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EINLEITUNG

1.1.

Einleitung

Die Kartoffel

Die Kartoffel hat ihren Ursprung in Siidamerika und wurde bereits von der indianischen
Bevdlkerung in der Anden-Region kultiviert. Bei archaeologischen Ausgrabungen in den
Anden wurden Reste von Kartoffelpflanzen gefunden, die sich bis zu siebentausend Jahre
zurlickdatieren lassen. Die Bedeutung der Kartoffel 146t sich an Keramikfunden
ermessen, die bis in die Anfange der christlichen Zeitrechnung zuriickdatieren. Im spiten
sechszehnten Jahrhundert, zeitlich nach der Eroberung Perus durch Francisco Pizarro,
wurde die Kartoffel nach Europa gebracht und zundchst als Zierpflanze in Girten
angebaut. Gegen Ende des achtzehnten Jahrhunderts gewinnt sie in Europa 6konomische
Bedeutung (in Deutschland durch Friedrich II. von Preufen, der ,,Alte Fritz"). Zusammen
mit Weizen, Mais und Reis zéhlt die Kartoffel heute zu den wichtigsten Kulturpflanzen
und wird weltweit angebaut. Bisher kennt man zweihundertdreifig bis
zweihundertvierzig Kartoffelarten. Damit steht fiir die Kartoffelziichtung eine viel
groflere Vielfalt an genetischen Variationen zur Verfiigung, als fiir irgendeine andere
Kulturpflanze. Weniger als zehn Kartoffelarten werden kultiviert. Die restlichen
existieren als Wildformen unter denen sich ein breites Spektrum an Resistenzen gegen
Parasiten, extreme Temperaturen und Trockenheit findet. Manche Arten bilden Knollen,
andere nicht. Bliitenform und -farbe variieren (Hawkes, 1990).

Dem 6konomischen Potential der Kartoffel, vor allem fiir die Entwicklungsldander, wurde
mit der Griindung des Centro Internacional de la Papa (CIP) 1971 in La Molina/Peru bei
Lima Rechnung getragen.

Verschiedene Kartoffelarten unterscheiden sich in ithren genomischen Ploidiegraden. In
den somatischen Zellen kénnen bis zu sechs allelische Kopien der zwolf Chromosomen
vorliegen. Dreiviertel aller Arten haben einen diploiden Chromosomensatz. Die im
Anbau dominierende europdische Kulturform Solanum tuberosum ssp. tuberosum, aber
auch die siidamerikanische Kulturform Solanum tuberosum ssp. andigena, sind tetraploid.
Die diploiden Arten sind fast ausschlieBlich selbstinkompatibel (gametophytische
Selbstinkompatibilitit). Die tetraploiden und hexaploiden Arten hingegen sind
selbstkompatibel. Triploide und pentaploide Arten sind steril (Hawkes, 1990).

Tetraploide Genome sind fiir die Kartierung und Isolierung von Genen aufgrund ihrer

Komplexitdt eher ungeeignet. Sie lassen sich aber durch Induktion der
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parthenogenetischen Entwicklung von weiblichen Gameten oder durch Regeneration von
maéannlichen Gameten (Antheren-, Mikrosporenkultur) auf den diploiden Satz reduzieren.
Die Resistenzgene Rx/ (Bendahmane et al., 1999) und Rx2 (Bendahmane et al., 2000)
gegen das Kartoffelvirus X wurden allerdings aus einer tetraploiden Sorte isoliert.
Aufgrund des hohen Heterozygotiegrades der diploiden Parentallinien fiir
Kartierungspopulationen, ist die erste Filialgeneration bereits die spaltende Generation
(segregierende Marker). Die Kartoffel hat als genetisches System einige Nachteile, die
die Klonierung von Genen sehr zeitaufwendig gestalten. Fiir die Isolierung von Genen,
die eine bestimmte Krankheit hervorrufen, oder Resistenz gegen diese verleihen, wire
eine moglichst homogene genetische Population wiinschenswert (geringe allelische
Variation). Durch  Marker  gefundene  genetische  Unterschiede  zwischen
kranken/anfélligen und gesunden/resistenten Organismen wéren dann mit hdherer
Wahrscheinlichkeit direkt mit dem Phénotyp gekoppelt. Aus heterozygoten Kartoffeln
konnen aber, anders als bei der sehr nahe verwandten Tomate, keine homogenen
Inzuchtlinien erzeugt werden (inbreeding depression nach wiederholten Runden der
Selbstbefruchtung). AuBerdem addiert sich der haploide Chromosomensatz auf
schiatzungsweise Tausendmillionen Basen (1000 Mb). Das haploide Genom ist also etwa
siecbenmal gréBer als jenes von Arabidopsis thaliana (ca. 140 Mb). Ein Grofteil der
genetischen Information ist redundant (mittel- und hochrepetitive Sequenzen,
Retroelemente, Genfamilien). Durch herkommliche klassische Ziichtung ist die
Einkreuzung von vorteilhaften genetischen Eigenschaften in die kultivierten
Kartoffelarten aus Wildformen erschwert. Viele Kreuzungsschritte sind erforderlich, um
die von der Wildform stammenden Okonomisch unvorteilhaften Merkmale wieder
herauszukreuzen. Die gewonnenen Erkenntnisse liber die physikalischen und genetischen
Eigenschaften des Kartoffelgenoms erlauben aber bereits eine beschleunigte Ziichtung
neuer Kultursorten (Marker Assisted Breeding). Agrobakterium-vermittelte Ubertragung
spezieller ausgewdhlter Gene ist heute bei der Kartoffel Standard und ermdglicht eine
gezielte Verdnderung bestehender Kulturformen (obige Gesamtdarstellung zur
Kartoffelgenetik wurde Gebhardt und Valkonen, 2001, Hawkes, 1990 und Ross, 1986

entnommen).
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1.2.

Globodera rostochiensis

Der gelbe Kartoffelzystennematode Globodera rostochiensis ist ein im Boden lebender
Fadenwurm von kaum mehr als einem Millimeter Lénge und bildet als Dauerstadium
braune Zysten, die einen Durchmesser von 0.5 mm haben (Hoffmann und Schmutterer,
1983). Unter den Nematoden ist Globodera rostochiensis der bedeutendste
Kartoffelschiddling. Daneben gewinnt der weile Kartoffelzystennematode Globodera
pallida mit den Pathotypen Pal-3 immer mehr an Bedeutung (Putz, 1989).

Wie alle Nematoden, die auf Pflanzen parasitieren, so ist auch G. rostochiensis ein
obligater (biotropher) Parasit, der sich nur von lebenden Pflanzenzellen ernidhren kann.
Im Gegensatz zu ektoparasitischen Nematoden dringen Larven der endoparasitischen
Kartoffelzystennematoden in das Pflanzengewebe (die Wurzeln) ein, um dort durch
Nahrungsaufnahme zur Geschlechtsreife zu kommen (Jones, 1965).

Namensgebung: Zystenbildende Nematoden (Alchen, eelworms) wurden zunichst
kollektiv unter dem Namen Heterodera schachtii gefiihrt. 1923 gliederte Wollenweber
(Ref.) die zystenbildenden Nematoden der Kartoffel aus und benannte sie Heterodera
rostochiensis. Der Name Heterodera schachtii wird seither nur noch fiir die
zystenbildenden Nematoden der Riibe eingesetzt. Im Jahre 1973 veroffentlichte Stone
(Ref.) seine Entdeckung, dal es unter den zystenbildenden Nematoden der Kartoffel
nicht nur eine Population gibt, in der die Weibchen bei der Bildung der Zysten nach dem
weiBgefarbten (cremefarbenen) Stadium ein Gelbstadium durchlaufen — daher der Name
Gelber Kartoffelnematode — sondern auch eine Population, bei der das Gelbstadium der
Entwicklung fehlt. Stone gab dieser Form den Namen Heterodera pallida. Behrens
erhob dann 1975 (Ref.) die Untergattungsbezeichnung Globodera zum Gattungsnamen
mit den Arten Globodera rostochiensis und Globodera pallida. Namensgebend ist die
charakteristische runde Form der Zysten als Bestimmungsmerkmal.

Klassifikation:  Klasse:  Nematodea,  Ordnung:  Tylenchida,  Superfamilie:
Heteroderoidea, Familie: Heteroderidae, Unterfamilie: Heteroderinae, Gattung:
Globodera (Hooper, 1978).

Wirtspflanzen: Sowohl Globodera rostochiensis als auch Globodera pallida sind zur
Vollendung ihres Lebenszyklus’ auf die Familie der Nachtschattengewéchse
(Solanaceae) spezialisiert. Unter den europdischen Kulturpflanzen werden besonders
Kartoffeln (Solanum tuberosum) und Tomaten (Lycopersicon esculentum), aber auch

Auberginen (Solanum melongena) befallen. Unter den Wildpflanzen werden
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Kartoffelzystennematoden z.B. an BittersiilB (Solanum dulcamara), ~ Schwarzem
Nachtschatten (Solanum nigrum) und Gefliigeltem Nachtschatten (Solanum miniatum)
beobachtet (Southey, 1965). Im Rahmen einer Untersuchung wurde getestet, fiir welche
okonomisch wichtigen zystenbildenden und wurzelgallenbildenden Nematoden
Arabidopsis thaliana als Modellsystem fiir pflanzenparasitische Nematoden dienen kann.
Eine Vermehrung von G. rostochiensis war nicht moglich, obwohl z.B. Heterodera
schachtii Zysten an den Wurzeln von A. thalinana bilden konnte (Sijmons, 1991).
Geografische Verbreitung: Globodera rostochiensis ist weltweit verbreitet. Ein
Hauptverbreitungsgebiet  sind die  geméBigten Léinder Europas.  Weitere
Verbreitungsgebiete liegen in Kanada, den U.S.A., Mittelamerika (Costa Rica, Mexico),
Asien (Indien, Japan, Naher Osten mit Israel und Libanon), Afrika (Algerien, Tunesien,
Stidafrika), Neuseeland und Ozeanien. In den tropischen bzw. subtropischen Léndern ist
G. rostochiensis nur in den hoheren Lagen verbreitet. Die Entdeckung von
zystenbildenden Nematoden in der Andenregion Siidamerikas (Peru, Bolivien) 1463t
vermuten, dal die Karoffelzystennematoden wie ihr Wirt ihren Ursprung in dieser
Region haben (Williams, 1978; Brodie, 1998).

Entwicklungszyklus: Die braunen Zysten, das Dauerstadium der zystenbildenden
Nematoden, enthalten durchschnittlich 200-300 Eier. Wenn keine Schlupfaktivierung
erfolgt, kdnnen sie zehn bis zwanzig Jahre lebensfahig bleiben. Nach der Befruchtung
entwickelt sich der Embryo bereits durch Langenwachstum in die Larve des ersten
Stadiums, dann nach der ersten Hautung in die schluptbereite und in der Zyste ruhende
Larve des zweiten Stadiums (second stage infective juvenile: J, ). Ausgelost wird das
Schliipfen der Larven hauptsdchlich in Frithjahr und Sommer durch Substanzen
(Wurzeldiffusat: Gase und geloste Molekiile), die von den jungen Wurzeln der
wachsenden Kartoffel wenige Millimeter hinter der Wurzelspitze in die Umgebung
abgegeben werden. Daneben spielen Bodenfaktoren wie Temperatur und, abhéging von
der BodenpartikelgroBe, Feuchtigkeit und Sauerstoffgehalt eine wichtige Rolle beim
Schliipfen. Mit dem Mundstachel (Stylet) durchbrechen die Larven die Eihiille und
verlassen die Zyste. Angelockt durch das Wurzeldiffusat wandern sie tber die
Wurzeloberflache und dringen mit Hilfe ihres Mundstachels und unter Sekretion von
Speichel durch die Wurzelrinde (Cortex) zum Zentralzylinder mit den Leitbahnen vor.
Substanzen im Mundspeichel induzieren die Bildung einer vielkernigen (polyenergiden)

Riesenzelle unter Fusion von Nachbarzellen (Syncytium). Eine Woche nach Befall
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hduten sich die Larven ein zweites Mal. Abhédngig von der Erndhrungssituation, also ob
die Bildung eines leistungsstarken Syncytiums erfolgreich ist, oder nicht, setzt die
geschlechtsspezifische Entwicklung ein (drittes Larvenstadium). An groflen Syncytien
entwickeln sich bewegungsinaktive Weibchen. Nach der dritten und vierten Hautung sind
die geschlechtsreifen Weibchen herangewachsen und durchbrechen mit ihrem hinteren
Ende die Wurzel nach auBlen. Ménnliche Nematoden entwickeln sich in ungiinstigen
Waurzelregionen, in denen nicht genug Néhrstoffe zur Verfiigung stehen (z. B. in diinnen
Wurzeln). Im Wurzelsystem resistenter Pflanzen ist die Bildung von Syncytien allgemein
unterdriickt. Es entstehen nur Médnnchen und eine Vermehrung findet nicht statt. Nach
der vierten Hautung werden die ménnlichen Nematoden wieder bewegungsaktiv,
wandern angezogen durch Sexuallockstoffe (Pheromone) zu den Weibchen und
befruchten sie. In den Weibchen beginnt daraufhin die Eiproduktion. Der Korper schwillt
sphérisch an und wird als weille (cremefarbene) Kugel an den Wurzeln sitzend sichtbar.
Es erfolgt eine Verfarbung von gold-gelb nach braun, bis schlieBlich die Zystenbildung
mit dem Tod des weiblichen Muttertiers abgeschlossen ist. Eine zweite Generation im
selben Jahr wird in Mitteleuropa nicht ausgebildet. Unter kontrollierten Bedingungen
kénnen im Labor aber bis zu drei Generationen herangezogen werden. Die
Vermehrungsrate ist dann allerdings bedeutend geringer, da die Zysten keiner
mehrmonatigen Ruhephase unterliegen (Gesamtdarstellung wurde Sanft, 1986 und
Williams, 1978 entnommen).

Schadsymptome: Ein Befall der Kartoffel mit Kartoffelzystennematoden macht sich im
Feld durch einen nesterweisen Kiimmerwuchs bemerkbar. Die Wurzeln der Pflanzen sind
verkiirzt und stark verzweigt (Wurzelbart). Es werden nur wenige kleine Triebe gebildet,
an denen sich vergilbende und absterbende Blitter befinden (Hoffmann und Schmutterer,
1983).

Verinderungen der Zellstruktur bei Befall: Direkt nach dem Eindringen der J,-Larven
in die Wurzelrinde l6sen mechanische Verletzungen in der anfilligen Kartoffelsorte
Désirée die Freisetzung von oxidierenden Substanzen in zur Nematodenlarve
benachbarten Zellen aus. Die Larven bewegen sich intrazelluldr bis zum inneren Cortex,
durchstechen mit ihrem Stylet die vor ihnen liegende Zelle und geben Speichelsubstanzen
in die Zelle ab, die die Bildung eines Syncytiums einleiten. Bereits zwei Tage nach der
Inokulation der Wurzeln mit den Larven wird die Bildung eines Syncytiums durch den

Zusammenbruch von Zellwdnden und die Bildung vieler kleiner Vakuolen unter
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Verschwinden der Zentralvakuole sichtbar. Betroffen sind Zellen der Endodermis, des
Perizykels und des vaskuldren (Leitblindel-) Parenchyms. Das stark elektronendichte
Cytoplasma enthélt vergroBerte Zellkerne. Nach sieben Tagen hat sich das Syncytium
durch Inkorporation von Zellen aus dem Cortex und dem Leitbiindelparenchym bis zum
verholzten Xylem in die Stele ausgedehnt. An verdickten Stellen der Zellwand des
Syncytiums entstehen, angrenzend an das verholzte Xylem, membranumgebene
Auswiichse in das Syncytium hinein, die wahrscheinlich den Transport von geldsten
Stoffen aus dem Xylem zum Nematoden erleichtern (Transferzelle). In der gegen
Globodera rostochiensis Pathotyp Rol resistenten Kartoffelsorte Maris Piper stimulieren
die Nematodenlarven ebenfalls die Bildung eines Syncytiums unter Abbau von
Zellwinden und Inkorporation von Zellen. Allerdings sterben Zellen am Rande des
Syncytiums durch Nekrose ab und die cytoplasmatischen Bestandteile des Syncytiums
degradieren. Es entsteht keine Transferzelle und, vermutlich aufgrund von
Néhrstoffmangel, unterbleibt die Entwicklung geschlechtsreifer Weibchen (Rice et al.,
1985 und 1987).

Spezielle Enzymausstattung fiir den Parasitismus: Zystenbildende Nematoden sind
ebenso wie phytopathogene Bakterien und Pilze mit Enzymen ausgestattet, um
Pflanzenzellwdnde zu depolymerisieren. Diese Enzyme werden in den Speicheldriisen
der Larven gebildet und durch den Hohlraum im Mundstachel in das Pflanzengewebe
sezerniert. Erst kiirzlich gelang die Isolation einer Pektinase aufgrund von EST-
Sequenzendaten zu den Speicheldriisen von G. rostochiensis J,-Larven (Popeijus et al.
2000). In den Speicheldriisen von G. rostochiensis werden auch B-1,4-Endoglucanasen
exprimiert, die dem Abbau von Zellulose und Xyloglucan in der Pflanzenzellwand dienen
(Smant et al., 1998).

Auf der Oberfldche von infektidsen Larven im J,-Stadium ist eine Peroxidase lokalisiert.
Im biochemischen Assay katalysiert dieses Enzym den Abbau von Wasserstoffperoxid
(H20,). Es wird vermutet, daB sich G. rostochiensis so vor den Reactive Oxygen Species
(ROS) schiitzt, die im Rahmen der pflanzlichen Abwehrreaktion freigesetzt werden
(Robertson et al., 2000).

Resistenzziichtung gegen Globodera rostochiensis: Unter den pflanzenparasitischen
Nematoden ist G. rostochiensis in Deutschland der bedeutendste Schéddling der Kartoffel
(Ross, 1986) und hat bereits fiinf Pathotypen entwickelt (Rol1-Ro5, Klassifikation der
Pathotypen s. Kort et al., 1978). Der Kartoffelertrag kann durch den Befall von nicht
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1.3.

resistenten Pflanzen mit Kartoffelzystennematoden besonders bei friihen und mittelfriihen
Sorten bis zu 80% zuriickgehen. Damit zdhlen sie zu den wichtigsten Schéadlingen des
Kartoffelanbaus (Hoffmann und Schmutterer, 1983).

Resistenz gegen G. rostochiensis wurde aus verschiedenen Wildformen in die kultivierte
Kartoffel Solanum tuberosum ssp. tuberosum eingekreuzt. Der Grol Locus auf
Chromosom VII stammt hochstwahrscheinlich aus Solanum spegazzinii und konnte dem
Fb-Gen entsprechen, das von Ross 1962 (Ref.) aus S. spegazzinii (syn. Solanum
famatinae) beschrieben wurde. Pflanzen mit dem Grol Locus sind gegen alle fiinf
Pathotypen (Rol-Ro5) resistent. Auf Chromosom V kartieren die Loci H/ und GroV1.
Beide verleihen Resistenz gegen Pathotyp Rol. Der H/ Locus stammt von S. tuberosum
ssp. andigena (Accession CPC 1673), der GroVI Locus von Solanum vernei. Neben
diesen einzelnen dominanten Loci wurden auch QTLs (Quantitative Trait Loci) kartiert.
So tragen die Loci Grol.2 (Chr. X), Grol.3 (Chr. XI) und Grol.4 (Chr. III) zur
quantitativen Resistenz gegen G. rostochiensis bei. (Ross, 1986, Gebhardt und Valkonen,

2001). Bisher wurde noch kein Resistenzgen gegen G. rostochiensis kloniert.

Pflanzliche Strategien zur Abwehr von Pathogenbefall

Neben Fraflschdden, die an Pflanzen durch Herbivoren, wie dem Kartoffelkédfer
Leptinotarsa decemlineata verursacht werden, gibt es eine GroBzahl an Organismen, die
Pflanzen durch Hervorrufung von Pflanzenkrankheiten schidigen. In solchen Féllen
spricht man von phytopathogenen Organismen. Sie nutzen den Stoffwechsel der Pflanze
zur Versorgung mit Niahrstoffen und zur eigenen Reproduktion. Phytopathogene
Organismen finden sich unter den Nematoden, Pilzen und Bakterien. Es gibt aber auch
eine Vielzahl phytopathogener Viren und Viroide.

Als Begriinder der Forschung an phytopathogenen Organismen gilt Anton de Bary. Er
konnte als Erster belegen, dafl die Kraut- und Knollenfaule der Kartoffel durch den
Oomyceten Phytophthora infestans als Infektionsagens, also durch einen anderen
Organismus, hervorgerufen wird (Scheffer, 1997).

Besonders unsere Kulturpflanzen, die auf hohe Ertrige selektiert wurden, zeigen
gegeniiber ihren verwandten Wildformen eine erhohte Anfilligkeit. Monokulturen
begiinstigen eine rasche Ausbreitung und Anpassung von Schidlingen. Durch

Schadbefall wird die Pflanze in Wachstum und Entwicklung gehemmt, und sowohl der
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Ertrag als auch die Qualitdt vermindert. Bei einem Schadling wie dem Mutterkornpilz
Claviceps purpurea, der vorwiegend auf Roggen- und Triticale-Ahren vorkommt, kann
es sogar zur Produktion von Alkaloiden kommen, die fiir den Menschen toxisch sind und
zur Kribbelkrankheit fithren (Sitte, Ziegler, Ehrendorfer und Bresinsky, 1998).

Das Extrembeispiel fiir eine ertragsmindernde Pflanzenkrankheit ist die genannte Kraut-
und Knollenfédule. Sie verursachte in den vierziger Jahren des neunzehnten Jahrhunderts
in Irland eine Hungerkatastrophe, durch die Millionen von Menschen starben oder
auswanderten, weil die Gesamternte der fast ausschlieBlich angebauten Kartoffel
betroffen war (Scheffer, 1997).

Eine qualititsmindernde Krankheit ist z.B. der Apfelschorf — die bedeutendste Krankheit
im Apfelbau. Als Schorf bezeichnet man oberflichennahe rissig-rauhe Wundstellen. Der
Apfelschorf wird durch Befall mit dem Pilz Venturia inaequalis hervorgerufen und
mindert den Marktwert des Apfels (Schweizer und Métraux, 1996).

Priformierte Barrieren: Gegen das Eindringen und die Ausbreitung von Schidlingen
besitzt die Pflanze préformierte, also bereits vor Schadbefall vorhandene Barrieren.
Zellwidnde bilden einen mechanischen Schutz. Sie bestehen aus Zellulosefasern, die in
eine Matrix aus weiteren Polysacchariden wie Pektinen und Hemizellulosen und
Proteinen eingebettet sind. Darliber liegt die wasserabweisende Kuticula.
Zellwandabbauende Enzyme wie Zellulasen, Pektinasen, Hemizellulasen oder Kutinasen
phytophatogener Organismen zersetzen allerdings diese Barriere. Daneben ermdglichen
pflanzensaugende Insekten, wie Blattlduse (bei Kartoffel, Ackerbohne und Riiben z.B.
die Griine Pfirsichblattlaus Myzus persicae), aber auch Zikaden oder Wanzen, durch
Verletzungen das Eindringen von Phytopathogenen durch die Zellwand. Neben der
Abwehr durch strukturelle Barrieren existieren in der Pflanze praformierte
antimikrobielle Verbindungen (Phytoanticipine), die dem Sekunddrmetabolismus der
Pflanze entstammen. Dazu zdhlen z.B. cyanogene Glycoside, die nach Verletzung der
Zelle freigesetzt und durch eine Glycosidase in das Atmungsgift Cyanwasserstoff
(Blausdure) umgewandelt werden. In einer unbeschiddigten Zelle liegen cyanogene
Glycoside und ihre Glycosidasen in verschiedenen Kompartimenten vor (Prinzip des
Zweikomponenten-Giftes). Das bekannteste Cyanoglycosid ist Amygdalin, das fiir die
Giftigkeit bitterer Mandeln verantwortlich ist. Die zu den Terpenoiden gehdrenden
Saponine, wie z.B. das a-Tomatin, bilden mit Membransterinen von phytopathogenen

Pilzen Komplexe, wodurch die selektive Membranpermeabilitdt zerstort wird (obige
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Gesamtdarstellung wurde Knogge, 1996, Osbourn, 1996, Schweizer und Métraux, 1996
und Schldsser, 1997 entnommen).

Die Resistenzreaktion auf molekularer Ebene: Einer der effektivsten Abwehr-
mechanismen wird durch pflanzliche Resistenz (R)-Gene vermittelt. In den vierziger
Jahren postulierte Flor im Rahmen seiner Arbeiten mit Flachs und dem Flachsrostpilz
Melampsora lini die Gen-fiir-Gen Hypothese. Danach tritt ein Gen des Parasiten, das
sogenannte Avirulenz (4vr)-Gen, spezifisch mit einem R-Gen der Pflanze in
Wechselwirkung. Es kommt zur Resistenzantwort der Pflanze und der Parasit kann sich
nicht vermehren (inkompatible Wechselwirkung). Findet keine spezifische
Wechselwirkung statt, z.B. weil es sich um eine andere Rasse des Parasiten mit einem
veranderten AVR-Protein handelt, oder einfacher, weil das AVR-Protein im Parasiten
bzw. das R-Genprodukt in der Pflanze fehlt, dann kommt es zu keiner spezifischen
Resistenzreaktion. Der Parasit kann sich vermehren. Man spricht hier von einer
kompatiblen Wechselwirkung zwischen Parasit und Wirt (Flor, 1971, Person et al.,
1962). Gen-fiir-Gen Interaktionen aktivieren Kinasen, Phosphatasen, G-Proteine und
Ionenfliisse. Durch eine Signaltransduktionskette wird die Transkriptionsaktivitit im
Zellkern zur Expression von Abwehrgenen umprogrammiert. Hiufig kommt es zu einer
Abwehrreaktion, bei der nekrotische Areale mit abgestorbenen Zellen im Bereich der
Infektionsstelle entstehen, um die Ausbreitung von Pathogenen zu verhindern. Man
spricht dabei von der Hypersensitive Response (HR). Ausloser fiir die hypersensitive
Antwort konnten Reactive Oxygen Species (ROS), wie Wasserstoffperoxid (H,0»),
Hydroxid-Radikale (-OH) und Superoxid-Anionen (O;) sein, die oft unmittelbar
nach der Infektion nachweisbar sind (Oxidative Burst). Zur Verstirkung der Zellwidnde
wihrend der Abwehrreaktion werden Kallose-Ablagerungen produziert. Auch tritt eine
erhohte Lignifizierung ein. Kallose blockiert zusitzlich die Plasmodesmata und
verhindert die Verbreitung von Viren in die Nachbarzellen. Bilden sich Kallose-
und Ligninablagerungen direkt wunterhalb des pilzlichen Penetrationsorgans
(Appressorium), so spricht man von Papillenbildung. Die Expression von
Hydroxyprolin-reichen Proteinen wird ebenfalls mit der Verstirkung der Zellwénde
in Verbindung gebracht. Bei Pathogenbefall wird auch die Anhdufung antimikrobieller
Verbindungen (Phytoalexine) induziert. Es handelt sich hierbei, ebenso wie bei den
Phytoanticipinen, um niedermolekulare Verbindungen aus dem Sekundérstoffwechsel.

Dazu gehoren z.B. das Terpenoid Rishitin aus der Kartoffel oder das Polyacetylen
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Falcarindiol aus der Tomate. Mit der steigenden Konzentration an Phytoalexinen
geht die Hochregulation der Transkription wichtiger Enzyme in der Biosynthese von
Sekundédrmetaboliten (und Lignin), wie beispielsweise PAL (Phenylalanin-Ammonium-
Lyase) einher. Die pflanzliche Abwehrreaktion schlieft auch die Akkumulation von
Proteinen mit antimikrobieller Aktivitdt ein. Dazu zéhlen u.a. Chitinasen, Glucanasen,
Osmotine und Thionine, die kollektiv als Pathogenesis Related (PR) Proteine bezeichnet
werden. HR und andere nekrotische Reaktionen sind wahrscheinlich die Ausloser fiir eine
nachfolgende Reaktion, die als Systemic Acquired Resistance (SAR) bezeichnet wird.
Dabei steigt die Konzentration von Salicylséure in der ganzen Pflanze und es kommt
auch fernab der Infektionsstelle zur Akkumulation von PR- und anderen Proteinen.
Dadurch baut die ganze Pflanze vorsorglich einen Schutz vor einem weiteren
Pathogenbefall auf. Neben der Salicylsdure sind auch Jasmonsdure und Ethylen wichtige
Komponenten in der systemischen Resistenz gegen Pathogene. Sie spielen z.B. eine Rolle
bei einer von Salicylsdure unabhingigen Abwehrreaktion, die als Induced Systemic
Resistance (ISR) beschrieben wird. Sie wird bei A. thaliana durch verschiedene Wurzel-
assoziierte nicht pathogene Bakterien ausgelost und erhoht die Resistenz der Pflanze
gegen bestimmte Pilze. Die Akkumulation von Jasmonsdure und Ethylen wird auch bei
der Verwundung von Tomatenblédttern durch Herbivoren ausgeldost. Es kommt zur
systemischen Akkumulation von Proteinase-Inhibitor(PIN)-Proteinen in der ganzen
Pflanze, die weiteren Insektenfral reduziert. Die hier isoliert betrachteten
Einzelreaktionen der Pflanze auf Pathogenbefall sind in Wirklichkeit Bestandteil eines
bisher wenig charakterisierten, komplexen Signaltransduktionsnetzwerks (obige
Gesamtdarstellung zu den molekularen Aspekten der Resistenzreaktion wurde den
Reviews von Hammond-Kosack und Jones, 1996, Glazebrook, 1999, Somssich und
Hahlbrock, 1998, Pieterse und van Loon, 1999, Feys und Parker, 2000 entnommen).

Auf struktureller Ebene findet sich bei den Resistenzgenprodukten bisher nur ein
begrenztes Repertoire an Sequenzmotiven. Darunter finden sich putative
Proteininteraktions/-erkennungs-Doménen wie Leucine-Rich Repeats (LRR) und Leucine
Zipper (LZ), Motive, die moglicherweise eine Rolle in der Signalweiterleitung spielen,
wie die Nucleotide Binding Site (NBS) und Serin-Threonin-Kinase(STK)-Doménen,
sowie TIR-Domédnen, die Homologie zum Toll Protein aus Drosophila und dem
Interleukin-1 Rezeptor aus Sdugetieren aufweisen. Die TIR-Doméne der pflanzlichen

Resistenzgenprodukte ist homolog zur intrazelluldren Doméne von Toll. Das 7o/l Gen in
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Drosophila ist essentiell fiir die Festlegung der dorso-ventral Achse der Embryonen.
Uberraschenderweise wurde spiter entdeckt, daB Toll wihrend der Immunantwort auf
Pilze auch die Expression des Peptids Drosomycin mit fungizider Wirkung kontrolliert.
LRR-Doménen finden sich in vielen pflanzlichen und tierischen Proteinen. Sie bestehen
aus einem sich wiederholenden Sequenzmotiv, das aus konservierten hydrophoben
Leucin-Resten besteht (Kobe und Deisenhofer, 1994). Die Kristallstruktur des porcinen
(vom Schwein) RNase Inhibitors, der ebenfalls eine LRR-Doméne enthilt, wurde bereits
bestimmt (Kobe und Deisenhofer, 1993) und &dhnelt der Form eines Pferdehufs. Die
Leucine-Rich Repeats sind im RNase Inhibitor aber wesentlich ldnger als jene aus
pflanzlichen Resistenzgenprodukten. Es wird vermutet, daB die LRR-Doménen der
Resistenzgenprodukte eine stabdhnliche Struktur einnehmen. In einigen moglicherweise
cytoplasmatischen Resistenzgenprodukten, wie R1 (Ballvora ef al., 2002, in press) bzw.
RPS2 (Bent et al., 1994) und RPM1 (Grant et al., 1995) aus Arabidopsis thaliana, die
Resistenz gegentiber Pseudomonas syringae vermitteln (R1 s.u.), liegt die LRR-Domine
C-terminal hinter einer LZ- und einer NBS-Domine (LZ-NBS-LRR). Andere
cytoplasmatische Resistenzgenprodukte tragen anstelle der LZ-Domine eine TIR-
Doméne (TIR-NBS-LRR), wie N (Whitham et al., 1994) und L6 (Lawrence et al., 1995).
L6 schiitzt Flachs vor Melampsora lini (N s.u.). Einige Resistenzgenprodukte wie Cf-9
aus der Tomate (Jones et al., 1994) und Hs1”™"' aus der Zuckerriibe, welches Resistenz
gegen den Nematoden Heterodera schachtii verleiht (Cai et al., 1997), besitzen neben der
LRR-Doméne nur noch eine kurze Transmembran(TM)-Doméne. Es wird angenommen,
daB die LRR-Domine bei den letztgenannten Proteinen auf der extrazelluldren Seite der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist. Das Resistenzgen Xa2/ codiert neben einer LRR-
und einer TM-Doméne zusétzlich noch fiir eine Serin-Threonin-Kinase-Doméne, die auf
der cytoplasmatischen Seite liegt (Song et al., 1995). Xa2l schiitzt die Reisplanze vor
Befall mit Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Resistenzgene miissen nicht
notwendigerweise die genannten Doménen codieren. Das erste klonierte Resistenzgen
Hm1 (Johal und Briggs, 1992) z.B. codiert fiir eine Reduktase, die das HC-Toxin des
Pilzes Cochliobolus carbonum inaktiviert. Der Pilz befdllt Mais und hemmt durch sein
Toxin die Histon-Deacetylase. Beziiglich der genomischen Organisation fallt auf, daf3
viele Resistenzgene in Clustern mit mehreren Homologen vorliegen. Moglicherweise

erleichtert diese Anordnung die Entstehung von neuen Resistenzgenspezifititen (obige
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1.4.

Gesamtdarstellung zur Struktur von Resistenzgenen wurde den Reviews Hammond-

Kosack und Jones, 1997, Takken und Joosten, 2000 entnommen).

Strategien zur Klonierung von Resistenzgenen

Die bisher erfolgreichste Strategie zur Identifizierung und Klonierung von
Resistenzgenen ist die positionelle Klonierung (auch Map Based Cloning genannt). Dabei
wird die Vererbung eines Resistenzmerkmals verfolgt, also z.B. die Resistenz der
Kartoffel gegen den Nematoden Globodera rostochiensis, und das flir die Resistenz
verantwortliche dominante Gen (oder die verantwortlichen Gene) unter Verwendung von
DNA-Markern kartiert. Die Kombination verschiedener Markertechnologien, vor allem
der PCR-basierten wie AFLP-, RAPD-, SSR(Mikrosatelliten)-, SSCP- und SNP-Marker,
ermOglicht die Erstellung einer hochauflosenden genetischen Karte. Ziel ist es, Marker zu
finden, die mdglichst eng mit dem Resistenzlocus gekoppelt sind, oder sogar mit ihm
kosegregieren, damit eine rasche Isolierung von genomischen Klonen aus der
resistenzvermittelnden Region ermdglicht wird. Hierzu werden genomische Bibliotheken
mit grofBen /nserts (YAC-, BAC- und PAC-Bibliotheken) auf die am engsten gekoppelten
bzw. kosegregierenden Marker untersucht. Ist die Rekombinationshiufigkeit in der
resistenzvermittelnden Region hoch genug, so ist es evtl. moglich, einen Klon zu
,.fischen®, der bereits zwei Marker enthilt, die den Resistenzlocus auf beiden Seiten
genetisch flankieren. In diesem Fall spricht man von Chromosome Landing. Meist
miissen aber zur Abdeckung der ganzen Region, ausgehend von den terminalen Enden
der bereits gefundenen Klone, weitere genomische Klone isoliert werden, die miteinander
iberlappen und die ganze Region abdecken. Hier spricht man von Chromosome Walking.
Beispiele fiir Gene, die durch Map Based Cloning isoliert wurden, sind das Tomatengen
Pto (Martin et al., 1993) und das RPS2 Gen aus Arabidopsis thaliana (Bent et al., 1994).
Beide Gene schiitzen die Pflanze vor Befall mit Pseudomonas syringae. Vor dem
Hintergrund der Komplexitit der Pflanzengenome gibt es mehrere Schwierigkeiten, die
wiéhrend des Chromosome Walkings auftreten konnen. So kann es sein, dal um die
Resistenzregion vergleichsweise selten Rekombinationen auftreten und die genetische
Karte fiir diese Region nicht hochauflosend genug ist. Aufgrund der zu iiberbriickenden
Distanz wird dadurch das Chromosome Walking sehr zeitaufwendig. Des Weiteren

konnen die terminalen Enden der isolierten Klone repetitive Sequenzen enthalten
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(Retroelemente, Homologen aus einer Multi-Gen-Familie etc.). Sonden zu solchen Enden
detektieren eine kaum analysierbare Zahl an positiven Klonen in der genomischen
Bibliothek. AuBerdem kann jede genomische Bibliothek Liicken besitzen. Im
schlimmsten Fall ist das Resistenzgen iiberhaupt nicht in der genomischen Bibliothek
reprisentiert.

Zur Identifizierung von Resistenzgenen werden die isolierten Klone gegen eine cDNA-
oder EST-Bibliothek hybridisiert und Kandidatenklone durch Datenbankhomologien
charakterisiert. Subklonierte genomische Fragmente werden dann direkt zur funktionellen
Komplementation in suszeptible Pflanzen transformiert. Sequenz und Struktur des
Resistenzgens werden aus dem komplementierenden Subklon abgeleitet.

Eine Strategie zur Klonierung von Resistenzgenen, die durch die Verfligbarkeit von
Sequenzinformationen zu Resistenzgenen in den Datenbanken an Bedeutung gewonnen
hat, ist die Homologie-basierte Klonierung. Es hat sich gezeigt, dafl bestimmte
Sequenzmotive unter der Mehrzahl der Resistenzgene konserviert sind. So konnten z.B.
aus einem Alignment bekannter Resistenzgene degenerierte Primer zu konservierten
Bereichen in der Nucleotide Binding Site (NBS)-kodierenden Region abgeleitet werden,
mit denen es moglich ist, polymorphe PCR-Produkte vom Pflanzengenom zu generieren.
Aus dem Karoffelgenom konnten so RGAs (Resistance Gene Analogs) amplifiziert
werden, die ohne Rekombination mit dem Grol Locus und dem Locus R7, der
rassenspezifische Resistenz gegeniiber Phytophthora infestans verleiht, gekoppelt sind
(Leister et al., 1996).

Eine Kombination aus positioneller und Homologie-basierter Klonierung wurde zur
Isolierung des R/ Gens aus Kartoffel erfolgreich eingesetzt (Ballvora et al., 2002, in
press). Es bewirkt wie der Locus R7 rassenspezifische Resistenz gegen Phytophthora
infestans.

Neben der positionellen Klonierung war auch das Transposon-Tagging zur Isolierung
von Resistenzgenen in einigen Fillen erfolgreich. Beispiele hierfiir sind das Am/ Gen aus
Mais, das Resistenz gegen den Pilz Cochliobolus carbonum vermittelt (Johal und Briggs,
1992), das Cf-9 Gen aus Tomate, das Resistenz gegen den Pilz Cladosporium fulvum
verleiht (Jones et al., 1994) und das N Gen aus Tabak, welches Resistenz gegen das
Tabak Mosaik Virus (TMV) vermittelt (Whitham et al., 1994). Bei der Kartoffel ist das
Transposon-Tagging nicht etabliert. Es wurde aber bereits ein Versuch unternommen,

Resistenzgene gegen Globodera rostochiensis und G. pallida mit dieser Strategie zu
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1.5.

isolieren (Pereira et al., 1994). Die Elemente Ac-Ds und En-I aus Mais sind in der
Kartoffel aktiv, scheinen aber, wie auch in anderen Pflanzen, bevorzugt in sehr nahe

gelegene genomische Regionen zu transponieren.

Das Grol-Projekt / Ziele der vorliegenden Arbeit

Mit RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)-Markern wurde eine genetische
Karte des Kartoffelgenoms mit rund 300 Loci erstellt (Gebhardt et al., 1989, Gebhardt et
al., 1991). Darauf basierend konnte ein einzelner dominanter Locus', der Resistenz
gegen den endoparasitischen Nematoden Globodera rostochiensis vermittelt, auf
Kopplungsgruppe IX kartiert werden (Barone et al, 1990). Nach Identifikation der
syntenischen Abschnitte und kolinearen Anordnung der Genome von Kartoffel und der
nahe verwandten Tomate, wurde die Nummerierung der Kopplungsgruppen verdndert.
Kopplungsgruppe IX entspricht nun dem Chromosom VII (Gebhardt et al., 1991). Zur
Eingrenzung des resistenzvermittelnden Locus wurde mittels PCR-basierter Marker eine
hochauflésende genetische Karte um den Grol Locus erstellt. Die Kartierungs-population
bestand aus etwa 1100 Pflanzen. Der weibliche Elter (Kartoffellinie P18) war gegeniiber
G. rostochiensis suszeptibel, der ménnliche Elter (Kartoffellinie P40) war resistent und
heterozygot fiir das dominante Resistenzallel Grol. Es wurden zwei AFLP-Marker
identifiziert (AFLP1, 2), die den Grol Locus auf 1.4 cM eingrenzen. Der RAPD-Marker
OPR10 und der RFLP-Marker CP56 kosegregieren mit Grol (Ballvora et al., 1995).
Nach gegenwirtigen Schitzungen hat die Gro/ Region” mindestens eine GroBe von 500
kb. Zwei PCR-Produkte, die untereinander auf Nukleotidebene zu 95% identisch sind
(81332 und S1334), kosegregieren mit Grol. Sie wurden mit degenerierten Primern zu
konservierten Motiven des NBS-kodierenden Bereichs in den Resistenzgenen N aus
Tabak und RPS2 aus Arabidopsis thaliana von Kartoffel-DNA amplifiziert. Auf RFLP-
Gelen hybridisiert St332 zu einer ganzen Reihe von Tagl-Restriktionsfragmenten des
Kartoffelgenoms. Damit handelt es sich um eine Genfamilie (S$7332/334-Familie). Die
etwa 450 bp langen PCR-Produkte sind auf ihrer ganzen Linge zu NBS-kodierenden

Sequenzbereichen von Resistenzgenen in der Datenbank homolog (Leister et al., 1996).

": Als Locus wird ein genetisch durch Rekombination eingegrenzter DNA-Bereich bezeichnet.

%): Der Begriff Region wird in Zusammenhang mit physikalischen Daten (iiberlappende genomische Klone

(Kontig) bzw. Sequenzdaten ) gebraucht.
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Erste Expressionsuntersuchungen wurden von Dr. Jost Muth durchgefiihrt (nicht
veroffentlicht). Mit Primern zu S7332 und S7334 stellte er 5°- und 3’-RACE-Produkte von
Wurzel-cDNA der resistenten Kartoffellinie P6/210 her, die upstream vom NBS-
kodierenden Bereich mit TIR-Doméanen und downstream vom NBS-kodierenden Bereich
mit LRR-Doménen homolog sind. In dieser Arbeit sollte die Grol Region physikalisch
erschlossen werden. Als Grundlage dienten zwei genomische Bibliotheken der resistenten
Kartoffellinie P6/210. Eine Lambda-DASH II-Bibliothek, die von Dr. Cristina Menéndez
hergestellt wurde und eine BAC-Bibliothek, die von Dr. Khalid Meksem hergestellt
wurde und die uns freundlicherweise von der Lion Bioscience AG zur Verfligung gestellt
wurde. Da es sich aufgrund der Sequenzhomologie zu bereits charakterisierten
Resistenzgenen um potentielle Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen handelt, sollten
Mitglieder der Sr332/334-Familie subkloniert, charakterisiert und vermittelt durch
Agrobacterium in die gegeniiber G. rostochiensis suszeptible Kartoffelsorte Désirée zur
Komplementationsanalyse transferiert werden. Die Moglichkeit, da3 andere Gene in der
Grol Region die Resistenz vermitteln, wird nicht ausgeschlossen. Auch sie sollten
ansatzweise charakterisiert werden und zusammen mit weiteren unbekannten Genen
durch ballistische Transformation mit priparierter DNA von BAC-Klonen aus dem
Kontig der Grol Region in den Zellkern von Désirée geschleust werden. Dazu sollen
Klone, die mit der St332-Sonde hybridisieren zusammen mit weiteren iiberlappenden
BAC-Klonen in einem Kontig angeordnet werden, das die Grol Region abdeckt. Ziel des

Gesamtprojektes ist die Klonierung des Resistenzgens gegen Globodera rostochiensis.
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2.1

2.2

2.3

Material und Methoden

Chemikalien, Enzyme, Oligonukleotide und sonstige Materialien

Chemikalien wurden von den Firmen Sigma/Fluka/Riedel de Haén (Deisenhofen), Merck
(Darmstadt), Serva (Heidelberg), DUCHEFA (Haarlem, Niederlande), Biozym (Hessisch
Oldendorf), Roth (Karlsruhe) und BIOMOL (Hamburg) bezogen.

Es wurden Enzyme von Roche (Mannheim), Invitrogen/GIBCO (Karlsruhe), MBI-
Fermentas (St. Leon-Rot) New England Biolabs (Frankfurt am Main) und Biozym
(Hessisch Oldendorf) eingesetzt.

Komplexe organische Zuséitze fiir Medien stammten von den Firmen Difco Lab. (Detroit,
USA) und Sigma (Deisenhofen).

Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried), MWG Biotech (Ebersberg) und
Invitrogen/GIBCO (Karlsruhe) bezogen (Sequenzen befinden sich in Kapitel 9.1).
Radioisotope [a—32P]dCTP mit einer spezifischen Aktivitdt von 3000 Ci/mmol wurden
von Hartmann Analytics (Braunschweig) und Rontgenfilme von Kodak (Rochester,

USA) geliefert.

Molekularbiologische Standardmethoden

Soweit nicht anders vermerkt, wurden Standardprotokolle nach Sambrook et al. (1989)

und Sambrook und Russell (2000) durchgefiihrt.

Pflanzenmaterial

Grundlegend fiir diese Arbeit ist die Kartierungspopulation F1840 aus einer Kreuzung
der diploiden Kartoffellinien P18 (H82.337/49) und P40 (H80.696/4). Mit dieser
Population wurde eine genetische Karte des Kartoffelgenoms erstellt (Gebhardt et al.,
1991, Leister et al., 1996). Die Kartierungspopulation besteht aus 1100 F1 Pflanzen. P18
ist gegeniiber Globodera rostochiensis anfillig (suszeptibel) und P40 ist resistent. Das
resistenzvermittelnde dominante Grol Allel liegt in P40 heterozygot vor und segregiert

somit in der Kartierungspopulation F1840.
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Zur Herstellung der BAC- und Lambda-Bibliothek diente die diploide Kartoffellinie
P6/210. Sie ist ein F1-Hybrid aus einer Kreuzung der Linien P41 (H79.1506/1) und P40
(s.0.) und trdgt sowohl das dominante Grol Allel aus P40 als auch das dominante R/
Allel fiir rassenspezifische Resistenz gegen Phytophthora infestans aus P41. Sowohl P40
als auch P6/210 sind gegen alle fiinf Pathotypen von G. rostochiensis (Ro1-5) resistent.
Zur Kartierung wurde nur auf Rol getestet. Abbildung 2-1 zeigt die hochauflosende
genetische Karte um den Grol Locus, der die Resistenz gegen G. rostochiensis Pathotyp

Rol vermittelt (Ballvora et al., 1995).

AGPaseB(a) =g
s Suszeptible Rekombinanten:
S46, S66, S154, S221, S397, S539,
2.1 M Rekombinanten 8621, 5645, S824,
AcC . S877,S1188
zwischen Grol und <
AFLPI bzw. Resistente Rekombinanten:
AGPaseB(a) R162, R188, R201, R458, R461,
\ R720,R753, R1052, R1/48, R1/61
AFLP] =—p=—
0.8 cM ,
CP56 Suszeptible Rekombinanten:
OPR10 - Grol S182, S467, S701, S1089, S1182
v 0.6 cM Rekombinanten fomb
. . Resistente Rekombinanten:
zwischen Grol und
AFLP2 =—t=— AFLP2 b GP77 R559, R586, R622, R736,
GP77 0.3 cM w. R795, R878
1 4 _._ \

Abb.2-1: Rekombinanten um den Grol Locus auf Chromosom VII. Rekombinanten
stammen aus der Kreuzungspopulation P18xP40. CP: cDNA-Probe RFLP-Marker, GP:
Genomic-Probe RFLP-Marker, OPR: RAPD-Marker, AGPaseB(a): ADP-Glucose
Phosphorylase (Untereinheit A). CP56 und OPR107y) kosegregieren mit Grol.
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2.4

2.5

2.6

Nematodenzysten und Infektion der Kartoffelwurzeln

Zysten von Globodera rostochiensis Pathotyp Rol wurden freundlicherweise durch
Herrn Dr. Rumpenhorst von der Biologischen Bundesanstalt in Miinster zur Verfiigung
gestellt.

Kartoffelstecklinge wurden nach dreiwdchiger Anzucht in Topfe (GroBBe Nr. 8) mit %
Einheitserde, 2 Sand und 20 Rol Zysten iiberfiihrt. Sechs Wochen spiter wurde der
Versuch ausgewertet und die Wurzeln der infizierten Pflanzen auf Zysten im

Gelbstadium untersucht.

Bakterienstimme

DHI10B (Life Technologies, U.S.A.):  F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80d/acZAM15
AlacX74 deoR recAl endAl araD139 A(ara,
leu)7697 galU galK N\ rpsL nupG

LBA4404 (Life Technologies, U.S.A.): enthélt Ti-Plasmid pAL 4404, welches nur die
vir Gene und die ori Region tragt.

Selektion: 50 mg/l Rifampicin, 100 mg/l Strepto-
mycin.

COR 308 (Hamilton,1997): enthdlt Ti-Plasmid pMP90 und zusétzliche
Virulenzgenkopien auf dem Plasmid pCH32
(,,Supervirulenzstamm®).

Selektion: 25 mg/l Gentamicin, 5 mg/l Tetracyclin

Medien

YEB-Medium:  1g/l Bacto-Hefeextrakt, 5g/1 Bacto-Trypton, 5g/1 Saccharose,
5¢g/l Fleischextrakt, 2mM MgSO,, 15g/1 Agar, pH7

LB-Medium: 5g/1 Bacto-Hefeextrakt, 10g/l1 Bacto-Trypton, 10g/l1 NaCl, 15g/1 Agar,
pH 7
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2.7

2.8

BAC-Bibliothek
Die BAC-Bibliothek der diploiden Kartoftellinie P6/210 (Ballvora et al., 2002, in press,

Herstellungsprotokolle analog Meksem et al., 2000) wurde freundlicherweise von der
Lion Bioscience AG (Heidelberg) bereitgestellt. Dazu wurde hochmolekulare DNA
partiell mit HindIll verdaut und in den bindren T-DNA-Vektor pCLD04541 (Abb.2-2)
kloniert, der auch direkt fiir die Transformation von Pflanzen verwendet werden kann.
Die Bibliothek besteht aus 264 Mikrotiterplatten a 384 Klonen (Genetix, Oxford, UK),
also insgesamt etwa 100.000 Klonen. Die durchschnittliche Insertgrof3e betragt 70 kb. Da
die physikalische Linge des haploiden Kartoffelgenoms auf 1000 Mb geschétzt wird, ist
jede DNA Sequenz durchschnittlich dreimal in dieser Bibliothek reprisentiert. Gelagert
wurden die Klone in 2YT Medium (Sambrook et al., 1989) mit Gefrierpuffer (5.5 % w/v
Glycin, 7 mM (NH4)SO4, 1.5 mM Na-Citrat, 0.3 mM MgSO,, 13 mM KH;PO4, 27 mM
K;HPOy,).

Vektoren fiir die Pflanzentransformation

pCLD04541:

Apal (6591)
Xho! (6601)"
Sall (6609)
Clal (6615)"
Hindill (8620)*
EcoRl (6628)*
Pstl (6638)
Smal {6645}
BamHi (6650)*
Xbal (6658)
Sstl (6668)"

pCLD04541
polifi’l?ker

HI-K(1) RI-K{a121)

LB30g) p355 NPTl ocs3' RB(7182)

RI-k
(20000} 't-

pRK290
20Kb

Abb.2-2: Der pCLD04541(V41)-Vektor (Abbildung wurde Bancroft et al, 1997
entnommen). LB/RB : left/right T-DNA border, * : einzigartige Restriktionsschnittstelle,
NPT: Neomycin Phosphotransferase.
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2.9

Der pCLD04541-Vektor (Jones et al., 1992) ist ein Derivat des bakteriellen P1-Plasmids
(pRK290, 20 kb). Zusammen mit der T-DNA, welche in die EcoRI-Schnittstelle kloniert
wurde, hat der Vektor eine GroBe von 29.1 kb. Selektion auf diesen Vektor erfolgte in
DH10B mit 12.5 mg/l Tetracyclin und in LBA4404 mit 5mg/l Tetracyclin auf

Festmedium bzw. 2.5 mg/l in Fliissigkultur.

BIBAC2:

GUS-NPTII
Sall 18.6__

EcoRl18.4 BIBACZ

KanR 235 kh oriT
Hindlll 17.0

Abb.2-3: Physikalische Karte des BIBAC2-Vektors (Hamilton, 1997). BamHI- und NotI-
Restriktionsschnittstellen dienen zur Klonierung. KanR: Kanamycin-
resistenzgen, LB/RB left/right T-DNA border, GUS: [-Glucuronidase, HYG:
Hygromycin Phosphotransferase.

Selektiert wurde auf diesen Vektor in DH10B und COR308 mit 40 mg/l Kanamycin und
5% (w/v) Saccharose. Wenn das sacB Gen intakt ist, wirkt Saccharose toxisch. Das sacB
Gen stammt aus Bacillus amyloliquifaciens und codiert fiir eine Levansucrase. Bei der
Klonierung stellte sich heraus, daB3 die Expression dieses Gens in E. coli toxisch fiir das

Bakterium ist.

DNA-Sequenzierungen

Allgemein: DNA-Sequenzierungen wurden von der Service Gruppe Automatische DNS-
Isolierung und Sequenzierung (ADIS) am Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung
auf ABI Prism 377 und 3700 Sequenziergeridten von Applied Biosystems (Weiterstadt)
mittels der BigDye-Terminator Methode durchgefiihrt. Vorgefertigte Reaktionslosungen

wurden von Applied Biosystems und Primer von Metabion (Martinsried) bezogen.
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2.10

Gesamtsequenzierung des Inserts aus BAC 98P9: Die Subbibliothek von BAC 98P9
zur Gesamtsequenzierung wurde von der Firma GATC (Konstanz) hergestellt. Die
Fragmentierung des BAC-Klons wurde dort mechanisch vorgenommen und Fraktionen
von ca. 3 kb und > 5 kb in einen TOPO-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert.

Mit dem Qiagen (Hilden) Robot 9600 wurde in der ADIS Service Gruppe DNA von den
einzelnen Klonen pripariert und sequenziert. Die Assemblierung der Teilsequenzen
wurde von Prisca Viehhoefer (ADIS) mit dem Staden Package durchgefiihrt. Fiir das
Preprocessing wurde das Unterprogramm Pregap4 und fiir das Assembly Phrap aus dem

Unterprogramm Gap4 eingesetzt.

Sequenzanalyse und Datenbankrecherche

Analysen von DNA- und Protein-Sequenzen sowie deren Verwaltung wurde mit dem
GCG-Package fiir UNIX, Version 10 (Genetics Computer Group, Wisconsin, USA)
durchgefiihrt. Zur Datenbankrecherche wurden die EMBL Nucleotide Sequence
Database (http://www.ebi.ac.uk/), GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), DDBJ
(DNA Data Bank of Japan, http:/www.ddbj.nig.ac.jp/) und der Expasy-Server
(http://www.expasy.ch/) herangezogen. Die Analyse des komplett sequenzierten Inserts
von BAC 98P9 wurde mit der Lasergene Software Version 5 vorgenommen
(DNASTAR, Wisconsin, USA).

Primer-Annealingtemperaturen wurden nach Breslauer ef al. (1986) auf der Webseite
http://alces.med.umn.edu/rawtm.html berechnet.

Signalpeptidvorhersagen wurden mit dem Programm SignalP auf der Webseite
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP durchgefiihrt.

Transmembranregionen wurden mit den Programmen TMHMM Version 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) und SOSUI (http://sosui.proteome
.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html) vorhergesagt.

Multiple Proteinsequenz Alignments wurden mit MultAlin auf dem INRA Server
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)  durchgefiihrt. Dabei  wurden
Standardeinstellungen verwendet. Die Buchstabensymbole fiir hoch konservierte

Aminosduren sind rot und fiir schwach konservierte Aminosduren sind blau gefarbt.
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2.11

2.12

Symbole in der Konsenussequenz: ! fiir die Aminosduren I oder V; $ fiir L oder M; %
fiir F oder Y und # fiir die Aminosauren N, D, Q und E.
Sequenzmotive wurden auf dem ProfileScan Server (http://hits.isb-sib.ch/cgi-

bin/PFSCAN) vorhergesagt. Dabei werden PROSITE- und Pfam-Daten herangezogen.

Kompetente Zellen und Transformation

Kompetente E. coli Zellen DH10B wurden von Invitrogen/Life Technologies (USA)
bezogen und mittels Elektroporation mit einem Pulsgenerator (Gene Pulser, Biorad) nach
Herstellerangaben transformiert (200 Q, 1.7 kV, 25 pF).

Kompetente LBA4404 oder COR308 Agrobacterium Zellen wurden wie von McCormac

et al. (1998) beschrieben hergestellt und transformiert (Pulsgenerator s. o.).

DNA-Priparation

Priparation von genomischer DNA aus der Kartoffel: 0.3 — 0.4 g gefriergetrocknetes
Blattmaterial wurde unter Stickstoff gemorsert und in 20 ml Lysepuffer (100 mM Tris-
HCI, pH 9.5, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% (w/v) CTAB, 1% (w/v) Polyethylenglycol
6000 und 0.25% (v/v) B-Mercaptoethanol) aufgenommen und 20 min bei 75°C inkubiert.
Die Suspension wurde mit 1 vol Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) versetzt. Nach
der Phasentrennung durch Zentrifugation wurde die wiéssrige Phase mit 1 M HCI auf pH
7.0 titriert und mit 400 ug/ml DNase-freier RNase behandelt. Die Aufreinigung der DNA
erfolgte mittels Affinitdtschromatographie tiber Qiagen Tip 100 Séulen (Qiagen, Hilden)
nach dem Herstellerprotokoll.

Priparation von BAC-DNA (pCLD04541, BIBAC2): Es wurde das Qiagen (Hilden)
Plasmid Midi Kit benutzt und DNA bis auf folgende Modifikationen nach dem Handbuch
aufgereinigt: Es wurde eine 100 ml iiber-Nacht-Kultur fiir die DNA Préiparation
angesetzt. Das Bakterienpellet wurde mit 15 ml P1-, P2- und P3-Puffer resuspendiert,
lysiert und neutralisiert. Ausgefillte Komponenten wurden abzentrifugiert und der
Uberstand direkt, ohne Isopropanol-Fillung, iiber QIAfilter Midi Cartridges (Qiagen)
gefiltert und auf Qiagen-tip 100 Sdulen aufgetragen. Das DNA-Pellet wurde in 50 ul EB

Puffer resuspendiert.
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2.13

2.14

Priparation von high copy Plasmid-DNA, wie z.B. pGEM-T, wurde mit dem QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Maxipriparationen von Lambda-DNA wurden nach Sambrook ef al. (1989)
durchgefiihrt.

RNA-Priparation aus Kartoffel

Pflanzengewebe wurde mit dem Morser unter Stickstoff zermahlen. Gesamt-RNA fiir
RT-PCR Experimente wurde mit dem RNeasy Plant Mini Kit nach Herstellerangaben
isoliert. Zusétzlich wurde nach dem Waschen der Sdulen mit RW1-Puffer ein DNase-
Verdau mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen) wie im mitgelieferten Protokoll
beschrieben auf den Séulen zwischengeschaltet. Fiir die Aufreinigung von RNA aus den
stark stirkehaltigen Knollen und Stolonen wurde das unter Stickstoff zermorserte
Gewebe zundchst im Concert Cytoplasmic RNA Reagent (Invitrogen, Karlsruhe)
aufgenommen und nach Herstellerangaben weiterbehandelt. Die ausgefillte RNA wurde
dann wie oben beschrieben nach Resuspension mit RLT-Puffer iiber Qiagen Sdulen

aufgereinigt.

RFLP — Analyse mit der S#332-Sonde

Tagl-Verdau genomischer DNA, elektrophoretische Auftrennung auf einem
denaturierenden Polyacrylamidgel (4% w/v), Elektroblotting auf Nylonmembranen
(Biodyne B, Pall, Irland) und Hybridisierung wurden, wie in Gebhardt et al. (1989)
beschrieben, durchgefiihrt. Zur Signaldetektion wurden Phosphorscreens eingesetzt.
Visualisierung und Dokumentation erfolgte mit dem Storm 860 Phosphor-Imager
(Amersham Pharmacia, Freiburg).

Radioaktive Markierung der DNA-Sonden fiir RFLP: 100 ng der Sonden-DNA wurden
mit 30 pCi [a-*P]dCTP wie bei Feinberg und Vogelstein (1983, 1984) in einem
Gesamtvolumen von 20 pl mittels Random Priming markiert und die markierte Sonde
mit dem Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Das PCR-Produkt zur Herstellung der St332-Sonde wurde mit den Primern 332/334s und
332/334as von der klonierten St332-Sequenz (GenBank Accession U60080) generiert.
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2.15

2.16

2.17

Kartoffeltransformation via Agrobacterium

Zurechtgeschnittene Blattstiicke von S. tuberosum cv. Désirée wurden in MS-Medium
(Murashige und Skoog, 1962) wie beschrieben (Rocha-Sosa et al., 1998) entweder mit
dem Agrobacterium Stamm [LBA4404 oder dem Stamm COR308 transformiert.
Regeneration transgener Kalli erfolgte auf Medium mit 50 mg/l Kanamycin und 250 mg/1

Claforan.

Kartoffeltransformation via Genkanone (Particle Bombardment)

Die Transformation ganzer Blétter von S. tuberosum cv. Désirée wurde an der
Genkanone Biolistic PDS-1000/He (BIO-RAD, USA) nach Wan und Lemaux (1994)
vorgenommen. Hierzu wurden Goldpartikel (Heraeus, Schweiz) mit einer Gréf3e von 0.4-
1.2 ym mit 1 pg DNA ummantelt (nach Daines, 1990) und unter einem Druck von 1100
p.s.i. im Vakuum (27 inch Hg) auf die Kartoffelbldtter geschossen. Transgene Kalli

wurden auf MS-Medium (s.0.) mit 50 mg/l Kanamycin regeneriert.

Standard-PCR

PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 pl mit dem T3 Thermocycler
(Biometra, Gottingen) oder dem PTC-225 Tetrad (MJ Research, Waltham, MA, USA)
durchgefiihrt. Zutaten pro 25 pul Ansatz mit Stammkonzentrationen der
Ausgangslosungen: 0.25 pl BSA (100x), 0.1 pl Primer A (100 pmol/ pl), 0.1 pl Primer B
(100 pmol/ pl), 0.1 pul Tag-DNA-Polymerase (5U/ ul), 0.7 ul MgCl, (50 mM), 0.5 ul
DMSO, 0.5 pul dNTPs (10mM), 2.5 ul Puffer (10x), 1 pl DNA-Probe (Kolonie oder
DNA-L6sung) und 19.25 ul dH,O.

DNA-Amplifikationsprogramm:

m 1 Zyklus 94°C, 4 min
m 40 Zyklen 92°C, 1 min 58°C*, 1 min 72°C, X min
m 1 Zyklus 72°C, 10 min

X: pro kb zu amplifizierender Sequenz wurde 1 min fiir die Polymerisation
berechnet. *Fiir die Kolonie-PCR wurde die Annealingtemperatur auf 55°C

herabgesetzt.
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2.18

2.19

cDNA-Synthese, RACE- und RT-PCR

1 ng Gesamt-RNA wurde jeweils flir die Erststrangsynthese eingesetzt. Fiir 3°’~-RACE und
RT-PCR Experimente wurde die Erststrangsynthese mit dem SMART RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech, Heidelberg) durchgefiihrt.

Die RT-PCR wurde mit der Advantage 2 Polymerase von Clontech nach dem Protokoll,
das dem SMART RACE cDNA Amplification Kit beigefiigt ist, durchgefiihrt. Die
genspezifischen Primer wurden so gewihlt, daB3 sie mindestens eine Annealingtemperatur
von 68°C hatten. Folgendes Programm wurde fiir die RT-PCR mit dem GeneAmp PCR
System 9700 Thermocycler (Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim) ausgefiihrt:

m 5 Zyklen 94°C, 5 s 72°C, X min
m 5 Zyklen 94°C, 5 s 70°C, 10 s 72°C, X min
m 25 Zyklen 94°C, 5 s 68°C, 10 s 72°C, X min

X: pro kb zu amplifizierender Sequenz wurde 1 min fiir die Polymerisation

berechnet.

Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden entweder direkt mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt, oder iiber ein Agarosegel aufgetrennt und mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Zur Klonierung wurde das pGEM-T-Vektor
System (Promega, Madison, USA) nach Herstellerangaben eingesetzt. Selektion der
transformierten DH10B Zellen erfolgte mit 100 mg/l Ampicillin.

Sequenzierung erfolgte entweder direkt von den gereinigten PCR-Produkten oder nach

der Klonierung.
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2.20 Screening der BAC-Bibliothek und Herstellung der Kontigs in der Grol
Region

Screening der BAC-Bibliothek durch Hybridisierung: Bakterien der Klone aus den
Mikrotiterplatten wurden mit dem BioGRID Roboter (Oxford, UK) auf Hybond-NX
Membranen (Amersham Pharmacia, UK) iibertragen. Die Bakterien-Proben wurden in
einem dichten 5x5 Muster auf den Membranen abgelegt (Macroarray). Zur genauen

Identifikation wurde jede Bakterien-Probe zweimal abgelegt (Abb.2-3).

Spottingpattern 5x5 double (BioGrid MPI)
1 2 3
% [ [ ] [ 18
. )
4 5 6
[ ]
[ 28
[ J ® ®
7 8 9
[ ] [ ] [ ]
22cm {
[ ] [ ] [ ]
FIELD & FIELD §
10 n 12
§
FIELD 4 FIELD 3
3 [ ( [ ] [ ]
a [ ] [ ]
" b FIELD 2 FIELD 1

Abb.2-3: Die Nylonmembran hat eine Grofle von 22.5 x 22.5 cm. Wird sie mit einer
Dioxygenin-markierten DNA-Sonde hybridisiert, erscheinen positive Klone nach der
Filmentwicklung als Doppelpunkte (a). In jedes Feld der Membran (b) konnen zwdlf
Mikrotiterplatten gespottet werden. Jeder Klon wird in einem bestimmten Winkel
zweimal gespottet, so dal die Klone aus gleichen Postionen der zwolf verschiedenen
Mikrotiter-Platten im 5x5 Spotting-Muster (c) voneinander zu unterscheiden sind.

Nach dem Spotten wurden die Membranen auf LB-Medium bei 37°C 15 h inkubiert und
die DNA nach alkalischer Lyse wie fiir die Standard-Koloniehybridisierung beschrieben
(Sambrook et al., 1989) auf den Membranen fixiert. Die Herstellung der Sonden unter
Verwendung von Dioxigenin mittles PCR und die Hybridisierung der Membranen
erfolgte mit dem PCR ELISA DIG-Labeling, DIG-Detection System (Roche, Mannheim)

nach Herstellerangaben. Zur Visualisierung wurden Rontgenfilme der Firma Kodak
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(USA) eingesetzt. Von den positiven Klonen aus der Hybridisierung mit der St332-
Sonde wurde DNA isoliert und iiber RFLP-Analyse (7agl-Verdau) bestimmt, welche
Taql-Fragmente in den einzelnen BAC-Klonen enthalten waren. Zur Assemblierung der
Teilkontigs wurden BAC-Klone ansequenziert, Primer zu den Endsequenzen abgeleitet
und durch Standard-PCR {iberpriift, mit welchen weiteren bereits gescreenten Klonen
dieser BAC-Klon iiberlappt. Uberlappung wurde durch Sequenzierung der PCR-Produkte
und Sequenzidentitit festgestellt. Fiir das Chromosome Walking, ausgehend von den mit
der S£332-Sonde isolierten und in Teilkontigs angeordneten BACs, wurden Dioxigenin-
markierte PCR-Produkte mit Primern zu den distalen Enden der Kontigs hergestellt und
als Sonde fiir die Hybridisierung der Bibliothek wie oben beschrieben eingesetzt. Mit den
Sonden-Primern wurden PCR-Produkte (Kolonie PCR) von den positiven Klonen
generiert und sequenziert. Bei Sequenzidentitit wurde DNA des entsprechenden BAC-
Klons isoliert und die Enden ansequenziert. Durch PCR mit den Primern zu den neu
sequenzierten Enden und Sequenzierung der PCR-Produkte (umgekehrt wurden auch die
Primerkombinationen der anderen Konti-BACs auf dem neuisolierten BAC getestet und
Produkte sequenziert) wurde die Lage des Klons im Kontig genau bestimmt und das
freistehende Ende fiir die Isolierung weiterer Klone aus der Bibliothek eingesetzt.
Screening der BAC-Bibliothek durch PCR: Da einige Sonden repetitiv sind, und zu
viele Klone mit dieser Sonde hybridisierten, als daB sie noch effektiv weiteruntersucht
werden konnten, wurden alle Klone aus jeweils drei Mikrotiterplatten gepoolt und aus
diesem Klon-Gemisch DNA isoliert. Insgesamt war die Bibliothek damit in 88 BAC-
Pools reprisentiert. Diese Pools wurden mittels PCR mit spezifischen Primern untersucht
und PCR-Produkte aus positiven Pools sequenziert. Bei Sequenzidentitit wurden die
Klone der entsprechenden Mikrotiterplatten wie oben gespottet und durch Hybridisierung
der positive Klon identifiziert.

Bestimmung von [Insertgrofien: Aus der Bibliothek isolierte BAC-Klone, BAC-
Subklone und Lambda-Klone wurden mit Notl geschnitten und der Verdau zur
Groflenbestimmung der Inserts wie unter 2.21 beschrieben durch Pulsfeldgelelektro-
phorese aufgetrennt. In den Lambda-Klonen schneidet Notl direkt neben dem Insert. Das

Insert aus dem pCLD04541-Vektor enthidlt hingegen noch etwa 5 kb Vektorsequenz.
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2.21

Subklonierung von Genen zur Sequenzierung und fiir die
Pflanzentransformation / Bestimmung von Insertgrofien.

Subklonierung in den pCLD04541-Vektor: 500 ng BAC-DNA wurden mit 0.2, 0.6, 1,
1.4,1.8 und 2.2 U Tsp5091 5 min bei 65°C partiell verdaut und nach Gréfe aufgetrennt.
Bei Subklonierung von Fragmenten bis zu 12 kb erfolgte die Auftrennung durch
Standard-Gelelektrophorese in 0.8 % Low Melting Point Agarose (Sea Plaque GTG
Agarose, Bioproducts, Rockland, Maine, USA). Bei Subklonierung von grof3eren
Fragmenten wurde der Verdau auf ein 1%iges Low Melting Point Agarose-Gel
aufgetragen und mit dem CHEF-DR III Pulsfeldgelelektrophorese-System (BIO-RAD
Laboratories, Hercules, USA) aufgetrennt. Bedingungen: 5 s initial time, 15 s final time,
24 h runtime, 6 Volts per cm, 120° included angle. Die gewiinschten DNA-Fragmente
wurden mit dem GELase System (Epicentre Technologies, Madison, USA) aus dem Gel
isoliert und in den pCLD04541-Vektor, der zuvor mit EcoRI linearisiert und mit Shrimp
Alkaliner Phosphatase (Roche, Mannheim) dephosophoryliert worden war, ligiert (nach
Standardprotokollen)

Die Subklonierung des Gens mit Taql-Fragment 2 erfolgte durch vollstindigen Verdau
von BAC-DNA mit BamHI nach Standardprotokoll. Auftrennung der Fragmente erfolgte
wie oben iiber Pulsfeldgelelektrophorese. Das entsprechende Fragment wurde in den
BamHI linearisierten und dephosphorylierten pCLD04541-Vektor ligiert.

Subklonierung aus Lambda-Klonen erfolgte durch vollstindigen Verdau der Lambda-
DNA mit NofI und Ligation der genomischen DNA aus Kartoffel in den BIBAC2-Vektor
(Vektor wurde zuvor mit Notl geschnitten und dephosphoryliert).

Selektion von positiven Klonen: Ligationsansitze wurden in E.coli DH10B Zellen
transformiert und BAC-DNA nach dem Colony Lifting (Standardprotokoll) auf Hybond-
N+ Membranen (Amersham Pharmacia, UK) fixiert. Positive Klone wurden durch
Hybridisierung mit radioaktiv markierten PCR-Produkten detektiert. Fiir die Sonde zur
Isolierung von Klonen mit Homologen der St332/334-Genfamilie wurde das S7332 PCR-
Produkt mit den Primern 332/334s und 332/334as von der klonierten S$7332 Sequenz
(GenBank Accession U60080) generiert. Im Falle der Rezeptor-dhnlichen Kinase StRLK1
wurde das zu markierende PCR-Produkt mit den Primern 98T7f und 98T7r von BAC
25J5 generiert (Markierung der Sonden und Hybridisierung s. 2.14). Positive
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pCLD04541-Subklone mit Fragmenten aus dem partiellen Verdau mit Tsp5091 wurden
durch Kolonie-PCR auf die Lage des Gens untersucht. In der PCR wurden jeweils der T3
oder der T7 Primer (aus der Vektorsequenz, auf beiden Seiten direkt neben dem Insert) in
Kombination mit einem der Primer 332/334s, 332/334as bzw. 98T7f und 98T7r zur
Amplifikation eingesetzt. Mit einer Polymerisationszeit von 2 min und 30 sec konnten
Produkte von bis zu 4 kb synthetisiert werden. Von ausgesuchten Klonen wurde DNA
préapariert. Zur weiteren Untersuchung wurde DNA des Subklons und DNA des Klons,
von dem das subklonierte Fragment urspriinglich stammte, mit verschiedenen 6-Cuttern
geschnitten und die Fragment-Leitern verglichen.

Insertgroflen wurden wie unter 2.20 beschrieben bestimmt. Die Sequenz aller Subklone
wurde durch Primer Walking und im Falle der Gene mit den 7agl-Fragmenten 2, 5 und

11 durch Gesamtsequenzierung von BAC98P9 ermittelt.
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3.1

Ergebnisse

Identifizierung und Charakterisierung von BAC- und Lambda-Klonen,
die mit dem Kklonierten, NBS-kodierenden PCR-Produkt S7332
hybridisieren.

Die PCR-Produkte Sr332 und S£334 aus der Kartoffel sind untereinander auf
Nukleotidebene 95% indentisch und kodieren, wie andere bereits charakterisierte
Resistenzgene eine NBS(Nucleotide Binding Site)-Doméne (Leister et al., 1996). Wird
genomische DNA der Kartoffellinien P40, P18, P41 und P6/210 mit dem
Restriktionsenzym 7agql verdaut und mit radioaktiv markiertem St332 PCR-Produkt als
Sonde hybridisiert, so 14Bt sich eine Genfamilie mit einem Bandenmuster von 18
Fragmenten unterschiedlicher Gro3e detektieren (Abb.3-1, S332/334-Genfamilie). Die
meisten dieser Fragmente kosegregieren mit der Resistenz gegen Globodera
rostochiensis Pathotyp Rol und kartieren auf Chromosom VII (Leister et al., 1996). Gene
der Sr332/334-Genfamilie sind aufgrund von homologen Datenbanksequenzen, die in
threr Funktion bereits charakterisiert sind, mdgliche Kandidaten fiir das Grol
Resistenzgen.  Zur  Charakterisierung  dieser Gene und  anschliefenden
Komplementationsanalyse wurden in dieser Arbeit genomische BAC-Klone isoliert, die
mit der S£332-Sonde hybridisieren. Die S7332/334-Genfamilie mufl aber nicht
notwendigerweise das Resistenzgen beinhalten. Die isolierten BAC-Klone dienen daher
auch als Landungspunkt (Chromosome Landing) fir die Erstellung eins Kontigs iiber die
ganze Grol Region.

Zur Klonierung des Grol Resistenzgens wurde aus der Linie P6/210 von Dr. Cristina
Menéndez bereits eine Lambda-Bibliothek (Lambda-DASH-II-Vektor, Stratagene,
genomische DNA partiell mit Mbol verdaut) hergestellt und mit der Sz332-Sonde
hybridisiert. Die BAC-Bibliothek aus P6/210 wurde in dieser Arbeit mit der St332-Sonde
hybridisiert. Von den positiven Lambda- und BAC-Klonen, sowie von der Kartoffellinie
P6/210 wurde DNA isoliert, mit dem Restriktionsenzym Tagl verdaut und auf einem
4%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch Southern-Gel-Blot-Analyse mit der Sz332-
Sonde (Abb.3-2) konnten die hybridisierenden Fragmente der einzelnen Subklone
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SRR Abb.3-1:  Southern-Gel-Blot-Analyse. T7Tagql-
2 E i g verdaute genomische DNA aus verschiedenen
s _ ¢ 5 § § é Kartoffell}nlen nach Hybrldlslerung mit der S332-
sx=9% % g g g ggo Sonde. Die Grol Kartlerunggpopulatlon el}tstand
- - ) aus der Kreuzung P18 (anfdllig) x P40 (resistent).
Aus der Kartierungspopulation ist die resistente
Rekombinante R458 die einzige, die ein
1 iy Rekombinationsereignis im St332/334-Gencluster
32:E e i Y BT, e enthdlt, und der folglich einige hybridisierende
s 8 e s Tagl-Restriktionsfragmente fehlen. Désirée ist
6—> - ' eine anfillige Kartoffellinie und wird zur
. 2 - Komplementationsanalyse eingesetzt. Es wird
Sh—> L angenommen, dal die Grol Resistenzregion aus
9—> N der Wildform Solanum spegazzinii eingekreuzt
p—— i 45' “ﬁ worden ist. Vier Linien dieser Wildform sind
12— gezeigt, S. spegazzinii 12 und 87 scheinen
i % - identisch zu sein. Im Bereich der Tagl-Fragmente
g o 6 bis 9 sind Doppelbanden-Artefakte zu erkennen.
Abb.3-1 und Abb.3-2 entstammen dem selben
14— 40— " RFLP-Gel mit gleichen Laufbedingungen. In
et Abb.3-2 sind bei P6/210 diese Doppelbanden-
Artefakte nicht vorhanden und konnen zum
:2:: R Vergleich herangezogen werden. Es sind nur die
: o Taql-Fragmente nummeriert, die zur Kartierung
- der Grol Region und zur Klonierung des Grol
Resistenzgens von Bedeutung sind.
17 S e
18 - :
1 3 (4 (5|6 |7 |8 |8 |9 10|11 |12|12b]13 |14 |15|16 |17 18
P40 | - |+ |+ |+ |+ |+ |-+ |+-|+|+]|-]-]-|+]-[+]-]-
P18 |+ |- |+ |- |-|-1+|-|-|+/[+/[+|[+]|-|+]-]+]|+]|+]+
P41 + |+ |+ |+ |-|-|+|-|-|+[+|+|[+ |+ ]|+ ]|+]+]|+
P6/210 | + |+ |+ [+ + |+ -+ ]+ |+ [+ ]+ |-|+]+]+]|+]|-]-
R458 | - [+ | - [+ I I T T S i SO B I I IS I (T
Désirée [(H | - |+ |- |- |- |+ ]2 |+ + |+ |-+ ] -|+]|+]|+]|+
Speg.12 | - [+ [ - [+ | - -l - - + - -1-+]-1+|+]+
Speg.14 | - [ - [+ [ - |+ -+ - - -] - - I O B
Speg.5 | - [+ (- (- {-|-|-(-}[-|-1-/-1-|/-|+|-|+*]|+]|-]-

Tab.3-1: Tabellarische Zusammenfassung aus Abb.3-1. Bei Uneindeutigkeit wurden

frithere Gele herangezogen.
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Abb.3-2: Southern-Gel-Blot-Analyse: Tagl-verdaute DNA der Linie P6/210 und der
BAC- und Lambda-Klone nach der Hybridisierung mit der S7332-Sonde. Die
Subklone enthalten ein bis drei Mitglieder der St332/334-Genfamilie. Allgemein laufen
die Tagl-Restriktionsfragmente der genomischen Subklone etwas langsamer im Gel als
die entsprechenden Tagl-Restriktionsfragmente der genomischen DNA der Linie P6/210.

den Tagl-Restriktionsfragmenten aus der Linie P6/210 zugeordnet werden (Tab.3-2).
In die RFLP-Analyse wurden auch verschiedene Solanum spegazzinii Linien einbezogen
(Abb.3-1, Tab.3-1), da angenommen wird, daBl die eingekreuzte Grol Region auf
Chromosom VII urspriinglich aus dieser Wildkartoftelart stammt (Ross, 1962).
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3.2

genomisches P6/210 P40 enthalten enthalten
Taql-Fragment resistent resistent in Lambda- in BAC-
# (P41 x P40) Klon # Klon #
1 + — 79,94 107K18
2 + y 74,48°| 60B11, 7805, 98P9,
260K12, 261J14
3 + + 10,110 10N22, 341.19,
70K20, 81L.19
4 + + —| 26N18, 60L16, 73NS
5 + + 65,113 |60B11, 98P9, 260K12
6 + S - 49J20, 115B4
7 + — - 341.19, 53021
8 + + 36 62C17, 71017,
78M21, 119F19,
9 + — _ _
10 + + 107 107K18
11 S + 75, 101 7805, 98P9,
261J14
12 + — 33 —
13 + — 50 4206, 87D4, 254K3,
14 S I 98 26N18, 25J5
15 + — 16 22K21, 248H17
16 + + - 106C14

Tabelle 3-2: Tabellarische Zusammenfassung der Screening Ergebnisse mit der
8$7332-Sonde. Durch die Farbkodierung werden Klone hervorgehoben, die mehr als nur
ein markiertes 7agl-Restriktionsfragment enthalten. Grau unterlegt sind die Fragmente,
welche von der Linie P40 abstammen und mit Grol kosegregieren (zur Kartierung s.
Leister et al., 1996 und Kap.3.2). : diese Tagl-Restriktionsfragmente sind Lambda-
spezifisch, da die Klonierungsschnittstelle innerhalb des 7agl-Fragments liegt.

Kartierung der 7Taql-Restriktionsfragmente 8 und 16

Taql-Fragment 8 segregiert mit Grol, Fragment 16 kartiert auf Chromosom IV:
Zwei der Tagl-Restriktionsfragmente aus der Kartoffellinie P6/210, die vom resistenten,
maénnlichen Elter P40 abstammen, konnten noch nicht kartiert werden. Es handelt sich

um die 7agl-Fragmente 8 und 16. Sie liegen in der Linie P40 homozygot vor und
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segregieren in der F1-Kartierungspopulation P18xP40 (Gebhardt et al., 1991, Leister et
al., 1996) nicht. Zur Kartierung dieser Fragmente wurden die Inserts von Lambda 36
(Taql-Fragment 8) und BAC 106C14 (Tagl-Fragment 16) vom T3- und T7-Ende des
Vektors her ansequenziert. Von diesen Sequenzen wurden Primer abgeleitet und PCR-

Produkte generiert. Da die Primer allelspezifisch sind, spricht man hier speziell von

NEB 100bp Leiter

- e - = ) = e

Abb.3-3: ASO-Marker zum T3-Ende des Inserts von Lambda 36. Das PCR-Produkt
(Primer: 36T3f, 36T3r) ist physikalisch mit dem Tagl-Restriktionsfragment 8 auf
Lambda 36 gekoppelt und segregiert mit den resistenten Rekombinanten (R162 bis R795)
bzw. fehlt in den suszeptiblen Rekombinanten (S46 bis S1182) der Kartierungspopulation
P18xP40. Das PCR-Produkt fehlt auch in der resistenten Rekombinanten R458, die als
einzige im St332/334-Gencluster der Grol Region rekombinant ist und auch das Tagl-
Fragment 8 nicht enthélt (siehe auch Abb.3-1).

einem ASO Marker (ASO: Allele Specific Oligonucleotide). Abbildung 3-3 zeigt, dal3 der
ASO-Marker zum T3-Ende von Lambda 36 und somit auch das Tagl-Fragment 8 aus
Lambda 36 mit dem Grol Locus  kosegregieren. Er ist in allen resistenten
Rekombinanten um den Grol Locus (auBBer R458, Erkldrung siehe Abbildung) vorhanden
und ist in den suszeptiblen Rekombinanten um den Grol Locus abwesend. Obige
Segregation wird beobachtet, weil der Marker im suszeptiblen Elter P18 der

Kartierungspopulation P18xP40 nicht vorhanden ist und im resistenten Elter P40
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heterozygot vorliegt. Die Lambda-Bibliothek wurde aus der Linie P6/210 hergestellt.
Somit enthélt auch P6/210 den Marker. Obwohl P41 das Tagl-Fragment 8 nicht enthélt
(Abb.3-1), ist der Marker doch vorhanden. Die Kartoffelsorte Désirée ist gegeniiber
Globodera rostochiensis suszeptibel und dient zur Grol-Komplementationsanalyse. Sie
enthdlt den ASO-Marker nicht.

Zum T7-Ende von BAC 106C14 konnte ein CAPS-Marker entwickelt werden (CAPS:
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence). Das PCR-Produkt konnte von allen
untersuchten Genotypen generiert werden (Abb.3-4). Das Restriktionsenzym Alul
schneidet eimal im 600 bp langen Produkt von BAC 106C14 (Abb.3-5). Es entstehen
zwei Fragmente von 450 bp und 150 bp Lédnge. Das 450bp Fragment kommt im
resistenten Elter P40 vor und fehlt im anfilligen Elter P18 der Kartierungspopulation
P18xP40. Dieses Fragment segregiert unter den resistenten und suszeptiblen
Rekombinanten der Kartierungspopulation uneinheitlich, ist also nicht mit Grol
gekoppelt. Weitere 93 Pflanzen der Kartierungspopulation P18xP40 wurden auf den
CAPS-Marker zum T7-Ende von BAC 106C14 untersucht. Durch Kopplungsanalyse mit
der vorhandenen RFLP-Karte wurde das T7-Ende von BAC 106C14 auf Chromosom IV
zwischen die Marker GP180(a) und GP511 (Marker siehe Leister et al., 1996) kartiert.
Auch das Tagl-Fragment 16 liegt somit auf Chromosom IV und scheidet als Kandidat fiir

das Grol Resistenzgen aus.

NEB 100 bp
Leiter
BAC106C14
P 6/210
R 559
R 586
R 622
R 736
R 795
R 878
R458
P18
P 40
S 182
S 467
S 701
S 1089
S 1182
P 41
Désiré
— Kontrolle

600 bp —»>

Abbildung 3-4: Das PCR-Produkt (~600bp) zum T7-Ende des Inserts von BAC
106C14 (Primer: 106C14T7f, 106C14T7r) laBt sich von allen genomischen DNA-
Priparationen generieren. Vor dem Restriktionsverdau ist noch keine Segregation zu
erkennen.
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BAC106C14 ungeschnitten
BAC106C14 geschnitten

NEB 100 bp

Abb.3-5: Mit dem Restriktionsenzym A/ul verdaute PCR-Produkte aus Abb.3-4.
Das grofite Fragment des Fingerprints nach dem Verdau segregiert. Das Fragment ist
allerdings nicht mit Grol gekoppelt, da zwei resistente Rekombinanten (R559, R 878)
das Fragment nicht enthalten und drei suszeptible Rekombinanten um den Grol Locus
(S701, S1089, S1182) das Fragment besitzen.

Da es moglich ist, daB3 in der Bibliothek chimidre BAC-Klone vorhanden sind, wurde
auch ein Marker zum T3-Ende von BAC 106C14 entwickelt.

PCR-Produkte unterschiedlicher GroBe wurden mit Primern zum T3-Ende von BAC
106C14 generiert (Abb.3-6). Das grofite Produkt ist etwa 1.6 kb lang (DFLP: Different
Fragment Lenght Polymorphism) und segregiert, da es in P18 nicht vorkommt und in P40
heterozygot vorliegt. Wie schon der CAPS-Marker zum T7-Ende von BAC 106C14, so
segregiert auch dieser DFLP-Marker nicht mit Grol und ist sowohl in einigen
suszeptiblen (S701, S1089, S1182) als auch resistenten Rekombinanten (R162, R201,
R736, R458) vorhanden. Auch mit diesem Marker wurden 93 Pflanzen der
Kartierungspopulation P18xP40 untersucht. Das Ergebnis deckt sich mit der Kartierung
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Kontrolle

NEB 100 bp Leiter

Abb.3-6: DFLP-Marker zum T3-Ende von BAC 106C14 (Primer: 106C14T3f,
106C14T3S2r). Das lingste PCR-Fragment segregiert und ist nicht mit Grol gekoppelt.

des T7-Endes. Das Tagl-Fragment 16 ist durch beide Marker flankiert und kartiert somit
auf Chromosom IV zwischen die Marker GP180(a) und GP511.

Nach Ausschluf3 des Tagl-Fragments 16 durch Kartierung, der Tagl-Fragmente 1, 7, 9,
12, 12b, 13, 15 und 17 durch Fehlen im resistenten Elter P40 und der Tagl-Fragmente 8b
und 10, die in der allelischen nicht resistenzvermittelden Region in P40 liegen, kommen
noch acht Tagl-Fragmente (2, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 14) als Kandidaten fiir das Grol
Resistenzgen in Frage (ohne Beriicksichtigung der resistenten Rekombinante R458, die
im St332/334-Gencluster rekombinant ist).

Einige der acht Fragmente aus P6/210 konnen sowohl von P40 als auch von P41
stammen. Jedoch ist nur von den Tagl-Fragmenten aus P40 durch die
Kartierungspopulation P18xP40 bekannt, da sie mit der Resistenz gegen G.
rostochiensis segregieren. Im folgenden Kapitel werden alle acht Fragmente aus den

entsprechenden Subklonen eindeutig zugeordnet.
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3.3

Zuordnung der Tagl-Restriktionsfragmente 2, 3, 4, (10), 11 und 14 zu
P40 oder P41.

Das Gen mit Taql-Restriktionsfragment 2 aus der Linie P6/210 stammt von P40:
Aus dem Sequenzvergleich von verschiedenen vollstindig sequenzierten Genen, die
jeweils eines der Tagl-Restriktionsfragmente enthalten (siehe Kapitel 9.2), wurden
Primer abgeleitet, die spezifisch flir das Gen mit Tagl-Fragment 2 sind. Obwohl beide
Kartoffellinien das Tagl-Fragment 2 besitzen, kann mit diesen Primern DNA von P40,
aber nicht von P41 amplifiziert werden (Abb.3-7). Alle getesteten Subklone sind positiv
(auch 261J14, nicht gezeigt; Lambda 74 enthdlt zwar das Tagl-Fragment 2, das Gen ist

aber am Lambda-Ende abgeschnitten und enthélt nur eine Primerbindungsstelle).

INEB 100bp Leiter

Abb.3-7: ASO-Marker zu Gen mit Tagl-Restriktionsfragment 2.
PCR mit den genspezifischen Primern Frag2 P40spezf und Frag2 P40spezr.

P6/210 besitzt zwei Kopien des Gens mit 7Taql-Restriktionsfragment 3. Eine Kopie
stammt von der Linie P40, die andere von P41: Die Zuordnung des Tagl-Fragments 3
gelang mit Primern, die von den Endsequenzen der Lambda-Klone 10 und 110 abgeleitet
wurden. Die genomischen Inserts von Lambda 10, BAC 10N22 und BAC 70K20
stammen von P40 (Abb.3-8). Lambda 110, BAC 34L.19 und BAC 81L19 stammen von
P41 (Abb.3-9).
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INEB kb Leiter

Abb.3-8: ASO-Marker, der mit Taql-Restriktionsfragment 3 aus Lambda 10
gekoppelt ist. Primer: 10T3f, 10T3S2r.

NEB 100bp Leiter

Abb.3-9: ASO-Marker, der mit 7aql-Restriktionsfragment 3 aus Lambda 110
gekoppelt ist. Primer: 110T7f, 110T7r.

Die Gene mit den Tagl-Restriktionsfragmenten 4 und 14 in P6/210 stammen von
P40: BAC 25J25 enthélt Tagl-Fragment 14. Vom T3-Ende dieses BAC-Klons wurden
die Primer 25]5revf und 25J5revS2r abgeleitet, die ein Fragment von etwa 1.6 kb
amplifizieren. Der Sequenzvergleich (Abb.3-10) der PCR-Produkte, die von den
genomischen Subklonen und den Kartoffellinien P40, P41 und P6/210 generiert und mit
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dem Primer 25J5revt sequenziert wurden, zeigt, da3 die /nserts in BAC 25J5 und BAC
26N18 von P40 stammen.

1 50
BAC 25J5 25J5revf TTCAAAGAAC CCACAACCCC CATAGAACCA TGTTAGCCAC CATGGGTAGA
BAC 26N18 25J5revf TTCAAAGAAC CCACAACCCC CATAGAACCA TGTTAGCCAC CATGGGTAGA
P40 25J5revf TTCAAAGAAC CCACAACCCC CATAGAACCA TGTTAGCCAC CATGGGTAGA
P41 25J5revE TTCAAAGAAC CCACAGCCCC CATAGAACCA TGTTAGCCAC CATGGGTAGA
P6/210 25J5revf TTCAAAGAAC CCACAACCCC CATAGAACCA TGTTAGCCAC CATGGGTAGA

51 100
BAC 25J5 25J5revf AAAGGATCAT ACTTTTTAGA TGAATCCTTT TCAAATTAGA CTAGTGGATC
BAC 26N18 25J5revf AAAGGATCAT ACTTTTTAGA TGAATCCTTT TCAAATTAGA CTAGTGGATC
P40 25J5revE AAAGGATCAT ACTTTTTAGA TGAATCCTTT TCAAATTAGA CTAGTGGATC
P41 25J5revEf AAAGGATCAT ACTTTTTAGA TGAATCCTTT TCAGATTAGA CTAGTGGATC
P6/210 25J5revEf AAAGGATCAT ACTTTTTAGA TGAATCCTTT TCAAATTAGA CTAGTGGATC

Abb. 3-10: Teilsequenz der PCR-Produkte, die mit Primern zum T3-Ende von BAC
BAC 25J5 generiert wurden. An den rot gefarbten Positionen unterscheiden sich die
Sequenzen von P40 und P41. Die Sequenzen der PCR-Produkte von P40, BAC 25J5 und
BAC 26N18 sind identisch. BAC 26N18 enthélt neben Tagl-Fragment 14 auch das Taql-
Fragment 4. PCR-Primer: 25)5revf, 25J5revS2r.

Das Gen mit 7Taql-Restriktionsfragment 10 stammt von der Linie P41: Wie im Falle
des Tagl-Restriktionsfragments 2 konnten auch fiir die Gene mit den 7agl-Fragmenten
10 und 11 spezifische Primer aus dem Sequenzvergleich aller sequenzierten Mitglieder
der St332/334-Genfamilie abgeleitet werden (Kapitel 9.2). Mit Primern, die spezifisch fiir
das Gen mit Tagl-Fragment 10 sind, konnten PCR-Produkte von P41, dem BAC-Klon
107K18 und dem Lambda-Klon 107 generiert werden (Abb.3-11). Genomische DNA aus

P40 ist mit den abgeleiteten Primern nicht amplifizierbar. Die Entwicklung eines Markers

INEB 100bp Leiter

Abb.3-11: ASO-Marker zu
Gen mit 7agl-Fragment 10.
Primer: FraglO P41spezf,
Fragl0 P41spezr.

500 bp

1t
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fiir das Gen mit Tagl-Fragment 10 war wichtig, da die Kartierungsdaten, die zu Beginn
dieser Arbeit fiir dieses Fragment aus P40 vorlagen, nicht ganz eindeutig waren. Mit dem
ASO-Marker konnte nun gezeigt werden, da3 das Gen mit 7agl-Fragment 10 in der

genomischen Bibiliothek eindeutig von P41 stammt (in Kap.3.2 bereits vorausgesetzt).

Die Gene mit T7agl-Fragment 11 stammen von P40 und P41: Aus dem
Sequenzvergleich (Kapitel 9.2) wurden zwei Primerpaare abgeleitet, die fiir jeweils eines
der beiden Gene mit Tagl-Fragment 11 spezifisch sind. Abbildung 3-12 zeigt, daf3 die
Subklone Lambda 75, BAC 98P9 und BAC 7805 (auch BAC 261J14, nicht gezeigt), die

nur eine der beiden Genkopien enthalten, von P40 stammen.

BAC 98P9
BAC 7805
= Kontrolle

Désirée

1
2
)
[

=]
)
=
S
—
=2
=
z

P40

P41

P18

P6/210
Lambda 75

Abb.3-12: ASO-Marker zum Gen mit Tagl-Fragement 11 aus P40. Primer:
Fragll P40spezf, Fragl1 P40spezr.

Das Gen mit 7agl-Fragment 11 aus Lambda 101 hingegen stammt aus P41. Die
genspezifischen Primer zu diesem Gen (Fragll P41spezf, Fragll P41spezr)
amplifizieren keine DNA von P40 und Lambda 75. Das PCR-Produkt 146t sich hingegen
von P41, P6/210, P18, Désirée und Lambda 101 generieren (PCR-Daten nicht gezeigt).
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3.4

Subklonierung von Genen aus der Grol Region

Zur Charakterisierung der genomischen Sequenzen bzw. zur Komplementationsanalyse
wurden Gene aus der Sr332/334-Genfamilie und eine Rezeptor-dhnliche Kinase
subkloniert. Je nach Subklonierungsstrategie (Verfiigbarkeit von Restriktions-
schnittstellen) wurden zwei verschiedene Pflanzentransformationsvektoren eingesetzt.
Die von einer Notl-Restriktionsschnittstelle flankierten Inserts der Lambda-Klone
wurden in die Nofl-Schnittstelle des BIBAC2-Vektors (Kap.2.8, Abb.2-3) subkloniert.
Zur Subklonierung von Genen aus den BAC-Klonen wurde ein partieller Verdau mit dem
Restriktionsenzym 7sp5091 angesetzt (Ausnahme: Gen mit 7agl-Fragment 2, BamHI).
Das Enzym schneidet im A/T-reichen Genom der Kartoffel besonders héufig.
Genomische Fragmente wurden dann in die kompatible Restriktionsschnittstelle des
pCLD04541-Vektors (Kap.2.8, Abb.2-2) subkloniert. Mit Hilfe der Sequenzen von
RACE-Produkten, die von Dr. Jost Muth zu den klonierten PCR-Produkten S7332 und
St334 generiert worden waren (unverdffentlicht), konnte von den Genen der St332/334-
Genfamilie die bendtigte Grofe der genomischen Subklone abgeleitet werden; dazu
wurden das ldngste 3’ RACE-Produkt (3R27) und das liangste 5’RACE-Produkt (5R08)
herangezogen (RACE-Produkte sieche Kap.9.2). Die Subklone wurden so gewdhlt, dal3
moglichst 2 kb Sequenz upstream vom putativen Transkriptionsstart (St332/334-Familie)
vorhanden war. Bei der Subklonierung von StRLKI wurde das Insert so gewdhlt, dal3
mindestens 2kb Sequenz upstream vom Start-Codon im genomischen Klon enthalten war.
Aus der S1332/334-Genfamilie wurde das Gen mit 7Tagl-Fragment 5 aus den Lambda-
Klonen 65 und 113 in den BIBAC2-Vektor subkloniert. Da sich Transformationen der
Kartoffelsorte Désirée mit dem BIBAC2-System als schwierig erwiesen, wurde das Gen
mit 7agl-Restriktionsfragment 5 auch aus BAC 60B11 in den pCLDO04541-Vektor
subkloniert. Die Gene mit den 7Tagl-Fragmenten 4 aus BAC 26N18 und 14 aus BAC
25J5 und die Rezeptor-dhnliche Kinase StRLKI aus BAC 25J5 wurden wie oben
beschrieben durch partiellen Verdau in den pCLD04541-Vektor subkloniert. Das Gen mit
Tagl-Restriktionsfragment 2 wurde aus BAC 98P9 durch vollstindigen Verdau mit
BamHI in den Vektor pCLD04541 subkloniert. Informationen iiber die Lage der BamHI-

Schnittstellen konnten aus der vollstindigen Sequenz von BAC 98P9 abgeleitet werden.
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Subklon b32b, Tagl-Fragment 2, Insertgrofle: 22 kb, pCLD04541, BamHI

T7 |<—>{TIR LRR}<—>| T3
Ende ! 2.3 kb 3.4 kb Ende

Subklon b07¢, Taql-Fragment 4, Insertgrofie: 14.5 kb, pCLD04541, EcoRI

T3 |<—>ITIR LRR|e—>| T7
Ende ' 4 kb 1.1" Ende

kb

Subklon 65/5, Tagl-Fragment 5, Insertgrofie: 18.4 kb, BIBAC2, Notl

T3 |<—D}TIR LRR {¢ 7
Ende 5.2 kb 8.4 kb Ende

Subklon 113/2, Tagl-Fragment 5, Insertgroflie: 16.7 kb, BIBAC2, Notl

T7 |<->| TIR LRR |« p| T3
Ende 750 11.2 kb Ende
bp

Subklon b16j, Tagl-Fragment 5, Insertgrofle: 10.5 kb, pCLD04541, EcoRI

T3 |<—>|T1R LRR [¢——|T7
Ende ! 2.7 kb 3kb 'Ende

Subklon b66b, Tagl-Fragment 14, Insertgrofle: 14.1 kb, pCLD04541, EcoRI

T3
Endel‘ >|NBS L I:;;)l by

10 kb Ende
bp

Subklon b66a, StRLKI1, Insertgrofle: 7.6 kb, pCLD04541, EcoRI

17 fe—— smLxi j—>] T3
Ende 2.2 kb Ende

2.9 kb

Abb.3-13: Subklonierte Gene aus der Grol Region. Die Abstandsangaben beziehen
sich auf die Distanz zwischen /nsertende und Beginn des homologen Bereiches zu den
RACE-Produkten 5SR08 (kodiert die TIR-Doméne) und 3R27 (kodiert die LRR-Domaéne).
In Subklon b66a bricht das Gen mit Tagl-Fragment 14 in der Mitte der NBS-kodierenden
Domine ab. Im S/RLKI-Subklon beziehen sich die Distanzangaben auf die Entfernung
des Start- und des Stop-Codons zum Insertende. 5’- und 3’-RACE-Produkte sind zu
diesem Gen nicht generiert worden.
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3.5

Sequenzanalyse der S7332/334-Genfamilie

Die Gene mit den 7agl-Restriktionsfragmenten 3, 6, 8, 11 und 14 von der Linie P40
enthalten im NBS-kodierenden Sequenzbereich Stop-Mutationen.

Die Gene mit den Tagl-Restriktionsfragmenten 2 und 4 von der Linie P40 enthalten
im ersten Intron Retroelement-Insertionen.

Es wurden alle Gene der S¢332/334-Genfamilie aus der Linie P6/210 sequenziert, die von
der resistenten Linie P40 stammen. Die Gene mit den 7Tagl-Fragmenten 2, 5 und 11 sind
im 100 kb groBen, vollstindig sequenzierten /nsert von BAC 98P9 enthalten. Die iibrigen
Mitglieder der S7332/334-Genfamilie wurden durch Primer Walking beginnend mit den
Primern 332/334s und 332/334as aus folgenden Klonen sequenziert:

Gen mit Taql-Fragment 4 aus dem pCLD04541-Subklon b07c¢ (s. Abb.3-13, subkloniert
aus BAC 26N18), Tagl-Fragment 3 aus Lambda 10, Tagl-Fragment 6 aus BAC 49J20,
Tagl-Fragment 8 aus Lambda 36, Tagl-Fragment 14 aus pCLD04541-Subklon b66b (s.
Abb.3-13, subkloniert aus BAC 25J5), Tagl-Fragment 16 aus BAC 106C14.

Zusatzlich wurden vier Gene aus P6/210 sequenziert, die von der Linie P41 stammen:
Gen mit 7agl-Fragment 1 aus Lambda 79, Tagql-Fragment 3 aus Lambda 110, Tagl-
Fragment 10 aus Lambda 107 und 7agl-Fragment 11 aus Lambda 101.

Im Anhang (Kapitel 9.2) wird ein Sequenzvergleich der von P40 und P41 stammenden
und sequenzierten Gene der Sr332/334-Genfamilie gezeigt. Abbildung 3-14 zeigt eine
schematische Darstellung der Gene aus P40. Die Gene mit den 7Tagl-Fragmenten 2 bis 14
liegen in der Grol Region von P40. Die Intron/Exon-Organisation wurde vom langsten
3’-RACE-Produkt (3R27) und vom ldngsten 5’-RACE-Produkt (5R08) abgeleitet (s.
Kapitel 9.2). Die RACE-Produkte wurden auf Grundlage der klonierten PCR-Produkte
St332 und S1334 (NBS-kodierender Sequenzbereich) von Dr. Jost Muth generiert. Danach
enthalten die Gene vier Exons. Exon I (~580bp) kodiert eine TIR(7oll/Interleukin-1
Receptor)-Domine, Exon II (~1100bp) eine NBS(Nucleotide Binding Site)-Domine und
Exon III (~1340bp) eine LRR(Leucine-Rich Repeat)-Domine. Exon IV (~480bp) konnte
im Datenbankvergleich bzw. mit Hilfe des ProfileScan Servers keine putative Funktion
zugeordnet werden. Die Liangen der Introns II (~60bp) und III (~110bp) sind konserviert.

Intron I ist in seiner Lénge sehr heterogen. In die Gene mit den 7agl-Fragmenten 2 und 4
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Abb.3-14: Die $7332/334-Genfamilie — schematische Darstellung der genomischen
Sequenzen. Gezeigt sind die Gene aus P6/210, die von P40 abstammen. Rote Punkte:
Stop-Mutationen, graue Balken: Introns, TIR: Toll/Interleukin-1 Receptor homology
regions, NBS: Nucleotide Binding Site, LRR: Leucine-Rich Repeat Region. RLK: etwa
1kb langes Sequenzstiick, das zur Rezeptor-dhnlichen Kinase StRLKI homolog ist
(allerdings in entgegengesetzter Richtung zur Transkription der TIR-NBS-LRR Gene).
Die Nummerierung korrespondiert mit der Bezeichnung der Tagl-Fragmente.
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sind Retroelemente in das erste Intron insertiert. Dadurch wird das erste Intron der Gene
etwa 12kb bzw. 5.5kb grol. Schneidet man die Insertionen heraus, sind
interessanterweise beide Introns gleich lang (867bp) !. Im Gen mit 7agl-Fragment 6 ist
das erste Intron nur etwa 400bp lang, im Gen mit 7agl-Fragment 5 mifit es ungeféhr
880bp. Aufgrund der heterogenen Lénge wurde Intron I nicht in den Vergleich aller
sequenzierten Gene (Kap.9.2) einbezogen. Die mit der St332-Sonde hybridisierenden
Fragmente haben in diesem Intron an variierenden Positionen ihre 7Tagl-Schnittstelle.
Dadurch entsteht die Fragmentleiter in der RFLP-Analyse (Kap.3.1, Abb.3-1 und Abb.3-
2), denn die zweite, im NBS-kodierenden Sequenzbereich liegende Schnittstelle, ist
konserviert. Nach der Analyse der genomischen Sequenzen stellte sich heraus, daB3 die
Gene mit den Tagl-Fragmenten 3, 6, 8, 11 und 14 im NBS-kodierenden Bereich Stop-
Mutationen enthalten (s. auch Kapitel 9.2). Diese Mutationen wurden durch
Doppelstrangsequenzierungen von zwei verschiedenen Klonen bestitigt (fiir Gen mit
Taql-Fragment 6 von einem Klon). In den LRR-kodierenden Sequenzbereich des Gens
mit 7aql-Fragment 14 ist zusitzlich ein Inverted Repeat Element insertiert. Dieses Gen
besitzt auch nur eine Hilfte des NBS-kodierenden Sequenzbereichs. Upstream davon
liegt in entgegengesetzter Richtung beziiglich der Transkriptionsrichtung auf dem DNA-
Strang ein Sequenzstiick, das homolog zu der Rezeptor-dhnlichen Kinase StRLK]
(Kap.3.9) ist. Es wurden die weiteren Sequenzunterschiede gefunden: Das Gen mit Tagl-
Fragment 5 enthélt in Exon IV eine Deletion (s. auch Abb.3-15). Das Gen mit Taql-
Fragment 16 von Chromosom IV enthdlt zwar auch die TIR-, NBS- und LRR-
kodierenden Bereiche, unterscheidet sich aber beziiglich der Genstruktur von den Genen
aus der Grol Region. Das Gen mit 7Tagl-Fragment 4 enthélt nach dem IV Exon eine
Deletion im nicht-translatierten Bereich. Diese Deletion ist auch im 3’-RACE-Produkt
3R27 vorhanden (Kapitel 9.2).

Die fiir die Sr332/334-Genfamilie relevanten PCR-Produkte aus Dario Leisters
Doktorarbeit (Leister, 1995) wurden mit den sequenzierten Genen verglichen
(Sequenzvergleich nicht gezeigt). Das St332 PCR-Produkt (GenBank Accession U60080)
konnte dem Gen mit Tagl-Fragment 1 aus P41 und S7334B dem Gen mit 7aql-Fragment
10 aus P41 zugeordnet werden (100% identisch). Die PCR-Produkte S7334 (GenBank
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Frag-2
Frag-4
Frag_5
S5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_ 3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
S5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
S5R08_3R27

71
71
71
71

141
141
141
141

211
211
211
211

281
281
281
261

351
351
351
278

421
421
421
348

491
491
491
418

561
561
561
488

631
631
631
558

701
701
701
628

MNQESSLLPSPEIIRWSYDVFLSFRGEDVRKTFVDHLYLALQQKCINTFKDDEKLEKGKFISPELMSSIE
MNQESSLLPSPDIIRWSYDVFLSFRGEDVRKTFVDHLYLALEQKCINTFKDDEKLEKGKFISPELVSSIE
MNQESSLLPSPEIIRWSYDVFLSFRGENVRKTFVDHLYLALEQKCINTFKDDEKLEKGKFISPELMSSIE
MNQESSLLPSPDIIQWSYDVFLSFRGEDVRKTFVDHLHLALEQKCINTFKDDEKLEKGKFISPELVSSIE

ESRIALITIFSKNYANSTWCLDELTKIMECKNVKGQIVVPVFYDVDPSTVRKQKSIFGEAFSKHEARFQED
ESRIALITIFSKNYANSTWCLDELTKIMECKNVKGQIVVPVFYDVDPSTVRKQKSIFGEAFSKHEARFQED
ESRIALIIFSKNYANSTWCLDELTKIIECKNVKGQIVVPVFYDVDPSTVRRQKNIFGEAFSKHEARFEED
ESRIALIIFSKNYANSTWCLDELTKIMECKNVKGQIVVPVFYDVDPSTVRKQKSIFGEAFSKHEARFQED

TIR (Toll/Interleukin-1 Rezeptor homologe) - Doméine

KVQKWRAALEEAANISGWDLPNTSNGHEARVMEKIAEDIMARLGSQRHASNARNLVGMESHMLKVYKMLG
KVQKWRAALEEAANISGWDLPNTANGHEARVMEKIAEDIMARLGSQRHASNARNLVGMESHMHKVYKMLG
KVKKWRAALEEAANISGWDLPNTSNGHEARVIEKITEDIMVRLGSQRHASNARNVVGMESHMHQVYKMLG
KVQKWRAALEEAANTISGWDLPNTANGHEARVMEKIAEDIMARLGSQRHANNARNLVGMESHTHKVYKMLG

IGSGGVHFLGILGMSGVGKTTLARVIYDNIRSQFQGACFLHEVRDRSAKQGLERLQEILLSEILVVKKLR
IGSGGVHFLGILGMSGVGKTTLARVIYDNIRSQFQGACFLHEVRDRSAKQGLERLQEILLSEILVVKKLR
IGSGGVRFLGILGMSGVGKTTLARVIYDNIQSQFEGACFLHEVRDRSAKQGLEHLQEILLSEILVVKKLR
IGSGGVHFLGILGMSGVGKTTLARVIHDNIRSQFQGACFLHEVRDRSAKQ~~~~~~~~v~v~v v~~~

Kinase 1a, P-loop motif

INNSFEGANMQKQRLQYKKVLLVLDDVDHIDQLNALAGEREWFGDGSRIIITTKDKHLLVKYETEKIYRM
INDSFEGANMQKQRLQYKKVLLVLDDVDHIDQLNALAGEREWFGDGSRIIITTKDKHLLVKYETEKIYRM
INDSFEGANMQKQRLQYKKVLLVLDDVDHIDQLNALAGEREWFGDGSRIIITTKDKHLLVKYETEKIYRM
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ TDKHLLVKYETEKIYRM

Kinase 2 Kinase 3a

KTLNNYESLQLFKQHAFKKNRPTKEFEDLSAQVIKHTDGLPLALKVLGSFLYGRGLDEWISEVERLKQIP
KTLNNYESLQLFKQHAFKKNRPTKEFEDLSAQVIKHTDGLPLALKVLGSFLYGRGLDEWISEVERLKQIP
GTLDKYESLQLFKQHAFKKNHSTKEFEDLSAQVIEHTGGLPLALKVLGSFLYGRGLDEWISEVERLKQIP
KTLNNYESLQLFKQHAFKKNRPTKEFEDLSAQVIKHTDGLPLALKVLGSFLYGRGLDEWISEVERLKQIP

ENEILKKLEQSFTGLHNTEQKIFLDIACFFSGKKKDSVIRILESFHFCPVIGIKVLMEKCLITILQGRIT
ENEILKKLEQSFTGLHNTEQKIFLDIACFFSGKKKDSVITRILESFHFCPVIGIKVLMEKCLITILQGRIT
ONEILKKLEPSFTGLNNIEQKIFLDIACFFSGKKKDSVTRILESFHFSPVIGIKVLMEKCLITILKGRIT
ENEILKKLEQSFTGLHNTEQKIFLDIACFFSGKKKDSVIRILESFHFCPVIGIKVLMEKCLITILQGRIT

IHQLIQDMGWHIVRREATDDPRMCSRLWKREDICPVLERNLGTDKNEGMSLHLTNEEEVNFGGKAFMQMT
IHQLIQDMGWHIVRREATDDPRMCSRMWKREDICPVLERNLGTDKNEGMSLHLTNEEEVNFGGKAFMQMT
IHQLIQEMGWHIVRREASYNPRICSRLWKREDICPVLEQNLCTDKIEGMSLHLTNEEEVNFGGKALMQMT
IHQLIQDMGWHIVRREATDDPRMCSRMWKREDICPVLERNLGTDKNEGMSLHLTNEEEVNFGGKAFMQMT

RLRFLKFRNAYVCQGPEFLPDELRWLDWHGYPSKSLPNSFKGDQLVGLKLKKSRIIQLWKTSKDLGKLKY
RLRFLKFRNAYVCQGPEFLPDELRWLDWHGYPSKSLPNSFKGDQLVGLKLKKSRIIQLWKTSKDLGKLKY
SLRFLKFRNAYVYQGPEFLPDELRWLDWHGYPSKNLPNSFKGDQLVSLKLKKSRIIQLWKTSKDLGKLKY
RLRFLKFRNAYVCQGPEFLPDELRWLDWHGYPSKSLPNSFKGDQLVGLKLKKSRIIQLWKTSKDLGKLKY

MNLSHSQKLIRTPDFSVTPNLERLVLEECTSLVEINFSIENLGKLVLLNLKNCRNLKTLPKRIRLEKLETI
MNLSHSQKLIRTPDFSVTPNLERLVLEECTSLVEINFSIENLGKLVLLNLKNCRNLKTLPKRIRLEKLETI
MNLSHSQKLIRMPDFSVTPNLERLVLEECTSLVEINFSIGDLGKLVLLNLKNCRNLKTIPKRIRLEKLEV
MNLSHSQKLIRTPDFSVTPNLERLVLEECTSLVEINFSIENLGKLVLLNLKNCRNLKTLPKRIRLEKLEI

LVLTGCSKLRTFPEIEEKMNCLAELYLGATSLSGLPASVENLSGVGVINLSYCKHLESLPSSIFRLKCLK
LVLTGCSKLRTFPEIEEKMNCLAELYLGATSLSELPASVENLSGVGVINLSYCKHLESLPSSIFRLKCLK
LVLSGCSKLRTFPEIEEKMNRLAELYLGATSLSELPASVENFSGVGVINLSYCKHLESLPSSIFRLKCLK
LVLTGCSKLRTFPEIEEKMNCLAELYLGATSLSELPASVENLSGVGVINLSYCKHLESLPSSIFRLKCLK

LRR (Leucine-Rich Repeat) - Doméne

47



ERGEBNISSE

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08_3R27

771
771
771
698

841
841
841
768

910
910
911
837

980
980
981
907

1050
1050
1051

9717

1120
1120
1105
1047

TLDVSGCSKLKNLPDDLGLLVGLEKLHCTHTATIHTIPSSMSLLKNLKRLSLRGCNALSSQVSSSSHGQKS
TLDVSGCSKLKNLPDDLGLLVGLEELHCTHTAIQTIPSSMSLLKNLKHLSLSGCNALSSQVSSSSHGQKS
TLDVSGCSKLKNLPDDLGLLVGIEKLHCTHTAIQTIPSSMSLLKNLKHLSLSGCNALSSQVSSSSHGQKS
TLDVSGCSKLKNLPDDLGLLVGLEELHCTHTAIQTIPSSMSLLKNLRHLSLSGCNALSSQVSSSSHGQKS

LRR (Leucine-Rich Repeat) - Doméine

MGVNF . ONLSGLCSLIRLDLSDCDISDGGILRNLGFLSSLKVLLLDGNNFSNIPAASISRLTRLKSLALR
MGVNF . ONLSGLCSLIMLDLSDCNISDGGILNNLGFLSSLEILILNGNNFSNIPAASISRFTRLKRLKLH
MGINFFONLSGLCSLIKLDLSDCNISDGGILSNLGLLPSLKVLILDGNNFSNIPAASTISRLTRLKCLALH
MGVNF . QNLSGLCSLIMLDLSDCNISDGGILNNLGFLSSLEILILNGNNFSNIPAASTISRFTRLKRLKLH

GCGRLESLPELPPSITGIYAHDCTSLMSIDQLTKYPMLSDVSFRNCHQLVKNKQHTSMVDSLLKQMLEAL
GCGRLESLPELPPSIKGIFANECTSLMSIDQLTKYPMLSDATFRNCRQLVKNKQHTSMVDSLLKQMLEAL
GCTSLEILPKLPPSIKGIYANESTSLMGFDQLTEFPMLSEVSLAKCHQLVKNKLHTSMADLLLKEMLEAL
GCGRLESLPELPPSIKGIFANECTSLMSIDQLTKYPMLSDATFRNCRQLVKNKQHTSMVDSLLKQMLEAL

YMNVRFGLYVPGMEIPEWFTYKSWGTQSMSVVLPTNWFTPTFRGFTVCVLFDKWMPMILGPFNLHKVYGL
YMNVRFCLYVPGMEIPEWFTYKSWGTQSMSVALPTNWFTPTFRGFTVCVILDKKMLFILGRFNTHKVYGL
YMNFRFCLYVPGMEIPEWFTYKNWGTESISVALPTNWFTPTFRGFTVCVVLDKRIPFILGPFNIHIVHGL
YMNVRFCLYVPGMEIPEWFTYKSWGTQSTSVALPTNWFTPTFRGFTVCVILDKKMLFILGRFNTHKVYGL

KNMIWLNLKRYDGLRQKISTSFGPIGSEKPGGLGNTLITHVAFGSSWQLEDDLDYYRNNAFQLEFSACDH
ENMIWLNLKRYDGLRQKISTSFGPIGSEKPGGLGDTLITHIAFERSWKLENDLDYYRNNAFQLEFSACDH
................ KISTSFGPIGSENPGGLGNTLITHVPFGSHWQLEDDLDYSCNNAFQLEFSACDH
ENMIWLNLKRYDGLRQKISTSFGPIGSEKPGGLGDTLITHIAFERSWKLENDLDYYRNNAFQLEFSACDH

YQKDMVKGLGVRLVYEN*
YQKDVVKGLGVRLVYEN*
YQKDMVKGLGVRLVYEN*
YQKDVVKGLGVRLVYEN*

Abb.3-15a:
Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen aus der Linie P40.

Putative Aminosiuresequenzen (ohne Signalpeptid) der

drei

Frag-2
Frag-4
Frag 5
5R08

1
1
1

........ *FPLLFQLVLLSCRQIKTIIAKMNQESSLLPSPEIIRWSYDVFLSFRGEDVRKTFVDHLYLA
MQVAVNIITNFLFHFLVLLSCRP. . .VIVKMNQESSLLPSPDITRWSYDVFLSFRGEDVRKTFVDHLYLA
MQVAVNIITNF. .HFLVLLSCRQIKTIIAKMNQESSLLPSPEITIRWSYDVFLSFRGENVRKTFVDHLYLA
MQVAVNIITNFLFHFLVLLSCRP. . .VIVKMNQESSLLPSPDIIQWSYDVFLSFRGEDVRKTFVDHLHLA

Signalpeptid

Abb.3-15b: Putative Signalpeptide; direkt im Anschlufl das erste fiir alle drei
Kandidaten gemeinsame Methionin, mit dem auch obiges Alignment (Abb.3-15a)

beginnt.
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Accession U60081) und St334B sind bis auf einen Basenunterschied (jeweils eine andere

Base) identisch mit dem Gen aus P41, welches das Tagl-Fragment 3 enthélt. Als Kandi-
daten fiir das Grol Resistenzgen bleiben nach Analyse der Nukleotidsequenz die Gene
mit den Fragmenten 2 , 4 und 5 aus P40. Die Retroelementinsertionen liegen im ersten
Intron und miissen die Transkription und den SpleiBvorgang nicht notwendigerweise
verhindern.

Die Aminosiduresequenzen der fiir das Grol Resistenzgen in Frage kommenden
Kandidaten sind untereinander hoch konserviert. Abb.3-15 zeigt den Vergleich der
putativen Aminosduresequenzen der drei Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen. Die
Aminosduresequenzen der Gene mit den Tagl-Fragmenten 2 und 4 sind untereinander
~95 % identisch. Das Gen mit Taql-Fragment 5 hingegen ist auf Aminoséureebene nur
~90% identisch zu den beiden anderen Kandidaten. In der NBS-Doméne finden sich die
drei Motive (Kinasela, 2, 3a), die der ATP- und GTP-Bindung in verschiedenen
Proteinen dienen (Saraste et al., 1990, Walker et al., 1982). Diese Motive sind auch in
anderen Resistenzgenprodukten, wie N, RPP1-WsA und NL27 konserviert (Abb.3-16).
Daneben ist das hydrophobe NBS-Motiv GLPLAL in den putativen Proteinsequenzen der
Grol Resistenzgenkandidaten, als auch im N Protein (s. Abb. 3.16) und im RPS2 Protein
(Bent et al., 1994), sowie anderen Resistenzgenprodukten (s. Abb. 3.16) konserviert.
Degenerierte Primer, mit denen die PCR-Produkte St332 und Sr334 hergestellt wurden,
waren vom Kinase la -Motiv und dem GLPLAL-Motiv von N und RPS2 abgeleitet
worden.

Der Proteinsequenzvergleich in Abb.3-15a startet mit dem ersten gemeinsamen
Methionin. Es mull angemerkt werden, dall upstream auf Nukleotidsequenzebene ein
weiteres Codon fiir Methionin existiert, dafl auch noch im RACE-Produkt SR08 enthalten
ist. Im Gen mit 7agl-Fragment 2 befindet sich aber zwischen erstem und zweitem ATG
eine Insertion von fiinf Basen (Kapitel 9.2). Falls das Gen mit 7agl-Fragment 2 ein
funktionelles Protein kodiert, dann kann die Translation nur am zweiten ATG beginnen.
Interessant ist nun, dafl Signal P fiir die Aminosduren zwischen dem ersten und dem
zweiten ATG der Kandidaten 4 und 5 ein Signalpeptid vorhersagt (Abb.3-15b).

Die putative Promotorregion weist zwei Besonderheiten auf. Im Berich der TATA-Box
befindet sich ein TA-Mikrosatellit und weiter upstream eine poly-A Sequenz. Daneben

existieren mehrere putative CAAT-Motive (Kapitel 9.2).
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H
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Consensus
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HL27
Consensus
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H
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H
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Consensus
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H
RPP1-HsA
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Consensus

Frag-4

H
RPP1-HsA
HL27

Consensus
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H
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Consensus

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100
1
HOVAYHIITHF--LFHFLYLLSCRPYIYKHHOESSLLPSPDITRHSYDVFLSFRGEDYRKTFYDHLYLALEQKCINTFKDDEKLEKGKFISPELY
HASSS555RHSYDYFLSFRGEDTRKTF TSHLYEYLHDKGIKTFODDKRLEYGATIPGELC
HDSSFFLYLYAAATGFFHLFRKFRFHODHKESHSSSLSRPTARTSYSRNHKHDYFPSFHGADYRRTFLSHILESFRRKGIDTFIDHH-IERSKSIGPELK
HASSSSSFATIDSOYRLRHKYDYFLSFRGYDTRRTF TSHLYEGLKNRGIFTFODDKRLENGDSIPEELL
ssssssssrssssasaressrssrsrsrsersseSEeE8eaeaTeasaFHkyDYF15FrG, DERrTFEsH1Yye, 1, kel . TFqD#krlE, g, sIp.EL,

101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 1
SSIEESRIALIIFSKHYANSTHCLDEL TKIHECKNYKGOIYYPYF YDYDPSTYRKOKSIFGEAF SKHEARFOEDK--YOK~---HRAALEEAANISGHOLP
KAIEESOFATYYFSENYATSRHCLHELYKIHECKTRFKOTYIPIFYDYDPSHYRNOKESFAKAFEEHETKYKDDYEGIOR--~HRIALNEAANLKG-=SC
EAIKGSKIATYLLSRKYASSSHCLDELAETHKCREYLGOTYHTIFYEYEPTDIKKOTGEFGKAF TK=-TCRGKTKEHIER-—-HRKALEDYATIAGYHSH
KALEESOYALIIFSKHYATSRHCLHELYKIHECKEEKGOIYIPIFYDYDPSEYRKOTKSFAEAF TEHESKYANDIEGHOKYKGHRTALSDAADLKGY ——=
kaleeSq.Al! ifSknYALSrHCL #ELvkIHeCke kgQiVip!FY#V#Ps, 'rkit . sFaefAFtehe. ky., .d.eg. %k, . .HR AL, #af . 1kGy., . .

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

1 1
HTAHGHEARYHEKTAEDIHARLGSORHASHARHLY GHESHHHKYYKHL-GIGSGGYHFLGILGHSGYGKTTLARYIYDHIRS—————- OFQGACFLHEVR
DHRDKTDADCIRATYDATSSKL-CKISLSYLAONIVGIDTHLEKIESLL -EIGINGYRINGIHGHGGYGKTTIARATIFDTLLGRHDSSYQF DGACFLKDIK
KHSH--EREHIEKISTDYSHHLDLSIPSKDFDOFYGHARHHERTEQLL-RLDLDEARHIGIHGPPGIGKT TIARFLFHOYSDRFOLSATHYNIKGCYPRP
DISHRIESDYIOHIVDHISYL--CKGSLSYIKHLYGIDTHFKHIRSLLAELOHSGYLIVGIHGHPGYGKT TIARAIFDRL-————= SYOFERYCFLADIK
d.s#, . 4%ad.i..Tvd,!s..1l.ck,.slsy,  #1VGidtH, ., . i.s%L.el, . .gv,.i.GIuwGnpG!GKTTiARai%#.1......5yqf .. .cfl, dik

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

1 1
DRSAKOGLERLOETLLSETLYYKKLRINDSFEGANHOKARLOYKKYLLYLDDYDHIDA-LHALAGEREHF GDGSRITIITTKDKHLLYKYETEKIYRHKTL
EH--KRGHHSLOHALLSELLR-EKANYHHEEDGKHANASRLRSKKYLIYLDDIDHKDHYLEYLAGDLDHF GHGSRIIITTROKHLIEKHDI--IYEYTAL
CFDEYSAOLOLAONOHL SOHINHKDINISH----LGYAOERLRDKKYFLYLDEYDOLGO-LDALAKDTRHFGPGSRITIITTEDOGILKAHGINHYYKYEYP
EH--KCGHHSLOWILLSELLKEKDHCYHHKEDGRSLLAHRLRFKKYLYYLDDIDHIDA-LOYLAGHLDHF GHGSRIIATTROKHLIGKHY---YYELPTL
en, k.gnhsLO#i$L5%11. .kd, . .nn,edg, .. .a.RLr KKVYL1, YLD#!Dhidq, L #yLAg#1dHFGnGSRITiTTrDkhli, kn, ... .!Ye, k1

401 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
1 1
HHYESLOLFKOHAFKKNRPTKEFEDLSANDYIKHTDGLPLALKYLGSFLYGRGLDEHISEYERLKOIPENETL KKLEQSF TGLHNTEQKIFLDIACFFSGK
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Abb.3-16: Die abgeleitete Aminosiuresequenz des Gens mit 7agl-Fragment 4 aus
der $1332/334-Genfamilie im Vergleich mit verschiedenen homologen Sequenzen aus
der Datenbank. N: GenBank Protein-Accession A54810, NL27: CAA08798, RPP1-
WsA: AAC72977.
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Die TIR-Doméne wurde mit ProfileScan vorhergesagt. Aufgrund der starken Homologie
zum N Protein (siche Abb.9-16), kann der Sequenzvergleich des N Proteins mit dem Toll
Protein aus Drosophila und dem menschlichen Interleukin-1 Rezeptor herangezogen
werden (sieche Whitham et al., 1994). Fiir die LRR-Domine sagt ProfileScan 11 LRR-
Module vorher. Die Module umfassen zwischen 23 und 25 Aminoséduren. Vergleicht man
die Module, so 14Bt sich ein Konsensusmotiv ableiten: XLXXLXLXX(C/N/T)X(X)LXXXP.
Dieses Konsensusmotiv ist allerdings nicht absolut konserviert. Fiir die Klassifizierung
ist wichtig, daB3 an der Position 10 des Motivs die Aminosduren Cystein, Asparagin oder
Threonin vorkommen, denn dann handelt es sich wahrscheinlich, im Gegensatz zu den
LRR-Doménen von Xa21 und Cf-9, um eine Domaéne, die im Cytoplasma lokalisiert ist
(Jones und Jones, 1997). Im ClustalW Sequenzalignment (Abb.3-16) ist das
Konsensusmotiv besonders gut zwischen den Positionen 706 und 776 aliniert (entspricht
den LRR-Modulen 1, 2 und 3 der Aminosduresequenz des Gens mit 7agl-Fragment 4).
Fiir den Protein-Sequenzvergleich in Abb.3-16 wurden nur Sequenzen ausgewdhlt, die
bereits durch eine Veroffentlichung ndher beschrieben sind. Daneben existieren viele
stark homologe Proteine aus Arabidopsis thaliana, die durch automatische
Genomannotation vorhergesagt wurden. Uber die gesamte Linge ist das Resistenzprotein
N aus Tabak (Whitham et al, 1994), welches Resistenz gegen TMV (Tabak-
MosaikVirus) verleiht, unter allen Datenbanksequenzen das stirkste Homolog. Im
Bereich der TIR- und NBS-Doméne zeigt auch ein weiteres, verkiirztes Protein aus der
Kartoftel, das Resistenzproteinhomolog NL27, ~47% Sequenzidentitdt. NL27 (Hehl et
al., 1999) wurde aus einer Kartoffel-cDNA-Bibliothek isoliert. Zwar kartiert das Gen auf
Chromosom XI sehr nahe am Locus, der Resistenz gegen den Pilz Synchytrium
endobioticum verleiht, eine Funktion ist bisher aber nicht bekannt. RPP1-WsA (Botella ef
al., 1998) verleiht Arabidopsis thaliana Resistenz gegen Peronospora parasitica. Die
Aminosduresequenz des Gens mit 7agl-Fragment 4 ist zu diesem Protein 35% identisch
(TIR- und NBS-Domaine).

Ohne Modifikationen hat das putative Protein des Gens mit Tagl-Fragment 4 (+putatives
Signalpeptid) eine molekulare Masse von 132,6 KDa.
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3.6

Expression der Mitglieder der $7332/334-Genfamilie

Die Mitglieder der S7332/334-Genfamilie werden in allen untersuchten Geweben
exprimiert: Auf einem Northern Blot sind keine Transkripte nachzuweisen, die mit der
St332-Sonde hybridisieren. Fiir ein RT-PCR Experiment wurden zwei Primer aus
Sequenzregionen abgeleitet, die bei allen sequenzierten Mitgliedern der Sr332/334-
Genfamilie absolut konserviert sind (NBS3RACE1 und LRR5RACE], siehe Kapitel 9.1
und 9.2). Die Primerbindungsstellen liegen upstream und downstream von Intron II. Die
RT-PCRs wurden auf cDNA von Pflanzen durchgefiihrt, die nicht mit Globodera
rostochiensis infiziert worden waren. Aus Abbildung 3-17 geht hervor, dafl die
Mitglieder der Sr332/334-Genfamilie in allen untersuchten Geweben der Kartoffel
exprimiert werden. Das PCR-Produkt hat eine Gréf3e von ~500 bp. Zur Kontrolle wurde

auch vom genomischen /nsert in BAC 98P9 amplifiziert.
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Abb.3-17: RT-PCR auf ¢DNA verschiedener Kartoffelgewebe. Die Primer
NBS3RACE! und LRR5SRACE]1 amplifizieren ein ~560 bp genomisches Fragment mit
Intron II (siehe Kapitel 9.2) von BAC 98P9 und ein ~500 bp langes Fragment ohne Intron

von der cDNA.

Da die Primer nicht zwischen den einzelnen Mitgliedern der St332/334-Genfamilie
diskriminieren, wurde das RT-PCR-Produkt von nicht infizierten Wurzeln der Kartoffel-
linie P6/210 kloniert. Damit sollte auch auf der Transkriptionsebene bestimmt werden,
welche Mitglieder der St332/334-Genfamilie als Kandidat fiir das Grol Resistenzgen in
Frage kommen. In Abbildung 3-18 werden die sequenzierten Mitglieder der St332/334-

52



ERGEBNISSE
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Abb.3-18: Baumdarstellung des
Nukleotidsequenzvergleichs der
Gene aus P40 und P41 (ohne
Intron II) mit PCR-Produkten,
die von c¢DNA aus nicht
infizierten Wurzeln der Linie
P6/210 generiert wurden. R025-
R054:  RT-PCR-Produkte  mit
Primern NBS3RACE1 und
LRR5RACEl; 3RB2, 3RAIl9,
3RB4, 3RA7 und 3R27: 3’-RACE-
Produkte von Dr. Jost Muth. Das
Sequenzalignment umfafit 250 bp.

Genfamilie mit 29 RT-PCR-Produkten und 5 3’-RACE-Produkten (von Dr. Jost Muth)

auf Nukleotidebene verglichen. Dazu wurde Intron II aus den genomischen Sequenzen

entfernt. Fiir den Sequenzvergleich wurden die ersten 250 bp nach der NBS3RACE1-

Primersequenz herangezogen. Abb.3-18 zeigt, dal} alle sequenzierten Gene, die aus den

Linien P40 und P41 stammen, in diesem 250bp Intervall unterscheidbar sind. Die Grol

Resistenzgenkandidaten mit den 7agl-Fragmenten 2, 4 und 5 werden transkribiert - das

Gen mit 7Tagl-Fragment 5 scheinbar am starksten. Obwohl das Gen mit 7Tagl-Fragment

14 auf genomischer Ebene, verglichen zu den anderen Genen der St332/334-Genfamilie,

nicht intakt ist (siche Abb. 3-14), wird es doch transkribiert. Auch die Gene mit den Tagl-

Fragmenten 6 aus P40, 10 aus P41 und 11 aus P41 werden exprimiert.
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3.7

Konstruktion des Kontigs

Im Grol Locus konnen neben den Mitgliedern der St332/334-Genfamilie weitere Gene
liegen, die an der Resistenz gegen Globodera rostochiensis beteiligt sind. Es sollte
deshalb ein Kontig von iiberlappenden Klonen gebildet werden, das die Grol Region
abdeckt, um weitere Kandidatengene ausfindig zu machen. Als Ausgangspunkt dienen
die mit der S#332-Sonde isolierten BAC-Klone (Chromosome Landing). Es wurden nur
Klone der Kartoffellinie P6/210 gewdhlt, die von P40 stammen, da die Segregation des
Grol Resistenzgens nur von P40 bekannt ist. Das Kontig wird also nur ein allelisches
Chromosom abdecken. Die terminalen Enden der Kartoffel-genomischen /nserts in den
BAC-Klonen wurden sequenziert (Primer: T7, T3) und mittels PCR bestimmt, wie die
Einzelklone iiberlappen (durch Sequenzidentitdt der PCR-Produkte). Die Bezeichnungen
der fiir die PCR verwendeten Primer sind in den Tabellen 3-3 bis 3-6 angegeben.
Primersequenzen werden in Kapitel 9.1 aufgefiihrt. Von den distalen Enden der
Teilkontigs wurden Sonden generiert und weitere iiberlappende Klone aus der BAC-
Bibliothek isoliert (Chromosome Walking). Abbildung 3-19 zeigt, dall die isolierten
Klone bis jetzt vier Teilkontigs in der Grol Region bilden (Lambda-Klone sind nicht
gezeigt). Die Teilkontigs liberlappen nicht miteinander. Die /nsertgroflen wurden durch
Notl-Restriktionsverdau der BAC-Klone und Auftrennung der Fragmente mittels
Pulsfeldgelelektrophorese bestimmt. Werden die [InsertgroBen aus den nicht
iberlappenden Klonen jedes Kontigs zusammenaddiert, so ist Kontig I mindestens 220
kb, Kontig II mind. 270 kb, Kontig III mind. 215 kb und Kontig IV mindestens 90 kb
grof}. Alle Tagl-Fragmente und die zugehdrigen Gene, die in die Grol Region kartieren
und von P40 an P6/210 vererbt wurden, sind mit den vier Teilkontigs abgedeckt. Die
sequenzierten /nsertenden aller BAC-Klone wurden auf homologe Sequenzen in der
Datenbank untersucht (Tabelle 3-3 bis 3-6). Neben der S7332/334-Genfamilie existieren
weitere Genfamilien in der Grol Region. Es wurden mehrere Gene einer Familie von
Rezeptor-dhnlichen Kinasen und eine Familie von Cytochrom P450 Monooxygenasen
gefunden. Daneben konnte ein Gen, das eine LRR-Domine kodiert, ausfindig gemacht
werden, das aber keine Homologie zur S7332/334-Genfamilie oder Resistenzgenen in der
Datenbank zeigt. Auch ein Trehalose Synthase Gen liegt in der Grol Region. Viele
Insertenden enthalten repetitive Sequenzen, die auch im Gpa2 Locus der Kartoffel auf

Chromosom XII auftreten oder weisen Homologien zu pflanzlichen Retroelementen
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Kontig I:
26 N18 100 kb
{ 4 14 |
s0L16 100 kb 173 021 50kb
| 4 | | |
221 C8 80kb
73 N5 B0 kb [ — | J
[ ™ 2505 40 kb
154 P18 35kb
Kontig II: 261 J14 80 -90 kb
L2 11 ]
98 PO 100 kb
5 2 11 |
94 A4 100kb 260 K12 120 kb
] | 5 2 |
25108 70kb 60B11 80kb
E3 | [ 5 2]
A2 80kb 220 C2 J0kb
I | ]
‘ 52 016 8090 kb |
Kontig III: 137 E13 35 kb 70 K20 80 kb 78 M21 100kb
| 3 \ 8
119 F19 100 kb
| 3 | | 8 |
10N22 70 -80 kb 62 C17 80 kb
| 8 ]
71017 110kb
| a
Kontig IV:
49110 8090 kb
6 |
\ 6
115/ B4 70kb

Abb.3-19: Die vier Teilkontigs aus der Grol Region. Zahlen in den Balken
korrespondieren mit der Nummerierung der 7agl-Fragmente, die mit der St332-Sonde
hybridisieren (siehe Kapitel 3.1). GroBenangaben beziehen sich auf die Langen der BAC-
Inserts. Blaue Zahlen: terminale BAC-Enden, die zwar ein vollstindiges Tagl-Fragment
enthalten, der Klon bricht aber im entsprechenden Gen ab. *: BAC-Enden zu denen
Marker existieren (siehe weiter unten in diesem Kapitel).
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genomischer terminales | linkes Datenbankhomologie abgeleitete
BAC-Klon Ende oder Primer fiir die
aus rechtes Konstruktion des
Kontig I Ende in Kontigs und zum
Abb.3-19 Screenen der
? BAC-Bibliothek
60L16 T3 1 Cytochrom P450, Catharanthus 60L16revfl, revS2r
roseus, E-Wert: 6e-60, BlastX
repetitive Sequenz, Gpa2 Locus, Chr.
60L16 T7 r XII in Kartoffel (6 Wiederholungen |g0[.1 6unifl, unirl
110-220bp 86-90% identisch auf
INukleotidebene), BlastN
73N5 T3 r Gen mit Tagl-Fragment 4, siche 73N5revf, revr
Kapitel 3.5 und 9.2)
73N5 T7 1 Cytochrom P450, Catharanthus 73NST7f, T7S1r
roseus, E-Wert: 5e-41, BlastX
Homologie zu ersten 193bp der NBS-
kodierenden Doméne (S¢332/334-
26N18 T3 1 Genfamilie), dann repetitive Seq., 26N18revf, revr
Gpa?2 Locus auf Chr XII in Kartoffel
(6 Wiederholungen 90-300bp 82-94%
identisch auf Nukleotidebene), BlastN
26N18|  T7 r Cytochrom P450, Catharanthus 26N18T7S1, T7S2-2r
roseus, E-Wert: 5e-58, BlastX
repetitive Sequenz, Gpa2 Locus, Chr.
2575 T3 - XII in Kartoffel (6 Wiederholungen  |r5 J5revf, revS2r
250-1100bp 87-92% identisch auf
INukleotidebene), BlastN
25J5 T7 - StRSHI11 (homlog zu SIRLKI, diese  p535T7f, T7S2r
Arbeit, Kapitel 3.9 und 9.3)
repetitive Sequenz, Gpa2 Locus, Chr.
173021 T3 r XII in Kartoffel (6 Wiederholungen 173021T3f, T3r
490-570bp 86-94% identisch auf
INukleotidebene), BlastN
homlog zu StRLK 1 aus dieser Arbeit
173021 T7 1 (Kapitel 3.9 und 9.3), kodiert extra- 173021T7f, T7r
zelluldre Domiéne, wurde aber noch
nicht ndher untersucht
repetitive Sequenz, Gpa2 Locus, Chr.
221C8 T3 r XII in Kartoffel (5 Wiederholungen 221C8T3f,T3r
>500bp 88-95% identisch auf
INukleotidebene), BlastN
221C8 T7 1 Retroelement 221C8T7f,T7r

Tab.3-3: Sequenz-Charakterisierung der terminalen Enden der BAC-Inserts aus

Kontig I .
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genomischer terminales | linkes Datenbankhomologie abgeleitete
BAC-Klon Ende oder Primer fiir die
aus rechtes Konstruktion des
Kontig 11 Ende in Kontigs und zum
Abb.3-19 Screenen der
? BAC-Bibliothek
94A4 T3 r . 94A4T3f, T3r
F-Box enthaltendes Protein ORE9, A.
94A4 T7 1 thaliana, die LRR-Doméne, E-Wert: 94AATTE, TTr
6e-60, BlastX
251D8 T3 1 . 251D8T3f, T3r
251D8 T7 r - 251D8T7f, T7r
9A2 T3 r . 9A2T3f, T3r
9A2 T7 1 - 9A2T7f, T7r
52016 T3 1 - 52016T3f, T3r
Trehalose-6-Phosphat Synthase, 4.
52016 T7 r thaliana, E-Wert: 6¢-48, weitere 52016T7f, T7r
funktionell nicht charakterisierte
Homologe in A.T. bis e-108, BlastX
229C2 T3 1 _ 229C2T3f, T3r
229C2 T7 r - 229C2T71, T7r
260K 12 T3 1 . 260K 12T3f, T3S1r
repetitive Sequenz vom Gpa2 Locus
260K 12 T7 r auf Chr. XII in Kartoffel (3 Wieder- 260K 12T7f, T7r
holungen 330-460 bp 91-94%
identisch auf Nukleotidebene), BlastN
60B11 T3 r Gen mit 7Tagl-Fragment 2, siche 60B11T3f, T3r
Kapitel 3.5 und 9.2
putative Trehalose-6-Phosphat
60B11 17 1 Synthase, A. thaliana, E-Wert: e-119, [(0BLIIT7f T7r
BlastX
98P9 T3 1 StRLK3 (homlog zu StRLK1, diese 98P9revf, revr
Arbeit, Kapitel 3.9 und 9.3)
98P9 T7 r Retroelement 98PIT7f, T7r

Tab.3-4: Sequenz-Charakterisierung der terminalen Enden der BAC-Inserts aus

Kontig II, Fortsetzung siehe unten.
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genomischer terminales | linkes Datenbankhomologie abgeleitete
BAC-Klon Ende oder Primer fiir die
aus rechtes Konstruktion des
Kontig 11 Ende in Kontigs und zum
Abb.3-19 Screenen der
? BAC-Bibliothek
StRLK?2 (homlog zu StRLK1, diese
Arbeit, Kapitel 3.9 und 9.3),
Anmerkung: Klon nicht in Abb.3-19,
7805 T3 r T3-Ende liegt zwischen den Genen mit |7805T3f, T3r
den Tagl-Fragmenten 2 und 5 und
iberlappt mit 60B11, 98P9 und
260K 12 bzw. nicht mit 261J14
7805 T7 1 Retroelement, Sequenz identisch mit  |7805T7f, T7r
98P9 T7-Ende, Klon nicht in Abb.3-19
repetitive Sequenz vom Gpa2 Locus
261J14 T3 1 auf Chr. XII in Kartoffel (3 Wieder- 261J14T3f, T3r
holungen 100-120bp 86-90% identisch
auf Nukleotidebene), BlastN
repetitive Sequenz vom Gpa?2 Locus
261J14 T7 r auf Chr. XII in Kartoffel (6 Wieder-  g1J1 4T7f, T7r
holungen 250-400bp 86-93% identisch
auf Nukleotidebene), BlastN
repetitive Sequenz vom Gpa?2 Locus
154P18 T3 r auf Chr. XII in Kartoffel (2 Wieder- 154P18T3f, T3r
holungen 350 u.500bp 93 u. 90%
identisch auf Nukleotidebene), BlastN
154P18 T7 1 Retroelement 154P18T7f, T7r
Fortsetzung Tab.3-4.
genomischer terminales | linkes Datenbankhomologie abgeleitete
BAC-Klon Ende oder Primer fiir die
aus rechtes Konstruktion des
Kontig IV Ende in Kontigs und zum
Abb.3-19 Screenen der
? BAC-Bibliothek
49J20 T3 1 . 49J20T3f1, T3rl
49J20 T7 r Retroelement 49J20T71, T7r
115B4 T3 1 StRSH7 (homlog zu StRLK1, diese 115B4T3f, T3r
Arbeit, Kapitel 3.9 und 9.3)
115B4 T7 r StRSH6 (homlog zu StRLK1, diese 115B4T7f, T7r

Arbeit, Kapitel 3.9 und 9.3)

Tab.3-5: Sequenz-Charakterisierung der terminalen Enden der BAC-Inserts aus

Kontig IV.
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genomischer terminales | linkes Datenbankhomologie abgeleitete
BAC-Klon Ende oder Primer fiir die
aus rechtes Konstruktion des
Kontig 111 Ende in Kontigs und zum
Abb.3-19 Screenen der
? BAC-Bibliothek
137E13 T3 r Cytochrom P450, Catharanthus 137E13T3f, T3r
roseus, E-Wert: 7e-24, BlastX
repetitive Sequenz vom Gpa2 Locus
137E13 T7 1 auf Chr. XII in Kartoffel (6 Wieder- 137E13T7f, T7r
holungen 370-500bp 85-89% identisch
auf Nukleotidebene), BlastN
10N22 13 1 putatives Retroelement 10N22revf, revr
10N22 T7 r StRSH10 (homlog zu StRLK1, diese 10N22T7f, T7S1r
Arbeit, Kapitel 3.9 und 9.3)
70K20 T3 r putatives Retroelement 70K20T3f, T3r
Teil des Vektors mit T7-Primer-
70K20| T7 fehlt bindungsstelle fehlt, ist also nicht B
sequenzierbar
repetitive Sequenz vom Gpa?2 Locus
62C17 T3 r auf Chr. XII in Kartoffel (3 Wieder- |62 17T3f, T3r
holungen 100bp 81-94% identisch auf
INukleotidebene), BlastN
repetitive Sequenz vom Gpa?2 Locus
62C17 T7 1 auf Chr. XII in Kartoffel (3 Wieder-  |6oC17T7f, T7r
holungen 640bp 95-97% identisch auf
INukleotidebene), BlastN
71017 T3 1 - 71017T3f1, T3rl
repetitive Sequenz vom Gpa?2 Locus
71017 T7 r auf Chr. XII in Kartoffel (7 Wieder- -
holungen 130-190bp 85-99% identisch
auf Nukleotidebene), BlastN
1 1 9F 1 9 T3 1 putatives Retroelement 119F1 9T3f, T3r
119F19 T7 r putatives Retroelement 119F19T7f, T7r
repetitive Sequenz vom Gpa2 Locus
78M21 T3 r auf Chr. XII in Kartoffel (5 Wieder- -
holungen 170-320bp 83-95% identisch
auf Nukleotidebene), BlastN
78M21 T7 | 78M21T7f, T7r

putatives Retroelement

Tab.3-6: Sequenz-Charakterisierung der terminalen Enden der BAC-Inserts aus

Kontig III.
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Kontig I Taql-Fragmente 4 und 14

O . O O 00

StRLK1

Kontig II Taql-Fragmente 2, 5 und 11

StRLK3 StRLK?2 StRLK4

Kontig III Taql-Fragmente 3 und 8

(T EL W BN W E BT T TT N BTN
3

Kontig IV_Taql-Fragment 6
T
6

Retroelement I
TIR-NBS-LRR, $7332/334-Familie

repetitives Element

Cytochrom P450 Monooxygenasen I(l;::eli tlizll: SELCE e
Rezeptor-ahnliche Kinasen (RLK)

LR R AL G ! Q i Reihenfolge im Kontig unklarn

Region zwischen den Genen/
nicht charakterisierte Sequenz

B UOROOHE

LRR-kodierender Bereich (homolog zu ORE9 Gen, welches ein F-Box
Protein kodiert)

34

Transposon

Abb.3-20: Die vier Teilkontigs aus der Grol Region. Zahlen in den Balken
korrespondieren mit der Nummerierung der Tagl-Fragmente, die mit der St332-Sonde
hybridisieren (siehe Kapitel 3.1). StRLK2-4: S. tuberosum Rezeptor-dhnliche Kinase
(siche auch Kapitel 3.9, 3.8 und 9.3). ?: Ein Sequenzfragment der S¢332/334-Genfamilie,
das einen Teil der NBS-Doméne kodiert, aber nicht mit der S332-Sonde hybridisiert.
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in der Datenbank auf. Zur Veranschaulichung zeigt Abb.3-20 den Kontiginhalt. Darin
sind auch Erkenntnisse enthalten, die aus der Gesamtsequenzierung des /nserts von BAC
98P9 (Kapitel 3-8) und aus der Analyse der PCR-Produkte, die bei der Untersuchung des
Kontigs bisher generiert wurden, resultieren.

Ein Grofiteil von Kontig III kann das Grol Resistenzgen nicht enthalten: Es existiert
eine resistente rekombinante Pflanze (R458) aus der Kartierungspopulation P18xP40, der
einige Mitglieder der St332/334-Genfamilie aus der Grol Region fehlen. Es handelt sich
um die Gene mit den Fragmenten 3, 6 und 8. Teile der Grol Region, die in R458 fehlen,
konnen das Resistenzgen nicht enthalten. Kontig III enthélt neben den Fragmenten 3 und
8 zwei Marker (in Abb. 3-19 durch ein Sternchen markiert), die ebenfalls in R458 fehlen.
Abb.3-21 zeigt den CAPS-Marker zum T3-Ende von BAC 137E13 aus Kontig III (linkes
Sternchen). Das PCR-Produkt von BAC137E13, das nicht vom Restriktionsenzym A/ul
geschnitten wird, segregiert mit der Resistenz gegen Globodera rostochiensis (R162 bis

R1/61 und R559 bis R878), ist aber nicht in R458 enthalten.

NEB 100bp

Leiter
= Kontrolle

| eacizzes

i

it

= =
= 2
= £
Q =
< Y
M 1

i — o — —— S — —

— e — N S S S I S S S S — —

Abb.3-21: CAPS-Marker zum T3-Ende von BAC 137E13. Alul-Verdau. Primer:
137E13T3f, 137E13T3r. PCR-Produkt: ~450bp, geschnitten: ~2x 225bp.
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Auch das T3-Ende von BAC 62C17 in Kontig III (rechtes Sternchen in Abb. 3-19) ist
nicht in R458 enthalten. Von diesem Ende konnte mit den Primern 62C17T3f und
62C17T3r ein ASO-Marker abgeleitet werden (nicht gezeigt). Die Primer amplifizieren
DNA von P40 und allen resistenten Rekombinanten der Kartierungspopulation P40xP18
auBler R458. Von P18 und den suszeptiblen Rekombinanten kann keine DNA amplifiziert
werden. Damit kann sich das Resistenzgen nicht zwischen den T3-Enden von BAC
137E13 und BAC 62C17 befinden. Von Bedeutung ist Teilkontig III aber fiir die
Erstellung des Gesamtkontigs liber die Grol Region durch Chromosome Walking.

Kontig II segregiert ohne Rekombination mit der Resistenz. Das T7-Ende von BAC
261J14 aus Kontig II (rechtes Sternchen in Abb. 3-19) und das T3-Ende von BAC 251D8
aus Kontig II (linkes Sternchen in Abb. 3-19) liegen mindestens 240kb voneinander
entfernt. Das PCR-Produkt zum T7-Ende von BAC 261J14 (Abb.3-22) enthélt eine
repetitive Sequenz (Tab.3-4). Ausreichend spezifische Amplifikation wird durch

NEB 100bp Leiter

P 40
P 18
S 46
S 66

BAC 261J14
= Kontrolle

Abb.3-22: ASO-Marker zum T7-Ende von BAC 261J14. Primer: 261J14T7f,
261J14T7r. PCR-Produkt ~ 500bp.
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Touchdown-PCR erreicht (Standard-PCR, aber Annealingtemperatur von 62°C auf 58°C
fallend; mit —0.1°C/Zyklus). Das spezifische Produkt 146t sich von DNA aller resistenten
Rekombinanten, nicht aber von DNA suszeptibler Rekombinanten generieren.

Abb.3-23 zeigt den CAPS-Marker zum T3-Ende von BAC 251D8. Von P40-DNA lassen
sich zwei allelische PCR-Produkte gleicher Grofle generieren. Das Produkt, das mit der
Resistenz gegen G. rostochiensis segregiert, 1aBt sich einmal mit dem Restriktionsenzym
Nlalll schneiden. Es entstehen zwei Fragmente mit GroBen von etwa 350bp und knapp
iber 100bp (siche Verdau des Produktes von BAC 251DS8). Das Produkt, das mit
Suszeptibilitit gegen G. rostochiensis gekoppelt ist, 1dBt sich zweimal schneiden.
Dadurch entsteht ein zusédtzliches sichtbares Fragment von etwas mehr als 200bp. Dieses
Fragment ist in allen suszeptiblen Rekombinanten prasent und fehlt in allen resistenten
Rekombinanten. Dadurch 1463t sich indirekt ableiten, dal das mit der Resistenz
gekoppelte allelische PCR-Produkt von BAC 251D8 in allen resistenten Rekombinanten
vorhanden ist. Damit sind alle Gene aus Kontig II potentiell Kandidaten fiir das Grol

Resistenzgen.
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P 40
P 18

BAC 251D8
- Kontrolle
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——— -
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Abb.3-23: CAPS-Marker zum T3-Ende von BAC 251D8. Nlalll-Verdau. Primer:
251D8T3f, 251D8&T3r.
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3.8

Gesamtsequenzierung des Inserts von BAC 98P9

Ein Teil der Rezeptor-dhnlichen Kinase ist dupliziert und liegt in entgegengesetzter
Orientierung vor dem Gen. Die Gesamtsequenz aus BAC 98P9 (Abb.3-24) erlaubt
einen Einblick in die genomische Organisation der Grol Region. Die verschiedenen
Mitglieder der drei identifizierten Genfamilien (St332/334-Genfamilie, Cytochrom P450
Monooxygenasen und Rezeptor-dhnliche Kinasen) liegen alternierend im Genom vor. Es
1aBt sich kein {ibergeordnetes Muster erkennen, wie die Gene relativ zueinander
angeordnet sind. Uberraschend ist, daB wupstream der Rezeptor-ihnlichen Kinasen
(StRLK2,3,4) eine Sequenz in entgegengesetzter Transkriptionsrichtung liegt, die einen
Teil der extrazelluliren Doméne der RLKs codiert (StRSH2,3,4, siche Kapitel 3.9, Abb.3-
27 und Anhang 9.3). Diese Anordnung erinnert an die Organisation der Gene im
S(Selbstinkompatibilitits)-Locus von Brassica (Nasrallah, 2000). StRLK ist homolog zu

den S-Rezeptor Kinasen im S-Locus. Die duplizierte Region wird im S-Locus als S-

T3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
HO 400 I 0 NC G0 W MDD N MO BN MM EOD HMC MO MG 00 MUD MDD 40D SN 0D 4N AN A0 SN0 SN G0
aF ald 01l s — D!_LDU bc @ & s
- > <
StRLK3 5 StRLK2 StRSH2 2
StRSH3
T7
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
B0 S00 GO0 GO0 GO GEDND S U000 TIOD A0 RLOD FROOD SO0 GEOD GO0 GAOD BEOOD NOOD GHODD G000 GROOD 3000
a d Q a B0 0
< >
StRLK4 StRSH4

¥ TIR-NBS-LRR ($7332-Familie) = - Cytochrom P450 Transposon

B Rezeptor-dhnliche Kinase (RLK), E Retroelement O ORF>50 AA
RLK Sequenz-Homolog (RSH)

Abb.3-24: Schematische Darstellung der Gesamtsequenz des Inserts von BAC 98P9
(~ 99250bp). 2,5,11: Gene der S7332/334-Familie mit den Tagl-Fragmenten 2,5,11.
StRLK: S. tuberosum Rezeptor-dhnliche Kinase. StRSH: RLK Sequenz-Homolog. a,b,c:
repetitive Sequenzen (a ~350bp, b ~400 und c ~450bp). Pfeile geben die
Transkriptionsrichtung an.
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Locus Glycoprotein (SLG) bezeichnet. StRSH2,3,4 sind aber wesentlich kiirzer als die
SLGs in Brassica und enthalten nicht den Bereich, der fiir die konservierten Cysteine
kodiert. Ein Cystein-reiches Protein, das ebenfalls im S-Locus von Brassica zu finden ist,
konnte in der Sequenz von BAC 98P9 nicht identifiziert werden.

Die Struktur von drei Genen wird durch die Insertion eines Copia-dhnlichen
Retroelements verdndert. Die Gene mit den Tagl-Fragmenten 2 und 11 enthalten diese
Insertion im ersten Intron. SfRLK4 enthélt die Insertion allerdings zwischen den
konservierten Cysteinen im offenen Leseraster (siche auch Kap.3.9, Abb.3-27 und Kap.
9.3). Daneben enthalten das Gen mit Tagl-Fragment 11 (siehe Kap.3.5, Abb.3-14 und
Kap.9.2) sowie StRLK2 und StRLK3 (siehe Kap.3.9, Abb.3-27 und Kap.9.3) Stop-
Mutationen. Nur die Gene mit den 7agl-Fragmenten 2 und 5 (siche Kap.3.5, Abb.3-14
und Kap.9.2) sowie die Cytochrom P450 Monooxygenase (Analyse nicht gezeigt)
enthalten putativ intakte Leseraster.

Die BAC-Sequenz wurde auch auf interne repetitive Sequenzen untersucht (a,b,c). Die
Gene mit den Tagl-Fragmenten 2 und 11 haben nicht nur eine Retroelement-Insertion im
ersten Intron gemeinsam, sondern es befinden sich downstream von beiden Genen auch
die repetitiven Sequenzen b und c. Dies konnte auf eine zuriickliegende Duplikation
hindeuten.

Das identifizierte Transposon zeigt Homologie zum TNP2 Protein (E-Wert: e-174,
GenBank Accession CAA40555), das vom autonomen Transposon Taml in Antirrhinum
majus kodiert wird (Nacken et al., 1991). TNP2 zeigt seinerseits 45% Sequenzidentitit
mit TNPD, das vom autonomen En/Spm Element in Mais kodiert wird. Es wird vermutet,
dafl TNPD Transposase-Aktivitit besitzt. Die autonomen Elemente kodieren ein weiteres
fiir die Transposition notwendiges Protein (TNPA von En/Spm und TNP1 von TAM1).
Das Transkript fiir diese Proteine besteht aus vielen kurzen Exons (Kunze ef al., 1997).
Obwohl keine signifikanten Homologien in der Datenbank gefunden wurden, konnte das
rechts zum TNP2-Homolog benachbarte offene Leseraster (Abb.3-24) Teil der
kodierenden Sequenz fiir ein solches Protein sein.

Es existieren weitere kleine offene Leseraster, denen keine putative Funktion zugeordnet

werden konnte.
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3.9

Rezeptor-ahnliche Kinasen

In den partiellen Kontigs der Grol Region wurde durch Sequenzanalyse eine Familie von
Rezeptor-dhnlichen Kinasen (RLKSs, Receptor-like kinases) gefunden, die vorher in der
Kartoffel nicht bekannt war.

Analyse der putativen Aminosiiuresequenz: Reprisentativ fiir diese Familie wurde das
Gen StRLK1 (Solanum tuberosum Receptor-Like Kinase 1) genauer untersucht. StRLK1
wurde aus dem Subklon b66a von BAC 25J5 sequenziert (siche Kapitel 3.4). Der
Hinweis, dall in BAC 25J5 eine Kinase liegt, ergab sich aus der Endsequenz des Lambda-
Klons 98, der wie BAC 25J5 das Tagl-Restriktionsfragment 14 enthalt.

MIPEQRVYLPILLFICLHSFSSRFAFSQPSWNYNVSVLNSTTGLSNSWINMPYVRVYNSS
Signalpeptid

EPSEMMPIIRSRKDSPQFLFAFYCPLLTNSTTECLLGILLYHNRPDGRLSSAPQLVWSAN
RNHPVKVNATLQLGONGNLVLTDSDGTLVWSTNTTGKSVSGLNMTEMGNLVLFDKRKKATI
WQSFDHEIECLLPGQKLVSGRKLIASISGSNQSFSFTVLNGSLVSSIDTNPPQYYIASSR
DDAQYSPLYDFDGRTFTALQDPYTSQFIKLGPDGHLWLYQSDAYDWKHLDEVMNSYLGNC
GYPMVQGRYSIETNDGQENEPVEGNFFRPINRNPDLGQSQLTSISENSSHYHSLIELSDT
TYFAFEINFYSSSNMWFEGTKIEDEKAAELSNESEKAAVWSKTLRKNELLLNEVFSLKDN
WSGSDKTTVFLKVONFAKAQYQPPIVSQRKQSRPLKVIVASALAALVGMILSISAWFVLF
Transmembran-Domane

KKRTLSVKARDLLDLAPILPGILTRFSYNELKITITQDFSRKLGEGGFGSVYEGTLSNGNK
ATP-Bindungs-Domane I

TAVKRLNGLGQVKDSFLTEVKIVGSTHHVNLVKLVGFCTEKDHRVLIYEYMVNGSLDRWI
Phospho- Domane IIT Iv v
transfer-

Domane ITI

SHENQENGLTWLMRQRITADIAKGLAYLHDECSHKI IHLDIKPHNILLDONFNAKISDEG
VI VIb VII

LSKLIEKDKSKVVTRMRGTPGYLAPEWLRSVITEKVDVYAFGIVLLEVLCGRKNLDWSQA
VIII

DEDNVHLLSVFKRKAEQDQLIDMVDKNNEDMQLHREAVTEMMSLAAWCVQGDEFNKRPSMS
LVVKVLEGLVSVETNLDEFNFTNLTEAGAGNQQMEVPISSILPSVLSGPR*

Abb.3-25: Sequenzmotive der putativen StRLK1 Proteinsequenz.
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Die Aminoséduresequenz (Abb.3-25) wurde durch Vergleich mit homologen Sequenzen in
der Datenbank (Abb.3-26) abgeleitet. Die genomische Sequenz enthélt keine Introns
(Sequenz siehe Kap.9.3). Das hypothetische Protein ist 829 Aminosduren lang und hat
ohne Beriicksichtigung von posttranslationalen Modifikationen ein Molekulargewicht
von 93 kDa .

Das N-terminale Signalpeptid (Abb.3-25, Position 1-27) fiir den Transport in das
endoplasmatische Reticulum wurde mit dem Programm SignalP (Version 2.0) fiir
eukaryotische Daten vorhergesagt. Zwischen den Aminosduren S und Q liegt danach
wahrscheinlich die Schnittstelle zur Entfernung des Signalpeptids.

Die Transmembrandomidne wurde von den Programmen TMHMM-2.0 und SOSUI
zwischen Position 457 und 480 vorhergesagt.

N-terminal von der Transmembrandomaine liegt die extrazelluldre Doméne in der sich 12
konservierte Cysteine befinden, die charakteristisch fiir RLKs (Recptor-Like Kinases) aus
Pflanzen sind, die man der S-Doménen Klasse zuordnet (Torii und Clark 2000). Das
Konsensus-Motiv ~ lautet: CXsCXsCX7(in  obiger Sequenz  allerdings  Xs)
CXCX,CX7CX,CX5CX5CXCX,,C und wurde vom Selbstinkompatibilitits-Protein SLG
(S-Locus Glycoprotein) aus Brassica oleracea (Nasrallah et al., 1988) abgeleitet.
C-terminal von der Transmembrandoméne liegt die cytoplasmatische Doméne mit den
konservierten Sequenzmotiven der Serin-Threonin-Kinase (Hanks and Quinn, 1991). Die
Subdoméinen VIb und VIII sind spezifisch fiir Serin-Threonin-Kinasen und unterscheiden
diese von den Tyrosin-Kinasen, die in Pflanzen bisher nicht gefunden wurden.

Im Sequenzvergleich mit charakterisierten Sequenzen aus der Datenbank (Abb.3-26)
zeigt StRLK1 die stidrksten Homologien mit OsPK10 aus Reis (Zhao et al., 1994, 36%
identisch), ZmPK1 aus Mais (Walker und Zhang, 1990, 33% identisch), SFR2 aus Raps
(Pastuglia ef al., 1997, 31% identisch) und ARK3 aus Arabidopsis (Dwyer et al., 1994,
30% 1identisch). Neben den konservierten Cysteinen gibt es in der extrazelluldren
Domine weitere konservierte Bereiche. In der Region um Aminosédure 120 des multiplen
Alignments ist das Motiv VW(S/V)AN(P/R)(D/N)XP und zwischen den Positionen 189
und 200 ist das Motiv WQSF(D/S)XPTD(C/T)(L/F)L konserviert (die sogenannte PTD

Box). Am stérksten ist die Kinase Doméne (etwa ab Aminosdure 560) konserviert. Hier
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1 10 20 30 40 50 60 0 a0 20 100

1 1

StRLK1 HIPEQRYYLPILLFICLHSFSSRFAFSOPSHHYHYSYLHSTTGLSHSHINHPYYRYYHSSEPSEHHPTIRSRKDSPOFLFAFYCPLLTHSTTECLLGILL
0sPK10 HEAHGHRR--SSPTYLYHLHHISYASLLITCRGSIOKOYLFPGF TARQHDY IDNDGIFLLSHGSYFGFGFYTSHYSDNTFYILA
ZnPK1 HPRPLAALLSTACTILSFFIALFPRAARSSRDILPLGSSLYYESYESSTLAOSSDGTFSSGFYEYYTHAFTFSY
ARK3 HRGLPNFYHSYTFFFFFLLILFPRYSISANTLSASESLTISS——HHTIYSPGHYFELGFFKPGLD----5R
SFR2 HLCGDHRGYLFSYLLLFPAFSFSANTLSATESLTISS——HKTISSPGHIFELGFFKPS55----5R

CONSENSUS  sevvssssssssrssssssssssssrsssssssrssssFosselavsacdfpos.s.liaeslics . aibeescafllefoeniaa. s,

101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

1 1

StRLK1 YHNRPDGRLSSAPOLYHSANRNHPYKYN-ATLOLGONGHLYLTDSDGTLYHSTHTTGKSYSGLNHTEH---GHLYLFDKRKKA-~--TMOSFDHPTOCLL
0sPK10  WWHH--———-| ATTTTYHSAHPHSPYTHS-DOFFFDKDGHAFLOSGGGSKYGLPISPGROCHLYATTGL-—-HOSYYLGKDASSP-—-LHOSFSHPTOTLL
ZnPK1  HYSKTEAPAANHKTIYHSAHPDRPYHARRSAL TLOKDGHHYL TDYDGAGHRAD-—-GHHF TGYQRARLLDTGHLYIEDSGGH--—-TYHOSFDSPTOTFL
ARK3 HYLGIHYKAISKRTYYHYAHRDTPLSSSIGTLKISDSHLYYLDOSDTPYHSTHLTGG=-DYRSPLYAELLDHNGHFYLRDSKNSAPDGYLHOSFDFPTOTLL

SFRZ2  HYLGIMYKAISKRTYYHYANRDHPLSTSTGTLKISDSHLYYYDGSDTAYMSTHLTGGGDYRSPYVAELLONGHFYLRDSHHNNDPDIVLHOSFOFPTDTLL
CONSensus WyY....s:3:5..L.YHsAHr#.Pv,.5,.b1, .. .gn.vl, . .sdg. W, .. b Godv, .., .aefld, g#,. Y], ds, . ..P. .. 1JHOSFA, PTDELL

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

1 1

StRLK1 PGOKLYSGRKLI=--A=-SISGSHOSFSFTYLNGSLYSSIDTNPPOYYIASSRD DAQYSP LYDFDGRTF TAL====0===DPYTS
0sPK10  SGOMFIEGHTLH--SKSHTYQHHTYTLOTIKSGHHILYAGFETPOPYHSAQADSRITYHNKHGDRIYPANLSSASHSF YDOSGSLLSOLYTAQE-—-HANAT
ZnPK1  PTOLITARTRLYPTTOSRSPGHYIFRFSDLSYLSLIYHYPOYSODIYHPDPDONLYQDGR-HOYHSTRLGHLTDSGYLASSDFADGQALYASD--YGPGYK
ARK3 PEHKLGHDAKTGFHRF IRSHKSPDDPS5-~GOF SFKLETEGFPEIFLHHRESRHYRSGPHNGIRFSGYPEHOPFEYHYFHFTTSKEEYTYSFRITRSDYY
SFR2  PEHKLGHDLKTGFHHFLRSHKSPDDPSS5--GOYSFKLKTRGFPEAFLHHKASOYYRSGPHHGIRFSGYPEHOPFDY IEFHF TTSHOEYTYSFHITEDHHY

Consensus p.qkl..,.kl, . e 88, My seBrrsesBrarrrrassPRaionasrssaUesBraNessaBarrssrrrsrraforebesdeVeiSiarasrsns
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1 1

StRLK1 OFIKLGPDGHLHLYESDAYDHKHLDEYHHSYLGHCGYPHYCGRYSICTHDGHO--CHCPYEGHFFRPIN---RHPDLGCSOLTSTISCHSSHYHSLIELSDT
0sPK10  LSAYLGSDGLIAFYHLOGGHGKSKFSITYP-ADSCOHPAYCSPYTICSSGTG--COCPSALGSFA ~——=-HCHPGYTSACKSHEEFPLYOLDSG
ZnPK1  RRLTLDPDGHLRLYSHHDSDGSHSYSHYAH-TOPCHIHGLCGPHGICHYSPTPTCSCPPGYATRHPGHH————- TEGCHATYHTTCDRYDKR-5SHRFYRL
ARK3 SRLSISSSGLLORFTHIETAOHHHAFHYAP-KDACDEYKECGYYGYCDSHTSPYCHCIKGFKPRHPAYHGLRDGSDGCYRKTLLSCGGGDGFYRLKKHEL

SFR2  SRLSLSSTGSLORFTHIERTIONHHOFHYAP-KDOCDDYKECGTYGYCDSHTYPYCHCHRGFEPRHPOAHGLRDGSDGCYRKTALSCHGGDGFYRLKKHKL
Conszensus  .rl.l.sdG.1,.%...c.s.oHeueooap..d.Cd....Ce.ygiC.s b p.Cnlp.g...rop..v..re...2C. . bosC. . dof.ao....1

401 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500
1 1
StRLK1 TYFAFEINFYSSSHMHFEGTKIEDCKARCLSHCSCKARYHSKTLRK HCLLLHEYFSLKDHHSGSDKTT-YFLK
0sPK10  Y¥GYY=-GTHFFPPAAK==--THLTGCKSACTGHCSCYRYFFDOS-56G HCFLFHOIGSLOHKGGHTTRFA-SFIK

ZnPK1  P----NTDFHGSDOOHLLSYSLRTCRODICISDCTCKGFOYOEGTGSCYPKAYLFSGRTYPTSDYRTIYLKLPTGYSYSHALIPRSDYFDSYPRRL-DCDR
ARK3 P-——--DTTTASYDR----GIGVYKECEQKCLROCHCTAFANTDIRGSG-SGCYTHTGELFDIRN----YAKGGADLYYRLARTDLEDKRHRSAKIIGSSIG
S5FR2  P----DTAATSYDR----GIGIKECEEKCKSDCHCTAFANTDIRGGG-SGCYYHTGDILDTRH-—--YAKGGODLYYRLAATDLEDTTHRNAKIIGSCIG
Consensus p.....b.f.os.dee.sofereealen Losbl.Coaf, e eBrrossersssBonssanssnsstakonseravona, 1l do, ... ko.o5,i.
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1 1

StRLK1 YONFAKAOYOPPIYSORKOSRPLKYIVASALAALYGHILSISAHFYLFKKRTLSYK=---ARDLLDLAPILPGILTRFSYHELKIITODFSRKLGEGGFG
0sPK10  Y55RGKGGSD----SGSGKHHTIITVINLGTLAIIGYLIYIGFHIYKRKRHPPPSODDAGSSEDDGF LOTISGAPYRFTYRELODATSHFCHKLGOGGFG
ZnPK1  HHKSIREPFPDYHKTGGGESKHFYFYGFIAAFFYYEYSFISFAHFFYLKRELRPSE====L HASEKGYKANTSHFRRYSYRELVKATRKFKYELGRGESG
ARK3 WSYLLLLSFITFFLHKRKOKRSILTIETPIYDHOLRSRDLLHHEYYIS-SRRHISRE-—--HHTODLELPLHEFEEYAHATHHFSHANK————- LGOGGEFG

SFR2  VSYLLLLCFIFYRFHKRKOKRSIAIETSFYD-0YRSODLLHHEYYIPPHNRRHISRE-—--HKTODLELPLHDFERYAIATDHFSHANK————- LGAGGFG
Consensus ve...eeefeeveee Prhger iiiceseceesenes oo krrcas e, oadd. 1pon, o ovr, oy 81, L ak, L F .. LGqGefG
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1 1

StRLK1 SYYEGTLSHGHKIAYKRLHGLG-0YKDSFLTEVKIYGSIHHYHLYKLYGF CTEKDHRYLIYEYHYHGSLDRHISHENOENGL T-HLHRORITADIAKGLA
0sPK10  SYYLGTLPDGSRIAYKKLEGIG-OGKKEFRSEYTIIGSIHHIHLYKLRGF CTEGPHRLLAYEYHAHGSLDOKHIFHSKEDDHLLDHDTRFHIALGTAKGLA
ZnPK1  TYYKGYLEDDRHYAYKKLENYR-OGKEVFQRELSYIGRINHHHL YRIHGF CSEGSHRLLYSEYYEHGSLANILF-SEGGNTLL DHEGRFHIALGYAKGLA
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Abb.3-26: Alignment von StRLK1 mit homologen Proteinen aus Zea mays (ZmPK1,
GenBank Accession X52384), Oryza sativa (OsPK10, GenBank Accession 1.27821),
Arabidopsis thaliana (ARK3, auf BAC T6K22, GenBank Protein_Id: CAA20203.1) und
Brassica oleracea (SFR2, EMBL Accession X98520).
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finden sich neben den charakteristischen Sequenzmotiven, die aus entfernt verwandten
Serin-Threonin-Kinasen abgeleitet wurden, weitere konservierte Aminosiuren.

Weitere zu StRLKI homologe Sequenzen aus der Grol Region; es handelt sich um
eine Genfamilie:

Nach Analyse der Sequenz des Inserts von BAC 98P9 wurden die Sequenzen von drei
weiteren StRLKs (StRLK2, 3 und 4) gefunden (Kapitel 3.8, Abb.3-24). Auch durch die
Endsequenzierungen der BAC- und Lambda-Klone aus der Gro/ Region wurden partielle
Sequenzen gefunden, die zu StfRLK7 homolog sind (Kap.3.7, Tab.3-3 bis 3-6, Abb.3-20).
Sequenzen, zu denen nur partielle Sequenzinformationen vorliegen, bzw. die Sequenzen,
welche upstream von den StRLKs aus BAC 98P9 liegen, werden im Weiteren als StRSHs
(Solanum tuberosum Receptor-Like Kinase Sequence Homologs) bezeichnet.

In Kapitel 9.3 ist ein Sequenzvergleich auf Nukleotidebene gezeigt, der alle bisher
charakterisierten homologen Sequenzen zu StRLK1 aus der Grol Region enthélt. Es wird
deutlich, daB alle Sequenzen hoch konserviert sind. Auller StRLKI wurde bisher kein
funktionelles Homolog indentifiziert, daB fiir das Grol Resistenzgen in Frage kommit.
Sequenzen aus BAC 98P9: Abbildung 3-27 zeigt ein schematisches Alignment von
StRLK1, 2, 3 und 4 und den upstream Homolgen StRSH2 (upstream von StRLK?2),
StRSH3 (upstream von StRLK3) und StRSH4 (upstream von StRLK4). Es wird deutlich,
dal StRLK2 und StRLK3 1im konservierten Bereich, der die PTD Box
(WQSFDHPTDCLL) kodiert, eine Stop-Mutation besitzen. Das Codon fiir Glutamin (Q)
ist zum Stop-Codon mutiert (siehe auch gelb markierte Codons im Alignment in Kapitel
9.3). Zwischen die Codons, die die konservierten Cysteine in StRLK4 kodieren ist ein
Copia-dhnliches Retroelement insertiert. Somit ist anzunehmen, dal3 es sich bei StRLK?2,
3 und 4 um Pseudogene handelt.

Endsequenzen der BAC- und Lambda-Klone: StRSH9 liegt am T7-Ende in Lambda 107
(Kap.3.9) und kommt damit aus P41 (zur Kartierung siehe auch Kap.3.1, Abb.3-11).
StRSH10 (Kap.9.3) vom T7-Ende von BAC 10N22 liegt zwischen dem CAPS-Marker
zum T3-Ende von BAC 137E13 und dem ASO-Marker zum T3-Ende von BAC 62C17
(Kap.3.7, Abb.3-21 und Abb.3-19 — hier Marker durch Sternchen in Kontig III
reprasentiert), die beide nicht in der resistenten Rekombinante R458 enthalten sind.

StRSHI11 vom T7-Ende in BAC 25J5 (Kap.3.9) enthilt nach Motiv II der STK-Doméne
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wahrscheinlich eine Retroelement-Insertion. Das anschlieende Sequenzstiick zeigt auf
Nukleotidebene 97% Identitdt mit dem Long Terminal Repeat (LTR) eines Retroelements
(nicht gezeigt), dessen Teilsequenz in Subklon b66a (auch aus BAC 25J5) 1.6 kb
upstream vom putativen Translationsstart des StRLKI Gens liegt. Im Homolog der
St332/334-Genfamilie, welches das Tagl-Restriktionsfragment 14 enthélt, liegt upstream
des zerstorten Exons II ein hochstwahrscheinlich nicht funktionelles Sequenzfragment,
daB zum STK-kodierenden Abschnitt von StRLKI homolog ist (Kap.3.5, Abb.3-14). Am
T7-Ende des Inserts von BAC 106C14 (nicht gezeigt) liegt eine zu StRLKI homologe
Sequenz, die mit Tagl-Restriktionsfragment 16 gekoppelt ist und auf Chromosom IV
kartiert (zur Kartierung siehe Kap. 3.2).

serLk1  [Sp INAVSANSSSUPTDINNNNCEGRTM [ S/T Kinase |

StRLK2

S/T Kinase

StRLK3 N T3-Ende BAC 98P9

StRLK4
Conia-idhnliches Retroelement
StRSH2 [ pID |
StRSH3 [ PTD |
StRSHA4 [ VWSAN  PTD |

Abb.3-27: Schematisches Alignment der Rezeptor-ihnlichen Kinasen aus BAC 25J5
(S?ZRLKI) und BAC 98P9 (StRLK2,3,4). Gezeigt sind auch Sequenzen, die in BAC 98P9
upstream in entgegengesetzter Leserichtung von den RLKs liegen und zum 5°-
kodierenden Sequenzbereich der RLKs homolog sind (Kapitel 3.8 und 9.3). Kodierende
Bereiche: SP, Signalpeptid; VWSAN u. PTD, Aminosduren repriasentativ fiir die
entsprechenden  konservierten = Motive; CCC, konservierte Cysteine; TM,
Transmembrandoméne; S/T Kinase, Serin-Threonin-Kinase-Domine. StRLK, StRSH:
siche Text.
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RT-PCR - S7TRLK Homologe werden in der Bliite und in unterirdischen Geweben
exprimiert: Aus dem Sequenzvergleich zwischen StRLK1, 2, 3 und 4 wurden Primer von
absolut konservierten Bereichen abgeleitet, die das extrazellulire Motiv VWSANRNHP
und den Bereich um das VIb Motiv der Serin-Threonin-Kinase-Doméne kodieren.
(Primer: RLK3RACES und RLK5SRACE?2, siehe Kapitel 9.1 und 9.3).

Mit diesen Primern wurde ein RT-PCR Experiment mit cDNA aus verschiedenen
Kartoffelgeweben durchgefiihrt (Abb. 3-28). Da das hypothetische Transkript von
StRLK1 kein Intron enthélt, muflite ausgeschlossen werden, daf3l PCR-Produkte allein
durch kontaminierende DNA der praparierten RNA zustande kamen. Hierzu wurde RNA
in der Negativkontrolle eingesetzt. Eine Kontrolle (Abb.3-29) mit Aktin-Primern
(Actinfl, rl) zeigt, daB die RNA-Prdparationen aus allen Geweben intakte RNA

enthielten.
5 =
S g2 5 5325 ¢EF s2E ¢ 3
n\owaam—maxgwh,m_b
= 8 <m<m< <m<m=
E%%Z<Z<z<z<z<z<§
> 2 = S XS % S 25 % %5 &
1575bp

Abb.3-28: RT-PCR mit ¢DNA aus verschiedenen Kartoffelgeweben mit StRLK-
spezifischen Primern.
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c¢DNA Wurzel
c¢DNA Bliite
cDNA Stengel
c¢DNA Knolle
c¢DNA Stolonen
c¢DNA Blatt
= Kontrolle
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Abb.3-29: RT-PCR auf ¢cDNA verschiedener Kartoffelgewebe mit Aktin-Primern.
Primer wurden aus der EMBL Datenbank von einer Kartoffel-Aktin-Sequenz mit der
Accession Nummer X55749 abgeleitet. Auf der genomischen DNA liegt zwischen den
Primern ein Intron. Das 500bp Produkt kann also nicht von genomischer Kontamination

in der RNA-Préparation stammen.
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3.10 Funktionelle Komplementation

Transgene Pflanzen in welche die Gene mit den 7aql-Fragmenten 5 und 14 aus der
87332/334-Genfamilie, oder die Rezeptor-dhnliche Kinase S7RLKI iibertragen
wurde, sind nicht gegen Globodera rostochiensis (Rol) resistent: Zur funktionellen
Analyse wurde die gegeniiber G. rostochiensis anfillige Kulturkartoffelsorte Désirée mit
den Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen transformiert. Als Kandidatengene gingen aus
den Sequenz- und Expressionsanalysen die Rezeptor-dhnliche Kinase StRLK1 (Kap.3.9)
und aus der St332/334-Familie die Gene mit den 7agl-Restriktionsfragmenten 2, 4, 5 und
14 (Kap.3.1 bis 3.3, Kap.3.5 und 3.6) hervor. Die Kandidatengene wurden in die
Pflanzentransformationsvektoren BIBAC2 und pCLD04541 subkloniert (siche Kapitel
3.4, Abb.3-13) und mittels der Agrobacterium-Stimme COR308 und LBA4404 in
Désirée-Blattzellen {ibertragen. Beide Transformationsvektoren enthalten den
Selektionsmarker (das Kanamycin Resistenzgen) an der left border (LB, siche Kap.2.8,
Abb.2-2 und 2-3). Die Ubertragung der T(Transfer)-DNA erfolgt beginnend von der right
border iiber das subklonierte Insert zur left border. Damit sollte theoretisch gewéhrleistet
sein, daB die mit Kanamycin selektierten transgenen Pflanzen auch das subklonierte
genomische Fragment enthalten.

Die regenerierten transgenen Pflanzen wurden auf Resistenz gegeniiber G. rostochiensis
Pathotyp Rol getestet (Tabelle 3-7). Zur Kontrolle wurden auch die resistente Linie P40
und suszeptible, nicht-transgene Désirée-Pflanzen infiziert. Abgeschlossen sind die
Untersuchungen fiir das Kandidatengen mit 7agl-Fragment 5. Keines der subklonierten
genomischen Fragmente (65/5, 113/2 und b16j), die durch Agrobacterium (CL65/5-1II,
CL113/2-1 und LBb16j-I) libertragen wurden, konnte den transgenen Désirée-Pflanzen
Resistenz gegeniiber G. rostochiensis Pathotyp Rol vermitteln (Tabelle 3-7). Auch das
nicht intakte Gen mit 7aql-Fragment 14 aus Subklon b66b wurde auf Désirée iibertragen.
Es wird in P6/210 exprimiert (Kap.3.6, Abb.3-18) und sollte deswegen nicht von der
Komplementationsanalyse ausgeschlossen werden. Alle durch Agrobacterium (LBb66b-
II, LBb66b-III) transformierten Pflanzen waren allerdings anfillig (Tab.3-7). Auch die
transgenen Pflanzen, auf welche die Rezeptor-dhnliche Kinase StRLK! (Subklon b66a)
mit Agrobacterium (LBb66a-1, LBb66a-1V, LBb66a-V) iibertragen wurde, zeigten
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Tranformationen mit Agrobacterium
Gen mit Fagl- Bezeichnung der Anzahl Anzahl der Anzahl der aufRol
Fragment &/ ransformieriten | regenerierter regenerierien getesieien
RLEK # Agrobacterium Ealli transgenen transgenen Pflanzen
Elone Pilanzenlinien (S=suszepiihel)
7 | LEb32h-1 | 10 | 21 |
| LEb32b-11 | 3 | 11 |
| LEb07 -1 | | 17 |
4
| LEb07c-II | 12 | |
| CLES/S-TIT | | 17 | 153
3 | CL11321 | | 4 | 43
| LEbl6i-1 | 3 | 17 | 163
| LEbé6h-11 | 78 | 19 | 73
14
| LEb66b-I11 | 20 | 16 | ]
| LEbé6a-] | 35 | 7 | 63,17
SERLE] | LEb&6a- IV | 66 | 12 | 53
| LEbé6a- ¥ | 38 | 3 | 53
14+ S+RLET | LEz25151 | 15 | [ | 03
| L¥411 | 3 | 10 | 73
Veltorkontrolle [vALI 3 T i3
[Velktor olme Insert) | ) | | |
| LV41.11I | 37 | 3 |
Ballistische Transformation mit der Genkanone
Gen mit Tagl- Anzahl m?nﬂdhdrgn Anzahl der aufRol
Fragment#/RLK# | o | Tegemererter ansgeren | EFIIZ TR
| 24541 | Q2P0 | | 19 | 143, 57
| 4+ 14+ SERLET | 26M18 | 3 | 3 |
| 4 | AO0L16 | 4 | 2 |
| | 173021 | 2 | 2 |
| | 22108 | 4 | |

Tabelle 3-7: Der aktuelle Stand der Désirée-Transformationen. In der Bezeichnung

der Agrobacterium-Klone steht der erste Buchstabe fiir den verwendeten Stamm:
L=LBA4404, C=COR308.
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keine Resistenz gegeniiber Globodera rostochiensis (Tab.3-7). Zur Kontrolle wurde auch
die T-DNA des pCLD04541-Vektors ohne ein subkloniertes /nsert mit Agrobacterium
(LV41-1, LV41-1I und LV41-I1I) iibertragen, um auszuschlieBen, da3 die T-DNA alleine
bereits Resistenz gegen G. rostochiensis vermitteln kann. Keine der transgenen Pflanzen
wurde resistent (Tab.3-7). Transgene Pflanzen, die die Gene aus den Subklonen b32b und
b07c¢ enthalten, befinden sich zur Zeit noch im Test.

Da in der Grol Region weitere Kandidaten fiir das Resistenzgen vorhanden sein kdnnen,
die bis jetzt noch nicht identifiziert worden sind, wurden neben den Subklonen auch
direkt die BAC-Klone aus der Bibliothek mit /nserts bis zu 120 kb in den Agrobacterium-
Stamm [BA4404 transformiert (die Bibliothek wurde bereits mit dem
Pflanzentransformationsvektor pCLD04541 konstruiert). Die Transformation der
Agrobacterium-Zellen mit solch groflen Vektoren gelang durch Prédparation hoch
kompetenter Zellen nach einem speziellen Protokoll von McCormac et al. (1998). Auf
diese Weise gelang die Ubertragung eines 40 kb Inserts von BAC 25J5 (Tab.3-7,
Agrobact.-Klon LB25J5-1). BAC 25J5 enthdlt sowohl SfRLKI als auch das Tagql-
Restriktionsfragment 14. Nach der Transformation mit diesem BAC waren keine der
transgenen Pflanzen resistent gegeniiber G. rostochiensis (Tab.3-7). Damit wurden obige
Transformationsergebnisse fiir die separaten Subklone mit den beiden Genen bestitigt.
Die Ubertragung von groBeren Inserts (80 kb und 100 kb) gelang mit LBA4404 nicht.
Zwar wurde fiir das BIBAC2-System gezeigt, dall bis zu 150 kb hochmolekularer DNA
in den pflanzlichen Zellkern eingeschleust werden konnen (Hamilton ef al., 1996), in
diesem System wird aber ein ,,Supervirulenz”-Helferplasmid eingesetzt, dal genau wie
der pCLD04541-Vektor durch Selektion mit Tetracyclin in Agrobacterium propagiert
wird. Der Agrobacterium-Stamm COR308 des BIBAC2-System konnte deshalb nicht mit
einem pCLD04541-Vektor transformiert werden. Als COR308 wird der Agrobacterium-
Stamm UIA143 bezeichnet, wenn er neben dem eigentlichen Helferplasmid pMP90 das
zusitzliche ,,Supervirulenz”-Helferplasmid pCH32 enthdlt. Auf pCH32 sind weitere
Virulenzgen-Kopien untergebracht. Diese, so wird spekuliert, sollen die Ubertragung
hochmolekularer DNA in den Pflanzenzellkern effizienter machen (Hamilton, 1997). Ein
anderes ,,Supervirulenz”-Helferplasmid, pCH33, enthdlt anstelle des Tetracyclin

Resistenzmarkers einen Spectinomycin Resistenzmarker. Dieses Plasmid wurde in den
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Agrobacterium-Stamm UIA143, der nur das Helferplasmid pMP90 enthielt, iibertragen.
Die Agrobacterium Zellen wurden dann mit verschiedenen BAC-Klonen aus der
Bibliothek transformiert. Wie LBA4404, so war es auch mit diesem Stamm nicht
moglich, transgene Pflanzen zu regenerieren. Selbst das 40 kb Insert von BAC 25J5
konnte auf diese Weise nicht iibertragen werden.

Alternativ zur Agrobacterium-vermittelten Transformation wurden Versuche mit der
Genkanone durchgefiihrt. Mit Hilfe der ballistischen Transformation gelang die
Ubertragung der groBen BAC-Inserts auf Désirée. Hierzu wurden Goldpartikel mit DNA
von den isolierten BAC-Klonen aus dem Kontig beschichtet und in Désirée-Blattzellen
geschossen. Ergebnisse liegen bisher zu BAC 98P9 vor, der die Gene mit den 7Tagl-
Fragmenten 2, 5 und 11 enthélt. 5 der 19 transgenen Pflanzen haben nach wiederholten
Tests wenige oder keine Zysten (Tab.3-7). Diese Testergebnisse miissen noch
reproduziert werden. Weitere BAC-Klone aus den Kontigs I und II (Kap.3.7, Abb.3-19)
die mit der Resistenz gegen Globodera rostochiensis kosegregieren, werden

mittels Genkanone auf Désirée iibertragen. Einige transgene Linien, die mit DNA der
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Abb.3-30: Untersuchung von transgenen Pflanzen auf die Anwesenheit des Gens mit
Taql-Fragment 5. Die Primer Frag5 P40spez3f und FragS P40spez3r amplifizieren
DNA von Klonen, die das Taqgl-Fragment 5 enthalten (Lambda 65, BAC 60B11 und
BAC98P9) und nicht von DNA, die dieses Fragment nicht enthdlt (BAC 7805, P41, P18
und Désirée). CL65/5-111-1 bis III-8: Mit Subklon 65/5 tranformierte Désirée-Linien.
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BAC-Klone 26N18, 60L16, 173021 und 221C8 beschossen wurden, sind bereits
regeneriert worden (Tab.3-7).

Da die transgenen Pflanzen selektiv mit Kanamycin regeneriert worden sind, muf}
zusitzlich getestet werden, ob die transgenen Pflanzen auch das Grol Kandidatengen
enthalten, auf das wéihrend der Regeneration kein Selektionsdruck herrschte.

Genomische DNA der transgenen Pflanzen wurde hierzu mittels PCR-Analyse
untersucht. Aus dem Vergleich der genomischen Sequenzen der Mitglieder der
St332/334-Genfamilie (Kapitel 9.2) konnten zwei Primer abgeleitet werden, die
spezifisch fiir das Gen mit Tagl-Fragment 5 sind und nicht von Désirée-DNA
amplifizieren (Abb.3-30). Von der DNA aller untersuchten transgenen Désirée-Linien

konnte das tibertragene DNA-Fragment amplifiziert werden.
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S s e | Abb.3-31:  RFLP-Analyse der transgenen
Pflanzen. T7agl-verdaute DNA der transgenen
Linien und einer nicht transgenen Désirée-Pflanze
wurde mit der St332-Sonde hybridisiert.
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Zwar wurden Agrobacterium-Zellen bei der Regeneration der transgenen Pflanzen durch
das Antibiotikum Claforan abgetdtet, doch ist die PCR so sensitiv, dall auch Spuren von
Kontamination nachweisbar sein kdnnten. Der PCR-Schnelltest wurde deshalb durch eine
RFLP-Analyse erginzt. Abbildung 3-31 zeigt die Untersuchung von transgenen Linien,
die durch Agrobacterium mit dem Subklon b16j (enthélt Tagl-Fragment 5, siche Kapitel
3.4) transformiert wurden. Alle transgenen Linien (LBb16j-1-2 bis I-13) enthalten das
Gen mit Tagl-Restriktionsfragment 5. Nach PCR-Test und RFLP-Analyse ist also davon
auszugehen, da3 das Gen mit Tagl-Restriktionsfragment 5 im BIBAC2-Subklon 65/5 und
dem pCLD04541-Subklon b16j in das Genom der transgenen Désirée-Pflanzen integriert
wurde. Da keine der transgenen Pflanzen resistent gegeniiber Globodera rostochiensis
Pathotyp Rol war, kann das Gen endgiiltig von den Kandidaten fiir das Grol
Resistenzgen ausgeschlossen werden.

Die mit ganzen BAC-Klonen beschossenen Pflanzen enthalten nicht alle Tagql-
Fragmente. BAC 98P9 enthilt drei Mitglieder der S1332/334-Genfamilie. Es sind die
Gene mit den Tagl-Fragmenten 2, 5 und 11. Ob das Tagl-Fragment 11 durch ballistische
Transformation auf Désirée iibertragen wurde, kann in der RFLP-Analyse (Abb.3.31)
nicht bestimmt werden, da dieses Fragment, wenn es in den transgenen Pflanzen
vorhanden ist, durch Désirée-eigene Fragmente {iiberlagert wird (siehe auch Kap.3-1,
Abb.3-1; ein PCR-Test auf Fragment 11 ist aber moglich, siche Abb.3-12 in Kapitel 3.3).
Die beiden anderen Tagl-Fragmente sind nach der Ubertragung durch RFLP-Analyse
nachweisbar. Die transgenen Linien 98P9-3, -8 und -9 (Abb.3-31) enthalten keines dieser
beiden Fragmente. 98P9-10 enthdlt nur Fragment 5, 98P9-4 enthilt sowohl Fragment 5
als auch Fragment 2. Der naheliegendste Grund fiir das Fehlen von Tagl-Fragmenten in
den transgenen Pflanzen ist, daf} die Fragmente in BAC 98P9 (siehe Kapitel 3.8, Abb.3-
24; das Kanamycin Resistenzgen liegt neben dem T3-Ende des gezeigten BAC-Inserts)
im Vergleich zu den Subklonen (hier also fiir das 7agl-Fragment 5 die Subklone 65/5 und
b16j, siche Kapitel 3.4) in BAC 98P9 wesentlich weiter vom Kanamycin Resistenzgen in
der T-DNA entfernt liegen, wodurch sie bei der Regeneration der transgenen Pflanzen
vielleicht nicht stabil vererbt werden und schneller verlorengehen. Von den transgenen
Pflanzen in der RFLP-Analyse war keine resistent gegen Globodera rostochiensis. DNA
der anderen mit BAC 98P9 transformierten Pflanzen, also auch von den Pflanzen, welche

wenige oder keine Zysten hatten, wird gerade untersucht.
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Diskussion

Die S7332/334-Genfamilie zeigt Homologie zu bekannten TIR-NBS-LRR

Resistenzgenen:

Bisher wurden lediglich drei dominante Nematodenresistenzgene aus Pflanzen kloniert.
Hs 1" aus der Zuckerriibe (Cai et al., 1997), Mi-1.2 aus der Tomate (Milligan et al.,
1998) und Gpa?2 aus der Kartoffel (van der Vossen et al., 2000). Charakteristisch fiir
diese drei Gene, wie auch fast alle anderen Resistenzgene, ist das Vorhandensein einer
Region, die eine LRR(Leucine-Rich Repeat)-Domine kodiert. Abgesehen vom LRR-
kodierenden Sequenzbereich dhnelt das Hs/”’ Gen aber keinem anderen isolierten
Resistenzgen. Mi-1.2 und Gpa2 hingegen enthalten neben der LRR-Doméne auflerdem
eine Leucine-Zipper(LZ)- und eine NBS(Nucleotide Binding Site)-Doméne. Diese
Dominenorganisation ist fiir eine groBBe Untergruppe von Resistenzgenprodukten typisch.
Hs 17" verleiht gegeniiber dem Zuckerriibennematoden Heterodera schachtii Resistenz.
Mi-1.2 besitzt als einziges bekanntes Resistenzgenprodukt eine duale Spezifitit gegen
Avirulenzfaktoren verschiedener Organismengruppen. Es vermittelt in der Tomate
einerseits gegen die Wurzelgallennematoden Meloidogyne javanica und Meloidogyne
incognita und andererseits gegen die Kartoffelblattlaus Macrosiphum euphorbiae
Resistenz.  Gpa2 aus der Kartoffel verleiht Resistenz gegeniiber dem
Wurzelzystennematoden Globodera pallida, der mit Globodera rostochiensis nahe
verwandt ist. Die Struktur der bisher klonierten Nematodenresistenzgene legt die
Moglichkeit nahe, dall auch das Resistenzgen gegen Globodera rostochiensis im Grol
Locus der Kartoffel auf Chromosom VII Resistenzgen-typische Doménen kodiert. Die
untereinander stark homologen PCR-Produkte S#332 und S7334 (Leister ef al., 1996) aus
der Kartoffel kartieren in den Grol Locus und hybridisieren mit einer ganzen Reihe von
Restriktionsfragmenten  7Tagl-verdauter Kartoffel-DNA (Kap.3-1, Abb.3-1). Die
abgeleiteten Aminosduresequenzen der PCR-Produkte sind zu NBS-Domédnen in der
Datenbank homolog (Leister et al., 1996). Damit sind die Mitglieder der St332/334-
Genfamilie in der Grol Region, die durch die verschiedenen hybridisierenden Tagl-
Fragmente reprisentiert werden, Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen. Die St332/334-
Familie ist hoch polymorph. Das Muster der Tagl-Restriktionsfragmente, die mit der
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St332-Sonde hybridisieren, ist flir jeden der untersuchten Genotypen charakteristisch
(Kap.3.1, Abb.3-1, Tab.3-1). Selbst wenn zwei Kartoffellinien das gleiche Tagl-Fragment
enthalten, sind die entsprechenden Gene auf Sequenzebene ausreichend verschieden, so
dal sie durch spezifische Primer in einer Standard-PCR ohne stringente
Annealingtemperatur voneinander unterschieden werden kénnen (z.B. Tagl-Fragment 2
von den Parentallinien P40 und P41, siche Kap.3.3, Abb.3-7). Beriicksichtigt man, daf3
die Kartoffel als allogame Pflanze, also als Fremdbestduber, ein stark heterozygotes
Genom besitzt, ist diese Beobachtung allerdings nicht ungewdhnlich. Dieser Umstand
erwies sich in der vorliegenden Arbeit als vorteilhaft, denn so konnte die Grol Region
mit weiteren PCR-basierten Markern angereichert werden (Kap.3.2, 3.3, 3.7). Von
Bedeutung fiir die Klonierung des Resistenzgens gegen Globodera rostochiensis
Pathotyp Rol (die Kartierungspopulation wurde nur auf Pathotyp Rol getestet) sind nur
die Gene der St332/334-Genfamilie aus der resistenten Linie P40. Zwar finden sich in der
genomischen Bibliothek auch Mitglieder der S#332/334-Genfamilie aus der Linie P41,
aber nur fiir die 7agl-Restriktionsfragmente aus P40 ist durch die Kartierungspopulation
P18 (suszeptibel, grol/grol) x P40 (heterozygot resistent, Grol/grol) ableitbar, ob sie
mit dem Grol Locus kosegregieren (zur Kartierungspopulation siche Gebhardt et al.,
1991, Leister et al., 1996). Entsprechend der Anzahl der Tagl-Fragmente enthdlt die
resistente Linie P40 11 Homologen der S$¢332/334-Genfamilie (Kap.3.1, Abb.3-1 und
Tab.3-1). Die Tagl-Restriktionsfragmente 8 und 16 liegen in P40 homozygot vor, sie
segregieren somit in der Kartierungspopulation P18xP40 nicht (Leister et al., 1996). Die
Linie P40 enthilt also insgesamt 13 Homologen der St332/334-Genfamilie. Bis auf das
Taql-Restriktionsfragment 16 kosegregieren alle Fragmente mit dem resistenz-
vermittelnden Grol Locus oder mit dem allelischen gro/ Locus, der mit Suszeptibilitat
gegeniiber Globodera rostochiensis gekoppelt ist (Kap.3.2, Leister et al., 1996). Das
Taql-Fragment 16 konnte in dieser Arbeit durch einen CAPS- und einen DFLP-Marker
eindeutig auf Chromosom IV zwischen die Marker GP180(a) und GP511 kartiert werden
(Kap.3.2, Abb.3-5 und Abb.3-6, GP Loci siehe Leister et al., 1996). Im gleichen
Chromosomenbereich befindet sich ein QTL (Quantitative Trait Loci) fir Resistenz
gegen  Phytophthora infestans  (Leonards-Schippers et al, 1994). Taql-

Restriktionsfragment 8 konnte in dieser Arbeit an den Grol Locus auf Chromosom VII
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des Elters P40 und das allelische Fragment an grol, ebenfalls von P40, kartiert werden
(Kap.3.2, Abb.3-3). Mit grol segregierten auch die Tagl-Restriktionsfragmente 8b und
10 (Leister et al., 1996). Damit kartieren 8 der 13 Fragmente (Gene mit den Tagl-
Fragmenten 2, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 14), die mit der St332-Sonde hybridisieren, an den
resistenzvermittelnden Grol Locus. In der Kartierungspopulation, die aus 1100 Pflanzen
besteht, existiert eine nematodenresistente Pflanze (R458), die im St332/334-Gencluster
des Grol Locus rekombinant ist. Sie enthédlt nur 5 der 8 Tagl-Restriktionsfragmente
(Kap.3.1, Tab.3-1), die in allen anderen Pflanzen der Kartierungspopulation mit dem
Grol Locus kosegregieren. Zusitzlich enthédlt R458 durch das Rekombinationsereignis
auch Fragment 8b vom allelischen grol/ Locus. Als Kandidaten fiir das Grol
Resistenzgen bleiben zunidchst also die Gene der Sf332/334-Genfamilie, die die Tagl-
Restriktionsfragmente 2, 4, 5, 11 und 14 enthalten. Die Kandidatengene, aber auch
andere Homologen aus den Linien P40 und P41, wurden durch Sequenzierung niher
charakterisiert, um einen Einblick in die genomische Organisation und die
Verwandtschaft der Gene zu gewinnen (Kap. 3.5 und 9.2). Dazu wurden genomische
Klone der Kartoffellinie P6/210 isoliert, die mit der S#332-Sonde hybridisierten. Dann
wurde durch Tagl-Restriktionsverdau und Southern-Gel-Blot-Analyse untersucht, welche
der Restriktionsfragmente, die mit der St332-Sonde hybridisierenden, in den einzelnen
genomischen Klonen enthalten sind (Kap.3.1, Abb.3-2 und Tab.3-2). Die Linie P6/210
entstammt einer Kreuzung der Linie P41 mit P40 und wurde zur Konstruktion einer
BAC-Bibliothek (Dr. Khalid Meksem) und einer Lambda-Bibliothek (Dr. Cristina
Menéndez) ausgewdhlt, da sie sowohl das R/ Gen, welches Resistenz gegen
Phytophthora infestans vermittelt, als auch das Grol Resistenzgen enthilt. In einigen
Féllen reichten die Daten der RFLP-Analyse nicht aus, um eindeutig zu bestimmen, ob
die aus P6/210 isolierten Klone von P40 oder P41 stammen, da die Taql-Fragmente 2, 3,
4,10, 11 und 14 (Kap.3.1, Abb.3-1) sowohl von P40 als auch von P41 stammen konnen.
Durch die Entwicklung von spezifischen Markern zu den isolierten Klonen konnten
jedoch alle Fragmente eindeutig zugeordnet werden (Kap.3.3). Die Sequenzierung der
Homologen erfolgte direkt aus den isolierten genomischen Klonen, oder aus Subklonen
(Sequenzanalyse sieche Kap.3-5 und Kap.9.2). Das putative Transkript der genomischen
Sequenzen kodiert in Transkriptionsrichtung eine TIR(70ll/ Interleukin-1 Receptor
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Homology Region)-Domine, eine NBS-Doméne, eine LRR-Doméne und eine C-
terminale Domine, zu der keine ausreichend homologe Sequenz in der Datenbank
existiert (Kap. 3.5, Abb.3-14). Die abgeleitete Aminosduresequenz zeigt zu den
Aminosduresequenzen der Resistenzgenprodukte N (Whitham et al., 1994) und RPPI1-
WsA (Botella et al., 1998) hoch signifikante Homologien (38% Sequenzidentitit zu N
und 35% zu RPP1-WsA). Damit kommen die Mitglieder der Sz332/334-Genfamilie nicht
nur basierend auf der NBS-kodierenden Region, sondern auch nach Charakterisierung der
Gesamtsequenz als Grol Resistenzgenkandidaten in Frage. Auf der Grundlage ihrer
genomischen Sequenz konnen zwei Gene mit hoher Wahrscheinlichkeit als Kandidaten
ausgeschlossen werden (Kap.3.5, Abb.3-14): Das Gen mit Tagl-Restriktionsfragment 11
enthélt in dem Exon, das die NBS-Doméne kodiert, eine Stop-Mutation. Das Gen mit
Tagl-Fragment 14 enthidlt im gleichen Exon ebenfalls eine Stop-Mutation. Au3erdem ist
nur die 3’-Halfte dieses Exons vorhanden. Zusitzlich ist in die LRR-kodierende Region
ein Inverted Repeat Element insertiert. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der drei
tibrigen Kandidatengene der St332/334-Genfamilie mit den 7agl-Restriktionsfragmenten
2, 4 und 5 enthalten hingegen ein intaktes offenes Leseraster (Kap.3.5, Abb.3-14, Abb.3-
15a) und sind untereinander auf Aminosdureebene 90-94% identisch. Allerdings zeigen
sie auch eindeutige Sequenzunterschiede. So enthdlt die Aminosduresequenz des Gens
mit Taql-Fragment 5 eine Deletion in der C-terminalen Doméne (Kap.3.5, Abb.3-14,
Abb.3-15a). Das Gen mit 7agl-Fragment 4 enthélt in der nicht translatierten 3’-Region
des putativen Transkripts eine Deletion (Kap.9.2). Die Gene mit den 7agl-Fragmenten 2
und 4 enthalten auerdem eine Retroelement-Insertion im ersten Intron (Kap.3.5, Abb.3-
14). Die Lokalisierung der putativen Proteine kann auf Grundlage der genomischen
Sequenz nicht eindeutig vorhergesagt werden. Allgemein wird von pflanzlichen TIR-
NBS-LRR Proteinen angenommen, daf3 sie im Cytoplasma lokalisiert sind. Die Gene mit
den Tagl-Fragmenten 2 und 4 konnten aber ein N-terminales Signalpeptid fiir den
Transport in das endoplasmatische Reticulum kodieren (Kap.3.5, Abb.3-15b). Jedoch ist
das erste ATG-Codon fiir das putative Signalpeptid nur 12bp vom 5’-Ende des langsten
5’-RACE-Produktes SR08 entfernt (Kap.9.2, alle RACE-Produkte wurden von Dr. Jost
Muth generiert). Fiir die C-terminale Domidne wird ein Myristylierungs-Motiv

vorhergesagt (nicht gezeigt). Dies konnte andererseits auf eine membrangebundene
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Lokalisierung hindeuten. Das Konsensusmotiv der 11 vorhergesagten LRR-Module
(Kap.3.5, Abb. 3-15a) spricht ebenfalls fiir eine cytoplasmatische Lokalisierung. Die
abgeleiteten Proteine der St332/334-Genfamilie sind mit mehr als 1100 Aminoséuren
(Kap.3.5, Abb. 3-15a) und einem Molekulargewicht von iiber 130 KDa
(Aminosduresequenz des Gens mit Tagl-Fragment 4) sehr grof3. Die Mitglieder der
S$1332/334-Genfamilie, die durch die resistente Rekombinante R458 als Kandidaten fiir
das Grol Resistenzgen ausscheiden (Gene mit den 7agl-Restriktionsfragmenten 3, 6, 8),
enthalten Stop-Mutationen (Kap.3.5, Abb.3-14 und Kap.9.2), die als zweites
AusschluBkriterium eine wichtige Rolle spielen, da mit R458 nur eine einzige Pflanze
verfligbar ist, die im Grol Gencluster rekombinant ist.

Nach dem Rezeptor-Elicitor-Modell (Keen, 1992) sollte das Resistenzgen bereits vor der
Infektion durch einen pathogenen Organismus in der Pflanze exprimiert sein. Aus dem
Vergleich der sequenzierten Mitglieder der St332/334-Genfamilie (aus den Linien P40
und P41, Kap.9.2; das Gen mit Tagl-Fragment 16 wurde zu diesem Vergleich nicht
herangezogen) wurden aus zwei absolut konservierten Bereichen in Exon II (kodiert die
NBS-Domine) und Exon III (kodiert die LRR-Doméne) Primer fiir ein RT-PCR
Experiment abgeleitet (Primer siehe Kap.9.2). Das RT-PCR-Produkt wurde kloniert und
sequenziert. In Wurzeln von P6/210-Kartoffelplanzen, die nicht mit Globodera
rostochiensis infiziert waren, wurden alle drei Kandidatengene aus P40 exprimiert
(Kap.3.6, Abb.3-18). Das Gen mit 7agl-Fragment 5 ist scheinbar stirker exprimiert als
die Gene mit den Fragmenten 2 und 4. Zwar enthalten die Gene mit den Tagl-
Fragmenten 6 und 14 Stop-Mutationen (Kap.3.5, Abb.3-14 und Kap.9.2), exprimiert
wurden sie dennoch (Kap.3.6, Abb.3-18). Von den Mitgliedern der S7332/334-
Genfamilie, die von der Linie P41 an P6/210 vererbt wurden, werden mindestens die
Gene mit den 7agl-Fragmenten 10 und 11 exprimiert. Die Expression der Gene aus der
St332/334-Genfamilie war nicht auf die Wurzeln beschriankt (Kap.3.6, Abb.3-17),
sondern war in allen untersuchten Geweben (Wurzeln, Knollen, Stolonen, Stengel,
Blatter und Bliite) zu finden. Auf einem Northern Blot konnten die Transkripte der
St332/334-Genfamilie mit der St332-Sonde nicht nachgewiesen werden. Sie sind also nur
sehr schwach exprimiert. Das gilt sowohl fiir nicht infizierte Wurzeln, als auch fiir

Wurzeln der Linie P6/210, die mit Globodera rostochiensis infiziert worden waren (Dr.
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Jost Muth, nicht publiziert). Auf einem virtuellen Northern Blot (amplifizierte Gesamt-
cDNA) konnen aber drei Banden wahrgenommen werden, die mit der S#332-Sonde
hybridisieren (Dr. Jost Muth, nicht publiziert). Die grof3te hybridisierende cDNA hat eine
Lénge von etwa 3.6 kb und entspricht einer hypothetischen cDNA zusammengesetzt aus
dem ldngsten 5’-RACE-Produkt 5SR08, der St332/334-Sequenz und dem ldngsten 3’-
RACE-Produkt 3R27. Die beiden anderen hybridisierenden cDNAs haben eine Lédnge
von etwa 2.3 und 1.8 kb. Das 3’-RACE-Produkt 3RB2 (nicht gezeigt) hat nur etwa die
ersten 670 Basenpaare der LRR-Domidne und bricht dann ab. Kombiniert mit dem
langsten 5°-RACE-Produkt 5R08 und der S§t332/334-Sequenz hitte das putative
Transkript die Lidnge der 2.3 kb langen hybridisierenden cDNA (Dr. Jost Muth, nicht
publiziert). Das 3’-RACE-Produkt 3RB2 enthélt allerdings noch Intron II. In diesem
Intron befindet sich in allen sequenzierten Mitgliedern der S7332/334-Genfamilie ein
konserviertes Stop-Codon. Da das 3’-RACE-Produkt 3RB2 fast identisch zum putativen
Transkript des Gens mit 7Tagl-Fragment 5 ist (nicht gezeigt) und die RACE-Produkte
5R08 und 3R27 (Kap.9.2) fast identisch mit dem putativen Transkript des Gens mit 7aql-
Fragment 4 sind, kann spekuliert werden, dal3 die verschiedenen Gene der St332/334-
Genfamilie unterschiedlich gespleiit werden (Anmerkung: vielleicht enthalten die
klonierten RACE-Produkte Mutationen, denn die Ahnlichkeit zu den genannten
genomischen Sequenzen ist so hoch, daf3 die RACE-Produkte keinen anderen Mitgliedern
der $1332/334-Genfamilie zugeordnet werden kdnnen).

Beriicksichtigt man nur die Expressionsdaten, so kommt auch das Gen mit Tagl-
Fragment 14 als Kandidat fiir das Grol Resistenzgen in Frage. Diese Gen ist auch in der
resistenten Rekombinanten R458 enthalten. Es kann nicht ausgeschlossen werden, daf3
schon das Transkript, das offenbar nicht fiir ein intaktes Protein kodiert (Kap.3.5, Abb.3-

14), EinfluB} auf den Resistenzmechanismus hat.

In der Grol Region existieren weitere Gene, die als Kandidaten fiir das
Resistenzgen gegen Globodera rostochiensis in Betracht gezogen werden

sollen:
Mit ausreichender Sicherheit kann das Grol Resistenzgen nur isoliert werden, wenn ein

Kontig iiber die ganze Grol Region erstellt wird. Durch die Endsequenzierung der
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genomischen Klone aus vier Teilkontigs der Grol Region (Kap.3.7, Tab.3-3, 3-4, 3-5, 3-
6), die bisher zusammengestellt wurden, und die Gesamtsequenzierung von BAC 98P9
(Kap.3.8, Abb.3-24), konnten zwei weitere Genfamilien mit Homologie zu Rezeptor-
dhnlichen Kinasen und Cytochrom P450 Monooxygenasen identifiziert werden.
Zusatzlich befindet sich in der Grol Region ein Gen mit Homologie zu Trehalose
Synthasen und ein Gen mit Homologie zu einem F-Box-kodierenden Gen in der
Datenbank. Keines dieser Gene kann einer typischen Resistenzgenklasse zugeordnet
werden. Dies ist aber kein AusschluBkriterium, denn das Hm1 Resistenzgenprodukt aus
Mais (Johal und Briggs, 1992) besitzt auch keine Doménen, wie sie von den anderen
bisher isolierten Resistenzgenen codiert werden.

Eine Familie von Rezeptor-ihnlichen Kinasen: Am Anfang der Resistenzantwort steht
die Wahrnehmung und Weiterleitung eines spezifischen Signals des Pathogens. Eine
solche Funktion konnten auch Genprodukte aus der Familie der Rezeptor-dhnlichen
Kinasen ausiiben. Eine RFLP-Gel Analyse (nicht gezeigt) 148t vermuten, dall sich
mindestens 10 Homologen im Kartoffelgenom (P6/210) befinden. Die segregierenden
Fragmente lassen sich alle in den Grol Locus kartieren (Gebhardt, nicht verdffentlichte
Daten). Ebenfalls gekoppelt mit dem Homolog aus der S7332/334-Genfamilie, welches
das Tagl-Restriktionsfragment 16 enthilt, konnte am T7-Ende von BAC 106C14 eine
Rezeptor-dhnliche Kinase identifiziert werden (nicht gezeigt), die auf Chromosom IV
lokalisiert ist. Beispielhaft fiir diese Familie wurde StRLK 1 aus BAC 25J5 charakterisiert
(Kap.3.9, Abb.3-25). Die Eigenschaften der extrazelluliren Doméne des putativen
Proteins ordnen StRLK1 der S-Domiénen Klasse Rezeptor-dhnlicher Kinasen in Pflanzen
zu (Torii und Clark, 2000). Diese Domine ist zum Selbstinkompatibilitits-Locus
Glycoprotein (SLG) aus Brassica oleracea (Nasrallah et al, 1988) homolog.
Charakteristisch sind ein Signalpeptid, das konservierte PTD-Box Motiv und konservierte
Cysteine in der extrazelluldiren Doméne, sowie eine Transmembrandoméne und eine
intrazelluldre Serin-Threonin-Kinase(STK)-Doméne (Kap.3.9, Abb.3-25). Zur  S-
Dominen Klasse zéhlen auch die zu StRLK1 signifikant homologen Rezeptor-dhnlichen
Kinasen (Kap.3.9, Abb.3-26) OsPK10 aus Reis (Zhao et al., 1994, 36% identisch auf
Aminosdureebene), ZmPK1 aus Mais (Walker und Zhang, 1990, 33%), SFR2 aus Raps
(Pastuglia et al., 1997, 31%) und ARK3 aus Arabidopsis thaliana (Dwyer et al., 1994,
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30%). ZmPK1 war die erste Rezeptor-Protein Kinase, die aus Pflanzen isoliert wurde und
fiihrte zu der heute allgemein akzeptierten Auffassung, daBl auch Pflanzen, trotz
Zellwand, tiber Membranproteine zur Zell-Zell-Kommunikation fahig sind. OsPK10,
ZmPK1 und ARK3 werden nicht mit der Resistenzantwort auf Pathogenbefall in
Verbindung gebracht, biologische Funktionen konnten diesen Kinasen aber auch noch
nicht zugeordnet werden. Dennoch kdnnen die Rezeptor-dhnlichen Kinasen in der Grol
Region mit der Resistenzreaktion in Verbindung gebracht werden. Die Transkription von
SFR2 in Brassica oleracea z.B. wird nach Verletzung und Infiltration der Rapspflanze
mit Xanthomonas campestris Bakterien (ein Pathogen) und Escherichia coli (ein
Saprophyt) schnell induziert (Pastuglia et al., 1997). Aullerhalb der S-Rezeptor Klasse
sind auBlerdem bereits mindestens zwei pflanzliche Resistenzgenprodukte bekannt, die
eine STK-Domine besitzen. Xa2l besitzt neben der intrazelluliren STK-Doméne eine
Transmembrandoméne und eine extrazellulire LRR-Domine und bewirkt in Reis
rassenspezifische Resistenz gegen Xanthomonas oryzae (Song et al., 1995). Pto aus der
Tomate besitzt nur die STK-Domine und ist wahrscheinlich {iber einen Myristylanker an
die Cytoplasmamembran gebunden. Das Resistenzgenprodukt verleiht gegeniiber
Pseudomonas syringae Resistenz (Martin ef al., 1993).

Interessant ist die genomische Organisation der S/RLKs in der Kartoffel. Die
Gesamtsequenz von BAC 98P9 (Kap.3.8, Abb.3-24) zeigt, daBl upstream von den
einzelnen Kinasen StRLK2,3,4 jeweils eine Sequenz in entgegengesetzter Orientierung
liegt, die zur 5’-kodierenden Region der Kinasen homolog ist (StRSH2,3,4), (Kap.3.8,
Abb. 3-24). Im multiallelischen Selbstinkompatibilitdts(S)-Locus von Brassica oleracea
wird eine dhnliche Organisation von S-Rezeptor Kinasen (SRKs) und S-Locus
Glykoproteinen beobachtet (Nasrallah, 2000). Die SRKs aus Brassica und die putativen
StRLKs aus der Kartoffel besitzen die gleichen konservierten Motive und die gleiche
Dominenorganisation. Im Gegensatz zu den SLGs, die zu StRSH2,3,4 homolog sind,
enthalten die StRSHs aber nicht den Sequenzbereich, der die konservierten Cysteine
kodiert (Kap.3.9, Abb.3-27, Kap.9.3). SRK ist die weibliche Determinante der
Selbstinkompatibilitit und bindet SCR (S-Locus Cystein-rich Protein), die ménnliche
Determinante der Selbstinkompatibilitit (Schopfer et al., 1999, Takayama et al., 2000).

Das SCR Gen liegt ebenfalls im S-Locus von Brassica, eine homologe Sequenz konnte in
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der Grol Region bisher aber nicht identifiziert werden. Sowohl die Resistenzreaktion als
auch die Aktivierung des Selbstinkompatibilititsmechanismus’ basieren auf einer
Erkennung von Selbst und nicht-Selbst. Mit dieser Analogie kann eine Briicke zu StRLK
geschlagen werden. Das Produkt von StRLK konnte einen Nematoden-spezifischen
Liganden binden. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung von Forrest ef al. (1984)
von Bedeutung, dafl Lektine an Larven der Kartoffelzystennematoden binden. Die
Autoren dulern die Vermutung, da3 die Erkennung bzw. Bindung von Zuckerresten auf
der Kutikula der Nematoden eine Rolle in der Resistenzantwort spielen konnte. Um
festzustellen, ob die Rezeptor-dhnlichen Kinasen in der Wurzel, also dort, wo die
Nematoden in der Kartoffelpflanze parasitieren, exprimiert werden, wurden fiir ein RT-
PCR Experiment aus dem Sequenzvergleich von StRLKI, 2, 3 und 4 zwei Primer zu
konservierten Bereichen abgeleitet (Kap.9.3). Das Experiment zeigt, daf} die Kinasen in
der Bliite und in den unterirdischen Organen (Wurzel, Stolonen und Knolle) exprimiert
werden (Kap.3.9, Abb.3-28). Damit werden auch Homologen aus der Familie der
Rezeptor-dhnlichen Kinasen im Grol Locus als Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen
betrachtet. Aus P6/210 wurden insgesamt 9 Sequenzen mit Homologie zum STK-
kodierenden Sequenzbereich der StRLKs gefunden. Nur StRLKI kommt bisher als
Kandidat fiir das Grol Resistenzgen in Frage. Die anderen Rezeptor-dhnlichen Kinasen
enthalten Stop-Mutationen, Insertionen, existieren nur als Teilfragment, oder stammen
nicht von P40 (Kap.3.9).

Cytochrom P450 Monooxygenasen: In der Grol Region liegt eine dritte Genfamilie. 5
Mitglieder einer putativen Cytochrom P450 Monooxygenasen-Familie wurden bisher
durch BAC-Endsequenzierung (Kap.3.7, Tab.3-3, Tab.3-6, Abb.3-20) und
Gesamtsequenzierung von BAC 98P9 (Kap.3.8, Abb.3-24) in der Grol Region
identifiziert. Die zu dieser Familie ansatzweise vorliegenden Daten (diese Arbeit) sind
nicht im Ergebnisteil aufgefiihrt. Die hochste Datenbankhomologie zu einer bereits ndher
charakterisierten Sequenz zeigt die Genfamilie zu der Cytochrom P450 Monooxygenase
CYP72A41 aus Catharanthus roseus (Immergriin, Madagascar periwinkle, Irmler et al.,
2000). Bisher ist kein Mitglied der CYP72 Familie von Cytochrom P450
Monooxygenasen aus Kartoffel verdffentlicht. In E. coli rekombinant produziertes

CYP72A1 fberfiihrt Loganin in Secologanin. Secologanin ist der Vorldufer bei der
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Bildung einer gro3en Zahl von Indol-Alkaloiden in der Pflanze. Es gibt Hinweise darauf,
daB die Umwandlung von Loganin in Secologanin der Geschwindigkeits-bestimmende
Schritt der Alkaloid-Synthese ist und es wird spekuliert, da3 die transgene Expression
von CYP72A41 den Ertrag nutzbarer Alkaloide in der Pflanze verbessern kann (Irmler et
al., 2000). Von einem annotierten, aber nicht charakterisierten Arabidopsis thaliana
Homolog (Accession NP 188087, GenBank) wurde die putative Genstruktur der
Cytochrom P450 Monooxygenase in BAC 98P9 abgeleitet (zur Lage des Gens siche
Kap.3.8, Abb.3-24). Das Gen besitzt danach 5 Exons. Das putative Protein besteht aus
517 Aminosduren. Exon IV enthdlt das in Prokaryoten und Eukaryoten konservierte
Motiv (A/G)GX(D/E)T(T/S), das wahrscheinlich fiir die Sauerstoffbindung zusténdig ist
(Chapple, 1998). Exon V enthélt das Sequenzmotiv FXXGXXXCXG, das fiir die Him-
Bindung verantwortlich ist (Chapple, 1998). Untereinander sind die Homologen aus der
Grol Region auf Aminosdureebene 76-90% identisch (Vergleich der 210 Aminosduren
von Exon IV und V).

Wegen ihrer Giftigkeit nimmt man heute an, daf3 Alkaloide allgemein eine Funktion bei
der Abwehr von Herbivoren und Pathogenen haben. An Einzelbeispielen wurde bereits
gezeigt, daB3 bei der Abwehrreaktion der Pflanze gegen Pathogene die Expression von
Cytochrom P450 Monooxygenasen induziert wird. So induziert z.B. die Freisetzung von
Benzoesdure aus einem priaformierten Benzoesdure-Konjugat in Tabak als Antwort auf
Nekrose-verursachende Pathogene die Enzymaktivitit der l6slichen Cytochrom P450
Monooxygenase BA2-H, die Benzoesdure in Salicylsdure umwandelt (Ledn et al., 1995).
Die Cytochrom P450 Monooxygenase PAD3 aus Arabidopsis thaliana wird zur
Produktion von Camalexin, das in vitro das Wachstum von Bakterien und Pilzen
unterdriickt, benétigt (Zhou et al., 1999). Camalexin ist ein Indolderivat, wird den
Phytoalexinen zugeordnet und spielt eine wichtige Rolle bei der Resistenz gegen
Alternaria brassicicola. Es wurde gezeigt, da3 die Expression von PAD3 durch einen
anderen pathogenen Organismus, Pseudomonas syringae pv maculicola und durch die
Applikation von Jasmonsdure induziert wird (Zhou et al., 1999). Aus Kartoffel wurde
eine Induktion der Expression der Cytochrom P450 Monooxygenase CYP71D4 nach
Infektion mit Phytophthora infestans berichtet (siche GenBank Accession AJ296346).
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Damit konnen, wie schon die Homologen der S#332/334-Genfamilie und der Rezeptor-
dhnlichen Kinasen, auch die Cytochrom P450 Monooxygenasen an der Abwehr gegen
Globodera rostochiensis beteiligt sein. Aus konservierten Bereichen in den Exons IIT und
IV wurden Primer fiir ein RT-PCR-Experiment (nicht gezeigt) abgeleitet. Mit diesen
Primern konnte aber von keiner cDNA-Priparation der untersuchten Gewebe (Wurzeln,
Knollen, Stolonen, Stengel, Blitter und Bliite) DNA amplifiziert werden. Sollten die
identifizierten Cytochrom P450 Monooxygenasen bei der Resistenzreaktion eine Rolle
spielen, dann wird die Expression moglicherweise durch Befall induziert. Diese
Moglichkeit wurde bisher nicht untersucht.

Putatives F-Box-LRR-kodierendes Gen: Das T7-Ende des Inserts von BAC 94A4
(Kap.3.7, Tab.3-4, Abb.3-20) aus der Grol Region ist mit der LRR-kodierenden Doméne
von OREY aus A. thaliana verwandt (Woo et al., 2001). Proteine dieser Art findet man in
Komplexen zur Ubiquitinylierung von Proteinen, welche zur Degradation bestimmt sind.
Das verwandte Gen COI!l in Arabidopsis kodiert fiir eine degenerierte F-Box und eine
LRR-Doméne. Wird das COIl Gen mutiert, so finden keine durch Jasmonsdure
gesteuerten Reaktionen in der Zelle statt. Jasmonsdure und dadurch aktivierte
Zellkomponenten sind an vielen Entwicklungsprozessen in der Pflanze, wie
Pollenentwicklung, Wurzelwachstum und Fruchtreifung, aber auch Reaktionen auf
Verwundung und Pathogenbefall beteiligt (Xie et al., 1998).

Trehalose Synthase: Uber alle bisher erwiihnten Gene, die in der Grol Region
identifiziert wurden, kann anhand von Beispielen spekuliert werden, ob sie als
Rezeptoren zur Wahrnehmung eines Pathogen-spezifischen Signals oder als
Komponenten bei der Weiterleitung des Signals bzw. bei der Aktivierung der
Abwehrreaktion eine Rolle spielen konnten. Die putative Trehalose Synthase am T7-
Ende des Inserts von BAC 52016 (Kap.3.9, Tab.3-4) hingegen 1at sich nicht mit der
Abwehr von Pathogenen in Verbindung bringen. Die Trehalose Synthase wurde dennoch
weiteruntersucht, da Trehalose in Zukunft industriell eine wichtige Rolle als Stabililsator
in Nahrungsmitteln und als Zusatz bei Kosmetika und Pharmazeutika spielen konnte.
Trehalose hat einen stabilisierenden Effekt auf biologische Strukturen. Es schiitzt E. coli
vor osmotischem Strel und S. cerevisiae vor Austrocknung. AuBerdem hat das

Zwischenprodukt Trehalose-6-Phosphat inhibierende Wirkung auf die Hexokinase und

89



DISKUSSION

damit EinfluB} auf die Glykoloyse (Review zum Trehalose Metabolismus: Goddijn und
van Dun, 1999). Die Trehalose Synthase (diese Arbeit, hierzu werden keine Daten
gezeigt) in der Grol Region kodiert eine Trehalose-6-Phosphat Synthase (TPS)- und eine
Trehalose-6-Phosphat Phosphatase (TPP)-Doméne. Das Gen wird in allen untersuchten
Geweben exprimiert (Wurzeln, Knollen, Stolonen, Blatter, Stengel, Bliiten). Eine RFLP-
Analyse zeigte, daBB nur wenige Homologen in der Kartoffel existieren. Ein weiteres
Homolog liegt auf dem ,,Nordende” von Chromosom X. Ein zweiter Marker (CP51)
kartiert in beide Regionen. Es konnte sich also um die Duplikation eines groferen

chromosomalen Fragments handeln (Gebhardt, personl. Mitteil.).

Hypothetisches Modell fiir die Resistenzreaktion gegen den Nematoden

Globodera rostochiensis:

Die TIR-NBS-LRR Homologen (81332/334-Genfamilie) und die Rezeptor-dhnlichen
Kinasen in der Grol Region kommen aufgrund von Homologien zu bisher klonierten
Resistenzgenen als Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen am ehesten in Frage.
Komponenten des Nematoden kdnnten entweder auf der extrazelluldren Seite durch die
Rezeptor-dhnliche Kinase oder im Cytoplasma durch ein TIR-NBS-LRR Protein
wahrgenommen werden (Abb.6-1). Ob die Resistenzgenprodukte Komponenten der
pathogenen Organismen (Avirulenzproteine) in vivo direkt binden ist allgemein noch
nicht bekannt. Es konnte allerdings gezeigt werden, da8 Pto und das Avirulenzprotein
AvrPto von Pseudomonas syringae im Yeast Two-Hybrid System miteinander
interagieren (Tang ef al., 1996). Es la6t sich spekulieren, dafl Rezeptor-dhnliche Kinasen
und TIR-NBS-LRR Proteine gemeinsam fiir die Abwehrreaktion auf Globodera
rostochiensis notwendig sind. Bei der Resistenzantwort der Tomate auf Pseudomonas
syringae z.B. ist Prf (ein LZ-NBS-LRR Protein) fiir die Funktion von Pto (Serin-
Threonin-Kinase) notwendig (Salmeron et al., 1994). Vergleichbar mit der Situation in
der Grol Region sind beide Proteine in der Tomate sehr eng gekoppelt und liegen nur 24
kb voneinander entfernt in einem Gencluster (Salmeron ef al., 1996). Da Kinasen bei der
Resistenzreaktion beteiligt sind, ist zu vermuten, daB3 ein Signal, das vom Pathogen

ausgelost wird, liber eine Signaltransduktionskette in der Zelle weitergeleitet wird. Die
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Transkriptionsfaktor-assoziierten Proteins ? Cytochrom P450 Monooxygenasen ?

y %

Aktivierung der Genexpression

Abb.6-1.: Hypothetisches Modell fiir die Resistenzreaktion gegen den Nematoden
Globodera rostochiensis. Das Modell schldgt vor, wo die Gene der Grol Region in den
Reaktionen zur Resistenzantwort lokalisiert sein konnten. Es wird angenommen, daf3 eng
gekoppelte Gene eine Funktion im gleichen Reaktionsweg ausiiben konnen. I und II
stellen alternative Wege dar.

Situation konnte vergleichbar mit der Reaktionskaskade in Drosophila als Antwort auf
eine Pilzinfektion sein, denn auch hier sind strukturverwandte Proteine mit einer TIR-
und einer LRR-Domiéne beziehungsweise mit einer Serin-Threonin-Kinase(STK)-
Doméne beteiligt. Bei Drosophila wird die Produktion des gegen Pilze wirksamen
Peptids Drosomycin von den Proteinen Spitzle, Toll, Tube, Pelle und Cactus kontrolliert.
Der Rezeptor ist Toll. Er besteht aus einer extrazelluliren LRR-Domédne und einer
intrazellularen TIR-Doméne. Das Pathogensignal aktiviert im extrazelluldren Raum eine
proteolytische Kaskade, die zur Entstehung des aktiven Toll-Liganden Spétzle fiihrt.
Nach der Bindung von Spitzle an den Toll-Rezeptor wird das Signal intrazelluldr durch

die Serin-Threonin-Kinase Pelle und durch Tube (unbekannte Funktion) weitergeleitet
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und fiihrt zum Abbau von Cactus (homolog zu IxB) durch das Ubiquitin-Proteasom und
zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors Dorsal (homolog zu NFxB). Das Gen aus der
Grol Region mit Homologie zu einem F-Box-LRR-kodierenden Gen konnte ein
Bestandteil des Ubiquitin-Proteasoms in der Kartoffel sein. In Drosophila transloziert
Dorsal vom Cytoplasma in den Zellkern und aktiviert die Expression von Zielgenen (fiir
eine Gesamtdarstellung des Signalweges in Drosophila siehe Imler und Hoffmann,
2000). Bei der Signalweiterleitung konnte eine Autophosphorylierung der Rezeptor-
dhnlichen Kinase eine Rolle spielen. Bei Pto wurde in vitro eine Autophosphorylierung

nachgewiesen (Sessa et al., 1998).

Funktionelle Komplementation:

Aus der S1332/334-Genfamilie wurden die Resistenzgenkandidaten mit den Tagl-
Fragmenten 2, 4, 5 und 14, sowie die Rezeptor-dhnliche Kinase SftRLKI in die
Pflanzentransformationsvektoren BIBAC2 und pCLD04541 subkloniert (Kap.3.4) und
mittels Agrobacterium tumefaciens zur funktionellen Analyse in die gegeniiber
Globodera rostochiensis suszeptible Kulturkartoffelsorte Désirée iibertragen (Kap.3.10).
Mit der Subklonierung von genomischen Fragmenten sollte gewdéhrleistet werden, daf3
der Gen-eigene Promotor vorhanden ist. Es hatte sich bei Komplementationsanalysen zur
Klonierung des RPS2 Resistenzgens gezeigt, da3 die ektopische Expression der RPS2
cDNA, die hinter einen starken Promotor (Blumenkohl Mosaik Virus 35S Promotor)
kloniert worden war, den Phéinotyp der rps2 Mutanten im Vergleich zum
korrespondierenden genomischen Fragment nur mit einer sehr niedrigen Frequenz
komplementieren konnte (Mindrinos et al., 1994). In einer anderen Untersuchung
bewirkte die Uberexpression von Pto eine konstitutive Aktivierung der Resistenzreaktion
mit einem Anstieg der Salicylsdurekonzentration und einer erhdhten Expression von
Pathogenesis-related (PR) Genen. Eigentlich verleiht Pfo spezifische Resistenz gegen
Pseudomonas syringae pv Tomate, wenn das bakterielle Avirulenzprotein AvrPto prisent
ist. Durch Uberexpression wird die Pflanze aber auch unspezifisch resistent gegeniiber
anderen Pathogenen wie Xanthomonas campestris pv vesicatoria und Cladosporium

Sfulvum (Tang et al., 1999).
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Sowohl die Transformationen mit dem BIBAC2-Vektor, als auch die Transformationen
mit dem pCLD04541-Vektor waren erfolgreich, wie die Analyse der transgenen Désirée-
Pflanzen, in die das Gen mit dem T7agql-Restriktionsfragment 5 aus der St332/334-
Genfamilie libertragen worden war, belegt. In einem PCR-Assay (Kap.3-10, Abb.3-30)
wurde nachgewiesen, dall alle untersuchten transgenen Pflanzen (CL65/5-111-1 bis
CL65/5-111-8), die mit dem BIBAC2-Subklon 65/5 (Kap.3.4, Abb.3-13) transformiert
worden waren, nun zusitzlich das Gen mit 7Tagl-Restriktionsfragment 5 enthalten. Der
PCR-Assay ist sehr sensitiv. Schon Spuren einer Kontamination koénnten das Ergebnis
verfdlschen. Deshalb wurden transgene Pflanzen auch mittels RFLP-Analyse untersucht.
Alle Pflanzen, die mit dem pCLD04541-Subklon b16j (Kap.3.4, Abb.3-13) transformiert
wurden (LBb16j-I-2 bis LBb16j-I-13) enthalten das Tagl-Restriktionsfragment 5 (Kap.3-
10, Abb.3-31).

Wie oben diskutiert, befinden sich in der Grol Region neben der S1332/334-Genfamilie
weitere Gene, die eine Rolle bei der Resistenzreaktion auf ein Pathogen spielen konnen.
Auch bisher nicht identifizierte Gene in der Grol Region koénnen als
Resistenzgenkandidaten in Frage kommen. Diese Gene konnen nicht alle im einzelnen
untersucht werden. Deshalb wurden verschiedene Strategien getestet, um ganze BAC-
Inserts (bis zu 120 kb) von den Originalklonen aus der BAC-Bibliothek auf Désirée zu
ibertragen (Kap.3.10). Mit Agrobacterium tumefaciens gelang der Transfer von maximal
35 kb. Erfolgreich war die ballistische Transformation mit der Genkanone, wie eine
RFLP-Analyse zeigt (Kap.3.10, Abb.3-31). Allerdings ist das Insert von BAC 98P9 mit
den Tagl-Fragmenten 2, 5 und 11 (eine schematische Darstellung des BACs findet sich in
Kap.3.8, Abb.3-24) nicht komplett in allen transgenen Pflanzen enthalten (Kap.3.10,
Abb.3-31). Das Tagl-Fragment 5 — in BAC 98P9 dem T3-Ende nahe gelegen — ist in zwei
von 5 Pflanzen enthalten (98P9-4 und 98P9-10). Tagl-Fragment 2 - in BAC 98P9 weiter
als Fragment 5 vom T3-Ende entfernt - ist nur in einer von 5 Pflanzen (98P9-4) enthalten.
Die Ubertragung von Tagl-Fragment 11, konnte durch RFLP-Analyse nicht
nachgewiesen werden, da auch Désirée ein Fragment vergleichbarer Grofle enthilt
(Kap.3.1, Abb.3-1). Um zu testen, ob die Ndhe zum Kanamycin Resistenzgen, das im
pCLD04541-Vektor direkt neben dem T3-Ende des Vektor-/nserts liegt, fiir die
Ubertragungseffizienz in das Kartoffelgenom ausschlaggebend ist, kénnte ein PCR-Test
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mit spezifischen Primern zum Gen mit 7agl-Fragment 11 (Kap.3.3, Abb.3-12) eingesetzt
werden. Alle Pflanzen, die mittels Genkanone transformiert wurden, befinden sich noch
im Test (Kap.3.10, Tab.3-7). Die vorldufigen Ergebnisse fiir BAC98P9 miissen noch
reproduziert und weitere transgene Pflanzen durch RFLP-Analyse untersucht werden.
Vielversprechend ist, daB 5 Pflanzen (in Kap.3.10, Tab.3-7 mit einem Fragezeichen
versehen) regeneriert werden konnten, auf deren Wurzeln keine oder nur wenige Zysten
nach Infektion mit Globodera rostochiensis Pathotyp Rol nachzuweisen waren.

Im Rahmen der Agrobacterium-vermittelten Transformation sind die Tests flir die
Konstrukte mit den 7agl-Fragmenten 5 und 14 sowie StRLK abgeschlossen. Keines der
Gene konnte der suszeptiblen Kulturkartoffelsorte Désirée Resistenz gegen Globodera
rostochiensis Pathotyp Rol verleihen (Kap.3.10, Tab.3-7). Die transgenen Pflanzen

miissen aber noch auf die Pathotypen Ro2 bis Ro5 getestet werden.

Syntenie:

Parallel zu diesem Projekt wurde auch die syntenische Region auf Chromosom VII der
Tomate (Lycopersicon esculentum) untersucht (Hadrian und Fluhr, personl. Mitteil.). In
diese Region kartieren die Loci /1 (Sarfatti et al., 1991) und /3 (Bournival ef al., 1989),
die der Tomate Resistenz gegeniiber Fusarium oxysporum verleihen. 23 kb Sequenz sind
aus dieser Region in Tomate bekannt. Es wurden vier Rezeptor-dhnliche Kinasen und ein
TIR-NBS-LRR Homolog identifiziert. Das TIR-NBS-LRR Homolog zeigt mehr als 90%
Sequenzidentitit auf Nukleotidebene zu den einzelnen Mitgliedern der S7332/334-
Genfamilie und weist eine vergleichbare Exon/Intron-Organisation auf. Die Mitglieder
der S£332/334-Genfamilie aus der Kartoffel zeigen untereinander vergleichbare
Homologiewerte. Das Gen aus der Tomate kann also in die St332/334-Genfamilie
gruppiert werden. Die vier Rezeptor-dhnlichen Kinasen aus der Tomate besitzen wie
StRLK kein Intron und sind auf Nukleotidebene 80-90% mit StRLK identisch. Damit ist
die Syntenie auf Sequenz-Ebene belegt. Eine Untersuchung auf Kolinearitit kann
mangels ausreichender Sequenzdaten noch nicht unternommen werden.

Nach der Veroffentlichung und Annotation des Genoms von Arabidopsis thaliana (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000) liegt es nahe, auch hier nach einer syntenischen

Region zu suchen. Auf der MIPS Arabidopsis thaliana Group Homepage
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(http://mips.gsf.de/proj/thal/) wurden die Aminosduresequenzen der Gene aus der Grol
Region gegen das iibersetzte Arabidopsis Genom ,,geblastet” und das Sequenzumfeld der
Homologen mit der groBten Ahnlichkeit im Genom von Arabidopsis thaliana untersucht.
Es wurde keine Region gefunden, in der Rezeptor-dhnliche Kinasen, TIR-NBS-LRR
Homologen und Cytochrom P450 Monooxygenasen, die am stirksten mit den Genen aus
der Grol Region verwandt sind, zusammen lokalisiert sind. Mit Ausnahme der
Cytochrom P450 Monooxygenasen sind die jeweils stdrksten Homologen zu einem Gen
in der Grol Region (einschlieBlich der Trehalose Synthasen) iiber die Chromosomen I, II,
IV und V in Arabidopsis thaliana verteilt. Auf BAC MIE1 (EMBL Accession:
AB023038) von Chromosom III hingegen sind die acht stirksten Homologen der
Cytochrom P450 Monooxygenasen aus der Grol Region (E-Wert 8.1e-279 bis 1.4e-165)
in einem Bereich von weniger als 30 kb geclustert. Die E-Werte weiterer Homologen
liegen deutlich unter obigen Werten. Vielleicht ist dies die urspriinglich syntenische
Region, die im Laufe der Evolution in der Kartoffel mit weiteren Genen angereichert
wurde. Dies geschah vielleicht durch gerichtete Zusammenstellung und Vererbung von
Genen, die zusammen wichtig fiir einen bestimmten Reaktionsweg in der Kartoffel sind

(z.B. der Resistenzantwort auf Pathogenbefall).

Das Kontig; die Organisation der Grol Region:

Die Analyse der Teilkontigs aus der Grol Region a3t darauf schliefen, daB ein
chromosomales Fragment von mindestens 500 kb ohne Rekombination mit der Resistenz
gegen Globodera rostochiensis segregiert. Urspriinglich wurde die Grofe der Grol
Region im Rahmen der Feinkartierung durch Pulsfeldgelelektrophorese und
Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde auf 140 kb (= 1.4 cM) geschitzt (Ballvora et
al., 1995). Jedoch hat sich in dieser Arbeit gezeigt, dal schon die beiden anndhernd distal
positionierten, kosegregierenden Marker in Kontig II (Kap.3.7, Abb.3-19, Abb.3-22,
Abb.3-23) mindestens 240 kb voneinander entfernt sind. Dazu addiert sich mindestens
die Halfte von Kontig I mit den 7Taqgl-Restriktionsfragmenten 4 und 14 (Kap.3.7, Abb.3-
19) und die Liicke zwischen den Kontigs I und II, die bisher noch nicht geschlossen
werden konnte. Es scheint, daf3 in dieser Region die Rekombination unterdriickt ist. Ein

Grund dafiir konnte sein, daf sich die allelischen Regionen in der ersten Reifeteilung der
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Meiose in der Linie P40 nicht richtig paaren konnen. Vielleicht steht die aus der
Wildform eingekreuzte Region als zusitzliches chromosomales Stiick wie eine Art Loop
heraus. Diese Erklarung ist plausibel, denn das resistenzvermittelnde Chromosom enthélt
wesentlich mehr Gene der St332/334-Genfamilie (Gene mit den 7agl-Fragmenten 2, 3, 4,
5,6,8, 11, 14), als das allelische Chromosom (Gene mit den Tagl-Fragmenten 8, 8b, 10).
Ein anderer Grund fiir die Unterdriickung der Rekombination kénnte sein, dal3 die Region
verhéltnisméfBig nahe am Centromer liegt.

Weitere mit den Teilkontigs (Kap.3.7, Abb.3-19) {iberlappende BAC-Klone sind bereits
identifiziert worden. Unabhdngig von den vier zusammengestellten Teilkontigs sind mit
den kosegregierenden Markern CP56 und OPRI0 zusitzlich weitere vier BAC-Klone
isoliert worden (nicht gezeigt). Falls das Grol Resistenzgen nicht zur S7332/334-
Genfamilie gehort, von der sich zur Zeit alle Kandidatengene im Test zur funktionellen
Komplementation befinden, wird das Gesamtkontig die Identifizierung des Grol
Resistenzgens ermoglichen.

Einige resistenzvermittelnde Regionen wurden bereits liber einen grofen Sequenzbereich
hin untersucht, weil sich herausstellte, da mehrere Resistenzgenhomologen in der
Region geclustert sind. Z.B. befinden sich im Cf-4/Cf-9 Locus der Tomate (vermittelt
Resistenz gegen Cladosporium fulvum) in einem Bereich von etwa 35 kb fiinf
Resistenzgenhomologen (Parniske et al., 1997). Der gegen Fusarium oxysporum
resistenzvermittelnde /2 Locus in der Tomate enthilt 7 Resistenzgenhomologen (Simons
et al., 1998) und der M Locus in Flachs (Linum usitatissimum) enthdlt etwa 15 Mitglieder
einer Resistenzgenfamilie (Anderson ef al. 1997). Es wird spekuliert, da3 die Entstehung
von Resistenzgenfamilien eng mit der Coevolution von Pathogenen und Pflanzen
zusammenhdngt. Globodera rostochiensis hat z.B. 5 bekannte Pathotypen hervorgebracht
(Kort et al., 1978). Entwickelt Globodera rostochiensis einen neuen Pathotyp, so ist es
vorstellbar, dal die Wirtspflanze Kartoffel darauf am schnellsten durch Variation der
vorhandenen Resistenzgene und nicht durch die Entwickulung voéllig neuer Gene
reagieren kann. Dies erklért vielleicht, warum die Sr332/334-Genfamilie, die aufgrund
der Homologie der gesamten Gensequenz zu bekannten Resistenzgenen die
vielversprechendsten Kandidaten fiir das Grol Resistenzgen enthilt, so polymorph ist.

Strukturell verwandte Gene aus derselben Familie konnen sich in der Evolution auch zur
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Abwehr gegen verschiedene pathogene Organismen entwickelt haben. So liegt auf
Chromosom XII der Kartoffel in einem Bereich von 115 kb ein Resistenzgencluster mit
vier Homologen einer LZ-NBS-LRR Genfamilie (van der Vossen et al., 2000). Gpa2 und
Rx1 aus dieser Familie sind im Aminosduresequenzvergleich mehr als 88% identisch.
Gpa?2 verleiht gegeniiber Globodera pallida (van der Vossen et al., 2000) und Rx/
gegenliber dem Kartoffelvirus X (Bendahmane et al., 1999) Resistenz. Die Loci /1
(Sarfatti et al., 1991) und I3 (Bournival ef al., 1989), die zur Grol Region wie oben
beschrieben syntenisch sind, vermitteln gegeniiber dem Pilz Fusarium oxysporum
Resistenz. Zumal das TIR-NBS-LRR Homolog aus der Tomate auf der Nukleotidebene
mehr als 90% zur St332/334-Genfamilie homolog ist, wire es vorstellbar, da3 auch aus
der Sr332/334-Familie Gene hervorgegangen sind, die gegen verschiedene Pathogene
Resistenz bewirken. Umgekehrt gibt es auch die Beobachtung, daB Gene verschiedener
Resistenzgenfamilien Resistenz gegen das gleiche Pathogen bewirken konnen. So
gehoren z. B. die Gene der RPP5- und der RPP1-Familie in Arabidopsis thaliana zur
Klasse der TIR-NBS-LRR Resistenzgene. Gene der RPP8-Familie hingegen gehoren zur
LZ-NBS-LRR Klasse. Alle drei Familien bewirken Resistenz gegen verschiedene Isolate
von Peronospora parasitica (McDowell et al., 1998). Es konnte also gut moglich sein,
daB die Resistenz gegen die sehr nahe verwandten Nematodenarten Globodera
rostochiensis und Globodera pallida durch strukturell verschiedene Resistenzgene
bewirkt wird. Das Resistenzgen gegen G. pallida gehort zur LZ-NBS-LRR Klasse (Van
der Vossen et al., 2000). In der Grol Region finden sich Mitglieder der TIR-NBS-LRR
Klasse.

Ein Hauptmechanismus zur Entstehung von Genfamilien besteht in einer Duplikation von
Genen durch ungleiches Cross-Over. In der Grol Region gibt es ein Indiz fiir eine
Duplikation. In Abb. 3-24 (Kap.3.8) ist die Analyse der Sequenz aus BAC 98P9
dargestellt. Die Gene mit den 7agl-Fragmenten 2 und 11 liegen benachbart auf dem
gleichen Chromosom im Genom vor. Beide enthalten, anders als das Gen mit Tagql-
Fragment 5, nach der LRR-kodierenden Doméne in gleicher Anordnung zwei
unterschiedliche repetitive, nicht-kodierende Sequenzen b und ¢ (b mit etwa 400 bp und ¢

mit etwa 450 bp).
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Duplikationen von Genen konnen auch durch gréfere genomische Rearrangements
entstehen. In der Grol Region gibt es z.B. Hinweise auf eine Insertion. BAC 26N18
(Kap.3.7, Tab3-3) hat beginnend am T3-Ende einen Bereich, der zu den ersten 193 bp des
NBS-kodierenden Exons der St332/334-Genfamilie homolog ist. Danach bricht die
Homologie ab und es folgt eine repetitive Sequenz. Das Gen mit Tagl-Fragment 14
(Kap.3.5, Abb.3-14), das auch in BAC 26N18 enthalten ist, besitzt nur den Bereich des
zweiten Exons, der den C-terminalen Teil der NBS-Domine kodiert. Davor liegt ein etwa
1 kb langes Sequenzfragment, das zu StRLK1 homolog ist. Beide Sequenzen, die jeweils
einen Teil der NBS-Doméne kodieren, sind nicht iiberlappend. Es fehlen sogar etwa 90
bp im Vergleich zu einer Sequenz, die eine intakte NBS-Doméne kodiert. Vielleicht
handelt es sich also um die Insertion eines chromosomalen Fragments in ein Gen der
St332/334-Genfamilie. Moglich, jedoch unwahrscheinlicher, sind aber auch zwei
Deletionsereignisse in verschiedenen Genen der S7332/334-Genfamilie.

Die Grol Region ist sehr komplex und enthilt viele redundante Sequenzelemente, wie sie
fiir hohere Organismen typisch sind. Es finden sich drei Genfamilien (St332/334-
Genfamilie, RLKs und eine Familie von Cytochrom P450 Monooxygenasen), repetitive,
nicht-kodierende Sequenzen von mehreren 100 bp Linge und Retrotransposons vom
Tyl-copia Typ (Kap.3.7, Tab.3-3 bis 3-6, Abb.3-20). Auch ein Transposon (Kap.3.8,
Abb.3-24) und ein Inverted Repeat Element (Kap.3.5, Abb.3-14) wurden identifiziert, die

gewohnlich in hoher Kopienzahl im Genom vorkommen.

Ausblick:

Zur Zeit befinden sich zwei der vier iibriggebliebenen Kandidaten fiir das Resistenzgen
gegen Globodera rostochiensis Pathotyp Rol aus der St332/334-Genfamilie (Gene mit
den Tagl-Fragmenten 2 und 4) noch in der Komplementationsanalyse. Diese Tests
werden noch einige Monate in Anspruch nehmen.

Parallel sollte durch eine genauere RFLP-Analyse iiberpriift werden, wieviele
Homologen der Familie von Rezeptor-dhnlichen Kinasen (RLK) in der Grol Region
neben den bereits identifizierten, vorhanden sind. Ein RT-PCR-Produkt, dafl mit Primern
zu konservierten Bereichen innerhalb der RLK-Familie unspezifisch von cDNA aus nicht

infizierten Kartoffelwurzeln generiert wurde, ist bereits kloniert. Sequenzdaten von den
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Einzelklonen kénnen (wie schon bei der St332/334-Genfamilie) einen Aufschlufl dariiber
geben, welche Homologen der RLK-Familie in der Wurzel exprimiert werden.

Bisher ist nicht bekannt, ob die Expression eines der Gene in der Grol Region durch
Infektion mit Globodera rostochiensis induziert wird. Interessant ist vor allem zu
iberpriifen, ob die Expression der Cytochrom P450 Monooxygenasen in den Wurzeln
durch Nematodenbefall induziert wird. In nicht infizierten Wurzeln konnte keine
Expression nachgewiesen werden. Pflanzenmaterial von infizierten Pflanzen wurde
bereits gesammelt.

Um das Grol Resistenzgen letztendlich mit Sicherheit isolieren zu koénnen, ist die
Erstellung eines Konitgs iiber die gesamte Grol Region von entscheidender Bedeutung.
Weitere Kontigklone wurden bereits identifiziert. Aufgrund der repetitiven Sequenzen an
den Enden der Teilkonigs (Genfamilien, repetitive, nicht-kodierende Elemente und
Retroelemente) gestaltet sich das Chromosome Walking aber sehr zeitaufwendig.
AuBerdem kann nicht genau abgeschitzt werden, wie grof3 das Kontig letztlich ist. Jedoch
ist bereits durch die Teilkontigs ein sehr gro3er Bereich abgedeckt und damit besteht eine
gute Basis zur Vollendung des Kontigs. Durch die erfolgreiche Etablierung der
ballistischen Transformation ganzer BAC-DNA in Kartoffelzellen besteht eine effektive
Methode, die Klone des Kontigs durch funktionelle Komplementation auf das
Resistenzgen zu untersuchen. Neben dem Chromosome Walking besteht auch die
Alternative, den Grol Locus zunédchst durch Aufstockung der Kartierungspopulation mit
weiteren Pflanzen enger einzugrenzen. Der Aufwand, eine erginzende Kreuzung
vorzunehmen, Samen auszubringen und die Nachkommen auf Resistenz gegen
Globodera rostochiensis zu testen, ist aber enorm.

In dieser Arbeit wurde eine grofle Zahl von PCR-Markern generiert. Damit erdffnet sich
auch die Moglichkeit, die Grol Region einzugrenzen, indem alle Kartoffelsorten mittels
PCR auf die Anwesenheit dieser Marker getestet werden, in die der Grol Locus von
Solanum spegazzinii engekreuzt wurde. Leider ist aber nicht eindeutig nachvollziehbar,
ob der Grol Locus tatsichlich von Solanum spegazzinii stammt und in welche
Kartoffelsorten dieser Locus eingekreuzt wurde.

Neben Rol ist die Linie P40 auch gegen die Pathotypen Ro2-Ro5 resistent. Deshalb
miissen alle transgenen Pflanzen auch noch auf die iibrigen Pathotypen getestet werden.
Vielleicht interagieren verschiedene Mitglieder der S7332/334-Genfamilie spezifisch nur
mit einem oder einem Teil der Pathotypen. Sollte sich herausstellen, daf3 die St332/334-
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Genfamilie Resistenz gegeniiber Globodera rostochiensis vermittelt, kann anhand der
bereits vorliegenden Gensequenzen ergriindet werden, welche Sequenzunterschiede fiir
die Spezifitit gegeniiber dem Pathogen bzw. den unterschiedlichen Pathotypen
verantwortlich sind.

Falls das Resistenzgen gefunden wird, mu3 im néchsten Schritt fiir eine gezielte
ziichterische Anwendung getestet werden, wie stabil die Funktion des Resistenzgens in
den transgenen Pflanzen im Feldversuch ist.

Die Tatsache, dal Gene einer Resistenzgenfamilie spezifisch mit sehr verschiedenen
Pathogenen interagieren konnen (Mi-1.2, Gpa2/RxI), 1dBt darauf spekulieren, dal3
verwandte Gene (z.B. die Homologen der S$7332/334-Genfamilie) im syntenischen Locus
der Tomate Resistenz gegen Fusarium oxysporum vermitteln. Die Identifikation des
Grol Resistenzgens konnte also die Isolierung der Resistenzgene // und /3 in der Tomate
gegen Fusarium oxysporum erleichtern. Vielleicht ist in der Grol Region aber auch eine
weitere, noch nicht kartierte Resistenz (z.B. gegen Fusarium oxysporum ) lokalisiert.

Aus der Grol Region auf Chromosom VII in der Kartoffel sind durch die Sequenzierung
des Inserts von BAC98P9 100 kb, aus der Region mit den Genen Gpa2 und RxI auf
Chromosom XII 187 kb (GenBank Accession AF265664) und aus dem R/ Locus auf
Chromosom V der Kartoffel 300 kb (Ballvora, personl. Mitteil.) Sequenz bekannt. Zum
ersten Mal konnen somit groBere genomische Bereiche in der Kartoffel auf Ebene der
Nukleotidsequenz vergleichend analysiert werden. Interessant wird sein, was sich {iber
die Organisation des Kartoffelgenoms ableiten 1af6t. Z.B. hat sich schon durch die
BLAST-Resultate gezeigt, daB3 die bereits in der Datenbank abgelegte Sequenz von
Chromosom XII stark homologe repetitive, nicht-kodierende Elemente von mehreren
hundert Basenpaaren enthélt, die auch in der Sequenz von BAC 98P9 vorhanden sind.
Mit Kenntnissen iiber die genomische Organisation konnen vielleicht neue Methoden
entwickelt werden. Sollte sich z.B. herausstellen, dal bestimmte Elemente, wie
Retroelemente oder Inverted Repeat Elemente iiber alle drei Regionen verteilt
vorkommen, lieBen sich vielleicht neue Marker fiir das Kartoffelgenom ableiten. Auf der
Grundlage von [Inverted Repeat Sequenzen wurde z.B. die IMP(/nter-MITE
Polymorphism) Marker-Technologie (Chang et al., 2001) und mit LTR(Long Terminal
Repeat)-spezifischen Primern wurde die IRAP(Inverse Retrotransposon Amplified

Polymorphisms) Marker-Technologie entwickelt (Kalendar et al., 1999).
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Zusammenfassung

Der Grol Locus verleiht der Kartoffel Resistenz gegeniiber dem endoparasitischen
Wurzelzystennematoden Globodera rostochiensis. Finf Mitglieder der Sr332/334-
Genfamilie mit Homologie zu TIR/NBS/LRR-kodierenden Resistenzgenen kosegregieren
mit Grol. Mit dem NBS-kodierenden PCR-Produkt S#332 als Sonde wurden aus einer
genomischen BAC-Bibliothek mit groen Insertionen Klone mit allen fiinf Kandidaten
isoliert, deren Sequenz charakterisiert und das Expressionsmuster analysiert. Mitglieder
der Sr332/334-Genfamilie wurden in allen untersuchten Geweben exprimiert. Die
Kandidatengene wurden in einen Pflanzentransformationsvektor subkloniert und durch
Agrobacterium-vermittelte Transformation in die anfillige Kartoffelsorte Désirée
iibertragen. Die Analyse der transgenen Pflanzen auf funktionelle Komplementation mit
zwei der Kandidatengene ist noch nicht abgeschlossen. Die {ibrigen Kandidatengene
konnten in den transgenen Pflanzen den Resistenz-Phinotyp nicht komplementieren. Die
isolierten genomischen BAC-Klone wurden als Ausgangspunkt fiir die Konstruktion
einer physikalischen Karte genutzt, welche die Grol Region abdeckt. Es wurden vier
nicht tiberlappende Teilkontigs erstellt, die sich zusammen iiber mindestens 500 kb in der
Grol Region erstrecken. Die Sequenzierung der BAC-Enden und einer 100 kb BAC-
Insertion, die drei Homologe der S£332/334-Genfamilie enthédlt, zeigte, daBl die
Organisation der Grol Region sehr komplex ist. Eine Familie von Rezeptor-dhnlichen
Kinasen mit Homologie zu S-Rezeptor Kinasen, eine Familie von Cytochrom P450
Monooxygenasen mit Homologie zur CYP72 Familie, eine Trehalose Synthase, Copia-
dhnliche Retroelemente, ein Inverted Repeat Element, ein Transposon mit Homologie zu
Taml und repetitive, nicht-kodierende Elemente von mehreren 100 bp Lénge wurden
ebenfalls in der Grol Region identifiziert. Die Rezeptor-dhnlichen Kinasen wurden in
Bliiten und unterirdischen Geweben exprimiert und ebenfalls als Kandidaten fiir das
Grol Resistenzgen betrachtet. Basierend auf Sequenzinformation wurde bisher ein
Mitglied dieser Genfamilie als Kandidat identifiziert. Transgenen Pflanzen konnte dieses
Kandidatengen keine Resistenz verleihen. Ballistische Transformation wurde angewandt,
um ganze BAC-Insertionen in die suszeptible Kartoffelsorte Désirée zu iibertragen.
Damit konnen alle Gene im Grol Kontig auf funktionelle Komplementation getestet

werden.
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ENGLISH ABSTRACT

English Abstract

The Grol locus in potato confers resistance to the endoparasitic root cyst nematode
Globodera rostochiensis. Five members of the $1332/334 gene familiy with homology to
TIR/NBS/LRR-coding resistance genes segregate without recombination with Grol.
Using the NBS-coding S7332 PCR-product as probe, a genomic BAC library was
screened. All five candidate genes were isolated, sequenced and the expression pattern
was analyzed. Members of the S1332/334 gene familiy were expressed in all tissues
examined. The candidate genes were subcloned into a plant transformation vector and
transfered to the susceptible potato cultivar Désirée by Agrobacterium-mediated
transformation. Analysis of transgenic plants for functional complementation with two of
the candidates is in progress. The remaining candidate genes could not complement the
resistance phenotype in transgenic plants. The isolated genomic clones were used as
starting points for constructing a physical map covering the Grol region. The size of the
region is estimated to be at least 500 kb. BAC end sequences and the complete sequence
of a 100 kb BAC insert containing three homologues of the S$7332/334 gene familiy
indicate that the organization of the Grol region is complex. A family of receptor-like
kinases with homology to S-receptor kinases, a cytochrome P450 monooxygenase family
with homology to the CYP72 family, a trehalose synthase, copia-like retroelements, an
inverted repeat element, a transposon with homology to Tam1 and repetitive non-coding
elements of several hundred base pairs in lenght were identified. The receptor-like
kinases were expressed in flowers and underground tissues and were considered as
candidates for the Grol resistance gene as well. Based on sequence information, one
homologue has been identified as candidate so far. In transgenic plants it failed to confer
resistance. Ballistic transformation was used to transfer whole BAC inserts into the
susceptible potato cultivar Désirée to test all genes in the region for their potential to

confer resistance.
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9.1

Anhang

Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide
(5°-3)

| 9A2T3f | CAT CTC ACG CGA TGT AAG AC

| 9A2T3r | TCA CAC ATC CAT CGC ACT AC

[ 9A2T7f || GGC ATG TTC AGC AAA CCG AC

[ 9A2T7r | AGA GTA CAG TAG CTC GCG TC

| 10N22revf | TCT CAA TTG GAA TAT GCC AGA G

| 10N22revr | GTA TGT AAA TAG GTC CCA CAG G

| 10N22T7f | TAA GGT TAT ACC AGT CAG ATG C

| 10N22T7SIr | TGC ATT CAT CAT GAA GAT AAG CTA

| 10T3f | GGC TAC ATG GTT CTT ATG GA

| 10T3S2r | GCA GTT GTA TAC CGT CAA CAA A

| 25J5revf | GTT AAG AGA GTC TTT AAA GCT TTT AAA GAG TCG T
| 25J5revS2r || CCA AGT GTA TAT TAC TAA CAA AAT TG
| 25J5T7f || GTC CGA TGG ACA TTT ACG GGT ATA CCA AT
| 25]J5T7S2r | GGA ACT CAA CAA GGA TAT AAT TTA C

| 26N18revf | CAC TTC ATT TAA ATC AAA TTG GGA AAG AGA AAA TTC C
| 26N18revr | CTT TCA AGG GTC ATA ACT CGC TTA TAC GAA CTC
| 26N18T7S1 | GTA GGC AAG AAC CTA TAT AAA CAA G

| 26N18T7S2-2r | CAC TTC AAC TTG TCT CTA TTA TG

| 36T3f | GGT CCA CTA ATA CTA CTG G

| 36T3r | GGA GCA AGC AAA CCT TCA A

| 49120T3fl | GAA TGA AGG ACA TGC AGA TAA TG

| 49J120T3r1 | CCA TTT TTT AAA TAA TTA ATA AGC CAT
[ 49120T7f || GGG TAT GTA AAT GGA GTA AAA GG

[ 49]20T7r | CGA CTA GAT AGA AGA TCT CAT TC

[ 52016T3f | CTC AGT CTC CTG TCA TAG AG

[ 52016T3r | AAT CAG TTC AAT TAA GGA CTG C

[ 52016T7f | CAT CAA CTC CAA GCA GAA CAG

| 52016T7r || AGG TGC TTA ATC CTG AGG ATG

| 60B11T3f | GGC AGA ATA CTC TTT CAC AAT A

| 60B11T3r | CCT AAC AGT GGT ATC AAG AGC

| 60B11T7f | GGC TGT GCT TGT TCA GAT TGC

| 60B11T7r | GTG ATC AGC ACA AGT TCT CTC C

| 60L16revfl | ATG TCC ACG CGT GCA GTA AC

| 60L16revS2r | CTA GCA GAC TGG AAT AGG AC

| 60L16unifl | CTC CTA AAT CAT CTT GAG TTA GG

| 60L16unirl | GCA TGC AAC ACA CAG TAC ACC

| 62C17T3f | CCT GAG ATA GGA GTT ACG ACT

| 62C17T3r | CAC ACA AGA TGA GCC CAT TGA T

| 62C17T7f | GTC AGA ACA AGT CTT TAA GGT TTT

| 62C17T7r | CCT GAA CTG CCT AAT GGA TCC

| 70K20T3f || GAG ATA CTC TGG ACA GTT GGA G

| 70K20T3r || CCT AGC TGT CAG AAT TTT CAT TTG

| 71017T3fl | TTG GCT GGA CCA CAG ACT CG

| 71017T3rl | GGA TAT TGA TTC TTA GCT ACA TC
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| 73N5revf | CTA GTG CAT TCT TCA AGA ACC AG

| 73N5revr | CCA AGA ATG TGT AGT AGG ATG TG

| 73N5T7f | CCT GCT TTC CAA ACT GAG AAG

| 73N5T7SIr || GAT GGG CAA GAC GAT TTA ACA G

| 78M21T7f | GTC TTT ATG GAG TGA ATA CAT GAG
| 78M21T7r | CCT TCT CAA CCT ATC ATC CAC

| 7805T3f | CTG AAG TGT AGT AAT ACT GAG G

| 7805T3r | GCA TCT TAT GAT GAT GCA GAG A

| 7805T7f | CCA TTT GAA TTC AGT AGC TGC AC

| 7805T7r | GAG CAG CTC ATA GTT ATG GTT G

| 94A4T3f | GTG CCT TGT GCT GTA GCT G

| 94A4T3r | CTA AGC TAA TAA GAT ACC ACA C

| 94A4T7f | CAA CGT CCG CAA TTA TCA GC

| 94A4T7r | TCT TCA ATT ATT GGA AGA CCA G

| 98P9revf | CTG TAA TAA GAA CTA TCA GCA TAG
[ 98P9revr | CTG GAT CAA CAG GCC ATC TC

| 98PIT7f | GCA GTA AGG GTA TGA CCA TC

| 98P9T7r | GCT CGC ATA CTC GTA CAT TC

| 98T7f | GGG AAC AAA GAT AGA AGA TTG

| 98T7r | GCT TCA CAG CTA TTT TGT TG

| 98T7S3r | GAC ATG ATG ACT CCT TTC ATT TTA

| 106C14T3f | GAC AAA ACT AGA ATA ATT TAG TAG CTC TAC
| 106C14T3S2r | CGC TAC TTA ACA TAC TAT GTA TC

| 106C14T7f | CTC TCA GTT CCT CCT CCG CGT GCA A
| 106C14T7r | GTA CAT TGT TAG CTG CTG AAT CAT GTT ACC
| 110T7f | GGA TAC TAC TGT GGA AAA CC

| 110T7r | TGC AAC TAA GGA CAG GCT C

[ 115B4T3f | GTA TTG AGC TGG TGA TGT AGG

| 115B4T3r | CCG GAC AGC TCC TCT ACT G

| 115B4T7f | TGA ATT GAG GTG CTG GTC TAG

| 115B4T7r | ATT AGT ATG GTC TGC TAA CAG G

| 119F19T3f | GAG TGG CTA TTT CTA ACA AAG G

| 119F19T3r | GGA GTA CTC TGT AGT ACA TGT T

| 119F19T7f | CGT GAG TTC CTC ACA CTT AAG C

| 119F19T7r || CCT GAG TGG TTT CTA CCA CAC

| 137E13T3f | GCT GTA AGT TGA TTA GCC TCA A

| 137E13T3r | TAC AGG ACT GTC GAA GTT GAC

| 137E13T7f | TTC AGT TAA GCA TGA GTC GTA C

[ 137E13T7r | GCC ATA AGG CAC CCT GAA TC

| 154P18T3f | TTA AGA AGC AAG CCA AGC AAG

| 154P18T3r | ATG AGC CCT AGT GGT GAT AC

| 154P18T7f || AAG TGG ATG ATA GTA TGT ATA GAA
| 154P18T7r | GGT AGC TTC TGT TTG TTC ATA G

| 173021T3f [ TGT GGC TCG TGT CTT ATT GC

| 173021T3r | AGC GGA AAC CTA ACT CAA CAG

[ 173021T7f | CAG TAA AGG TTC GAC CGT CA

| 173021T7r | ACA GTA CCA CAG AAT GCC TTC

[ 221C8T3f | AAA GAA GTC AGT CAG GTT GAG

| 221C8T3r | AAC AGA ATA ACT TAA TGC AAT GC

[ 221C8T7f | AAA GGA GAT GCA ATA GAC GAG
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221C8T7r | AAA GAC AGC TTT CAG AAC CAG
229C2T3f | AAT TAT CTA GTA AAA TCA CGT GTC
229C2T3r | GGC CTA GAG TAC AAC CGA TC
229C2T7f | GCT TCC TTG ATT GAT CAC TAC
229C2T7r | CAT GCT CAG ACA GGA GAGC
251D8T3f | CAT TAG GAG CGA GCAGCTG
251D8T3r | CTG CAG AAT CCG TGCTTG C
251D8T7f | TGT CTC TTA TAT CCA TAG TGA TC
251D8T7r | CGA TAT TCC TCA GCATTC ATAG
260K12T3f | CAT CCT GCT ATA CAT CCT TCG
260K12T3S1r | ACA TAG ACATAC GGT GACTTGT
260K12T7f | CCA TGT TTC CTC TCA AGG TCT A
260K12T7r | CAT CGT TTC CAA GTG AGT CTT T
261J14T3f | CAA CCA TAA CTG GAA ATACTC C
261J14T3r | TTG AGG CAC ATG TTC ATACTAC
261J14T7f | ATA TAT TGC ATA TGT CGT ATT GC
261J14T7r | AAC TTC AAA TTT CAT ATG TAC CAC
332/334s | CAC GAA GTC AGA GAC CGTTC
332/334as | GAG CTG ATA GAT CCT CGA ATT
Aktinfl CAA TGG AAC AGG AAT GGT TAA G
Aktinrl CGA GAC GAA GAA TGG CAT GTG

Frag2 P40spezf

AGT ATA ACA GGG ATATAT GCTC

Frag2 P40spezr

TAG GCA TCC ATT TGT CGA AAA G

Frag5 P40spez3f

CCT TGC ATT GCA TGG TTG TAC

Frag5 P40spez3r

CTA ATT TTT AGG CCATGG ACT A

Fragl0 P41spezf

ACA AAA ATG TGA TGA ACT TGT AAC

Fragl0_P41spezr

AAC ACG TTC TAA ATC TGT GCC

Fragl1 P40spezf

ATG TTT GAA AAC ACT TGG TTG GT

Fragll P40spezr

AGA TGT GCA TTC ATT AGC AAA TAT

Fragll P41spezf

ACC TGA CTA ATG AAG AAG AAGC

Fragll P41spezr

TCA AAG CAG TAG CAC CCA AAC

NBS3RACEI1 GGA AGA AGA AAG ATT CAG TGA CCA GAATACTTG A
LRRSRACE!1 CCT TTG AGG TTT TCC AAA GTT GTA TGA TGC G
RLK3RACES CTG CTA ACA GGA ACC ATC CAG TGA
RLKSRACE2 | GGT TTG ATG TCC AAA TGA ATT ATC TTA TGG C

T3 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG

T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C
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9.2

81332/334-Genfamilie - genomische Sequenzen und RACE - Produkte

Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_3_P41
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40

Frag 1 P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_3_P41
Frag_4_P40
Frag_ 5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40

Frag 1 P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_3_P41
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40
5R08

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_3_P41
Frag_4_P40
Frag 5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40
5R08

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40
5R08

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag 5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40
5R08

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag 5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40
S5R08

Frag 1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_11_P40
5R08

PHERBRRRR

TAAGATTETAAATT CINNNAAAAAAAAAWAAAA T TINME T TTTGTTAAGGGACAT CASATTARGGAGT AN TATCTATCAAATAAAA

poly A putatlve CAAT-Boxen

TATATATATATATATATATI WTTAACAGTTTAGCHE
‘TATATATATATATATATATHTAT INETAACAGTTTAACHEN

52
164
135
174
173
145
161
180

137
254
220
259
258
224
246
265

73

putative CAAT-Boxen TA Mlkrosatelllt (TATA Box ?)

.TCCACTTTCTTGTTTTATTGTCT
.TCCAETTTCTTGTTTTATTGTCT
[TCCACTTTCTTGTTTTATTGTCT]

(hinter

Putativer Translationsstart moglichem
Signalpeptid)

T TCTTAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACGCAAAACATTTGTTGACCATCTGTACCTTGCTCTGEAACAAAAGTGCATTAATACCTTT,
T TCTTAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACGCAAAACATTTGTTGACCATCTGTACCTTGCTCTG@AACAAAAGTGCATTAATACCTTTARA
T TCTTAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACGCAAAACATTTGTTGACCATCTGTACCTTGCTCTGAAACAAAAGTGCATTAATACCTTTARA
TTCTTAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACGCAAAACATTTGTTGACCATCTGTACCTTGCTCTGEGAACAAAAGTGCATTAATACCTTT.
TTCTTAAGTTTTAGAGGTGAANATGTACGCAAAACATTTGTTGACCATCTGTACCTTGCTCTGGAACAAAAGTGCATTAATACCTTT.
TTCTTAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACGCAAAACATTTGTTGACCATCTGTACCTTGCTCTGEAACAAAAGTGCATTAATACCTTS
TTCETAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACGCAAAECATTTGTQGACQATCTGTACCTTGCTCTGAAAEAAAAGTGCATTAATACCTTCRRR
T TCTTAAGTTTTAGAGGTGAAGATGTACG CATTTGTTGACCATCTGEACCTTGCTCTGEAACAARAGTGCATTAATACCTTTAA

[GATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAAAGTTCATTTCACCGGAACTCGTGAGTTCAATTGAAGAGT CAAGGATAGCTTTGATCATATTCTCT]
GATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAAAGTTCATTTCACCGGAACTCATGAGTTCAATTGAAGAGTCAAGGATAGCTTTGATCATETTCTCT
[GATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAAAGTTCATTTCACCGGAACTCGTGAGTTCAATTGAAGAGTCAAGGATAGCTTTGATCA' ‘TCTCT]
GATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAAAGTTCATTTCACCGGAACTCGTGAGTTCAATTGAAGAGTCAAGGATAGCTTTGATCATETTCTCT
IGATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAAAGTTCATTTCACCGGAACTCATGAGTTCAATTGAAGAGTCAAGGATAGCTTTGATCATATTCTCT]
GATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAAAGTTCATTTCACCGGAACTCGEGAGTTCAATTGAAGAGTCAAGGATAGCTTTGATCATATTCTCT

[GATGACGAGAAACTAGAGAAAGGAARAGTTCATTTCACCGGAACTCGTGAGTTCAATTGAAGAGT CAAGGATAGCTTTGATCATIT TCTCT]

ACTATGCTAATTCAACATGGTGTTTAGATGAATTGACEBAAGATCATGGAGTGCAAGAATGTGAAAGGACAAATTGTTGTTCCGGTJ

ACTATGCTAATTCAACATGGTGTTTAGATGAATTGACEBAAGATCATGGAGTGCAAGAATGTGAAAGGACAAATTGTTGTTCCGGTA
ACTATGCTAATTCAACATGGTGTTTAGATGAATTGACAAAGATCATGGAGTGCAAGAATGTGAAAGGACAAATTGTTGTTCCGGTG]

[TTCTATGATGTAGATCCATCAACAGTGAGGAAACAAAAATCCATATTTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCCCGGTTCCAGGAGGA(]

[TTCTATGATGTAGATCCATCAACAGTGAGGAAACAAAAATCCATATTTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCCCGGTTCCAGGAGGAC]
TTCTGTGATGTAGATCCATCAACAGTGAGGAAACAAAAATCCATAETTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCCCEGTTCEAGGAGGAC
[TTCTATGATGTAGATCCATCAACAGTGAGGAARACAAAAATCCATATTTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCCCGGTTCCAGGAGGA(]
[TTCTATGATGTAGATCCAT CAACAGTGAGGAGACAAAAAECATATTTGGAGAAG CATTTAGCAAACATGAAGCCCGGTT! CEAGGAGGAC
[TTCTATGATGTAGATCCATCAACAGTGAGGAAACAAAAATCCATATTTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCCCGGTTCCAGGAGGAC]
TTCTATGATGTAGATCCATCAACAGTGAGAAGACAAAAAECCATATTTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCC ETTCCAGGAGGAC
[TTCTATGATGTAGATCCATCAACEGTGAGGAAACAAAAATCCATATTTGGAGAAGCATTTAGCAAACATGAAGCCCGGTTCCAGGAGGAC
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Frag_1_P41 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTINCCAATGGEIAAGTATCGATC]
Frag_2_P40 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTINCCAATGGEINAAGTATCGAT(]
Frag_3_P40 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAETACTGCCAATGGGTAATTAT

Frag_4_P40 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTGCCAATGGEIAAGTATCGATC]
Frag_5_P40 GGTGEAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTECCAATGGGTﬁAGTATCGATC
Frag_6_P40 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTGCCAATGGEIAAGTATINGATC]
Frag_11_P40 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCAGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTGCCAATGGEINAAGTA!

5R08 GGTGCAAAAATGGAGGGCAGCACTGGAGGAAGCEGCTAATATTTCTGGCTGGGATTTGCCAAATACTGCCAATGG

Frag 1 P41 (WA TGAAACCAAACTCATCGTCAIVNKe {eN
Frag 2 P40 794
Frag 3_P40 755
Frag_3_P41 326
Frag_4_P40 789
Frag 5_P40 764
Frag_6_P40 777

[TTGTGGTATGCIN@ACATGAAGCTAGAGTCATEGAGAA
ACATGAAGCTAGAGTCATEGAGAA

Frag_8_P40 1
Frag_10_P41 1
Frag_11_P40 805 TGAAGCTAGHIGTCATA \A
Frag 11 P41 1 CATGAAGCTAGHGTCATAAGAA

5R08 591

Intron I (geklrzt) > *
Stop-Mutation
Fragment-11-Gen

Frag_1_P41 TTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAGT CAGAGACAMGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTCACACATGCACCA
Frag_2_P40 TTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAGTCAGAGACATGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTCACACATGCHCHA
Frag_3_P40 ATTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTASTCAGAGACATGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTIACACATGCACCA
Frag_3_P41 TTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAMECAGAGACATGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTCACACATGCACCA
Frag_4_P40 TTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAGTCAGAGACATGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTCACACATGCACHA
Frag_5_P40 AATTHCAGAAGATATAATGGHTAGATTGGGTAGT CAGAGACATGCAAGCAATGCTAGARATET TGTTGGAATGGAGTCACACATGCACCA
Frag_6_P40 TTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTASTCAGAGACATGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTACACATGCACCA
Frag_8_P40 TTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAGTCAGAGACATGCAAGCABTGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTCACACATGCACHA
Frag_10_P4l AATTGCEGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAGTCAGAGACATGCAAGCAATGHTEGARATCTTGTTGGAATGGAGTACACATGCACCA
Frag_11_P40 TTGCAGAAGATATAATGRCTAGATTGRGTAGTCABAGACATGCAAGCAATGCTAGAAATCTTGTTGGAATGGAGTINACACATGCACCA
Frag_11_P41

5R08 AATTGCAGAAGATATAATGGCTAGATTGGGTAGTCAGAGACATGCAABCAATGCTAGARATCTTGTTGGAATGGAGTCECACARGCA
Frag_1_P41 AGTATATAAAATGCTTGGRATCGGGTCTGGTGGEGTTCACT TICTTGGAATATTGGGAATGAGHGGAGTGGGGAAGACAACTCTINGCGAG]
Frag_2_P40 @G TATATARAATGCT TG iATCGGGTCTGGTGGAGTTCACTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGGAAGACAACTCTEGCGAG
Frag_3_P40 AGTATABAAAATGCTTGGCETCGGGTCTGGTGGAGTTCGCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGEAAGACAACTCTTGCHAG
Frag_3_P41 AGTATATAAAATGCTTGGCETHGGGTCTGGTGGAGTTCGCTTCCTTGGEATARTGGGAATGAGHGGAGTGGGGAAGACAACTCTTGCAAG]
Frag_4_P40 @G TATATAAAATGCTTGCRATCGGGTCTGGTGGAGTTCHCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGGAAGACAACTCTIGCGAG
Frag_5_P40 AGTATATAAAATGCTTGGCATCGGGTCTGGTGGAGTTCGCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGGAAGACAACTCTTGCHAG]
Frag_6_P40 AGTATASAAAATGCTTGGCETCGGGTCTGGTGGAGT§CGCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGGAAGACAACTCTTGCGAG]
Frag_8_P40 @G TATATAAAATGCTTGCRATCGGGTCTGGTGGAGTTCHCTTCCTTGGAATATTGGGAATGACHGGAGTGGGGAAGACAACTCTIGCGAG
Frag_10_P41 AGTATATAAAATGCTTGGCETCGGGTCTGGTGGAGTTCGCTTCCTTGGEATABTGGGAATGAGHGGAGTGGGGAAGACAACTCTTGCHEAG]
Frag_11_P40 AGTATATAAAATGCTTGECATCGGGTCTGGTGGAGTTCGCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCHGAGTGGGGAARACAACTCTTGCAAG]
Frag_11_P4l AGTATATHEAATGCTTGACATCGGGTCTGGRGGAGTTCGCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGGAARACAACTCTTGCAAG]
5R08 @G TATATAAAATGCTTGCATCGGGTCTGGTGGAGTTCHCTTCCTTGGAATATTGGGAATGAGCGGAGTGGGGAAGACAACTCTINGCGAG

< Kinase 1la >
332/334s

Frag_1_P41 AN GTTATTTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGTTTTCTTCACGAAGTCAGAGACCGTTCAGCAAAACAGGGACTAGAGCG
13 acte b X A A\ GTTAT TTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGTTTTCTTCACGAAGTCAGAGACCGTTCAGCARAACAGGGACTAGAGC(
et Il YA MKl . G T TA T TTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGTTTTCTTCACGAAGTHAGAGACCGTTCAGCAAAACARGGACHENEAGCT
Frag_3_P41 570 AGTTATTTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGETTTCTTCACGAAGTCAGAGACCGTTCAGCAAAACAGGGACTAGAGCG
13 acte S =X AV o\ GTTAT TTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGTTTTCTTCACGAAGTCAGAGACCGTTCAGCARAAACAGGGACTAGAGC(
Frag_5_P40 1002 ‘GTTATTTATGATAACATTCAGAGTCAATTTEAAGGTGCATGTTTTCTTCACGAAGTCAGAGACCGTTCAGCAAAACAGGGACTAGAGC‘
Frag_6_P40 1027 AGTTATTTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGTTTTCTTCAEGAAGTEAGAGACCGTTCAGCAAAACAGGGECTAGAGCG
Frag_8_P40 PACN\GTTATTTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTGCATGTTTTCTTCACGAAGTCAGAGACCGTTCAGCAAAACAGGGACTAGEGCC
jacte SRR LN R A GTTAT TTATGATAACATTCGGAGTCAATTTCAAGGTACATGTTTTCTTCACGAAGT CAGAGACCGTTCAGCAAAACAGGGACTAGAGCH
Frag_11_P40 1056
Frag 11 P41 205
Frag_14_P40 1
5R08 795

durch Deletion verursachter Stop in Fragment-3-Gen

Frag_1_P41 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGATCAACGATTCATTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG]
Frag_2_P40 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGATCAACHATTCATTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG]
Frag_3_P40 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTRAGATCCTTGRTGT. CTAAGGATCAACGATTCETTTGAAGGAGCTAATATGCIAAAACAAAG]
Frag_3_P41 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGT CTAAGGATCAACGATTCETTTGAAGGEGCTAATATGCEAAAACAAAG]
Frag_4_P40 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGATCAACGATTCATTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG]
Frag_5_P40 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGATCAACGATTCATTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG
Frag_6_P40 CTTGCAAGAGHTACTTCTTTCTRAGATCCTTGRTGENAAAAASCTAAGGATCAANGATTCATTTGAAGGAGCTAATATGCHAAAACAAAG
Frag_8_P40 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGATCAACGATTCATTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG]
Frag_10_P4l CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGAT CAACGATTIETTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG
Frag_11_P40 CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTRGT. CTAAGGATCAACGATTCETTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG]
Frag_11_P4l CTTGCAAGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTEGT CTAAGGATCAACGATTCETTTGAAGGAGCTAATATGCAAAAACAAAG]
Frag_l4_P40 e’ C2AGAGATACTTCTTTCTGAGATCCTTGTTGTAAAAAAACTAAGGATCAACGATTCETTTGAAGGAGCEAATATGCAAAAACAAAG]

5R08

durch Deletion verursachter Stop in Fragment-6-Gen
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3 -Ye S R TN RN NP\ CTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTABRATGCATTEGCCGGGGAGCGTGAATGGTTTGG
jpacte b =T AV AVl CTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTAAATGCATTAGCCGGGGAGCGTGAATGGTTTG(
Frag_3_P40 1181 CTAEGGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGAECAGTTAGATGCATTAGCCAGGGAGCGTGAATGGTTTGG
Frag_3_P41 750 ‘CTACGGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGA*CAGTTAGAEGCATTAGCCGGGGAGCGTGAATGGTTTGG
jpacte N =X YV YA\ CTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTAAATGCATTAGCCGGGGAGCGTGAATGGTTTG(
Frag_5_P40 1182 CTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTAAATGCATTAGCCGGGGAGCGQGAATGGTTTGG
3 -Te SRRV A\ CTACEGGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAATTAGATGCATTAGCCAGGGAGCGTGAATGGTTTGG
Frag_8_P40 KXW\ CTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTAAATGCATTEGCCAGGGAGCGTGAATGGTTTGH
Frag_10_P41 385 CTACGGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGAECAGTTAGAEACATTAGCCGGGGAGCGTGAATGGTTTGG
Frag_11_P40 1236 MTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTAGATGCATTAGCCGGGGAGEGTGAATGGTTTGG
hhacte S B R X 0 R RO VA T ACEG TACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAGTTAGATGCATTAGCCGGGGAGCGTGAATGGTTTGG
Frag_14_P40 EImA CTACAGTACAAAAAGGTTCTTCTTGTTCTGGATGATGTTGATCACATAGATCAATTAGATGCETTAGCIGGGAAGCGTGAATGGTTTGP]
Base des Gesamtalingnments: 1350

Kinase 2 > <

1351 des Gesamtalignments

Frag_1_P41 1

Frag_2_P40 1 ‘T‘‘‘CACTTGCTTGTTAAGTATGAGACTGAAAAGATATAEAGAATGAAAACTTTAAA
Frag_3_P40 1 TGACGGAAGTAGAATCATCATAACAACCAAAGACAAACACTTGCTTGTTAAGTATGAGACTGAAAAGATATACAGAATGAEAACTTTAA
Frag_3_P41 1

Frag_4_P40 1

Frag_5_P40 P TGACGGAAGTAGAATCATCATAACAACCAAAGACAAACACTTGCTTGTTAAGTATGAGACTGAAAAGATATACAGAATGEGAACTTTAGA
Frag_6_P40 1 TEACGGAAGTAGAATCATCATAACAACCAAAGACAAACACTTGCTTGTTAAGTATGAGACTGAAAAGATATACAGAATGAEAACTTTAAA
Frag_8_P40 1 TGAEGGAAGTAGAATCATCATAACAACCAAAGAEAAACACTTGCTTGTTAAGTATGAGACTGAAAAGATATAEAGAATGAAAACTTTAAA
Frag_10_P41 P TGACGGAAGTAGAATCATCATAACAACCAAAGACAAACACTTGCTTGTTAAGTATGAGACTGAAAAGATATACAGAATGEGAACTTTAGA
Frag_11_P40 1

Frag_11_P41 1

Frag_14_P40 1

3R27 1 e

Kinase 3a >
* Stop-Mutation Fragment-14-Gen

Frag_1_P41 EMCAAWTATGAAAGTTTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCECCCTACCAAAGAATT@GAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT]
Frag_2_P40 EFCAANNTATGAAAGTTTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCECCCTACCAAAGAATTTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT]
Frag_3_P40 EFMCAAATATGAAAGTTTACEGACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCACCCTACCAAAGAATTTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT]
Frag 3_P41 91 CAAATATGAAAGETTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCACCCTACCAAAGAATTCGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT
Frag_4_P40 91 CAAETATGAAAGTTTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCGCCCTACCAAAGAATTCGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT
Frag_5_P40 91 CAAATATGAAAGETTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCACECTACCAAAGAATTTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT
Frag_6_P40 EARCAAATATGAAAGTTTEGCEACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCACCCTACCAAAGAATTTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT]
Frag_8_P40 91 CAAETATGAAAGTTTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCGCCCTAECAAAMTTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT

LI > B C 2 2 A TATGAAAGE T TACAACT TTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCACCCTACCAAAGAAT TTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT
otk B YA -F W C 2.\ A TATGAAAGT TTACAACTTTTTAAACAACATGRT TTCAAGAAAAACCACCIETACCAAAGAATTTGAGGATCTATCARCTCAAGTEAT
Frag_11_P41 91 CAAATATGAAAGTTTACAACTTTTTAAACAACATGETTTCAAGAAAAACCACCTTACCAAAGAATTTGAGGATCTATCAACTCAAGTAAT
S E T - AV C A A A TATGAAAGE T TANACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAANCACCCTHCCAAAGAATTTGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT
3R27 W 2 ARTATGAAAGTTTACAACTTTTTAAACAACATGCTTTCAAGAAAAACCHCCCTACCARAGAATTRGAGGATCTATCAGCTCAAGTGAT]

*Stop—Mutation Fragment-14- Gen 332/334as

* Stop-Mutation

Fragment-8-Gen

Frag_1_ P41 ER:ERN N ANGCATAC@GATGGACTCCCCCTAGCTCTGAAAGTCCTGGGIAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGGA
Frag_2_P40 181 "‘GCATACCGATGGACTCCCCCTAGCECTGAAAGTCCTGGGEAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGG‘
Frag_3_P40 181 AGAGCATACTGGTGGACTCCCCCTAGCCCTGAAEGTCCTGGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTETGGATGAATGGATAAGTGAAGTGGA
Frag 3_P41 BRI\ GAGCATACTGGTG! ACTCCCCCTAGCCCTGAAAGTCCTEGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGG
Frag_4_P40 181 “‘GCATACEGATG ACTCCCCCTAGCECTGAAAGTCCTGGGEAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGG
Frag_5_P40 181 AGAGCATACTGGTGGACTCCCCCTAGCCCTGAAAGTCCTEGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGGA
Frag_6_P40 181 GGAGCATACTGGTGGACTCCCCCTAGCCCTGAAAGTCCTGGGﬂAGTTTCTTGEATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGG
Frag_8_P40 181 "‘GCATACEGATGGACTCCCCCTAGCECTGAAAGTCCTGGGEAGTTTCTTGTATGGAAGEGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGG
Frag_10_P41 181 AGAGCATACTGGTGGACTCCCCGTAGCCCTGAAAGTCCTCGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGETAAGTGAAGTGGA
jacte SRR VI RN\ GAGCATACTGGTGGACTCCCCETAGCCCTGAAAGTCCTIGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTAG.
jacte SRR T N RN RN GAGCATACTGGTGGACTCCCCETAGCCCTGAAAGTCCTIGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTAG.
Frag_14_P40 181 AGAGCATACTGGTGGACTCCCCCTGGCCCTGAAAGTCCTTGGCAGTTTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGETAAGTGAAGTGGA
3R27 SN A2 G CATACEGETGGACTCCCCCTAGCICTGAAAGTCCTGGGMAGT TTCTTGTATGGAAGAGGTTTGGATGAATGGATAAGTGAAGTGG

GLPLAL

Frag_1_P41 PR GCGTTTGAAACAAATCCCAGAARAATGAAATTTTGAAGAAACT CGAACRAAGTTTCACTGGTCTCCACAATAMTGAGCAAAAGATATTCTT]
Frag_2_P40 271 GCGTTTGAAACAAATCCCAGAAAATGAAATTTTGAAGAAACTCGAACEAAGTTTCACTGGTCTCCACAAT‘CTGAGCAAAAGATATTCTT
Frag_3_P40 271 GCGTETGAAACAAATCCCAGAAAAEGAAATTTTGAAAAAACTCGAACCAAGT@TCACTGGTCTCCACAATATTGAGCAAAAGATATTCTT
Frag 3_P41 271 GCGTTTGAAACAAATCCCAEAAAATGAAATTTTGAAGAAACTCGAACCAAGTTTCACTGGECTCEACAATATTGAGCAAAAGATATTCTT
Frag_4_P40 271 GCGTTTGAAACAAATCCCAGAAAATGAAATTTTGAAGAAACTCGAACEAAGTTTCACTGGTCTCCACAATAETGAGCAAAAGATATTCTT
Frag_5_P40 271 GCGTTTGAAACAAATCCCAEAAAATGAAATTTTGAAGAAACTCGAACCAAGTTTCACTGGTCTCEACAATATTGAGCAAAAGATATTCTT
Frag_6_P40 271 GCGTETGAAACAAATCCCAGAAAAEGAAATTTTGAAAAAACTCGAACCAAGTTTCACTGATCTCCACAATATTGGGCAAAAGATATTCTT
Frag_8_P40 271 GCGTTTGAAACAAATCCCAGAAAATGAAATTTTGAAGAAACTEGAACEAAGTTTCACTGGTCTCCACAATAETGAGCAAAAGATATTCTT

Frag_10_P41 271 eleeiygiervenvv.visee TGAAATTTTGAAGAAACTCGAACCAAGTTTCAETGGECTCNACAATATTGAGCAAAAGATATTCTT
Frag_11 P40 271 ecleeiygiervvievvvicee TGAAATTTTGAAGAAACTCGAACCAAGTTTCACTGGTCTCIMACAATATTGAGCAARAAGATATTCTT
Frag_11_P41 271 GEGTTTGAAACAAATCCC TGAAATTTTGAAGAAACTCGAACCAAGTTTCACTGGTCTCRACAATATTGAGCAAAAGATATTCTT
Frag_14_P40 271 eleeiygiervenvv.visde TGAAATTTTGAAGAAACTCGAACCAAGTTTCACTGATCTCaACAATATTGAGEAAAAGATATTCTT
3R27 PPN CGTTTGAAACAAATCCCAGAAAATGAAATTTTGAAGARACTCGAACHAAGTTTCACTGGTCTCCACAAT.
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NBS3RACE1
Frag_1_P41 GACATTGCATGWTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTISGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_2_P40 MTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTIGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_3_P40 ‘GACATTGCATGCTTCTTTECEGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTAGCCCEGTCATTGGGATA
Frag_3_P41 GACATTGCATGCTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGEATA
Frag_4_P40 GACATTGCATGETTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTEGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_5_P40 AGACATTGCATGCTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_6_P40 GACATTGCATGCTTCTTT@CAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_8_P40 GACATTGCATGETTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTEGCCCTGTCATTGGEATA
Frag_10_P41 IGGACATTGCATGCTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_11_P40 GACATTGIWATGCTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAAAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGGATA
Frag 11 P41 GECATTGIATGCTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAAAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGGATA
Frag_14_P40 GACATTGCATGCTTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTAGCCCTGTCATTGGGATA
3R27 GACATTGCATGITTCTTTTCAGGGAAGAAGAAAGATTCAGTGACCAGAATACTTGAGAGTTTTCATTTTINGCCCTGTCATTGGGATAAA

jET- N -2 RS 7. G T TCTCATGGAGAAATGTTTGATCACTAGAT TAWAAGGTCGCATTACAATACACCAATTGATACAAGAIATGGGCTGGCACATTGTTCG
I YN P L-S 1, GTTC TCATGGAGAAATGTTTGATCACTATAT TAWAAGGTCGCATTACAATACACCAATTGAT§CAAG,

N YA P L-S 1. GT T C TCATGGAGAAATGTTTGATCACTATATTAAAAGGTCGCATTAAATACACAATTGATACAAGAAATGGGCTGGCACATTGTTCG
LT -5 RS 2. G T TCTCATGGAGAAATGTTTGATCACTATATTAAAAGGTCGCATTACAATACACCAATTGATACAAGAAATGGGCTGGCACATTGTTCH
N Y P L-S 1, GT T C TCATGGAGAAATGTTTGATCACTATAT TABAAGGTCGCATTACAATACACCAATTGAT§CAAGABATGGGCTGGCACATTGTTCG
I Y LS 1. G T TC TCATGGAGAAATGTTTGATCACTATATTAAAAGGTCGCATTACAATACACCAATTGATACAAGAAATGGGCTGGCACATTGTTCG
LI -2 LSl 7. G T TCTCATGGAGAAATGTTTGATCACTATATTAAAAGGTCGCETTABAATACACCAATTGATACAAGARATGGGCTGGCACATTGTTCG
Frag_8_P40 451 [NeuyeioNielerYerVAciehpyiel Yo Nevbvuy GGTCGCATTACAATACACCAATTGATECAAGARATGGGCTGGCACATTGTTCG
Y R R Y5 R LW -, G T T C TCATGGAGAAATGTTTGATCACTATATT. GGTCGCATTECAATACACCAATTGATACAAGANATGGGCTGGCACATTGTTCG
Frag_11_P40 451
Frag_11_P41 451
Frag_14_P40 451
3R27 423

Frag 1 P41 541 A CEBATCCAAGAATETGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTTGARAAGA
Frag_2_P40 541 ACEGATCCAAGAATETGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTTGAAAG.
Frag_3_P40 541 TCGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATATGTAGTAGGTTGTGGAAGCGEGAAGATATTTGECCTGTACTN AAAGA
Frag_3_P41 541 TCGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATAEGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTEGAAEGA
Frag_4_P40 541 TCGAGAAGCTECTEACGATCCAAGAATGTGTAGTAGGETGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTTGAAAG
Frag_5_P40 LY TCGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATATGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACT@GAAGAA
Frag_6_P40 541 TCGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATATGTAGTAGGTTGTGGAAGCGEGAAGATATTTGTCCTGTACT‘GAAAGA
Frag_8_P40 541 TCGAGAAGCTECTEACGATCCAAGAATGTGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTTGAAAG‘
i3 acte SN F N VNI T CGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATATGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTTG. GA
Frag_11_P40 541 jeerNervielsiyisiyviervyise:vier v uv.vicapNeyy:leciyieiielerv:le/selservienuvVypieiseaiesv.NesyCe) I

G,

VR B -Y'S RE-VE W T CGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATATGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTSG AAN]

IR YA -VE W T CGAGAAGCTTCTTACAATCCAAGAATARGTAGTAGGTTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTSGAGEGAAAY

3R27 513 AcTEACBATCCAAGAATETGTAGTAGGTGTGGAAGCGCGAAGATATTTGTCCTGTACTTGAAAGAAA
Stop-Mutation Fragment-11-Gen * <

Frag_1_P41 GTTGTGAACTTATECTTCTTACATTATTTTCCTTTTCTCATCCGCCTTTAATACTCTTGCT TAT TIEGGCACTGACAAGATCGAAGGC,

Frag_2_P40 GTTGTGAACTTATHECTTCTTACATTATTTTCCTTTICTCATCCGCCTTTAATACTCTTGCTTAT TINEGGCACTGACAAGAICGAAGGC.

Frag_3_P40 GTTGTGAACTTETGACTTCTTACHT TATTTT§CTTTTCCATCCGCCTTTAATACTCTTGCT TAT TIEGGCACTGACAAGATCGAAGGC,

Frag_3_P41 GTTGTGAACTTETGACTTCTTARETTATTTTCCTTTTCTRATCCGCCTTTAATACTCTTGCTTATTH

Frag_4_P40 GTTGTGAACTTATECTTCTTACATTATTTTCCTTTRCTCATCCGCCTTTAATACT CTTGCTTAT TINEGGCACTGACAAGAICGAAGGCA

Frag_5_P40 GTTGTGAACTTATGACTTCTTABETTATTTT] CTTTTCECATCEGCCTTTAATACECTTGCTTATTAGTGCACTGACAAGATCGAAGGC

Frag_6_P40 GTTGTGAACTTATGACTTCTTACHTTATTTTECTTTTCICATCCGCCTTTAATACTCTTGCTTATTH

Frag_8_P40 GTTGTGAACTTATIECTTCTTACATTATTTTCCTTTTCTCATCCGCCTTTAATACT CTTGITTAT TINEGGCACTGACAAGATCGAAGGCA

Frag_10_P41 GTTGTEAACTTATGACTTCTTACATRATTTTCCTTTTCECHTCCECCTTTAATACTCTTGCTTAT TINEGEIA CTGACAAGATCGAAGGCA

Frag_11_P40 TGTGAACTTATGACTTCTTARGTTATTTTCCTTTTCTCEACCGCCTTTAATACTCTTGCTTATTINEGGCACTGACAAGATCGAAGGCA

Frag_11_ P4l TGTGAACTTATGACTTCTTATGTTATTTTcCTTTTCTCGECCGCCTTTAATACTCTTGCTTATTAGGEQACTGACAAGATCGAAGGCA

Frag_l4_P40 GTTGTGAACTTATGACTTCTT‘TGTTATTTTCCTTTTCTCATCCGCCTTTAATACTTTTGCTTATT‘GGGCACTGACAAGA;CGAAGGC‘

3R27

Intron II >

Frag_1_P41 AT GTCGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCAGRICTAAGGTTTCTCAAATTCCAG.
Frag_2_P40 720 TGTCGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCAGaCTAAGGTTTCTCAAATTCCGGA
Frag_3_P40 720 TGTCGCTGCAECTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAG CCTTCATGCAGATGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGG
Frag_ 3_P41 720 TGTCGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCETTCATGCAGATGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGG
Frag_4_P40 720 TGTCGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCAGECTAAGGTTTCTCAAATTCCGGA
Frag 5_P40 720 TGTCGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGTEAATTTTGGTGGCAAGGCCETCATGCAGATGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGG
Frag_6_P40 720 TGTCGCTGCAECTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCAATCTGAGGTTTCTCAAATTCCGG
Frag_8_P40 720 TGTCGCTGEACCTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCAGECTAAGGTTTCTCAAATTCCGGA
j3a-te SNSRIV TAT CGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGGA
Frag_11_ P40 720 pejiceeije/eNsaiier v vvierviesvierviesyv v vupyyieeiieecie:veceoeiyie viee® TGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGG.
Frag_11_P41 721 TGTCGCTGCACCTGACTAATGAAGAAGAAGETAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGC TGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGGA
Frag_14_P40 720 TGTCGETGCACCTGACTAATGAAGAAGAAATTAATTTTGGTGGCAAGGCCETCATGCAGATGACCAGTCTGAGGTTTCTCAAATTCCGGA
3R27 I3Vl TCTCGCTGCACCTGACTAATGARGAAGAAGTTAATTTTGGTGGCAAGGCCTTCATGCAGATGACCACRCTEAGGTTTCTCARATTCCGG

Frag_1_P41 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCONGATGAGT TGAGGTGGCTTGAT TGGCATGGATATCCTTCAAAAAGT CTGCCAAATA
Frag_2_P40 ‘TGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCEGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT‘
Frag_3_P40 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCABGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT.
Frag_3_P41 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGANTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT
Frag_4_P40 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCRGATGAGT TGAGGTGGCTTGAT TGGCATGGATATCCTTCAAAAAGT CTGCCAAATA
Frag_5_P40 ATGCATATGTTTECCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAANTCTGCCAAAT
Frag_6_P40 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAGAT
Frag_8_P40 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGT TGAGGTGGCTTGAT TGGCABGGATATCCTTCAAAAAGT CTICCAAATA
Frag_10_P41 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT
Frag_11_P40 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT.
Frag_11_P41 ATGRATATGETTGCCAGGGAGCTGAATTTCTTCCTGETGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGHTATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAATA
Frag_14_P40 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCTGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT
3R27 ATGCATATGTTTGCCAGGGACCTGAATTTCTTCCRGATGAGTTGAGGTGGCTTGATTGGCATGGATATCCTTCAAAAAGTCTGCCAAAT
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Frag_1_P41 IGCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_2_P40 [GCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTEGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_3_P40 [GCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAGAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_3_P41 IGCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_4_P40 GETTTAAGGGAGACCAACTTGTTGGTTTGAAATTGAAAAAAAAGCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_5_P40 IGCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_6_P40 IGCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_8_P40 IGCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_10_P41 GCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAEATTGAAAAAAAAGCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_11_P40 IGCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_11_P41 GITTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAAAGCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
Frag_14_P40 GCTTTAAGGGAGACCAACTTGTTAGTTTGAAATTGAAAAAAAAGECGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
3R27 T TTAAGGGAGACCAACTTGTTEGTTTGAAATTGAAAARAAA . GCCGCATCATACAACTTTGGAAAACCTCAAAGGATCTAGGAAAACTG
LRRSRACE1
Frag 1 P41 GTACATGAACCTTAGCCATTCECAGAAGCTAATAAGGAPGCCAGATTTTTCAGTTACGCCTAATCTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAA
Frag_2_P40 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAGATTTTTCAGTTACGCCTAAECTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAP
Frag_3_P40 GTACATAAACCTTAGCCATTCACGGAAGCTAATAAGGAEGCCAGATTTTTCAGTTACACCTAATCTTGAAAGGCTGGTTCTTGAAG"
Frag_3_P41 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAGATTTTTCAGTTACGCCT. CTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAA
Frag_4_P40 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAGATTTTTCAGTTACGCCT. CTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAA
Frag_ 5_P40 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGANGCCAGATTTTTCAGTTACACCTAATCTTGAAAGECTGGTTCTTGAAGAA
Frag_6_P40 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGAGCCAGATTTTTCAGTTACGCCTAATCTTGAAAGECTGGTTCTTGAAGAA
Frag_8_P40 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAGATTTTTCAGTTACGCCTAATCTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAA
Frag_10_P41 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAG: TTTTCAGTTAEGCCTAATCTTGAAAGGCTGGTTCTTGAAG"
Frag_11_P40 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAGAGTTTTCAGTTACGCCTAATCTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAA
Frag_11_P41 AGTACATGAACCTTEGCCATTCACAGAAGCTAATAAGG (GCCAGATTTTTCAGTTACGCCTAATCTTGAAAGECTAGTTCTTGAAGAA
Frag_14_P40 GTACATGA.CCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATEAGG GCCAGATTTTTCAGTTGCCTAATCTTGAAAGGCTGGTTCTTGAAG AA

3R27 GTACATGAACCTTAGCCATTCACAGAAGCTAATAAGGACGCCAGATTTTTCAGTTACGCCTAAMCTTGAAAGACTGGTTCTTGAAGAA

jpacte SN =S BN NI TG CACTAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGAAAATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTAAAGACC
13 acte b T AV N TG CACTAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGAAAATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGARAATTTAAAGACC
Frag_3_P40 1079 TGCACEAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGGAGATCTTGGAAAGCTAGTCTCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTGAAGACC
jpacte R =X S BN NI TG CACTAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGAAAATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTAAAGACC
jp e S T AV NI TG CACTAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGAAAATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTAAAGACC
Frag_5_P40 1079 TGEACHAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGGAGATCTTGGAAAACTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTAAAGACC
Frag_6_P40 1079 TGCAC‘AGTTTGGTAEAAATCAATTTTTCTATTGGAGATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTGAAGACC
jpacte SN =X AN Nl TG CACTAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGAAAATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTEAAGACC
Frag_10_P41 1079 TGCAEQAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGGAGATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTGAAGACC
jpacte SR LAV Ol TG CACTAGTTTGGTAGAAATCAATTTTTCTATTGAAAATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTAAAGACC
Frag_11_P41 1079 TGCACF“AGTTTGGTAGAAATCAETTTTTCTATTGGAGATCTTGGAAAGCTAGTCTCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTGAAGACC
Frag_14_P40 1078 TGCAC*AGTTTGGTAGAAATCAATTTTICTATTGGAGATCTTGGAAAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAAATTTGAAGACC
3R27 MW TGCACTAGTTTGGTAGAARATCAATTTTTCTATTGAARATCTTGGARAGCTAGTCTTGCTGAATCTGAAGAACTGCAGAARATTTAAAGACC)

jpacte D =N BN I C TACCGAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAG
jacte b 2 AV BN C TACCGAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAGA
Frag_3_P40 1169 CTACCAAAGAGAATTCAATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTECAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAG
jpacte D =N BN I C TACCGAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAG
jacte SN AV BN C TACCGAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAG.
Frag_5_P40 1169 ‘TACCAAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAGTTCTCGTTCTTTCEGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCGGAAATAGAAGAG
Frag_6_P40 1169 CTACCAAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTTCAGG@TGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAGA
jacte g I =2 AV BN C TACCGAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAG.
Frag_10_P41 1169 CTACCAAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTECAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAG‘
Frag_11_P40 1169 CTACCGAAGAGAATTEGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAGA
i3 a-te SRR TN RN NN C TACCAAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTICAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAGA
Frag_14_P40 1167 ‘TACCAAAGAGAATTCGATTGGAAAAGETTGAAATTCTCGTTCTTTCAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCGGAAATAGAAGAG
3R27 NN CTACCGAAGAGAATTCGATTGGAAAAGCTTGAAATTCTCGTTCTTACAGGCTGCTCAAAGTTAAGAACATTCCCAGAAATAGAAGAGA

j3a=te NN =% B AN TGAAT TGTTTAGCAGAACTGTATTTGGATGCAACTTCTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAATA
Frag_2_P40 1259 nNiervNyiciyyvle@lerviaiicivVyyieeeijedeoNayisiyyierleile craivdaiieovioeiyierlervdeayyieeerleiyieciieivvug
Frag_3_P40 1259 ATGAATEGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGEGCGACT@CTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAATA
Frag_3_P41 1259 ATGEATTGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGTGCAACTTCTT@GAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAATA
3 acte SN T AV A A TGAAT TGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGTGCGACTTCTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAAT.
Frag_5_P40 1259 ‘TGAATEGTTTAGCEGAACTGTATTTGG GCGACTTCTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACETTTCAGGAGTTGGTGTAAT
Frag_6_P40 1259 rNlervVi/ciyyviclolerviaiicivyyyieee GCGACT@CTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAETA
Frag_8_P40 1259 ‘TGAATTGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGTGCGACTTCTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTEAT
Frag_10_P41 1259 ‘TGAATTGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGEGCGACTECTTTGAGTGAACTAECTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAAT
Frag_11_P40 1259 ATGAATTGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGTGCGACTTCTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTEATA
Frag_11_P41 1259 ‘TGAATTGTTTAGCAGAACTGTGTTTGGGTGCEACT CTTTGAGTGAAETACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAG‘AGTTGGTGTAAT
Frag_14_P40 1257 ‘TGAATEGTTTGGCAGAACTGTATTTGGGEGCGACT CTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACETTTCAGGAGTTGGTGTAAT
3R27 IR TGAATTGTTTAGCAGAACTGTATTTGGGTGCGACTTCTTTGAGTGAACTACCTGCATCAGTTGAGAACCTTTCAGGAGTTGGTGTAATA
Base des Gesamtalingnments: 2700

2701 des Gesamtalignments

Frag_1_P41 il 1\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTACCTAGCAGTATTTTTAGGT TGAAATGT TTGAAAACACT TGATGTGTCCGGATGCTCA
Frag_2_P40 il 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTACCTAGCAGTATTTTTAGGT TGAAATGT TTGAAAACACT TGATGTGTCCGGATGCTCA
Frag_3_P40 i~ 7 TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGEGAGTCTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGAAATGT TTGAAAACACTEEATETGTCHGGATGCTC,
Frag_3_p4l il 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTACCTAGCAGTATTTTTAGGT TGAAATGT TTGAAAACACT TGATGTGTCCGGATGCTCA
Frag_4_P40 il 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTACCTAGCAGTATTTTTAGGT TGAAATGT TTGAAAACACT TGATGTGTCCGGATGCTCA
Frag_5_P40 i~ 7 TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGTCTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGAAATGTTTGAAAACACTTGATGTGTCCGGATGCTC,
Frag_6_P40 i 7\ TR\ TAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGTCTACCTAGCAGTATTT@TAGGTTGAAATGTRTGAAAARACTEGATGTGTCCGGATGCTCH
Frag_8_P40 il 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGTCTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGAAATGT TTGAAAACACT TGATHTGTCCGGATGCTCA
Frag_10_P41l il 2 TCTAGT TACTGCAAGCATCTTGAGAGTCTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGAAATGT]TGAAAACACTGATGTGTCCGGATGCTC,
Frag_11_P40 il 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGAAATGTTTGAAAACACT TG GGG
Frag_11_P4l il 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTECCTAGRAGTATTTTTAGGT TGAAATGTTGAAAACACTRBATGTGTCCGGATGCTCA
Frag_14_P40 i~ 1 TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGTCTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGABATGTI§TGAAAACACT@GATGTGTCGGATGCTC,
3R27 i 2\ TCTAAGTTACTGCAAGCATCTTGAGAGT CTACCTAGCAGTATTTTTAGGTTGAAATGT TTGAAAACACT TGATGTGTCCGGATGCTCA
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Frag 1 P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_ 3_P41
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_ P40
Frag 11 P41
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_3_P41
Frag_4_P40
Frag_ 5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_ 3_P41
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_3_P41
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41

Frag 2_P40

Frag_3_P40

Frag_4_P40

Frag 5_P40

Frag_6_P40

Frag_8_P40

Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

448
448
448
448
451
442
448
448
395
448
448

CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGGTTGGTTTAGAG@AGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCGTCT]
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGGTTGGTTTAGAGAAGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAEACAATTCCGTCT
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTAGTTGGTTTAGAGAAGCTCCACTGCACTCACAEAGCCATCCAAACAATTCCGTCT
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGGTTGGTTTAGAGEAGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCGTCT
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGGTTGGTTTAGAGGAGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCETCT
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGGTTGGTETAGAGAAGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCGTCT
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTAGTTGGTTTAGAGEBAGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCGTNE
TCTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGATTGGTTTAGAGAAECTCCAETGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCGTCT
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTAGTTGGTTTAGAGGAGETCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCGTCT

IGTTGGTTTAGAGAAGCT CCANTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCIGTCT]

CTTAAAAATINTACCAGATGATTTGGGANTTTTAG
CHTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTAGTTGGTTTAGAGGAGLTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCATCC
CTTAAAAATTTACCAGATGATTTGGGACTTTTGGTTGGTTTAGAGEAGCTCCACTGCACTCACACAGCCATCCAAACAATTCCITCTY

TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCECTTATCTCTCGTGGATGTAATGCTTTGAGTTCACABGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCBCTTATCTCTCOGTGRATGTAATGOTTTGAGTTCACAAGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG]
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCACTTATCTCTCCGTGGATGTAATGCTTTEAGTTCACAAGTAAGEAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCHCTTATCTCTCCATGGATGTAATGCTTTGAGTTCACAAGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCACTTATCTCTCAGTGGATGTAATGCTTTGAGT TCACAAGTAAGBAGCTCAAGTCATGGCCAG]
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCACTTATCTCTCAGTGGATGTAATGCT TTGAGTTCACAAGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATETCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCACTTATCTCTCCGTGEATGTABTGCTTTGA A 7 GTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATGTCTC@TCTTAAAAACCTTAAGCHCTTATCTCTCCGTGGATGTAATGCTTTGAGTTCACAAGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATETCTCTTCTTAAAAACCTTAAGCACTTATCTCTCCGTGGATGTAATGCT TTGAGTTCACAAGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTARRCECTTATCTCTCCGTGGATGTAATGCTTTGAGTTCACAAGTAAGTAGCTCAAGTCATGGCCAG
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACHTTAANCARTTATITCTCCGTGGATGTARTGCTTTGAGT TCACAAGTAANTAGCTCAAGTIHETGGCCAG
TCTATGTCTCTTCTTAAAAACCTTABGCACTTATCTCTCAGTGGATGTAATGCTTTGAGTTCACAAGTAAGBAGCTCAAGTCATGGCCAG

GTCTATGGGTGTAAATTTTMMCAGAATTTGTCGGGTCTTTGTTCATTGATCATGTTGGATCTTAGTGACTGCAACATTTCAGATGGA
..CAGAATTTGTCGGGTCTTTGTTCATTGATCAEGTTGGATCTTAGTGACTGCGACATTTCAGATGGP
M CAGAATTTGTCGGGTCTTTGTTCATTGATCATGTTGGATCTTAGTGACTGCAACATTTCAGATGGA
.CAGAATTTGTCGGGTCTTEATTCATTGATCAEGTTGGATCTTAG

GGCATTTTAARTAATCTTGGGTTCTTAWCGTCTTTGGAGATAGTGATTCTCAATGGTAACAATTTTTCCAATATTCCGGCTGCAAGCAT,
GGCATTTTAAGTAATCTTGGGETCTTACCETCTTTGEAGGTATTGATTCTCGATGGEAACAATTTTTCCAATATTCCGGCTGCAAGCAT.
GGCATTTTAAGTAATCTTGGGTTCTTACCHTCTTTGGAGGEATTGATTCTCGARGGTAACAATTTTTCHAATATTCCGGCTGCAAGHAT.
GGRATTTTAAGTAATCTTGGGTTCTTARCETCTTTGHAGGTAT TG T TCTCGATGGTAACAATTTTTCCAATATTCCAGCTGCAAGCATA
GGCATTTTAAGTAATCTTGGGTTCTTACCGTCTTTGGEGCEATTGATTCTCGATGGTAACAATTTTTCCAATATTCCGGCTGCAAGCAT.
GGCATTTTAAGTAATCTTGGGRTCTTARCRTCTTTGEAGGTATTGRTTCTCGATGGTAACAATTTTTCCAATATTCCHGCTGCAAGCATA
GGCATTTTAAGTAATCTTGGGTTCTTACCGTCTTTGGAGGEATTGATTCTCGATGGTAACAATTTTTCCAATATTECGGCTHCAAGCATA
GGCATTTTAARTAATCTTGGGTTCTTANCGTCTTTGGAGATARTGATTCTCEATGGTAACAATTTTTCCAATATTCCGGCTGCAAGCATA

[ TGGTTGTGGGAGGCTT! AGAGTTTACCGGAACTTCCTCCGAGTATAAEAGGGAT
AGTCGTCTCACTCAACTTAAA CCTTGCATTG@CTGGTTGTAGGAGGCTTGAAAGTTTACCGGAACTTCCTCCAAGTATAAAAGGGATA
AGTCGTETCACTCGACTT CTTAEATTGCNTGGTTGTGGGAGGCTTGAGAGTTTACCGGAACTTCCTCCGAGTATAAAAGGGATA

AGTCGTCTCACTCGACTTAGAGGCCTTGCATTG QTG

‘GTCGTCTCACTCGACTTGAAAEECTTGCATTGECTGGTTGTAGGAGACTTGAGAGTTTACCGGAACTTCCTCCAAGTATAAAAGAGAT
AGTCGTCTCACTCGACTTAGAGGCCTTGCATTG! ETGGTTGTGGGAGGCTTGAGAGTTTACCGGAACTTCCTCCGAGTATAAGAGGGAT
AGTCGTCTCACTCGACTTAAAGECCTTGCATTG@CTGGTTGTAGGAGACTTGAGAGTTTACCGGAACTTCCTCCAAGTATAAAAAAGATA
AGTCGTITCACTCGACTTAAARGCCTTRRATTGCATGETTGTGGGAGGCTTGAGAGTTTACCGGAACTTCCTCCGAGTATAAAAGGGAT.

TATGCTAATGAATGCACATCTTTGATGAGTATTGATCAACTAACCAAATATCCAATGTTGAGTGATGTTCATTCAGAAACTGTCETC,
TATGCTRATGARTGCACATCTTTGATGAGTATTGATCAACTAACCAAATATCCAATGTTGAGTGATGTTTCATTCAGAAACTGT CATCA
TATGCTEATGAATGCACATCTTTGATGAGTATTGATCABCTAACCAAATATCCAATGTTGATAARGTTTCATTCARBAAARTGTCATC,
TR TGCTAATGAATGCACATCTTTGATGAGTATTGATCAACTAACCAAATATCCAATGTTGAGTGATGETAICATTCAGAAACTGTCETC,
TATGCTAATGAATECACATCTTTGATGEGTITTGATCAACTAACCEAATIRTCCAATGT TGRS TGARGT TTCATTR BATGTCATCA
TATGCTEATGAATGCACATCTTTGATGAGEATTGATCABCTAACCARATATCCAATGTTG GTGGRGTTTCATT TGTCATCA

TﬁTGCTAATGAATGCACAECTETGATGAGTATTGATCAACTAACCAAATATCCAATGTTGAGTGATGTTTCATTCAGAAACTGTCGTC
TATGCTEATGAATGCACATCTTTGATGAGEBATTGATCABCTAACCAAATATHCAATGTTGRATGARGTTTCATTCABAAARTGTCATCA
T TGCTAATGAATGCACATCTTTGATGAGTATTGATCAACTAACCAAATATCCAATGTTGAGTGATGTTTCATTCAGAAACTGTCETCA
TATGCTEATGAATGCACBTCTTTGATGAGEATTGATCABCTAACCAAATATCCAATGTTGRATEERGTTTCATTCABAAARNTGTCATC
T TG CTAATGAATGCACATCTTTGATGAGTATTGATCAACTAACCAAATATCCAATGTTGAGTGATGRTICATTCAGAAACTGTCETCA
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Frag 1 P41 CTINGTAAAAAATAAACAGCACACCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCTCGAGEMATGTATACTTCCAAGCCACAACTC TR
Frag_2_P40 CTCGTAAAAAATAAACAGCACACCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCTCGAGEMATGTATACTTCCAAGCCACAACTCTACT]
Frag_3_P40 CTRGTAAAAAATAAACABCACECCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCRCEAGE A AcTA GGG
Frag_4_P40 CTCGTAAAAAATAAACAGCACACCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCTCGAGEMATGTATACTTCCAAGCCACAACTCTACT]
Frag_5_P40 CTCGTAAAAAATAAACHGCACACCTCCATGCETGATTHATTGTTGAAGEAGATGCTCGAGEMATGTABACTTCCAAGCCACAACTCTACT]
Frag_6_P40 CTRGTAAAAAATAAACAGCARECCTCHETGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGHTCHTCHAGEMA NGTATECTTCCAAGCCACHACTCTACT]
Frag 8 P40 CTCGTAAAAAATAAACAGCACACCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCTCGAGEMATGTATACTTCCAAGCCACAACTCTACT
Frag_ 10 P41 cTRGTAASAAATAAACABCACECCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCICHACEANGTABACTTCCAAGCCACAACTCTACT]
Frag 11 P40 CTCGTAAAAAATAAACAGCACACCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCTCGAGEMATGTATACTTCCAAGCCACAACTCTACT
Frag_l4_P40 cTRcTEArAAATARACABCACECCTCCATGGTEGATTCATTETTGAAGCANATGCCHAGEMARMGTARACTTCCAAGCCACAACTCTACT]
3R27 CTCGTAAAAAATARACAGCACACCTCCATGGTTGATTCATTGTTGAAGCAGATGCTCGAG

Frag_1_P41 715 PY@ATGGAGGGGCTTTTTTATTTGTACTCCAACTAGCTAAGGTCACATATGAT

Frag_2_P40 718 GTACCCACGTGAAAATATAAATGAAC .. [GGAGGGGCTTTTTTATTTGTACTCCAACTAGCTAAGGTCACATATGAT]
Frag_3_P40 705 TACCCGCATGAAAATATAAATGAACTTCTTTTTATATAACTGGAEGGGHTTTTETATTTGTAFT CAAETAGCTAAGGTCACATATGAA

Frag_4_P40 718 . . . BN GGAGGGGCTTTTTTATTTGTACTCCAACTAGCTAAGGTCACATATGAT]
Frag_5_P40 721 TACCCACATGAAAATATAAATGAACT GGAGGGGCTTTTTTATTTGTACTECAACTAGCTAAGGTCACATATGAT
Frag_6_P40 712 TAECCACATEAAAATATAAATGAACTTCTTTTTATATAACTGGAAGGGCTTTTETATTTGTACTCCAAETAG(‘TAAGGT(‘GCITATGAA
Frag_8_P40 VAW T2 CCCACATGAARATATAAARGAACT GGAGGGGCTTTTTTATTTGTACTCCAAFTAGFTAAGGTCACATATGAT
Frag_10_P41 718 L. . .. . .. .. ..

Frag_11_ P40 665 LNPNGe@N®.Y{erVV.V.up:Nv.V.V-uie)V.Xeg) . . . .. e LTAGLTAPGGTCPCATATGAT
Frag_14_P40 718 .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ABATCACATATGAR
3R27 688

Intron III

Frag_1_P41 TCTTGACARATAACETTCTCTTCANGGTGCATGCINEGCACTATATATGAATGTCAGAT T T€GT TTITACGTCCCTGGTATGGAGATTCC
Frag_2_P40 TCTTGACAAATAACETTCTCTTCACGGTGCATGCINEGCACTATATATGAATGTCAGATTT®GTTTGTACGTCCCTGGTATGGAGATT
Frag_3_P40 TCTTGACAAATAACATTCTCTTCACGGTGCATGCINEGCACTATABATGAATGTCARBAT T TG TRTGTABGTCCCTGGTETGGAGATT
Frag_4_P40 TCTTGACARATAACETTCTCTTCACGGTGCATGCINEGCACTATATATGAATGTCAGATTTTGTTGTACGTCCCTGGTATGGAGATTCCC
Frag_5_P40 TCTTGACAAATAACETTCTCTTCACGGTGCATGCINEGCACTATARATGAATHTCAGATTTTGTTTGTACGT CCCTGGTATGGAGATTCCC
Frag_6_P40 TCTRCEEAAATAACATTCTITTCACGGTGCATGCH TGAATGECGEATTTTGTHTGTAEETCCCTGGHGTGGAGATTCCT
Frag_8_P40 TCTTGACAAATAACHTTCTCTTCACGGTGCATGCIEGHACTATATATGAATGICAGATTTTGT T TACGTCCCTGGTATGGAGATTCC(]
Frag_10_ P41 TCTTCECAAATAACATTCTRTTCACGCEGCATGCH ‘CTATAEETGAATGECEEATTTHGTHTGTACATCCCTGGTGTGGAGATTCCC
Frag_11_P40 TCTTGACAAATAARETTCTCTTCACGGTGCATGCH

Frag_l14_P40 TcTTGECARATAACATTCTRTTCACGGEGCATGCANGEACRATABATGAATGECHEATT TRGTATGTACET CCCTGGTETGGAGATTCCA
3R27 GCACTATATATGAATGTCAGATTTTGRTTGTACGTCCCTGGTATGGAGATTCCC

Frag_l_P4l GAGTGGTTTACATACAAGAGCTGGGGGACTCAATCAATGTCAGTGGCCCTCCCCACAAATTGG®TCACACCCACATTCAGGGGCIMTTTA
Frag_2_P40 GAGTGGTTTACATACAAGAGCTGGGGGACTCAATCAATGTCAGTGGHCCTCCCCACAAATTGGTTCACACCCACATTCAGGGGGHMTTTA
Frag_3_P40 GAGTGGTTTACATACAAGABCTGGGGGACTEAATCAAT]TCAGTGGCCCTCCCCARAAATTGGTTCHCACCCACATTCABGGGGEEETT.
Frag_4_P40 GAGTGGTTTACATACAAGAGCTGGGGGACTCAATCAATGTCAGTGGCCCTCCCCACAAATTGGTTCACACCCACATTCAGGGGGH
Frag_5_P40 GAGTGGTTTACATACAAGARCTGGGGGACTEAATCAATHTCAGTGGCCCTCCCCACAAATTGGTTCACACCHACATTCAGGGGGH
Frag_6_P40 GAGTGGTTTACATACAAGABRTGGGHGACTEAATCRATRTCAGTGGCCCTECCCRAAATTGGTTCACACCCACATTCAGGGGGH
Frag_8_P40 GAGTGGTTTACATACAAGAGCTGGGGGACTCAATCAATGTCAGTGGCCCTCCCCACAAATTGGTTCACACCCACATTCAGGGGGH
Frag_10_P41l GAGTGGTTTACATACAAGARCTEGGGGACTEAATCAATTCAGTGGCCCTECCCANRAATTGGTICACACCCACATTCAGGGGGH
Frag_11_P40 GAGTGGTTTACATACAAGAGCTGGGGGACTCAATCAATGTCAGTGGCCCTCCCCACAAATTGGTTCACACCCACATTCAGGGGGH
Frag_14_P40 cacTeeTTTACATACAAGABRTRGGGGACTEAATCAATRTCAGTGECCCTCccABarATTGETRCACACCRACATECAGGECCCHN
3R27 GAGTGGTTTACATACAAGAGCTGGGGGACTCAATCAASGTCAGTGGCCCTCCCCACARATTGGTTCACACCCACATTCAGGGGGHE

Frag_1_P41

Frag_2_P40 CTGTTTGTGTTETTTTOGACAARNGGATECCTATEATTTTANN
Frag_3_P40 CTGTTTGTGTTGTTTTIGACARGARGASTCCTTTCATTTTAR
Frag_4_P40 NGACAAGAAGATECHTTTCATTTTA
Frag_5_P40 AGACAAGAGGATTCCTTTCATTTTA
Frag_6_P40 CTGTTTGTGTTGTTTTEGACAEGAEGAETCCTTTEATTTT‘
Frag_8_P40 CTGTTTGTGTTGTTTTIGAGAAGAGGATECCTTTCATTTTA
Frag_10_P41 CTRTTTGTGTTGTTTTIGACARGARGARTCCTTTCATTTT
Frag_11_P40 CTGTTTGTGTTGTTTIGGACAAGHGGATTCCTRGNETTTTA
Frag_14_P40 TGTTTTHGACABGARGABTCCTTTCATTTE
3R27 CTGTTT]

Frag 1 P41 1017
Frag_2_ P40 1043
Frag 3_P40 1065
Frag_4_ P40 1016
Frag_5_P40 1046
Frag 6 P40 1070
Frag_8_P40 1043
Frag_10_P41 1000
Frag_11_P40 990 .. TATGATATGGTTAAATCTCAAAAGA ATGACGGTTTGCGGCAAAAAATTAGCACATCTTT GGCCCAATAG
Frag_14_P40 1000
3R27 902 cee e ‘TATGATATGGTTAAATCTCAAAAGATATGACGGTTTGCGGCAAAAAATTAGT‘CATCTTTCGGCCCAATAG

| Et R B Y S R KL G 2. 2\ G TGAA A AN CCTGGTGGTTTAGGTAATACT TTAATAACCCATGTACCATTTGGAAGT@E T TGGCAGT TGGAGGATGATCTCGATTACT]
PP YA R AR 2 2. GTGAAAAACCTGGTGGT TTAGGTAATACT TTAATAACCCATGTABCATTTGGAAGT TCTTGGCAGT TRGAGGATGATCTCGATTACT]
R I Y S A A G TGAAAAACCTGRTRGTTTAGGTAATACT T TR TAB§CATGTACCATTGGAAGTTCTTGG G T TMEAGGATGATITCGETTACH
I Y R KVl 2. 1\ G TGAAAAACCTGGTGGTTTAGGTEATACT TTAATAACCCATETAECATTTGEAACRT CTTGCRAGT TGGAGHATGATCTCGATTACT]
Frag_5_P40 1076 GAAGTGAAAAECCTGGTGGTTTAGGTAATACTTTAATAACCCATGTACCATTTGGAAGTEETTGGCAGTTGGAGGATGATCTCGATTACT
I YA SNl A A G TGAAAAACCTGRTGGTTTAGGTAATACT T T TABCCCATGTACCATTTGGAAGT TINTTCECH

Frag_8_P40 1121 AACCCATGTAGCATTTGERAGTTCTTGGCAGT TGGAGGATGATCTCGATTACT]
R Y SR NIl A A G TGAAAAACCTGRTGGT§TAGGTAATACT T TR TABCCCARGTACCARTTCANSGE TR T TGGRABGTTGGAGGATGA TIAA TTACH
P RN VY N W A A GTGAAAAACCTRGTGGTTTAGGTAATACTT] AACCCATGTAGCATTTGANAGTTCTTGGCAGT THGAGGATGATCTCGATTACT]
I U IR IEIl G A AGTGAARAACCTGITGGT TTAGGTAATACT TS TABCCCATGTACCARTTRG GFTTGGF“AGTTEAAGGATGAT-AATTAC A
3R27 EEIN G AAGTGARAAACCTGGTGGTTTAGGTEATACTTTAATAACCCATATABCATTTGEAAGIT CTTGGIRAGTTGGAGEATGATCTCGATTACT]
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Frag 1 P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_ P40
Frag_14_P40
3R27

Frag 1 P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_ 5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag 1 P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_10_P41
Frag_11_P40
Frag_14_P40
3R27

Frag_1_P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_11_P40
3R27

Frag_1_ P41
Frag_2_P40
Frag_3_P40
Frag_4_P40
Frag_5_P40
Frag_6_P40
Frag_8_P40
Frag_11_P40
3R27

1185
1211
1245
1184
1166
1229
1211
1177
1158
1177
1070

FRHERRRRRRRR

S TRGTAATAACGCCTTTCAGCTTGAATTTAGTGCCTGTGATCATTATH
TCGTAATAACGCCTTTCAGCTTGAATTTAGTGCCTGTGATCATTATH
TCHSAATAACERCATTCAGCTTGABET TEGTGRCTGTGATCATTATH
TCGTAATAACGCCTTTCAGCTTGAATTTAGTGCCTGTGATCATTATH EAAAGGTTTGGGAGTGCGTCTTGTG

C TG TAATAACGCCTTTCAGCTTGAATTTAGTGCCTGTGATCATTAT CAAAGGTTTGGGAGTGCGTCTTGTG
pseA~ ~ TEACRECATTCAGCTTGABET TR TCRCTHTGATCAT TABRCARAAGCATRTGGTGGTCAAAGGTTTGGGAGTGCRTCTTGTG
RcaaAAGGATGTGCTCAAAGGTTTGGGAGTGCGTCTTGTG

B TR A TEACERCATTCAGCTTCABE T TR TGRC TG TGATRAA TR T cABEA GGATGTGGTGGTCAAAGGTTTGGGAGTGCGTCTTG TG
jcrr2nGeATGTGGTIICAAAGGTTTGGGAGTGCGTCTTGTG
T.TAATGAC.CHTTCAGCTTGAGETTGGTGICIGTIA@ATEATLA@GGATGEAGTGGTLAAAGGTTTGGGPGTGLGTLTTGTG
TCGTAATAACGCCTTTCAGCTTGAATTTAGTGCCTGTGATCATTATCAAAAGGATGTGCTINAAAGGTTTGGGAGTGCGTCTTGT)
Base des Gesamtalingnments: 4050

4051 des Gesamtalignments
[A@ATGGAAAGAAATGATGCCAAAAGTTTTCTTACGCTTGGAATAAGCTGAAATGCGTATGAATCTG]

BAGATGGAAAGAAATGATGCCAAAAGTTTTCTTACGCTTGGAATAAGCTGAAATGCGTATGAATCTG
.‘GAEGGAAAGAAGTGETGCCAAAAGTTTTCTTACACTTGGAATAAGCTGAAATGCATATGAATCTG

AGATGGAAAGAAATGATGCCAAAAGTTTTCTTACGCTTGGAATAAGCTGAWATGCGTATGAATCTA
TATGAGAATTG‘TGGCA‘GAGCC‘AGAEGGAAAGAAATGATGCCAAAAGTTTTCTT‘..

‘GATGGAAAGAAATGATGCCAAAAGTTTTCTTACGCTTGGAATAAGCTGAAATGCGTATGAATFT‘

BAGAEGGAAAGAAATGATGCCAAAAGTTTTCTTACGCTTGGAATAAGCTGAAATGCATATGAATCTG

* Transkriptionsstop

[TTCAAAACTTTATTATAAGTGGATTTTGTTCTTACTGTTTCATTTATTTGTTTCTTGCATTGTAATTTGCTTGATIJATCAAATTATAA NN
TTCAAAACTTTATTATAAGTGGATTITGTTLTTALTGTTTLATTTATTTGTTTLTTGLATTGTAATTTGCTTGATTATCAAPTTATAPAA
A}

TTCAEAACETEATTATEAGTGGATTTTGTTCTTACTGTTICATTTATTTGTTTCTTG_TAATTTGCTTAATTATC

T TCAAAACTTTATTATAAGTGGATTTTGTTCTTATGTTTCATTTATTTGTTTCTTGCATTGTAATTTGCTTGATTATCAAATTATAA NN
AR GTGGATTTTGTTCTT&GTTTCATTTATTTGTTTCTTG_AATTTGCTTAATTATCAAATTATAP -~

TTCAAAACTTTATTATAAGTGGATTTTGTTCTTACTGTTTCATTTATTTGTTTCTTGCATTGTAATTTGCTTGATTATCAAATTATAA NN

T TCAAAACTTTATTATAAGTGGATTTTGTTCTTACTGTTTCATTTATTTGTTTCTTHR

ESe CCATTTEGAAAGCATGATTACGTACTATATCARRCAAAAATATTTGATTGATTATACH

‘CCATTTAAAAGCATGATTACGTACTATATCAAHCAAAAATATTTGATTGATTATACATGTATTTATTATACAGATTEETTATGC

A TCCT OO TR T CACCATATCCORRGCTGCACT TEgE

ACAAAAATATTTGATTGATTATACATGTATTTATTATACEGATTAATTATGC

o
.. A
"TTTATAATALATGAATHAGTTAATAATG..TTGGAAGTCAACAGAATGGAAGGLTAAAAAATAGTTTTGGAAATCCTAGTTTATTTG

TﬂAmAHAasaAsATEI@T !

AATTTATAATACATGAATTAGTTAATEESS

CATTACCCAGCCATAAATTGGTTCTTTTCAAGACTAAAAAAAGCTTACTGTTTACCTTGGTCCAGATAARACTGAAGGCAGTATTGAAC]
CATTACCCAACCATAAATTGGTTCTTTTCAAGACTAAAAAAAGCTTACTGTTTACCTTGGTCCAGATAAAACTGAAGGCAGTATTGAA(]

BT ca oA eNCC AceTOcC TORGGRG A B CCCTCR T

-
‘CATTACCCAACCATAAATTGGTTCTTTTCAAGACTAAAAAAAGCTTACTGTTTACCTTGGTCCAGATAAAACTGAAGGCAGTATTGAAC
ACATTACCCAACCATAAATTGGTTCTTTTCAAGACTAAAAAAAGCTTACTGTTTACCTTGGTCCAGATAAAACTGAAGGCAGTATTGAA(]

Base des Gesamtalingnments: 4500
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9.3.a Sequenzhomologe zu StRLKI: Bereich, der die extrazellulire
Doméne mit Signalpeptid und PTD-Box kodiert

StRLK1 1 A (@AGAGAETGTAT@TT®CTATCCTTCTCTTCATTT]
StRLK2 i\ TGTTTGCAGAARAGAGACTGTATTTT RN
StRLK3 1 TGTTTGCAGAARAGAGACTGTATTTTG AAAAAA
StRLK4 IR TGTTTGCAGAAGANWAGACTGTEGTTTT@CTATCCTT®@TCTTCATT

< Signalpeptid >
StRLK1 RTEeTTABNGTTHAM
StRLK2 CT@TTAATGTTAAT]
StRLK3
StRLK4
StRLK1
StRLK2
StRLK3
StRLK4
StRLK1
StRLK2 € TACAATEICACAGAATGCCTTCTTGGTATCCTTTTGTACCACAACAAATIACAACGINGGAGAACGGTATTATAGATAAACCCCAGTTA
StRLK3 TACAATGECACAGAATGCCTTCTTGGTATCCTTTTGTACCACAACAAATRCAACGTGGAGAACGGTAT
StRLK4
StRLK1
StRLK2 GTTTGGTCTGCTAACAGGAACCATCCAGTG:
StRLK3 GTTTGGTCTGCTAACAGGAACCATCCAGTG:
StRLK4 GTTTGGTCTGCTAACAGGAACCATCCAGTGAAAGTEAARGCAACHITTGCAACTAGGCCAAGATGCAART TG TCTTGACAGACTCTGAT]
StRSH4 GTTTGGTCRGCTAREGEGACCATCCAGTGEAAGTCAATGCAACCTTGCAACTAGGCCBAGATGGCAACT TGGTCTTGECAGACTCTGAT
StRSH8 GTCTGCTAACAGGAACCATCCAGTGAAARTCAATGCAACCTTGCAACTARBGCCARNGATGGCAACTTGGTCTTGARGGACTCTGAT]
StRSH7 GTTTGETCTGCTAAREGEGACCETCCAGTGANRGECAATGCAACCT TGCAACTAGGICAAGATGGCAACT TGGTCTTGECAGACTCTGAT
StRSH6 TR AAACTTGGTITTGACAGARTCTGAT

<VWSANRNHP >

StRLK1 ERIMGGCACTCTTGTTTGGTCCACTAATACTACTGGAAAATCTGTTTCTGGCTTAAACRTGACAGA
StRLK2 EXE W GGCACTCTTGTTTGGTCCACTAATACTACTGGAAAATCTGTTTCTGGCTTAAACIHTAACAGA
StRLK3 442 GGCACTCTTGTTTGGTCCACTAATACTACTGGAAAATCTGETTCTGGCTTAAACTTAACAG‘
StRLK4 451 GGCACTCTTGTTTGGTCCACTAATACTACTGGAAAATCTGTTTCEGGCTTAAACﬁTGACAGA

StRSH2 1 TR TTCTTTGGTRCACTAARACTACTGCBAAATCTGTTTCTGGCTTAAACINT GACAGAAASGGGGAATCTCGTGCTCTTTGAR
StRSH3 1 GGGA@CATACT@TG
StRSH4 EY B GGCACTCTTGTTTGGTCCACTAATACTACTGG@AAATCTGTTTClgGGCTTAAACHTGACAGA

StRSH8 EIlGGCACTCTTGTTTGGTCCACTAATACTACTGGAAAATCTGTTTCTGGCTTAAACHTEACAGA

StRSH7 PG CACTRT TGTTTGGTCCACTAATACTACTGGAAAATCTGTTTCTGGCTTAAACITGACAGA

StRSH6 94 GGCACTCTTGTTTGGTCEAETAATACTACTGGAAAATCTGTTTCEGGCTTAAACETGACAG‘

StRSHS 1 T T TGTTTGGTCCACTAATACTACTGGEAAATCTGTTTCTGGCTTARACKH

StRLK1 A&~ A NANE CAA TTTGGCAGT CTTTTGAT CATCCACAGATTET TTGCTIC CGGGGCAGAA

StRLK2 Y X CcoecanTTTG TCTTTTGATCATCCTACBGATTCTTTGCTHCCAGGGCAGAATTTGGTTTC®GGGCGGAAGCTCAT.

StRLK3 HG“‘GCGEGCAATTTGG TCTTTTGATCATCCTACEGATTCTTTGCTHCCAGGGCAGAATTTGGTTTC@GGGCGGAAGCTCAT

StRLK4 JCAATCGCACAATTTGGCAGTCTTTRBATCATCCRACAGATICTTTGCTCCCGGGGCAGABT TTGGTTTCTGGGCGGAAGCTCABAGCA

StRSH2 GccAnTRGCACABTTTGGCAGTCETTRGARCATCCTACAGATTCTTTGCTCCCGGGGCAGABRTTGGTTTCTGGGRGGAAGCTCATAGCA

StRSH3 J\CCAATCGCACABTTTGGCAGTCETTI§GATCATCCTACAGATTCTTTGCTCCCGGGGCAGA| TTGGTTTCTGGGEGGAAGCTCATAGCA

StRSH4 CBCACABTTTGGCAGTCTTTTGATCATCCTACAGATTETTTGCTCCCRGGGCAGAATTTGGTTTCTGGHCEEAAGCTRABAGCA

StRSH8 CGCBCAATTTGGRAGTCTTTTGATCATCCTACHGATTCTTTGCTHCCAGGGCAGAATTTGGTTTC§GGGCGGAAGCTCATARCA

StRSH7 GCCAATCGCACAATTTGGCANTCTTTGATCATCCTACEGATTCTTTGCTCCCGGGHECAGABT TTGERATCTGGEGGAAGCTCABAGCA

StRSH6 GCCAATCGCECAATTTG CAATCTTTTGATCATCCTACGGATTQTTTGCTcCCAGGGCAGAATTTGG?ETCEGGGCAGAAGCTEATAGCA

StRSH5 GccAATCGCACABTTTGGCAGTCETTRGETCATCCTACAGATTCTTTGCTCCCGGGGCAGABBT TGGTTTCTGGGRAGGAAGCTCATAGC.
<WQSFDHPTDCLL> (gelb: Stop-Mutationen)

StRLK1 ARGCISGGIYEINCT TCATAGATICI@AASCCACCT]

StRLK2 AGCGTTTCAGCAAC] camliere

StRLK3 AGCGTTTCAGCAA(] AGTCAAGGTTGCTTECTCTT. A

StRLK4 ETHECAGTCAAGGTTTGRTTTCTCTTACTETTHN

StRSH2 AGCGTTTCAGCAACCAATHEGAGTCAANGTTTECTTTCTRTAACTAT TITCAATGGAAGCTGGGCCACT TACATSGACTGAT CIACCT

StRSH3 il crar T canTceARGCTEEGCCACTTACA TG RICTCATCR

StRSH4 AGRGTTTCAGCABRCAAT

StRSH8 GTTTCAGCAACHAATSANA

StRSH7 AGCGTTTCAGCAACCAATOEGAGTCAARGTTTGCTTTCTHTAACTATT

StRSH6 AGEGTTTCAGCARCCAATIARAGTEAAGGTTTGETTRICTCTTACTATT

StRSH5

1 T

StRLK3 711 [envue
StRLK4
StRSH2
StRSH3
StRSH4
StRSH8
StRSH7
StRSH6
StRSH5

StRLK1 697 BcERTACTGCHETARBAACRCCRT
StRLK2 704 CAATQE d €TATCCTRCTAAATCA
q
ATTATCEN
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9.3.b

Sequenzhomologe zu StRLKI1: Bereich, der die konservierten Cysteine

und die Motive I-VIII der Serin-Threonin-Kinase-Domane kodiert

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10
StRSH11

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH10

SN T TCATAAAGET TGGGCCTGATGGACATT TANGGITATACCAGTI®GGATGEA Al
BB TGAAGATTGGGCCTRABGGACATTTAARGGTATACHAATGCHETCACH
. TGAAGATTGEGCCTAATGGACATT TAANGGTATACCAATGGIS TGHAR
1o GGGCCTGATGGACATTTAAGGHTATACCATEAGATGANA

AGHYCI8GATGGACATTTABGGGTATACCAATGGGATGIGAGCGCATTTGATTGGAAARAIKGAT AG(®T]

B2 AT CATAT®TAGGGAACTGTGGATACCCAATGGTGTGTGGAAGATATAGCATTIGTACAAATEAIGGGCAATGTART]
e CcATATGRECERAA CTCTRGGTACCCAATGGTRTGTGGAAGHTATAGCATTIGTACAAATAANGGGCAATGTART
fccr BB TCTAGGAAACTGTGGCTARCCAATGGTGTGTGGAAGATATAGCATTIGCACAAATANSGGGCAATCT

BCATATETAGGGAACTGTGAGTACCCAATGGTGTGTGGAAGATATANCATTIGTACAAATEANGGGCAATGTART

[ TGAGAGGAAACCAGATCTTGGATGCTCACAGCTEACITC]

TTTINMTGCAACTCT]

TGTcCGcC§E§EGAAAACTTCTTCAGACCATﬁTGAGAGGAAACCAGATCTTGGATGTTCACAGCTGAPTPEI;TTT STGCAACTCH
&

TeTCcBcc GAAAARTTCTTCAGGCCAT]
TGTCCGEBAGARGEARACTTCTTCAGGCCAR
TGTCCGCCAGA!

TCACATTATCATAGTETRTAGAGRTCAAGEATACEACATATTTTGEATTTRAGETC
TCBCA B TABCATAGTTT@ATAGAGCTCAAGGATACCECATATTTTIHCATTTIEAGH
. §cABACCACATATTTTGCATTTGAGITCAACTHTH
B2 GTTTIETAGAGC ‘AAGEATACCACATATTTTCREETTCARMT CABCTATG

(GAGGGBAAAAAGHY

TGGAAGATTGCAAAAGGGCCTGTCTGAGAAALTGTTLE
(GAGGAGAAAAAGHY

[ TGGAAGATTGCAAAAGGGCCTGT@TGAGAAACTGTTClY

436 \AAGAGGCABCTGTTTGTTACTGAATGAAGTCTTCTCTCTISAINA

TILAAAGLTGLTGTTTTTG TATGATTGGAARGGEECT
TGCAAAGCTGCTGTTTTTGH ATATAATTGGAATGGAAET

GRS TERAACT]

VPPl Civ A G2 RAAA A CTGCT TATTACTGAATGAAGTCTTCTCTCTIAINGGACAACTGGIROTGGTAGTGACAAGACAACAGTTTTTCTGAAGGTG
439 HAAGAGGGAALTGTTTGTTALTGAATGAAGT.TLTLTL‘ . RN NG NG BREAE A CAGTRTTTCTRAAGGTG]

380 [@T! GAAAAAACTGCTTATTACTGAATGAAGTCTTCTCTCTT"GGACAACTGGTCTGGTAGTGACAAGACAA‘AGTTTTTT
402 AR € GACEECITCENGNVATIAGINE TIN TGN CPC .

514

524 cpCAABGGCECAGRETEAGT CINeRAATCATTOC TGEABGAAAGAAATCAAGACCTIRTCAAAGTGATIIATAGEATCTACTCTT
487 [~ ~ScEc ARG ATACH TEAETCHGAAAGAAEGAAATCAAGACCTTCEAAGTGATTATAGGATCTACTCTT
470 (NGNS LAAAGGLILAGEA CAATCETTICTEAAAGAAAGEAATCAAGACCTCTEAAAGTGATTETAGEATCTECTCTT
489 (oY G TT pCAGARACACHGAGT! 2 A A}

604
614

565 GCAGCTTTCTTGGGATAATTTTAAGCATAGCTACTTGCTTTGTTATITTCAAAAAGAGG CATGAGTCCAGAAAGGCTGCGGATMTT|
MG CRGCTTTRETEGGRE TAATTTTAABRA THAE T CATGETTTGTTRTTTTCAAAAAGAGGHA Clici e c AJAGGC TREGGATETT|

579

691

P LI TCGATCTAGCACCAATCTTACCGGGAATCCTAACTCGATTCTCTIACAATGAGCTGAAAATAATTACAGAGATTTCAGTAGAAAGCT(
Sl TicATCTECRACCAATCTTACCRGGAATHCTAACTCGATTCTCTTACAATGAGCTGAAABTAATTACAGAAGAT TTCAGTAGHAAGCT(
W C TGCATRTAGCACCAATCTTARCGGGAATCCTAARTCGATTCTCTTACAANGAGHTGAAAATAATTACABAAGATTTCAGEAGAAAGCTC]

3B TCCATCTAGCACCAATITTACCGGGARTCCTAACTCEATTCTIT TACAATGAGCTGAAAATAAT

BAACAGAGATTTCAGTAGARAGCTC

<ATP-

NN GGGGAAGGAGGATTTGGCTCIRGTATATGAAGGAACACTGAGIAATGGCARRCAAAATAGCTGTGAAGCETCTGAATGGTTTAGGTCAAGTA
794 GGGGAAGGAGGATTTGGCTETGTETATGAAGGAACACTGA AATGGCACEAAAGTAGCTGTGAAGCATCTGGATGGTiTAGGTCAAGT
B

W GGCGARGGAGGATTTGCRTCTGT]

[TATGAAGGAACACTGAGERAATGGCACCAAAATAGCTGTGAAGCATCTGEATGGT(Y

ITAGGTCAAGTA

735 GGGAAGGAGGATTTGGCTE&GTATATGAAGGAACACTGAGT‘‘TGGCAECAAAATAGCTGTGAAGCGTCTGAATGGTTTAGGTCAAGTA

YEENGGCGGAAGGEGGATTTGGCTCTGTATATGAAGGAACACTGAL

Bindungs- <

Retroelement-Insertion in

Motiv I
StRSH11
aN " " AGAIWTCATTCTTAACAGAAGTAAAG
R\ AGGAIT CATTCTTAACAGAAGT]
835 “GGAHTLATTLTTAACAGAAFT

Phospho—TraEéfer—Motiv II

825 kAGG‘TTT‘TTCTTAACAGAGGTAAAG
<> < >

Motiv III Motiv IV
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StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9
StRSH10

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9
StRSH10

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

StRLK1
StRLK2
StRLK4
StRSH9

EINMCACOGGETTCTGATIRTATGAGTACATGGTAAATGGATCAT TGGATAGHATGGATTTCTCATGAAAATCAAGAAAATGGGCTTACATGGC NN

973 € CATGAAAATCAAGAAAATGGGCTTACATCCRAY
925 CATGAGAATCAAGAGAATGGGCTTACATGGEAc

N r C TATGAREBA CATGETAAATGCAT CABTEGATAGCTGCATTTAT CATEAAAATEAAGAAAATGGGCTTABATGGCAN
RN C 2 C[8CCe T T TGATCTATGAGTACATGGTAAATGCATCATTGGATAGGTGGATTTCTCATGAAAARCAAGAAAATGGGCTTACATCCCIRN

< Motiv V >
Insertion des Retroelements in StRLK4

ECBGATATTGCOIAAAGGATTAGCTTATCTTCATGABGAATGCAGCCATAAGATAATTCATTTGGACATCAAA
CBAGGCABAGGATAATATCAGATATEGCCAAAGGETTAGCETATCTICABGACGARTGRAGCCATAAGATAATTCATTTGGACATCAAA
CGAGGCAGAGGATAATATCAGATAT[®GCCAAAGCETTAGCETATCTRCATGACGGANTGCAGCCATAAGATAATTCATTTGGACATCAAA

RLKSRACE2

CEAGGCAAAGGATHATANCAGATATTGCCAAAGGATTAGCTTATCTTCATGASE GATAATTCATTTGGACATCAAA
A}

CCECAAAACATCCTTCTAGATCA| TTTCAATGCTAAGATATC GATTTTGGGTTGECGAAGCTAATTGAGAAAGACAAAAGCAAAGTT
[CCACAAAACATCCTTCTAGATC TETCAATGCTAAGATATCRGATTTTGGGTTETCGAAGCTAATTGAGAAAGACAAAAGCAAAGTT
A}

Motiv VIb Motiv VII
1231 [ETINegvNexv:uyerNerNeer.vNerNe /- INATI\A C@GAGAAAGTRGATGTATATGCETTTGGA
1243 [eyerNeyvNerv:uierNerNeer.vNeNe G TEACTGAGAAAGTTGATGTGTATG
1195

258 [egy iXeyvNe chyyerNerNelervX&Ne C .

< Motiv VIII >

1321
1333
1285

348

1411
1423
1374

435

BE{ . G CCTI8GCIAGCETGGTGTIETACANGGCGATT T@NNCAAGAGGCCTTCCATG

PRl TG CCATOG T TCTACAGGGCCAT TTHC CAAGAGGCCTTCCATGTCATTGGTGETTAAGGCATTGGAAGGTTTGETCCTGTT
1464 GATTTTTCCAAGAGGCCTTCCATGICATTGGTGGTTAAGECATTGGAAGGTTTGGTGRCTGTT
525 A

SEERN G2 A A CCAACTTGGAT TICHATTTCACANA T AINCTGAGGETGGGGCAGGCAACCAACAG
1603 BeTACCTGAGGTTGGGGCAGGCAACCAABAGAGGGAAGTC
1553 ACETACCTGAGGTEGGGGCAGGRAAHCABCAGAGGGAAGRC.
615 |

1681
1693
1643

705

StRLK1 Sequenz-
Homologe im Alignment

von Endsequenzierung aus Klon

StRSHS | T3-Ende Lambda 36

StRSH6 | T7-Ende BAC 115B4

StRSH7 | T3-Ende BAC 115B4

CRSH ‘ identisches PCR-Produkt von BAC 78M21 und 119F19 mit
Primern zu T7-Ende von BAC 115B4 (115B4T7fr)

SIRSHO | T7-Ende Lambda 107 (P41) |

StRSHI0 | T7-Ende BAC 10N22 |

StRSHI | T7-Ende BAC 25J5 |

Mit nachfolgender Ausnahme werden alle Sequenzen im Ergebnisteil besprochen. In der
Arbeit nicht ndher besprochen: T7-Ende von BAC 173021 (homolog zum Bereich, der
die extrazellulire Doméne von SfRLK! kodiert), T7-Ende von BAC 106C14, der Tagl-
Fragment 16 enthélt und auf Chromosom IV kartiert (homolog zum Sequenzbereich, der
die Kinase-Domine von StRLK codiert).
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9.4

Eidesstattliche Erklirung

Ich versichere, daf3 ich die von mir vorgelegte Dissertation selbststdndig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstindig angegeben und die Stellen der Arbeit —
einschlieBlich Tabellen, Karten und Abbildungen -, die anderen Werken im Wortlaut
oder dem Sinn nach entnommen sind, in jedem FEinzelfall als Entlehnung kenntlich
gemacht habe; daB3 diese Dissertation noch keiner anderen Fakultit oder Universitit zur
Priifung vorgelegen hat; dal sie — abgesehen von den wunten angegebenen
Teilpublikationen — noch nicht ver6ffentlicht worden ist sowie, daB3 ich eine solche

Veroffentlichung vor Abschluf3 des Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde.

Die Bestimmungen dieser Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von mir vorgelegte
Dissertation ist von Dr. PD Christiane Gebhardt (Abteilung Pflanzenziichtung und
Ertragsphysiologie, Prof. Dr. Francesco Salamini, Max-Planck-Institut fiir

Ziichtungsforschung) betreut worden.
Ich versichere, daB3 ich alle Angaben wahrheitsgeméf nach bestem Wissen und Gewissen

gemacht habe und verpflichte mich, jedmogliche, die obigen Angaben betreffenden

Verdnderungen, dem Dekanat unverziiglich mitzuteilen.

Datum Unterschrift
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