und
avr-Genen molekular bestédtigt. Um deren Interaktion, die zur Auslosung einer
Resistenzreaktion flihren kann, zu erkldren, wird fiir pflanzliche Resistenzproteine eine
duale Rolle als potentieller Rezeptor und Signaliibertrdger postuliert. Bis heute wurden
mehr als 40 Resistenzgene aus iiber zehn verschiedenen Pflanzenarten isoliert (Ubersicht
s. MARTIN et al. 2003). Der Vergleich dieser Proteine ergab iiberraschenderweise ein
relativ geringes Repertoire unterschiedlicher Strukturmotive, aus denen sich die

verschiedenen Resistenzgene zusammensetzen (HAMMOND-KOSACK and PARKER 2003).
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Die Mehrheit der R-Proteine kann, basierend auf der Kombination dieser Strukturmotive,

in vier Hauptklassen (s. Abb. 1.1) unterteilt werden (MARTIN et al. 2003).

@D\ \N\\W
Jn

Cytoplasma

Abbildung 1.1: Darstellung der vier R-Protein-Hauptklassen. (verindert nach MCDOWELL and
WOFFENDEN 2003)

Die LRR Doménen sind in grau dargestellt. Sie sind in cytoplasmatischen Proteinen (Klasse I und II)
enthalten oder, {iber eine Transmembran-Doméne (TM) verankert, extrazelluldr lokalisiert (Klasse IIT und
IV). Die NB-LRR Proteine unterscheiden sich am N-Terminus: sie enthalten ein CC Motiv (Klasse I) oder
eine TIR Doméne (Klasse II). Klasse IV enthélt zusétzlich zu LRR und TM eine Kinase-Doméne.

Die grofite Gruppe umfalit Proteine, die eine zentrale NB- und LRR-Doméne enthalten.
Je nachdem, ob N-terminal CC- oder TIR-Motive zu finden sind, werden sie in CC-NB-
LRR und TIR-NB-LRR Proteine unterteilt (Klasse I und II) (TAI et al. 1999a, LEISTER
and KATAGIRI 2000, SCHORNACK et al. 2004). Eine Sonderform der Klasse II Proteine
stellt das RRS1 Protein aus Arabidopsis dar (DESLANDES et al. 2002). Es handelt sich um
ein TIR-NB-LRR Protein, das C-terminal ein putatives Kernlokalisierungssignal und ein
WRKY-Motiv enthélt. Die Cf-Proteine aus Tomate bilden die dritte Gruppe (Klasse III).
Sie bestehen aus einer extrazelluliren LRR-Doméne, die iiber eine Transmembran-
Doméne (TM) in der Zellwand verankert ist (THOMAS et al. 2000). Klasse IV Proteine
haben zusitzlich zur TM und zum extrazelluliren LRR eine cytoplasmatische Kinase-
Domine (WANG et al. 2004). Die Struktur der einzelnen Doménen und ihre jeweilige
putative Funktion soll im folgenden kurz beschrieben werden.

Die LRR (leucin-rich repeat) Domine besteht aus kurzen Aminosdure (AS)-
Wiederholungen mit Leucinresten an jeder zweiten oder dritten Stelle, die eine flexible 3-
Faltblattstruktur ausbilden. Diese Doméne ist aus den unterschiedlichsten Proteinen
bekannt und soll bei der Interaktion von Proteinen eine Rolle spielen (KOBE and KAJAVA
2001). So konnte fiir RPS2 gezeigt werden, dall die LRR-Region fiir die Interaktion mit

anderen Proteinen in der Pflanze notwendig ist (BANERJEE et al. 2001). Durch zahlreiche
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Mutationsstudien und "domain-swapping-Experimente" (WULFF et al. 2001, BANERJEE et
al. 2001) wurde verdeutlicht, dal die LRRs zur Erkennungsspezifitit der R-Proteine
einen wichtigen Beitrag leisten, wenngleich auch andere Faktoren eine Rolle spielen
(ELLIS et al. 2000).

Die am besten konservierten Motive der NB (nucleotide binding site) sind die Kinasen
(P-loop) 1a, 2, 3a und die GLPL-Sequenz, da sie notwendig fiir Bindung und Hydrolyse
von NTPs sind (MEYERS et al. 1999). Bei der Auslosung der HR in der pflanzlichen
Resistenzantwort scheint die NB eine wichtige Rolle zu spielen. So fiihrten Mutationen
im zentralen Bereich z. B. zur Auslosung einer konstitutiven HR (BENDAHMANE et al.
2002). Ein Zusammenhang zwischen der Bindung von Nukleotiden bzw. deren
Hydrolyse und der Auslosung der HR konnte filir das R-Protein 12 aus Tomate festgestellt
werden (TAMELING et al. 2002).

Das CC (coiled-coiled) Motiv setzt sich aus Wiederholungen von sieben AS mit
hydrophoben Resten zusammen, die zwei oder mehr a-Helices formen konnen, welche
sich zu einem "supercoil" zusammenlegen. Eine Variante ist der LZ (leucine zipper). Es
ist bekannt, daB3 diese Doméne in Proteininteraktionen sowie deren Oligomerisierung und
der damit assoziierten Bindung von Nukleinsduren involviert ist. Da R-Proteine, die ein
CC Motiv aufweisen, im Gegensatz zu solchen mit einer TIR Doméne (s. unten)
Abhidngigkeit von anderen Signalwegskomponenten zeigen, konnte das CC Motiv an der
Signaltransduktion beteiligt sein (TORNERO et al. 2002).

Die TIR Domine pflanzlicher R-Gene weist Homologie zum Toll-Protein aus
Drosophila und dem Interleukinl-Rezeptor des Menschen auf. Beide Proteine sind in die
Signaliibermittlung wéhrend der Pathogenabwehr involviert (TAKKEN and JOOSTEN
2000). Die Rolle der TIR Doméne in der pflanzlichen Abwehr ist noch nicht geklrt.
Mutationen in dieser Region konnen jedoch den Funktionsverlust von R-Proteinen

bedingen (DINESH-KUMAR et al. 2000).

Einige R-Proteine konnen keiner der vier oben genannten Klassen zugeordnet werden.
Das Pto-Gen aus Tomate kodiert bspw. fiir eine Serin-Threonin Kinase (MARTIN et al.
1993). Hml, das Resistenz gegen Cochliobolus carbonum in Mais verleiht, ist eine
Toxinreduktase (ZHANG et al. 2002). Das Genprodukt von RTM?2 aus Arabidopsis zeigt
Homologie zu Hitzeschockproteinen (WHITMAN et al. 2000). Die Ve-Proteine aus

Tomate sind putative Zelloberflaichen-Glycoproteine (KAWCHUK et al. 2001). Ein R-Gen
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aus Paprika (xa5) kodiert fiir die y-Untereinheit des Transkriptionsfaktors IIA (IYER and
McCoucH 2004).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB3 die duale Funktionalitit der R-Proteine
durch die bislang isolierten und charakterisierten Strukturmotive, die sowohl als Rezeptor
als auch als Signaliibermittler fungieren konnen, bestitigt wurde. Ein einfaches Modell,
die Auslosung einer Immunantwort zu erkldren, ist das Rezeptor-Liganden Modell
(ELLINGBOE 1981): Das Avr-Protein wird durch direkte Bindung vom R-Protein erkannt
und dadurch die Abwehr der Pflanze aktiviert. Gegen dieses Modell spricht, daf3 bis heute
nur zwei direkte Interaktionen zwischen R-Protein und korrespondierendem Avr-Protein
nachgewiesen werden konnten (ECKARDT 2004). Generell scheint die Frage nach der
Aktivierung von Immunantworten in Pflanzen komplexer zu sein. Einige R-Proteine (Pto,
Cf2, Mil, RPS5 und RPM1) benétigen zusétzliche pflanzliche Proteine, um ihre Funktion
erfiillen zu koénnen (MARTIN et al. 2003). Diese Befunde fiihrten zu einer weiteren
Hypothese: dem "guard model". Hierbei wird angenommen, dal3 das R-Protein als eine
Art "Wiéchter" fungiert, der ein anderes pflanzliches Protein schiitzt. Dieses konnte
Angriffspunkt von pathogen-assoziierten Effektoren sein. Der Angriff auf dieses Protein
(z. B. durch Interaktion) wird jedoch vom R-Protein erkannt und darauthin eine

Resistenzantwort ausgelost (DANGL and JONES 2001).

1.3 Isolierung von Genen aus komplexen Genomen

Mit Hilfe der klassischen Genetik ist es relativ einfach, die Vererbung eines bestimmten
Merkmals zu verfolgen. Die konventionelle Pflanzenziichtung macht sich diesen
Umstand zunutze, um interessante, phinotypisch-charakterisierte Merkmale, wie bspw.
Ertrag, Resistenzen gegen Krankheitserreger oder Fruchtgrole und —farbe, in agro-
nomisch relevante Pflanzenarten und Kultivare einzukreuzen. Dabei bereiten einerseits
Artbarrieren Probleme, andererseits ist nicht prognostizierbar, welche anderen, durchaus
auch unerwiinschten Eigenschaften die resultierenden Pflanzen haben werden.

Die, diesen Merkmalen zugrundeliegende Biologie zu verstehen, ist weitaus schwieriger,
da dies detaillierte Kenntnisse iiber die entsprechenden Gene voraussetzt. Informationen
iiber Gene konnen mit Hilfe der positionellen Klonierung erlangt werden. Dazu wird die

Position des gesuchten Genes im Genom lokalisiert ("vorwirts Genetik"). Eine Methode
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ist die Insertionsmutagenese mittels Transposons ("transposon tagging"). Dabei wird das
gesuchte Gen durch Integration einer bekannten DNA-Sequenz im codierenden Bereich
inaktiviert und zugleich markiert. Das Tabak N Gen (WHITHAM et al. 1996) und das Cf-9
Gen aus Tomate (JONES et al. 1994) konnten mit dieser Methode isoliert werden. Die
Mehrzahl der Resistenzgene wurde jedoch iiber eine kartengestiitzte Strategie ("map
based cloning") isoliert. Im nidchsten Abschnitt soll ndher auf diese Methode eingegangen

werden, da sie im Rahmen der vorliegenden Arbeit Anwendung fand.

1.3.1 Kartengestiitzte Isolierung von Genen

Grundlage jeder kartengestiitzten Isolierung von Genen ist die Einteilung der Individuen
einer Population in unterschiedliche Phédnotypen: Es werden z. B. resistente von
suszeptiblen Pflanzen diskriminiert. Durch Kreuzung von Pflanzen mit diesen
unterschiedlichen Eigenschaften wird eine Kartierungspopulation erstellt, die fiir das
gewiinschte Gen (Resistenz) aufspaltet.
Der nachste Schritt im Rahmen einer Genisolierung ist die Identifizierung von DNA-
Polymorphismen (molekulare Marker), die in der Kartierungspopulation genetische
Kopplung mit dem Zielgen (Resistenz) aufweisen. Der genetische Abstand wird anhand
der Héufigkeit von Rekombinationsereignissen zwischen dem untersuchten Merkmal und
den Markern errechnet, wobei eine 1%-ige Rekombinationsfrequenz einem cM (centi
Morgan) entspricht. Entscheidend fiir den Erfolg einer kartengestiitzten Genisolierung ist
es, moglichst schnell, moglichst viele DNA-Marker zu generieren, um den Ziellocus
eingrenzen zu konnen. Die unten aufgefiihrte Liste gibt einen Uberblick iiber die am
hiufigsten verwendeten Markersysteme:

e RFLP (restriction fragment length polymorphism)

e RAPD (random amplified polymorphic DNA)

e AFLP (amplified fragment length polymorphism)

e SNP (single nucleotide polymorphism)

e SCAR (sequence characterized amplified region)

e SSCP (single-strand conformation polymorphism)

e Mikrosatelliten/SSR (simple sequence repeats)

e CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence)
Die genannten Markersysteme konnen in Multilocus- (AFLP, RAPD) oder Einzellocus-
Marker (SCAR, CAPS, etc.) unterschieden werden. Bis auf RFLPs basieren alle
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Methoden auf PCR-Techniken, durch die die DNA-Polymorphismen auf
unterschiedlichste Art dargestellt werden. In dieser Arbeit wurden zur Eingrenzung des
Bs3 Resistenzlocus AFLP-Marker verwendet, folglich soll speziell auf diese Technik
detaillierter eingegangen werden.

Die AFLP-Technik stellt eine Kombination aus RFLPs und RAPD-Markern dar (VoS et
al. 1995). Wie bei der RFLP Methode wird die DNA eines Organismus mit
Restriktionsenzymen geschnitten. Eingesetzt werden meist ein hdufig- und ein selten-
schneidendes Enzym. An die entstandenen DNA-Fragmente werden kurze, synthetische
DNA-Sequenzen, sog. Linker, ligiert. Jetzt erfolgt der Einsatz der PCR, in der zu den
Linkersequenzen komplementdre Oligonukleotide eingesetzt werden. Da jedoch auf diese
Weise Tausende von Amplifikaten entstehen wiirden, werden Oligonukleotide
ausgewdhlt, die in die unbekannte Sequenz hineinreichen. D. h. es wird an die
Oligonukleotidsequenz eine willkiirliche Abfolge von 2 - 3 Nukleotiden angehingt, so
daB nur die DNA-Fragmente amplifiziert werden, die neben der Linkersequenz zufillig
diese Nukleotidabfolge besitzen. So erfolgt also unter den vielen Fragmenten eine
Selektion, die die Anzahl der Amplifikate einschridnkt. Zur weiteren Reduktion der
auszuwertenden Fragmente wird ein Oligonukleotid radioaktiv oder mit Fluoreszenz-
farbstoffen markiert. Dadurch kénnen spédter nur solche Fragmente detektiert werden, die
mit diesem Oligonukleotid amplifiziert wurden (WILLMITZER and HOFFMAN 1997).
Durch die Verwendung lingerer Oligonukleotide und hdherer "Annealing-Temperaturen"
ist die Reproduzierbarkeit von AFLP-Markern gegeniiber RAPDs wesentlich verbessert
worden, und im Gegensatz zu RFLP-Markern entfallen die aufwendigen Hybridisierungs-
schritte.

Im néchsten Schritt, der Feinkartierung, wird die Markerdichte im untersuchten Bereich
erhoht, um das genetische Zielintervall weiter einzugrenzen. Wie grof3 die Kartierungs-
population sein mul, um sehr eng gekoppelte Marker kartieren zu konnen, ist abhdngig
von der Rekombinationsfrequenz im jeweiligen Abschnitt des Genoms.

Der Eingrenzung des gesuchten Gens auf einen minimalen genetischen Bereich folgt
schlieBlich die physikalische Limitierung mittels BAC- oder YAC-Klonen. Gegenwirtig
werden hauptsidchlich BACs verwendet, da sie einfacher zu handhaben und weniger
anfillig dafiir sind, chimére Klone zu bilden. Fiir die meisten Pflanzenspezies gibt es
BAC-Bibliotheken, die entweder mittels Hybridisierung oder PCR nach Klonen
durchsucht werden konnen, die homologe Bereiche zu den kartierten DNA-Markern

aufweisen (GEORGI et al. 2002, KAUFMANN et al. 2003, M0zo et al. 1998). Insert-Enden
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von BAC-Klonen kénnen auch dazu genutzt werden, neue Marker im Zielintervall zu
generieren (CHEN and GMITTER 1999, KIM et al. 1997).

Als letzter Schritt mull die biologische Funktion (Komplementation) des isolierten
Kandidatengens mittels Mutationsanalysen oder Transformation verifiziert werden. Die
Agrobacterium-vermittelte Transformation stellt dabei eine hiufig angewendete Technik
dar (BENDAHMANE et al. 2000, GELVIN 2003). Manche Organismen, hierzu gehort
Paprika, lassen sich jedoch nur mit geringer Effizienz stabil transformieren, weshalb
transiente Agrobacterium-vermittelte Transformation (VAN DEN AKERVEKEN et al. 1996)
oder VIGS (virus induced gene silencing) (RATCLIFF et al. 2001) erfolgsversprechender

sind.

1.4 Paprika : eine wichtige Nutzpflanze aus der Neuen Welt

Capsicum spp. L. gehort zur Familie der Nachtschattengewidchse (Solanaceaen). Mit
2500 beschriebenen Arten ist sie weltweit iiber ihr Ursprungsgebiet, den Neotropen
Amerikas, hinaus bis in die geméBigten Zonen verbreitet (HAWKES 1999). Aus der
Familie der Solanaceaen gingen viele wichtige Nutzpflanzen hervor, schon die
Ureinwohner Meso-Amerikas domestizierten einige Arten. Heutzutage liefern
Solanaceaen nicht nur wichtige Feldfriichte wie Kartoffeln, Tomaten, Paprikas und
Auberginen, sondern auch wichtige Sekunddrmetabolite flir die Pharmaindustrie.
AuBerdem dienen sie als Gewlirz-, Heil- und Zierpflanzen.

Durch die Spanier nach Europa eingefiihrt, wurde Paprika zuerst hauptséchlich als
Gewlirz- (Ersatz fiir Pfeffer) und Zierpflanze genutzt. Erste Klassifizierungen der
verschiedenen Arten sind aus dem 16. Jahrhundert {iberliefert. Seit dieser Zeit wird auch
der Anbau von Paprika in Europa, vor allem in Ungarn und im Mittelmeerraum,
beschrieben. Ende der 90-iger Jahre des 20. Jhds. wurden weltweit iiber 10 Millionen MT
(metrische Tonne) Paprika angebaut (FAO 1996). Diese Zahl unterstreicht die
okonomische Relevanz dieser Art und die damit verbundene, intensivierte Forschung auf
dem Gebiet der Paprikaziichtung.

Fiir Capsicum wurden 25 Arten beschrieben (BARENDSE and VAN DER WEERDEN 1999),
die sich durch ihren Gehalt an Capsaicinoiden auszeichnen. Diese Alkaloide verleihen

den meisten Paprikafriichten den typisch scharfen Geschmack (BOSLAND and ZEWDIE
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2001). Die phinotypische Variation der Gattung Capsicum ist grol3, angefangen bei der
Fruchtfarbe von gelb bis dunkelviolett iiber die —grofe von klein-kegelférmig zu grof3
und glockenformig bis hin zum Capsaicin-Gehalt, der in den unterschiedlichen Arten
betrachtlich variiert. Der gewerbliche Anbau ist hauptsichlich auf die fiinf domestizierten
Arten C. annuum L., C. frutescens L., C. baccatum L., C. pubescens Ruiz & Pav. und C.
chinense Jacq. beschriankt. AuBler bei einigen Wildspezies liegt die haploide
Chromosomenzahl aller Capsicum-Arten bei 12. Zum DNA-Gehalt gibt es bisher nur
zweil Untersuchungen. Fiir C. annuum werden 2702 — 3420 Mbp (ARUMUGANATHAN and
AND EARLY 1991) und 3293 - 3381 Mbp angegeben, C. frutescens. hat eine Genomgrofie
von 3332 Mbp (MOSCONE et al. 2003). Beziiglich der genetischen Gro3e des Genoms
liegen voneinander abweichende Angaben vor. Es wurden diverse genetische Karten
erstellt - oftmals mit relativ kleinen Kartierungspopulationen -, bis heute jedoch keine,
die alle bisher verwendeten Marker einschlieft. Die Zahlenwerte der durch
interspezifische Kreuzungen erstellten genetischen Karten schwanken von 1245,7 bis
1832 ¢cM (LEFEBVRE et al. 2002; LIVINGSTONE et al. 1999, KANG et al. 2001; PARAN et al.
2004). Daraus lassen sich Werte von 1,4 — 2,7 Mbp/cM fiir das Paprikagenom errechnen.
Diese Angaben sind jedoch nur Schitzwerte, da die genaue genetische GroBe des
Paprikagenoms nicht bekannt ist. In dieser Arbeit wurde deshalb der Einfachheit halber
ein Wert von 1,5 Mbp/cM zur Abschétzung der physikalischen Abstinde angenommen.

1.5 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria: der Ausloser der bakteriellen

Fleckenkrankheit in Paprika und Tomate

Das Gram-negative Bakterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) befillt
iiberwiegend Capsicum spp. und Lycopersicon spp., als Wirtspflanzen werden jedoch
auch andere Solanaceaen beschrieben. Global verbreitet, treten die groflten, aus der sog.
bakteriellen Fleckenkrankheit resultierenden Ernteverluste in Regionen feucht-warmen
Klimas auf, da hier die infektions-begiinstigenden Faktoren, wie starke Regenfille, hohe
Luftfeuchtigkeit und Temperaturen iiber 30°C in besonderer Weise gegeben sind. Xcv
dringt iiber Spaltéffnungen oder kleine Wunden in den Interzellularraum der
Wirtspflanzen ein, wo es sich vermehrt. Die dadurch ausgelosten Krankheitssymptome,

wissrige Lésionen, die spéter nekrotisch werden, sind lokal begrenzt (STALL 1995). Der
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Befall durch Xcv kann jedoch zu frithzeitigem Abwurf von Blittern und Friichten fiihren.
Die Ubertragung des Erregers auf andere Pflanzen erfolgt vorwiegend mittels
Regenwassers, die Infizierung kann aber auch durch verunreinigtes Saatgut verursacht
werden.

Die Pathogenitdt von Xcv hidngt von der Funktionalitit des Typ-III-Sekretionssystems
(TTSS) ab (BUTTNER and BONAS 2003). Uber dieses System werden Effektorproteine (z.
B. AvrBs3) in die Pflanzenzelle {ibertragen, die einerseits fiir eine erfolgreiche Infektion
notwendig sind, durch die andererseits die Bakterien aber auch von der Pflanzenzelle

erkannt werden konnen (Avr-Proteine, s. 1.1).

Abbildung 1.2: Krankheitssymptome der bakteriellen Fleckenkrankheit.
Photos: T. A. Kucharek, B. H. Chew und G. L. Hartman verdffentlicht in AVRDC — The World Vegetable
Center. A: lokal begrenzte wiéssrige Lasionen, die spéter nekrotisch werden. B: Xcv-Infektion fiihrt zum

Abwurf von Blattern und Friichten.
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1.5.1 Resistenzreaktionen gegen Xcv in Paprika

Resistenz gegen die bakterielle Fleckenkrankheit wird in Paprika als rassenspezifisch,
von speziellen avr-Genen abhingig beschrieben (COOK and STALL 1963). In Capsicum
spp. wurden die drei Resistenzgene Bs/, Bs2 und Bs3 identifiziert, die eine spezifische
HR-vermittelte Resistenz gegeniiber Xcv-Stimmen verleihen, die die avr-Gene avrBsl,
avrBs2 und avrBs3 exprimieren (MINSAVAGE et al. 1990). Sequenzvergleiche ergaben,
daB zwischen diesen avr-Genen keine Ahnlichkeiten bestehen (MINSAVAGE et al. 1990).
Es gibt jedoch eine Vielzahl von Xanthomonaden, die avrBs3-homologe avr-Gene tragen
(s. 1.5.2).

Die genannten Paprika R-Gene werden dominant-monogen vererbt. Bs/ und Bs3 wurden
in den C. annuum Linien PI 271322 und PI 163192 identifiziert, wiahrend Bs2 aus C.
chacoense stammt (KiM and HARTMANN 1985). Sie wurden einzeln und kumulativ in das
suszeptible C. annuum Kultivar Early Calwonder (ECW) eingekreuzt. Die daraus
resultierenden Linien wurden als ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R und ECW-123
bezeichnet (MINSAVAGE et al. 1990). Das Bs2 Gen, welches fiir ein NB-LRR Protein
kodiert, konnte schon isoliert werden (TAI et al. 1999a; TAI et al. 1999b). Bs2 spielt eine
wichtige Rolle in der Bekdmpfung der bakteriellen Fleckenkrankheit, da AvrBs2 in
vielen Xcv-Stdmmen vorkommt und hochstwahrscheinlich Virulenzfunktion besitzt (TAI
et al. 1999b). Aus anderen Pflanzenspezies sind schon Resistenzgene gegen
Xanthomonaden bekannt, die AvrBs3-Homologe exprimieren. Das Tomaten Bs4 Gen
gehort zur TIR-NB-LRR Klasse von R-Proteinen (BALLVORA et al. 2001b), und das Reis
xa5 Gen, welches rezessiv vererbt wird, kodiert fiir die 7y-Untereinheit des

Transkriptionsfaktors IIA (TFIIAy) (IYER and McCouUCH 2004).

1.5.2 Die AvrBs3 Protein-Familie

Der Namensgeber dieser Protein-Familie ist AvrBs3 aus Xcv (s. Abb. 1.3). Markantestes
Charakteristikum dieses Proteins ist ein 34-AS-Sequenzmotiv ("repeat") im zentralen
Bereich des Polypeptids, das in 17,5 fast identischen Kopien vorkommt (BONAS et al.
1989). Im C-terminalen Bereich weist AvrBs3 nukledre Lokalisierungssignale (NLS)
sowie eine saure transkriptionelle Aktivierungsdoméne (AAD) auf, typische Merkmale
eukaryotischer Transkriptionsfaktoren (SZUREK et al. 2001). AvrBs3 wird iiber das Typ-
II1-Sekretionssystem (TTSS) ins Cytoplasma der Pflanzenzelle transloziert. Dort kann,

wie Y2H-Analysen aufdeckten, AvrBs3 pflanzliche Transportmechanismen nutzen, um
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in den Zellkern zu gelangen (SZUREK et al. 2002) und dort die Transkription der
Wirtszelle zu modulieren (MAROIS et al. 2002).

Die Mitglieder der AvrBs3 Familie weisen auf Aminoséureebene 90 — 97% Identitdt auf
(LAHAYE and BONAS 2001). Die Unterschiede betreffen hauptsichlich die Anzahl der
"repeat-Einheiten" im zentralen Bereich der Proteine, die von 5,5 bis 25,5 variieren,
sowie deren AS-Sequenz. Differenzen ergeben sich auch hinsichtlich ihrer
Avirulenzaktivitdt. Funktionsstudien ergaben, dal die NLS- und ADD-Doménen
essentiell fiir die Funktion von AvrBs3 sind (VAN DEN AKERVEKEN et al. 1996, SZUREK
et al. 2002). Dies trifft hingegen nicht auf avrBs4ANLS-Derivate zu, die immer noch eine
Bs4-vermittelte Resistenzreaktion auslosen konnen. Dieser Befund zeigt, da3 die zu den
AvrBs3-Homologen korrespondierenden R-Gene sich unterschiedlicher Perzeptions-
strategien bedienen.

Die Erkennungsspezifitit der AvrBs3-Homologen wird durch die "repeat-Region"
festgelegt. Deletionsstudien der "repeat-Region" von AvrBs3 zeigten, dal neben dem
Verlust der Avirulenzaktivitit auch neue Spezifititen erzeugt werden konnen (HERBERS
et al. 1992). AuBBerdem wurden intragenische Rekombinationsereignisse, die zu neuen
Wirtsspezifititen fiihren konnen, auch in vivo in Xanthomonaden beobachtet (YANG and

GABRIEL 1995).

1.5.3 Gibt es funktionale Allele des Paprika Bs3 Gens?

Wie bereits erwdhnt (s. 1.5.2), wurden avrBs3-Derivate generiert, denen eine oder
mehrere der 17,5 "repeat-Einheiten" fehlen (HERBERS et al. 1992). Zwei der vierzehn
getesteten avrBs3-Derivate (avrBs3Arepl6 und avrBs3Arep99) induzieren eine HR im
anfilligen Paprika Kultivar ECW (bs3), jedoch nicht in ECW-30R (Bs3) (s. Abb. 1.3).
Die Analyse von 332 F,-Segreganten aus einer ECW x ECW-30R Kreuzung ergab, dafl
bs3 und Bs3 funktionale Allele oder sehr eng gekoppelte R-Gene darstellen.
Weiterfithrende Analysen haben gezeigt, dal NLS-Deletionsderivate von avrBs3Arepl6
keine HR in ECW auslosen (G. Van den Ackerveken und U. Bonas, unverdffentlichte
Daten). Somit sind bs3 und Bs3 funktional homolog, da beide R-Gene eine NLS-
abhingige Erkennung AvrBs3-dhnlicher Proteine vermitteln. Im Rahmen dieser Arbeit
wird das funktionale (dominante) ECW-bs3 Allel zur Unterscheidung gegeniiber dem
resistenten Allel in ECW-30R als ,,Bs6° bezeichnet.
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avrBs3 Derivate Pflanzenspezies
Bezeichnung Struktur der Derivate Cécavlz/nggg c. Erénvl\l/um L.es;u'(mtum
repeats NLS
avrBs3 [ [T 111 + 2 -4 - ¢
avrBs3ANLS [ [ERRRRRRRRRRRRRNNN] ﬁ:l _b b e
avrBs3Arep16 I MMM M 1T _a + @
avrBs3Arep16ANLS | o e O _d _d
avrBs4 T 111 - ¢ _e + C

avrBs4ANLS E—1 I _c _d L ©

Abbildung 1.3: Gen-fiir-Gen basierte Erkennung von AvrBs3 und AvrBs4. +: HR, -: wissrige
Lasionen “(HERBERS et al. 1992),°(VAN DEN AKERVEKEN et al. 1996).°; (BALLVORA et al. 2001a) ¢

Giirlebeck, Schornack, Lahaye & Bonas, unveroffentlichte Daten; ° Kay & Bonas, unveroffentlichte Daten

1.6 Lokalisierung des Bs3 Resistenzgens in Paprika

Zur Erstellung einer Kartierungspopulation wurde das resistente C. annuum Kultivar
ECW-30R mit dem anfilligen Elter PI 197409 (C. frutescens) gekreuzt. AFLP-Analysen
mit den Enzymkombinationen HindIll/Msel, Pstl/Msel und EcoRl/Msel lieferten erste
mit Bs3 gekoppelte Marker. In einer Kartierungspopulation von 790 BC (back cross)
Pflanzen konnte der Bs3 Resistenzlocus auf ein 2,1 cM grofles Intervall eingegrenzt
werden (s. Abb. 1.4, PIERRE et al. 2000). Zudem konnte anhand dieser Marker Bs3 auf
dem Paprika Chromosom 2 (LEFEBVRE et al. 2002) lokalisiert werden. Um {iber Syntenie
des Paprika- und Tomatengenoms vielleicht weitere, mit Bs3 gekoppelte Marker zu
erhalten, wurden einige AFLP-Marker in Tomate getestet. Die Marker H3-4 und H6-4
zeigten Cosegregation mit den Tomatenmarkern TG33 und TG31 (TANKSLEY et al. 1992)
auf Tomatenchromosom 2. Diese waren in Paprika jedoch nicht polymorph und konnten
somit nicht zur Kartierung verwendet werden. Andere zusitzliche Tomatenmarker
konnten nicht identifiziert werden (PIERRE et al. 2000).

Daher wurde, von den am engsten mit Bs3 gekoppelten AFLP-Markern P23-70 und P22-
3 ausgehend, die Sichtung einer YAC-Bibliothek des Genotyps ECW 123 (TAl and

STASKAWICZ 2000) initiiert. Im ersten Schritt konnten die zwei Klone Y65 und Y110
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identifiziert werden. Mit dem rechten Ende von Y65 konnte ein weiterer Klon, Y152,
isoliert werden. Endfragmente von Y110 lieferten keine weiteren Klone, so dal3 der
Resistenzlocus nicht {iberspannt werden konnte (U. Bonas, unverdffentlichte Daten). Die
Endsequenzen dieser Klone wurden jedoch in die CAPS-Marker Y65-2, Y152-1 und
Y110-2 umgewandelt, die zur Suche nach Rekombinationsereignissen in der
Kartierungspopulation verwendet werden konnten (s. Abb. 1.4). Mit einer Kartierungs-
population von 800 F,-Pflanzen wurden die CAPS-Marker am Bs3 Locus kartiert. Marker
Y65-2 und Y110-2 umfassen ein Intervall von 2 ¢cM, Y152-1 liegt 0,3 cM von Y65-2
entfernt. Der genetische Abstand zu Bs3 wurde nicht determiniert, da zu diesem
Zeitpunkt noch keine Resistenztests der rekombinanten F,-Pflanzen erfolgt waren (M.

Pierre, T. Lahaye u. U. Bonas, unverdffentlichte Daten).

H24
H174
o4 | Hioar Bs3 1752 Hod
| | J - | 14 0N = | |
AFLP Marker 7 ) \
-7 / \\
< /
i g / \\
2" P14 g \
P1289 pig77 , |
P19-57 !
Hio4r | P2370 Bs3 P23 P1978 P13-74 He-4
|

o

[+ 1cM = |<*—11cM —P | | |

YAC Klone mssi2 E

.
2 s 2 GO 1

Pt \

CAPS Marker Y65-2 Y152-1 Y110-2
'y '
0,3 1,7 cM

Abbildung 1.4: Genetische Karte der Bs3 Region zu Beginn dieser Arbeit. (verdnd. nach PIERRE et al.
2000) Pfeile geben die Intervalle zwischen den gen. Markern an. H: HindIll/Msel basierte und P: Pstl/Msel
basierte AFLP-Marker. Die Balken stellen die isolierten YAC Klone dar, 1 und 2 geben das rechte und
linke Ende der Klone an, gestrichelte Linien zeigen an, mit welchem Marker die YAC Klone isoliert

wurden. YAC 65 wurde mit AFLP-Marker P23-70 identifiziert.
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1.7 Ziele dieser Arbeit

Die Isolierung des Bs3 Gens dient nicht nur dazu, ein wichtiges Resistenzgen fiir die
Pflanzenziichtung nutzbar zu machen, sondern verfolgt vornehmlich das Ziel, weitere
Einblicke in die der rassenspezifischen Resistenz zugrunde liegenden Mechanismen zu
erlangen. Trotz ausgepriagter Homologien (97% identisch) zwischen AvrBs3 und AvrBs4
wird die Erkennung jeweils spezifisch durch das Paprika (C. annuum spp.) Bs3 bzw. das
Tomaten (Lycopersicon spp.) Bs4 R-Protein (BALLVORA et al. 2001a) vermittelt. Da der
Erkennung durch die beiden R-Proteine unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen
(s. 1.5.2), ist zu vermuten, dal3 es sich um R-Proteine unterschiedlicher Struktur handelt.
Ein Vergleich der beiden R-Proteine und ihrer Wirkungsweisen (in Verbindung mit der
AvrBs3 Familie) konnte zu neuen Erkenntnissen hinsichtlich der Wirkzusammenhénge
der R-Gen vermittelten rassenspezifischen Resistenz beitragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Kartierung von Bs3 fortzusetzen und so den
Resistenzlocus physikalisch zu limitieren. Dazu sollte die Markerdichte im 1,7 cM
Zielintervall erhoht und die Kartierungspopulation fiir eine genauere Kartierung der
Marker vergréBert werden. In der Absicht, eine physikalische Karte des Resistenzlocus
zu erstellen, sollten mit moglichst eng gekoppelten Markern genomische Bibliotheken
gesichtet werden. Da die Paprika YAC-Bibliothek (TAI and STASKAWICZ 2000)
ungeeignet zur Isolierung von Bs3 ist (Liicke in der Bs3 Region), galt es, eine BAC-

Bibliothek der resistenten Linie ECW-30R zu erstellen.



Material und Methoden 16

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme, Gebrauchswaren und Gerite

Falls nicht anders erwéhnt, wurden Chemikalien, Enzyme, Gebrauchswaren und Geréte
folgender Hersteller genutzt:

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg i. Breisgau), Bio-Rad Laboratories GmbH
(Miinchen), Biozym (Hess. Oldenburg), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), Clontech
Laboratories GmbH (Heidelberg), Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH (Berlin), Difco
(Augsburg), Gibco BRL (Eggenstein), Greiner Labortechnik GmbH (Solingen),
Invitrogen (Groningen, Niederlande), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck
(Darmstadt), metabion GmbH (Martinsried), New England Biolabs GmbH (Schwalbach
i. Taunus), peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen), Qiagen GmbH (Hilden), Roche
Molecular Biochemicals GmbH (Mannheim), S & S Schleicher und Schiill GmbH
(Dassel), Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Deisenhofen), Sorvall (Hanau).

Das Radioisotop 7-33 P-dATP mit einer spezifischen Aktivitidt von 110 TBg/mmol wurde
von Hartmann Analytic (Braunschweig) bezogen.

Verwendete DNA-Léngenstandards:

Gene Ruler 100 bp DNA ladder, Gene Ruler 1 kb ladder (MBI Fermentas, St. Leon Rot)
Lambda Ladder PFG Marker, MidRange I PFG Marker (NEB, Schwalbach)

Hyperladder VI (Bioline, London)

DNA Molecular Weight Marker VII, Dig markiert (Roche Diagnostics, Mannheim)

Verwendete Oligonukleotide:

Alle fir diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion
(Martinsried) entsalzt und lyophilisiert bezogen. Sie wurden in der Regel auf 1ug/ul

eingestellt.

2.2 Hiufig verwendete Stammlosungen

20 x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat-Dihydrat, pH 7,0
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10 x PCR-Puffer

0,5 M KCl, 0,1 M TRIS-HCI (pH 8.3), 20 mM MgCl,,1%
(v/v) Triton X 100, 0,1% (w/v) Gelatine

6 x Ladepuffer 15% Ficoll 400, Farbstoff: Orange G
1 x TAE 40 mM TRIS, 40 mM Eisessig, | mM EDTA, pH 8,0
1 x TBE 90 mM TRIS, 90 mM Borsdure, 2 mM EDTA, pH 8,0
1xTE 10 mM TRIS-HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0
Phosphatpuffer 1 M NaHPOg4: 134 g Na,HPO4 x 7H,0 in 1 1 H,O,
4 ml H3PO4, pH 7,2
X-Gal 20 mg X-Gal in 1 ml Dimethylformamid, Lagerung
lichtgeschiitzt; Arbeitsverdiinnung 1:400
IPTG 200 mg IPTG in 1 ml H,O, Arbeitsverdiinnung 1:200
Antibiotika:
Antibiotikum Stammlosung Verdiinnungen
o e . 1:1000 (Platten),
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml (in H,O) 1:2000 (Flissigkultur)
Kanamycin (Kan) 5 mg/ml (in H,0) 1:200
Rifampicin (Rif) 20 mg/ml (in Methanol) 1:200
Spectinomycin (Spec) 10 mg/ml (in H,0) 1:100
Tetrazyklin (Tet) 2 mg/ml (in 70% EtOH) 1:200
Chloramphenicol (Clm) 12,5 mg/ml (in 100% EtOH) 1:1000

2.3 Nihrmedien

Fiir die Herstellung der Bakterienmedien wurden Produkte des Herstellers Difco

(Augsburg) verwendet.
LB Medium:

2YT Medium

1% (w/v) Bacto-Trypton,

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt,

1% (w/v) NaCl; pH 7,5.
1,6% (w/v) Bacto-Trypton,
1% (w/v) Hefe-Extrakt,

0,5% (w/v) NaCl.

0,5% (w/v) Bacto-Pepton,
0,3% (w/v) Hefe-Extrakt,
0,2% Glycerin.

NYG Medium:

Fir die Herstellung von LB- und NYG-Platten wurden einem Liter Medium jeweils

1,5%, fiir 2YT-Platten 1% (w/v) Bacto-Agar zugesetzt. Die Platten wurden bei konstant
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4°C im Kiihlraum gelagert. Die Sterilisation der Ndhrmedien erfolgte fiir 20 min bei
121°C und 1,1 x 10° Pa (Autoklavieren). Zur selektiven Kultivierung von Bakterien
wurden den Medien nach dem Autoklavieren die hierfiir jeweilig benétigten Mengen

Antibiotika in den entsprechenden Verdiinnungen zugegeben.

2.4 Bakterienstimme

Die in Tab. 2.1 aufgefiihrten Xcv-Stimme wurden bei Inokulationsexperimenten (s. 2.7)
eingesetzt. Die angegebenen E. coli-Stimme wurden zur Klonierung von BAC-

Endfragmenten, BAC-Subklonen und PCR Produkten zur Sequenzierung genutzt.

Tabelle 2.1:Verwendete Bakterienstimme

Stamm Resistenz Beschreibung/Referenz
85-10 (avrBsl ', Rif'  Paprikarasse 2/ (MINSAVAGE et al.
avrBs2", avrBs3) 1990)
85-10 pDS300 Rif/Spec’ Paprikarasse 2, pDSK602
(avrBsI', avrBs2", exprimiert das avrBs3 Gen (Klon
avrBs3") pL3XV1-6)/ (VAN DEN AKERVEKEN
et al. 1996)
Xanthomonas 85-10 (avrBs3Arepl6) Rif/Tet" Paprikarasse 2, enthélt ein Dele-
campestris pv. tionsderivat von avrBs3, subkloniert
vesicatoria ()(cv) in den Vektor pLAFR3/ (HERBERS
i et al. 1992)
82-8 uns (avrBs2 , Rif'  Paprikarasse 1, universell
avrBs3) suszep-tibel, enthdlt kein avr-
) Gen/ (MINSAVAGE et al. 1990)
82-8 (avrBs2 , Rif/Tet' Paprikarasse 1, enthilt das avrBs3
avrBs3") Gen/ (MINSAVAGE et al. 1990)
XL1-Blue MRF’ D(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMR-

mrr)173endAl supE44 thi-1 recAl
gyr A96 relAllac (F'proAB lacl'Z
AM15Tn10 (tetr)), Stratagene
One Shot TOP 10 F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBc)
Electrocomp A80d lacZAM15 AlacX74 deoR
Escherichia coli recAl amD139A(Rara, leu)7697
} galU galK rpsL(Str) endAl nupG,
(E. coli) )
Invitrogen
F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBc)
DH10B 080d lacZAMI15 AlacX74 deoR
recAl endAl araD139A(ara,
leu)7697 galU galKNrpsL nupG
Bethesda Research Laboratories
(MD,USA)
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2.5 verwendete Vektoren

. pCR®-TA-TOPO und pCR®-XL-TOPO (Invitrogen) zur Klonierung von PCR
Produkten
pBluescript KS zur Subklonierung von BAC-Klonen

e pIndigoBAC-5 [HindIlI-Cloning ready] von Epicentre fiir die Erstellung einer
BAC-Bibliothek

2.6 Pflanzenmaterial

C. annuum ECW suszeptible Linie (bs3/bs3)

C. annuum ECW-30R resistente Linie (Bs3/Bs3), Elter der Kartierungspopulation
C. annuum ECW123 resistente Linie (Bsl/Bsl, Bs2/Bs2, Bs3/Bs3)

C. frutescens P1 197409 suszeptible Linie (bs3/bs3), Elter der Kartierungspopulation
C. annuum HD208 suszeptible Linie (bs3/bs3), die zur Erstellung der BAC-

Bibliothek aus Evry (RUFFEL et al. 2002)genutzt wurde.

Das Bs3 Gen wird als monogen-dominanter Locus vererbt. Fiir den Aufbau einer
Kartierungspopulation wurde die resistente Linie C. annuum ECW30R mit der
suszeptiblen Linie PI 197409 (C. frutescens) gekreuzt (s. 1.6 und Abb. 2.1). Zur Suche
nach Rekombinationsereignissen im Markerintervall Y65-2 und Y110-2 wurde die F»-
Generation herangezogen. Die rekombinanten Pflanzen wurden fiir Resistenztests mittels
Xcv-Inokulation durch Selbstung in die Fs;-Generation gebracht. Eine Liste aller
rekombinanter Pflanzen findet sich im Anhang.

Alle Paprikapflanzen wurden unter Gewachshausbedingungen angezogen (26 - 28°C, 60
-70% relative Luftfeuchte, Lichtperiode von 6.00 bis 22.00 Uhr).

P ECW-30R X PI 197409
Bs3/Bs3 bs3/bs3
F; (Selbstung) Bs;bsj’ X Bs3/bs3
F, Bs3/Bs3 Bs;bs.? bs3/bs3
1 : 2 : 1

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Kartierungspopulation
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2.7 Inokulationsexperimente und F3;-Familientests

Zur phénotypischen Typifizierung von Segreganten wurden diese mit den Xcv-Stdmmen
85-10 (avrBsI", avrBs2", avrBs3) und 85-10 pDS300 (avrBsI®, avrBs2', avrBs3")
infiltriert. In der Regel wurden die rekombinanten F,-Pflanzen geselbstet. Fiir die Fs-
Familientests wurden jeweils 13 Ko&rner ausgesdt. Durch die unterschiedlichen
Keimungsraten wurden jeweils 3 - 13 Pflanzen im 4-Blatt-Stadium inokuliert. Da mit den
85-10 Stammen Schwierigkeiten bei der Bonitur der Phénotypen auftraten, wurden spéter
die Stimme 82-8 uns (avrBs2 , avrBs3 ) und 82-8 (avrBs2 , avrBs3") verwendet.

Die Bakterien wurden zwei Tage lang auf selektiven NYG-Agarplatten angezogen. Fiir
die Infiltrationen wurden sie mit einem flachen Holzstibchen von den Platten
abgenommen, in 1 mM MgCl, resuspendiert und die erhaltenen Suspensionen auf eine O.
D. von 0,4 bei 600 nm (entspricht in etwa 4 x 10® Zellen pro ml) eingestellt. Diese
wurden dann iiber das stumpfe Ende einer Einwegspritze in die Interzellularrdume junger
Blitter injiziert. Die Infiltrationen erfolgten stets von der Blattunterseite her. Bei der
Inokulation der Pflanzen war darauf zu achten, da3 das Blattgewebe nicht verletzt wird,
da eine Verwundungsreaktion fdlschlicherweise als Reaktion auf den jeweiligen Xcv-
Stamm interpretiert werden konnte. Die Pflanzen verblieben auch nach erfolgter
Infiltration in Gewichshausatmosphire (26 - 28°C, 60-70% relative Luftfeuchte,
Lichtperiode von 6.00 bis 22.00 Uhr).

Die Bonitur der Phénotypen erfolgte 48 h nach Infiltration. Bei Resistenz der Pflanzen
gegeniiber avrBs3-exprimierenden Xcv-Stimmen trat 48 h nach Inokulation eine HR auf.
Diese war gekennzeichnet durch abgestorbene, braunlich gefarbte Blattgewebe innerhalb
des infiltrierten Bereichs. Bei Durchlicht waren dunkle Rénder sichtbar, die diesen
Bereich begrenzten. In den meisten Féllen war auch bereits ein Kollaps des Blattgewebes
zu beobachten. Der suszeptible Phianotyp hingegen zeichnete sich dadurch aus, daf3 48 h
nach Infiltration keine HR auftrat. Nach 72 h zeigten suszeptible Pflanzen im infizierten
Bereich sog. wissrige Lasionen, d. h. das betreffende Blattgewebe erschien wéssrig, blieb

aber griin und lichtdurchléssig.
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85-10 pDS300

85-10

Abbildung 2.2: Laborphinotypen einer Xcv-Inokulation.

Eine Bakteriensuspension von 0,4 OD wurde lokal in die Blattunterseiten infiltiert. Die Auswertung der
Symptome erfolgte 48 h nach der Inokulation der Xcv-Staimme. 85-10 zeigt beginnende wissrige Lésionen.
85-10 pDS300 verursacht eine HR, das Gewebe ist kollabiert und an den Réndern zeichnen sich dunkle
Rénder ab.

2.8 Isolierung von Nukleinsiuren

2.8.1 Isolierung genomischer Pflanzen-DNA (Minipriparation)
Extraktionspuffer: 0,25 M NaCl

0,2 M TRIS-HCI, pH 7,5

25 mM EDTA, pH 8,0

0,5% (w/v) SDS
Als Ausgangsmaterial wurden 1 - 2 kleine, junge Blitter geerntet, in ein 2 ml
Reaktionsgefdl (Typ Safe-lock; Eppendorf) iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff mit
Metall-Moérsern zu einem feinen Pulver verarbeit. AnschlieBend wurden 700 ul
vorgewarmter Extraktionspuffer (65°C) zugegeben. Die Proben wurden auf dem Vortexer
(Heinemann, Duderstadt) kréftig durchmischt und fiir 30 min bei 60°C im Thermomixer
(Eppendorf) inkubiert. Nach Zugabe von 500 upl vorgekiihltem Chloroform (-20°C)
wurden die Proben wiederum sorgfiltig invertiert (5 min) und zur Phasentrennung 15 min
bei 16.100 rcf (Eppendorf Zentrifuge 5415D) zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde
vorsichtig abgenommen, in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und die DNA
durch Zugabe von 1 Vol. Isopropanol gefillt. Die Proben wurden anschlieBend zur

Prizipitation der pflanzlichen Nukleinsduren 10 min bei 16.100 rcf zentrifugiert. Die

DNA-Pellets wurden mit 500 ul 70%-igem Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in
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150 ul 0,1 x TE resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei —20°C. Die durchschnittliche
DNA-Ausbeute betrug zwischen 50 und 250 ng/ul. Fiir die Markeranalyse wurden die
Nukleinsdure-Losungen im Verhéltnis 1:5 mit bidest. H,O verdiinnt, wovon 5 ul

eingesetzt wurden.

2.8.2 Isolierung hochmolekularer pflanzlicher DNA (Maxipriaparation)

Extraktionspuffer: 100 mM Tris, pH 8,0

50 mM EDTA, pH 8,0

500 mM NacCl

1,25% SDS (w/v)

8,3 mM NaOH

0,38% Natriumbisulfit
Zur Gewinnung grofler Mengen hochmolekularer DNA aus rekombinanten Pflanzen
wurden 15 - 20 Blitter geerntet. Diese wurden in fliissigem Stickstoff in vorgekiihlten
Morsern mit dem Pistill zu einem feinen Pulver verarbeitet. Das Pulver wurde
anschlieBend in gekiihlte 50-mI-Réhrchen (Greiner) tiberfiihrt (ca. 10 ml pulverisiertes
Material) und mit ca. 20 ml vorgewarmtem Extraktionspuffer (65°C) versetzt. Die Proben
wurden sorgféltig gemischt und 1 h lang bei 60°C unter regelmédfigem Invertieren im
Wasserbad inkubiert. Nach Abkiihlen der Proben wurden diesen jeweils 7,1 ml 5SM KAc
zugegeben, durch Invertieren gemischt (> 5 min) und fiir 20 min auf Eis inkubiert und bei
4°C fiir 10 min (1700 rcf, Sorvall T21) zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch
Miracloth (CalBiochem, LaJolla, CA) filtriert und zur Féllung der DNA mit 0,7 Vol.
Isopropanol gemischt (nicht vortexen) und bei 4°C fiir 20 min (3313 rcf, Sorvall T21)
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde zweimal mit 70% EtOH gewaschen und getrocknet.
AnschlieBend wurde das Pellet in 5 ml TE 50/10 aufgenommen, zweimal fiir 10 sec
gevortext und fiir 5 min bei 65°C inkubiert. 2,5 ml 7,4 M NH4Ac wurden hinzugefiigt
und fiir 15 min bei 1700 rcf (Sorvall T21) zentrifugiert. Zur nochmaligen Pelletierung der
DNA wurden wieder 0,7 Vol. Isopropanol zugesetzt und bei 4°C fiir 20 min (3313 rcf
Sorvall T21) zentrifugiert. Das Pellet wurde nochmals in 4,5 ml TE 50/10 geldst, 10 sec
gevortext und bei 65°C fiir 5 min inkubiert, zusitzlich wurden 0,5 ml 3M NaAc
hinzugefiigt und die DNA, wie oben beschrieben, geféllt. Nach dem Trocknen wurde die
DNA in 0,5 ml TE gelost. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C. Die DNA-

Ausbeute wurde am Photometer (s. 2.9.1) bestimmt und lag zwischen 400 ng/ul und 1,5

ug/ul.



Material und Methoden 23

2.8.3 Extraktion von pflanzlichen Zellkernen

10 x HB Puffer: 0,1 M Tris

0,8 M KCl

0,1 M EDTA

0,01 M Spermidin

0,01 M Spermin
Als Ausgangmaterial dienten ca. 15 g Blattmaterial von Pflanzen, die im voraus fiir mind.
48 h in Dunkelheit gehalten worden waren. In vorgekiihlten Morsern wurden die
Blattproben in Stickstoff zu einem feinen Pulver zermalen, in 200 ml 1 x HB+ Puffer (1 x
HB Puffer + 0,15% B-Mercaptoethanol + 0,4% Triton X-100) aufgenommen und fiir 20
min im Eisbad geriihrt. AnschlieBend wurde die Blattpulversuspension durch einen
Nylonfilter (PorengréBe: 50 um) filtriert und fiir 8 min bei 1500 x g (RT) zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 25 ml 1 x HB+ Puffer resuspendiert und fiir 2 min bei 57 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, durch einen 40 pm-Poren Nylonfilter
gegeben und nochmals bei 1500 x g fiir 8 min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in
ca. der gleichen Menge an 1 x HB+ Puffer gelost und mit dem gleichen Volumen an
1,2%-1ger Incert-Agarose (Cambrex, BMA, Rockland, CA) versetzt und zu "plugs"
gegossen. Zur Zerstorung der Zellkernwiande wurden die "plugs" bei 37°C iiber Nacht in
Lysispuffer (0,5 M EDTA, 1% NatriumLaurylsarcosin, 0,5 mg/50 ml Proteinase K)
inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C in TE 10:10. Bevor die in den "plugs"
enthaltene DNA verdaut werden konnte, wurden die "plugs" fiir 2 x 30 min in TE 10:10
und fiir 2 h in TE 10:1 gewaschen.

2.8.4 Priparation von Plasmid DNA aus kleinen Kulturen

P1: P2: P3:

25 mM Tris, pH 8,0 0,2 M NaOH 3 M NaAc, pH 5,0
10 mM EDTA 1% SDS

3 ul RNAse (10 mg/ml) auf

100 pl Puffer

Die Isolierung von Plasmiden hoher Kopienzahl aus Bakterien erfolgte nach dem
Protokoll der Alkalischen Lyse (SAMBROOK et al. 1989) oder wurde z. B. fiir
Sequenzierungsreaktionen mit dem GFX™ Micro-Plasmid-Prep-Kit (Amersham

Pharmacia Biotech) oder dem Plasmid-Mini-Kit™ von Qiagen durchgefiihrt.
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Der Ablauf der Priparation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Bakterien wurden
zuniichst in selektiven 2-ml-Ubernachtkulturen angezogen. Je 1,5 ml Kultur wurden bei
8000 rcf (Eppendorf Zentrifuge 5415D) fiir 4 min abzentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen.

Fiir die Préparation von Plasmid-DNA ohne Kit wurde das Bakterienpellet in 100 pl P1
gelost, 200 ul P2 hinzugefiigt, kurz gemischt und fiir 15 min inkubiert. AnschlieBend
wurden 200 ul P3 zugegeben, fiir 10 min auf Eis inkubiert und bei 16.100 rcf (Eppendorf
Zentrifuge 5415D) fiir 10 min abzentrifugiert. Zur Féllung der Plasmide wurde 1 ml
100% EtOH hinzugefiigt und bei 16.100 rcf (Eppendorf Zentrifuge 5415D) fiir 10 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit 70% EtOH gewaschen, danach getrocknet und

in 100 pl bidest. H,O gelost.

2.8.5 Isolierung von hochmolekularer Plasmid (BAC) DNA

Die Préaparation von BAC-DNA fiir die InsertgroBenbestimmung, Restriktionsanalysen
und Subklonierungen erfolgte nach einem modifizierten Protokoll fiir das Qiagen-Plamid-
Midi-Kit™ (tip-100). 200 ml 2YT-Medium (Chloramphenicol 12,5 pg/ml) wurden, mit
einer Einzelkolonie angeimpft, {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Folgende Anderungen
gegeniiber dem Qiagen-Protokoll wurden vorgenommen:

1. Die Puffermengen (P1, P2, P3) wurden von 4 ml auf 10 ml erhdht.

2. Die Elution der DNA von der Séule erfolgte mit 5 ml auf 65°C erwdrmtem QF-Puffer,

der in Aliquots von 1 ml iiber die Sdule gegeben wurde.

2.8.6 BAC-DNA Priparation ohne Siiule:

Solution I: Solution II: Solution III:

25 mM Tris, pH 8,0 0,2 N NaOH 5 M Kaliumacetat, pH 5,5
50 mM Glukose 1% SDS

10 mM EDTA

100 ug/ml RNAse

Mit dieser Methode werden groBere Ertrdge als mit der vorgenannten (s. 2.8.5) erzielt,
problematisch bei ihr ist aber, dal auch chromosomale DNA enthalten sein kann. Die
Bakterien wurden in 50 ml Zentrifugenréhrchen 20 min bei 3200 x g pelletiert. Das Pellet

wurde in 2,2 ml eiskalter Solution I gelost, auf Eis 4,4 ml Solution II hinzugegeben und
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unter mehrmaligem Invertieren des Zentrifugenrohrchens hochstens 5 min lang inkubiert.
3,3 ml Losung III wurden hinzugefiigt und die Suspension mehrmals gemischt. Es bildete
sich ein flockiger Niederschlag, der durch den nichsten Zentrifugationsschritt (20 min bei
22.600 x g) entfernt wurde. Der Uberstand wurde in ein neues Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt und durch Zugabe von 20 ml 100%-igem EtOH die DNA gefillt. Diese wurde
pelletiert durch eine Zentrifugation bei 14.200 x g fiir 30 min. Das Pellet wurde mit 70%-
igem EtOH gewaschen, anschlieBend vollstindig getrocknet und in 100 pl bidest. H,O

aufgenommen.

2.8.7 Isolierung von BAC-DNA fiir die Herstellung der '""Pool-DNA" der BAC-
Bibliothek

GTE-Puffer: Lysispuffer:
50 mM Glukose 1% SDS

25 mM Tris, pH 8,0 0,2 M NaOH
10 mM EDTA, pH 8,0

100 pg/ml RNAse

Die 384-er Mikrotiterplatten mit den BAC-Einzelklonen wurden kurz angetaut, mittels
eines "Igels" jeweils auf zwei 2YT-Platten (1% Agar, Chloramphenicol 12,5 pg/ml)
iibertragen und fiir ca. 24 h bei 37°C inkubiert. Mit 25 ml sterilem aqua dest. wurden die
Kolonien einer Platte heruntergewaschen und in 50 ml R6hrchen (Greiner) iiberfiihrt. Zur
Pelletierung der Bakterien wurde fir 20 min (RT) bei 3313 rcf (Sorvall T21)
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 4 ml GTE-Puffer gelost, mit 5 ml
Lysispuffer versetzt und 5 min lang unter vorsichtigem Invertieren inkubiert. Zum Fillen
der Proteine wurden der Losung 5 ml 3 M Kaliumacetat (pH 5,5) hinzugefiigt und diese
unter gelegentlichem Invertieren fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach 20-miniitigem
Zentrifugieren (Sorvall T21, 3313 rcf, 4°C) wurde der Uberstand durch Miracloth
(CalBiochem, Lalolla, CA) filtriert und zur Fillung der DNA mit 10 ml 100%
Isopropanol versetzt. Dazu wurden die Proben mind. 16 h bei 4°C inkubiert und
anschlieffend fiir 30 min (Sorvall T21, 3313 rcf, 4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
5 ml 70% Ethanol gewaschen (15 min, Sorvall T21, 3313 rcf), kurz getrocknet und

anschliefend in 1 ml 0,1 x TE aufgenommen.
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2.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurelosungen

2.9.1 Konzentrationsbestimmung am Photometer

Die Konzentrationsbestimmung am Photometer (Ultrospec 3000; Pharmacia Biotech)
erfolgte iiber die Messung der Absorption von UV-Licht der Wellenldngen 260 nm bzw.
280 nm. Dabei entspricht ein Absorptionswert von 1 bei einer Schichtdicke der
Quarzkiivette von 1 cm einer Konzentration von 50 pg/ml bei doppelstrangiger DNA und
einer Konzentration von 40 pg/ml bei einzelstringiger DNA oder RNA. Die DNA-
Proben wurden stets 1:40 mit bidest. H,O in einem Gesamtvolumen von 400 pl verdiinnt.
Die Konzentration der Proben errechnet sich wie folgt:

OD260 nm x 50 x 40 (Verdiinnungsfaktor) = ug DNA/ml

Die DNA-Konzentrationsbestimmung am Photometer war allerdings nur dann
durchfiihrbar, wenn vergleichsweise groe Mengen an DNA zur Verfligung standen. Das
Photometer liefert nur in einem Bereich von 0,05 bis 1 OD zuverldssige Werte. Das

entspricht in etwa einer Nukleinsduremenge von 2,5 - 50 ug je ml.

2.9.2 Konzentrationsbestimmung mittels Agarose-Gels

Eine Moglichkeit zur Abschitzung der DNA-Konzentration bei geringen Mengen an
DNA bot die Agarose-Gelelektrophorese. Dabei wurde ein Aliquot der
Nukleinsdurelosung gemeinsam mit einer Verdiinnungsreihe eines Standards (A-DNA:
0,3 mg/ml; MBI Fermentas) auf das Gel aufgetragen. AnschlieBend wurden die
Fluoreszenzintensitdten der Ethidiumbromid-gefidrbten DNA-Molekiile unter UV-Licht

verglichen.

2.10 DNA-Amplifikation mittels PCR

Die PCR-Reaktionen wurden in Temperaturzyklus-Steuergerdten mit beheizbarem
Deckel (PTC-225 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, San Francisco, USA)
durchgefiihrt. Bakterielle Kolonie-PCRs erfolgten unter modifizierten
Standardbedingungen: das Volumen wurde auf 22 pl erhdht, eine kleine Menge der
Kolonie direkt in den PCR-Mix geriihrt und der erste Denaturierungsschritt auf 3 min

erhoht.
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2.10.1 Standardbedingungen der PCR

Standardansatz (20 pl): 10 - 250 ng genomische DNA
1 x PCR Puffer
200 uM dNTPs
je 30 ng Oligonukleotide
2 u Tag-Polymerase
ad 20 pl dest. H,0

Standard-ProzeBbedingungen:

Zyklus Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung
1 Denaturierung 94°C 2 min 1 x
Denaturierung 94°C 30 sec
) Anlagerung 50 -65°C 15-30sec 35 x
Elongation 72°C 30sec-1,5
min
3 "Fill-in" 72°C 5 min 1 x

2.11 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiduren

2.11.1 Konventionelle Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten < 50 kb erfolgte mittels konventioneller
horizontaler Agarose-Gelelektrophorese. Je nach Grofle der zu trennenden DNA-
Fragmente wurden in der Regel Gele mit einer Agarose-Konzentration von 0,7 - 3%
benutzt. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Zur Sichtbarmachung der DNA-
Fragmente wurden den Gelen jeweils 3 ul/100 ml wissrige Ethidiumbromidlésung (1%)
zugesetzt. Das Ethidiumbromid interkaliert hierbei in die DNA und wird unter UV-
Bestrahlung sichtbar. Die Auswertung der Gele erfolgte mit Hilfe einer

Videodokumentationsanlage.

2.11.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

DNA-Fragmente >50 kb zeigen in einer konventionellen Elektrophorese eine groBen-
unabhingige, relativ hohe Mobilitdt. Durch einen regelméfigen Wechsel der Richtung
des elektrischen Feldes im spitzen Winkel zur Wanderrichtung der DNA kommt es zu

einer groBenabhidngigen Retardierung sehr langer DNA-Fragmente.
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Die PFGE wurde zur Bestimmung der InsertgroBen der BAC-Klone und zur
GroBenselektion des partiellen HindlIl Verdaus genomischer DNA (s. 2.16.1) fiir die
Herstellung der BAC-Bibliothek verwendet.
Die DNA-Fragmente wurden in einem 1%-igen Agarose-Gel (SeaKem® Gold Agrose
[Cambrex, BMA, Rockland, USA] in 0,5 x TBE ) unter folgenden Bedingungen
aufgetrennt:
e Fiir Grofenbestimmung der BAC-Inserts und die erste Auftrennung des partiellen
Verdaus: Laufzeit: 20 h bei 6V/cm bei 14°C, Puffer: 0,5 x TBE, Pulslédnge 1 — 50
sec, Reorientierungswinkel: 120 °
e Fiir die zweite Auftrennung des partiellen Verdaus, zur Eliminierung kleinerer
Fragmente: Laufzeit: 20 h bei 6V/cm bei 14°C, Puffer: 0,5 x TBE, Pulslidnge 3
sec, Reorientierungswinkel: 120 °
Die DNA wurde mit 6 x Loading Dye (MBI Fermentas) gemischt und in die Gel-Taschen
pipettiert. Nicht genutzte Taschen wurden mit 1%-iger Agarose abgedichtet. Zum
Auftragen des partiellen Verdaus wurden die Gel-Taschen mit einem Skalpell
entsprechend vergroflert und die zerkleinerten "DNA-plugs" eingefiillt, wobei es galt,
Luftblasen zu vermeiden. AnschlieBend wurden die Taschen mit 1%-iger Agarose
abgedichtet. Fiir die zweite Auftrennung wurde die DNA entsprechender Grofle aus dem
Gel geschnitten, in die passend ausgeschnittenen Taschen des neuen Gels eingepalit und
gleichfalls mit Agarose abgedichtet.
Zur Anfarbung wurden die Gele in einem Ethidiumbromid-Farbebad (0,5 mg/l) fiir 30
min inkubiert. Bei priaparativen Gelen wurden nur die Langenstandards angeférbt und die

GroBen auf dem ungeférbten Teil des Gels markiert.

2.11.3 Polyacrylamidgelektrophorese (PAGE) zur Auftrennung der AFLP-

Fragmente

5% Acrylamidmix: Ladepufter:

62,5 ml Acrylamid 40% (19:1) 5 mM EDTA,

225 g Harnstoff 0,25% w/v Bromphenolblau,
auffullen auf 500 ml H,O, durch einen 0,2 0,25% w/v Xylencyanol
mm Filter (Whatman) filtieren, bei 4°C in Formamid 16sen

lagern
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Die Auftrennung der AFLP-Fragmente erfolgte iiber den SQ3 Sequenzierer von Hoefer

(San Francisco, USA). Fiir ein Sequenzier-Gel wurden:

57ml 5% Acrylamidmix,

3ml 10x TBE,

420 ul APS und

24 ul  Temed
griindlich gemischt. Zum GieBlen des Gels wurden die Glasplatten in einem ungefdhren
Winkel von 30° aufgestellt und am oberen Ende die Acrylamidmischung hineingegossen.
War die Gel-Losung bis zum unteren Rand der Glasplatten gelaufen, wurde das Gel
horizontal festgestellt. Die Acrylamidmischung sollte fiir die Dauer von ca. 1 h
auspolymerisieren. Danach wurde das Gel in den Sequenzierapparat gestellt, der obere
Tank mit 0,5 x TBE, der untere mit 1,5 x TBE befiillt. Dieser Gradient dient der
Verbesserung der Qualitdt der Auftrennung, besonders im oberen Bereich des Gels.
AnschlieBend wurde der Kamm eingesetzt und die Taschen gut ausgewaschen. Der
Vorlauf zum Erwédrmen des Gels auf 60 — 65°C erfolgte bei 3500V, 150 mA und 90 W.
Jetzt konnten 3 pl der frisch denaturierten Proben (s. 2.15.4, 94°C fiir 10 min, abkiihlen
auf Eis, 8 ul Ladepuffer hinzufiigen) in die Taschen geladen werden. Bevor das Gel bei
85 W neu gestartet wurde, wurden dem unteren Tank 43 ml 4 M NaAc zugesetzt. Nach
ca. 2 h konnte das Gel gestoppt werden, die obere Glasplatte wurde vorsichtig entfernt,
das Gel auf ein Whatman-Filterpapier transferiert und mit Frischhaltefolie abgedeckt. Das
Gel wurde in einem Vakuumtrockner (SLAB Gel Dryer, Hoefer) bei 80°C fiir 1 — 2 h
getrocknet und flir mind. 24 h auf einem Rontgenfilm (BioMax MR, Kodak, New York,
USA) exponiert.

2.12 Elution von DNA aus Agarose-Gelen

2.12.1 Elektroelution

Zur Elution groer Mengen an DNA aus Agarose-Gelen, z. B. bei der Erstellung der
BAC-Bibliothek (s. 2.16) oder der Subklonierung von BAC 128 (s. 2.19), wurde das
BIOTRAP Elektroseparationssystem (S & S Schleicher und Schuell) verwendet. Die
Apparatur umfafit eine Elektrophoresekammer, in die 4 sog. BIOTRAP-Gerite eingesetzt
werden konnen. Die BIOTRAP-Gerite bestehen jeweils aus einer 1,2 x 10 cm grof3e

Elutionskammer. Des weiteren gehoren zwei verschiedene Membrantypen zum
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Elutionssystem. Die BT1-Membran ist eine inerte Membran, durchlissig fiir Pufferionen
und kleine Molekiile (< 3 - 5 kD). Dagegen ist die BT2-Membran eine
Mikroporenmembran, die als Vorfilter fungiert und den Durchgang von Agarose und
groBeren Partikeln verhindert. Pufferionen und Makromolekiile konnen diese Membran
jedoch ungehindert passieren.

Die Membranen wurden, wie vom Hersteller angegeben, in die Elutionskammern
eingesetzt. Die BT2- und BTI1-Membran fungieren dabei als eine Art Falle.
Makromolekiile (> 3 - 5 kD) konnen durch Anlegen einer Spannung in sie einwandern,
werden durch die BT1-Membran allerdings innerhalb der Falle zuriickgehalten. Zum
Betrieb wurden die BIOTRAP-Gerdte in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die
Agarose-Gelstiicke wurden unmittelbar vor der BT2-Membran placiert und die Kammern
mit 1 x TAE-Puffer gefiillt. Zur Elution von DNA-Fragmenten wurde fiir 4 - 8§ Stunden
eine Spannung von 150 V an das Gerit angelegt. Nach Beendigung der Elution wurde fiir

20 sec bei 200 V umgepolt, um DNA-Molekiile von der BT 1-Membran abzuldsen.

2.12.2 Aufreinigung von PCR Produkten

PCR Produkte wurden meist mit Hilfe des QIAEXII™-Kits (Qiagen) oder des
GFX™PCR DNA and Gel Band Purification Kits (Amersham, Biosciences) aufgereinigt,
z. B. fiir Klonierungen. Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben. Gelost wurden

die PCR-Produkte in 20 ul bidest. H,O.

2.13 Klonierung von PCR-Produkten und genomischen DNA-Fragmenten

2.13.1 Ligation von Amplifikationsprodukten in T-Uberhangsvektoren

Die Amplifikationsprodukte wurden in pCR®-TA-TOPO® und pCR®-XL-TOPO®
(Invitrogen) nach Herstellerangaben ligiert. Das PCR-Produkt mit dem von der Tag
DNA-Polymerase gebildeten Uberhang am 3°-Ende wird hier in einen Vektor mit 3'-T-
Uberhang kloniert.
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2.13.2 Ligation von genomischen DNA-Fragmenten

Zur Subklonierung des BACs 128 (s. 2.19) wurden die genomischen Fragmente in
pBluescript ligiert. Der Vektor wurde durch EcoRl und BamHI linearisiert und
dephosphoreliert (s. 2.13.3). Die Ligation (40 ul-Ansatz) erfolgte, unter Verwendung von
30 u Ligase und 2 ul dephosphoreliertem Vektor, in der Regel fiir 1 - 2 h bei RT.

2.13.3 Dephosphorelierung von Vektoren

Die Vektoren (pBluescript) wurden mit den jeweils notwendigen Enzymen verdaut und
anschlieBend sofort mit 1 ul SHRIMP Phosphatase (MBI Fermentas) fiir 10 min bei 37°C
inkubiert, durch 10-miniitiges Erhitzen auf 65°C wurde die Reaktion abgestoppt. Gelagert
wurden die Vektoren bei —20°C.

2.14 Southern-Analysen

Die Southern-Analyse ist ein Verfahren (SOUTHERN 1975) bei dem DNA-Fragmente
zunichst nach ihrer Grofle in Agarose-Gelen -elektrophoretisch aufgetrennt und
anschlieBend aus der Gel-Matrix durch die Wirkung von Kapillarkréften auf geeignete
Tragermembranen transferiert werden. Nach Fixierung auf der Membran werden die

DNA-Molekiile mit einer Sonde hybridisiert.

2.14.1 Kapillartransfer von DNA-Fragmenten
Die zu analysierenden DNA-Fragmente wurden zunéchst {iber 0,7 - 1%-ige Agarose-Gele
bei geringer Spannung (80 V) ihrer Gréfe nach aufgetrennt. Fiir den Kapillartransfer
wurde das Gel wie folgt vorbehandelt:

e Depurinierung der DNA fiir 15 min in 0,25 M HCI

e Denaturierung der DNA fiir 40 min in 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH

e Neutralisierungsschritt fiir 30 min in 1,5 M NaCl; 1 M TRIS-HCI, pH 7,4

e Inkubation fiir 5 min in 20 x SSC
Der Transfer auf die positiv geladene Nylonmembran (Roche Diagnostics) erfolgte {i. N.
mit 20 x SSC als Transferpuffer. Die Nylonmembran wurde in 2 x SSC voriquilibriert.
Nach dem Transfer wurde die Membran zur Fixierung der DNA fiir 2 h bei 80°C
inkubiert. Um die iiberschiissigen Salze auszuwaschen, wurde dann fiir 30 min in 2 x

SSC inkubiert. AbschlieBend wurde die Membran bei RT getrocknet.
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2.14.2 Elektrotransfer von DNA-Molekiilen

Fiir den "reversen AFLP" (s. 2.15.6) mufite die DNA aus der Acrylamidmatrix auf eine
Nylonmembran transferiert werden. Dazu wurden Elektroblotkammern (TE 42,
Amersham, Pharmacia Biotech) benutzt. Da im Labor keine Kammern vorhanden waren,
die ein ganzes Sequenzier-Gel fassen, wurde der Teil des Gels ausgeschnitten, auf dem
die polymorphen Banden lokalisiert waren. Als am geeignetsten erwies sich die Methode,
den entsprechenden Gel-Teil mit einem Whatman-Filterpapier abzuziehen und sofort die
Nylonmembran zu applizieren. Der Transfer fand bei 40 V in 1 x TBE als Transferpuffer
fiir 1 — 2 h bei 4°C statt.

2.14.3 Nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden mittels PCR

Die nicht-radioaktive Markierung von klonierten AFLP-Fragmenten und BAC-
Endsonden erfolgte mittels DIG (Digoxigenin)-markierten dNTPs in einer PCR-Reaktion.
Dig-11-dUTP (2 mM, Roche Diagnostics) wurde im Verhdltnis 1:1 mit unmarkierten
dNTPs (2 mM) gemischt und in eine Standard-PCR eingesetzt. Die synthetisierten
Amplifikationsprodukte zeigen aufgrund ihres hoheren Molekulargewichtes eine
verringerte Mobilitit in der Gel-Elektrophorese gegeniiber nicht-markierten Produkten,
wodurch ein Nachweis iiber den Einbau des markierten Nukleotids in die Sonde erfolgen

kann.

2.14.4 Nicht-radioaktive Markierung von Sonden nach der "random primed-

Methode"

Die vollstindige Markierung der BAC-Inserts 103 und 104 zur Hybridisierung mit den
Subklonen von BAC 128 (s. 2.19) erfolgte nach der "random primed-Methode" von
Feinberg und Vogelstein (FEINBERG and VOGELSTEIN 1983). Um Kreuzhybridisierungen
mit der Vektor-DNA zu vermeiden, wurden Inserts der BAC-Klone mit Notl
herausgeschnitten. Der Verdau wurde auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt. Nach dem
Ausschneiden wurde die Insertbande zur Entfernung der Agarose iiber Glaswolle
abzentrifugiert. Die erhaltene Losung wurde direkt in die Markierungsreaktion eingesetzt.
Fiir die Markierung wurde der Hexalabel™ DNA Labeling Kit (MBI Fermentas)
verwendet.

Ansatz einer Markierungsreaktion (50 ul): DNA-Matrize 50 - 100 ng

Hexanukleotidmix 10 pl
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dest. H,O ad 44 ul
Die Proben wurden fiir 10 min bei 95°C (Denaturierung) inkubiert und auf Eis abgekiihlt.
Danach wurden 1 pl Klenow-Fragment (5 U/ul) und 5 pl Dig-markierten dNTP-Mix
hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei 37°C (DNA-Synthese). Durch die
Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA wurde die Reaktion abgestoppt.

2.14.5 Hybridisierung und Detektion DIG-markierter Sonden

Maleinsédurepuffer: Blockierungspuffer: Detektionspuffer:
0,1 M Maleinsaure Maleinsadure-Puffer 100 mM TRIS-HCI, pH
0,15 M NaCl, pH 7,5 + 1% Blocking-"reagent" 9,5

(aufgereinigtes Milcheiweill) 100 mM NaCl

Waschpuffer:
Maleinsdure-Puffer +
0,3% (v/v) Tween 20
Prahybridisierungs- und Hybridisierungspuffer:  DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics)
Die Prihybridisierung der Membranen erfolgte fiir 30 min bei 38°C im
Hybridisierungsofen. Vor der Hybridisierung wurden dem Hybridisierungspuffer jeweils
15 ul Sonde, die zuvor bei 95°C fiir 10 min denaturiert und sofort auf Eis abgekiihlt
wurden, zugesetzt. Die Hybridisierungsreaktion erfolgte iiber Nacht ebenfalls bei 38°C.
Behandlung nach der Hybridisierung:
Waschen der Membranen: ¢ 1 x fiir 5 min in 2 x SSC; 0,1% SDS bei RT
* 2 x fiir 15 min in 0,5 x SSC; 0,1% SDS bei 65°C
Blockierung freier Protein-Bindestellen: ¢ 30 min in Blockierungspuffer
Antikorperinkubation: * 30 min in 1:10.000 verd. Antikorper (Anti-DIG AP, Fab
Fragmente, Roche Diagnostics) in Blockierungspuffer
Waschen der Membranen: ¢ 2 x fiir 15 min in Waschpuffer bei RT
Detektion der Sonden: * 5 min in Detektionspuffer inkubieren
* Chemilumineszenz-Substrat (CSPD) applizieren
» Exposition des Rontgenfilms fiir 20 - 40 min bei 37°C
Zur Filmentwicklung wurden gebrauchsfertige Entwickler- und Fixierldsungen (Sigma
Processing Chemicals, Kodak GBX Developer/Replenisher, Kodak GBX

Fixer/Replenisher) verwendet.
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2.15 AFLP-Analyse

Die AFLP-Technik stellt eine Kombination aus RFLPs und RAPD-Markern dar (VOS et
al. 1995). Wie bei der RFLP-Methode wird die DNA eines Organismus mit
Restriktionsenzymen geschnitten (meist einem héufig- und einem selten-schneidenden
Enzym) und an die entstandenen DNA-Fragmente werden kurze synthetische DNA-
Sequenzen (Linker) ligiert, die zur Amplifikation der unbekannten DNA-Fragmente

dienen (ausfiihrlichere Beschreibung s. 1.3.1).

2.15.1 Restriktion der DNA und Ligation der Adaptoren

Die DNA fiir die AFLP-Analyse wurde 1t. Abschnitt 2.8.2 isoliert. Die DNA-Proben
wurden auf ca. 400 ng/ul eingestellt (s. 2.9.2). Jeweils 10 ul DNA/Pflanze wurden fiir
den resistenten und suszeptiblen "Pool" (jeweils 9 Pflanzen) gemischt und 5 pl davon in

die Restriktion eingesetzt.

Restriktion: Die DNA der "Pools" wurde mit 1. dem héufig schneidenen Enzym Tagl
(TCGA) und 2. mit dem selten schneidenden Enzym Sacl (GAGCTC) geschnitten. Da
unterschiedliche Restriktions-Puffer bendtigt wurden, wurden die Restriktionen

nacheinander vorgenommen.

1. Tagl-Verdau (20 ul): 2. Sacl-Verdau (100 pl):
5 ul DNA zu 1. wurden hinzugefiigt:
2 ul Tag-Pufter (MBI Fermantas) 8 ul Y'-Puffer

20 u Tagl 30 u Sacl

11 ul bidest. H,O 69 ul bidest. H,O

fiir 1,5 h bei 65°C inkubieren, danach auf fiir 2 h bei 37°C inkubieren

37°C abkiihlen lassen
Um eine Fillung zwischen den beiden Verdauansidtzen zu vermeiden, wurde das
Volumen des 2. Verdaus stark erhoht, so daf} der zuerst verwendete Puffer stark verdiinnt
wurde. Fiir die 2. Restriktion sollte ein Puffer verwendet werden, in dem die nachfolgend

verwendete Ligase ebenfalls aktiv ist.

Ligation: Die Ligation sollte gleich auf die Restriktion der DNA folgen, damit die
Enzyme noch aktiv sind und so die Bildung von Tag-Tagq-Konkatemeren verhindert
werden kann. Es wurden Adaptoren (s. Tab. 2.3) ligiert, die an die Schnittstellen der
genutzten Enzyme passen und spdter als Anlagerungsstelle fiir die Oligonukleotide

dienen konnen.
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Dem 100 pl Restriktionsansatz wurden hinzugefiigt:
Ligationsansatz (110 pl): 1 ul Y'-Puffer

1 ul ATP (100 mM)

1 ul Sac-Adaptoren (5 uM)

1 ul Tag-Adaptoren (50 uM)

5u Ligase (HC, MBI Fermentas)

5 ul bidest. H,O
Der Ligationsansatz wurde fir 1,5 h bei 37°C inkubiert, so behalten die
Restriktionsenzyme ihre Aktivitdt und konnen gebildete Konkatemere wieder spalten.
Anschlieend wurden dem Ligationsansatz nochmals 5 u 7agl hinzugefiigt und fiir 30

min bei 65°C inkubiert, zur Spaltung von Konkatemeren und Inaktivierung der Ligase.

Die Aufbewahrung erfolgte bei —20°C.

2.15.2 Praamplifikation von AFLP-Fragmenten
Die erste nicht-selektive Amplifikation erfolgte mit Oligonukleotiden S03-N und T00-N,
die komplementédr zur Adaptorsequenz waren. AnschlieBend wurde diese 1:10 verdiinnt

und mit Oligonukleotiden amplifiziert, die ein zusétzliches selektives Nukleotid tragen (s.

Tab. 2.3 und Tab. 2.2).

Priaamplifikation +0/+0: Priaamplifikation +1/+1:

50 ul-Ansatz: 50 ul-Ansatz:

5 ul DNA (unverdiinnt aus der Ligation) 5 ul DNA (unverdiinnt aus +0/+0)
30 ng T-Oligo. 30 ng T-Oligo.

30 ng S-Oligo. 30 ng S-Oligo.

1 x PCR-Puffer 1 x PCR-Puffer

25 mM dNTP 25 mM dNTP

2,5 u Tag-Polymerase 2,5 u Tag-Polymerase

ad 50 ul bidest. H,O ad 50 ul bidest. H,O

ProzeBbedingungen fiir die Praamplifikationen:

Zyklus Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung
1 Denaturierung 94°C 1 min 1x
Denaturierung 94°C 30 sec
2 Anlagerung 56°C 1 min 20 x

Elongation 72°C 1 min
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Tabelle 2.2: Liste der 16 verschiedenen Kombinationen der Priamplifikation +1/+1:
T20-A  S04-A | T21-C  SO04-A | T22-G  SO04-A | T23-T S04-A

S05-C S05-C S05-C S05-C
S06-G S06-G S06-G S06-G
S07-T S07-T S07-T S07-T

2.15.3 5’-Markierung der verwendeten Sac-Oligonukleotide

Unter Verwendung einer Polynukleotidkinase (PNK) wurden die selektiven
Oligonukleotide SO08 — S23 (s. Tab. 2.3) radioaktiv markiert, um die Anzahl der
sichtbaren Banden zu reduzieren. Auf dem Autoradiogramm sind spdter nur noch

Sac/Sac- oder Sac/Taqg-Fragmente sichtbar.

Markierungsansatz fiir eine Reaktion (0,5 pl): 0,07 ul Y’PdATP
0,1 ul S-Oligo. (50 ng/ul)
0,05 ul PNK-Puffer A
0,02 ul PNK
0,26 bidest. H,O

Fir 1 h bei 37°C inkubieren, anschliefend 15 min bei 65°C inaktivieren. Die markierten

Oligonukleotide konne bei —20°C aufbewahrt werden.

2.15.4 Selektive Amplifikation der Priamplifikationen unter Verwendung der
radioaktiv-markierten Oligonukleotide

Die Praamplifikation +1/+1 (s Tab. 2.2) diente als Matrize fiir die PCR mit den selektiven
radioaktiv-markierten Sacl-Oligonukleotiden. Die Auswahl der Matrizen aus Tab. 2.2
richtete sich nach der verwendeten Sac+2/Taq+3-Oligonukleotidkombination. Alle

Oligonukleotide sind in Tab. 2.3 aufgelistet.

PCR-Ansatz (10 pl): 1 ul DNA (1:10 verdiinnte Praamplifikation +1/+1)
1 x PCR-Puffer
25 uM dNTP

1,5 u Tag-Polymerase
0,5 ul Sac-Oligo.*

30 ng Tag-Oligo.

ad 10 pl bidest. H,O

* Pro PCR-Reaktion wird der ganze Markierungsansatz (s. 2.15.3) verwendet.
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ProzeBbedingungen der selektiven Amplifikation:

Zyklus Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung

Denaturierung  94°C 30 sec

1 Anlagerung 65°C 30 sec I x
Elongation 72°C 1 min
Denaturierung  94°C 30 sec

2 Anlagerung 65 - 56,6°C* 30 sec 12 x
Elongation 72°C 1 min
* pro Zyklus wird die Anlagerungstemp. um 0,7°C verringert
Denaturierung ~ 94°C 30 sec

3 Anlagerung 56°C 30 sec 23 x
Elongation 72°C 1 min

Nach der Amplifikation wurden die DNA-Fragmente iiber ein Polyacrylamid-Gel (s.
2.11.3) aufgetrennt. Fiir die Detektion der Banden wurde das Polyacrylamid-Gel auf
einem Vakuumtrockner fiir 2 h getrocknet ( SLAB Gel Dryer, Hoefer) und fiir mind. 24 h
ein Film (BioMax MR, Kodak, N.Y., USA) exponiert.

Tabelle 2.3: Verwendete AFLP-Oligonukleotide.

Oligoname Sequenz selektive Nukleotide
S03-N GACTGC GTA CAAGCTC
S04-A GACTGC GTA CAAGCTC A
S05-C GACTGC GTACAAGCTC C
S06-G GAC TGC GTA CAAGCT C G
S07-T GAC TGC GTA CAAGCT C T
S08-AA GAC TGC GTA CAAGCT C AA
S09-AC GAC TGC GTA CAAGCT C AC
S10-AG GAC TGC GTA CAAGCT C AG
S11-AT GAC TGC GTA CAAGCT C AT
S12-CA GAC TGC GTA CAAGCT C CA
S13-CC GAC TGC GTA CAAGCTC CC
S14-CG GAC TGC GTA CAAGCT C CG
S15-CT GAC TGC GTA CAAGCTC CT
S16-GA GAC TGC GTA CAAGCT C GA
S17-GC GAC TGC GTA CAAGCT C GC
S18-GG GAC TGC GTA CAAGCT C GG
S19-GT GAC TGC GTA CAAGCT C GT
S20-TA GAC TGC GTA CAAGCT C TA
S21-TC GAC TGC GTA CAAGCT C TC
S22-TG GAC TGC GTA CAAGCT C TG
S23-TT GAC TGC GTA CAAGCT C TT
T00-N GAC GAT GAG TCCTGA CCG A
T20-A GAC GAT GAGTCCTGACCGA |A
T21-C GAC GAT GAGTCCTGACCGA |C
T22-G GAC GAT GAGTCCTGACCGA |G
T23-T GAC GAT GAGTCCTGACCGA |T
T24-AAA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |AAA
T25-AAC GAC GAT GAGTCCTGACCG A |AAC
T26-AAG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |AAG
T27-AAT GAC GAT GAGTCCTGA CCG A |AAT
T28-ACA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |ACA
T29-ACC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |ACC
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Oligoname Sequenz selektive Nukleotide
T30-ACG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |ACG
T31-ACT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |ACT
T32-AGA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |AGA
T33-AGC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |AGC
T34-AGG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |AGG
T35-AGT GAC GAT GAGTCCTGACCG A |AGT
T36-ATA GAC GAT GAGTCCTGACCG A |ATA
T37-ATC GAC GAT GAGTCCTGA CCGA |ATC
T38-ATG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |ATG
T39-ATT GAC GAT GAGTCCTGACCG A |ATT
T40-CAA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CAA
T41-CAC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CAC
T42-CAG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CAG
T43-CAT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CAT
T44-CCA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CCA
T45-CCC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CCC
T46-CCG GAC GAT GAGTCCTGA CCGA |CCG
T47-CCT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CCT
T48-CGA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CGA
T49-CGC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CGC
T50-CGG GAC GAT GAGTCCTGA CCGA | CGG
T51-CGT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CGT
T52-CTA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CTA
T53-CTC GAC GAT GAGTCCTGA CCGA |CTIC
T54-CTG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CTG
T55-CTT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |CIT
T56-GAA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GAA
T57-GAC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GAC
T58-GAG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GAG
T59-GAT GAC GAT GAGTCCTGACCG A |GAT
T60-GCA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GCA
T61-GCC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GCC
T62-GCG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GCG
T63-GCT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GCT
T64-GGA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GGA
T65-GGC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GGC
T66-GGG GAC GAT GAGTCCTGA CCGA |GGG
T67-GGT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GGT
T68-GTA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GTA
T69-GTC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GTC
T70-GTG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GTG
T71-GTT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |GTT
T72-TAA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TAA
T73-TAC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TAC
T74-TAG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TAG
T75-TAT GAC GAT GAGTCCTGACCG A |TAT
T76-TCA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TCA
T77-TCC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TCC
T78-TCG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TCG
T79-TCT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TCT
T80-TGA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TGA
T81-TGC GAC GAT GAGTCCTGA CCGA |TGC
T82-TGG GAC GAT GAGTCCTGA CCGA |TGG
T83-TGT GAC GAT GAGTCCTGACCG A |TGT
T84-TTA GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TTA
T85-TTC GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TTC
T86-TTG GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TTG
T87-TTT GAC GAT GAGTCCTGACCGA |TTIT
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Oligoname Sequenz selektive Nukleotide
S01-Ad/nPho CTC GTA GAC TGC GTA CA
S02-Ad/Pho CTG ATGTACGCA GCTTAC
T18-Ad/nPho GAC GAT GAG TCC TGA
T19-Ad/Pho CGG TCA GGA CTC AT
Alle Oligonukleotide wurden auf 300ng/ul eingestellt.

2.15.5 Reamplifikation der AFLP-Fragmente

Zur Bestimmung der Sequenz der AFLP-Banden wurden diese aus dem Polyacrylamid-
Gel ausgeschnitten. Dazu wurde das Gel mit dem Autoradiogramm abgeglichen und die
entsprechenden Banden wurden markiert. Das Amplifikat wurde in 200 pl bidest. H,O {i.
N. bei 4°C gelost. In einen PCR Standardansatz (s. 2.10.1) wurden 5 ul Amplifikat und
jeweils 0,6 pl Sac-Oligo. und 2 pl Tag-Oligo. eingesetzt. Die ProzeBbedingungen
richteten sich nach Abschnitt 2.10.1. Die Reamplifikationen wurden kloniert (s. 2.13.1)

und sequenziert (s. 2.20).

2.15.6 "Reverser AFLP"
Die ausgewdhlte AFLP-Reaktion wurde wiederholt (s. 2.15.4, 2.11.3) und auf eine

Nylonmembran {ibertragen (s. 2.14.2). Die zu analysierenden reamplifizierten und
klonierten AFLP-Fragmente (s. 2.15.5) wurden Dig-markiert (s. 2.14.3) und mit den
Membranen hybridisiert (s. 2.14.5).

2.16 Erstellung einer BAC-Bibliothek der resistenten Linie C. annuum ECW-
30R

2.16.1 Partielle Restriktion der genomischen DNA
Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte analog Abschnitt 2.8.3. Jeder "DNA-
plug", in sehr kleine Stiicke zerschnitten, wurde in 500 pl verdaut:
50 ul Restriktions-Puffer 10 x
20 pl Spermidin 40 mM
430 ul bidest. H,O
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Zuerst wurden die klein geschnittenen "plugs" 40 min auf Eis im Restriktionsmix
inkubiert, anschlieBend wurde die entsprechende Menge Restriktionsenzym hinzugefiigt
und weitere 15 min unter Schiitteln auf Eis inkubiert. Es wurden 2,5 — 15 u Enzym
eingesetzt. Die Restriktion fand fiir 15 min bei 37°C statt, abgestoppt wurde die Reaktion
mit 100 ul 0,5 M EDTA. Vor dem Beladen des Gels sollte der Puffer sorgfaltig
abgenommen werden, da das EDTA das Laufverhalten der DNA stéren konnte. Die DNA
wurde mittels PFGE aufgetrennt und GroBenselektioniert (s. 2.11.2). Fragmente zwischen
100 kb und 250 kb wurden aus den priparativen Gelen ausgeschnitten und fiir die

Erstellung der BAC-Bibliothek verwendet.

2.16.2 Ligation der DNA in BAC-Vektoren

Die verdaute (s. 2.16.1) und groBenselektionierte (s. 2.11.2) genomische DNA wurde
unter Anwendung der Elektroelution (s. 2.12.1) aus der Agarose isoliert und die
Konzentration im Agarose-Gel mit Standardlésungen verglichen (s. 2.9.2).
Ligationsansatz 100 pl: 25 ng pIndigoBAC-5

1 x Ligasepuffer

30 u Ligase (Promega, 20u/ul)

125 — 2400 ng DNA

ad. bidest. H,O auf 100 ul
Die Ligation wurde ii. N. bei 16°C inkubiert und durch Erhitzen der Proben auf 65°C
abgestoppt.

2.16.3 Transformation in elektrokompetente E. coli Zellen

Da grole Mengen der ligierten DNA transformiert werden sollten, mufite die Ligation
vorher entsalzt werden. Dazu wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 ca. 1 ml 1%-ige, in 10
mM Glucose geldste Agarose pipettiert. Um nach Abkiihlen der Agarose eine Kuhle zu
bilden, wurde auf die fliissige Agarose ein weiteres 1,5 ml Reaktionsgefdll gesetzt. Zum
Entsalzen wurde die Ligation vorsichtig auf die Agarose pipettiert und fiir 1 h bei 4°C
inkubiert. Die Ligationen sollten direkt nach dem Entsalzen transformiert werden, da sie
dadurch instabiler werden. Je 2 pl Ligation wurden mit 20 ul elektrokompetenten DH10B
Zellen (ElectroMAX™, Invitrogen) vermischt. Fiir die Transformation wurde die
Spannung auf 330V reduziert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in 1 ml SOC-
Medium bei moderatem Schiitteln fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Zur Selektion wurden
die Zellen auf 2YT + IPTG + X-Gal + 12,5 pg/ml Chloramphenicol ausplattiert. Dabei
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war zu beachten, dal3 nicht mehr als 2000 — 3000 Kolonien/24 x 24 cm Petrischale
wachsen und diese gleichmifBig verteilt sein sollten, um optimale Bedingungen fiir das

Picken der Kolonien durch einen Roboter zu gewéhrleisten.

2.16.4 Organisation und Sichtung der BAC-Bibliothek

Die ca. 100.000 Einzelkolonien wurden in 263 384-Mikrotiterplatten in 2YT-Medium +
5% Glycerin bet —80°C aufbewahrt. Zur leichteren Identifizierung von BAC-Klonen
mittels PCR wurde DNA aller Klone isoliert (s. 2.8.7) und zu verschiedenen "Pools"

zusammengefalit:

* "superpools": Die DNA von je 8 384-Mikrotiterplatten wurden zusammengefasst
= insgesamt 33 "superpools"

* "platepools": Die DNA je einer 384-Mikrotiterplatte wurde zusammengefasst

= insgesamt 263 "platepools".

Fiir die PCRs wurde die DNA 1:20 verdiinnt, wovon je 5 pl in einen Standardansatz (s.
2.10.1) eingesetzt wurden.

* 1. PCR: Auf "Superpool-Ebene" zum Durchmustern der Bibliothek nach positiven
Klonen.

* 2. PCR: Testen der 8 "platepools" eines positiven "superpools" zur Isolierung positiver
384-Mikrotiterplatten

* 3. und 4. Kolonie-PCR (s. 2.10): Zur Suche nach positiven Einzelklonen einer 384-
Mikrotiterplatte. Dazu wurden die Mikrotiterplatten, wie in 2.8.7 beschrieben, ausplattiert
und zuerst alle Reihen einer Platte, spdter die Einzelkolonien einer positiven Reihe

getestet.

2.17 Isolierung von BAC-Endfragmenten

Fir die Erstellung eines BAC-Contigs und zur Etablierung neuer Marker war es
notwendig, Endfragmente der untersuchten BAC-Klone zu isolieren. Diese DNA-
Fragmente wurden auf zwei unterschiedliche Weisen isoliert, mittels spezifischer PCR

Amplifikation und durch eine abgewandelte "GenomeWalker"-Methode (Clontech).
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2.17.1 Amplifikation von BAC-Endfragmenten mittels spezifischer PCR

Die Inserts der BAC-Klone wurden von beiden Seiten auf einer Linge von ca. 500 bp
ansequenziert (s. 2.20). Von der erhaltenen Sequenz wurden Oligonukleotide abgeleitet,
die die sequenzierten Enden spezifisch amplifizierten. Die einzelnen Oligonukleotid-

sequenzen sind in Tab. 2.4 aufgelistet.

2.17.2 Isolierung von BAC-Enden durch ein abgewandeltes "GenomeWalker'-
Protokoll

Die "GenomeWalker"-Methode (Clontech) wurde zur Isolierung von BAC-Enden und
der Verldngerung von AFLP-Fragmenten genutzt. In Abinderung des unten
beschriebenen Protokolls wurden dafiir nur die AP1- und AP2-Oligonukleotide
verwendet und genomische DNA eingesetzt. Diese Methode basiert darauf, durch Verdau
und Ligation von Adaptern unbekannte Sequenzen amplifizieren zu koénnen. Um
spezifisch Endfragmente amplifizieren zu konnen, wurden Oligonukleotide, die auf die
Adapter passten (AP1, AP2), und zusétzlich Oligonukleotide, die in den die
Klonierungsstellen flankierenden Bereichen binden (BAC-AS, BAC-A6, B1, Seq01, s.
Abb. 7.1), verwendet. Fiir die Isolierung beider Enden wurden die Enzyme Bst11071,
Dral, EcoRV und Sacl eingesetzt. Diese Enzyme schneiden nicht in den die
Klonierungsstelle flankierenden Bereichen des BAC-Vektors (s. Abb. 7.1, Anhang): 1 —
383 bp (T7-Ende) und 383 — 793 bp (Sp6-Ende). 250 ng BAC-DNA wurde in einem Vol.
von 30 ul unter Verwendung von 20 u Enzym fiir 2 h bei entsprechenden Temperaturen
verdaut, bevor durch Zugabe von 1ul 0,5 M EDTA die Reaktion abgestoppt wurde.
AnschlieBend wurden die Linker an die verdaute DNA ligiert. 10 ul des Verdaus wurden
unter Zugabe von 0,5 ul ATP (100 uM), 25 ng Linker und 5 u Ligase in dem jeweiligen
Restriktionspuffer fiir 2 h bei RT inkubiert. Abgestoppt wurde die Ligation fiir 10 min bei
70°C.

GenomeWalker-Linker:

5-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3’
AP1 AP2 3"-HoN-CCCGACCA-PO4-57

Fir die Amplifikation der BAC-Endfragmente wurden fiir das T7-Ende folgende
Oligonukleotide eingesetzt: 1. PCR: BAC-A5/AP1, 2. PCR: BAC-A6/AP2.
Entsprechend fiir das Sp6-Ende: 1. PCR: B1/AP1, 2. PCR: Seq01/AP2.
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Das Volumen des Standard-PCR-Ansatzes (s. 2.10.1) wurde auf 50 pl erhéht. Es wurden
1 ul Ligation (1:10 verdiinnt) und je 10 uM pro Oligonukleotid eingesetzt.
Prozef3bedingungen 1. PCR:

Zyklus Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung
1 Denaturierung 94°C 25 sec 7x
Elongation 72°C 3 min
) Denaturierung 94°C 25 sec 39 x
Elongation 67°C 3 min
3 "Fill-in" 67°C 7 min 1 x

Fiir die 2. PCR wurden 1 pl Amplifikat (1:50 verdiinnt) eingesetzt und die Anzahl der
Wiederholungen bei Zyklus 1 und 2 auf 5 bzw. 20 reduziert. 5 ul des synthetisierten PCR
Produkts wurden auf ein Agarose-Gel aufgetragen. In der Regel war eine spezifische
Bande zu erkennen, die direkt sequenziert werden konnte. Von diesen Sequenzen konnten
wiederum Oligonukleotide abgeleitet werden, die spezifisch BAC-Endfragmente

amplifizieren.

Tabelle 2.4: Oligonukleotide zur spezifischen Isolierung von BAC-Endfragmenten.

Oligonukleotid- Name Sequenz PCR%II’;(}é;lg;[bp]
BAC 1 (165-2B) Sp6 I |GAGAGGAAATCTTTCAAGCAGCG 328
II |CAGTGAGATCATCGAGCTCAGC 65°C
BAC 1 (165-2B) T7 I |ATGAATCTCATCCTTTGTCTCC 283
II |[ATTCAACTCAAGATAATACCA 55°C
BAC 2 (170-2B) Sp6 I |wie BAC 1 Sp6 328
11 |wie BAC 1 Sp6 65°C
I |AGGAATACGTAAAACTTACCTAC
IV |[GACATGATGGTCGTGGTAGTAG i
BAC 2 (170-2B) T7 I |CACCTATCAAGCCTCGACTG 307
II [TCATCCAACCCTCTCCCTCATCT 67°C
BAC 3 (19-1E) Sp6 I |GTATAGACACCTGAACTAAGACGG 330
II |CGAAGCATAAATTAGTAGTATTAGG 60°C
BAC 3 (19-1E) T7 I |CATTCTAAATATAAATAGGAC 348
II |CAGTTTCACACTATATGACATTG 50°C
I [CTTGTGTTGAGATATGGTAC
IV [TGACTGTTAGTTGGCGTGTGAAG -
V |[TAGCCTGTGAAACAACTCGTTTTG
BAC 13 (43-2H) Sp6 I |GCCACAACTTCGAAGATAGTG 258
I |GATTGAAAGATAGTTTGAGTGTC 65°C
BAC 13 (43-2H) T7 I [GAAAGTGATGAAATCTCCAAC 457
II |[CGTGCAACCCACATACACTT 59°C
BAC 14 (77-1B) Sp6 I |GAAGAGTCCGAGCAACTTAG 406
II [GATTATACATACCCTCCAGG 54°C
BAC 14 (77-1B) T7 I |CATTGAGTTTYTTGATTGCAG 611
II |CTATCATGTAATTACCATAG 54°C
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PCR-Produkte [bp]

Oligonukleotid- Name Sequenz Tm £ PCR

I |[CCTAATAGAATTCTTTCCAATATTG ]

IV |ACTAGTCCAAAGATTGTTTAGG
BAC 15 (84-1B) Sp6 I |CTACATCTACCACTCTATGAG 387

II |CATACATAAACCTATGGTTG 54°C
BAC 15 (84-1B) T7 I |AGGACGGCTCAATTACATC 458

II |GCTAGATTCTCGGTAGGCAT 63°C
BAC 16 (241-4H)Sp6 I  |CTTGGATGGCAGAAAGAATC 452

II |GTGCAGATCATGTGGCTGT 59°C
BAC 16 (241-4H) T7 I |CTTAAAGCCGCACATTGTAG 554

II |CTTGCAGATAATGGTAGGACAT 63°C
BAC 17 (236-4H)Sp6 I  |[CGAGTGGACAGGCTTC 184

II |[CTCATGAGAGATGAAC 51°C
BAC 17 (236-4H) T7 I |CCAACGTTAACTGCTGTTTC 496

II [TGCAGTAGCAATTGAAGAC 59°C
BAC 23 (108/2/15)T7 1 |CAACACCTTTACCAGAGCGC 463

II |GTATCGGTCAATGATAAG 51°C
BAC 23 (108/2/15)Sp6 1 [TCTGGTAAGTCTTATGCTGCATGG 380

II |GTGAGAGAATCAGTGGCATGTTG 53°C
BAC 25 (160/22/4)T7 1 |CACAATGGGATAATCTCAGC 309

II |GTATTTAGGAATTGCAGTGAGATG 53°C
BAC 25 (160/22/4) Sp6 1 |GATTCAACTAATTCTTATC 345

I [TATATGGTAGGAGAAT 46°C, Betain
BAC 26 (182/5/10) T7 1  |wie BAC 23 Sp6 380

I |wie BAC 23 Sp6 53°C
BAC 26 (182/5/10)Sp6 1  |GATAATCTCCTGTCCAC 361

II |GTCTATGTAGATGATGTC 51°C
BAC 27 (146/23/11)T7 1 |CTTGATTGTTGAACCAATTCATC 434

II |wie BAC25T7 51°C, Betaine
BAC 27 (146/23/11)Sp6 1 fwie BAC 23 Sp6 380

I |wie BAC 23 Sp6 53°C
BAC 128 (142/16/4)T7 1 |GTAATGTTAGGGATAATCCCT 416

I IGAAGTTAGACGATACAGTTC 58°C betaine, +
BAC 128 (142/16/4) Sp6 1  [TAGTAGAAGTTTACCAAG 377

I |ACGGTATTGCTGCTTCTTC 50°C betaine
BAC 29 (183/14/4)Sp6 1 |GGACTTTAAGATTGGAGTTGT 504

I |GTATGTGATATGCGTCAAGACATG 45°C betaine
BAC 29 (183/14/4)T7 1 [TCCACTTTCGTACATGTGG 241

I |GCGACCTGAAAGTTTGGCGCA 58°C betaine
BAC 30 (96/15/5)Sp6 1 |AGGTATTCAATATGCAGACA 371

I |GTGAATGTATGCAGATTGTAT 50°C, betaine
BAC 30 (96/15/5) T7 I |AGTCGACCTGCAGGCATGCA 374

la |GAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGC

II |GAGCATGGGAATATCTAACGT

III [TCAAGAGTTTAAGCTTCCCATG

IV |AGAACATAACATGGGAATTGC

V IGTATGAAATCACGATTCAAAGAC

VI |[CACATAGGTATCAGGTGTTCATAA

VII [CATTGAATTAATAAGAGATTCATGG
BAC 31 (64/16/10)Sp6 1 [TAGTCCCTAAATCCGGAGGA 448

II |AGGACTGGGAGTGGTTAGTTAAG 59°C
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PCR-Produkte [bp]

Oligonukleotid-Name Sequenz Tm f. PCR
I [CGCGTAAATGTCAACTTGCCCCTAG
IV [AAGGGTGAAAATACATGCATTATGC -
V |CTATTGTTACCCATATTTAATACAAG
BAC 31 (64/16710)T7 1 |[TGACTGTCAAATATTTGTTGA 372
I |AGAATGATGATTAGATCATTC 52°C
BAC 32(102/20/15) Sp6 1 |ACCTTGAGCTTGAGTTGAGTTGAC 362
II |GATATGTTGGTTCCTTCAAGATT 57°C
BAC 32 (102/20/15)T7 1 |GGTAAAGATTCTCTCCATATTTC 238

GATCAGTTATACCTTTGTTCATAC

52°C,Betain, 40cycl.

BAC33 (138/20/14) Sp6 1 |GTTAGCAAATTTACCACTCATCAAC 420
II [TGTCTCATGTGCGTGGAGTTAACTC 60°C
BAC 33 (138/20714)T7 1 |AGCCTTGGCTACATCACACAAG 232
II |CTCTCCTGCTAACTCTGCACC 60°C
BAC 34 T7 I |GACACATATATTGAAAGCAC 202
II |GATTTGTATTATGGATTTATATGA kein Amp. méglich
BAC 34 Sp6 I |CTGGTACTTCTGATCTTGAGAAATA 165
II [TAGAGAGGCTTACGCAGCAGGTCTC 58°C
BAC 35 (38/14/8) T7 I |GATCTCAATCTCAGATTTAG 182
II |CATGATACTGAGATACTGAATG 56°C
BAC 35(38/14/8) Sp6 1 |GGAAGTCATCTATATTCACTCAAATG 274
II |GTACTCATGGATATACTTGTCATATC 61°C
BAC 36 (152/17/4)T7 1 |GCATTGCTTATCAATTTGTTGC
II [TGAACGCTCTCCTGAGTAGGAC ]
I |GGTCGTTTCCACTCATTTTTAGCCTC 244
IV |ATTGGAAACTCTTCTTCACACTTTTG 55°C
IA |[GAGCTAAGTTTCTTGATGCCT ]
IIA [CCTGTCACGGATGGCGTCAAG
BAC 36 (152/17/4)Sp6 1 |ATCATCACCAAATACATTTGT 146
II |ATCCAATTCTCCACATGATAG 59°C
I |{CATACATGGACTCAGAAGGCAGT 308
IV [TGAGAGGTATGTTTGTGGTATTACC -
BAC37(197/2/12)T7 1 |CCTGTCACGGATGGCGTCAAG ]
II |ACAGCCTGGGCTAGCGCTTG
I |GCTCTTCTACCTTAGCTTCTCTCAT 201
IV [TCACCCGAATTATGCATGTGTCAG 65°C
BAC 37 (197/2/12) Sp6 1  [CATGGACTCAGAAGGCAGTTG 316
II [CATTTGTTAAACCTGAGAGGTATG 60°C

III

TGGGTTCATGAACTTCAATAGGAAGC

Die Lange der PCR-Produkte und Anlagerungstemperaturen sind nur fiir die verwendeten
Oligonukleotid-kombinationen angegeben
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2.18 Restriktionsanalyse der BAC-Klone

Um zu bestimmen, wie grof3 die iiberlappenden Bereiche der einzelnen BAC-Klone sind,
wurde eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt. Hierzu wurde DNA der verschiedenen
Klone jeweils mit EcoRI, Hindlll und BamHI verdaut und das Restriktionsmuster der
verschiedenen Klone miteinander verglichen. Es wurden jeweils ca. 500 ng BAC-DNA
mit 20 u Enzym fiir 4 h oder ii. N. verdaut. Der gesamte Restriktionsansatz wurde auf
einem 0,8%-igem Gel aufgetrennt. Zur GroBenbestimmung der einzelnen Fragmente
wurden folgende Langenstandards mit aufgetragen:

Gene Ruler 1 kb ladder (MBI Fermentas) und Hyperladder VI (Bioline).

2.19 Subklonierung von BAC 128

Zur Subklonierung wurde die BAC-DNA des Klons mit den Restriktionsendonukleasen
Tasl (AATT) und Sau3A (GATC) partiell gespalten (2.19). Diese Enzyme schneiden
hdufig in pflanzlicher DNA und generieren kompatible Enden zu EcoRI und BamHI, die
zum Linearisieren des Vektors verwendet wurden.

Fir die Restriktion wurde eine Verdiinnungsreihe der Enzyme Tasl und Sau3A
hergestellt, ausgehend von 5 u bis 0,02 u Enzym. Pro Verdiinnung wurden 300 ng DNA
eingesetzt und fir 15 min 37°C (Tasl 65°C) inkubiert. Zum Abstoppen wurde der
Reaktion 1ul 0,5 M EDTA hinzugefiigt. Anschliefend wurden die DNA-Fragmente in
einem nicht mit Ethidiumbromid versetzten 0,8%-igen Agarose-Gel (s. 2.11.1)
aufgetrennt. Die fragmentierte DNA wurde zur Klonierung auf GroéB3en von 2,0 — 10,0 kb
selektiert, mittels Elektroelution (s. 2.12.1) aus dem Gel isoliert und direkt in die Ligation
eingesetzt. Die Ligation erfolgte wie in 2.13.2 beschrieben, es wurden jeweils 10 pl

eluierte DNA eingesetzt.

2.20 DNA-Sequenzanalyse

Die direkte Sequenzierung von Insertenden aus vollstindigen BAC-Klonen wurde vom
Sequenzierservice DLMBC (Dienstleistungen in der Molekularbiologie und Biochemie,

M. Meixner, Berlin) durchgefiihrt.

Die Sequenzierung von kleineren Plasmiden und PCR Produkten wurde in unserem
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Labor vorgenommen (ABI 377-Sequenzierautomat, PE Biosystems). Sie erfolgte nach
dem Prinzip von Sanger mit sog. Dye-Terminatoren (SANGER et al. 1977). Die
Auswertung der Sequenzdaten erfolgte iiber geeignete Computer-Software (Sequencher®™
4.1, Gene Codes Corporation und DNA-Star, DNASTAR Inc.).

Die Sequenzierreaktionen erfolgten in einem PCR-Thermoblock nach folgenden

Sequenzier-Bedingungen und mit dem Big Dye-Terminator Kit (PE Biosystems).

ProzeBbedingungen:
Zyklus Reaktion Temperatur Dauer Wiederholung
1 Denaturierung 96°C 1 min I x
Denaturierung 96°C 10 sec
2 Anlagerung 50°C 20 sec 30 x
Elongation 60°C 4 min

Fiir eine Sequenzierungsreaktion (10 ul) wurden 2 — 4 pl Plasmid oder 0,5 — 2 ul
ungereinigtes PCR-Produkt, 20 ng Oligonukleotid und 2 pl Big-Dye-Mix eingesetzt.

2.21 Berechnung der genetischen Abstiande

Genetische Distanzen zwischen molekularen Markern wurden tiber die Rekombinations-
héufigkeit zwischen diesen in einer F,-Pflanzenpopulationen berechnet. Die Berechnung
erfolgte nach Allard (ALLARD, 1956):

_h+2b
2n

p = Rekombinationsfrequenz
h = Anzahl der heterozygot-rekombinante F,-Pflanzen
b = Anzahl der homozygot-rekombinante F,-Pflanzen

n = Anzahl der getesteten Individuen
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3 Ergebnisse

3.1 Markeranreicherung am Bs3 Locus

Fiir den Bs3 Resistenzlocus wurden, wie in Kap. 1.6 beschrieben, bereits gekoppelte
AFLP-Marker identifiziert (PIERRE et al. 2000). Ausgehend von den am engsten
gekoppelten Markern P23-70 und P22-3, wurden YAC Klone isoliert, die den
Resistenzlocus jedoch nicht iiberspannten (U. Bonas, unverdffentlichte Daten). Die von
den YAC Enden abgeleiteten CAPS-Marker Y152-1 und Y110-2 {iberspannten ein
Intervall von 1,7 cM (s. Abb. 1.4), was in Paprika (C. annuum) ca. 2600 kb entspricht (s.
1.4).

Um in diesem Zielintervall die Markerdichte zu erh6hen, sollte eine neue AFLP-Analyse
(s. 2.15) durchgefiihrt werden. Dazu sollten die Individuen fiir die AFLP-Analyse mittels
molekularer Marker vorselektiert werden (THOMAS et al. 1995). Kombiniert wurde dies
mit der "bulked segregant-Methode" (TANKSLEY et al. 1995, MICHELMORE et al. 1991).
Bei dieser Methode werden die Individuen einer Kreuzungspopulation, die fiir die Allele
der beiden Elternlinien an allen Loci des Genoms segregieren, im Hinblick auf eine
bestimmte Merkmalsauspragung (bspw. Resistenz/Anfilligkeit) in zwei Gruppen
("Pools") unterteilt. Diese beiden "Pools" variieren dann nur in der Allelkonfiguration fiir
die mit dem Merkmal korrespondierenden Gene. Fiir eine AFLP-basierte "bulked
segregant” Analyse wird die DNA mehrerer Pflanzen des selben "Pools" gemischt, und
anschlieBend werden die Amplifikationsmuster verglichen. Amplifikate, die nur in einem
der beiden "Pools" vorhanden sind, sind mit dem ausgewéhlten Gen (Resistenz)
gekoppelte Marker.

Fiir die "bulked segregant-Analyse" wurden resistente und suszeptible Pflanzen aus der
Bs3 Kartierungspopulation (zu diesem Zeitpunkt ca. 2000 F,-Pflanzen) ausgewdhlt.
Zusatzlich zur phinotypischen Selektion wurden die Pflanzen fiir die "Pools" so
selektiert, dal3 diese im 1,7 cM-Zielintervall zwischen den Markern Y152-1 und Y110-2
entweder genotypisch homozygot-resistent oder -suszeptibel waren (s. Abb. 3.1). Der
Vorteil, das Zielintervall auf 1,7 ¢cM zu limitieren, lag darin, dal neue AFLP-Marker nur
innerhalb dieses Bereichs gefunden werden und andere, weniger eng gekoppelte Marker

nicht analysiert zu werden brauchen. Die Verwendung von homozygoten Pflanzen ist
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zusdtzlich von Nutzen, weil sowohl Marker, die in cis, als auch Marker, die in trans mit

Bs3 gekoppelt sind, gefunden werden.

Y65-2 Y152-1 Bs3 Y110-2

9
suszeptible
| | | Pflanzen

resistente
Pflanzen

heterozyogter

Zielintervall der neuen AFLP Marker

homozygoter Bereich B heterozygoter

Abbildung 3.1: Graphische Genotypen der AFLP-Individuen.

Das Markerintervall B umfa3t den homozygoten Bereich der ausgewéhlten Pflanzen. Die Pflanzen weisen
entweder kein RE im Markerintervall Y65-2/Y110-2 (Bereiche A u. B.) auf, oder der homozygote Bereich
B wird durch ein RE in Bereich A limitiert. Hellgraue Balken stellen Chromosomen mit suszeptibler
(bs3/bs3) Allel-Konfiguration dar, dunkelgraue Chromosomen mit resistenter (Bs3/Bs3), Farbumbriiche
geben Rekombinationsereignisse an. Die Strichelung der Balken symbolisiert die restlichen Abschnitte der
Chromosomen. Die genetische Distanzen der Intervalle sind in c¢cM angegeben. Die cM-Angaben

entsprechen der Datenlage zu Beginn dieser Arbeit (s. Abb. 1.4).

3.1.1 Analyse der verwendeten Pflanzen

Um zu gewidhrleisten, daB3 die Pflanzen, die Teil der "Pools" sind, im genannten
Zielintervall homozygot waren, wurden sie mit schon vorhanden CAPS-Markern
untersucht (s. Abb. 3.1). Zur einen Seite konnte das Zielintervall B durch die Marker
Y65-2 und Y152-1 (Bereich A) abgegrenzt werden. Fiir die "Pools" wurden bis zu flinf
Pflanzen verwendet, die ein Rekombinationsereignis im Bereich A aufwiesen (s. Tab.
3.1). Auf der anderen Seite des Bs3 Genlocus (Bereich C) konnten keine weiteren AFLP-
in CAPS-Marker umgewandelt werden, daher stand nur ein Marker (Y110-2) zur

Verfligung. Die Selektion von Pflanzen mit Rekombinationsereignissen im Bereich C war
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daher nicht moglich. Demzufolge konnte nach dieser Seite hin der homozygote Bereich B
nicht eingegrenzt werden. Trotzdem sollten die Bereiche A und C genomweit heterozygot
sein, so daB sich die "Pools" nur im homozygoten Intervall B unterscheiden.

In Tab. 3.1 sind die fiir die AFLP-Analyse verwendeten Pflanzen aufgelistet. Es wurden
sowohl F,-, als auch Fs-Pflanzen der Kartierungspopulation (s. 2.6) verwendet. Die
Rekombinanten 360-A, 888-50, 622, 909-B, 1717, 1964, 2074, 2079 und 2140 wurden
als resistenter "Pool" zusammengefalit. Der suszeptible "Pool" beinhaltet die
Rekombinanten 559-B, 1428, 1549, 1873, 1956, 2094, 2109, 2112 und 2116. Alle
Pflanzen waren im Bereich B (Marker Y152-1/Y110-2) homozygot.

Tabelle 3.1: Ausgewiihlte Paprika Pflanzen fiir die AFLP-Analyse.

Pflanzen Nr.  Phinotyp CAPS-Marker

Y65-2 Y152-1 Y110-2

360-A R S r r
888-50 R S r r
622 R h r r
909-B R S r r
1717 R h r r
1964 R r r r
2074 R r r r
2079 R r r r
2140 R r r r
559-B S r S S
1428 S h S S
1549 S h S S
1873 S h S S
1956 S S S S
2094 S S S S
2109 S S S S
2112 S S S S
2116 S S S S

Genotypen: r: (Bs3/Bs3), h: (Bs3/bs3), s:(bs3/bs3)
Phinotypen: R: resistent (HR), S: suszeptibel (WS)
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3.1.2 Suche nach neuen AFLP-Markern

Die AFLP-Methode ist eine Verbindung von randomisierter Amplifikation von DNA und
der RFLP-Methode (restriction fragment length polymorphism). Dabei wird die DNA
eines Organismus mit Restriktionsenzymen geschnitten. An die entstandenen Fragmente
werden kurze Linker ligiert, iiber die die Amplifikation der DNA erfolgen kann (s. 1.3.1).
Da in vorangegangenen AFLP-Analysen die Enzymkombinationen HindIll/Msel und
Pstl/Msel verwendet wurden (PIERRE et al. 2000), sollte fiir die neue Analyse die selten-
schneidende Restriktionsendonuklease Sacl mit dem hdufig-schneidenden Enzym 7agl
kombiniert werden. Nach Linker-Ligation (s. 2.15.1) erfolgte die erste Praamplifikation
(s. 2.15.2) mit den Adaptor-spezifischen S03-N und T0O-N Oligonukleotiden. Der zweite
Praamplifikationsschritt wurde mit Oligonukleotiden durchgefiihrt, die jeweils eine
selektive Base aufwiesen (s. 2.15.2). Diese Amplifikation (s. Tab. 2.2) wurde als
Ausgangspunkt fiir die weiteren Amplifikationen mit Oligonukleotiden "S+2" bzw.
"T+3" selektiven Basen genutzt. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sowie
die der Adapter und die genauen Amplifikationsbedingungen sind in Abschnitt 2.15.3
und in Tab. 2.3 aufgefiihrt.

Im ganzen wurden 1024 verschiedene Oligonukleotidkombinationen untersucht. Durch
Vergleich der Fragmentmuster der Elternlinien ECW-30R (resistent) und PI 197409
(suszeptibel) wurde ein genomweiter Polymorphiegrad von ca. 16 % ermittelt. Ein
exemplarischer Ausschnitt einer Amplifikation der Elternlinien ist in Abb. 3.2 A
dargestellt. Durchschnittlich wurden pro Oligonukleotidkombination 100 DNA-
Fragmente amplifiziert. Gesetzt, jedes AFLP-Fragment entspricht einem genetischen
Locus, wurden ca. 16.400 (1024 x 100 x 0,16) verschiedene Loci auf Kopplung zum Bs3
Locus analysiert.

Insgesamt wurden 160 differentielle Amplifikate gefunden (entspricht ca. 1% der
untersuchten Fragmente). Diese traten je zur Hélfte im resistenten bzw. suszeptiblen
"Pool" auf. 58 dieser Polymorphismen konnten in Wiederholungsexperimenten, die unter
identischen Bedingungen stattfanden, reproduziert werden. Bei einer nochmaligen
Wiederholung konnten elf der 58 Polymorphismen nicht mehr bestdtigt werden (s. Tab.
7.2). Die Bezeichnung der 47 identifizierten AFLP-Marker richtete sich nach den ver-

wendeten Oligonukleotidkombinationen. Ein polymorphes Amplifikat, das mit dem
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Oligonukleotidpaar S18 und T34 (Pol. 1834) generiert wurde, ist beispielhaft in Abb. 3.2
B dargestellt.

Abbildung 3.2: Ausschnitte aus Autoradiogrammen der AFLP-Marker 1427 und 1834.

A:  Vergleich der  Amplifikationsmuster  der  Elternlinien = der  Kartierungspopulation
(Oligonukleotidkombination 1427), die Pfeile zeigen polymorphe Banden an. B: Identifizierung des
Markers 1834. Das Bs3-gekoppelte AFLP Fragment ist in den Elternlinien und den "Pools" durch einen

Pfeil gekennzeichnet.

3.1.3 Weitere Analyse der polymorphen AFLP-Fragmente

Durch das Mischen der DNA der "Pool-Pflanzen" und die daraus resultierende
Verdiinnung besteht die Moglichkeit, dal Fragmente auf den Autoradiogrammen nicht
detektiert werden, da die Amplifikation nur sehr schwach erfolgt (LAHAYE et al. 1998).
Deshalb sollte {iberpriift werden, ob die Amplifikation der Einzelpflanzen-DNA
iibereinstimmende Ergebnisse zur "Pool"-Amplifikation lieferte. D. h. alle Einzelpflanzen
sollten das entsprechende resistente oder suszeptible Muster der "Pools" aufweisen. In
Abb. 3.3 ist exemplarisch die Amplifikation der Einzelpflanzen fiir Marker 1834
dargestellt. Das polymorphe Fragment des Markers befindet sich im resistenten "Pool".

Von links sind alternierend die resistenten und suszeptiblen Individuen der "Pools"
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aufgetragen. Bei jeder resistenten Pflanze ist das polymorphe Fragment zu sehen,
dagegen weist keine der suszeptiblen Pflanzen diese Bande auf.

Alle restlichen 47 AFLP-Marker wurden auf diese Weise untersucht. Nur solche Marker
sollten zur Eingrenzung des Bs3 Gens dienen, fiir die eine eindeutige Cosegregation mit

dem Bs3 Locus gezeigt werden konnte.

Abbildung 3.3: Autoradiogramm der Einzelpflanzen-Analyse des Markers 1834.
Alternierend sind resistente und suszeptible Pflanzen aufgetragen. Der Pfeil markiert das Bs3-gekoppelte

Fragment im resistenten "Pool" und den Einzelpflanzen.

Insgesamt 29 der 47 AFLP-Marker mufiten verworfen werden, da bei diesen Oligo-
nukleotidkombinationen die Segregation der einzelnen "Pool-Individuen" nicht eindeutig
war. Fiir die verbliebenen 18 AFLP-Marker wurde nun die genetische Distanz zu Bs3
bestimmt. Dazu wurden diese Marker mit weiteren 26 homozygoten Pflanzen der
Kartierungspopulation getestet, die Rekombinationsereignisse zwischen den Markern
Y65-2 und Y110-2 aufwiesen (s. Tab. 7.3). Es konnten keine heterozygoten
Rekombinanten analysiert werden, da es sich bei AFLP-Markern um dominante Marker
handelt. Abb. 3.4 zeigt Autoradiogramme zur Anordnung des Markers 1834. Die mit *
markierten Spuren zeigen Pflanzen mit Rekombinationsereignissen zwischen dem AFLP-
Marker und dem Bs3 Locus an. Daher konnte dieser Marker ins Zielintervall eingeordnet
werden. Sieben AFLP-Marker waren zwar mit Bs3 gekoppelt, konnten jedoch nicht im

Zielintervall angeordnet werden.
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Abbildung 3.4: Autoradiogramme ausgewiihlter Rekombinanten zur Anordnung des Markers 1834.

R/S iiber der Pflanzennummer gibt an, ob die Pflanze resistent oder suszeptibel ist. -: diese Pflanzen
wurden nicht zur Anordnung des Markers verwendet, *: zeigt Pflanzen an, die ein Rekombinationsereignis

zwischen AFLP-Marker und Bs3 Locus aufweisen.

Das Ergebnis der AFLP-Analyse sind elf neue AFLP-Marker, die ins Zielintervall
kartieren. Die genetische Anordnung der elf - eng mit Bs3 gekoppelten - Marker ist in
Abb. 3.5 dargestellt. Sie erfolgte ausschlieBlich iiber die 26 mittels AFLP analysierten
Rekombinanten. Das entspricht 15% der gesamten Rekombinanten (172) im Intervall
Y65-2 und Y110-2. Nur ein Marker (1471) wurde links von Bs3 in das Intervall zwischen
Y 152-1 und Bs3 eingeordnet, wahrend die restlichen zehn Marker im Intervall zwischen
Bs3und Y110-2 lagen.

Um genauere Informationen tiber die genetische Kopplung zu Bs3 zu erhalten, sollten die
am engsten mit Bs3 gekoppelten AFLP-Marker 1471, 1464, 1827 und 2245 in co-
dominante CAPS-Marker umgewandelt werden. Mittels CAPS-Marker kann eine grof3ere
Anzahl von Rekombinanten (auch heterozygote) der Kartierungspopulation einfacher und

schneller getestet werden.
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Abbildung 3.5: Genetische Anordnung der neuen AFLP-Marker.
Die Anordnung erfolgte mittels 26 rekombinanter Pflanzen aus der Kartierungspopulation. Zwischen den
Markern sind die Anzahl der Rekombinationsereignisse und die genetischen Abstdnde in ¢cM angegeben.

Kursiv dargestellte Marker wurden im suszeptiblen "Pool" gefunden.

3.1.4 Konvertierung der AFLP-Marker in CAPS-Marker

3.1.4.1 Klonierung der AFLP-Fragmente
Zur Konvertierung von AFLP- in CAPS-Marker ist es notwendig, die Sequenz der

AFLP-Fragmente zu bestimmen. Dafiir wurden die polymorphen Fragmente der Marker
1471, 1464, 1827 und 2245 aus dem AFLP-Gel ausgeschnitten, die DNA wurde in
Wasser gelost und anschlieBend mit denselben Oligonukleotiden reamplifiziert (s.
2.15.5). Nach Klonierung und Sequenzierung stellte sich heraus, dal bei den Markern
1471, 1464 und 1827 mehrere Fragmente mit unterschiedlicher Sequenz isoliert worden
waren. Die GroBe dieser Fragmente lag zwischen 134 bp und 700 bp. Die Ergebnisse der

Klonierung der AFLP-Fragmente sind in Tab. 3.2 zusammengefasst.

Tabelle 3.2: Anzahl und GroB3e der isolierten AFLP-Fragmente

Marker  Grofllopl g ettt vl eterter
1471 600-700 res 2
1464 134-160 res 11
1827 247-250 sus

2245 200 sus 1
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3.1.4.2 Identifizierung der korrekten Marker Sequenz
Um aus den klonierten Fragmenten die Bs3-gekoppelten AFLP-Fragmente zu

identifizieren, wurde die Methode des "reversen AFLP" (PIERRE et al. 2000) angewendet
(s. 2.15.6). Dabei macht man sich den Tatbestand zunutze, dal} das korrekte Fragment im
resistenten und suszeptiblen Elter und "Pool" differentiell sein muf3. Im Gegensatz dazu
sind nicht-gekoppelte AFLPs in der Regel nicht polymorph.

Fiir den "reversen AFLP" wurde die AFLP-Amplifikation nochmals durchgefiihrt, auf
einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran
geblottet (s. Abb. 3.6 A). Die verschiedenen klonierten AFLP-Fragmente wurden als
Sonden eingesetzt (s. 2.14.3). Polymorphe Hybridisierungsmuster zwischen resistentem
und suszeptiblem "Pool" zeigen an, dal das richtige AFLP-Fragment kloniert wurde. Aus
Abb. 3.6 B wird das Hybridisierungsmuster der vier verschiedenen Fragmente des
Markers S1827 ersichtlich. Die Sonden 1 - 3 hybridisieren sowohl mit den amplifizierten
DNA-Fragmenten des suszeptiblen "Pools" als auch mit denen des resistenten. Nur Sonde
4 zeigt entsprechend den Fragmenten des AFLP-Experiments ein differentielles
Hybridisierungsmuster. Daraus 148t sich schluB3folgern, dal Fragment 4 die DNA-
Sequenz des Markers 1827 enthilt. Uber den gleichen experimentellen Ansatz wurde aus
elf klonierten PCR Produkten die zum AFLP-Marker 1464 korrespondierende Sequenz
identifiziert.

Die Sequenzbestimmung bei Marker 1471 erfolgte durch die Verwendung von Oligo-
nukleotiden, denen ein zusitzliches spezifisches Nukleotid angehingt wurde. Mit der
Kombination S14-A und T71-T wurde eine differentielle Bande amplifiziert, die anderen

15 Kombinationen ergaben ein uniformes Amplifikationsmuster.
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- - - | -

Sonde 1 Sonde 2 Sonde 3 Sonde 4

Abbildung 3.6: Identifizierung der Sequenz des AFLP-Markers 1827 mittels "reversen AFLPs".

A: Autoradiogramm der Amplifikation der resistenten und suszeptiblen "Pools" nach Transfer auf eine
Nylonmembran. Der Pfeil zeigt das mit Bs3-gekoppelte Fragment an. B: Immunologischer Nachweis der
Hybridisierung der vier isolierten Fragmente. Fragmente 1 - 3 hybridisieren uniform, Fragment 4

hybridisiert nur im suszeptiblen "Pool". P,: suszeptibler Pool, P,: resistenter Pool

3.1.4.3 Etablierung von CAPS-Markern

Nachdem die Sequenz der AFLP-Fragmente ermittelt worden war, konnte das
korrespondierende Fragment im komplementéren Genotyp amplifiziert und sequenziert
werden. Zur Ableitung von CAPS-Markern wurden die AFLP-Marker spezifischen
Sequenzen des resistenten und suszeptiblen Genotyps verglichen und nach polymorphen
Restriktionsschnittstellen gesucht. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit
geeigneter Computer-Software (Sequencher® 4.1, Gene Codes Corporation). Aullerdem
wurde durch Abgleich mit 6ffentlichen Datenbanken (NCBI BLAST, TIGR) {iberpriift,
ob die erhaltenen Sequenzen als Einzelkopie-Marker verwendet werden konnten.

Die Marker 1827, 1464, 2245 und 1471 zeigten keine Ubereinstimmungen mit repetitiven
Sequenzen. Vermutlich handelte es sich bei 1827 trotzdem nicht um einen Einzelkopie-
Marker, da mit den zehn getesteten Oligonukleotidkombinationen immer mehrere
Banden amplifiziert wurden. Zudem wurden bei der Verlingerung des Markers iiber
"GenomeWalker" (s. 2.17.2) viele Fragmente amplifiziert, die der Marker-Sequenz nicht
zugeordnet werden konnten. Um auch fiir Marker 1471 polymorphen Schnittstellen zu
ermitteln, wurde die Sequenz des AFLP-Markers 1471 ebenfalls {ber die
"GenomeWalker-Methode" (s. 2.15.7) verldangert. Nach Elongation um ungefdhr 1000
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Nukleotide konnte eine differentielle Restriktionsschnittstelle ermittelt werden, die
jedoch bei der Restriktion der PCR-Produkte von Marker 1471 kein eindeutiges
Restriktionsmuster lieferte. Wahrscheinlich wurde mit den Oligonukleotidkombinationen
fiir 1471 weitere Loci im Genom amplifiziert. Daher konnten die AFLP-Marker 1827 und
1471 nicht in CAPS-Marker umgewandelt werden.

Nach vergleichender Sequenzierung der Sequenz des AFLP-Markers 2245 (200 bp)
konnten keine Restriktionspolymorphismen ermittelt werden. Deshalb wurde ein dCAPS-
Marker (NEFF et al. 1998) abgeleitet. Dazu wurde ein Eco1471 Polymorphismus iiber die
verwendeten Oligonukleotide eingefiigt. Daraus resultieren differentielle Spaltprodukte
von 215 bp in PI 197409 und 175 bp in ECW-30R.

Die Sequenz des Markers 1464 wurde mittels "GenomeWalker" auf 1200 bp verlidngert
(MEYER 2002). Die vergleichende Sequenzierung ergab, da3 der AFLP-Polymorphismus
auf eine differentielle Tagl-Schnittstelle zuriickzufiihren ist. Diese konnte zur Etablierung
eines CAPS-Markers genutzt werden. Nach Amplifikation und Verdau entstehen in
ECW-30R (resistent) neun Spaltprodukte und in PI 197409 (suszeptibel) nur sieben. Die
aus den AFLP-Markern abgeleiteten CAPS-Marker sind in Tab. 3.3 zusammengefaf3t. Sie
werden jetzt als S1464 und S2245 bezeichnet, um die Konvertierung in CAPS-Marker zu

verdeutlichen.

Tabelle 3.3: Die neuen CAPS-Marker

e Grife [bp] Enzym e e
; 1464-1
S1464 1200 Taql 1464-4
N 2245-01
2245 215 Ecol4 Tl 5245 A

+: hat eine Schnittstelle zusétzlich im res. Genotyp, +: schneidet im res. Genotyp
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3.2 Vergroflerung der Kartierungspopulation

In vorangegangen Arbeiten wurde bereits eine Kartierungspopulation von 790 BC und
800 F,-Pflanzen mit AFLP- und CAPS-Markern getestet und der Bs3 Locus auf ein 1,7
cM grof3es Intervall eingegrenzt (s. 1.6).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kartierungspopulation um 3418 auf insgesamt 5008
Pflanzen (davon sind 4218 F,-Pflanzen) erhoht. Die CAPS-Marker Y65-2 und Y110-2
dienten zur Selektion von Rekombinanten in der Kartierungspopulation. Insgesamt
wurden 172 Pflanzen, die ein Rekombinationsereignis (RE) im Zielintervall aufwiesen,
identifiziert. Diese wurden in Fs;-Familientests (s. 2.7) mittels Inokulation avrBs3-
exprimierender Xcv auf die Allelkonfiguration am Bs3 Locus getestet.

Durch die VergroBerung der Kartierungspopulation konnte eine genetische Auflosung
von * 0,01 cM im Zielintervall erreicht werden. Die ermittelten genetischen Distanzen
dienen als Basis zur Abschitzung der physikalischen Abstinde der genetischen Marker.
Dazu wird angenommen, daBl eine lineare, liber das ganze Genom gleichméaBige
Korrelation zwischen genetischer und physikalischer Distanz besteht. Fiir das
Paprikagenom wird durchschnittlich mit 1500 kb pro ¢cM gerechnet (s. 1.4). Demzufolge
wird etwa ein RE in 15 kb erwartet.

Die 172 im Zielintervall rekombinanten Pflanzen wurden zusitzlich mit den CAPS-
Markern Y152-1, S1464 und S2245 getestet, um den Ort der RE genauer bestimmen zu
konnen. Die sich daraus ergebenden genetischen Abstdnde sind in Tab. 3.4 aufgelistet.
Mit Abstianden von 0,16 und 0,24 ¢cM sind die Marker Y152-1 und S1464 am engsten mit
Bs3 gekoppelt. Im Vergleich zu Abb. 3.5 hat sich die Position des Markers Y152-1
verdndert. Als Ergebnis der Resistenztests mussten einige RE, die zuerst zwischen Y152-
1 und Bs3 angeordnet worden waren, neu positioniert werden. Zudem wurden bei der
Sichtung der vergroferten Kartierungspopulation nur sehr wenige weitere Rekombinante
identifiziert, die ein RE zwischen Y 152-1 und Bs3 aufwiesen.

Basierend auf der genomweiten Korrelation zwischen genetischer und physikalischer
Distanz betrdgt der Abstand der Marker zu Bs3 ungefdhr 240 (Y152-1) und 360 kb
(Y110-2).
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Tabelle 3.4: Hochauflosende Kartierung der genetischen Marker in der Bs3 Region.

Marker | Y65-2 | Y152-1 Bs3 S1464 $2245 | Y110-2
Y65-2 0,36 33) | 0,51 (47) | 0,75(69) | 1,14 (105) | 1,90 (172)
Y152-1 | 0,36 (33) 0,16(14) | 0,40 (36) | 0,78 (72) | 1,51 (139)
Bs3 0,51 (47) | 0,16 (14) 0,24 (22) | 0,63 (58) | 1,36 (125)
S1464 | 0,75 (69) | 0,40 (36) | 0,24 (22) 0,40 (36) | 1,12 (103)
$2245 | 1,14(105)| 0,78 (72) | 0,63 (58) | 0,40 (36) 0,73 (67)
Y110-2 | 1,90 (172) | 1,51 (139) | 1,36 (125) | 1,12 (103) | 0,73 (67)

Der Abstand zwischen den einzelnen Markern ist in ¢cM angegeben. In Klammern ist die Anzahl der
Rekombinationsereignisse aus 5008 Pflanzen aufgefiihrt.

3.2.1 Gibt es Mutanten am Bs3 Locus?

Bei der Analyse der rekombinanten Fs;-Familien wurden 14 Pflanzenfamilien (aus 4200
F,-Pflanzen) identifiziert, die am Bs3 Locus Widerspriiche zwischen genotypischer
Charakterisierung durch die molekularen Marker und den Resistenztests aufwiesen.
Obwohl alle Pflanzen mit den Bs3-flankierenden Markern das ECW-30R Allel
aufwiesen, waren diese Pflanzen in den Fs;-Familientests durchweg suszeptibel (s. Tab.
3.5). Die Pflanzenfamilien wurden jeweils mittels mindestens drei unabhdngiger
Resistenztests liberpriift. Fiir diese wurden je 13 Individuen einer Familie ausgesit. Da
die Keimungsrate der Rekombinanten recht unterschiedlich war, wurden durchschnittlich
3 - 13 Pflanzen getestet. Je nach Ursprungspflanze spalten diese Familien in nicht-
rekombinant-resistente oder -suszeptible sowie in heterozygot- und homozygot-
rekombinante Nachkommen auf. Bei den 14 "widerspriichlichen" Familien wurde bei
allen nicht-rekombinanten Nachkommen, die am Bs3 Locus homozygot das ECW-30R
Allel aufwiesen, nie eine HR festgestellt. Das verdeutlicht, dal Widerspriiche nicht nur in
den rekombinanten Nachkommen zu finden sind, sondern tatsdchlich ein Verlust der
AvrBs3-spezifischen Erkennung vorliegt. Die unterschiedliche Anordnung der
Rekombinationsereignisse der Pflanzen - fiinf weisen ein Rekombinationsereignis
zwischen Marker S1464 und S2245, drei zwischen S2245 und Y110-2 und sechs
zwischen Y65-2 und Y152-1 auf - spricht ebenfalls dafiir, da3 es sich vermutlich um den

Verlust der Erkennung und nicht die falsche Anordnung des Bs3 Locus innerhalb der

genetischen Karte handelt.
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Neun der 14 Pflanzenfamilien wurden zusitzlich mit dem avrBs3-Derivat avrBs3Arep16
getestet, das in ECW eine HR auslost (s. 1.5.3), um zu iiberpriifen, ob durch den Verlust
der AvrBs3-spezifischen Erkennung neue Resistenzspezifititen entstanden sind. In den
Fs-Familien 543, 775, 1383, 1454, 1285, 1556 und 1689 16ste dieses Derivat eine
eindeutige HR aus, nicht jedoch in den F3-Familien 1052 und 2180.

Tabelle 3.5: Resistenzspezifititen der 14 "widerspriichlichen' F3;-Familien

Phénotypen CAPS-Marker
Pllanzen Nr. B Y652 YI52-1 2 SI464  S2245 Y110-2
543 - + r r r h h
775 - + h h h
1383 - + h h h S S
887 - n.a. h h h S S
572 - n.a. h h h S S
687 - n.a. r r r r h
1454 - + h h h h S
1052 - - h h h h S
1285 - + h r r r r
2180 - - h r r r r
2484 = n.a. h r r T r
3279 - n.a. h r r
1556 - + h r r r r
1689 - + h r r r r

Genotypen: s: (bs3/bs3), 1: (Bs3/Bs3), h: (Bs3/bs3). Phanotypen: -: keine HR, +: HR
A: Test mit avrBs3, B: Test mit avrBs3Arepl6. n. a.: nicht analysiert. Es sind die
Genotypen des F,-Elters angegeben. Die Resistenz der Pflanzen wurde durch
Inokulation mit Xcv 85-10 (s. oben) iberpriift. Die Symptome wurden nach 48 h
ausgewertet.

3.2.2 Gibt es ein Bs16 in PI 197409 C. frutescens ?

Wie bereits in der Einleitung angesprochen (s. 1.5), gibt es ein avrBs3-Derivat
(avrBs3Arep16), welches eine HR in ECW, jedoch nicht in der fast isogenen Linie ECW-
30R induziert. Um zu kldren, ob das ECW-Bs/6 Allel auch im suszeptiblen Kreuzungs-
partner PI 197409 der Kartierungspopulation (ECW-30R x PI 197409) vorliegt, wurden
22 F,-Rekombinante dieser Population in zwei Wiederholungen mit den Xcv-Stimmen
85-10 (avrBs3") und 85-10 (avrBs3Arepl6) und 85-10 (avrBs3') getestet (genaue
Beschreibung der Stimme s. 2.4). Als Kontrolle dienten Pflanzen der Linie ECW (HR)
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und ECW-30R (keine HR). Wie aus Tab. 3.6 ersichtlich wird, induzierte in den elf
Pflanzen des PI 197409 Genotyps weder AvrBs3 noch AvrBs3Arepl6 eine HR. In vier
der acht heterozygoten Pflanzen induzierte AvrBs3Arepl6 eine HR. In zwei Pflanzen des
Genotyps ECW-30R wurde, entsprechend der Kontrolle, keine HR induziert. Eine
Pflanze (1672) zeigte eine HR, allerdings war die HR mit dem AvrBs3-Konstrukt nicht
eindeutig. Diese Ergebnisse sind schwer zu interpretieren, da sie aus einer kleinen, nicht
reprasentativen Auswahl von Pflanzen resultieren. Die Tatsache, dal eine HR nur in
heterozygoten Pflanzen induziert wird, konnte darauf hindeuten, das Bs/6 und Bs3 in

dieser Kreuzungspopulation nicht gekoppelt sind.

Tabelle 3.6: Test auf Bsl6-spezifische HR ausgewihlter F,-Pflanzen der
Kartierungspopulation

b wAS s S5 s Y LR
1579 P1197409 - - - 1880 h - + -
1822 P1197409 - - - 1518 h - + +
1843  PI197409 - - - 1653 h - + +
1873  P1197409 - - - 1405 h - + -
1026 P1197409 - - - 1564 Eﬁ)\;{v' - + -
133 PI197409 - - - 1566 Eﬁ)\év' - + -
1425 P1197409 - - - 1672 Eﬁ)\l’{v' - +) +
1428 PI197409 - - - | 9;{ o PLIOTAO - - -
1537 P1197409 - - - E;f)‘é" E;f)‘g' - + -
1547  P1197409 - - - ECW ECwW - + +
1549 P1197409 - - -

1583 h - + (+)

1585 h - + +

1729 h - + -

1741 h - + -

h: heterozygot, +: HR, (+): schwache HR, -: keine HR

Die F,-Rekombinanten wurden mittels CAPS-Marker Y152-1 und Y110-2 genotypisch charakterisiert
und die Allelkonfiguration am Bs3 Locus durch Xcv-Inokulation (s. oben) {iberpriift. Die Symptome
wurden nach 48 h ausgewertet.
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3.3 Erstellung einer genomischen BAC-Bibliothek der resistenten Linie ECW-
30R

Zur physikalischen Eingrenzung des Bs3 Locus sollte ein BAC-Contig erstellt werden,
welcher das Bs3 Gen iiberspannt. Die genomischen Inserts von BAC-Klonen sind in der
Regel 100 — 150 kb groB3 und damit wesentlich kleiner als die von YAC Klonen (400 -
500 kb), allerdings sind sie schneller und einfacher zu handhaben. Durch die grofere
Stabilitdt der Insert-DNA sind chimdre Klone, die in YAC Bibliotheken héaufig
vorkommen, in BAC-Bibliotheken duflerst selten (KiM et al. 1996, SHIZUYA et al. 1992).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach Mdoglichkeiten gesucht, vorhandene Paprika BAC-
Bibliotheken fiir die Isolierung von BAC-Klonen in der Bs3 Region zu nutzen. Eine
BAC-Bibliothek (HD208, bs3/bs3), die jedoch nicht das Bs3 Resistenzgen enthilt, steht
im INRA Evry (Abdel Bendahmane) zur Verfiigung (RUFFEL et al. 2002). Diese wurde
fir die Isolierung erster BAC-Klone genutzt (s. 3.4). Da jedoch fiir die
Komplementationsanalysen zwingend genomische Klone der resistenten Linie am Bs3
Locus benétigt wurden, war es notwendig, eine BAC-Bibliothek der resistenten Linie
ECW-30R zu erstellen. Die Insertgréfen sollten zwischen 100 und 250 kb liegen, und es
sollte eine vierfache Abdeckung des Paprikagenoms (ca. 100.000 Klone) erreicht werden.
Dank eines EMBO-Kurzzeitstipendiums war es moglich, diese Arbeiten am CIRAD -
AMIS Montpellier (Pietro Piffanelli) durchzufiihren. Dieses Institut ist mit der ndtigen
technischen Ausstattung (z. B. Roboter zum Picken der Einzelklone) ausgeriistet, und es
wurden dort schon diverse BAC-Bibliotheken der unterschiedlichsten Pflanzenarten

erstellt (VILARINHOS et al. 2003, CLEMENT et al. 2004).

3.3.1 Isolierung hochmolekularer DNA

Einer der kritischsten Punkte bei der Erstellung einer genomischen Bibliothek mit grofen
Inserts ist die Isolierung hochmolekularer DNA. Bei den meisten standardisierten DNA
Extraktions-Protokollen wird die DNA in kleinere Fragmente geschert. Um dies zu
verhindern, wurden Zellkerne aus Paprikablittern isoliert (s. 2.8.3). Erste
Kernextraktionen zeigten, dafl die erhaltene Suspension sehr stirkehaltig war. Dies
konnte einen ungiinstigen EinfluB auf die nachfolgende Restriktion der DNA haben.

Deshalb wurden die Paprikapflanzen vor weiteren Extraktionen fiir 24 Stunden in
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Dunkelheit gehalten, was den Stdrkegehalt der Blétter und der daraus resultierenden

Kernsuspensionen stark verringerte.

3.3.2 Partielle Restriktion und Grofienselektion der DNA-Fragmente

Um DNA-Fragmentgroen zwischen 100 und 250 kb zu erhalten, wurden partielle
Restriktionen (s. 2.16.1) mit den Endonukleasen HindIIl (s. Abb. 3.7) und BamHI
durchgefiihrt. Um moglichst wenige Fragmente, die < 100 kb sind in den BAC-Vektor
(pIndigoBAC-5 [ready-to-use HindIll bzw. BamHI], Epicentre) zu ligieren, wurden die
DNA-Fragmente einer zweifachen GroBenselektion mittels PFGE (pulsed field gel
electrophoresis, s. 2.11.2) unterzogen. Obwohl die erste Gelelektrophorese dazu dient,
DNA-Fragmente gleichméfig aufzutrennen, sind oft in den Fraktionen noch Fragmente <
100 kb zu finden. Daher sollte die zweite gelelektrophoretische Auftrennung helfen, diese
kleineren Fragmente zu eliminieren (VILARINHOS et al. 2003).

Zur GroBenselektion (s. 2.11.2) wurden Fragmente von 100 - 250 kb aus dem ersten Gel
ausgeschnitten. Diese wurden auf ein neues Gel transferiert und nochmals mit einer
kiirzeren Pulsldnge von 3 s aufgetrennt. Die DNA wurde mittels Elektroelution (s. 2.12.1)

aus den Agaroseblocken eluiert und anschlieBend direkt in die Ligation eingesetzt.

025 510 15 M

250 kb
200 kb

150 kb
100 kb
50 kb

Abbildung 3.7: Partielle HindIII-Restriktion genomischer ECW-30R DNA.

Die Auftrennung erfolgte mittels PFGE unter folgenden Bedingungen: 6V/cm, Pulslinge 1 — 50 s,
Reorientierungswinkel 120°, 20 h bei 14°C in 0,5 x TBE.. M: Lambda ladder PFG I Marker (Biolabs). Die
DNA wurde mit unterschiedlichen (0; 2,5; 5; 10 und 15) Enzymeinheiten gespalten. Die Restriktion mit 2,5
und 5 Enzymeinheiten ergibt die grofite Ausbeute an Fragmenten zwischen 100 und 300 kb.
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3.3.3 Ligation und durchschnittliche Insertgrofien der BAC-Klone

Es wurden 33 verschiedene Ligationen vorgenommen. In der Regel wurden fiir jede
Ligation (s. 2.16.2) 25 ng Vektor-DNA und 125 — 2400 ng DNA-Fragmente eingesetzt.
Die stabilsten Ligationen und, daraus resultierend, die meisten Klone wurden mit
Verhiltnissen zwischen DNA und Vektor von 30:1 bis 64:1 erzielt. 157 Klone wurden
willkiirlich aus allen Ligationen ausgewéhlt, um die Insertgroflen zu ermitteln.

Die "multiple cloning site" des BAC-Vektors wird von zwei Notl-Schnittstellen
(GCGGCCGO) flankiert. Da dieses Enzym sehr selten in pflanzlicher DNA schneidet, ist
anzunehmen, daf} die meisten Inserts in voller Lange aus dem Vektor geschnitten werden.
In Abb. 3.8 ist die Verteilung der Insertgrofen der getesteten HindIII-Klone dargestellt.
Mehr als 60 Klone enthalten ein Insert von 100 - 110 kb, weniger als 10 wiesen
Insertgrofen kleiner 90 kb auf. Inserts grofer als 110 kb traten in mehr als 50 Klonen auf.
Da die meisten BamHI-Ligationen keine oder nur kleine Inserts enthielten, wurden nur

3000 BamHI-Klone fir die Bibliothek verwendet.

Anzahl
der Klone

70

50

40 -

20

50 80 90 100 110 120130 140150 160170

Grofle der Inserts in kb

Abbildung 3.8: Verteilung der Insertgrofien der HindIII-Klone der BAC-Bibliothek.
Auf der x-Achse sind die Insertgréofen in kb angegeben. Die Hohe der Balken gibt die Héufigkeit

bestimmter Insertgrofien an.
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3.3.4 Organisation der BAC-Bibliothek

Insgesamt wurden 100.992 Kolonien, davon 97.990 HindIIl und 3002 BamHI Klone, als
Einzelklone in 263 384-er Mikrotiterplatten iiberfiihrt. Bei einer durchschnittlichen
InsertgrofBe von 110 - 120 kb entspricht das einer Abdeckung von vier Paprikagenom-
Aquivalenten.

Die Sichtung der BAC-Bibliothek sollte mittels PCR vorgenommen werden. Dazu wurde
von allen 384-er Mikrotiterplatten DNA extrahiert (s. 2.8.7). Diese wurde als "platepool-
DNA" bezeichnet. Um die Sichtung der Bibliothek zu vereinfachen, wurde nochmals
DNA von allen Mikrotiterplatten isoliert und die DNA von acht Platten zu einem
"superpool" vereinigt. Abb. 3.9 veranschaulicht schematisch die Organisation der BAC-
Bibliothek und die Vorgehensweise bei einer PCR-basierten Sichtung dieser
genomischen Bibliothek.

Zur Sichtung der Bibliothek (s. 2.16.4) mit einem PCR-Marker erfolgte zuerst eine
Amplifikation der 33 "superpools". Fiir diejenigen "superpools", in denen ein Fragment
richtiger GroBBe amplifiziert werden konnte, wurden die acht "platepools" getestet. Die
positiven Mikrotiterplatten wurden als Duplikate repliziert. Um die Einzelkolonie zu
finden, die das gewiinschte Markerfragment enthilt, wurden Kolonie-PCRs durchgefiihrt.
Zuerst wurden alle 24 Reihen als "Pools" getestet. Als letzter Schritt wurden dann die
Einzelkolonien der Reihen, die das Marker Fragment enthielten, analysiert. Um mit
einem Marker eine Kolonie zu finden, die das entsprechende Fragment enthilt, sind also

81 PCR Reaktionen notwendig.

1. PCR auf 2. PCR der 3. PCR der 4. PCR der

superpool-Ebene 8 platepools gepoolten 24 Reihen 16 Einzelkolonie
19 17 2533 A :
210 18 26 B .
311 19 27 C E
4 12 20 28 D :
513 21 29 E .
6 14 22 30 F :
715 23 31 G '
8 16 24 32 H

Abbildung 3.9: Schema der Organisation der BAC-Bibliothek zur Analyse mittels PCR



Ergebnisse 67

3.4 Identifizierung von BAC-Klonen in der Bs3 Region

Wie unter 3.3 erwéhnt, wurden die zwei BAC-Bibliotheken HD208 (RUFFEL et al. 2002)
und ECW-30R (diese Arbeit) zur Suche nach BAC-Klonen, die die Bs3 Region
limitieren, herangezogen. Erste Klone sollten mit den Markern Y152-1 und S1464, die zu
diesem Zeitpunkt am engsten mit Bs3 gekoppelt waren (0,16 bzw. 0,24 cM), in der BAC-
Bibliothek HD208 isoliert werden, da zu diesem Zeitpunkt noch keine ECW-30R
Bibliothek vorhanden war. Bibliothek HD208 enthélt zwolf Genoméquivalente und kann
ebenfalls mittels PCR analysiert werden.

Waihrend in der Bibliothek HD208 mit Marker Y152-1 kein Klon isoliert werden konnte,
wurden fiir den Marker S1464 drei Klone (BACs 1, 2 und 3) identifiziert. Uber das T7-
Endfragment (s. 2.17.1 und 3.4.2) des Klons BAC 3 konnten zehn weitere Klone isoliert
werden. Vier davon (13, 14, 17 und 18) konnten mittels Uberlappungsanalysen (s. 3.4.4)
eindeutig einander zugeordnet werden (s. Tab. 3.8 und Abb. 3.13). Insgesamt wurden in
dieser Bibliothek 13 Klone isoliert, von denen sieben zu einem Contig angeordnet werden
konnten (s. Abb. 3.13).

Die neu erstellte BAC-Bibliothek ECW-30R wurde im ersten Schritt mit Marker Y152-1
und mit dem - zu diesem Zeitpunkt am engsten mit Bs3-gekoppelten - BAC-Ende B14T7
analysiert (s. Abb. 3.13). Es konnte ein Klon, der den Marker Y152-1 enthilt, isoliert
werden, sowie vier Klone fiir Marker B14T7. Der BAC-Klon 128 (identifiziert mit Y152-
1) wurde in der Diplomarbeit von Patrick Romer weiter bearbeitet. Uber das BAC-Ende
B128T7 konnten zwei weitere Klone identifiziert werden, die homologe Bereiche zu
diesem BAC-Ende enthielten (Diplomarbeit, Patrick Romer).

In drei aufeinanderfolgenden Durchmusterungen mit den BAC-Enden B23Sp6, B30T7
und B31T7 wurden zusétzlich elf BAC-Klone identifiziert, von denen sich jedoch acht als
falsch-positiv herausstellten.

Insgesamt wurden in der Bibliothek ECW-30R 20 Klone isoliert, von denen sich zehn
(23, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 128, 103, 104) zu zwei Contigs anordnen lieBen (s. Tab. 3.8
und Abb. 3.13).
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3.4.1 Uberpriifung von BAC-Klonen, die mittels PCR isoliert wurden

Die Sichtung von genomischen Bibliotheken mittels PCR ist in der Handhabung einfach
und effizient. Bei repetitiven oder duplizierten Bereichen im Genom kann es dennoch zur
gehéduften Isolierung falsch-positiver Klone kommen, da mehrere Loci gleichzeitig
amplifiziert und so BAC-Klone aus unterschiedlichen Bereichen des Genoms mit dem
selben Marker isoliert werden. Da das C. annuum Genom relativ groB3 ist (ca. 3000 Mb),
ist ein hoher Prozentsatz nicht kodierender, putativ repetitiver Regionen zu erwarten.

Um die falsch-positiven Klone auszusortieren, wurden die mittels PCR identifizierten
Klone durch Hybridisierungsexperimente iiberpriift (s. 2.14). Dazu wurde die DNA aller
Klone mit dem Restriktionsenzym, welches fiir die Klonierung verwendet wurde,
geschnitten. Die Hybridisierung wurde mit BAC-Enden durchgefiihrt, mit denen die
BAC-Klone identifiziert wurden. In Abb. 3.10 ist exemplarisch die Hybridisierung der
BAC-Klone 128, 30, 31, 32 und 33 mit dem T7-Ende von BAC 30 dargestellt. Da alle
fuinf Klone tiiber HindIII-Schnittstellen in den Vektor kloniert wurden, sollten die
homologen Bereiche der Klone identische Sequenzen und damit das gleiche
Hybridisierungsmuster aufzeigen. BAC 128 wurde als Negativkontrolle verwendet, da
dieser Klon mit dem Marker Y152-1 isoliert wurde und keinerlei Uberlappungen mit
BAC 30 aufweist. Bei der Hybridisierung mit dem BAC-Ende B30T7 dient das Signal in
BAC 30 als Positivkontrolle. BAC-Klone, die von den in diesem BAC detektierten
Fragmenten abweichende Hybridisierungsmuster zeigen, sind falsch-positive. Umgekehrt
sind TUbereinstimmende Hybridisierungsmuster ein Hinweis flir einen korrekt
identifizierten Klon. Die Hybridisierungssignale von BAC 32 und 33 mit der Sonde
B30T7 zeigen bspw. keine Ubereinstimmung mit den Signalen in der Positivkontrolle
BAC 30, im Gegensatz zu Klon 31, der mit BAC 30 {iibereinstimmt. Dies 1483t darauf
schlieen, daf es sich bei den BACs 32 und 33 um falsch-positive Klone handelt.
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M 128 30 31 32 33
-
|-

Abbildung 3.10: Hybridisierungs-basierte Uberpriifung der BAC-Klone 128, 30, 31, 32 und 33.
Immunologischer Nachweis der Hybridisierung. M: DNA Molecular Weight Marker VII, Dig markiert
(Roche Diagnostics)

3.4.2 Isolierung von BAC-Endfragmenten

Als Grundlage fiir Uberlappungsanalysen (s. 3.4.4) miissen die Endfragmente der BAC-
Inserts isoliert werden.

Die meisten Endfragmente der BAC-Inserts wurden durch direkte Sequenzierung des
Inserts mit pIndigoBAC-5-spezifischen Oligonukleotiden isoliert (s. 2.17.1). Von der
erhaltenen Sequenz wurden Oligonukleotide abgeleitet, die spezifisch das T7- oder Sp6-
Ende amplifizieren. Die Bezeichnungen T7 und Sp6 leiten sich von der Lage der
Sequenzieroligonukleotide in der Vektorkarte ab (s. Abb. 7.1). Insert Enden, die mit pIB
FP-1 ansequenziert wurden, wurden als das T7-Ende definiert. Entsprechend gilt fiir das
Sp6-Ende der Inserts, da3 sie mit pIB RP-1 ansequenziert wurden. Fiir die Sequenzierung
der Inserts der Klone, die in der Bibliothek HD208 identifiziert wurden, wurden die
Oligonukleotide Sp6 und T7 verwendet (s. 2.20, M. Meixner). Danach richtete sich dann
die Bezeichnung der Insert Enden der Klone.

Bei einigen Klonen wurden die Endfragmente jedoch iiber eine auf der
"GenomeWalker"-Technik (Clontech) basierenden Strategie (s. 2.17.2) isoliert. Die
Restriktionsenzyme zur Fragmentierung der Insert-DNA wurden so gewihlt, daB jeweils
ein Teil des BAC-Vektors erhalten blieb, da dieser als Bindestelle fiir ein Oligonukleotid
fiir die Endfragment-spezifische Amplifikation notwendig war (s. Abb. 7.1). Nach
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Restriktion und Ligation der Adaptoren an die DNA-Fragmente wurde diese mit einer
Kombination von Adaptor- und BAC-Vektorspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert,
um spezifisch die Endfragmente der Inserts zu erhalten (s. Abb. 7.1). Die PCR Produkte
konnten anschlieBend direkt sequenziert werden (s. 2.20).

Durch einen Vergleich der Nukleotidsequenzen mit 6ffentlichen Datenbanken (NCBI
BLAST, TIGR) wurde nachgepriift, ob diese Ahnlichkeiten zu repetitiven Sequenz-
abschnitten aufweisen. Homologien zu repetivtiven Elementen wurden nicht ermittelt,
aber generell zeigten alle Sequenzen einen hohen Gehalt an Adenin- und Thymin-
Nukleotiden auf. Dadurch war es oftmals schwierig, Oligonukleotide abzuleiten, die eine

spezifische und effiziente Amplifikation ermoglichten.

3.4.3 Bestimmung der Insertgrofien der BAC-Klone

Die GroBenbestimmung einiger BAC-Klone ist in Abb. 3.11 exemplarisch dargestellt.
M 3 14 23 25 26 27 28

63.5 —

48.5

15 —.

Abbildung 3.11: Grofienbestimmung ausgewiihlter BAC-Inserts mittels PEFGE.
Die Auftrennung erfolgte auf einem 1% Agarose-Gel bei: 6V/cm, Pulslinge 1 — 50 s, Reorientierungs-
winkel 120°, 20 h bei 14°C in 0,5 x TBE. M: Midrange I PFG Marker (Biolabs). Die Zahlen iiber den

Spuren geben die Nummern der untersuchten BAC-Klone an.

Zur GroBenbestimmung wurde zundchst das Insert durch einen Verdau der BAC-DNA

mit dem Restriktionsenzym Notl aus dem Vektor herausgeschnitten. Wie bereits unter
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3.3.3 angefiihrt, schneidet Nofl sehr selten in pflanzlicher DNA, d. h. in der Mehrzahl der
Fille sind keine Nofl-Schnittstellen in den Inserts zu erwarten. Die Insert-DNA wurde
mittels PFGE (s. 2.11.2) aufgetrennt, und die Linge der DNA-Fragmente iiber den
Vergleich zum Midrange I PFG Marker (Biolabs) bestimmt. In Tab. 3.7 sind die Grof3en
aller BAC-Inserts aufgelistet.

Tabelle 3.7: Insertgrofien der isolierten BAC-Klone.

BACNr. identifiziert mit Inse[rl:%]r‘me
1 81464 100
2 S1464 112
3 S1464 140
13 3T7 145
14 3T7 100
15 3T7 93
17 3T7 82
18 3T7 114
23 14T7 100
25 14T7 105
26 14T7 107
27 14T7 110
29 23Sp6 98
30 238p6 108
128 Y152-1 112
103 128T7 100
104 128T7 130

3.4.4 Uberlappungsanalysen der isolierten BAC-Klone

Bei einem '"chromosome walk" werden nach jeder Marker-basierten Sichtung der
Bibliothek die isolierten Klone mittels Uberlappungsanalyse in einem physikalischen
Contig zueinander angeordnet. Die Grundlage dieser Contig-Analyse stellten hier die
isolierten BAC-Endfragmente dar. Mit BAC-End spezifischen Oligonukleotidpaaren
wurde die Prisenz bzw. das Fehlen eines korrespondierenden Sequenzbereichs in anderen
BAC-Inserts untersucht. In einem komplementéren experimentellen Ansatz wurden die
BAC-Endfragmente als Sonden in Hybridisierungsexperimenten eingesetzt, um die

Ergebnisse der PCR-gestiitzten Analysen zu veri- bzw. falsifizieren. Diese Resultate und
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die der Hybridisierungsexperimente sind in Tab. 3.8 zusammengefalit. Die
Sequenzierung der Endfragmente ergab aulerdem, dal} einige der Endfragmente identisch
sind: das Sp6-Ende von BAC 1 ist identisch zum Sp6-Ende von BAC 2, und das T7-Ende
von BAC 26 ist identisch zu den Sp6-Enden der BAC-Klone 23 und 27. Vermutlich gibt
es Restriktionsschnittstellen im Genom, die bevorzugt erkannt werden. Daher werden
trotz des partiellen Verdaus mehrere DNA-Fragmente mit identischen Endsequenzen
kloniert.

Um zu kldren, inwieweit BAC-Klone identisch sind, werden Restriktionsanalysen
(Fingerprints) durchgefiihrt. Fiir die "Fingerprint-Analysen" (s. 2.18) wurden die BAC-
Inserts mit dem Restriktionsenzym HindIIl geschnitten und die DNA-Fragmente iiber
Agarose-Gelelektrophorese groBenfraktioniert. In Abb. 3.12 ist die Restriktionsanalyse

ausgewdhlter Klone dargestellt.

*

M1M2 3 14 23 27

26 29 30 M1

wnt—10 kb

L="14— Vektor 7,5 kb
- s=—6 kb

st — 4 kb

e—

se— 3 kb

s 2 kb

Abbildung 3.12: "Fingerprint-Analysen" einiger ausgewéhlter BAC-Klone.

Die gestrichelte Linie markiert das Vektorfragment bei 7,5 kb,*: BamHI kloniertes Insert, daher Vektor + x
bp Insert, M1: 1kb DNA ladder (MBI Fermentas), M2: Hyperladder VI (Bioline). Die Auftrennung erfolgte
iiber ein 0,8-%iges Agarose-Gel.

Es ist zu beobachten, dafl Klon 14 kein 7,5 kb Vektorfragment aufweist, da die Insert-
DNA {iiber BamHI-Schnittstellen kloniert wurde. Das Vektorfragment enthdlt daher ein
zusdtzliches Stiick Insert-DNA unbekannter Grofle.
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Die BAC-Klone 23, 26 und 27 sind laut Restriktionsanalyse nahezu identisch. Nur im
niedermolekularen Bereich (Fragmente < 5 kb) des Gels weisen die BACs 26 und 27 im
Vergleich zu BAC 23 zusitzliche DNA-Fragmente auf. Die Fingerprint Analysen sind
konsistent mit den Daten der PCR- und hybridisierungsbasierten Uberlappungsanalysen
und der PFGE-basierten GroBenbestimmung. In den Uberlappungsanalysen wurde fiir die
Klone 23, 26 und 27 ein identisches Ende identifiziert (s. Tab. 3.8), die PFGE-basierte

GroBenbestimmung zeigte nur minimale Grofenvarianzen von 100-110 kb auf.
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3.4.5 Genetische Kartierung ausgewihlter BAC-Endfragmente

Um das BAC-Contig relativ zu Bs3 zu positionieren, wurden ausgewidhlte BAC-
Endfragmente genetisch kartiert. Die BAC-End spezifischen Amplifikationsprodukte von
B3T7, B14T7 und B30T7 und auf der anderen Seite von Bs3 von B128T7, B103Sp6,
B103T7 und B104Sp6 (Diplomarbeit, Patrick Romer) wurden zundchst auf DNA-
Polymorphismen zwischen den resistenten und suszeptiblen Kreuzungseltern untersucht.
Keines der Amplifikationsprodukte zeigte einen sichtbaren Léngenpolymorphismus in
den Elternlinien. Die direkte Sequenzierung der PCR-Produkte ergab jedoch fiir alle
Fragmente Restriktionsschnittstellen-Polymorphismen, die zur Kartierung genutzt werden
konnten und in Tab. 3.9 zusammengefal3t sind. In der Folge wurden diese BAC-End
spezifischen Marker mit solchen Pflanzen getestet, die ein Rekombinationsereignis im
Zielintervall zwischen den Markern Y152-1 und S1464 aufwiesen (s. Tab. 3.10). Die
Marker B14T7 und B30T7 sowie Marker B128T7 und B103T7 konnten genetisch nicht
voneinander getrennt werden. Die Marker B3T7, B14T7/B30T7, B103Sp6 und
B128T7/B103T7 sind rechts vom Bs3 Locus anzuordnen (s. Abb. 3.13). Sie sind durch
jeweils 14, 13 bzw. 9 Rekombinationsereignisse vom Bs3 Locus getrennt. Der Marker
B104Sp6 wurde auf der linken Seite von Bs3 lokalisiert und ist durch 12

Rekombinationsereignisse von Bs3 getrennt (s. Abb. 3.13).

Tabelle 3.8: Von BAC-Enden abgeleitete CAPS-Marker

AV GF kélilllfl‘;c(:::lss [bpl gsf;:iﬁESE:;mus
B3T7 350 HindIIT*

B14T7 275 Spel”

B30T7 260 Mboll*

B128T7 192 Munl*

B103T7 250 Rsal*

B103Sp6 260 Alul*

B104Sp6 275 Hphl*

*: schneidet im Genotyp Bs3. +: schneidet im Genotyp bs3.



Ergebnisse 76

Tabelle 3.9: Rekombinante Pflanzen im Marker-Intervall Y152-1/B14T7

CAPS-Marker CAPS-Marker
Rekomb. B104 B103 B128 B103
Nr. | Y65-2 Y152-1 Spé6 T7 T7 Sp6 B14T7 B3T7 S1464 S2245 Y110-2
Al3 S
A27 r
R902| r
A37 | 30
A88 s
Al107| r
135 s
158 r
209 r
255 s
451 r
524 r
892 s
973 s
1405 | r
1457 | s
1518 | s
1822 | s
1857 | r
2024 | r
2083 | r
2619 | r
3600 | r
3690 | s
3735 | s
3843 | s
2265 | r
389 S

Genotypen: r: Bs3/Bs3 s: bs3/bs3. Phianotypen: R: HR (resistent), S: keine HR (suszeptibel, ws)

Die Rekombinanten wurden mittels CAPS-Marker genotypisiert und die Allelkonfiguration des Bs3 Locus
durch Xcv-Inokulation (s. 2.4 u. 2.7) ermittelt. Die Phanotypen wurden nach 48 h bonitiert.

Die versch. Farben symbolisieren die Umbruchpunkte der Rekombinationsereignisse, die zur Anordnung des
Bs3 Locus fiihrten.
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3.4.6 Ein BAC-Contig am Bs3 Locus

Insgesamt wurden 17 BAC-Klone im Rahmen dieser Arbeit (15) und der Diplomarbeit
von Patrick Romer (2) isoliert, die genomische DNA des Zielintervalls zwischen den
Markern Y152-1 und S1464 enthalten. Durch Uberlappungsanalysen (s. 3.4.4) und die
genetische Kartierung einiger BAC-Enden (s. 3.4.5) wurden zwei Contigs im
Zielintervall erstellt (s. Abb. 3.13). Das Contig, ausgehend von Marker Y152-1,
iiberspannt drei Klone, wihrend das Contig, ausgehend von S1464, 14 Klone iiberspannt.
Zwei BAC-Klone (BAC 128 und BAC 104) iiberspannen den Bs3 Locus und sollten
daher das Resistenzgen Bs3 enthalten. Durch die Kartierung der BAC-Enden dieser
Klone konnte der Bs3 Locus zwischen die Marker B104Sp6 und B128T/B103T7 auf ein
genetisches Intervall von 0,17 ¢cM limitiert werden. Uberlappungsanalysen der Klone 128
und 104 zeigen, daB3 dieser Bereich ca. 60 kb entspricht. Cosegregierende Marker konnten
bislang noch nicht identifiziert werden.

Uberraschend sind die Unterschiede zwischen genetischer und physikalischer Distanz im
Zielintervall. Durch Restriktionsanalysen (s. 3.4.5) konnte die Gro3e der beiden Contigs
grob abgeschétzt werden (s. Abb. 3.13). Das Contig, welches den Bs3 Locus einschlieft,
umfafit ca. 150 — 180 kb und iiberspannt einen genetischen Bereich von 0,24 cM. Die
GroBBe des Contigs rechts von Bs3 liegt etwa bei 350 — 380 kb und {iberspannt einen
genetischen Bereich von 0,09 ¢cM. Wird das Bs3-iiberspannende Contig im Detail
betrachtet, liegen zwischen den Markern Y152-1 und B128T7, die den Bs3 Locus
flankieren und die beide auf BAC 128 lokalisiert sind, 18 Rekombinationsereignisse
(RE). BAC 128 selbst umfafit ca. 112 kb. Da die genaue Lokalisation von Marker Y152-1
auf BAC 128 nicht bekannt ist werden zur Berechnung der Rekombinationsfrequenz ca.
112 kb angenommen. Fiir BAC 128 gilt dann: 1 RE pro 6,25 kb. BAC 103, der den Bs3
Locus nicht enthélt, hat eine Gro3e von 100 kb. Die beiden kartierten BAC-Enden sind
durch fiinf RE getrennt. Es liegt also nur 1 RE pro 20 kb vor. Im rechten Contig
entspricht 1 RE etwa 40 kb. Diese Daten deuten darauf hin, da3 es sich beim Bs3 Locus

um einen sogenannten "hot spot" der Rekombination handeln konnte.



Ergebnisse 78

0,02 0,13 004 005 005 001 008 oM
@, (12) @ e e () aenare
L ! ! L B14T7 !

Y152-1, Bs3 Bi28T7 | B30T, |

|
B103T7 B103Sp6 B3T7 51464

| -
_ - - _ - 7’/ ] \
B | : _ ::/ - _- P 7/ / | \\
| 128 — - R ——
—_— 103 ! o
t s 4 / | {} 18
104 . / 3 {1 3
. s / - {1 13
/ —
[] kartierte Enden g P T "
O PCR 1464 P W 14
7
PCR/Hybr. B3T7 e 2
¢ PCR/Hybr. B14T7 L7 H o
PCR/Hybr. B23Sp6 — %
O PCR Y152-1

PCR/Hybr. 128T7

150-180 kb 350-380 kb

Abbildung 3.13: Integrierte genetische und physikalische Karte des Bs3 Resistenzlocus.

A: Hochauflosende genetische Karte. Die genetischen Distanzen (in c¢cM) und die Anzahl der
Rekombinationsereignisse sind zwischen den jeweiligen Markern angeben. B: Physikalische Karte auf der
Grundlage von BAC-Klonen. Die verschiedenen BAC-Klone sind proportional ihrer GroBe als diinne

Balken dargestellt.
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3.5 Sequenzierung des Bs3 Locus

Der Bs3 Locus konnte physikalisch auf die BAC-Klone 128 und 104 limitiert werden.
Durch die von diesen BAC-Enden abgeleiteten, neuen CAPS-Marker konnte der Bs3
Locus auch genetisch zwischen die Marker B104Sp6 und B128T7/B103T7 determiniert
werden (s. Abb 3.13). Die physikalische Grof3e dieses Intervalls entspricht ca. 60 kb.
BAC 103 begrenzt den Bs3 Locus auf der rechten Seite, da die BAC-Enden jeweils vier
(B103T7) sowie neun (B103Sp6) Rekombinationsereignisse zu Bs3 aufweisen.

Zur ldentifizierung potentieller Kandidatengene fiir Bs3 wurde mit der Sequenzierung
von Klon 128 begonnen. Die Subklonierung von BAC 128 wurde wie in 2.19
beschrieben vorgenommen.

Um den Aufwand zu minimieren, sollte zunéchst jedoch nicht das vollstdndige Insert von
BAC 128, sondern nur der Teil (ca. 60 kb) sequenziert werden, der das Bs3 Gen enthilt.
Wie aus Abb. 3.13 zu entnehmen ist, iiberlappen die Klone 103 und 104 mit BAC 128.
BAC 104 enthélt ebenfalls das Bs3 Gen und limitiert den Resistenzlocus durch den
Marker B104Sp6 auf der linken Seite. Der mit BAC 128 iiberlappende Bereich von BAC
103 ist durch vier Rekombinationsereignisse von Bs3 getrennt. Dadurch wird der
Resistenzlocus auf der rechten Seite durch BAC 104 begrenzt. Die Subklone von BAC
128 wurden mit den BACs 103 und 104 hybridisiert (s. 2.14.4). Nur diejenigen Klone
wurden sequenziert, die Hybridisierungssignale mit BAC 104, nicht aber mit BAC 103
aufwiesen.

Insgesamt wurden 260 Subklone mit den Dig-markierten (s. 2.14.4) BAC-Klonen 103
und 104 hybridisiert. 30 % der Klone hybridisierten mit Sonde 104, nicht aber mit 103.
Sie wurden fiir die Sequenzierung ausgewahlt. Die durchschnittliche Grof3e der Subklone
betrug 4 kb. Zur Sequenzierung der Insertenden der Subklone wurden die
Oligonukleotide M13-fwd und M13-rev verwendet, die jeweils Sequenzen von 200 — 600
bp/Ende generieren. Sie wurden mit der Computer-Software Sequencher” 4.1 (Gene
Codes Corporation) analysiert.

Bis dato wurden 47,4 kb des ~ 60 kb groBen Bs3 Locus sequenziert. Davon liegen 21 kb
als Einzelsequenzen von 200 — 600 bp vor. 26,1 kb konnten zu 39 langeren Sequenz-
Contigs von 317 — 1773 bp zusammengefiigt werden. Der Anzahl der Sequenz-Contigs
und ihrer Linge nach zu urteilen, miissen mindestens weitere 30 - 50 Klone sequenziert

werden, um eine komplette Sequenz fiir den ausgewéhlten Bereich zu erhalten.
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Alle erhaltenen Sequenzen wurden auf Homologien mit bekannten Genen oder
Sequenzmotiven mittels "NCBI BLAST X" (ALTSCHUL et al. 1990) tiberpriift. Hierbei
werden die genomischen Sequenzen translatiert und die erhaltenen Proteinsequenzen auf
Homologien tiberpriift. 47 % der Sequenzdaten zeigten keine signifikante Homologie zu
Sequenzen in der Datenbank. 15,5 % der Sequenzen waren homolog zu repetitiven
Sequenzen wie Copia-Poly-Proteinen, Retrotransposons oder Microsatelliten. Fiir 6,8 %
konnte Homologie zu bakterieller und Vektor-DNA festgestellt werden. Da zur
Subklonierung des BACs 128 der gesamte Vektor eingesetzt wurde, war dies zu
erwarten. 30,7 % der Sequenzen wiesen Homologien zu bekannten Proteinen in der
Datenbank auf, die kiirzer als 30 AS waren. Resistenzgen-Homologe (NB-LRR) wurden
bisher nicht gefunden.

Die Mehrheit der ldngeren Sequenz-Contigs (> 1000 bp) weist keine signifikanten
Homologien auf. Interessant sind jedoch vier Klone, die auf drei unterschiedliche Contigs
verteilt sind, von denen alle Homologie zum selben Gen aus L. esculentum aufweisen.
Eine konservierte Domine dieses Proteins ist ein "Ankyrin repeat"-Motiv, welches auch

in den Sequenzen aus C. annuum identifiziert wurde.
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4 Diskussion

4.1 AFLP-basierte Markerverdichtung am Paprika Bs3 Locus

Bei der markergestiitzten Kartierung des Bs3 Resistenzlocus wurde die AFLP-Methode
bereits erfolgreich fiir die Suche nach gekoppelten Markern eingesetzt (PIERRE et al.
2000). Da jedoch bei diesen Arbeiten keine Marker identifiziert wurden, die eng mit dem
Resistenzlocus gekoppelt waren (s. Abb. 1.4), war eine weitere Markersichtung zur
Identifikation enger gekoppelter Marker notwendig. In der, in dieser Arbeit
durchgefiihrten AFLP-Analyse, wurde die Enzymkombination Sacl/Taql verwendet.
Durchschnittlich wurden 100 Fragmente pro Oligonukleotidkombination (1024)
amplifiziert. Der genomweite Polymorphiegrad zwischen den Elternlinien lag bei 16 %,
daraus resultiert eine Analyse von 16.400 (1024 x 100 x 0,16) Loci auf Kopplung mit
Bs3. Elf AFLP-Marker wurden am Bs3 Locus identifiziert, davon konnten zwei (1464,
2245) in CAPS-Marker (S1464, S2245) konvertiert werden.

4.1.1 AFLP: die Methode der Wahl?

Die AFLP-Methode (VoS et al. 1995) ist eine weit verbreitete Technik zur Identifikation
von DNA-Polymorphismen. Sie findet Einsatz bei der Erstellung genomweiter und
lokaler genetischer Karten (PETERS et al. 2003; RAFALSKI 2002), sowie bei
Verwandtschaftsanalysen (BAYDAR et al. 2004). Alternative Methoden zur AFLP-
Technologie, die ebenfalls auf PCR basieren, sind RAPDs und bspw. die Subtraktive
Hybridisierung. Bei der RAPD-Methode (WILLIAMS et al. 1990) werden kurze
Oligonukleotide (bis zu 10 Nukleotide lang) mit willkiirlicher Sequenz, die zufillig an die
DNA binden, eingesetzt. Aufgrund der kurzen Anlagerungssequenzen und der niedrigen
"Annealing-Temperaturen" ist diese Methode jedoch nicht leicht reproduzierbar und
wegen der vielen amplifizierten Fragmente nicht immer eindeutig auswertbar.
Untersuchungen in Paprika ergaben zudem, dafl mit der RAPD-Methode bis zu 10 mal
weniger Polymorphismen nachgewiesen werden, als mit der AFLP-Technik (LEFEBVRE
et al. 2001). Im Rahmen einer Diplomarbeit (MEYER 2002) wurde versucht, das
Verfahren der Subtraktiven Hybridisierung auf die Identifizierung differentieller DNA-

Fragmente, die sich als molekulare Marker eignen, in der Bs3 Region anzuwenden. Diese
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spezielle Technik der Nukleinsdurehybridisierung wird vornehmlich bei Prokaryoten zur
Isolierung differentiell exprimierter Gene oder zu Genomvergleichen genutzt
(AKOPYANTS et al. 1998). Dieser theoretisch einfache Ansatz konnte jedoch nicht auf ein
so komplexes eukaryotisches Genom wie das von C. annuum lbertragen werden. Es
stellte sich heraus, daBl 63 — 92 % der isolierten Fragmente zwischen den untersuchten
Linien (ECW-30R, PI 197409) nicht differentiell waren. Andere Techniken, wie die
hybridisierungs-basierte RFLP-Methode, sind mit hohem Arbeitsaufwand verbunden. Fiir
Mikrosatelliten oder SCAR-Marker werden Sequenzinformationen benétigt, die nicht zur
Verfligung standen. Daher erscheinen diese Methoden als nicht geeignet fiir eine
saturierende Suche nach Markern in der Bs3-Region. Zur Erhohung der Markerdichte
stellt also die AFLP-Methode — selbst in Anbetracht einiger Nachteile (s. 4.1.2) - die
geeignete Technik dar.

Der weite Verbreitungsgrad dieser Technik liegt darin begriindet, dal durch die
Kombination von RFLP und PCR eine robuste Markertechnologie entstand, bei der
zahlreiche Loci parallel hinsichtlich DNA-Polymorphismen analysiert werden kdnnen.
Dabei kann durch die Wahl der eingesetzten Restriktionsenzyme die Héufigkeit und die
Auspragung der nachzuweisenden AFLP-Marker beeinfluit werden. In Capsicum spp.
wurde beobachtet, dal durch die Verwendung von Enzymen mit GC-reichen
Erkennungssequenzen eine groflere Anzahl an Polymorphismen detektiert wird, als dies
beim Einsatz von Enzymen mit AT-reichen Erkennungssequenzen der Fall ist (DJIAN-
CAPORALINO et al. 2001). Weiterhin wurde festgestellt, dal unter Verwendung
methylierungs-sensitiver Enzyme die Anzahl der detektierten Polymorphismen ansteigt
(HAANSTRA et al. 1999). Aufgrund dieser Tatsachen wurde das Restriktionsenzym Sacl
fiir die neue AFLP-Analyse ausgewdhlt. Es besitzt eine GC-reiche Erkennungssequenz
(GAGCTC) und ist methylierungs-sensitiv. Da transkribierte Bereiche im pflanzlichen
Genom in der Regel hypo-methyliert sind, sollte Sacl bevorzugt in genreichen Regionen
schneiden, was die Chancen erhdhen sollte, sehr eng mit Bs3 gekoppelte Marker zu

finden.

4.1.2 Konvertierung von AFLP-Markern
Obwohl die AFLP-Technik effizient und reproduzierbar Marker identifiziert, die mit R-

Genen gekoppelt sind (DJIAN-CAPORALINO et al. 2001; THOMAS et al. 1995), ist ihre

Anwendungsmoglichkeit hinsichtlich der kartenorientierten Isolierung von Genen



Diskussion 83

eingeschrankt: Aufgrund der Dominanz der AFLP-Marker, des relativ groflen
Arbeitsaufwands und der hohen Kosten ist die AFLP-Methode zur Analyse groBer
Kartierungspopulationen nicht geeignet. Daher wird eine Konvertierung der AFLPs in
sequenz-spezifische PCR-Marker notwendig. Hierbei werden weitere Nachteile der
AFLP-Methode deutlich. Das erste Problem (i) stellt die Extraktion des AFLP-Fragments
aus dem Polyacrylamid-Gel dar. Oft enthalten diese Extrakte aufgrund der Co-Isolation
von Hintergrund-Amplifikaten mehrere Fragmente. Die zweite Hiirde (ii) ist darin
begriindet, dal AFLP-Fragmente oft zu kurz sind, um interne Polymorphismen erwarten
zu konnen, die sich als geeignet zur Konvertierung in CAPS-Marker erweisen. In den
folgenden Abschnitten sollen unterschiedliche Losungsansitze vorgestellt werden.

(1) Oftmals zeigen die isolierten Fragmente unterschiedliche Lingen auf. Daher ist es
moglich, tiber Grofenvergleiche der isolierten Fragmente mit der Original-Amplifikation
das korrekte AFLP-Fragment auszusortieren (BRADEEN and SIMON 1998).
GroBenvergleichs-Experimente (nicht dargestellt) fiir Marker 1464 konnten jedoch nicht
ausgewertet werden. Die klonierten Fragmente demonstrierten ein inkonsistentes
Laufverhalten gegeniiber der Vergleichs-AFLP-Reaktion. In diesem Zusammenhang
konnten vielleicht die Mengenunterschiede zwischen Plasmiden und Amplifikation eine
Rolle spielen. Alternativ dazu kann {iiber genomische Southern-Analysen die
differentielle Hybridisierung der isolierten Fragmente tiberpriift werden (SARDENASI et al.
2002). Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Sequenzierung der erhaltenen Klone, um
iiber die Mehrheitsverhéltnisse die korrekte Sequenz abzuleiten (DUSSLE et al. 2002).
Dazu miissen zum einen sehr viele Klone sequenziert werden, zum anderen ist nicht
sicher, ob wirklich die Mehrheit der Sequenzen dem gekoppelten AFLP-Fragment
entspricht.

In dieser Arbeit wurden letztere Ansdtze kombiniert. Der Sequenzierung der isolierten
Fragmente folgte ein "reverser AFLP" (s. 3.1.4.2, PIERRE et al. 2000). Da hierbei die
AFLP-Reaktion verwendet wird, umgeht man aufwendige genomische Southern-
Hybridisierungen. Durch die Sequenzierung konnten dann gezielt alle unterschiedlichen
Fragmente als Sonden eingesetzt werden. So wurde sichergestellt, dal nicht mehrere
gleiche Fragmente als Sonden verwendet wurden. Fiir die AFLP-Marker 1464 und 1827
konnte damit erfolgreich die Sequenz der gekoppelten Fragmente ermittelt werden (s.
3.1.4.2). Fiir Marker 1471 wurde eine andere Strategie ausgewdhlt (s. 3.1.4.2): hier wurde

iiber zusitzliche selektive Nukleotide die korrekte Sequenz des AFLP-Fragments
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ermittelt. Diese Methode scheint aber ungeeignet fiir den generellen Einsatz zu sein, da
sie voraussetzt, daf} fiir jeden Marker neue Oligonukleotide synthetisiert werden miissen.
(i1) In der Regel werden bei der vergleichenden Sequenzierung der AFLP-Marker des
resistenten und suszeptiblen Elter keine internen Restriktionspolymorphismen
festgestellt, die fiir die Konvertierung in einen CAPS-Marker verwendet werden konnten.
Geeignete Restriktionspolymorphismen koénnen bspw. iiber dCAPS-Oligonukleotide
eingefiigt werden (NEFF et al. 1998). Hierbei werden durch die Einfiihrung einer
Fehlpaarung im Oligonukleotid vorhandene SNPs (single nucleotide polymorphisms) in
differentielle Enzym-Erkennungsstellen umgewandelt. Bei dCAPS-Markern muf
beachtet werden, dal die iber die Oligonukleotide -eingefligten Restriktions-
polymorphismen nur zu sehr geringen Unterschieden im Restriktionsmuster fithren und
daher die Spaltprodukte auf hochprozentigen Agarose-Gelen aufgetrennt werden miissen.
Dafiir ist der Aufwand der Konvertierung allerdings relativ gering. AFLP-Marker 2245
konnte durch Einfiihrung einer differentiellen Ecol471-Schnittstelle in den dCAPS-
Marker S2245 umgewandelt werden (s. 3.1.4.3).

Durch Verldngerung der AFLP-Fragmente kdnnen externe Polymorphsimen aufgedeckt
werden. Haufig wird die iPCR dafiir eingesetzt (BRADEEN and SIMON 1998). Der
limitierende Schritt liegt dabei in der Zirkularisierung der verdauten DNA-Fragmente und
in der Optimierung der PCR. Als effizienter hat sich die Methode des "GenomeWalker"
(Clontech, s. 2.17.2) erwiesen. Hierbei muf} darauf geachtet werden, daf3 die verwendeten
Enzyme nicht im AFLP-Fragment schneiden. Fiir Marker 1464 konnte durch
Verlangerung des Fragments der AFLP-spezifische Tagl-Polymorphismus ermittelt und
fiir die Ableitung eines CAPS-Markers genutzt werden (MEYER 2002). Liegen AFLP-
Marker aber in repetitiven oder duplizierten Bereichen, gestaltet sich eine Verlingerung
durch "GenomeWalker" als schwierig, da die Zuordnung der erhaltenen Amplifikate dann
nicht moglich ist, wie bspw. fiir Marker 1827. Um die Komplexitit des
"GenomeWalker"-Ansatzes zu verringern, kdnnen - soweit verfiigbar - auch BAC-Klone
herangezogen werden. Bei der Konvertierung von AFLP- in CAPS-Marker werden die
Nachteile der AFLP-Methode deutlich. Nur zwei von vier AFLP-Markern konnten

erfolgreich in CAPS-Marker umgewandet werden.
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4.1.3 Anwendung der "bulked segregant-Analyse"

Um die Detektion von nicht eng gekoppelten Markern auszuschlieBen, wurden die
Pflanzen fiir die "BSA-Pools" durch molekulare Marker charakterisiert (s. 3.1.1). Diese
Strategie konnte schon erfolgreich bei der Isolierung des Cf9 Gens in Tomate angewendet
werden (THOMAS et al. 1995). Es ist jedoch wichtig das Zielintervall nicht zu eng zu
definieren, da sonst die Suche nach Markern zu aufwendig wird. Ein weiterer Vorteil der
Marker-basierten Auswahl von Individuen ist die Nutzung von homozygoten Pflanzen,
weil sich dadurch die Anzahl der Polymorphismen, die detektiert werden kdnnen, erhoht.
Bei einer rein phinotypischen Selektion der Pflanzen sind im resistenten "Pool" immer
heterozygote Individuen enthalten, weshalb AFLP-Marker, die auf polymorphen
Fragmenten im suszeptiblen "Pool" beruhen, nicht detektiert werden konnen.

Die Ergebnisse, auch die anderer Arbeitsgruppen (LAHAYE et al. 1998) zeigten, daf3 es
besonders wichtig ist, vor der weiteren Verwendung der AFLP-Marker die Individuen der
"BSA-Pools" genau zu iiberpriifen (s. 3.1.3). Durch das Mischen der DNA der "Pool-
Pflanzen" und die daraus resultierende Verdiinnung besteht die Moglichkeit, dal3
schwache Amplifikate nicht nachgewiesen werden und es so zur Detektion nicht-realer
Polymorphismen kommt. In dieser Arbeit wurden 29 von 47 Polymorphismen
identifiziert, die nicht in allen "Pool-Individuen" Cosegregation mit dem Zielintervall
aufwiesen (s. 3.1.3). Diese wurden von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Von den
restlichen 18 AFLP-Markern konnten sieben nicht zwischen den Markern Y152-1 und
Y 110-2 angeordnet werden. Das hiangt damit zusammen, daf3 rechts des Bs3 Gens nur ein
Marker zur Verfligung stand und daher die Selektion von "Pool-Pflanzen" mit
Rekombinationsereignissen hier nicht moglich war (s. 3.1.1). Es kann also trotz der
Marker-gestiitzten Selektion der "Pool-Pflanzen" zur Detektion von AFLP-Markern
auBBerhalb des Zielintervalls kommen. Unter Berlicksichtigung der oben genannten
Punkte, kann aber die "bulked segregant-Analyse"erfolgreich angewendet werden.

Bei ca. 16.400 analysierten AFLP-Loci (s. 3.1.2) werden in Capsicum spp., bei einer
Lange der genetischen Karten von ca. 1800 cM, etwa 9 Marker pro cM erwartet. Die
Lokalisierung von elf AFLP-Markern im 1,7 cM groBlen Zielintervall zwischen Y152-1
und Y110-2 entspricht in etwa dem Schétzwert. Allerdings konnte nur einer dieser neuen
Marker im linken 0,7 ¢cM groBBen Bereich zwischen Y152-1 und Bs3 (s. Abb. 3.5)
angeordnet werden.

Im Zuge der hochauflosenden Kartierung der Bs3 Region verringerte sich der genetische

Abstand des Markers Y152-1 zu Bs3 auf 0,16 ¢cM und zu Y110-2 auf 1,5 cM (s. 3.2 und
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Tab. 3.4): zum einen durch die Resistenztests, und zum anderen dadurch, dafl nur noch
wenige zusitzliche Rekombinationsereignisse zwischen Y152-1 und Bs3 gefunden
wurden. Die Erstellung eines BAC-Contigs ergab, dal Y152-1 einen physikalischen
Maximalabstand von 112 kb (s. Abb. 3.13) zu Bs3 aufweist. Basierend auf diesen Daten

ist die Anordnung der neuen AFLP-Marker folgerichtig.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB3 es, durch die Marker-basierte Selektion
der Pflanzen in Kombination mit einer "bulked segregant-Analyse" und mittels
hochauflosender Kartierung der in CAPS- umgewandelten AFLP-Marker gelang, den Bs3
Locus von 1,7 ¢cM auf 0,4 cM einzugrenzen (s. Abb. 3.13).

4.2 Der Paprika Bs3 Locus ist ein lokaler Rekombinations '""hot spot"

Das Verhiltnis von physikalischer zu genetischer Distanz berechnet sich aus der Anzahl
von Rekombinationsereignissen (RE) im untersuchten Bereich des Genoms. Genomweit
wird dieses Verhidltnis immer als Durchschnittswert angegeben, wobei davon
ausgegangen wird, daB3 die Rekombinationsereignisse gleichmiflig iiber das gesamte
Genom verteilt sind. Aus den unterschiedlichen Angaben zur Genomgrof3e von Capsicum
spp. und den verschiedenen genetischen Karten ergeben sich Werte von 1,4 — 2,7
Mbp/cM (s. 1.4).

Da Rekombinationsereignisse jedoch nicht, wie fir die Berechnung der
Durchschnittswerte angenommen, an allen Stellen des Genoms mit gleicher
Wahrscheinlichkeit —stattfinden, kommt es hdufig zu Fehleinschitzungen der
physikalischen Abstinde von molekularen Markern. Genomweit kann dieses Phdnomen,
das als "Cluster-Bildung" von Markern beschrieben wird (LIVINGSTONE et al. 1999), bei
der Erstellung von genetischen Karten beobachtet werden. Durch Unterdriickung der
Rekombination, z. B. in Centromer-Bereichen, werden genetische Abstinde kartiert, die
jedoch nicht die realen physikalischen Distanzen widerspiegeln. Solche Regionen werden

als "cold spots", Bereiche mit hoher Rekombinationsfrequenz als "hot spots" bezeichnet.

Aus Abb. 4.1 geht hervor, dall es am Bs3 Locus zu Fehleinschdtzungen hinsichtlich der
physikalischen Distanzen aufgrund lokal betrdchtlich schwankender Rekombinations-

frequenzen gekommen ist.
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Abbildung 4.1: Darstellung der Rekombinationsfrequenzen am Bs3 Locus.

Die Hohe der Séulen gibt die Unterschiede in der Rekombinationsfrequenz an. Sie sind in die genetische
Karte des Bs3 Locus integriert. Die einzelnen Markerintervalle werden durch Buchstaben gekennzeichnet.
A: Y152-1/B128T7, B: B103T7/B103Sp6, C: B30T7/B3T7 und D: B3T7/S1464. Im unteren Teil der Abb.
sind die BAC-Contigs als Balken dargestellt, und es ist die physikalische Distanz der Intervalle angegeben.

Die Bs3 Region (Markerintervall Y152-1/S1464) wird zur Veranschaulichung in vier

Bereiche aufgeteilt (s. Abb. 4.1).

A: Dieser Bereich entspricht ca. 112 kb. BAC 104 (130 kb) ist zu ca. 100 kb mit
BAC 128 (112 kb) identisch. Marker Y152-1 und B104Sp6 sind durch zwei RE
getrennt. Folglich liegt Y152-1 am linken Ende von BAC 128.

Bereich A iberspannt 18 RE, daraus ergibt sich eine Korrelation von
physikalischer zu genetischer Distanz von 0,52 Mbp/cM.

B: Fiir BAC 103 wurden beide Enden kartiert. Zwischen den Markern liegen fiinf
RE. Daraus folgt ein Wert von 2,0 Mbp/cM.

C: Dieses Intervall wird von acht BAC-Klonen gebildet, die in drei aufeinander
folgenden Sichtungen isoliert wurden. Aus den Fingerprintanalysen der BAC-
Klone resultiert eine physikalische Distanz von 180 - 200 kb. Die flankierenden
Marker sind nur durch ein RE voneinander getrennt. In diesem Bereich liegt das

Verhiltnis des genetischen Abstands zum physikalischen bei 18 Mbp/cM.
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D: Zwischen S1464 und dem BAC End-Marker B3T7 liegen 7 RE. Die Position von
S1464 auf BAC 3 (140 kb) wurde nicht bestimmt. Nach den Uberlappungs-
analysen zu urteilen, sollte der Abstand zwischen den Markern 80 — 90 kb

betragen, was fiir diesen Bereich einen Wert von 1,12 Mb/cM ergibt.

Die gesamte physikalische Distanz der untersuchten Region kann nicht ermittelt werden,
da die Liicke zwischen den Contigs nicht geschlossen werden konnte. Der Vergleich der
Rekombinationsfrequenzen am Bs3 Locus zeigt aber, dafl in diesem genetisch relativ
kleinen Bereich von 0,4 cM die Rekombinationsfrequenz starken lokalen Schwankungen
unterworfen ist, so dal3 das Verhéltnis zwischen genetischer und physikalischer Distanz
von 0,5 — 18,0 Mbp/cM reicht. Im Bereich A steigt die Rekombinationsfrequenz deutlich
an, so daf} dieser als "hot spot" eingestuft werden kann.

Auch in anderen Pflanzenspezies mit komplexen Genomen, das veranschaulicht das
Beispiel des al-sh2 Intervalls in Mais, kommen deutliche Verdnderungen der
Rekombinationsfrequenz innerhalb kleiner physikalischer Abschnitte vor (CIVARDI et al.
1994). In der untersuchten Region von 140 kb liegen drei Gene (al, yzI und x/). Auch
wenn x/ nicht als solcher bezeichnet werden kann, wurden insgesamt drei "hot spots"
identifiziert. Zwei davon liegen in den Genen a/ und yz/, der dritte in einem nicht-
genischen Bereich. In den Abschnitten zwischen den "hot spots" sinkt die
Rekombinationsfrequenz oft unter den Mittelwert. Besonders Bereiche mit hohem Anteil
an repetitiver DNA wiesen nur sehr wenige Rekombinationsereignisse auf (YAO et al.
2002).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB8 "hot spots" vornehmlich in kodierenden
Regionen des Genoms vorkommen. Dies wird durch die Tatsache untermauert, daB,
obwohl die Genomgrofle eukaryotischer Organismen stark variiert, die Anzahl der Gene
sowie die GroBe der genetischen Karten mehr oder weniger konstant ist und daher
Rekombinationsereignisse hauptséchlich mit Genen assoziiert sein miissen (FARIS et al.
2000). Diese These unterstreichen Beobachtungen aus S. cerevisiae (Hefe). Dort kommen
"hot spots" bevorzugt in Regionen hoher transkriptioneller Aktivitdt vor, also an den
Stellen im Genom, die dekondensiert und leicht zuginglich fir den Zugriff von

Nukleasen sind (PETES 2001).

Auf den ersten Blick erschein die Aussage, dal "Rekombinations- hot spots"

vornehmlich in Regionen mit hoher Gen-Dichte vorkommen nicht zuzutreffen, da im
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bisher sequenzierten Bereich von 47,1 kb nur wenige Abschnitte mit
Kodierungswahrscheinlichkeiten ermittelt wurden. Der Gengehalt in Tomate wird mit ca.
35.000 Genen angeben (BENNETZEN et al. 2004). Rechnet man mit der gleichen Anzahl
von Genen in Paprika, wird ein Gen in pro 90 kb erwartet. Daher scheint das Verhéltnis
von einem Gen in 47 kb schon fast einer genreichen Region in Paprika zu entsprechen
und die in Bereich A beobachtete erhohte Rekombinationsfrequenz kénnte eventuell ein

weiteres Indiz fiir kodierende Bereiche in BAC 128 sein (s. Abb. 4.1).

4.3 Meiotische Instabilitit am Bs3 Locus

Im Zusammenhang mit der Kartierung des Bs3 Locus wurden bei der Analyse der Fs-
Familien 14 Pflanzenfamilien identifiziert, die Widerspriiche aufzeigten: obwohl alle
Pflanzen mit den Bs3-flankierenden Markern das ECW-30R Allel aufwiesen, waren diese
Pflanzen durchweg suszeptibel (s. 3.2.1). Diese hohe Anzahl suszeptibler Individuen in
der Kartierungspopulation konnte mit der erhohten Rekombinationsfrequenz am Bs3
Locus korrelieren und ein Indiz fiir eine meiotische Instabilitét sein.

Beispiele fiir meiotische Instabilitét sind die Resistenzloci Rp/ in Zea mays (SUDUPAK et
al. 1993) und Dm3 in Lactuca sativa (KUANG et al. 2004). Diese "R-Gen-Cluster" sind
aus einer Vielzahl eng gekoppelter, homologer Gene zusammengesetzt. An beiden Loci
wurde das spontane Auftreten von suszeptiblen Individuen beobachtet, das auf
molekularer Ebene mit illegitimem "crossing-over" oder in seltenen Féllen mit
Genkonversion assoziiert ist. Am Rpl Locus kommt es hauptsidchlich zu intra-genischen
Rekombinationen zwischen den einzelnen Homologen, wobei keine offensichtliche
Bevorzugung bestimmter Rekombinations-Stellen vorliegt (CHIN et al. 2001;
RAMAKRISHNA et al. 2002). Dagegen liegen die Rekombinations-Punkte am Dm3 Locus
vorwiegend in inter-genischen Bereichen, so dal3 es dort zu Verdnderungen in der Anzahl
der Homologen, aber nicht zur Bildung von chiméren Genen kommt, wie es am Rp/
Locus der Fall ist (CHIN et al. 2001). Aulerdem liegt hier eine Préiferenz flir bestimmte
Rekombinations-Stellen vor.

Der Rpl Locus (HULBERT et al. 1993) weist, genauso wie der Bs3 Locus in C. annuum,
eine  erhohte = Rekombinationsfrequenz ~ auf.  Die  oben  beschriebenen
Rekombinationsereignisse fiihren durch das Entstehen nicht-parentaler Genotypen am

Rpl Locus zur Entwicklung neuer Resistenz-Spezifititen (SUDUPAK et al. 1993). Anders
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als bei den Rpl-Pflanzen, konnten am Bs3 Locus keine nicht-parentalen Genotypen
nachgewiesen werden. Um eine Rekombination innerhalb des Bs3 Gens festzustellen,
miissten diese Pflanzen mit physikalisch sehr eng gekoppelten Markern getestet werden,
die bislang noch nicht vorliegen. Daher muf3 die Frage unbeantwortet bleiben, ob die
Rekombinationsereignisse, die zur Suszeptibilitit der Rekombinanten fiihren, mit dem
Bs3 Gen assoziiert sind oder andere Gene betreffen, die fiir die Ausbildung einer

Resistenzreaktion notwendig sind.

4.3.1 Funktionalitiit des Bs3 Locus in den "mutierten' Pflanzen

Beide Alternativen erdffnen neue Moglichkeiten, den Modus der Bs3-vermittelten
Resistenz zu verstehen. Einerseits konnten Bs3-Mutantenallele identifiziert werden, die
eine wertvolle Ressource fiir die Analyse von Struktur-Funktions-Beziehungen sind.
Andererseits konnten Signalkomponenten der Bs3-vermittelten Resistenz identifiziert
werden. Es ist daher wichtig, diese Individuen in spéteren Analysen zu beriicksichtigen.
Um die Funktion des potentiell mutierten Bs3 Locus zu testen, wurden neun
Pflanzenfamilien mit dem avrBs3Arepl6-Derivat getestet (s. 3.2.1). Dieses Derivat 19st
bei Pflanzen der Linie ECW einer HR aus. Sieben Pflanzenfamilien reagierten auf die
Inokulation des Deletionsderivates mit der Ausbildung eine HR. Genau wie in der Linie
ECW wird zwar Wildtyp AvrBs3 nicht mehr erkannt, stattdessen aber das
Deletionsderivat.

Diese Ergebnisse konnten auf die Moglichkeit einer Kreuzbestdubung durch ECW-
Pflanzen hinweisen. Um dies zu untersuchen, miissten eng mit Bs3 gekoppelte DNA-
Marker generiert werden, die eine Diskriminierung der Genotypen ECW-30R und ECW
zulassen.

Die Resultate der Inokulationstests konnten aber auch so ausgelegt werden, daf in diesen
sieben Pflanzenfamilien ein Rekombinationsereignis innerhalb des Bs3 Gens oder im
engeren physikalischen Bereich stattgefunden hat und es daher zu einer verdnderten
Erkennungsspezifitit kommt. Es ist jedoch nicht klar, ob dieselbe Mutation fiir beide
Eftekte, sowohl fiir Resistenzverlust als auch fiir —gewinn verantwortlich ist. Daher muf}
das Ergebnis von Analysen mit physikalisch sehr eng gekoppelten Markern und
anschlieBenden vergleichenden Sequenzanalysen des Bs3 Gens in diesen Pflanzen
abgewartet werden, um die Mechanismen, die dieser Phénotyp-Konversion zugrunde

liegen, ermitteln zu konnen.
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4.3.2 Evolutionire Aspekte der meiotischen Instabilitit

Das Phinomen der meiotischen Instabilitit scheint an R-Gen Loci eine
Ausnahmeerscheinungen darzustellen, da dort meistens Rekombinationen unterdriickt
werden und es sehr selten zum spontanen Verlust der Resistenz durch natiirliche
Rekombinationsereignisse kommt (VAN DER HOORN et al. 2002). Nun stellt sich die
Frage, ob die meiotische Instabilitit fiir die vorgestellten R-Gen Loci vorteilhaft sein
kann?

Eine der wesentlichsten Eigenschaften von Genen ist die Fdhigkeit zur identischen
Replikation. Dagegen dient der ProzeB der meiotischen Rekombination, unter
populationsgenetischen Aspekten betrachtet, der Erhaltung der genetischen Vielfalt. Die
Bedeutsamkeit dieses Vorgangs fiir die Evolution von R-Genen wird durch die Tatsache
unterstrichen, dafl die Entstehung neuer Resistenz-Spezifititen meistens mit dem
Vorkommen von Rekombinationsereignissen korreliert ist (HULBERT et al. 2001).
Untersuchungen der Dm3 und Rpl Loci unterstreichen diese These, da dort durch
Deletionen, Duplikationen und die Bildung von chimiren Genen Ressourcen fiir neue
Resistenzgene geschaffen werden (RICHTER et al. 1995). Solche meiotische Instabilitdten

konnten in dem evolutiondr relativ jungen Alter dieser R-Gen Loci begriindet sein.

Inwieweit sich diese Beobachtungen auf den Bs3 Locus {ibertragen lassen, ist fraglich. Es
handelt sich bei den hier dargestellten Beispielen um R-Gen Loci, die aus einer
unterschiedlichen Anzahl genetisch und physikalisch eng gekoppelter "NB-LRR-Gene"
zusammengesetzt sind. Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit fiir Rekombinations-
ereignisse, da hier - im Gegensatz zu Einzelgen-Loci - homologe Gene auf engstem
Raum vorliegen, die die Ausbildung von illegitimem "crossing-over" fordern. Fiir den
Bs3 Locus ist bis jetzt nicht bekannt, ob es sich um einen komplexen Bereich oder einen
Einzelgen-Locus handelt, da auf BAC 128 bisher nur ein Gen lokalisiert werden konnte,

das nicht fiir ein NB-LRR R-Protein kodiert (s. 3.5).
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4.5 Ein Kandidatengen fiir Bs3

Die molekulare Isolierung von R-Genen, die Resistenzen gegen phylogenetisch diverse
Pflanzenpathogene vermitteln, hat gezeigt, da3 die iiberwiegende Mehrzahl fiir NB-LRR
Proteine kodiert. Derzeit sind zwei Gene molekular charakterisiert, die die Erkennung
von AvrBs3-dhnlichen Proteinen vermitteln: das Tomaten Bs4 und das Reis xa5 Gen.

Ein Blick auf diese beiden Gene kann Hinweise darauf liefern, welche Art von
Resistenzgenen die Erkennung von AvrBs3 in Paprika vermitteln konnten. Die
Ahnlichkeit zwischen den AvrBs3-Homologen auf AS-Ebene von 90 bis 97 % (LAHAYE
and BONAs 2001) legt die Vermutung nahe, daB es sich bei allen dazu

korrespondierenden Resistenzgenen ebenfalls um Strukturhomologe handelt.

4.5.1 Kodieren Bs4, xa5 und Bs3 fiir strukturhomologe Proteine?

Das Bs4 Resistenzprotein aus Tomate, welches die Erkennung des AvrBs3-dhnlichen
AvrBs4 Proteins vermittelt, wird der Klasse der cytoplasmatisch lokalisierten TIR-NB-
LRR Proteine zugeordnet (BALLVORA et al. 2001b; SCHORNACK et al. 2004). AvrBs3 und
AvrBs4 sind auf AS-Ebene zu 97 % identisch. Beide enthalten im zentralen Bereich 17,5
Wiederholungen von nahezu identischen 34-AS-Sequenzmotiven ("repeats”, s. 1.5.2).
AuBler einer Deletion von vier AS im C-Terminus liegen die variablen Bereiche der
beiden Proteine ausschlieflich in der "Repeat-Region". Diese 97%-ige Identitét legt den
Schlufl nahe, dal} es sich bei Bs3 und Bs4 um Gene gemeinsamen Ursprungs handeln
konnte (BALLVORA et al. 2001a).

Ein wichtiges Indiz fiir die Hypothese, dal es sich bei Bs3 und Bs4 um Proteine
unterschiedlicher Struktur handeln konnte, resultiert aus der Analyse von AvrBs3- und
AvrBs4-NLS-Deletionsderivaten (s. 1.5.2). Wahrend Bs3 keine Erkennung von avrBs3-
NLS-Deletionsderivaten vermittelt, ist die AvrBs4-induzierte Resistenz nicht von NLS-
Zielsequenzen in der Avr-Komponente abhingig. Daher wurde postuliert, dal die Bs4-
basierte Erkennung von AvrBs4 im Cytoplasma der Zelle stattfindet (SCHORNACK et al.
2004). Im Gegensatz dazu wird angenommen, da3 Bs3 ein nukledr lokalisiertes Protein
darstellt. Ubereinstimmend damit sollte das Kandidatenprotein ebenfalls nukleér
lokalisiert sein.

Einen weiteren Hinweis darauf, dafl die Gene unabhédngig voneinander entstanden, liefert
die Analyse der Syntenie der beiden R-Gen Loci. Zwischen den Genomen von

Lycopersicon spp. und Capsicum spp. besteht ein hoher Grad an Colinearitit



Diskussion 93

(LIVINGSTONE et al. 1999), dementsprechend sollten sich orthologe Gene in colinearen
Bereichen der Chromosomen befinden. Dies trifft jedoch auf Bs3 und Bs4 nicht zu. Bs3
ist auf dem Paprika Chromosom 2 (LEFEBVRE et al. 2002), Bs4 dagegen auf dem

Tomaten Chromosom 5 (BALLVORA et al. 2001a) lokalisiert.

Das R-Gen xa5 aus Reis (Oryza sativa) vermittelt rassen-spezifische Resistenz gegen
avrxa5-exprimierende Xanthomonas oryzae pv. oryzae Stimme und wird rezessiv vererbt
(IvER and McCoucH 2004). Das korrespondierende Avirulenzgen ist mit hochster
Wahrscheinlichkeit ein Mitglied der AvrBs3-Familie (BAI et al. 2000). Inwieweit die
xaS-vermittelte Erkennung von Avrxa5 ebenfalls NLS-abhingig ist, wurde bisher nicht
genauer analysiert. Da xa5 fiir die y—Untereinheit des Transkriptionsfaktors 1A (TFIIAY)
kodiert, erscheint es jedoch wahrscheinlich, da3 xa5 im Kern lokalisiert ist und demnach
die Perzeption von Avrxa5 ebenfalls im Zellkern erfolgt. Bemerkenswerter-weise
interagiert TFIIAy mit der AAD des Herpes Simplex Virus VP16 (KOBAYASHI et al.
1995), einer Proteindoméne, die auch Teil des AvrBs3 Proteins ist.

Ergo besteht die Moglichkeit, daB3 xa5 mit der AAD Doméne AvrBs3-dhnlicher Proteine
(z. B. avrxa5) interagiert. Im konzeptionellen Kontext des "guard models" wire Xa5 das
"Pathogenitéts-Target" von Avrxa5. Aufgrund der Interaktion der AAD von Avrxa5 mit
TFIAYy konnte letzterer zu Promotoren dirigiert werden, die in die Ausprdgung der
Krankheitssymptome involviert sind. Durch eine rezessive Mutation in TFIIAYy, die
wahrscheinlich keine Auswirkungen auf die anderen Funktionen des Proteins hat, konnte
diese Bindung verhindert werden. Da Xa5 (wt-Allel!) fiir das Wachstum des Pathogens
von Vorteil ist, ist xa5 im strengeren Sinne kein Resistenz-, sondern ein
Suszeptibilitatsfaktor.

Es wire denkbar, dal ein Bs3-dhnliches Protein den "Wichter" fiir xa5 darstellt.
Allerdings sind bei einer Hefe-Dihybrid-Sichtung (Y2H) mit AvrBs3 keine xaS5-
homologen Proteine identifiziert worden (SZUREK et al. 2001, D. Giirlebeck, S. Hahn u.

Ulla Bonas, unverdffentlichte Daten) .

4.5.2 Auswertung der Sequenzdaten

Bis dato wurden bei der Sequenzierung von 47,1 kb des ca. 60 kb groflen Zielbereichs nur
wenige Sequenzbereiche mit hoher Kodierungswahrscheinlichkeit identifiziert (s. 3.5).

Da bislang die Sequenzierung des Bs3-liberspannenden Genomsegments noch nicht
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abgeschlossen ist, besteht die Moglichkeit, dal das Bs3 Gen im bisher nicht
sequenzierten Bereich lokalisiert ist. Des weiteren besteht die Gefahr, dall bei der "in
silico" Analyse bereits sequenzierter Bereiche kodierende Regionen nicht als solche
identifiziert worden sind. Aufgrund der Tatsache, dal} in der bisher vorliegenden Sequenz
aus dem physikalischen Zielbereich noch kein NB-LRR-kodierendes Gen identifiziert
wurde, erscheint es unwahrscheinlich, dal Bs3 Teil eines "Clusters" von NB-LRR-
kodierenden Genen ist.

Die Sequenzdaten, die eine hohe Kodierungswahrscheinlichkeit aufweisen, stammen von
vier verschiedenen Plasmiden, die in drei Sequenzcontigs vorliegen (s. Abb. 4.2). Die
identifizierten genomischen Sequenzabschnitte zeigen Homologie zu verschiedenen
Bereichen einer cDNA aus Lycopersicon esculentum. Dazwischen liegen grofe nicht-
homologe Bereiche, die auf mogliche Introns hinweisen kdnnten. Es ist jedoch auch nicht
auszuschliefen, dafl diese Sequenzabschnitte zu zwei oder drei unabhidngigen cDNAs
gehoren, die Ahnlichkeiten mit im Zellkern lokalisierten transkriptionellen Regulatoren
aufweisen.

Die "in silico" Analyse der vorhandenen Sequenzdaten lieferte bisher keine Hinweise auf
andere Kandidatengene. Folglich ist das oben genannte Gen momentan der einzige

potentielle Bs3 Kandidat.

1 1746 bp

BTB-Domaene Ankyrin-repeat |
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1 eeeens 496 745----1734 320------1074 1622---- 2408 bp

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Kandidatengens

Die breiten Balken entsprechen der Nukleotidsequenz des Gens aus L. esculentum (oben) und den dazu
homologen Bereichen des Kandidatengens aus C. annuum (unten). Lage und Grofe der nicht-homologen
Nukleotidsequenzen sind durch gestrichelte Linien angegeben. Die Abschnitte der Protein-Doménen sind

entsprechend ihrer Grofle in die Nukleotidsequenz eingetragen.

Die cDNA aus Tomate weist zwei Strukturdominen auf: eine BTB/POZ-Domine
(Drosophila Broad-Complex, Tamtrack, Bric a brac proteins/Pox virus zinc-finger
proteins) im N-terminalen Bereich des Proteins und ein "Ankyrin-repeat-Motiv" (AR) im
C-Terminus. Diese Doménen sind auch Teil der isolierten Subklone von BAC 128 (s.

Abb. 4.2). Die Primérstruktur der "Ankyrin-repeats" besteht aus je zwei hintereinander
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angeordneten 33-AS-Sequenzen ("tandem repeat"). Eine Studie in Arabidopsis zeigte,
daBB AR-Doménen weit verbreitet sind, und dal diese z. B. in Helikasen, Acyl-CoA-
Binde-Proteinen oder auch in Proteinen auftreten, die verschiedenste Stressantworten von
Pflanzen kontrollieren (BECERRA et al. 2004). Die Funktion der AR liegt in der
Vermittlung von Protein-Protein Interaktionen - insbesondere in der Stabilisierung von
Komplexen, wie bspw. der Zusammensetzung der Untereinheiten des GA-Bindeproteins
(GABP), und damit der Vermittlung einer stabilen Bindung dieses Komplexes an DNA
(THOMPSON et al. 1991).

Die BTB-Domine ist hiufig Bestandteil von Transkriptionsfaktoren, die Entwicklung
und Differenzierung von Organismen beeinflussen (SHIM et al. 2001). Sie vermittelt
Protein-Homodimerisierung und -Multimerisierung oder kann in heteromerische
Interaktionen involviert sein (HA et al. 2004).

Da das Kandidaten-Protein, das BTB- und AR-Dominen aufweist, iiber Ahnlichkeiten
mit transkriptionellen Regulatoren verfiigt, liegt die Annahme einer Aktivitit im Zellkern
nahe. Dieses Charakteristikum stimmt mit der Hypothese der Bs3-Lokalisation im
Zellkern iiberein. Bs3 konnte direkt {iber die AR- und BTB-Doméne mit AvrBs3
interagieren, wofiir allerdings in Y2H-Analysen keine Anhaltspunkte gefunden werden
konnten (SZUREK et al. 2001, D. Giirlebeck, S. Hahn u. Ulla Bonas, unverdffentlichte
Daten). Dies konnte aber auf einer ungeniigenden Effizienz des Systems beruhen, gerade
diese Interaktion nachzuweisen. Alternativ dazu konnte die Interaktion aber auch indirekt
erfolgen, z. B. iiber die Erkennung eines xa5-dhnlichen "Pathogenitéts-Targets" oder die
Rekrutierung oder Aktivierung von Transkripitonsfaktoren durch Bs3.

Abschliefend ist nochmals darauf hinzuweisen, daBl fiir das oben diskutierte
Kandidatengen zum jetzigen Zeitpunkt - mit Ausnahme der genetisch- physikalischen

Position - keine Evidenzen dafiir vorliegen, dal3 es fiir Bs3 kodiert.

4.6 Bedeutung des Bs3 Gens fiir die Resistenzziichtung

Mit der Kartierung des Resistenzgens Bs3 aus Paprika stellt sich natiirlich auch die Frage
nach dem angewandten Nutzen dieser Arbeit. Die bakterielle Fleckenkrankheit ist eine
der schwerwiegendsten Krankheiten im Paprikaanbau. Durch die Ubertragung des
Erregers mittels Wassertropfen 148t sich bei Freilandkulturen die Infektion ganzer Felder

kaum verhindern. Daher ist die Grundlage vieler Ziichtungsprogramme die Ziichtung
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Xcv-resistenter Paprikasorten. Die dominant vererbten R-Gene Bs2 und Bs3 werden seit
langem in der Ziichtung genutzt. Die genetische und physikalische Limitierung des Bs3
Locus eroffnet nun die Moglichkeit diagnostische Marker zu etablieren, die in
Ziichtungsprogrammen verwendet werden konnen. Die CAPS-Marker Y65-2, Y152-1
und Y110-2 wurden bereits getestet (C. Kretschmer u. T. Lahaye, unveroffentlichte
Daten). Leider war keiner der Marker aus unserer Kartierungspopulation (C. annuum x C.
frutescens) innerhalb der verschiedenen C. annuum Arten informativ. Deshalb ist ein
weiterer, wichtiger Schritt in der Etablierung diagnostischer Mikrosatellitenmarker zu
sehen, die in Ziichtungsprogrammen eingesetzt werden konnten. Die Grundlage hierfiir
liegt in der Sequenzierung der Bs3 Region. Eine zweite Moglichkeit wére die direkte
Ubertragung des Bs3 Gens in agronomisch relevante Paprika-Kultivare. Generell kann
jedes isolierte Gen in andere Pflanzenspezies oder —Kultivare eingebracht werden, um
dort die Effekte des Gens nutzbar zu machen. Aber gerade bei R-Genen ist nicht immer
eine Ubertragung in andere Arten moglich. Das Arabidopsis RPS2 R-Gen bspw.
funktioniert nicht in Tomate, das Bs2 Gen aus Paprika funktioniert ausschlieBlich in
Solanaceaen. Diese eingeschriankte Funktionalitit wird als RTF (restricted taxonomic
functionality) bezeichnet (TAI et al. 1999a, MCDOWELL and WOFFENDEN 2003). Daher
sollte die Funktionalitdt von Bs3 zuerst in Capsicum spp. und anderen Solanaceaen

getestet werden.

4.7 Ausblick auf weiterfithrende Arbeiten

Der Resistenzlocus Bs3 konnte auf ein ca. 60 kb groBes Intervall eingegrenzt werden.
Nach Sequenzierung von ungefihr 47 kb wurde bisher erst ein Gen als Kandidat fiir Bs3
identifiziert.

Die Fortfilhrung der Sequenzierung des Resistenzlocus sollte zu zwei wesentlichen
Ergebnissen fiihren: Erstens wird dadurch die Sequenz der 60 kb Region komplettiert.
Zweitens lassen sich weitere Kandidatengene identifizieren und die genomische Sequenz
des putativen Kandidatengens vervollstandigen. Vermutlich miissten dazu noch 30 — 50
Subklone von BAC 128 ansequenziert werden.

RT-PCR-Analysen konnen auflerdem kléren, ob die Suszeptibilitit in PI 197409 auf 1)
das Fehlen eines korrespondierenden Transkripts oder ii) ein aberrantes Transkript (bspw.

"Splice-Site-Mutation") zurlickzufiihren ist.
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Sobald die Sequenz des Kandidatengens vervollstindigt sein wird, sind zwei Schritte
notwendig:

a) Das Kandidatengen sollte vergleichend in ECW-30R und PI 197409 sequenziert
werden. Aus Unterschieden in der Sequenz konnen neue PCR-Marker etablierte werden.
Sie dienen zur genaueren Analyse des Bs3 Locus und konnten bei der Analyse der
"mutierten" Rekombinanten (s. 3.2.2) genutzt werden.

b) Die putative Resistenzfunktion des Kandidatengens muf3 mittels Komplementations-
Analysen tiberpriift werden. Komplementations-Tests konnen derzeit nur transient tiber
Agrobacterium in suszeptiblen Pflanzen erfolgen, da stabile Transformationen erstens zu
langwierig sind, zweitens Paprika sehr schwer zu transformieren ist. Dal} eine transiente
Expression in Paprika prinzipiell moglich ist, wurde in unserem Labor schon gezeigt
(VAN DEN AKERVEKEN et al. 1996). Dabei ist zu beachten, dal die Komplementation
grundsitzlich mit genomischen DNA Fragmenten erfolgen sollte, da ¢cDNA-Konstrukte

nicht immer funktional sind (review s. JORDAN et al. 2002).
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5 Zusammenfassung

Das auf Chromosom 2 von Capsicum annuum L. lokalisierte Resistenzgen Bs3 vermittelt
eine dominant-monogen vererbte Resistenz gegen das Gram-negative Bakterium
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) mit dem korrespondierenden Avirulenz-
Gen AvrBs3 (PIERRE et al. 2000). Vorangegangene Untersuchungen zeigten, da3 die Bs3-
vermittelte Erkennung von AvrBs3 abhidngig von nukledren Lokalisierungssignalen im C-
Terminus des Avirulenz-Proteins ist (VAN DEN AKERVEKEN et al. 1996). Um ein
tiefgreifenderes Verstdndnis der molekularen Mechanismen dieser Resistenzreaktion,
immer auch im Vergleich mit anderen zur AvrBs3-Familie korrespondierenden R-Genen,
zu erhalten, sollte das Bs3 Gen mittels eines Marker-gestiitzten Kartierungsansatzes
isoliert werden.

Der erste Schritt der Kartierung im Rahmen dieser Arbeit war eine AFLP-Analyse. Am
Bs3 Locus, der auf ein ca. 1,7 cM grof3es Intervall eingegrenzt worden war, (s. 1.6 und
PIERRE et al. 2000) sollte die Markerdichte erhdht werden, um die Feinkartierung des Bs3
Gens zu ermoglichen. Die AFLP-Analyse erfolgte iiber eine Marker-basierte
Vorselektion der Pflanzen, kombiniert mit der "bulked segregant-Methode". Nur
homozygote Pflanzen wurden fiir den resistenten und suszeptiblen "Pool" ausgewihlt, so
daB neue Marker nur im 1,7 cM groBBen Bs3-Intervall gefunden werden sollten. Mit 1024
verschiedenen Oligonukleotidkombinationen wurden ca. 16.400 AFLP-Loci auf
Kopplung mit Bs3 hin untersucht. Daraus resultierten 47 AFLP-Marker. Nach Analysen
der einzelnen "Pool-Pflanzen" konnte fiir 18 AFLP-Marker Kopplung mit Bs3
nachgewiesen werden. Elf dieser Marker kartierten im Zielintervall.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Kartierungspopulation von 790 BC-Pflanzen (PIERRE
et al. 2000) und 800 F,-Pflanzen (U. Bonas u. T. Lahaye, unverdffentlichte Daten) auf
iiber 5000 Individuen erhoht. Die genetische Kartierung der vorhandenen Marker in
dieser Kartierungspopulation resultierte in der Eingrenzung des Bs3 Locus auf 0,4 cM
(Markerintervall Y152-1 und S1464).

Die physikalische Limitierung des Bs3 Locus erfolgte iiber die Sichtung der BAC-
Bibliotheken HD208 (RUFFEL et al. 2002) und ECW-30R (diese Arbeit). 17 BAC-Klone
wurden in der Bs3 Region identifiziert. Die genetische Kartierung der BAC-Enden und
Uberlappungsanalysen ergaben, dal zwei der BAC Klone (128 und 104) den Bs3 Locus

iiberspannen. Genetisch konnte der Bs3 Locus auf 0,17 cM limitiert werden
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(Diplomarbeit, P. Romer). In diesem Intervall (ca. 60 kb) wurden ca. 47 kb sequenziert.
Bislang konnte ein Gen, das Ahnlichkeit zu einem transkriptionellen Regulator aufweist,

als putativer Kandidat fiir Bs3 identifiziert werden.
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7 Anhang
T7 Ende
A 382 383
Sp6 Ende
793
Hpa | 6996
Pci 1 6849
a1793
Apa | 6339
Bsa | 6177
chiR
paB  plndigoBAC-5 redF Bstz17 1 1832
7506 bp
Xho | 2380
SnaB | 4998
EcoN 12836
BstX | 4452
Afe | 3933
T7 Ende Sp6 Ende
IB FP-1 T7 BamH | Hind Il IB RP-1
30256 311-330 3@” 3\? P 464,459

2(I)O 250 300 350 400 450 5?0

plB FP = pIndigoBAC-5 Foward Sequencing Primer 5 GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 3’
pIB RP = pIndigoBAC-5 Reverse Sequencing Primer 5 CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC ¥
T7 = T7 Promoter Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Abbildung 7.1: Vektorkarte von pIndigo BAC-5

A: Zirkuldre Darstellung. In den grau unterlegten Abschnitten schneiden die Restriktionsenzyme Bs¢11071,
Dral, EcoRV und Sacl nicht. Diese wurden fiir die "GenomeWalker"-basiert Isolierung von BAC-Enden
genutzt. Die pIndigo-spezifischen Oligonukleotide, die fiir die Amplifikation verwendet wurden, liegen in
diesen Abschnitten: BAC-AS5 und BAC-A6 T7-Ende (1 — 383). Entsprechend fiir das Sp6-Ende (383 —
793): B1 und SeqO01.

BAC-B1-PR: CCGATTCATTAATGCAGCTGGCACG
BAC-A5-PR: GTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATG
BAC-A6-PR: GTGAAATACCACACAGATGCGTAAGGAG
BAC-Seq-01-PR: ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGC

B: MCS und Sequenzieroligonukleotide. Sp6- und T7-Ende werden iiber die verwendeten Sequenzieroligo-

nukleotide definiert.
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Tabelle 7.1: Rekombinante Pflanzen im Marker-Intervall Y65-2/Y110-2.
|

S326

S339
R360

S412
559
R711
R888
R902

S927
Al3

A27
A34
A37
A50
A88
A107
45
47
66
73
92
117
133
134
135
147
158
166
209
255
267
290
306
330
335
383
389
418
443
451
458
475

11

11
11

11
30
11
11
30

11
11

30
30
30
11
11
30
11
30
11
h
30
30
11
30
11
11
30
11
30
11
30
11
11
30
30
h
11
11
30
30
11
30

11
11

11

sus

11

11

11
11

11
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plant Y65-2 Y152-1 Bs3 14T7 3T7 1464 2245 Y110-2

524 30 30
543 30 30
572 h h
622 11
655 11
671 11
687 30
775 30
787 30
831 h
856 11
887 h
892 11
909 11
933 11
968 30
969 11
973 11
1031 30
1036 30
1052 30
1062 11
1088 h
1147 11
1153 30
1176 11
1184 11
1225 30
1285 h
1326 11
1333 11
1340 11
1358 h
1383 30
1398 h
1405 30
1413 h
1425 11
1428 30
1454 30
1457 11
1518 11
1549 h

1554 30
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2627
2633
2685
2704
2826
2834
2844
2860
2874
2897
2914
2920
2945
2949
2959
2990
3003
3023
3062
3079
3117
3253
3279
3315
3356
3384
3401
3498
3518
3542
3589
3600
3690
3735
3739
3767
3771
3775
3795
3805
3843
3845
3846
3932
3937

11: Genotyp PI 197409, 30: Genotyp ECW-30R, h: heterozygot

11

—
f—

===

h

30

11

30
11
11
30

30
11

11

30

res
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sus

res?

sus

sus
res
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11
h
h

h
h

h
h
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Tabelle 7.2: Die 58 bestitigten AFLP-Marker

Oligo.-Komb.

1.Test

2.Test

Individuen

Anordnung

S08/T54

+

+

S09/T26

+

S09/T31

S09/T34

+ |1

S09/T37

S09/T39

S10/T34

S10/T56

S12/T70

S13/T28

S13/T31

S13/T33

S13/T37

||+ ]

S13/T39

S13/T57

S13/T74

S14/T60

S14/T71

S14/T25

]+

S14/127

S14/T24

S14/T64

S15/T24

+|+|

S15/T30

S15/T37

S15/T60

S16/T30

S16/T34

S16/T35

S16/T56

S16/T57

S16/T63

S16/T70

A EAEAEAERERER EAEA B B B EA R R

S16/T79

S16/T83

S16/T85

S17/T28

S17/T34

S17/T71

S18/T27

4+ |1

S18/T29

S18/T34

N RN

+

S18/T36

S18/T60

S18/T6l

S19/T70

|+

S19/T29

S19/T34

||+

+ |1

S20/T66

S21/T57

+ |1

S21/T79

S22/T24

S22/T28

]

+ |+

S22/T30

S22/T45

4+ |1

R

S22/T46

S22/T59

+

+

S22/T63

o R B o o e o o o I B I o I I I I I I e I e I B I e o e I o e e e o e s I I el I e I e e e ) e R e

+
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Tabelle 7.3: Pflanzen, die fiir die Anordnung der AFLP-Marker genutzt wurden

Pflanzen-Nr.

A27/7

330/7

775/10

1326/3

1579/2

968/6

326/C-2

339/17-1

902/12-1

927/5-2

A88/C-1

418/8

A107/1

892/11

458/8

209/3

224/12

117/9

412/34-1

45/9

134/3

147/3

166/4

451/7

655/4

1873/7

R: HR, S: keine HR (ws), r: Genotyp ECW-30R, s: Genotyp P1197409

Phinotyp

Y65-2

Y152-1

Y110-1

r

r

S

Lo T IR I o O RS o S o T N2 B o T o T o T 7 R T T 75 I V5 B R o O IR B N7 B S 7 BN 7T e T ]

nNninn KK n KK |=" |l |i" L ik i/ in ik (K |k |tr|tn (==

R nn R inARRG AR ;iR IR YRRy




Danksagung

An erster Stelle richtet sich mein Dank an Frau Prof. Dr. Ulla Bonas fiir die Aufnahme in
Thre Arbeitsgruppe und die Uberlassung des vielseitigen und interessanten Themas.
AuBerdem mochte ich mich fiir die gute Betreuung und fiir die Begutachtung der Arbeit

bedanken.

Herrn Prof. Dr. Thomas Debener danke ich fiir die Ubernahme der Begutachtung dieser

Arbeit, besonders in Anbetracht der kurzen Zeit, die dafiir zur Verfligung steht.

Mein ganz besonderer Dank gilt Dr. Thomas Lahaye. Fiir sein Engagement, die vielen
konstruktiven Diskussionen und die Unterstiitzung bei zahlreichen theoretischen und

praktischen Fragen, die sich wéhrend dieser Arbeit ergaben.

Annett, Kristin, Sebastian und Patrick danke ich fiir die zahlreichen
"Nachbarschaftshilfen" im Laboralltag und die gute Laboratmossphire.

Carola mochte ich besonders fiir ihre Sequenzierleidenschaft danken und fiir die
tatkriftige Hilfe bei vielen Hochdurchsatz-Experimenten.

AuBlerdem mochte Bianca dafiir danken, daBl sie bei all den tausend ausgesiten,
umgetopften und beernteten Paprikapflanzen den Uberblick behielt.

Der gesamten Arbeitsgruppe danke ich fiir das gute Arbeitsklima, das zum gelingen
dieser Arbeit beigetragen hat. Nicht zu vergessen die zahlreichen Ausgleichssport-

Stunden mit Doreen.
Meinen Eltern danke ich ganz besonders herzlich dafiir, da3 sie mir ein angenehmes und
erfolgreiches Studium und nicht zuletzt diese Arbeit ermdglicht haben.

Ines danke ich fiir das Aufspiiren der letzten Fehler.

Danke Stoffel fiir Deine Unterstiitzung.



Lebenslauf

Personliche Daten

Name Tina Jordan

Geburtsdatum 25.09.73

Geburtsort Ebingen-Albstadt

Ausbildung

1980 - 1983 Besuch der Grund- und Hauptschule Schutterwald

1983 - 1993 Besuch der Freien Waldorfschule Offenburg

1993 - 1998 Studium der Biologie an der Freien Universitét Berlin
11/1998 — 07/1999 Diplomarbeit am Institut fiir Angewandte Genetik der FU

Berlin mit dem Titel "Kartierung molekularer Marker in der
RPBI-Region"

11/1999 — 12/2004 Anfertigung der vorliegenden Dissertation am Institut fiir
Genetik der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg



Erkléirung

Hiermit erkldre ich, dal} diese Arbeit von mir ohne fremde Hilfe verfalit, andere als die
von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die den benutzten

Werken wortlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht wurden.

Halle/Saale im Dezember 2004 Tina Jordan

ff_,,)wc,\



	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Abwehrmechanismen von Pflanzen
	1.2 Struktur und Funktion pflanzlicher Resistenzproteine
	1.3 Isolierung von Genen aus komplexen Genomen
	1.3.1 Kartengestützte Isolierung von Genen

	1.4 Paprika : eine wichtige Nutzpflanze aus der Neuen Welt
	1.5 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria: der Auslöser der bakteriellen Fleckenkrankheit in Paprika und Tomate
	1.5.1 Resistenzreaktionen gegen Xcv in Paprika
	1.5.2 Die AvrBs3 Protein-Familie
	1.5.3 Gibt es funktionale Allele des Paprika Bs3 Gens?

	1.6 Lokalisierung des Bs3 Resistenzgens in Paprika
	1.7 Ziele dieser Arbeit

	2 Material und Methoden
	2.1 Chemikalien, Enzyme, Gebrauchswaren und Geräte
	2.2 Häufig verwendete Stammlösungen
	2.3 Nährmedien
	2.4 Bakterienstämme
	2.5 verwendete Vektoren
	2.6 Pflanzenmaterial
	2.7 Inokulationsexperimente und F3-Familientests
	2.8 Isolierung von Nukleinsäuren
	2.8.1 Isolierung genomischer Pflanzen-DNA (Minipräparation)
	2.8.2 Isolierung hochmolekularer pflanzlicher DNA (Maxipräparation)
	2.8.3 Extraktion von pflanzlichen Zellkernen
	2.8.4 Präparation von Plasmid DNA aus kleinen Kulturen
	2.8.5 Isolierung von hochmolekularer Plasmid (BAC) DNA
	2.8.6 BAC-DNA Präparation ohne Säule
	2.8.7 Isolierung von BAC-DNA für die Herstellung der "Pool-DNA" der BACBibliothek

	2.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen
	2.9.1 Konzentrationsbestimmung am Photometer
	2.9.2 Konzentrationsbestimmung mittels Agarose-Gels

	2.10 DNA-Amplifikation mittels PCR
	2.10.1 Standardbedingungen der PCR

	2.11 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren
	2.11.1 Konventionelle Agarose-Gelelektrophorese
	2.11.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
	2.11.3 Polyacrylamidgelektrophorese (PAGE) zur Auftrennung der AFLPFragmente

	2.12 Elution von DNA aus Agarose-Gelen
	2.12.1 Elektroelution
	2.12.2 Aufreinigung von PCR Produkten

	2.13 Klonierung von PCR-Produkten und genomischen DNA-Fragmenten
	2.13.1 Ligation von Amplifikationsprodukten in T-Überhangsvektoren
	2.13.2 Ligation von genomischen DNA-Fragmenten
	2.13.3 Dephosphorelierung von Vektoren

	2.14 Southern-Analysen
	2.14.1 Kapillartransfer von DNA-Fragmenten
	2.14.2 Elektrotransfer von DNA-Molekülen
	2.14.3 Nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden mittels PCR
	2.14.4 Nicht-radioaktive Markierung von Sonden nach der "random primed- Methode"
	2.14.5 Hybridisierung und Detektion DIG-markierter Sonden

	2.15 AFLP-Analyse
	2.15.1 Restriktion der DNA und Ligation der Adaptoren
	2.15.2 Präamplifikation von AFLP-Fragmenten
	2.15.3 5´-Markierung der verwendeten Sac-Oligonukleotide
	2.15.4 Selektive Amplifikation der Präamplifikationen unter Verwendung der radioaktiv-markierten Oligonukleotide
	2.15.5 Reamplifikation der AFLP-Fragmente
	2.15.6 "Reverser AFLP"

	2.16 Erstellung einer BAC-Bibliothek der resistenten Linie C. annuum ECW- 30R
	2.16.1 Partielle Restriktion der genomischen DNA
	2.16.2 Ligation der DNA in BAC-Vektoren
	2.16.3 Transformation in elektrokompetente E. coli Zellen
	2.16.4 Organisation und Sichtung der BAC-Bibliothek

	2.17 Isolierung von BAC-Endfragmenten
	2.17.1 Amplifikation von BAC-Endfragmenten mittels spezifischer PCR
	2.17.2 Isolierung von BAC-Enden durch ein abgewandeltes "GenomeWalker"- Protokoll

	2.18 Restriktionsanalyse der BAC-Klone
	2.19 Subklonierung von BAC 128
	2.20 DNA-Sequenzanalyse
	2.21 Berechnung der genetischen Abstände

	3 Ergebnisse
	3.1 Markeranreicherung am Bs3 Locus
	3.1.1 Analyse der verwendeten Pflanzen
	3.1.2 Suche nach neuen AFLP-Markern
	3.1.3 Weitere Analyse der polymorphen AFLP-Fragmente
	3.1.4 Konvertierung der AFLP-Marker in CAPS-Marker
	3.1.4.1 Klonierung der AFLP-Fragmente
	3.1.4.2 Identifizierung der korrekten Marker Sequenz
	3.1.4.3 Etablierung von CAPS-Markern


	3.2 Vergrößerung der Kartierungspopulation
	3.2.1 Gibt es Mutanten am Bs3 Locus?
	3.2.2 Gibt es ein Bs16 in PI 197409 C. frutescens ?

	3.3 Erstellung einer genomischen BAC-Bibliothek der resistenten Linie ECW- 30R
	3.3.1 Isolierung hochmolekularer DNA
	3.3.2 Partielle Restriktion und Größenselektion der DNA-Fragmente
	3.3.3 Ligation und durchschnittliche Insertgrößen der BAC-Klone
	3.3.4 Organisation der BAC-Bibliothek

	3.4 Identifizierung von BAC-Klonen in der Bs3 Region
	3.4.1 Überprüfung von BAC-Klonen, die mittels PCR isoliert wurden
	3.4.2 Isolierung von BAC-Endfragmenten
	3.4.3 Bestimmung der Insertgrößen der BAC-Klone
	3.4.4 Überlappungsanalysen der isolierten BAC-Klone
	3.4.5 Genetische Kartierung ausgewählter BAC-Endfragmente
	3.4.6 Ein BAC-Contig am Bs3 Locus

	3.5 Sequenzierung des Bs3 Locus

	4 Diskussion
	4.1 AFLP-basierte Markerverdichtung am Paprika Bs3 Locus
	4.1.1 AFLP: die Methode der Wahl?
	4.1.2 Konvertierung von AFLP-Markern
	4.1.3 Anwendung der "bulked segregant-Analyse"

	4.2 Der Paprika Bs3 Locus ist ein lokaler Rekombinations "hot spot"
	4.3 Meiotische Instabilität am Bs3 Locus
	4.3.1 Funktionalität des Bs3 Locus in den "mutierten" Pflanzen
	4.3.2 Evolutionäre Aspekte der meiotischen Instabilität

	4.5 Ein Kandidatengen für Bs3
	4.5.1 Kodieren Bs4, xa5 und Bs3 für strukturhomologe Proteine?
	4.5.2 Auswertung der Sequenzdaten

	4.6 Bedeutung des Bs3 Gens für die Resistenzzüchtung
	4.7 Ausblick auf weiterführende Arbeiten

	5 Zusammenfassung
	6 Literaturverzeichnis
	7 Anhang

