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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Differentielle Genexpressionsstudien fur einen resistenten und einen anfélligen Genotyp
haben gezeigt, dass zehn Stunden nach der Inokulation mit Erysiphe necator die Expression
der Transkriptionsfaktoren CZF1/ZFAR1 und MYBB, der Ethylen-responsiven Faktoren ERF1
und ERF5, der PAL (Phenylalanine-ammonia Lyase), der Pathogen-related Proteine PR5 und
PR10.1 und den WRKY-Transkriptionsfaktoren WRKY7, WRKY33 und WRKY57 verstarkt
wird (Welter, 2008). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die Promotoren der Gene
ERF1, ERF5, MYBB, PAL, PR10.1 und WRKY?7 fiur die resistente Rebsorte "Regent” im
Vergleich zur anfélligen Sorte "Lemberger” erfolgreich amplifiziert und sequenziert werden.
In den Promotorbereichen betrug die durchschnittliche SNP-Haufigkeit 1/39 und die Frequenz
der Insertions-/Deletionsereignisse lag bei 1/210. Die in silico Analyse des PR10.1 Promotors
zeigte auBerdem, dass eine Bindestelle fiir den Repressor SEBF (silencing elemental binding
factor) fir beide Allele von "Lemberger” und das ,anféllige* Allel A von "Regent” existiert.
Das Allel B der PR10.1 Promotors des Genotyps "Regent” war eindeutig vom resistenten Elter
"Chambourcin” vererbt. Insgesamt wurden 13 WRKY-, vier ERF- und 22 MYB-Bindestellen
im PR10.1 Promotor identifiziert. Der anschlieBende duale Luciferaseassay zeigte, dass die
Transkription von PR10.1 positiv durch die Transkripitonsfaktoren CZF1/ZFAR1, ERF5 und
WRKY33 reguliert wird.

Es wurden differentielle Genexpressionsstudien mit in vitro Reben von "Regent” (resistent
gegen E. necator und Plasmopara viticola) und "Lemberger” (anfallig gegen E. necator und
P. viticola) fur die Zeitpunkte 0, 1, 2, 4, 6, und 24 Stunden nach der Inokulation mit
P. viticola durchgefiihrt. Die Studien zeigten, dass die Transkriptionsfaktoren ERF5 und
WRKY33 bereits eine Stunde nach der Inokulation bei dem resistenten Genotyp in ihrer
Expression verstarkt wurden. Die Expression von WRKY33 war auch nach zwei Stunden noch
induziert. Sechs Stunden nach der Inokulation wurde PR10.1 7,6-fach in der Expression bei
"Regent”, aber nicht bei “Lemberger” verstarkt transkribiert. Eine Applikation von
Salicylsdure 24 Stunden vor der Inokulation mit P. viticola flihrte dazu, dass die
Genexpression komplett verédndert wurde. Vier Stunden nach der Inokulation wurden die
NBS-LRR Gene VRP1-2, VRP1-3, NBS-LRR1 und NBS-LRR2 mindestens 13,4-fach flr den
resistenten Genotyp in der Expression verstarkt. VRP1-1 hingegen wurde nicht beeinflusst.
Dies weist daraufhin, dass die Vorbehandlung mit Salicylsdure die Effektor-gesteuerte
Immunantwort deutlich verstarkt, da die NBS-LRR Gene nach ihrer Annotation und

angenommen Funktion Rezeptoren fur die Effektoren darstellen.



Zusammenfassung

NBS-LRR1 und NBS-LRR2 wurden im Bereich des Rpv10-Locus identifiziert (Schwander et
al., 2012). Differentielle Genexpressionsanalysen zeigten, dass die basale Expression von
NBS-LRR1 und NBS-LRR2 bei Genotypen mit einem Rpv10-Locus flnffach hoher ist als bei
Genotypen mit einem Rpv3, Rpv12 oder alternativ gar keinem Resistenz-Locus. Dies ist ein
Hinweis daflr, dass die beiden NBS-LRR Gene an der Auspragung der Resistenz der Rpv10-

Tréger wesentlich beteiligt sein kdnnten.



Einleitung

1 Einleitung

Die europdische Rebe Vitis vinifera L. ssp. vinifera ist in Europa die einzige traditionell im
Weinbau genutzte Art (This et al., 2006). Aufgrund des guten Geschmacks werden die
Fruchte der Rebe zur Herstellung von Saft, Wein, Rosinen und als Tafeltrauben verwendet.
Die europdische Rebe zeichnet sich jedoch durch eine hohe Anfalligkeit gegeniber
verschiedenen Pathogenen wie der Reblaus (Daktulosphaira vitifoliae), dem Erreger des
Echten Mehltaus (Erysiphe necator [syn. Uncinula necator (Schw.) Burr.] (anamorph Oidium
tuckeri)) sowie dem Falschen Mehltau, verursacht durch Plasmopara viticola (Berk. & M. A.
Curtis) Berl. & De Toni 1888) aus. Diese Schaderreger kamen alle mit amerikanischen
Wildarten nach Europa (Campbell, 2004). Seitdem ist der massive Einsatz von Spritzmitteln
aufgrund der hohen Anfalligkeit der Reben im Weinbau unumganglich. Dieser hohe Einsatz
ist ein betrachtlicher Kosten- und Arbeitsfaktor fiir den Winzer und belastet stark die Umwelt.
Aufgrund dessen ist es wiinschenswert, Reben mit Resistenzen gegen die Mehltaukrankheiten
zu zichten, die gleichzeitig alle weinbaulich wichtigen Eigenschaften wie gute Qualitat,

sicherer Ertrag, geeignete Wuchsform usw. aufweisen (Topfer et al., 2011a).

In der Rebenziichtung dienen amerikanische und asiatische Wildreben als Resistenzquellen.
Diese zeichnen sich jedoch durch mangelhafte Weinqualitat aus. lhre Resistenzen werden
durch Kreuzungsziichtung in Kulturformen mit hoher Weinqualitat, aber einer hohen
Anfalligkeit gegen die Schaderreger, eingebracht. Bei der Kreuzung mit V. vinifera Sorten
werden neben den Resistenzmerkmalen héufig durch ,linkage drag® die mangelhaften
Qualitatsmerkmale mit eingekreuzt. Daher sind mehrfache Rickkreuzungen unerlésslich und
gleichzeitig sind zeitintensive Phénotypisierungen notwendig. Es dauert 25 — 30 Jahre bis eine
Sorte ausreichend propagiert ist und zugelassen wird (Topfer et al., 2011b). Dieser VVorgang
kann durch Marker-gestutzte Selektion (MAS), d.h. das Einsetzen von genetischen Markern
zur Frihdiagnose, um etwa 10 Jahre verkirzt werden (Topfer et al., 2011b). Die genetischen
Marker sind mit einem spezifischen Merkmal gekoppelt. Mit Hilfe dieser Marker lassen sich
gezielt und schnell viele Kreuzungsnachkommen schon im Sé&mlingsstadium auf die

gewiinschten Eigenschaften Gberprifen (Lande & Thompson, 1990; Topfer et al., 2011b).

Ein einziges Resistenzgen kann schnell von einem Pathogen tiberwunden werden. In der Rebe
wurde dieses Phdanomen an einem tschechischen P. viticola-1solat beobachtet werden. Das
Isolat konnte die Resistenz des Rpv3 (Resistenz gegen P. viticola) - Locus Uberwinden

(Peressotti et al., 2010). Dieses Problem kann durch eine Kombination von Resistenzloci mit
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unterschiedlichem genetischem Hintergrund in einer Sorte bewaltigt werden. Die sogenannte
~Pyramidisierung®“ von Resistenzgenen fuhrt zu einer effizienteren und dauerhafteren
Resistenz. Dies ist im Weinbau im Vergleich zu anderen Kulturarten besonders
wiinschenswert, da Reben als Dauerkultur typischerweise fir 30 Jahre im Anbau stehen. Ziel
der Pyramidisierung ist die Zlchtung einer Sorte mit mindestens zwei bis drei Resistenzloci
gegen die einzelnen Pathogene. Auch andere Rebkrankheiten wie Schwarzfaule (Guignardia
bidwellii), Anthraknose (Elsinoé ampelina), Roter Brenner (Pseudopezicula tracheiphila) und
Phomopsis (Phomopsis viticola) werden bei der Auswahl der resistenten Zuchtpartner
bertcksichtigt. Bisher ist jedoch noch unklar, ob die von den unterschiedlichen Vitis-Arten
ausgehenden Resistenzen alle auf den gleichen physiologischen Mechanismus zuriickgreifen
oder ob es sich um verschiedene Mechanismen handelt. Nur durch das Einkreuzen
unterschiedlicher Resistenzmechanismen kann aber eine dauerhafte Resistenz gegen die
Erreger gewahrleistet werden. Daher soll im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit ein erster
Schritt zur Aufklarung der in der Rebe ablaufenden Mechanismen Uber die Analyse der
transkriptionellen Regulation von Kandidatengenen flr die Resistenz gegen Falschen Mehltau

durchgefuhrt werden.

1.1 Falscher Mehltau in der Rebe

Plasmopara viticola ist der Schaderreger des Falschen Mehltaus der Weinrebe. Das Pathogen
wurde im Jahr 1878 von Amerika nach Europa eingeschleppt. Taxonomisch gesehen gehort
das Pathogen in die Familie Peronosporaceae innerhalb der Klasse der Peronosporomycetes
ehemals Oomycotes (,,Eipilze®). Die Peronosporomyceten sind naher mit den Algen als mit
den Echten Pilzen verwandt, obwohl die Lebensweise den Echten Pilzen ahnelt (Adl et al.,
2005).

P. viticola kann alle griinen Gewebe mit Spaltéffnungen der Pflanze befallen (Ingram, 1981,
Mohr, 2005). Dazu gehéren Blétter, junge Triebe, Gescheine und junge Beeren. Die ersten
Symptome des Befalls auf Blattern sind sogenannte , Olflecken*, die Aufhellungen an der
Blattoberflache darstellen (Abbildung 1a). Diese Flecken entstehen durch einen veranderten
Brechungsindex bedingt durch das interzellulare Wachstum des Pathogens im Mesophyll. Fr
die Entstehung des weilRen Sporangienrasens auf der Blattunterseite (Abbildung 1b) miissen
uber Nacht feuchtwarme Bedingungen herrschen. Die betroffenen Stellen sterben nach einiger
Zeit in Folge von sich bildenden Nekrosen ab. Sehr starker Befall mit P. viticola kann zur
kompletten Entlaubung der Rebe fiihren. Ein Totalausfall der Ernte kann durch den Befall der

Gescheine (Blutenstdnde der Weinrebe) kurz vor oder wahrend der Blitezeit eintreten
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(Abbildung 1c). Dieser Befall fiihrt zur Bildung sogenannter ,,.Lederbeeren”. Den Name
verdanken die Beeren ihrem Phanotyp, der sich in eingetrockneten Beeren mit ledriger Haut
zeigt (Kortekamp et al., 1998; Mohr, 2005; Nicholas et al., 1994).
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Abbildung 1: Schadbilder des Falschen Mehltaus. A: ,,Olflecken® auf der Blattoberseite infizierter Blatter. B:
Mehlartiger Belag auf der Blattunterseite, der durch die Sporangientrager gebildet wird. C: Infizierte Gescheine der
Weinrebe. D: Zoospore mit Infektionsschlauch angelagert an eine Spaltéffnung. E: Haustorium. F: Sporangientréger
wéchst aus Spaltéffnung. G: Sporangien eines Sporangientréger. (Bildarchiv des JKI, Institut flir Rebenziichtung,
Geilweilerhof, Siebeldingen)

P. viticola gehort zu den obligat biotrophen Lebewesen, welche sich nur von lebendem
Pflanzengewebe erndhren koénnen und dasselbe fir die Fortpflanzung benétigen. Die
Vermehrung des Pathogens kann sexuell und vegetativ ablaufen. Im Herbst werden geh&uft
Oosporen Uber die sexuelle Vermehrung gebildet. Der Laubfall sorgt daftr, dass die Oosporen
von P. viticola in den Boden gelangen. Dort findet die Uberwinterung statt. Die Oosporen
Uberleben so auch einen Zeitraum von mehreren Jahren (Caffi et al., 2011; Kortekamp et al.,
1998). Steigt im Fruhjahr die Temperatur Gber 11 °C an, beginnen die Oosporen zu keimen
und bilden Primérsporangien aus (Gessler et al., 2011). Sobald die Primé&rsporangien mit
Wasser in Berlihrung kommen, entlassen sie eine groe Anzahl von begeilelten Zoosporen.
Die Sporangien und Zoosporen gelangen bei Regen Uber Spritzwasser/-tropfen auf die
Unterseite der Blatter der Weinrebe. Dort schwimmen die Zoosporen angelockt von
Nonanal/Decanal ~ aktiv. zu  den  Spaltoéffnungen  (Nick,  http://www.rz.uni-
karlsruhe.de/~db50/Forschung_Vitis/Lebenszyklus.html). Nach der Anlagerung an die
Spaltéffnungen bilden die Zoosporen einen Infektionsschlauch und dringen so in die
substomatére Hohle ein (Abbildung 1d). Sobald der Infektionsschlauch auf eine pflanzliche
Zellwand trifft, bildet dieser ein Appressorium. Damit kann die Zellwand invaginiert werden
um in die Wirtszelle hinein ein Haustorium auszubilden (Abbildung 1d). Uber das

Haustorium nimmt das Pathogen Nahrstoffe aus der lebenden Pflanzenzelle zur Versorgung
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auf (Langcake & Lovell, 1980). Uber Hyphen kann sich der Erreger in den
Interzellularraumen der Pflanzenzellen ausbreiten (Kortekamp et al.,, 1998). Die
Geschwindigkeit des Ausbreitens ist dabei stark abh&ngig von Temperatur und
Luftfeuchtigkeit. Optimale Bedingungen liegen bei 22 — 25 °C und einer relativen Luftfeuchte
von 100 % (Blaeser, 1978; Blaeser & Weltzien, 1979). Unter naturlichen Bedingungen dauert

es im Durchschnitt 5 — 18 Tage, bis die ersten Sporangientrager beobachtet werden kénnen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Infektionszyklus von Plasmopara viticola. Der &uRBere rote Kreis stellt die

sexuelle Vermehrung des Pathogens dar. Der innere grune Kreis représentiert die vegetative Vermehrung (Gobbin,
2004).

Die Sporangientréager wachsen aus den Spaltéffnungen heraus (Abbildung 1f) und bilden dort
baumartige Strukturen aus, an deren Ende asexuelle Sporangiosporen (Abbildung 1g)
entstehen (Kortekamp et al., 1998). Diese kdnnen iber Wind und Regen im Weinberg verteilt
werden. Die Sporangiosporen dienen der vegetativen Vermehrung waéhrend der

Vegetationsperiode, indem sie ebenfalls unter feuchtwarmen Bedingungen Zoosporen bilden
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und freisetzen. Damit startet ein neuer Infektionszyklus (Mohr, 2005). Die sexuelle
Vermehrung findet bevorzugt im Herbst statt. Hierfur mussen sich zwei heterothallische
Hyphen im Blatt der Pflanze treffen. In Folge dessen kommt es zur Bildung von Oosporen,
die im folgenden Jahr fiir die Neuinfektion zustandig sind (Abbildung 2, (Wong et al., 2001)).

Die Bekampfung der Infektion mit P. viticola findet im konventionellen Weinbau derzeit
praventiv mit Fungiziden in Form von Kombinationspraparaten (z. B. Aktuan® (Cheminova
Deutschland GmbH, Stade), Polyram® WG (BASF, Ludwigshafen) oder UNIVERSALIS®
(Syngenta Agro GmbH, Maintal)) statt. Diese Mittel durfen im 6kologischen Weinbau jedoch
nicht verwendet werden, daher wird dort auf die fungizide Wirkung von Kupfer
zurlickgegriffen, welches jedoch aufgrund seiner Anreicherung als toxisches Schwermetall im
Boden in der Diskussion steht. Eine Reduktion der Pflanzenschutzmittel wird daher besonders

Uber den Anbau von resistenten Rebsorten erhofft.

1.2 Modell fiir die Evolution der Pathogenabwehr bei Pflanzen

Die Pathogenabwehr der Weinrebe ist bisher nur rudimentar untersucht. Die Pflanzen weisen
die angeborene Immunabwehr, welche auch als PTI (pathogen-associated molecular pattern
(PAMP)-triggered immunity) bezeichnet wird, auf (Abbildung 3a). Die Pflanze kann das
Pathogen (ber Oberflachenstrukturen, z. B. Zilien, Flagellen oder Chitin, lber RLKs
(Rezeptor-&hnliche Kinasen) wahrnehmen, die das Signal Uber eine nachfolgende MAP
(mitogen-associated protein) — Kinase-Kaskade verstarken. In Folge dessen werden
verschiedene Transkriptionsfaktoren, z.B. WRKY Transkriptionsfaktoren, aktiviert. Im
Zellkern konnen diese Faktoren die Expression von Pathogen-relevanten Genen aktivieren

und/oder verstarken.

Im Laufe der Evolution haben die Pathogene gegen diese pflanzliche Immunabwehr
Virulenzfaktoren (Effektoren) entwickelt (Abbildung 3b). Mit Hilfe dieser Effektoren kann
das Pathogen die Immunabwehr der Pflanze unterbrechen. In Folge dessen wird die Pflanze
anfallig gegen das Pathogen. Gegen diese Anfélligkeit einwickelten sich in den Pflanzen
wiederum Resistenzproteine (Produkte der Resistenzgene). Haufig handelt es sich hierbei um
Rezeptoren vom NBS (Nukleotidbindestelle) — LRR (Leucin-rich repeat) — Typ, mit deren
Hilfe die Effektoren erkannt werden koénnen. In Folge dessen wird die sogenannte ETI
(Effector-triggered immunity) aktiviert, welche zu einer Resistenz der Pflanze gegeniiber dem

Pathogen fiihrt (Abbildung 3c). Der Mechanismus greift allerdings nur, wenn das
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Resistenzprotein der Pflanze den Effektor des Pathogens erkennen kann. Modifizierte

Effektoren konnen so die Resistenz der Pflanze aufheben (Jones & Dangl, 2006).
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Abbildung 3: Modell fiir die Evolution der Pathogenabwehr bei Pflanzen. A: Darstellung der PTI (PAMP-triggered
immunity) — Wahrnehmung von PAMPs (Pathogen assoziierte molekulare Strukturen) durch extrazellulare RLKs
(Rezeptor-ahnliche Kinase) und Auslésen der angeborenen Immunantwort. In Folge dessen kommt es zur
Aktivierung einer MAP-Kinase-Kaskade, wodurch verschiedene Transkriptionsfaktoren, z. B. WRKYs, aktiviert
werden. Diese verstarken die Expression von Pathogen-responsiven Proteinen. B: Das Pathogen bildet
Virulenzfaktoren (Effektoren), die die PTI unterdriicken. C: Resistenzgene von Typ NBS-LRR konnen die Effektoren
wahrnehmen. Dadurch kommt es zur Aktivierung der ETI (Effektor-triggered immunity). D: Die Effektoren sind
modifiziert und kénnen nicht mehr von den Resistenzgenen wahrgenommen werden (Bent & Mackey, 2007).

1.3 Resistenzgene

Resistenzgene kodieren fur Proteine, die an der Pathogenerkennung und/oder —abwehr
beteiligt sind. Die Erkennung wird hierbei von Rezeptoren auf der Zelloberflache vermittelt.
Uber die Rezeptoren werden Signalmolekiile der Pathogene, z. B. Zilien oder Flagellen,
erkannt und eine Signalkaskade zur massiven Abwehrreaktion eingeleitet (Somssich &
Hahlbrock, 1998). In den meisten Féllen fuhrt diese Abwehrreaktion zur ,.hypersenstiven
Reaktion®, d.h. dem gezielten Absterben der lokal betroffenen Zellen. Dadurch kann sich die

Infektion nicht weiter in der Pflanze ausbreiten.

Die von Resistenzgenen kodierten Proteine lassen sich in finf Klassen unterteilen: (1)
Zytoplasmatische Serin/Threonin Kinasen; (2) Extrazelluldre LRR-Proteine (Leucin-rich
Repeat), die in der Zellmembran verankert sind; (3) Rezeptor-ahnliche Kinasen (RLK) mit
einer extrazellularen LRR-Domane und einer intrazellularen Serin/Threonin-Kinase-Doméne;

(4) Proteine mit einem N-terminalem Transmembran-Anker und einer zytoplasmatischen
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Coiled-Coil (CC) — Domane sowie (5) Proteine mit einer NBS (Nukleotidbindestelle) und
einer C-terminalen LRR-Doméne. Diese kdnnen in Abhéangigkeit von der N-terminalen
Doméne noch in TIR-NBS-LRR und CC-NBS-LRR Proteine unterteilt werden (Dangl &
Jones, 2001; Ellis et al., 2000). Die meisten Resistenzgene gehdren in die Klasse der NBS-
LRR-Gene.

Basierend auf diesen Erkenntnissen konnen Uber differentielle Genexpressionsstudien
vergleichend fir einen anfélligen und resistenten Genotyp nach der Inokulation mit dem
Pathogen Kandidatengene fir die Resistenz ermittelt werden. Dieser Ansatz wurde im
Rahmen der Doktorarbeit von Welter (2008) durchgefuhrt. Als Pathogen wurde fur die
Analysen Erysiphe necator, der Erreger des Echten Mehltaus, verwendet. Zehn Stunden nach
der Inokulation mit E. necator wurden bei "Regent” u. a. die Transkriptionsfaktoren WRKY?7,
WRKY33, ERF1, ERF5, CZF1/ZFARL und MYBB, sowie PAL, PR5 und PR10.1 in der
Expression induziert. Alle Gene wurden bei dem anfalligen Genotyp schwacher oder gar nicht
induziert (Welter, 2008). Diese Gene wurden in der vorliegenden Arbeit n&dher untersucht, um

zu Uberprufen, ob sie auch an der Pathogenabwehr gegen P. viticola beteiligt sind.

1.3.1 Ethylen-Response Transkriptionsfaktoren (ERFS)

Ethylen-response Transkriptionsfaktoren (ERF) sind durch das Vorhandensein einer AP2-
Doméne charakterisiert (Riechmann & Meyerowitz, 1998). Diese ist zwischen 60 und 70
Aminoséuren lang (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995; Sakuma et al., 2002). Die AP2/ERF-
Familie wurde von Sakuma et al. (2002) in funf Untergruppen unterteilt: AP2 (APETALA2),
RAV (Related to ABI3/VP1), DREB (Dehydration-responsive-element-binding), ERF und
andere. Die ERF-Untergruppe wurde wiederum in 12 weitere Gruppen unterteilt (Nakano et
al., 2006). Es gibt 149, 147, 200, 131 und 163 AP2/ERF-verwandte Proteine in Vitis vinifera
(Licausi et al., 2010; Zhuang et al., 2009), Arabidopsis thaliana (Nakano et al., 2006;
Sakuma et al., 2002), Populus trichcarpa (Zhuang et al., 2008), Prunus persica (Zhang et al.,

2012) und der monokotylen Pflanze Oryza sativa ssp. japonicus (Sharoni et al., 2011).

Fur die Mitglieder der AP2/ERF-Familie sind zwei cis-regulatorische Elemente bekannt. Zum
einen gibt es das ERE (Ethylene-responsive element) auch GCC-Box oder ROSE7 genannt.
Dieses Element besteht aus 11 bp (TAAGAGCCGCC) und ist in den Promotoren vieler
Ethylen-induzierbarer Gene wie z.B. des Gens fiir das Pathogenesis-related Protein 10 (PR10;
(Desveaux et al., 2000; Liu et al., 2005)) vorhanden. Zum anderen wurde das DRE/CRT-
Element mit der Sequenz CCGAC nachgewiesen. Dieses spielt vor allem bei Trocken- und
Kaéltestress eine Rolle und ist ebenfalls im Promotor von PR10 prasent (Liu et al., 2005).
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Kizis and Pages (2002) haben gezeigt, dass DBF1 und DBF2 (DRE-binding factor) an das
cis-regulative Element DRE binden kdnnen. ERF6 und ERF7 von A. thaliana und PTI4 von
Solanum lycopersicum binden an die GCC-Box (Chakravarthy et al., 2003; Song et al., 2005;
Wang et al., 2013).

Fur die Transkriptionsfaktoren ERF1, ERF5 und ERF6 wurden bereits einige Funktionen, die
eine Beteiligung an der Pathogenabwehr aufzeigen, beschrieben. Alle drei Transkriptions-
faktoren gehdren zur Untergruppe IX der ERF Transkriptionsfaktoren (Nakano et al., 2006).
ERF-Faktoren dieser Untergruppe weisen neben der AP2/ERF-Domane noch ein CMIX-
Motiv auf (Nakano et al., 2006).

Pan et al. (2013) zeigten, dass die Uberexpression von ERF1 von Solanum lycopersicum zu
einer erhohten Resistenz der Friichte gegen Rhizopus nigricans fuhrt. Die Expression von
ERF1 von Arabidopsis thaliana konnte durch die Phytohormone Jasmonsaure und Ethylen
induziert werden (Lorenzo et al., 2003). Die Uberexpression fiithrt zudem zu einer erhéhten
Resistenz gegen Botrytis cinerea, Plectospaerella cucumerina, Fusarium oxysporum sp.
conglutinans and F. oxysporum f. sp. lycopersici (Berrocal-Lobo et al., 2002; Berrocal-Lobo
& Molina, 2004).

AtERF6 bindet an die cis-regulative GCC-Box und wird durch die MAP-Kinase AtMPK6
(Wang et al., 2013) phosphoryliert, welche an der Signaltransduktionskaskade wahrend der
Pathogenabwehr beteiligt ist. Moffat et al. (2012) zeigten, dass die erf5 erf6 Doppelmutante
von A. thaliana eine signifikant erhdhte Anfélligkeit gegen das Pathogen B. cinerea aufweist.
Dieser Effekt lasst sich jedoch nicht fur die Einzelmutanten erf5 und erf6é beobachten.
AtERF5 interagiert mit AtERF6, AtERF8, AtSCL13, AtMPK3 und AtMPK6 und ist zudem an

der Chitin-induzierten Immunabwehr beteiligt (Son et al., 2011).

Die Uberexpression von ERF5 von Solanum lycopersicum filhrt zu einer erhohten Toleranz
gegen Trocken- und Salzstress (Pan et al., 2013). ERF5 spielt also sowohl bei der Antwort auf
biotischen wie auch abiotischen Stress eine Rolle. Auch in der Weinrebe scheint ERF5 eine
Rolle in der Immunabwehr zu spielen, denn der Transkriptionsfaktor wurde nach der
Inokulation mit Erysiphe necator in der Genexpression bei der resistenten Sorte "Regent”
induziert (Welter 2008).

1.3.2 PR-Proteine
PR-Proteine lassen sich in 17 Familien unterteilen (van Loon et al., 2006). Die PR10 Proteine
stellen eine dieser Familien dar, dessen Mitglieder vor allem als Allergene bekannt sind, z. B.
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bei Apfel (Vanek-Krebitz et al., 1995), Birke (Breiteneder et al., 1989), Kirsche (Scheurer et
al., 1997) oder Sellerie (Breiteneder et al., 1995). Die PR10-Familie in Vitis vinifera besteht
aus 17 Genen, die ausschlieBlich auf Chromosom 5 lokalisiert sind (Lebel et al., 2010).

Die Proteine der PR10-Familie weisen viele verschiedene Funktionen auf. Eine davon ist die
Ligandenbindeaktivitét, die bei PR10c aus Birke (Koistinen et al., 2005), MalD1 aus Apfel
(Puehringer et al., 2003) oder Physcomitrella patens (Gonneau et al., 2001) vorkommt. In
Hypericum perforatum (Echtes Johanniskraut) weisen dhnliche Proteine eine Enzymaktivitat
auf (Samanani et al., 2004). PR10-Proteine spielen auch eine Rolle bei der Toleranz
gegenuiber Kélte in Pinus monticola (Liu et al., 2013) und gegeniber Salz in Vitis vinifera
(Jellouli et al., 2010).

PR10-Proteine liefern zudem Hinweise auf die Beteiligung an der Pathogenabwehr gegen
Viren, da eine Ribonuclease-Aktivitat fir PR10-Proteine von Vitis pseudoreticulata (He et al.,
2012), Capsicum annuum (Park et al., 2004), C. baccatum (Soh et al., 2012), Panax giseng
(Pulla et al., 2010), Solanum surattense (Liu et al., 2006), Betula verrucosa (Koistinen et al.,
2005), Oryza sativa ssp. japonicus (Kim et al., 2008), Gossypium barbadense (Chen et al.,
2013) und Jatropha curcas (Agarwal et al., 2013) beschrieben wurde. PR10-Proteine von
Panax ginseng, Jatropha curcas und Vitis pseudoreticulata weisen zudem eine anitfungische
(Agarwal et al., 2013; He et al., 2012; Pulla et al., 2010) bzw. eine antimikrobielle Aktivitat
(Solanum surattense; (Liu et al., 2006)) auf.

1.3.3 NBS-LRR Gene

NBS-LRR Gene stellen den Hauptanteil der Resistenzgene. Die Gene sind nach den beiden
vorhandenen Doménen NBS (Nukleotidbindestelle) und LRR (Leucin-rich Repeat) benannt
(Caplan et al., 2008; Ellis et al., 2000; McHale et al., 2006). Diese kdénnen in Abhéngigkeit
von der N-terminalen Domane noch in CC- und TIR-NBS-LRR Proteine unterteilt werden.
Ein gut untersuchtes Resistenzgen ist A. thaliana RPS5 (Resistance to Pseudomonas
syringaeb), welches zur CC-NBS-LRR-Familie gehort. RPS5 nimmt den P. syringae Effektor
AvrPphB wahr und wird durch die Effektor-bedingte Teilung der Proteinkinase PBS1
aktiviert (Ade et al., 2007; Shao et al., 2003). Das Resistenzprotein ist an der Plasmamembran
lokalisiert (Qi et al., 2012) und benétigt fir die Erkennung des Effektors die vollstandige
LRR-Domane (Ade et al., 2007). Die CC-Domane wird hingegen nicht flr die Erkennung
bendtigt (Qi et al., 2012).
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In der Weinrebe wurden von Velasco et al. (2007) 341 NBS-LRR Gene identifiziert. Davon
sind 84 CC-NBS-LRR Gene und 37 TIR-NBS-LRR Gene. Ein Spezialfall stellen die VRP1
Proteine dar (Kortekamp et al., 2008), welche zur CC-NBS-LRR Familie gehdren. Die
Resistenzproteine VRP1-1 und VRP1-2 besitzen eine zusatzliche, am N-Terminus lokalisiert
RPW8 Domane (Kortekamp et al.,, 2008). A. thaliana RPW8.1 und RPW8.2 sind
verantwortlich fur eine ausgedehnte Resistenz gegen den Echten Mehltau (Xiao et al., 2001).

Damit stellen VRP1-1 und VRP1-2 einen neuen Typ von Resistenzgen dar.

In der Rebe wurden im Bereich des Resistenzlocus Rpv10 (Resistenz gegen P. viticola)
mehrere NBS-LRR Gene ermittelt (Schwander et al., 2012). Es ist somit wahrscheinlich, dass
diese Resistenzgene an der Pathogenabwehr in Vitis beteiligt sind. Ein CC-NBS-LRR-Gen-
Cluster wurde fur den Resistenzlocus Rpv12 identifiziert (Venuti et al., 2013).

1.4 Phytohormone bei der Pathogenabwehr

Eine wichtige Rolle bei der Pathogenabwehr spielen Phytohormone. Hier sind vor allem
Salicylséure, Ethylen und Methyljasmonat zu nennen. Alle drei Pflanzenhormone sind in ihrer
Wirkung wahrend der Pathogenabwehr stark miteinander vernetzt (Kunkel & Brooks, 2002;
Pieterse et al., 2009). In Abbildung 4 sind schematisch die Signaltransduktionsketten der drei

Phytohormone aufgezeichnet.

1.4.1 Salicylsaure

Salicylséure wurde ursprunglich als Medikament bekannt. Eine wichtige Rolle bei Pflanzen
spielt sie bei der Pathogenabwehr, daneben ist das Hormon aber auch bei verschiedenen
Pflanzenprozessen wie der Thermogenese bei Lilien (Raskin et al., 1987), Seneszenz (Morris
et al., 2000), Zellwachstum (Vanacker et al., 2001), Samenkeimung (Rajjou et al., 2006) oder
der Entwicklung der Samen (Alonso-Ramirez et al., 2009) beteiligt.

Salicylséure kann nach dem Befall mit einem biotrophen Pathogen Uber zwei unabhangige
Wege aus Chorismat gebildet werden, die unter Beteiligung der Enzyme Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL) bzw. die Isochorismat-Synthase (ICS/SID2; (Garcion et al., 2008))
ablaufen. Die Bildung von Salicylsdure wird wéhrend der PTI und ETI durch die Proteine
EDS1 (Enhanced disease susceptibilityl) und PAD4 (Phytoalexin deficient4) ausgelost
(Wiermer et al., 2005), wenn die ETI nicht durch ein CC-NBS-LRR-Typ Protein ausgeldst
wurde. Ist dies der Fall, 16st stattdessen NDR1 (Non-race specific disease resistancel) die

Salicylsaurebildung aus (Bernoux et al., 2011). Nachfolgend greift das regulatorische Protein
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NPR1 (Non-Expressor of PR Genesl), welches als transkriptioneller Co-Aktivator die PR-
Gene, z.B. PR1, aktivieren kann (Dong, 2004; Moore et al., 2011).

_ JA signaling ET signaling

EDS1/PAD4 | MPK4 -
I
] - }
o : das Coro«!atine E
| } |
A redox SCF con EIN2
‘ * ..... DAY WA ; ............................. $iisees t
NPR1 cytosoic* : JAZs Ut SCF E8F12
| }
NPR{ nucikear 9(8 EIN2
TGAs/GRX480 A ERF{ * ‘
WRKYs * MYC2 _l ORASQ*‘ ......................... EF;H
| ™ }
SA-responsive genes JA-responsive genes ET-responsive genes
e.g., PR-1 * e.g.VSP2 | a.g.,PDF1.2 e.g., PDF1.2

Coronatine

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Abwehrmechanismen gesteuert durch die drei Phytohormone
Salicylsaure, Jasmonat und Ethylen. Dargestellt sind die Hauptfaktoren der Mechanismen, die das Riickgrat der
Abwehr bilden. (Pieterse et al., 2009)

142 Ethylen

Ethylen ist ein gasférmiges Phytohormon, dass aus der Aminoséure Methionin synthetisiert
wird. Die bekannteste Funktion des Hormons ist die Induktion der Fruchtreife. Nach dem
Abwerfen der Blitenblatter kommt es zur Freisetzung von Ethylen, danach beginnt der
Reifeprozess der Friichte. Weitere Funktionen von Ethylen werden als sogenannte ,,Triple
Response zusammengefasst: Verdickung, Verkrimmung und Verkiirzung von Pflanzen.

Ethylen reguliert auch Alterungsprozesse von Bliten und Blattern der Pflanzen.

Ethylen kann in der Pflanze Uber den Rezeptor ETR1 (Ethylen triple response)
wahrgenommen werden. Der Rezeptor wurde in A. thaliana-Mutanten identifiziert (Chang et
al., 1993; Hua & Meyerowitz, 1998; Miller-Dieckmann et al., 1999). Der Rezeptor weist eine
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Histidin-Kinase-Domane auf und kann nach der Erkennung von Ethylen nachgeschaltete
Faktoren phosphorylieren und damit aktivieren. Wahrend der Pathogenabwehr kann Ethylen
unterschiedliche Rollen einnehmen. Bei A. thaliana unterstiitzt Ethylen die Salicylsdure-
responsive Expression von PR1 (De Vos et al., 2005; Lawton et al., 1994). Dagegen ist
Ethylen in Tabak essentiell fiir das Einsetzen von SAR (Systemic acquired resistance,
(Verberne et al., 2003)). Eine positive Wirkung erzielt Ethylen ebenfalls bei der Abwehr von
Vitis vinifera gegen Erysiphe necator (Belhadj et al., 2008).

Ethylen ist gasférmig. Daher wird fur Studien oft der Ersatzstoff Ethephon verwendet.
Ethephon setzt Ethylen frei, sobald der pH-Wert > 3,5 ist. Ist der pH-Wert kleiner, bleibt
Ethephon hingegen stabil (Abbildung 5). Die Reaktion lauft sehr schnell ab, weshalb die

Losung fur jeden Versuch neu angesetzt werden muss.

, -,
Jr + . ‘r“;-r- =

E

E l|'|'|.1h1.1|'| I I||':.- ene |‘|'1.1'-.|:E|-:r'i1

Acic

Abbildung 5: Reaktion von Ethephon zu Ethylen (Quelle: http://postharvest.tfrec.wsu.edu/pages/PC2000AA).

1.4.3 Methyljasmonat

Jasmonsdure wurde als Duftstoff des Jasmins entdeckt und wird in der Pflanze aus
Linolensdure gebildet. Nach einer Verwundung der Pflanze, z.B. durch fraBbedingte
mechanische Schadigungen, erfolgt eine starke Freisetzung von Jasmonat. Eine wichtige
Rolle nimmt Jasmonat als Signalstoff in der Pathogenabwehr (ber die Aktivierung der
Abwehrkaskade und der Warnung benachbarter Zellen der Pflanze ein. Die methylierte Form

(Methyljasmonat) ist noch viel wirksamer als Jasmonat.

Belhadj et al. (2006) konnten zeigen, dass Methyljasmonat die Pathogenabwehr gegen E.
necator in V. vinifera aktiviert. Die Pathogenabwehr (ber Jasmonat startet nach der
Erkennung des Befalls mit einem nekrotrophen Pathogen oder herbivoren Insekt (Berrocal-
Lobo et al., 2002; Kazan & Manners, 2012; Lorenzo et al., 2003; Lorenzo et al., 2004).
Normalerweise ist die Expression von Jasmonat-responsiven Genen wie z.B. ERF1 oder
PDF1.2 durch einen Komplex mit JAZ (Jasmonate-ZIM Domain) - Proteinen unterdriickt
(Sheard et al., 2010). Dieser wird nach Pathogenbefall in Folge der Methyljasmonat-Bildung
mit Ubiquitin markiert und anschlieBend im Proteosom abgebaut (Pauwels & Goossens,
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2011). Anschliefend kommt es zur Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren wie
ERF1, die dann die Expression von PDF1.2 (Plant Defensinl.2) aktivieren (Lorenzo et al.,
2003; Lorenzo et al., 2004; McGrath et al., 2005; Pré et al., 2008).

1.5 Zielsetzung

Ziel der hier vorgestellten Arbeiten war die detaillierte Untersuchung der transkriptionellen
Regulation von Kandidatengenen der Pathogenabwehr gegen Plasmopara viticola in der
Weinrebe. Die Auswahl der Gene erfolgte tber VVoranalysen von Welter (2008) sowie weitere

Literaturquellen. Die Regulation wurde mit zwei unabhé&ngigen Vorgehensweisen untersucht:

(1) Die in silico Sequenzanalyse flr cis-regulative Elemente ausgewéhlter Promotoren,
vergleichend fiir eine anfallige und resistente Sorte, lieferte erste Hinweise fir mogliche
Interaktionspartner. Im Anschluss durchgefiihrte Reportergenassays in Kooperation mit

einem Verbundpartner sollten diese Interaktionen bestétigen.

(2) Zusétzlich wurden umfangreiche Genexpressionsstudien beziiglich der Reaktion von
resistenten und anfélligen Pflanzen auf Infektionen nach Gabe verschiedener
Phytohormone durchgefiihrt. Hierfir wurden in vitro Pflanzen von "Regent” (resistent)
und "Lemberger” (anfallig) vor der Inokulation mit Plasmopara viticola mit den

Phytohormonen Salicylsdure, Ethylen oder Methyljasmonat behandelt.

Weitere Untersuchungen sollten darstellen, ob bei Reben mit unterschiedlichen Resistenzloci
gegen Plasmopara viticola spezifische Unterschiede in der Genexpression ausgewéhlter
Kandidatengene vorlagen. Hierflr wurden genetisch charakterisierte Rebsorten mit den
Resistenzloci Rpv3, Rpv10 und Rpv12 analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller/Referenz

Eppendorf Mastercycler personal

Eppendorf Netherler-Hinz GmbH, Hamburg, Dtl.

Eppendorf Mastercycler gradient

Eppendorf Netherler-Hinz GmbH, Hamburg, Dtl.

Zentrifuge HERMLE Z160M

HERMLE Labortechnik, Wehingen, Dtl.

Zentrifuge Sigma 6K15

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,
Dtl.

Zentrifuge Sigma 4K15

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,
Dtl.

Zentrifuge Sigma 2K15

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz,
Dtl.

NanoPhotometer

Implen GmbH, Munchen, Dtl.

Qubit

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

Thermomixer compact

Eppendorf Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Dtl.

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA

Agagel mini

Biometra GmbH, Géttingen, Dtl.

Agagel maxi

Biometra GmbH, Gottingen, Dtl.

Midicell primo EC 330

E-C Apparatus Corporation, Holbrook, New York,
USA

Bad-/Umwalzthermostat U3

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Dtl.

Heraeus Function line Incubator B20

Thermo Electron Corporation, Langenseebold, Dtl.

Rollmischer CMV

LTF Labortechnik GmbH & Co. KG, Wasserburg,
Dtl.

Power Supply EC 105

E-C Apparatus Corporation, Holbrook, New York,
USA

UV-Transilluminator UST-20M-8E

Biostep GmbH, Jahnsdorf, Dtl.

Darkhood DH-30/32

Biostep GmbH, Jahnsdorf, Dtl.

Fluidigm Biomark HD System

Fluidigm, San Francisco, USA

ABI Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

2.1.2 Software

Software/Web-Server

Hersteller/Referenz

BioEdit Sequence Alignment Editor

Tom Hall, Version 7.0.9.0 (6/27/07), (Hall, 1999)

DNASTAR Lasergene 8

DNASTAR Inc., Madison, USA

Genoscope
http://www.genoscope.cns.fr/externe
/GenomeBrowser/Vitis/

(Jaillon et al., 2007)

Gramene

(Monaco et al., 2014)
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Software/\Web-Server

Hersteller/Referenz

http://ensembl.gramene.org/Vitis_vi
nifera/Info/Index

Primer3Plus
http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi

(Untergasser et al., 2007)

PlantCare
http://bioinformatics.psb.ugent.be/w
ebtools/plantcare/html/

(Lescot et al., 2002; Rombauts et al., 1999)

PLACE
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/

(Higo et al., 1999)

Gelaufnahmeprogramm: Argus X1

Biostep GmbH, Version 5.2.1

Gelauswertungssoftware: Phoretix
Totallab TL100

Totallab, v2006¢c

Fluidigm Real-Time PCR Analysis

Fluidigm Corporation, San Francisco, USA, Version
3.1.3

TASSEL

Version 4.3.4 (Bradbury et al., 2007)

2.1.3 Chemikalien

Chemikalien/Verbrauchs-

Hersteller/Referenz

materialien

Agarose LE Biozym Diagnostics GmbH, Hessisch Oldendorf, Dtl.
Ammoniumsulfat Merck KGaA, Darmstadt, Dtl.

Ampicillin AppliChem GmbH, Darmstadt, Dtl.

Bactoagar A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Dtl.
Bactohefeextrakt A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Dtl.

Bactotrypton A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Dtl.

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

Desoxytrinucleotide (dATP, dGTP,
dTTP, dCTP)

Fermentas, Schwerte, Deutschland

Ethanol, absolute

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

SERVA DNA Stain Clear G

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Magnesiumsulfat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

[-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth Gmbh + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Polyvinylpyrrolidon (PVP) 40000

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Stickstoff, fliissig

BASF, Ludwigshafen, Deutschland

Tris

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
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Chemikalien/Verbrauchs-
materialien

Hersteller/Referenz

Deutschland

Triton-X 100

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Xylenxyanol FF

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Orange-G

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Phusion-Polymerase

Finnzymes, Espoo, Finnland

FastDigest Kpnl, Pstl, Xhol, Notl

Fermentas, Schwerte, Deutschland

Tag-DNA-Polymerase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Dtl.

RNeasy Plant Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Cleanup

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qubit RNA Assay Kit

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

Spectrum Plant RNA Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Peglab Plant DNA Mini Kit

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Dtl.

Fluidigm Chemikalien

Fluidigm, San Francisco, USA

ReaktionsgefaRe (0,2/0,5/1,5/2 ml)

Eppendorf Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Dtl.

96er PCR-Platten

Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland

Petrischalen klein

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland

50 ml Pumpzerstauber

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Petrischalen (23x23,5x2,5 cm)

Nunc, Schwerte, Deutschland

Weckglaser (0,5/1 1)

WECK GmbH & Co. KG, Wehr, Deutschland
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2.1.5 Pflanzenmaterial

Die Genexpressionsversuche unter Zusatz von Phytohormonen (vgl. 3.4) wurden an in vitro
Pflanzen durchgefiihrt. Sterile Pflanzen der Vitis vinifera Sorten "Regent” und "Lemberger”
wurden auf MS Medium (Murashige & Skoog, 1962) bei 24 — 26 °C und 16 Stunden
Licht/Tageszyklus in WECK®-Glésern angezogen. Die Vermehrung der Pflanzen durch
Einaugen-Stecklinge und das Umsetzen auf frisches Medium erfolgte alle 8 — 12 Wochen
(Abbildung 6).

Abbildung 6: Anzucht von in vitro Reben. A: 2-3 Wochen nach der Vermehrung. B: 6-8 Wochen nach der
Vermehrung.

Die Sorte "Regent” entstand durch Kreuzung der Sorten "Diana” (anfallig) und "Chambourcin”
(Resistenztrager) im Jahre 1967 am Julius-Kihn-Institut, Institut fir Rebenzichtung,
Geilweilerhof, Siebeldingen (Abbildung 7). Diese Sorte weist eine gute Widerstandsfahigkeit
gegen den Falschen und Echten Mehltau auf.

“Lemberger” (Abbildung 7), auch "Blaufrankisch™ oder "Limberger” genannt, ist hingegen
anfallig gegen den Falschen und Echten Mehltau. Uber die Abstammung ist bisher nur ein

Elternteil, die alte Sorte "Heunisch”, bekannt.

Fiir die Genexpressionsversuche ,Resistenzloci“ und die Genotypisierung einer core
collection, eine Zusammenstellung von Pflanzen mit Resistenzeigenschaften, wurden

Pflanzen aus dem am Institut vorhandenen Rebsortiment im Freiland verwendet.
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R e o T

Abbildung 7: Rebstdcke von "Regent” und "Lemberger’. Links - "Regent’, Rechts - "Lemberger” (Archiv des JKI,

Institut fur Rebenziichtung, Geilweilerhof, Siebeldingen)

2.1.6 Plasmopara viticola — Gewinnung von Sporangienmaterial

Die Sporangiensuspension wurde fur jeden Versuch frisch angesetzt. Am Abend vor einem
Inokulationsversuch wurden fir die Gewinnung von frischem Sporangienmaterial im
Gewdchshaus mit P. viticola infizierte "Muller-Thurgau” Pflanzen befeuchtet und mit einer
Plane abgedeckt. Am néchsten Tag wurden Blatter mit deutlich sichtbaren Sporenrasen an der
Blattunterseite gesammelt und die Sporangien mit einem Pinsel auf Eis in Wasser Uberfihrt.
Mit Hilfe einer Thoma-Z&hlkammer wurde die Konzentration der Sporensuspension bestimmt
und auf 20.000 Sporangien/ml mit Wasser eingestellt. Diese Suspension wurde dann mit
einem 50 ml - Pumpzerstduber (Neolab, Heidelberg, Deutschland) auf die einzelnen Blatter

oder Pflanzen aufgebracht.

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Extraktion

Die DNA der beiden Sorten 'Regent” und "Lemberger” wurde nach dem Protokoll von
Thomas et al. (1993) extrahiert. Die Konzentration der DNA wurde spektralphotometrisch bei
den Wellenldngen 230, 260 und 280 nm mit dem Nanophotometer (Implen, Minchen,
Deutschland) bestimmt. Die Absorption von DNA/RNA kann bei 260 nm, die Absorption von
Proteinen bei 280 nm und die Absorption von Phenolen bei 230 nm gemessen werden.

Alle weiteren DNA-Extraktionen wurden mit dem Peglab Plant DNA Mini Kit (Peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt. Flr jede Extraktion wurde ca.
1 cm? Blattmaterial verwendet. Dieses wurde mit flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlielend in einer Retschmuhle (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Stahlkiigelchen (3 mm
Durchmesser) zerkleinert. Die DNA wurde nach den Angaben des Herstellers extrahiert. Die
Menge und Qualitdt der DNA wurden spektralphotometrisch mit einem Nanophotometer

(Implen, Minchen, Deutschland) wie oben beschrieben bestimmit.

20



Methoden: Primerdesign

2.2.2 Primerdesign

Primer fir die Amplifikation der Promotoren und die Genexpressionsanalysen wurden von
der Offentlich zuganglichen Genomsequenz PN40024 (ehemals
http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/, jetzt http://ensembl.gramene.org
/Vitis_vinifera/Info/Index) abgeleitet. Das Design der Primer erfolgte mit Hilfe der Software
Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Die Primer
sollten eine L&nge von 18 — 27 bp, eine Annealingtemperatur von 57 — 62 °C, sowie
maoglichst einen GC-Gehalt von 50 % aufweisen. Zur Kontrolle wurden alle Primer noch
einmal gegen die Referenzsequenz abgeglichen.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCRs zur Amplifikation der Promotoren ausgewahlter Kandidatengene wurden mit der
Phusion Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland) in einem Eppendorf Mastercycler
personal (Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt. Zur Bestimmung der
optimalen Annealingtemperatur wurde auBerdem der Eppendorf Mastercycler gradient
(Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland) verwendet. Der Vorteil eines Gradientencyclers
besteht darin, dass gleichzeitig mehrere Annealingtemperaturen getestet werden kénnen. Mit
Hilfe einer Agarosegelelektrophorese kann anschlieBend dberprift werden, welche
Annealingtemperatur die spezifischste Amplifikation des gewiinschten Sequenzabschnittes

erzielt.

Jede Reaktion beinhaltete 5 ng DNA, 1 x HF-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,05 uM von jedem
Primer und 0,02 Units der Phusion Polymerase. Die Amplifikation wurde mit einer initialen
Denaturierungsphase von 30 Sekunden bei 98 °C gestartet. AnschlieRend folgten 30 Zyklen
mit der Denaturierung fur 10 Sekunden bei 98 °C, Annealing der Primer fur 10 Sekunden und
der Elongation bei 72 °C. Die Annealing-Temperatur sowie die Lange der Elongationsphase
variierten in Abhangigkeit der verwendeten Primer (siehe Tabelle 1). Die GroRe der
erhaltenen Amplifikate wurde auf einem 1 — 1,5 %-igem Agarosegel im Vergleich mit

GroRenmarkern bestimmt.
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Tabelle 1: Primer fir die Amplifikation der Promotorregionen verschiedener Kandidatengene und Sequenzierprimer fir den Vektor pLuc mit Angaben zur erwarteten
FragmentgrofRe [Bp], Annealingtemperatur [°C] und Elongationszeit [sek].

. : : o erwartete Annealing- Elonga-
Name Primername Primersequenz 5°- 3 Frflgment- Temp. [°C] tionszeit
groRe [Bp] [sek]
ERF1 PTC50306-Kpni-f1 22aaaaGGTACCTCATCACATGAAAAGGTCGAA 2232 62 90
PTC50306-Xhol-r3 2223aaCTCGAGGGAGAAGTCATGGGGGAAAT
PTC54435-Kpnl-f2 2323aaGGTACCGTCAAGTATGGCAGAGATGC 1228 60 45
PTC54435-Xhol-RegA-rl aaaaaaCTCGAGGGAGATGAGCAgTGaGAaGTAG
ERFS PTC54435-Kpnl-f2 22aaaaGGTACCGTCAAGTATGGCAGAGATGC 1228 60 45
PTC54435-Xhol-RegB-r1 aaaaaaCTCGAGGAGATGAGCACTGQGAQGTAG
PTC54435-Kpnl-f2 2323aaGGTACCGTCAAGTATGGCAGAGATGC 1228 62 45
PTC54435-Xhol-Lem-rl  2aaaaaCTCGAGGGAGATGAGCACTGaGAaGTAG
PTC59548-Kpnl-f2 2223aaGGTACCGCTGGAATGATGTGGATGG
WRKYS3 PTC59548-Xhol-r1 222aaaCTCGAGCCGCTGGAGAGAAGATCAGT 1722 62 45
WRKY7 PTC46952-Kpnl-f4 222aaaGGTACCTGTGTGATTAAGAAGGGCTGA 1552 62 45
PTC46952-Xhol-r2 222aaaCTCGAGCACCATCAAACAGGGAGGA
Myb PTC62118-Kpnl-f4 232aaaGGTACCCGGTTAACGACAAGAGTGGT 2640 62 90
PTC62118-Xhol-r1 22aaaaCTCGAGAACACCACTACTCTAACCTCTGG
PPR10-Kpnl-f3 222aaaGGTACCGCCTTTAAGTGGCTCATTGT 2555 62 90
PR10 PPR10-Xhol-rl1 22aaaaCTCGAGGATCTTAGAGTTTGAAATGAAAAGG
PPR10-Kpnl-f3 222aaaGGTACCGCCTTTAAGTGGCTCATTGT 9557 62 90
PPR10-Not1-r1 222aaaGCGGCCGCGATCTTAGAGTTTGAAATGAAAAGG
PAL PTC150103-Kpnl-f1 22aaaaGGTACCCCCTAACCTGTACTTTATGACCTT 1839 79 20
PTC150103-Xhol-r1 2223aaCTCGAGCCTGATGAGCTCCTTCTGA
Se_quenzier- LucF CTAACATACGCTCTCCATCA 50
primer LucR GGATAGAATGGCGCCGG
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Methoden: Klonierung der Promotoren ausgewéhlter Kandidatengene

Mit Hilfe der PCR wurden aulRerdem Escherichia coli Kolonien nach Klonierungen auf das
Vorhandensein des erwinschten Inserts uUberpruft. Hierfur wurde jeweils ein universaler
Primer der an das Plasmid pLuc (LucF, LucR) bindet ca. 60 Basen entfernt von der MCS
(Multiple Cloning site) und ein spezifischer Primer mit einer Bindestelle in der Sequenz des
jeweiligen Inserts verwendet. Die PCR wurde mit der Roche Taq Polymerase (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Jede Reaktion beinhaltete
Bakterien aus einer Bakterienkolonie, welche mit einem sterilen Zahnstocher Ubertragen
wurden, 1 x PCR-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,05 uM von jedem Primer und 0,05 Units der
Polymerase. Die Amplifikation wurde mit einer verlangerten Denaturierungsphase von funf
Minuten bei 94 °C gestartet, da durch die Erhitzung erst die Membranen der Bakterien
aufgebrochen wurden. AnschlieBend folgten 30 Zyklen mit einer weiteren Denaturierung bei
94 °C fur 30 Sekunden, dem Annealing der Primer bei 56 °C fur 30 Sekunden und der
Elongation bei 68 °C fir drei Minuten. Nachfolgend wurde die Lange der Fragmente mit
Hilfe der Auftrennung neben einem geeigneten Groflenstandard in einem 1 %-igem

Agarosegel uberprift.

2.2.4 Klonierung der Promotoren ausgewdahlter Kandidatengene

Die amplifizierten Promotorfragmente ausgewdhlter Kandidatengene wurden mit dem
GeneJet PCR Purification Kit (Fermentas, Schwerte, Deutschland) aufgereinigt. Die
aufgereinigten DNA-Fragmente wurden anschlieBend mit den entsprechenden FastDigest
Restriktionsenzymen (siehe Primernamen in Tabelle 1) geschnitten. Der Vektor pLuc
(Abbildung 8) wurde ebenfalls mit diesen Restriktionsenzymen geschnitten. Fur Notl liegen
zwei Restriktionsschnittstellen im Vektor pLuc vor. Um keine Teile des Vektors zu verlieren,
wurde dieser zusatzlich mit dem Restriktionsenzym Pstl geschnitten. Die vorbereiteten
Promotor-Fragmente wurden mit Hilfe einer T4-DNA Ligase (Fermentas, Schwerte,
Deutschland) mit dem geschnittenen Vektor ligiert. Die Klonierung erfolgte in die
entsprechenden Restriktionsschnittstellen des Vektors pLuc (Horstmann et al., 2004). Die
Konstrukte wurden durch Transformation per Hitzeschock in kompetente E. coli Zellen vom
Stamm NEB5a (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) eingebracht. Die Selektion erfolgte
mit Hilfe des Antibiotikums Ampicillin (100 pg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland). Die rekombinanten Plasmide wurden im Auftrag sequenziert.

2.2.5 Bioinformatische Analyse
Die Sequenzdaten der Promotoren wurden mit Hilfe der Programme BioEdit (Hall, 1999) und
Lasergene8 (DNASTAR Inc., Madison, USA) auf SNPs und Insertionen bzw. Deletionen
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Methoden: Luciferaseassay (in Kooperation mit dem DLR Neustadt, AG Bogs)

analysiert. AnschlieBend wurden die Promotoren mit Hilfe der Web-Datenbanken PlaceDB
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) und PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be
/webtools/plantcare/ntml/) auf Unterschiede in den cis-regulativen Elementen hin untersucht.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Vektors pLuc (pUCmod-polyA-luc, 4769 bp). Amp — Ampicillin-
Resistenzgen; luc — Luciferasegen von Photinus pyralis; polyA — Polyadenylierungssignal (Horstmann et al., 2004).

2.2.6 Luciferaseassay (in Kooperation mit dem DLR Neustadt, AG Bogs)

Die Aktivitat eines Promotors kann nur durch die Expression des nachfolgenden Gens
bestimmt werden. Hierflir gibt es sogenannte Reportergene, welche z.B. fir GFP (Green
Fluoreszent Protein), GUS (R-Glucoronidase) oder eine Luciferase exprimieren. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Reportergensystem mit Luciferasen von Photinus pyralis und
Renilla reniformis verwendet. Der zu untersuchende Promotor wird vor die Luciferase von
P. pyralis gesetzt. Nachdem das Konstrukt in Zellen der Rebe eingebracht wurde, kann das
Luciferasegen von P. pyralis Luciferin, ATP und Mg*" zu Licht umsetzen. Die produzierte
Lichtmenge kann mit einem Luminometer gemessen werden und ist proportional zur
Luciferasemenge. Zur Normalisierung der Luciferasemenge wird die konstitutiv exprimierte
Luciferase einer Seequalle (R. reniformis) verwendet. Diese Luciferase ben6tigt das Substrat
Coelenterazin um Licht freizusetzen. Mit Hilfe dieses Systems kann nun bestimmt werden, ob
die Zugabe eines konstitutiv exprimierten Transkriptionsfaktors die Aktivitat des Promotors

steigert, welche proportional mit der produzierten Lichtmenge steigt. Der transienter
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Methoden: Luciferaseassay (in Kooperation mit dem DLR Neustadt, AG Bogs)

Luciferaseassay wurde zusammen mit dem Projektpartner P. Merz im Rahmen seiner
Doktorarbeit bei J. Bogs durchgefuhrt. (Abbildung 9).

ranskriptions-
faktor

Expressions-

vektor

PR10 Promotor-'
firefly lux
Fusionsvektor

Renillalux
Referenzvektor

35S Promotor

,—D
[PR10 Promotor|" Fire

Transformation von Plasmid
Protoplasten per

Bombardement

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Prinzips des Luciferaseassays. "Chardonnay’-Suspensionszellen werden
mit drei verschiedenen Plasmiden (konstitutiv exprimierter Transkriptionsfaktor, Referenzvektor zur
Normalisierung und einem Fusionsvektor mit dem Promotor und der Glihwirmchen-Luciferase) per
Partikelbombardement transformiert. Anschlieend wird die Lichtemission der beiden Luciferasen getrennt
bestimmt.

Fur den Assay wurde eine Suspensionszellkultur von einer "Chardonnay” Petiolen-Kallus-
Kultur auf Grape Cormier (GC) Medium (Bao Do & Cormier, 1991) verwendet. In der Log-
Phase befindliche Zellen wurden vorsichtig auf sterile Whatman Filter Gberfuhrt und auf GC
Medium gelagert. Goldpartikel wurden mit einem Mix von DNA-Konstrukten (50 ng des
Plasmids mit dem zu testenden Promotor, 500 ng des Plasmids mit dem Kkonstitutiv
exprimierten Transkriptionsfaktors und 100 ng des Kontrollplasmids mit der Renilla
Luciferase) nach der Methode von Bogs et al. (2007) und Walker et al. (2007) benetzt. Das
Bombardement der "Chardonnay” Zellen mit den Goldpartikeln erfolgte nach Torregrosa et al.
(2002). Die Zellen wurden 48 Stunden nach der Transformation mit Lyse-Puffer (Promega,
Madison, USA) versetzt und anschlieend mit Hilfe eines Morsers und Pistills auf Eis fur 1, 5
Minuten aufgebrochen. Das Lysat wurde zwei Minuten bei 500 x g zentrifugiert. 20 pl des
Uberstandes wurden entweder mit 50 pl D-Luciferin oder mit 50 pl Coelenterazin fir die
Kontrollreaktion versetzt. Die Lichtemission wurde mit dem Lumat LB9507 Luminometer
(Berthold  Technologies, Bad Wildbach, Deutschland) gemessen. Die relative
Luciferaseaktivitdt wurde Uber das Verhdltnis der Aktivitat der Glihwirmchen- und der
Kontrollluciferase bestimmt. Jede Transformation wurde dreimal unabhéngig voneinander

vom Kooperationspartner durchgefiihrt und unter gleichen Bedingungen wiederholt.

25




Methoden: Mutation von WRKY -Bindestellen im PR10.1-Promotor

2.2.7 Mutation von WRKY -Bindestellen im PR10.1-Promotor

Das Kernmotiv (TGAC) der WRKY-Bindestellen im Plasmid pLuc mit dem PR10.1-
Promotor wurde zu CCTT mutiert. Hierfur wurden vier Mutationen nacheinander mittels PCR
mit spezifischen Primern (Tabelle 2) eingefugt (,,site directed mutagenesis®). Jede Reaktion
beinhaltete 5 ng Plasmid-DNA (pLuc mit PR10.1), 1 x HF-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,05 uM
von jedem Primer und 0,02 Units der Phusion Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland). Die
Amplifikation wurde mit einer initialen Denaturierungsphase von 30 Sekunden bei 98 °C
gestartet. AnschlieRend folgten 30 Zyklen mit Denaturierung fir 10 Sekunden bei 98 °C,
Annealing der Primer flr 10 Sekunden bei 60 °C und der Elongation fiir 2 Minuten bei 72 °C.

Tabelle 2: Primer zur gezielten Mutagenese von WRKY-Bindestellen im PR10.1-Promotor. Die rot gezeigten Basen
stellen die veranderten WRKY-Bindestellen dar. Die Position im Promotor gibt die Entfernung upstream zum
Startcodon an.

Position

PPR10 Nr. Primername Primersequenz 5°- 3

PR10-MutW1-f CACAATGTccttCCACAAACGGTG

49 Wi PR10-MutW1-r GAATATTGGTGATTCATGGAGAATGGC
618 W2 PR10-MutW2-f ATTCTAGCCTGCATTTATGGACTTGTATTG
PR10-MutW2-r ccttTAAATAACTACAAAGTGAGAAGTCCCTT
-769 W3 PR10-MutW3-f TTGCAGCAATCCATTTTTGAATAAAGTC
PR10-MutW3-r ccttTCCAACAAGATTGAAGAAGAATAGCAA
847 W4 PR10-MutW4-f CTCCCAGGaaggTTTCCAAGTTACC

PR10-MutW4-r ATCAAAAATAGATTGATTGAGATATAGAGGGAAT

Zusétzlich wurde ein Minimalpromotor des Kandidatengens PR10.1 (854 bp lang) mit und
ohne WRKY-Bindestellen konstruiert. Fir die Amplifikation wurden pLuc-Plasmide mit dem
PR10.1-Promotor mit und ohne WRKY-Bindestellen und die Primer MinPPR10-for
(5‘-CTCCCAGGGTCATTTCCAAGTTACC-39) und MinPPR10-rev
(5°--CTGCACTTGCACTGGGGACA-3°) verwendet. Der PCR-Ansatz beinhaltete 5 ng
Plasmid-DNA, 1 x HF-Puffer, 0,2 mM dNTPs, 0,05 uM von jedem Primer und 0,02 Units der
Phusion DNA Polymerase. Die Amplifikation wurde mit einer initialen Denaturierungsphase
von 30 Sekunden bei 98 °C gestartet. AnschlieBend folgten finf Zyklen mit der
Denaturierung fiir 10 Sekunden bei 98 °C, Annealing der Primer fur 10 Sekunden bei 62 °C
und der Elongation fir zwei Minuten bei 72 °C und 25 weitere Zyklen mit einer erhéhten

Annealingtemperatur (68 °C).

Die mutagenisierten linearisierten Plasmide wurden anschlieBend mit dem Genelet PCR
Purification Kit (Fermentas, Schwerte, Deutschland) aufgereinigt, phosphoryliert und mit T4-
DNA Ligase (Fermentas, Schwerte, Deutschland) und T4-DNA Ligasepuffer ligiert. Die
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Plasmide wurde danach mittels Kalzium-vermittelter Transformation in kompetente E. coli
NEB5a-Zellen (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) eingebracht. Die Konstrukte wurden
anschlieBend im Auftrag sequenziert.

2.2.8 SNP Genotypisierung

Mit Hilfe von SNP-Markern wurde eine Genotypisierung unterschiedlicher Rebsorten
durchgefuhrt. SNP-Marker vereinfachen die genotypische Analyse auf SNPs, in dem sie die
Amplifikation und Sequenzierung einzelner Proben durch einen einzigen PCR-Test ersetzen.
Die Durchfiihrung des PCR-Tests erfolgte mit dem Fluidigm Biomark HD System (Fluidigm,
San Francisco, USA). Die Entwicklung der SNP-Marker war von der Firma Fluidigm anhand
der ausgewahlten Sequenzen im Auftrag durchgefiihrt worden (Fluidigm, San Francisco,
USA). In der PCR wurde ein Duplex mit beiden Primern gebildet. Die Detektion der
Allelkombination erfolgte mit Hilfe von Fluorophoren, die jeweils spezifisch fur einen Allel-
spezifischen Primer waren. Die Fluoreszenz der Fluorophoren wurde solange von einem
Quencher unterdriickt, bis der Primer sich an den DNA-Strang anlagerte. Durch die
Anlagerung wurden Quencher und Fluorophor rdumlich getrennt und eine Fluoreszenz konnte
gemessen werden (siehe Abbildung 10). Fir die Analysen wurden die Fluorophore HEX
(grin) und FAM (blau) verwendet.

Target
(e.g., mRNA)
+
Probe region
Molecular
beacon
Quenched —— <—— Quencher
fluorophore i dye
ypapasumenan
Hybrid
Quencher
Unquenched dye
fluorophore

Abbildung 10: Funktionsweise der SNP-Analyse mit dem Fluidigm Biomark HD System. Der Primer (Probe region)
bindet an das Ziel (z.B. genomische DNA), dadurch werden der endstdndige Fluorophor und Quencher getrennt. In
Folge der raumlichen Trennung fluoresziert der Fluorophor wieder (Mhlanga & Tyagi, 2006).
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374 Genotypen aus einer Sammlung diverser Reben mit Resistenzeigenschaften wurden mit
acht SNP-Markern genotypisiert. Flr die Entwicklung der Marker wurden die Sequenzdaten
der Promotoren von ERF1, Myb und PR10.1 herangezogen. Die ausgewahlten SNPs sind in
Tabelle 3 mit den variierenden Basen und deren Lokalisation im Genom angegeben. Die
Primer wurden anschliefend von der Firma Fluidigm (San Francisco, USA) entworfen und
synthetisiert (Tabelle 4). Die Genotypisierung wurde mit Hilfe des Fluidigm Biomark HD
Systems und einem 48.48 SNP-Chip durchgefiihrt. Es wurde zur Voramplifikation eine STA-
PCR (specific target amplification) mit 14 Zyklen von 95 °C fiir 15 sek und 60 °C fiir 4 min
mit einem Mix aus 12,5 ng genomischer DNA, Qiagen Multiplex PCR Mastermix (Qiagen,
Hilden, Deutschland), STA- und LSP (Locusspezifischer Primer)-Primer (je 50 nM)
durchgefiihrt. Die voramplifizierte DNA wurde anschlieBend mit TE-Puffer (1:100) verdunnt
und mit Biotium Fast Probe Mastermix (Biotium, Hayward, California, USA), SNPtpe
Sample Loading Reagenz (Fluidigm, San Francisco, USA), SNPtype Reagenz (FAM und
HEX) und ROX fiir die Genotypisierung gemischt. Jede DNA-Probe wurde mit ROX
versetzt, um spater kontrollieren zu konnen, ob der komplette Chip gleichmaRig und
vollstindig mit DNA beladen wurde. Die Genotypisierung wurde mit den ASP
(Allelspezifischer Primer; 1,5 uM) — und LSP-Primern (4 uM) durchgefiihrt. Die Auswertung
der Daten erfolgte mit der Fluidigm SNP Genotyping Analysis Software (Fluidigm, San
Francisco, USA).

Tabelle 3: SNP-Marker fur die Genotypisierung von Weinreben mit der Angabe der Lokalisation im Referenzgenom
PN40024 (12x, http://lwww.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/)und den allelischen Basen-Varianten.

SNP Nr. | SNP-Marker Chromosom | Lokalisation [Bp] | X-Allel Y-Allel
11 ERF1_P_SNP595 |10 1.820.929 G A
36 ERF1_P_SNP819 |10 1.821.153 C T
17 MYB_P_SNP2305 |5 8.046.542 T C
42 PR10_P_SNP379 |5 1.235.000 G A
23 PR10_P_SNP1736 |5 1.233.646 C T
29 PR10_P_SNP1917 |5 1.233.465 G T
35 PR10_P_SNP2138 |5 1.233.244 T A
48 PR10_P_SNP2291 |5 1.233.091 T A
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Tabelle 4: SNP-Marker fiir die Genotypisierung von Weinreben mit den allelischen Basen-Varianten.

ill:’l.P Allel ﬁgilijziz;fzischer Primer Locus-spezifischer Primer (LSP)
G AATAAAACACATTGACCTGACTCGC
1 A GAATAAAACACATTGACCTGACTCGT CCCGTTGGTTCATTTGGCAC
C GATGACGTCATTCTCCTCCCC
30 T GATGACGTCATTCTCCTCCCT CEGETCECATCACGCA
17 T AGAAGAAGACAAACAAGCCTTAAATTTTTCT AAAAACCGATTTTAATAAATTGTAAAACGTTGAAAAACA
C GAAGAAGACAAACAAGCCTTAAATTTTTCC T
G CTTTGAAGTCTTGAAGATTATTTCATATGAAGAAC
42 A GCTTTGAAGTCTTGAAGATTATTTCATATGAAGAAT ACTTTCTTGGATCTAGCTTTAGAATATCATACA
s G AGGOCAGGGGATITGICC SCTOOAATGACTCCAACAAGATTOA
G AATTTAAAGGGACTTCTCACTTTGTAGTTATTTAG
29 T CAATTTAAAGGGACTTCTCACTTTGTAGTTATTTAT TCCCGCAATACAAGTCCATAAATGE
T GCAAATGCACTGAAAGTAGAAGGAT
35 A GCAAATGCACTGAAAGTAGAAGGAA TGTGTGGATCTTACTATTAACCAATTAATGAGAAACT
48 ; gﬁglﬁgﬁﬁlllxggﬁggggﬁg; TTTCCATAAAGGAGTACTATGATCTCATGTTGG
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Methoden: Verrechnung der SNP-Daten mit Boniturdaten

2.2.9 Verrechnung der SNP-Daten mit Boniturdaten

Die erhaltenen Daten der Genotypisierung wurden mit den Boniturdaten fur den Befall mit
P. viticola sowie den Befall mit Erysiphe necator an Blattern und Beeren im Freiland von
1989-2002 und 2004-2008 mit Hilfe des Programms TASSEL 4.3.4 (Bradbury et al., 2007)
unter Verwendung der Methode GLM (general linear modell) mit 1000 Permutationstests
verrechnet. Die Berechnung erfolgte fur jedes Jahr einzeln und fir den Mittelwert Gber alle

Jahre. Ein SNP wurde dann als signifikant gewertet, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war.

Zusétzlich wurde Uberprift, ob ein Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) fur die SNP-
Daten vorlag. Abweichungen vom HWG zeigen, dass in der Population eventuell Selektion
stattgefunden hat. Selektion kann sich z.B. in der Auspragung von SNPs darstellen.
Abweichungen vom HWG koénnen somit auch auf eine Merkmalsassoziation hindeuten. Das
Vorliegen eines HWG-Gleichgewichtes wurde mit einem y2-Test zum Signifikanzniveau 0,05
Uberprift. Es liegt somit kein HWG vor, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 ist. Fir die
Berechnung wurde das Web-Tool ,,Hardy-Weinberg equilibrium calculator including analysis
for ascertainment bias“ (Rodriguez et al., 2009, http://www.oege.org/software/hwe-mr-

calc.shtml) verwendet.

2.2.10 Probenahme fur Genexpressionsanalysen

Die Genexpressionsversuche nach einer Pra-Applikation von Phytohormonen (siehe Kapitel
3.4) wurde mit in vitro Material (vgl. Kapitel 0) durchgefiihrt. Alle Schritte der Behandlung
sowie die anschlieende Probenahme erfolgten unter sterilen Bedingungen. In vitro Pflanzen
von "‘Regent” und "Lemberger” wurden mit Ethephon (0,5g/l), Methyljasmonat (50 uM in 1 %
Ethanol) oder Salicylsdure (100 puM) bespriiht. Zur Kontrolle wurden weitere Pflanzen nur
mit Wasser Dbespriht. 24 Stunden spater erfolgte die Inokulation mit einer
Sporangiensuspension von P. viticola (20.000 Sporangien/ml). Das erste Blatt wurde direkt
nach der Inokulation als Probe genommen. Weitere Proben wurden eine, zwei, vier, sechs und
24 Stunden nach der Inokulation genommen. Die Blatter wurden sofort in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Extraktion der RNA bei -70 °C gelagert. Die Pflanzen wurden
zwischen den Probenahmen im Kulturraum bei 25 °C und 16 Stunden Licht/Tageszyklus

gehalten.

Der Genexpressionsversuch von Einzellocus-tragenden Genotypen (siehe Kapitel 3.5) wurde
mit Freilandmaterial durchgefihrt. Hierftr wurden um 9 Uhr morgens je drei nicht gespritzte

Blatter pro Genotyp gesammelt. Es handelte sich dabei immer um das dritte entfaltete Blatt
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vom Apex aus gezahlt, wobei die Hauptader des ersten entfalteten Blattes mindestens 2,5 cm
lang war. Ein Blatt wurde direkt in flussigem Stickstoff gefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei -70 °C gelagert. Die anderen Blatter wurden in je zwei Petrischalen mit
0,8 %-igem Wasseragar gelegt (Abbildung 11), so dass die Blattunterseite nach oben zeigte.
Eine Petrischale wurde mit P. viticola Sporangiensuspension (20.000 Sporangien/ml), die
andere mit Wasser zur Kontrolle bespriht. Pro Blatt wurde je 1 ml Lésung aufgebracht. Nach
acht Stunden wurden die Blatter in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bis
zur RNA-Extraktion bei -70 °C gelagert.

Abbildung 11: Inokulation mit Plasmopara viticola (oben) von Bléttern der Rebsorten aus dem Sortiment in
Petrischalen mit 0,8 %-igem Wasseragar sowie die Kontrollblatter (unten).

2.2.11 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Fur die Genexpressionsanalysen mit in vitro Pflanzen wurde das Blattmaterial aus den
Versuchsansétzen mit Hilfe von zwei Stahlklgelchen (3 mm Durchmesser) in 2 ml
Reaktionsgefalen in der Retschmihle (Qiagen, Hilden, Deutschland) unter Kihlung
zerkleinert. Die RNA-Extraktion wurde mit dem Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Der Puffer RLC
wurde zusatzlich mit 1 % Polyvinylpolypyrrolidon40 (PVP40) versetzt. PVP40 bindet die in
Rebblattern enthaltenen Phenole, die bei nachfolgenden Versuchen mit der extrahierten RNA
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sonst als Storstoffe auftreten kdonnten. Die RNA wurde nach erfolgter Extraktion mit dem
Qiagen RNeasy CleanUp Kit aufgereinigt. Die RNA-Konzentration wurde anschlieRend
fluorometrisch mit dem Qubit (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) vermessen. Als Fluorophor
wurde das Qubit Reagenz (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) verwendet. Die Fluoreszenz

wurde bei 630/680 nm gemessen.

Fur die Genexpressionsanalysen von Einzellocus-tragenden Genotypen wurde das
Blattmaterial ebenfalls gekihlt in der Retschmihle (Qiagen, Hilden, Deutschland) zerkleinert.
Zusétzlich wurde aber zu jeder Probe vor dem Zerkleinern eine Spatelspitze PVP40
hinzugegeben. Durch die hohe Menge an PVP40 entfiel eine weitere Aufreinigung der RNA.
Die RNA-Extraktion wurde mit dem Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, Deutschland) durchgefihrt. Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll
des Herstellers. Die RNA-Konzentration wurde anschlieRend fluorometrisch mit dem Qubit

(Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) wie oben beschrieben bestimmt.

Die RNA-Proben beider Experimente wurden mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) in komplementdare cDNA
umgeschrieben. Fir die Synthese wurden 50 ng RNA eingesetzt. Die Synthese der cDNA

erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.2.12 Genexpressionsanalysen

Die Anderung der Expression von Genen kann mit Hilfe einer quantitativen Real-Time PCR
(gRT-PCR) bestimmt werden. Die gRT-PCR ist durch die Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffs
zur cDNA gekennzeichnet. Der Farbstoff lagert sich wahrend der Amplifikation an das PCR-
Produkt an. Die emittierte Fluoreszenz wird nach jedem Zyklus der PCR gemessen und gibt
somit einen Indikator fur die Template-Vermehrung wieder (Higuchi et al., 1992; Higuchi et
al., 1993). Dadurch ist es moglich die Template-Menge in einer Reaktion zu quantifizieren
(Absolute Quantifizierung), sowie Unterschiede in der Expression zwischen den einzelnen

Proben zu bestimmen (relative Quantifizierung).

Die Hochdurchsatz-Genexpressionsanalysen wurden mit dem BioMark TM HD System
(Fluidigm, San Francisco, USA) durchgefuhrt. Die Sequenzen der Primerpaare, die fur die
Genexpressionsstudien verwendet wurden, sind in Tabelle 5 angegeben. Als Voramplifikation
wurde eine STA-Reaktion (specific target amplification) mit 14 Zyklen bei 95 °C fir 15 sek
und 60 °C fur 4 min mit einem Mix aus 1,25 ul cDNA, 48 Primerpaaren (50 nM) und
TagMan PreAmp Master Mix (1:2, Applied Biosystems, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Die
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voramplifizierte cDNA wurde erst mit 8 U Exonuclease | (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) zum Entfernen der Primer behandelt und anschliefend mit TE-Puffer (10 mM
Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0) funffach verdinnt.

Die quantitative RT-PCR wurde unter Verwendung des Voramplifikats mit einem 96.96
Genexpressionschip durchgefuhrt. Der Reaktionsmix beinhaltete 2,25 pl voramplifizierte
cDNA, DNA Binding Dye Loading Reagenz (Fluidigm, San Francisco, USA) und SSOFast
EvaGreen Supermix mit LowROX (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland).
Die Analyse erfolgt nach Angaben des Herstellers. Die Daten wurden mit der Fluidigm Real-

Time PCR Analysis Software (Fluidigm, San Francisco, USA, Version 3.1.3) ausgewertet.

Fir die Genexpressionsstudien ,,Hormonanalysen® wurde SAND als ,,Housekeeping™ Gen
(HKG) verwendet. Das Experiment wurde dreimal unabhéngig biologisch und je viermal
technisch wiederholt. Der Freiland-Versuch mit Einzellocus-tragenden Genotypen wurden mit
dem HKG UBQ durchgefiihrt und beruhte auf zwei unabhangigen biologischen und je zwei
technischen Wiederholungen.

Einzelne Gene wurden zusétzlich mit Hilfe des ABI 7500 Fast PCR Systems (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA) analysiert. Hierfir wurden 2 ul cDNA, je 15 nM Primer und
1 x SYBR-Green Real Time PCR Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, USA)

verwendet. Die Real-time PCR wurde nach Angaben des Gerateherstellers durchgefiihrt.
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Tabelle 5: Genbezeichnungen, Akzessionsnummern der NCBI-, TIGR- und Genoscope-Datenbanken, Primersequenzen, Annealingtemperaturen und erwartete Fragmentldngen der
Gene, deren Expression in der Rebe wahrend des Befalls mit Plasmopara viticola mittels einer gRT-PCR ermittelt wurde.

Gen NCBI-Nr. TIGR-Nr. Genoscope Fwd Rev Tm [°C] grr?gpglcon-
PR1 XM _002273752.2 TC148963  GSVIVT01037005001  TCACATGCAACTACGATCCA TCACCATGCTCTAACAGTACCC 58.6/50.1 104
PR2 AF239617.2 TC160075  GSVIVT01035013001  TCGACTTAACACTTCTGGGCAACT CAGAAGCGGCGACTTATTGTCTA 60.1/505 119
PR5 XM_002282957.1 TC155534  GSVIVT01019842001  GATAGGTGTCCGGTGGCTTA GGGCATGTAAAGGTGCTTGT 60/60 62
PR10 XM 0022747492 TC142423  GSVIVT01035055001 GCACATCCCGATGCCTATTAAG ﬁi.TrTAACTGAGACTGATAGATGCAATG 59.4/58,2 101
WRKY57 XM 0022755401 TC149974  GSVIVT01010525001  GGGAATGGCCCTGTGTTT AAATGAAATGAAATCAAACTAACTGG 60,7/59 63
WRKY33 XM 0022649382 TC155318  GSVIVT01030258001  TTTGAGGCCCTTTCATGC GAGGCATTGTTGCCAGGTAT 59.7/60 91
WRKY7 XM_002283183.1 TC142500  GSVIVTO01022067001  CAACTCCATGCTCTCCCTGT CACCAACTCCACCATTTCCT 603/50.8 115
MYB XM_002285157.2 TC153717  GSVIVT01027811001  CAGTCGCAGACGAATTACAGCTT  CTCCATGCCATCATCCATCA 60/59 80
ERF1 AMA488026.2 TC149982  GSVIVT01021146001  CACTGTTGCGGAATCACAAGA  GCCCATGGATACTTACTTTGATCA 58558 99
ERF5 XM_002281777.2 TC147564  GSVIVTO1013913001  TATTCCATCTGCCACCGTTA TCTTTGGTAAGGTAAACTCCTTTGA  50/506 97
CZFLIZFARL XM 0022693941 TC139360  GSVIVT01032807001  TTTCTCCCTTCTGGGAGTTG GCTACACTTCTCAGCCAGCA 59,3/503 78
PAL XM_002268220.2 TC150103  GSVIVTO01024299001  TTGTCTCAGTGCTTGGAACG TTGAAAGCGTGCAGACAATC 60/60 136
EIN2 XM_0022763631 TC139320  Sov W TOM0ZOT0I000 * TAATATGGGCTCTGGGTTGE AGCCATAAGTCGATGAAGTCG 50.0/50.4 50
EIN3 XM_002276344.1 TC152044  GSVIVTO1027355001  TGGGTTTCTCTTCTGCCACT CGCCTAACATTTCAACAGCA 50,.8/50,0 145
NPR1 XM_002281439.2 TC151886  GSVIVTO01015181001  GGCTGCAGAACTGCATCTTT TTGGAAACCATGTACAGGTAGG 605/589 89
IAZ XM _002277121.1 TC156008  GSVIVT01015042001  TGAATGAATCAAGCATTCCAC TCAGGACAGGGAGTACCGTAA 58.6/506 75
MYC2 NM_001281045  TC142944  GSVIVT01027162001  GCCGCACCAGCTAGAACTTA AAATTTGCTGCCCTACTTGG 605/502 59
ORAS59 XM_002264487.1 TC152096  GSVIVT01028315001  GATTCGGCCAGGAATCATTT AGGGAAACAAAGGCACAGAC 612/502 137
PTI4 XM_002279549.1 TC168774  GSVIVT01013903001  GTGAGAATCACGGCAAAGC CCCACCTGAAACACATTGG 50.4/50.8 125
VRP1 EU669439.1 TC147102  GSVIVT01034428001  AGAGAGCTGCCACCATCAAT AAATGGTGCTCTTCCCACAG 50.8/60.1 92
VRP2 EU669439.1 TC147102  GSVIVT01034429001  GTGGGATTGCCAGACTCAAT TGCACAACTCACCCATTTGT 50.0/60 106
VRP3 EU669439.1 TC147102  GSVIVT01034432001  AGAGTTGCCACCATCAATCA GCTTGGCTGTCTCTGTGTCA 59.1/602 71
PDF1.2 XM_002281153.1 NP9537936 - CCTCTCCTTCCTCACCCTCT CTTTGGCAGACCTTTGCTTC 508/60 75
NHL10 XM_002280555.1 TC139859 - TTCCTGGCTCTTTGATCCAC AGGGAGGGAAATGGAAAGAA 602/50,9 110
EDS1 IF436934.1 TC144965  GSVIVT01007836001  GAATCCTGTTTCTGGGCTGA GTTGCCGCTAGTTTGAATGC 602/60.8 54
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http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01037005001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01035013001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01019842001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01035055001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01010525001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01030258001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01022067001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01027811001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01021146001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01013913001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01032807001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01024299001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01025701001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01025701001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01015181001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01015042001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01027162001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01028315001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01013903001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01034428001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01034429001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01034432001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01007836001

GE

Amplicon-

Gen NCBI-Nr. TIGR-Nr. Genoscope Fwd Rev Tm [°C] linge
NDR1 XM_002282169.2 TC140393 - GGTTCCGATTGGCTGAAGTA CACATTTCGTTTCCCTTTCG 60,1/60,5 131
RAR1 XM_002269142.1 TC139830 ggx:xﬁ))igigiggggi * ACCTGTGGAAACAAGGGATG CTCTTAGCCGGTCATGGAAA 59,8/60,2 106
SGT1 XM_002276134.2 TC140339 GSVIVT01028818001  TTGTGGAGTCAAATGGGACA GGCTTCCCTCAACCTTCTTC 59,9/60,2 72
SAG101 XM_003633760.1 TC148014 GSVIVT01032530001  AAGGAAGGAGCAATGGTTGA TTCCCTCGGTTATGTTGTTTC 59,7/58,9 79
PAD4 XM_002275601.2 TC152816 GSVIVT01022328001  AGAGGAAGCCAAGGACTGGT TGCCAGGACATCTATGGAAA 60,3/59,1 145
TGA2.1 XM_003632693.1 TC151464 GSVIVT01033632001 TGGGTAGTTGTATGCTTGTTTCA CATGATCACATTATTGGCACTG 59,6/58,4 91
TGA2.2 XM_002263123.2 TC151778 GSVIVT01036649001  TCAAAGCTTGACATCTTCTGGA CAGAGACCCAGCATTCACAA 60/59,8 78
Why1l XM_002277242.1 TC144344 GSVIVT01020061001 ATGCCTATGCGAACTCCATC CATTTCCCAGTCCATGCTTT 60,1/59,9 126
JAR1 XM_002280702.2 TC139399 GSVIVT01027057001 TTGGGTGAATGAACTGCAAA TCACTTCCAAACAGCCATCA 60,1/60,2 116
MPK4 XM_003633911.1 TC141595 GSVIVT01026984001  AAGAAGCTGAGGCAGAACCA GGAAGAAGATCCTGCACCAA 60,1/60,2 85
MAP3K NM_001281276 TC145541 GSVIVT01017915001 CCAGCAGGAACCAGTCAGTT AGATGCTGTCTTCCCTCCAA 60,3/59,8 133
NBS-LRR2 XM_002278902.1 TC145078 GSVIVT01017038001  AGGTTTGCAGGAATTGTTGG TACCTGGCAGAGGAAGACCA 60,0/60,8 88
Ankyrinl XM_003631776.1 TC166949 GSVIVT01035638001  CTGCGACATGGACAATTCTG TCACCAACACCCACTTGGTA 60,3/59,8 54
Ankyrin2 XM_002278833.1 TC165735 GSVIVT01017031001 CGAAGTCGAAAGGGATGAAA TGTTACGTTTGTCAGCAGCA 60,2/59,1 60
DREB3 XM_002278870.2 TC140927 GSVIVT01017034001 ACGAGTCGAGGAACGAGTTT ATCGGATCACCGAAATATGC 58,9/59,8 106
NBS-LRR1 XM_002277817.2 TC153646 TCATGGCTTCTCTGGAGCTT CGCATGCCCTACAACAGATA 60,1/59,7 140
SEBF XM_002281606.2 TC141125 GSVIVT01025697001 CCAGAGCCAGCAATTGTGTA TTCACTGATTCATGCACCAAC 59,9/59,6 125
NPR3.1 XM_002274009.1 TC147785 GSVIVT01026274001 GGACTGGCCCTTGTTTGTAA ATGCGTTCTCTCATCTGCAA 60/59,6 140
NPR3.2 XM_003633009.1 TC147785 GSVIVT01026274001  TTTGTGGTTGGCTTTGTGAC CGCGTCCTCTTAATCCTCTG 59,6/60 149
UBQ EC922622 GAGGGTCGTCAGGATTTGGA GCCCTGCACTTACCATCTTTAAG 75
GADPH EF192466 TCAAGGTCAAGGACTCTAACACC CCAACAACGAACATAGGAGCA 226
SAND CF405409 CAACATCCTTTACCCATTGACAGA GCATTTGATCCACTTGCAGATAAG 76
Actin AY847627 GCCTGATGGGCAAGTCAT GCTGGGAGCAAGAGCAGT 244
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http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01018489001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01018489001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01028818001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01032530001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01022328001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01033632001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01036649001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01020061001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01027057001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01026984001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01017915001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01017038001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01035638001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01017031001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01017034001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01025697001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01026274001
http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/ggb/vitis/12X/gbrowse/vitis?src=vitis;name=GSVIVT01026274001

Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Vergleichende Promotoranalysen

In Vorarbeiten zur differentiellen Genexpression resistenter und anfélliger Rebsorten waren
von Welter (2008) 27 Kandidatengene identifiziert worden. Aus diesen wurden die drei
Strukturgene Pathogen-related Protein 5 (PR5), PR10.1 und Phenylalanin-Lyase (PAL) sowie
sieben Transkriptionsfaktorgene fir weitere Untersuchungen ausgewahlt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Genbanknummerierung, funktionelle Annotation und Lokalisation der Kandidatengene im Genom der

Weinrebe. Die Promotoren der Kandidatengene sollen mit dem Reportergen welches eine Luciferase kodiert
fusioniert werden.

Vitis EST- Vitis EST-

Genbanknr.  Genbanknr.  Funktionelle Annotation AT ClT-
zung som

(alt) (neu)
Myb-verwandter

TC62118 TC153717 Transkriptionsfaktor, Vitis vinifera MYB >
WRKY-artiges DNA Bindeprotein,

TC55553 TC149974 Solanum tuberosum WRKY57 1
WRKY DNA Bindeprotein,

TC59548 TC155318 Nicotiana tabacum WRKY33 8
Vermutlicher WRKY

TC46952 TC142590 Transkriptions-faktor 15, WRKY7 7
Arabidopsis thaliana
Pathogenese-verwandter

TC55556 TC149982 Gentranskriptions-Aktivator ~ PTI5, ERF1 10
Solanum tuberosum

TC54435 TC147564 Ethylen-responsiver Transkriptions- ERFS 16
faktor 5, Nicotiana tabacum
Zinkfinger CCCH Doméne- CZE1/ZE

TC54167 TC139360 beinhaltendes Protein, Arabidopsis AR1 13
thaliana

TC45048 TC142423 PR-10 Protein, Malus domestica PR10.1 5
Pathogenese-verwandtes Protein 5-1,

TC64228 TC155534 Helianthus annuus PR5 2

TC66528 TC150103 Phenylalanine ammonia-lyase, Vitis PAL 16

vinifera

Fur alle 10 Kandidatengene sollte der Promotor aus genomischer DNA resistenter und
anfélliger Reben amplifiziert und in den Vektor pLuc (Horstmann et al., 2004) Kkloniert
werden. Bei der Insertion in pLuc erfolgt eine transkriptionelle Fusion der zu untersuchenden
Promotoren mit dem Reportergen fiir die Luciferase aus Photinus pyralis. Im Rahmen der
Doktorarbeit von Patrick Merz wurden die Transkriptionsfaktoren in den Vektor pART27

(Gleave, 1992) hinter einen p35S-Promotor kloniert. Anschliefend wurde der Luciferaseassay
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mit den Promotoren und den konstitutiv exprimierten Genen am DLR in Neustadt in der
Gruppe von J. Bogs als Kooperationspartner durchgefiihrt. Hierflr wurden die beiden
Vektoren und ein Normalisierungsvektor mit einer konstitutiv exprimierten Luciferase von
Renilla reniformis ber Partikeloombardment in Suspensionszellen von “Chardonnay”
eingebracht. Positiv auf die Reportergenexpression wirkende Transkriptionsfaktoren wurden

dann weiter untersucht.

Fur die Amplifikation der Promotoren wurden Primer auf Grundlage der veroffentlichten
Genomsequenz ~ von  der  Inzuchtlinie  "Pinot  noir"  PN40024  entwickelt

(http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/).

Fir sieben Kandidatengene konnte der Promotorbereich von "Regent” und "Lemberger’
amplifiziert und kloniert werden. Die erfolgreich klonierten Promotoren wurden anschlieRend
sequenziert. Die Sequenzen sind im Anhang 1 hinterlegt. Fir die Promotoren von ERF1 und
PR10.1 wurden jeweils zwei Varianten (Allel A und B) fur "Regent” und "Lemberger’
identifiziert. Dagegen zeigte sich fiir die Promotorbereiche von ERF5 und WRKY7, dass die
Sequenzen von "Regent” und "Lemberger” identisch sind. Fir den PAL-Promotor von
"Regent” wurde eine Variante ermittelt, die sich von den beiden Allelen des PAL-Promotors

von "Lemberger” unterscheidet.

GroRe Schwierigkeiten bezuglich der allelischen Zuordnung bereiteten die Promotoren von
MYB und WRKY33. Der MYB-Promotor zeigte bei "Lemberger” drei Varianten. Problematisch
war auch die Amplifikation des Promotors von WRKY33. Hier wurden mehrere Varianten bei
“Lemberger” ermittelt. Daher wurde der Promotor von den weiteren Analysen ausgeschlossen
und nicht auf SNPs und cis-regulative Motive hin untersucht. Fir die Kandidatengene
CZF1/ZFAR1, PR5 und WRKY57 konnten die Promotorbereiche nicht amplifiziert werden.

Die erhaltenen Sequenzen wurden auf SNPs (single nucleotide polymorphisms) untersucht.
Dabei wurde auch die Referenzsequenz von PN40024 zum Vergleich herangezogen.
Zuséatzlich wurden Insertions-/Deletionsereignisse bestimmt (siehe Tabelle 7). Die
durchschnittliche SNP-Frequenz fir die Promotorbereiche liegt bei 1/39 und die
durchschnittliche Indel-Frequenz bei 1/210.
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Tabelle 7: Ubersicht der sequenzierten Promotorbereiche mit ihrer Lénge, der Anzahl der SNPs, der Frequenz der
identifizierten SNPs, sowie der Anzahl von Insertionen/Deletionen mit Angabe des kiirzesten bzw. langsten Indels.

Lange [bp] des sequenzierten Insertionen/
Promotor Promotors Anzahl  SNP- Deleti9nen
Regent Lemberger  PN40024 S Frequenz Anzahl La_nge [bp]
(min, max)
ERF1 2247,2258 2259, 2268 2208 57 1/39 14 1, 64
ERF5 1204 1204 1204 - - - -
MYB 2554 2513, 2555, 2616 108 1/23 27 1,61
2561
PR10.1 2530, 2531 2525, 2529 2531 86 1/29 7 1,6
WRKY7 1513 1513 1528 20 1/76 3 1,15
PAL 1713 1699, 1716 1713 29 1/59 5 1,16

Der PR10.1 Promotor wurde auBerdem noch aus "Chambourcin® (resistent) und "Diana’
(anféllig), den beiden Elternsorten von "Regent”, amplifiziert, kloniert und sequenziert. Die
Auswertung der Sequenzen zeigte, dass das Allel B des PR10.1 Promotors in "Regent” vom
resistenten Elternteil "Chambourcin® abstammt. Allel A wird dagegen vom anfélligen
Genotyp "Diana” vererbt. In der Abbildung 12 wird die Abstammung mit einem Ausschnitt

aus dem Alignment der verschiedenen Promotorsequenzen verdeutlicht.

PPR10 - PN40024 AAAAGGGCAAAAAAGAAAATAAAAGGCAAACAAACAAAACAAAA
PPR10-Chambourcin allele A ...... A s R BN IS e, DR S B RIS SR S
PPR10-Chambourcin allele B ...... PR e T BN R DR e N R AR R e

PRRLO=DIAIFE =~ 0 smse s ene voesm s s ene s e s 6 e e e 8 e o0 me 6 e e 8 8 ane s e o1 e b e
PPRLO=Regehitt allele A, Gl s oeliis dmes seaiiiie o e 600 s ¢ wee slavalie s sen e s @ e 908 i

PPR10-Regent allele B  ...... PlNwis 3 ava 5595 5 5 1@ Tinaie s s s 00 s § v s 2o sva o pas &
PPR1O-LEMBEFFGEY allele B = seomswmsseocs o6 557685 < R saip s Teos: sosmreadieeas
PPR10-Lemberger allele B A A NS R S s PR RS A B I B ARG A G DS

Abbildung 12: Ausschnitt aus dem Alignment des PR10.1-Promotors von ‘Chambourcin’, "Diana’, "Regent’,
“Lemberger” und der Referenzsequenz PN40024. Das Allel B des Promotors PR10.1 von "Regent” stammt von dem
resistenten Elternteil ‘Chambourcin” ab.

Die Promotorsequenzen wurden anschlieBend mit Hilfe der Datenbanken PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) und PLACE DB
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) auf potenzielle cis-regulatorische Elemente untersucht.
Im Folgenden soll nur der Promotor von PR10.1 vorgestellt werden, da der Luciferaseassay
mit diesem durchgefiihrt wurde. Dieser Promotor wurde ausgewéhlt, weil das Gen PR10.1
eher am Ende der Signaltransduktionskaskade der Pathogenabwehr steht und seine Expression
durch Transkriptionsfaktoren induziert wird. Zudem konnten alle Allele fiir den Promotor
identifiziert werden. Fur die Promotoren von ERF1, ERF5, MYB, WRKY7 und PAL wurden
ebenfalls die cis-regulatorischen Elemente bestimmt. Die Daten befinden sich im Anhang 2.
Insgesamt wurden im Promotorbereich von PR10.1 718 potentielle cis-regulative Elemente

identifiziert. 531 dieser Elemente waren bei allen Promotorvarianten identisch vorhanden.
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Besonders interessant waren jedoch die verbliebenen 187 Elemente, die bei resistenten und
anfalligen Reben Unterschiede aufzeigten. Die Promotoraktivitdt wurde weiterhin in
Kombination mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie WRKY- und MYB-Faktoren
gemessen. In der Abbildung 13 sind daher speziell die cis-regulativen Elemente fir MYB- und
WRKY-Transkriptionsfaktorbindestellen  dargestellt. Insgesamt wurden 11 WRKY-
Bindestellen, die bei allen Promotorvarianten vorhanden sind, eine zusétzliche Bindestelle im
Promotor von "Regent” Allel B und eine Bindestelle im Promotor von “Lemberger” und Allel

A von "Regent” aufgezeigt.

Lemberger- Allel A

MY B-Bindestelle (AACGG, YAACKS,

CMNGTTR, CAACGG) MY EB-Bindestelle (TAACAAL)

T WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC) T MY E-Eindestelle [ CCWACT)

T T
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34

Lemberger- Allel B
IMyYE-Bindestelle (AACGS, YAACKS,
CNGTTR, CAACGG)

WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC)
I Elicitor-responsives Element

T MY B-Bindestelle (ACCWWCT) (TTCGACQ) T MY B-Bindestelle (COWACC)
T
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34
Regent - Allel A
IMyYE-Bindestelle (AACGS, YAACKS,
CMGTTR, CAACGG)
WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC)
Pp— A —— Elicitor-responsives Element ey e
T MY B-Bindestelle (ACCWWCT) I (TTCGACT) T MY B-Bindestelle (COWACC)
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34

Regent - Allel B
WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAL,
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-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34

Abbildung 13: Darstellung der cis-regulativen Elemente fur Bindestellen von MYB- (orange) und WRKY- (lila)
Transkriptionsfaktoren, sowie Elicitor- (blau) und Ethylen- (griin) responsive Elemente fiir die allelischen Varianten
des Promotors von PR10.1 fiir "Regent” und "Lemberger”.

Der PR10.1-Promotor von "Lemberger” (beide Allele) und sein Allel A von "Regent” weisen
eine Bindestelle fir ein Silencing elemental binding factor (SEBF) auf. Dieses Element fehit
speziell bei Allel B des PR10.1-Promotors von "Regent”. Die Promotoren weisen aulRerdem
noch Aktivatoren- und Enhancer-Elemente auf. Aktivatoren starten die Transkription und

Enhancer verstarken diese. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.

39



Ergebnisse: Vergleichende Promotoranalysen

Es wurde somit gezeigt, dass der PR10.1-Promotor potentiell verstarkende und reprimierende
cis-Elemente aufweist. AuBerdem wurden ERF1, ERF5, MYBB, WRKY7, WRKY33 und
WRKY57 als mdgliche Interaktionspartner identifiziert.

Lemberger- Allel A

[| Bindestelle fiir SEBF (yTGTCWC) |[ Aldtivator (AACGTGT)

r T T T
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34

Lemberger - Allel B

I Enhancer (GANTTNC) [| Bindestelle fiir SEBF (yTGTCWC) |[ Aldtivator (AACGTGT)
T T T T T

r
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34

Regent - Allel A
Element fur hohe
Transkriptionsrate
(TTTCTCTCTCTCTC)

T Enhancer (GANTTNC) T| Bindestelle fir SEBF (YTGTCWC) )T Altivator (AACGTGET)
i [
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34
Regent - Allel B

Enhancer (GANTTNC)
Enhan er (GANTTNC)
Enhan er (GANTTNC)

534 -2034 -1534 -1034 -534 -34

Abbildung 14: Darstellung der cis-regulativen Elemente fiir Enhancer (griin) und Repressoren (rot) fur die allelischen
Varianten des PR10.1-Promotors von "Regent” und "Lemberger”.

Der Luciferaseassay zur Bestimmung der Promotoraktivitdit in Kombination mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren der Weinrebe wurde in Kooperation durchgefiuihrt. Es
wurde gezeigt, dass die Transkriptionsfaktoren WRKY33, CZF1 und ERF5 von "Regent” und
“Lemberger” den PR10.1 Promotor positiv regulieren kdnnen (Abbildung 15). WRKY33
verstarkt die Expression der Luciferase drei- bis sechsfach, unabh&ngig davon welche
allelische Variante des Promotors verwendet wurde. CZF1 konnte den PR10.1 Promotor
ebenfalls dreifach induzieren, jedoch konnte CZF1 von "Lemberger” nicht das Allel A des
PR10.1 Promotors von "Regent” und CZF1 von "Regent” nicht das Allel A des Promotors von
"Lemberger” signifikant induzieren. Die stdrkste Induktion wurde fur das Allel B des
“Lemberger” Promotors mit dem Transkriptionsfaktor ERF5 von "Lemberger” (8,7-fach)
erhalten. MYBB von "Lemberger” konnte lediglich das Allel B des Promotors von "Regent’
induzieren. Fir MYBB von "Regent” war keine Verstarkung messbar. Zur Kontrolle wurde der

Transkriptionsfaktor MYBA verwendet. Dieser spielt eine Rolle bei der Flavonolsynthese und
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Ergebnisse: Vergleichende Promotoranalysen

kann nachweislich den Promotor der Flavonolsynthase verstarken. Es wurde gezeigt, dass

MYBA den PR10.1 Promotor nicht regulieren kann (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Induktion der allelischen Varianten des PR10.1 Promotors durch die Transkriptionsfaktoren MYBA,
MYBB, WRKY33, CZF1/ZFAR1 und ERF5 vergleichend fiir "Regent” und "Lemberger’. * Signifikante Induktion des
PR10.1 Promotors zum Niveau o = 5 %.

A PPR10.1: WRKY-Bindestellen
TTGAC (-1541)
TTTGACC (-1433) TGACC (-847)
TGACT (-1843) TTGAC (-14 TTGAC ({1086) TGACT (-769)
T TGACT (-1758) T TGAC (-13%7)TGACC (F1076) T TTGACC (-549)
-2534 -2034 -1534 -1034 -534 -34
B PPR10.1 Regent - Allel B g
(TTGAC, TGAC, TGACT,
TGACY) elle (GGATA
MYB- Blndestel
Ethylen-responsives MYB-Bindestelle MPEBMNECEIle
T Element (AWTFCAAA) T (AACCTAA) T (WAACCA)
-2534 -2034 -1534 -1034 -534

Abbildung 16: Ausgewdahlte WRKY-Bindestellen fir die Mutationsanalyse (blau markiert). A:WRKY-Bindestellen
des PR10.1-Promotors (PPR10), die sowohl bei "Regent” als auch “Lemberger” vorkommen. B: WRKY -Bindestelle
(W2), die nur beim Allel B von "Regent” vorkommt.

Aufgrund der Ergebnisse wurde der PR10.1-Promotor im Weiteren gezielt auf WRKY-
Bindestellen analysiert (siehe Abbildung 16). Es wurde dabei festgestellt, dass die
Promotorvarianten von "Regent” und "Lemberger” 11 gemeinsame Bindestellen aufweisen.
AuBerdem wurden weitere WRKY-Bindestellen nachgewiesen, die jeweils spezifisch fir das
Allel B "Regent” bzw. die Allele A und B von "Lemberger” sind (siehe Abbildung 13 und
Abbildung 16). Zur Prufung der funktionellen Relevanz der identifizierten cis-regulativen
Transkriptionsfaktorbindesequenzen wurden die ersten vier WRKY-Bindestellen im Promotor

zur Funktionslosigkeit mutagenisiert. Zugleich wurde ein Minimalpromotor (854 bp lang) mit
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Ergebnisse: Untersuchung des Transkriptionsfaktors ERF5 der Weinrebe

und ohne WRKY-Bindestellen generiert. Die Konstrukte sind in der Abbildung 17 graphisch

dargestellt.
— 5] <
-1 z 2 z 2 -2534
| s = s = Pr10 Promotor (2540 bp)
Minimal a5

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Promotorkonstrukte von PR10.1. Es wurden Konstrukte voller Lange
mit vier bzw. drei mutierten WRKY-Bindestellen, sowie der Minimalpromotor und der Minimalpromotor mit vier
bzw. drei mutierten WRKY-Bindestellen hergestellt. Die Stelle MutW2 existiert nur fir den Promotor von “Regent
Allel B.

Um sicher zu stellen, dass WRKY-Faktoren nicht mehr an den Promotor binden kdnnen,
wurde das Kernmotiv (TGAC) der WRKY-Bindestellen zu CCTT mutiert. Hierfir wurden die
Primerpaare so entwickelt, dass forward und reverse Primer das komplette Plasmid inklusive
des Vektors pLuc linear amplifizierten. Ein Primer enthielt jeweils die mutierte WRKY-
Bindestelle. Die Mutationen wurden nacheinander in die Testplasmide mit den
Promotorfusionen von PR10.1 vor der Luciferase eingebracht. Alle Produkte wurden re-
sequenziert. Fir den Minimalpromotor ohne bzw. mit drei mutierten WRKY-Bindestellen
wurde das Primerpaar MinPPR10-for und MinPPR10-rev verwendet. Der Primer MinPPR10-
for entspricht Primer PR10-MutW4-f, jedoch ohne Mutation der WRKY-Bindestelle. Fir den
Minimalpromotor mit allen vier mutierten WRKY-Bindestellen musste der Primer
MinPPR10-for durch den Primer PR10-MutW4-f ersetzt werden. Im Anhang 3 ist aufgelistet,
welche Konstrukte erstellt wurden. Der Kooperationspartner fuhrte den darauffolgenden

Luciferaseassay durch.

3.2 Untersuchung des Transkriptionsfaktors ERF5 der Weinrebe

Der Luciferaseassay zeigte, dass WRKY33 und der Transkriptionsfaktor ERF5 den PR10.1
Promotor regulieren konnen. Im Rahmen der Kooperation wurde WRKY33 vom
Projektpartner weiter untersucht. In der hier vorliegenden Arbeit wurde ERF5 genauer
untersucht. Auf der Basis von ERF5 Sequenzen von "Regent” und "Lemberger” wurde ein
Sequenzvergleich mit 61 anderen, in Datenbanken verfligbaren Transkriptionsfaktoren der
ERF-Familie, erstellt (Abbildung 18). Allerdings konnte keine abgesicherte Aussage tber die
Ahnlichkeit getroffen werden, da die Bootstrapwerte kleiner als 70 waren, d.h. in weniger als
70 % der Falle konnten die beiden verglichenen Faktoren einander zugeordnet werden. Daher
wurde fir den ausgewahlten rot markierten Bereich erneut ein Ahnlichkeitsvergleich erstellt.
Es ist erkennbar, dass ERF5 des Genus Vitis eine sehr hohe Ahnlichkeit aufweist und ein
Cluster bildet. ERF5 von Vitis aestivalis lag jedoch auf3erhalb des Clusters und wies eine
hohere Ahnlichkeit mit Arabidopsis thaliana ERF5 und ERF6 auf (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Sequenzvergleich von Ethylen-responsiven Transkriptionsfaktoren (ERF). Der phylogenetische Baum
wurde mit dem Programm MEGAGS erstellt. Uber den Asten sind die Bootstrapwerte fiir 1000 Wiederholungen
angegeben. At: Arabidopsis thaliana; Cr: Chlamydomonas rheinhardtii; Gb: Gossypium barbadense; Gh: Gossypium
hirsutum; Gm: Glycine max; Mt: Medicago truncatula; Nt: Nicotiana tabacum; Pp: Physcomitrella patens; Pt: Populus
trichocarpa; Va: Vitis aestivalis; Vp: Vitis pseudoreticulata; Vv: Vitis vinifera; Zm: Zea mays.
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Abbildung 19: Ahnlichkeitsvergleich von 17 ERF Transkriptionsfaktoren. Der Baum wurde mit dem Programm
MEGAG erstellt. Die Bootstrapwerte fiir 1000 Replikate sind tiber den Asten angegeben. At: Arabidopsis thaliana; Mt:

Medicago truncatula; Nt: Nicotiana tabacum; Pt: Populus trichocarpa; Va: Vitis aestivalis; Vp: Vitis pseudoreticulata;
Vv: Vitis vinifera.

Die Sequenzen flr den kodierenden Bereich von ERF5 wurden auf Aminoséure-Austausche
hin untersucht (Abbildung 20). Das kodierende Raster von ‘Regent” ERF5 ist zwei
Aminosauren langer als das von "Lemberger” ERF5. Aulerdem wurden sechs
Aminosaureaustausche zwischen "Regent” und "Lemberger”, sowie drei Austausche bei den
beiden “Regent’-Varianten identifiziert. Die AP2-Doméne ist von diesen Mutationen
allerdings nicht betroffen. Sie ermdglicht es den ERF-Transkriptionsfaktoren an DNA zu
binden. Zwei bekannte Bindemotive in Promotoren sind die GCC-Box bzw. ERE (Ethylen-
responsives Element; TAAGAGCCGCC) und das DRE-Element (drought responsive
element; CCGAC).

Lem VV

N L F --1 8 G
Reg A AV S L \ VL G E
Reg B AL S F \ VL GG
(M1 ] ] ] :
M1 [ I ) AP2-Doméne : I I :
1 277

Abbildung 20: Darstellung der Unterschiede in den Proteinsequenzen von "Regent” (277 aa) und "Lemberger” ERF5
(275 aa). Lem: "Lemberger’; Reg A: "Regent” Variante A; Reg B: "Regent” Variante B.
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Ergebnisse: Untersuchung des Transkriptionsfaktors ERF5 der Weinrebe

ERF5 gehort in die grolRe Familie der AP2/ERF-Transkriptionsfaktoren. Der untersuchte
Faktor TC147564 liegt auf Chromosom 16 (6.676.152 — 6.676.980 bp) der Referenzsequenz
PN40024 (12x, http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/). Ein Blat-
Abgleich (Abbildung 21) mit den Sequenzen von "Regent” zeigte, dass beide Varianten von
"Regent” an genau dieser Stelle liegen und damit allelisch sind. Dagegen ist ERF5 von
“Lemberger” 30.000 Basen entfernt auf Chromosom 16 (6.705.921 — 6.706.748) lokalisiert. Es
handelt sich damit um zwei unterschiedliche Varianten des ERF-Transkriptionsfaktors,

welche sich in ihrer Sequenz um 1 % unterscheiden.

chrl6

6680k 6690k 6700k 6710k

Chromosomes

chrl6

Scaffolds

scaffold 13

Genoscope annotations
GSVIVT01013913001 GSVIVT01013914001 GSVIVT01013916001
Score : 5.7408 Score : 8.1864 Score : 6.7178

9S\’I\’T01013915001

T
Score : 8.1793
Vitis vinifera cDNAs
[

= a

Blat_from_Query

i

v v

ERF5 — Regent

Abbildung 21: Lokalisation von "Regent” ERF5 und "Lemberger” ERF5 auf Chromosom 16 der Referenzsequenz
PN40024 (http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/). ERF5 von “Lemberger” liegt 30.000
Basenpaare entfernt von ERF5 von "Regent’.

Beide Varianten des ERF-Transkriptionsfaktors enthalten kein Intron. Daher wurde versucht
ERF5 von genomischer DNA von "Regent’, "Lemberger’, "Diana” und “Chambourcin” zu
amplifizieren. In einer parallelen Diplomarbeit von Schneider (2012) wurden Primer flr das
offene  Leseraster von  ERF5  erstellt. ~ Diese  Primer  (erf5_for2_BspHI:
22aaaaTCATGAATGGCAGAAGAGGCTTCATC und erf5_rev_Sall:
2aaaaaGTCGACTCAAACTATAAGCTGAGAATATGCTAT) wurden fir die folgende
Amplifikation verwendet. Die Annealing-Temperatur wurde nach einer Optimierung durch
Gradienten-PCR von 60 °C auf 72 °C angehoben (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Agarosegel zur Gradienten-PCR zur Darstellung von ERF5 Amplifikaten mit genomischer DNA von
"Regent” und "Lemberger”. Die verwendete Annealingtemperatur ist in jeder Spur angegeben. NK = Negativkontrolle.

Die erhaltenen Amplifikate wurden blunt-end in den dephosphorylierten Vektor pUC19 x
Smal kloniert und anschlielend im Auftrag sequenziert. Fir “Lemberger” konnte der
gewilnschte ERF (TC147564) erfolgreich amplifiziert werden. TC147564 kommt somit bei
"Regent” und "Lemberger” vor. Das Ergebnis zeigte auRerdem, dass nur fur "Diana” ein Klon
sequenziert wurde, welcher nicht dem gewiinschten ERF (TC147564) entspricht (Tabelle 8).
ERF5 von "Regent” Allel B aus der cDNA Kilonierung von P. Merz und J. Bogs entspricht
dem Klon 009 von "Chambourcin”. Fir "Regent” wurde ein Klon (013) erhalten, der nur zu
95,7 % mit dem gewunschten Faktor Ubereinstimmt. Dieser Klon unterscheidet sich deutlich
an 20 Positionen der Proteinsequenzen von dem Klon 001, welcher dem Allel A von P. Merz
und J. Bogs bzw. dem Klon 001 von "Chambourcin” entspricht (Abbildung 23).

ERES5 Lemberger (Merz) LEADNWSGSDPPAISGRKRERDSETEERQQVEIKVLKQEEYLPESDSTLAAASH--GVSPLTPSNFRASWEEREMEGIE
EREFS Regent A (MErzZ) ...ttt it eineiaeeaneeee Voo oo o Gl E..
ERFS Regent B (MErz) ... ...ttt ittt iiiiaanenneeeeee Vhoooooooo o 0 Gl
EREFS5 - Chambourcin 001 ... ...ttt it et Voo o Gunnnn, E..

ERF5 - Chambourcin 009 ... ... ittt e i it e i eiecei e Voo oo G
ERFS — Diana 003 e i Vo G

ERF5 - Diana 004 T N\ Coall. W..V...GD...M.
ERFS — Lemberger 012 ... ittt i e e Vh o G
ERFS5 - Lemberger 015 .. ittt ettt et Vh i G
EREFS - Lemberger 016 ... D . ittt ittt it i i Vhoooooooo o Goiinaaa.
ERFS — Regent 001 L ittt it e Voo Gl E..
ERF5 - Regent 013 W..V....D

Abbildung 23: Alignment der Proteinsequenzen aus cDNA Klonierungen des Kooperationspartners P. Merz mit den
Proteinsequenzen abgeleitet von der genomischen DNA von “Chambourcin’, "Diana’, "Lemberger” und "Regent’. Die
Zahlen hinter den Titeln geben die jeweilige Klonnummer wieder.

Um zu kontrollieren welche Variante des Transkriptionsfaktors ERF5 nach Befall mit
Plasmopara induziert wird, wurden spezifische forward Primer fur die verschiedenen

Varianten entwickelt (Abbildung 24). Als reverse Primer wurde jeweils ERF5-rev verwendet.
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Tabelle 8: Ergebnis des Blat-Abgleichs mit ERF-Varianten von “Chambourcin’, "Diana’, "Lemberger” und "Regent’
bei den Datenbanken Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/) und Gramene
(http://www.gramene.org/). Angegeben sind die ermittelte Lokalisation der Sequenzen im Referenzgenom, sowie
deren Ubereinstimmung mit dem Referenzgenom von Genoscope, das annotierte Gen fuir beide Datenbanken und
Informationen zur ID bei UniProt (http://lwww.uniprot.org/uniprot/) und UniGene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/). Lediglich die rot-markierten Klone entsprechen nicht TC147564.

—_— Klonnr Lokalisa- Uberein- Gen Gen Protein ID
© tion stimmung (Genoscope) (Gramene) (UniProt) (UniGene)
Chrié:
1 6676172 -  99,70% Sgl\gg\gmm ;’Jgggg’gom D7U782  \Wvi.24429.
Cham- 6677005
bourcin Chrié:
9 6676172  99.10% Sg;sl\ég\goml gégggggom D7U782  \Wi.24429.
6677005
Chri6: GSVIVT0101 VIT 165001
3 6676172 -  100,00% — D7U782  \vi.24429.
_ 6677005 3913001 3900950
Diana Chri6:
4 6870574 -  99,80% ec,;gsz\gg\goml ;’551—0123001 D7U791  vi.308.
6871400
Chrl6: GSVIVT0101 VIT 165001
1 6676172~ 9970%  noon, 3003950 D7U782  \vi.24429.
6677005
Chrl6: GSVIVT0101 VIT 165001
13 6676172 -  95,70% — D7U782  \vi.24429.
6677005 3913001 3900950
Regent Chrie:
Merz A 6676172- 99.70% gs;sl\ég\goml ;’Jgagggom D7U782  \Wi.24429.
6677005
Chrl6: GSVIVT0101 VIT 165001
MerzB 6676172 9900% oo 3000950 D7U782  \vi.24429.
6677005
Chrl6: GSVIVT0101 VIT 165001
12 6676172- 100,00%  norooo 3000950 D7U782  \vi.24429.
6677005
Chrl6: GSVIVT0101 VIT 165001
15 6676172-  99,30%  norooo 3000950 D7U782  \vi.24429.
Lem- 6677005
berger Chrl6:
16 6676172 -  99,20% gs;sl\ég\goml ;/Jgaglggom D7U782  \vi.24429.
6677005
Chri6:
Merz 6705921 -  100,00% g;\ég\goml ;/5569158001 D7U785 -
6706748
ERF5 Lemberger GCTGGCGGCGGCCAGTCATG GGGTTAGTCCGTTAAC

ERF5 Regent A GCTGGCGGCAGCCAGTCATGTTTTAGGGGTTAGTCCGTTAAC
ERF5 Regent B GCTGGCGGCAGCCAGTCATGTTTTAGGGGTTAGTCCGTTAAC
ERF5-PN1-for GGCAGCCAGTCATGTTTTAG

ERF5-PN2-for GGCCAGTCATG GGGTTAGT

Abbildung 24: Alignment der ERF5-Varianten von “Regent” und "Lemberger” mit den spezifischen Primern zur
Untersuchung der Genexpression.
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Ergebnisse: SNP-Genotypisierung der Core-Kollektion von resistenten Weinreben

Es wurde eine quantitative Real-Time PCR mit diesen Primern von in vitro Reben von
"Regent” und “Lemberger’, welche mit Plasmopara viticola inokuliert worden waren,
durchgefiihrt. Die Proben wurden sechs Stunden nach der Inokulation genommen. Die
Genexpressionsanalyse zeigte, dass "Regent” ERF5 flr beide ERF-Varianten starker induziert
wurde als bei "Lemberger” (Abbildung 25). ERF5-PN1 von "Regent” wurde sogar 13,3 — fach
induziert. Zusammenfassend wurden beide Varianten sowohl bei "Regent” als auch von
“Lemberger” exprimiert. Die Expression wurde jedoch bei "Regent” deutlich starker induziert.
Die ERF5-PN1 Variante von "Regent” wird auBerdem wesentlich starker exprimiert als die
ERF5-PN2 Variante.

16 -

14 - O Lemberger

O Regent
12 -

x-fache Induktion
0]
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ERF5-PN1 ERF5-PN2

Abbildung 25: Vergleich der Genexpression der beiden ERF5-Varianten PN1 und PN2 von ‘Regent” und
“Lemberger’.

3.3 SNP-Genotypisierung der Core-Kollektion von resistenten Weinreben

Die Analyse der Promotorsequenzdaten ergab insgesamt 271 SNPs, welche im weiteren
Verlauf auf ihre Eignung zur Entwicklung von zichterisch nutzbaren SNP-Markern eingesetzt
werden sollten. Besonders interessant erweisen sich hierfir die Promotoren von PR10.1,
ERF1 und MYB. Fiir den Promotor von PR10.1 wurden 5 SNP Marker entwickelt, wobei das
X-Allel mit dem Allel B von "Regent” ibereinstimmt. Wie bereits im Kapitel 3.1 beschrieben,
kommt das Allel B von "Regent” von dem Resistenztrager, da es vom resistenten Elternteil
“Chambourcin” abstammt. Eine Auflistung aller Marker ist in Tabelle 9 gezeigt. Die Tabelle

zeigt auch die SNPs zur Markerentwicklung von ERF1 und MYB.
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Tabelle 9: Liste der SNP-Marker mit Angaben zum Basenaustausch und betroffenen cis-regulativen Motiven

X-Allel Y-Allel
SNP-Marker Base Genptyp (cis-regulatives Base Genptyp (cis-regulatives
Motiv) Motiv)

Reg B, Lem A, Lem B,
ERF1_P_SNP595 G Reg A A PNA0024
ERF1_P_SNP819 C Reg A, Lem B, PN40024 T Reg B, Lem A
MYB P SNP2305 T Reg,_ ITem C (pollen- C L_em_A, Lem B (GT1-

- - specific) binding)

PR10 P SNP379 G Reg B A Reg A, Lem (PolyA-Signal)
PR10 P SNP1736 C  RegB T  RegA Lem (SEBF-

Bindestelle)
PR10_P_SNP1917 G Reg B (WRKY-BoxW2) T Reg A, Lem (PolyA-Signal)
PR10_P_SNP2138 T Reg B (MYB-Bindestelle) A Reg A, Lem (GT1-binding)
PRIO_P SNP2291 T  RegB A RegA Lem (Sulfur-

responsive)

Die SNP-Marker wurden Uber einen Satz von 376 Genotypen (Core-Collection fir Resistenz,
Institut fur Rebenziichtung, AG Zyprian) analysiert. Im Anhang 4 sind die Ergebnisse fur alle
Genotypen aufgelistet. Die Marker waren im Allgemeinen mit Ausnahme von Ampelopsis
bodinieri (der ,,outgroup®) bei allen Proben amplifizierbar und genotypisierbar. Lediglich die
Marker 11, 36, 17 und 42 wiesen wenige Ausfalle vor. Die Marker waren insgesamt fir

98,8 % der Proben informativ.

Im Anschluss wurden Assoziationsstudien der SNPs mit verschiedenen Resistenzmerkmalen
durchgefuhrt. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des Programms Tassel VV4.3.4 (Bradbury et
al., 2007). Die auf eine Assoziation untersuchten Resistenzmerkmale waren der Befall an
Blattern und Beeren mit Erysiphe necator und Plasmopara viticola. Fir diese Merkmale
liegen Boniturdaten aus dem Freiland fir die Befallsstarken in den Jahren 1989 — 2008 fur die
meisten Genotypen vor. Die Boniturdaten des Jahres 2003 wurden fiir die Assoziationsstudien
ausgeschlossen, da in diesem Jahr aufgrund extremer Wetterbedingungen keine gesicherte
Aussage Uber Resistenzeigenschaften moglich war. In Tabelle 10 sind die signifikanten SNPs,
die fur mindestens zwei Jahre ermittelt wurden, zusammengestellt. Fir das Merkmal
Erysiphe-Befall auf der Beere ergaben sich somit drei signifikante Marker (17, 35 und 48).
Alle drei Merkmals-assoziierten SNPs befinden sich im Promotor von PR10.1 wieder. Diese
drei Marker erweisen sich zudem auch fur das Merkmal Erysiphe-Befall auf Blattern
signifikant. Der Marker 36, welcher im Promotor von ERF1 liegt, war fur drei Jahre und den

Mittelwert Gber alle Jahre signifikant.
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Tabelle 10: Zusammenfassende Statistik flr signifikante Assoziationen zwischen SNP-Markern und verschiedenen
Merkmalen fur e < 0,05. Die Berechnung erfolgte mit dem General Linear Model unter Verwendung der Software

Tassel 4.3.4.
Merkmal  SNP-Marker Chromosom Fé);']tlon Jahr F-Test p-Wert
1998 4,16851 0,02094
PR10_P_SNP2291 5 1.233.091 MW 5 95576 0.00342
2006 3,83263 0,0238
Erysiphe PR10_P_SNP2138 5 1.233.244 2008 3,24125 0,04278
Beere MW 3,9041 0,02277
1993 5,96345 0,00471
MYB_P_SNP2305 5 8.046.542 1998 3,91964 0,02597
2000 4,21362 0,02003
1997 3,77552 0,03195
PR10 P _SNP2291 5 1.233.091 2005 4,22605 0,01765
MW 8,96295 0,0002284
2005 4,22605 0,01765
PR10 P _SNP2138 5 1.233.244 MW 6 18066 0.00274
2005 8,10805 0,0005824
PR10 P_SNP1917 5 1.233.465 MW 33119 0.03962
2001 4,07437 0,0202
e PR10 P _SNP1736 5 1.233.646 2005 2.36485 0.01555
YS! 1995  3,3268  0,04385
Blatt d d
PR10_P_SNP379 5 1.235.000 2005 4.79724 0.01051
1989 4,39316 0,01519
MYB _P_SNP2305 5 8.046.542 1997 3 85942 0.02979
1992 8,35026 0,0007431
ERF1 P_SNP595 10 1.820.929 1993 735785 000158
1997 3,27231 0,04884
1999 3,20249 0,04864
ERF1 P_SNP819 10 1.821.153 2001 381251 0.0257
MW 3,2013 0,04402
1999 4,45926 0,01622
PR10 P_SNP2138 5 1.233.244 2005 341036 00374
1999 4,34442 0,0179
PR10 P _SNP1917 5 1.233.465 2005 377638 0.02666
1994 3,25282 0,04107
PR10 P_SNP379 5 1.235.000 : :
Plasmopara - 1999 5,90245  0,00485
Beere 2005 7,42604 0,00107
ERF1 P_SNP595 10 1.820.929 2006 339798 0.03611
1990 4,15782 0,01897
2005 4,54434 0,01321
ERF1 P_SNP819 10 1.821.153 2006 217122 001727
MW 3,44102 0,03645
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Der Befall mit Plasmopara an den Blattern zeigte hingegen keine Assoziation mit einem der
Marker. Der Befall an den Beeren wies jedoch Assoziationen mit finf Markern auf.
Besonders hervorzuheben ist auch hier der Marker 36, welcher wieder fir die

Merkmalsauspréagung uber drei Jahre und den Mittelwert Uber alle Jahre signifikant war.

Die einzelnen SNP-Daten wurden zuséatzlich auf das Vorhandensein eines Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts/Ungleichgewichts Uberprift. Das Ergebnis flr alle acht SNP-Marker ist in
Tabelle 11 dargestellt. Lediglich der Marker 35 (PR10-P-SNP2138) erfullt das HWG, d. h. die
Allele des Markers befinden sich im Gleichgewicht und unterlagen keinem Selektionsdruck.

Tabelle 11: Hardy-Weinberg y2-Test fur SNP-Marker zum Signifikanzniveau e = 0,05.

SNP # Allelfrequenz 1 Allelfrequenz 2 ya p-Wert
17 0,81 0,19 19,48 <0,001
42 0,72 0,28 7,63 <0,01
23 0,67 0,33 7,11 <0,01
29 0,64 0,36 15,39 <0,001
35 0,6 0,4 33 >0,05
48 0,59 0,41 6,32 <0,05
11 0,84 0,16 114,08 <0,001
36 0,5 0,5 125,77 <0,001

3.4 Untersuchung der hormonellen Regulation von Genen der

Pathogenabwehr
Im zweiten Teil der Arbeit sollten differentielle Genexpressionsstudien fir Gene der
Pathogenabwehr durchgefiihrt werden. Es wurde untersucht, ob Unterschiede in der
Genexpression zwischen einem anfalligen ("Lemberger”) und resistenten ("Regent”) Genotyp
0, 1, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach dem Befall mit Plasmopara viticola vorliegen. AulRerdem
wurde noch untersucht, ob die Phytohormone Salicylsdure, Methyljasmonat und Ethylen
einen Effekt auf die Expression dieser Gene haben. Die Studien umfassen 48 Gene, wobeli
vier davon klassische Housekeeping Gene (HKG) sind. Die untersuchten Gene umfassen die
Kandidatengene aus Kapitel 3.1. AuRerdem sind in dem Set auch Kandidatengene des Rpv10-
Locus enthalten (Schwander et al., 2012). Zuséatzlich wurden Gene ausgewahlt, deren
Beteiligung an der Pathogenabwehr bereits bei Arabidopsis thaliana oder anderen Pflanzen
untersucht worden war. Fir diese Gene wurden Homologe in der Weinrebe gesucht und
anschlieBend Primerpaare entwickelt. Die komplette Auflistung der Gene ist im Kapitel

2.2.12 zu finden. Im Rahmen der Arbeit werden nur die wichtigsten Ergebnisse vorgestellt.
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Die Daten aller signifikant veranderten Gene sind im Anhang 5 zu finden. Die Verénderung
der Genexpression wurde nur dann als signifikant gewertet, wenn die Expression mindestens

zweifach induziert oder reprimiert wurde.

Die Gene EIN3, MPK4, Myc2, RAR1, SGT1, TGA2.2, Whyl und WRKY7 wurden nicht in
ihrer Expression beeinflusst. JAR1, NPR1, NPR3.2, TGA2.1 und VRP1-1 wurden fast gar
nicht in der Expression verandert. Die Gene wurden ein- bis dreifach reprimiert oder blieben

unverandert.

Der erste biologische Versuch unterschied sich deutlich in der Genauigkeit von den anderen
unabhéangig durchgefiihrten VVersuchen (Abbildung 26). Das HKG SAND wies hier deutliche
Schwankungen bei den Ct-Werten auf. Diese blieben auch bei den technischen

Wiederholungen erhalten. Die erhaltenen Daten wurden dennoch verrechnet.

A

ccccc

durchgefiihrte Genexpressionsversuche (A, B). Die Diagramme stellen die Anderung des Fluoreszenzsignals (iber alle
Zyklen der quantitativen Real-Time PCR dar. A: Das HKG SAND weist deutliche Schwankungen in der Expression
alles Proben auf. B: Das HKG SAND ist gleichbleibend stabil fur alle Proben.

Im ersten Abschnitt sollen die Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalysen ohne
zusétzliche Hormongabe vorgestellt werden. Der Fokus wird hier auf die Gene CZF1/ZFAR1,
ERF5, PR10.1 und WRKY33 gelegt. Die Gene ERF5 und WRKY33 wurden bereits eine
Stunde nach der Inokulation mit Plasmopara viticola bei "Regent” induziert. ERF5 wurde
2,44-fach und WRKY33 3,1-fach induziert. Bei "Lemberger” dagegen erfolgte keine Induktion
der Gene (Abbildung 27). Die Expression von WRKY33 wurde auch zwei Stunden nach der
Inokulation bei "Regent” 3,3-fach verstérkt, sank danach aber in den nicht induzierten Zustand
ab. Daflir wurden sechs Stunden nach der Inokulation die beiden Transkriptionsfaktoren
CZF1/ZFAR1 (5,6-fach) und ERF5 (4,6-fach) bei "Regent” induziert. Zusatzlich wurde auch
PR10.1 7,6-fach in seiner Expression verstarkt. Bei "Lemberger” wurde keine Verstarkung der
Expression festgestellt.
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Abbildung 27: Induktion der Gene CZF1/ZFAR1l, ERF5, WRKY33 und PR10.1 fir ‘Regent” (gestreift) und
“Lemberger” (gefillt) nach dem Befall mit Plasmopara viticola. Die relative Genexpression (x-fache Induktion) wurde
durch den Unterschied der inokulierten Proben zu nicht-infizierten Proben bestimmt. Als Referenzgen wurde SAND
verwendet. Die gestrichelte Linie markiert den nicht induzierten Zustand. "Lemberger” PR10.1 wurde zwei Stunden
nach der Inokulation 34,4-fach mit einer Standardabweichung von 40 induziert. Da dieser Wert nicht signifikant ist,
wurde das Diagramm fiir die Ubersicht verkiirzt dargestellt. * Signifikant zum Niveau o, = 2,5 %.

Als Nachstes soll der Fall betrachtet werden, dass die Pflanzen 24 Stunden vor der
Inokulation mit Plasmopara viticola mit Salicylsdure (100 uM) vorbehandelt worden waren.
In der Abbildung 28a ist der Effekt der Salicylsdure-Behandlung vier Stunden nach der
Inokulation mit P. viticola fur alle Datenpunkte, d.h. in drei biologischen unabhangigen
Durchfiihrungen mit je vier technischen Wiederholungen, dargestellt. Direkt daneben wurde
das Ergebnis fir den gleichen Zeitpunkt und die gleiche Behandlung der Proben fir lediglich
zwei biologisch  unabhdngige Durchfihrungen gestellt (Abbildung 28b). Die
Standardabweichung wurde durch das Einbeziehen der Daten der ersten biologischen
Durchfiihrung stark verzerrt. Die Induktion der Gene Ankyrin2, DREB3, JAZ, NBS-LRR1,
NBS-LRR2, NDR1, PAL, PDF1.2, PR5, VRP1-2 und VRP1-3 fir den resistenten Genotyp
"Regent” war bereits erkennbar und zum Niveau a = 2,5 % ebenfalls signifikant. Die
Genauigkeit war aber ohne die Daten der ersten Durchfliihrung besser. Zusatzlich war hier
auch das Gen NPR3.1 bei 'Regent” 3,7-fach in der Expression verstarkt, aber nicht bei dem

anfélligem Genotyp "Lemberger”.

Das Gen Anykrin2 wurde 25,1-fach induziert. Die Expression des Gens NDR1 (Non-race
specific disease resistancel) wurde 14,4-fach verstarkt. Die Verstarkung der Expression war
ebenfalls fir die Gene JAZ (Jasmonate ZIM Domain Protein, 13,9-fach) und den
Transkriptionsfaktor DREB3 (Dehydration responsive element-binding protein3, 13,6-fach)
der AP2/ERF-Familie messbar. Die Expression der Gene wurde bei "Lemberger” nicht

beeinflusst.
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Abbildung 28: Effekt der Salicylsédure-Behandlung auf die Expression verschiedener Resistenzgene von "Regent” und
“Lemberger” vier Stunden nach der Inokulation mit P. viticola. A, B: Die Gene NBS-LRR1, NBS-LRR2, Ankyrin2,
JAZ1, NPR3.1, PAL, PDF1.2, PR5, VRP1-2 und VRP1-3 wurden bei "Regent” vier Stunden nach der Inokulation mit
P. viticola und einer vorangegangen Salicylsaure-Behandlung (100 uM) in der Expression verstarkt. A — alle
Datenséatze wurden verrechnet. B — die erste biologische Durchfiihrung wurde nicht in die Berechnung einbezogen. C:
VRP1-2 und VRP1-3 wurden bedingt durch die Behandlung mit Salicylsdure bei "Regent” vier Stunden nach der
Inokulation in der Expression verstarkt. Die Expression von VRP1-1 bleibt unverdndert. Die Berechnung erfolgte fur
zwei unabhéngig biologische Wiederholungen mit je vier technischen Durchfiihrungen. Als ,,Housekeeping® Gen
wurde SAND verwendet. * Signifikant zum Niveau a = 2,5 %.

Das Pflanzen-Defensin-Gen PDF1.2 wurde bei "Regent” am stérksten induziert (65,2-fach).
Auch hier wurde die Expression bei "Lemberger” nicht verdndert. Es wurde aber auch ein Gen
des Phenylpropanoid-Stoffwechsels induziert. Die PAL (Phenylalanin ammonia lyase) wurde

41,7-fach bei "Regent” induziert. Ebenfalls wurde PR5 (Pathogensis-related Protein5) von
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"Regent” durch die Applikation von Salicylsédure und der anschlieBenden Inokulation mit P.

viticola 15,7-fach in der Expression verstarkt. PR5 von "Lemberger” blieb unveréndert.

Die vier Resistenzgene NBS-LRR1, NBS-LRR2, VRP1-2 und VRP1-3 vom NBS-LRR-Typ
wurden vier Stunden nach der Inokulation mit P. viticola und einer vorausgegangen
Applikation von Salicylsaure bei "Regent” deutlich in der Expression verstarkt. NBS-LRR1
und NBS-LRR2 wurden 24- bzw. 13,7-fach verstarkt (Abbildung 28b). Es wurden drei VRP1-
Varianten in den Genexpressionsstudien untersucht. VRP1-2 und VRP1-3 wurden 28,2- bzw.
13,4-fach induziert nach der Behandlung mit Salicylsdure. VRP1-1 dagegen blieb
unverandert. Alle VRP1-Varianten wurden nach der Inokulation mit P. viticola ohne
Vorbehandlung mit Salicylsaure nicht in ihrer Expression verandert. Die Expression der Gene
wurde auch durch die vorherige Applikation von Ethylen und Methyljasmonat nicht verandert
(Abbildung 28c). Die Resistenzgene blieben ebenso in “Lemberger” in ihrer Expression

unverandert.

Die Transkriptionsfaktoren EIN2 und ERF1 sind bei allen Genexpressionsanalysen besonders
aufgefallen. Die Amplifikationskurven des Transkriptionsfaktors konnten eindeutig den
beiden Genotypen "Lemberger” und "Regent” zu geordnet werden. ERF1 von "Regent” wies
Ct-Werte von 12 — 15 auf, dagegen wurden flr den Transkriptionsfaktor von “Lemberger” nur
Ct-Werte von 21 — 26 erreicht (Abbildung 29). Dies resultierte in einem 1000-fachen

Expressionsunterschied (siehe Abbildung 31 oben).

Amplification

2,60
2,40

2,20

} Regent

Lemberger

2,00
1,80
1,60

1,40

ARN

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40

0,20

0,00
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Abbildung 29: Amplifikationskurven der Genexpressionsanalyse von ERF1 fiir in vitro Reben von “Regent” und
“Lemberger” infiziert mit dem Plasmopara viticola.

Die verwendeten Primer waren von Leocir Welter im Rahmen seiner Doktorarbeit entwickelt
worden (Welter, 2008). Um sicher zu gehen, dass das Primerpaar auch den gewinschten
Faktor ERF1 amplifiziert, wurden die Primer bei der Datenbank Genoscope
(http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/) Uberprift (Abbildung 30). Das
Primerpaar von Leocir Welter bindet laut Annotation von Genoscope im Intron des Gens. Es
gibt allerdings auch EST-Sequenzen, die diesen Bereich mit abdecken. Um sicher zu stellen,

dass der Bereich wirklich amplifiziert wird, wurden neue Primerpaare in dem angrenzenden
Exon entwickelt.

1822 .8k 1827 .9k, 23,1k 1823 .2k 1823 .3k 1823 .4k 18273 .5k 1823 .5k 1823.7k

Chronosones
chrig

Scaffolds
scaffold_3

Genoscope annotations
GEY [YTOL1021146001

Score 60565

Genewise Uniprot
ASTHGS

Predicted protein
004681

Pathogenesiz—related genes activator PTIS
A5741

Predicted protein
A3B8L9

Putative uncharact
A2ZA99

Putative protein
AIRFPE

Predicted

Predicte
ASRREZ7

Predicte
0aLTCE
hscription Factor ERFOSS

ized protein

VYitis vinifera cDHAs

Abbildung 30: Lokalisation der Amplifikate von den Primerpaaren ERF1 (Primer von Leocir Welter, hellblau),
ERF1-1 (orange) und ERF1-2 (griin) auf dem Chromosom 10 von PN40024.

Alle 4 Primerpaare fir ERF1 wurden mittels Real-Time PCR fir in vitro Material von
"Regent” und "Lemberger” Uberpruft. Da der Expressionsunterschied auch fur nicht infiziertes
Material vorlag, wurde firr die Uberpriifung die RNA , Mock*-behandelter Proben verwendet.
Das Ergebnis zeigte, dass die Expression von ERF1 von "Regent” nicht mehr 1000-fach
erhdht war gegenliber dem Transkriptionsfaktor von “Lemberger” (Abbildung 31). Im
Gegenteil war die Expressionsrate bei "Regent” nun sogar kleiner. Allerdings zeigten alle drei
Primerpaare ERF1-1, ERF1-2 und ERF1-3 das gleiche Ergebnis.
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Abbildung 31: Links: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von ERF1 (Primer von Leocir Welter). Rechts: Ermittelte
Induktionsraten fiir ERF1-1, ERF1-2 und ERF1-3.

Um sicher zu stellen, dass das Primerpaar ERF1 sich in der Expressionsanalyse nicht von den
anderen drei Primerpaaren unterscheidet, wurde abschlieBend eine Real-Time PCR mit ERF1
und ERF1-1 durchgefuhrt. Es war deutlich erkennbar, dass ERF1 fir "Regent” zu einer
hoheren Induktion als ERF1-1 fuhrte. Fur "Lemberger” hingegen unterschieden sich die
Induktionsraten nicht (Abbildung 32). Dies zeigt, dass es bei "Regent” zwei unterschiedliche
ERF1-Varianten gibt.
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m ERF1
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10 ~

x-fache Induktion
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|l emberser ! Regent
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Abbildung 32: Ergebnis der Real-Time PCR mit ERF1 und ERF1-1 fir nicht infiziertes in vitro Material von “Regent
und “Lemberger”

3.5 Genexpressionsanalysen von Einzelloci-tragenden Genotypen

Fur die Genexpressionsanalysen der hormonellen Regulation wurde ein Primerset fiir Gene,
die an der Resistenzabwehr beteiligt sind, entwickelt (siehe Kapitel 3.4). Mit diesem Set
wurden nun Genotypen analysiert, die nach genetischen Analysen mit Merkmals-gekoppelten

Markern einen einzelnen Resistenzlocus gegen Plasmopara viticola aufweisen. Der Versuch
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sollte vor allem aufzeigen, ob Unterschiede in der Expression der Kandidatengene fur
unterschiedliche Resistenzloci existieren, d.h. ob eventuell die Pathogenabwehr
verschiedenartig ablauft. Die Untersuchung wurde mit Pflanzen durchgefihrt, die einen der
drei Resistenzloci Rpv3, Rpv10 und Rpvl2 (Rpv = Resistenz gegen Plasmopara viticola)
tragen. Die drei Loci sind unterschiedlicher genetischer Herkunft. Rpv3 wurde in der
Kreuzungspopulation "Regent” x "Lemberger” bei "Regent” identifiziert (Welter et al., 2007),
Rpv10 in einer Kreuzungspopulation von “Solaris® und dem Zuchtstamm Gf.Ga52-42
(Schwander et al., 2012) und Rpv12 in der Kreuzungspopulation 99-1-48 x "Pinot noir’
(Venuti et al., 2013). Die Resistenztrager von Rpv10 und Rpv12 stammen von der asiatischen
Wildrebe Vitis amurensis ab, welche in "Solaris” und in den Zuchtstamm 99-1-48 eingekreuzt

worden ist.

Bei dem Pflanzenmaterial handelte es sich meist um Freilandmaterial (siehe Tabelle 12).
Lediglich das Blattmaterial der fiir den Rpv10 Locus homozygoten Pflanze stammte aus dem
Gewadchshaus. Die physiologischen Bedingungen sind daher nicht mit denen von in vitro
Pflanzen zu vergleichen und der Zeitpunkt der hochsten Expression musste daher zumindest
fur eine Sorte in einem Vortest detailliert bestimmt werden. Die Wahl der Sorte fiel hierbei
auf "Regent’, da diese Sorte den Locus Rpv3 tragt und bereits in den vorangegangen Analysen
getestet worden war. Fir die Genexpressionsanalysen wurden die Zeitpunkte 0, 1, 2, 4, 6, 8
und 10 Stunden nach der Inokulation mit Plasmopara viticola ausgewahlt. Fir die
Voranalysen wurden die Primerpaare fir CZF1, EDS1, EIN2, ERF1, ERF5, Ankyrin2, Myb,
NHL10, PAL, PR10.1, PR5 und das HKG (Housekeeping Gen) GAPDH ausgewahlt. Diese
Gene wurden getestet, da sie bei den vorherigen Genexpressionsanalysen fur "Regent’
signifikant  hochreguliert gewesen waren. In der Abbildung 33 sind die
Expressionsédnderungen der verschiedenen Gene gegeniiber dem Nullzeitpunkt dargestellt.
CZF1, ERF5 und PAL waren bis zu 100-fach reprimiert. Dagegen war bei den Genen EIN2
und ERF1 eine 4 — 13-fache Verstarkung der Expression erkennbar. Nach sechs bzw. acht
Stunden war die Induktion am stérksten. In Folge dessen wurde als Zeitpunkt der
nachfolgenden Analyse die Probennahme acht Stunden nach der Inokulation mit Plasmopara

viticola vorgenommen.
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Tabelle 12: Genotypen mit einem einzelnen genetisch definierten Plasmopara-Resistenzlocus (Rpv3, Rpv10 oder Rpv12) mit den Angaben zu den Eltern und ihrer Akzessionsnummer im

Rebsortiment.

Nr.  Kultivar Elter 1 Elter 2 Akzessions-Nr. Rpv
1 GfGa-52-42 Bacchus Weiss Villard Blanc DEU098-2010-069 3
2 Galja Seibel 13666 Aleatico DEU098-1988-076 3
3 Regent Diana Chambourcin DEU098-1980-701 3
4 310 GfGa- 52- 42 Solaris 2008-059-310 3
5 347 GfGa- 52- 42 Solaris 2008-059-347 3
6 Rpv10 Homozygot Solaris 2000-305-0051 2011-003-013 10
7 Olimpijec Cabernet Sauvignon x Muskat Donskoj Stepnyak DEU098-1993-093 10
8 Rondo Zarya Severa Saint Laurent DEU098-1998-008 10
9 Severnyi Seyanets Malengra V. amurensis Ruprecht DEU098-1993-151 10
10 Solaris Merzling Geisenheim 6493 DEU098-2001-044 10
11 316 GfGa- 52- 42 Solaris 2008-059-316 10
12 Agat Donskoi Zarya Severa x Dolores Russkii Rannii DEU098-2007-003 12
13 Droujba Misket Kailachki Zarya Severa X Muscat Hamburg DEU098-1990-161 12
14 Kunbarat Vitis amurensis x Vitis vinifera Italia DEU098-1988-060 12
15 Kunleany V. amurensis x V. vinifera Afus Ali DEU098-1988-061 12
16 Michurinets V. amurensis Ruprecht Getsh DEU098-1993-025 12

uadAlouss) uspuabe.l-190||azulg UOA uasAjeuesuoissaidxauas) :assiugabig
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Abbildung 33: Induktion der verschiedenen Kandidatengene fiir Resistenz bei "Regent” zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Infektion mit Plasmopara viticola. Hpi = hours past inoculation

Fur den Hauptversuch wurde das stabilste HKG mit dem Programm Normfinder (Andersen et
al., 2004) bestimmt (Tabelle 13). Die Analyse zeigte, dass SAND und UBQ die stabilsten
HKGs sind. Fur die weitere Auswertung wurden daher UBQ als HKG verwendet.

Tabelle 13: Stabilitatswert und Standardabweichung ausgewéhlter Gene bestimmt mit dem Programm Normfinder
(Andersen et al., 2004).

Gene Name Stabilitatswert Standardabweichung
Actin 0,593 0,032
GAPDH 0,519 0,030
TGA2.1 0,387 0,026
TGA2.2 0,448 0,027
SAND 0,459 0,028
UBQ 0,437 0,027

In den folgenden Auswertungen werden die verschiedenen Genotypen aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur noch mit Zahlen aufgefiihrt. In der Tabelle 12 ist die Zuordnung
aufgefuhrt. Die Nummern 1 — 5 besitzen den Rpv3-Locus, 6 — 11 den Rpv10-Locus und
12- 16 den Rpv12-Locus.

Fur alle Proben wurde der Nullzeitpunkt von Gf.Ga-52-42 als Referenz gewahlt. Der
Ubersicht halber werden hier auch die Daten fiir die Expressionsanderung der Gene Actin,
GAPDH und SAND vorgestellt (Abbildung 34). Diese waren neben UBQ auch sehr stabil in
der Analyse mit Normfinder. SAND wies leichte Schwankungen auf, war aber nicht induziert.
Fur GAPDH dagegen war erkennbar, dass die Expression in allen Versuchen nach acht
Stunden verringert war. Actin war weitgehend stabil, aber insgesamt in der Expression leicht

vermindert.
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Abbildung 34: Induktion der Housekeeping Gene (Actin, GAPDH, SAND und UBQ) fiir die 16 Einzelloci-tragenden
Genotypen zu dem Nullzeitpunkt, sowie acht Stunden nach der Infektion mit Wasser oder Plasmopara viticola.

Im Weiteren kénnen auf Grund des groen Umfangs nicht alle Ergebnisse fir alle getesteten
Gene vorgestellt werden. Der Fokus liegt daher auf den Genen NBS-LRR1, NBS-LRR2, EIN2,
ERF1, NPR3.1, PR2, RAR1, SEBF, Whyl und WRKY57. Die vollstdndigen Ergebnisse sind im

Anhang 6 in Tabellenform aufgefihrt.
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Die beiden Gene NBS-LRR1 und NBS-LRR2 erwiesen sich in den Genotypen mit Rpv10-
Locus immer als starker exprimiert, als in den Genotypen mit Rpv3 oder Rpv12 (Abbildung
35). Dies zeigt, dass die mRNA der Gene NBS-LRR1 und NBS-LRR2 bei Pflanzen mit dem

Rpv10 Locus immer in einer viel groReren Menge vorlag.
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Abbildung 35: Induktion der Gene TC153646 (NBS-LRR1) und TC145078 (NBS-LRR?) fiir Einzelloci (Rpv3, Rpv10
und Rpv12)-tragender Genotypen zum Nullpunkt sowie acht Stunden nach der Infektion mit Plasmopara viticola bzw.
Wasser (Mock).

Um sicher zu stellen, dass die beiden Gene bei anfélligen Pflanzen ohne Resistenzlocus nur
wenig exprimiert werden, wurde ein weiteres Experiment durchgefuhrt. Hierfiir wurden
Blatter vom Zuchtstamm Gf.Ga-52-42, der Rpv10 Homozygoten, “Solaris” (alle drei resistent)
und der anfalligen Sorte "Riesling” gesammelt. Die Blatter wurden nicht infiziert direkt in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Es wurde der Nullzeitpunkt vom Zuchtstamm
Gf.Ga-52-42 als Referenz verwendet. Das Ergebnis zeigte, dass NBS-LRR1 und NBS-LRR2
bei der Rpv10-Homozygoten und “Solaris” wesentlich starker exprimiert (mind. 12,8-fach
bzw. 4,9-fach) waren. Bei "Riesling” dagegen war keine bzw. nur eine schwache Aktivierung
erkennbar. NBS-LRR1 und NBS-LRR2 wurden bei Rpv10-Trégern mindestens fiinfmal starker

exprimiert als bei Genotypen ohne diesen Locus (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Expression der Gene NBS-LRR1, NBS-LRR2 und Ubiquitin (UBQ) fur die Genotypen Gf.Ga-52-42, die
Homozygote fiir den Rpv10-Locus, Riesling und Solaris ohne Inokulation.

Einige Gene waren acht Stunden nach der Inokulation deutlich in ihrer Expression reprimiert.
Hierflr sind SEBF (silencing elemental binding factor) und Why1 als Beispiele aufzufiihren
(Abbildung 37). Beide Gene waren im Vergleich zum Nullzeitpunkt nur noch bis zu einem
Hundertstel exprimiert, z. B. bei Gf.Ga-52-42 (1), "Severnyi” (9) oder "Kunbarat™ (14). Fir die
Rpv10 Homozygote (6) hingegen trat keine Repression auf.
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Abbildung 37: SEBF und Why1 werden acht Stunden nach der Infektion mit Plasmopara viticola oder Wasser (Mock)
reprimiert.

Einige Primer erwiesen sich nicht fir alle Genotypen als funktionsfahig. Dies ist
wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass die Weinrebe eine sehr hohe Diversitat in ihrem
Genom und somit auch Sequenzvariation an den Primerbindestellen aufweist (Emanuelli et
al., 2013; Le Paslier et al., 2013). Vor allem das Primerpaar fir das Gen WRKY57
funktionierte lediglich fir die drei Genotypen Gf.Ga-52-42, "Olimpijec” und "Droujba’

(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Ergebnis der differentiellen Genexpressionsanalysen von WRKY57 fiir die 16 Einzelloci-tragenden
Sorten.

Die Expression von NPR3.1 ergab Unterschiede, die nicht auf den entsprechenden
Resistenzlocus zurickzufiihren waren (Abbildung 39). In den Genotypen "Galja” (2),
Homozygot Rpv10 (6), "Severnyi” (9), "Solaris” (10) und "Droujba” (13) wurde NPR3.1 im
Vergleich mit Gf.Ga-52-42 (1) nur mit dem Faktor 0,01 exprimiert.
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Abbildung 39: NPR3.1 wird bei den Genotypen “Galja” (2), Homozygot Rpv10 (6), “Severnyi” (9), “Solaris” (10) und
"Droujba” (13) im Vergleich zu Gf.Ga-52-42 (1) kaum exprimiert.

Besonders die PR-Proteine wurden acht Stunden nach der Infektion hochreguliert. Am
deutlichsten ausgeprégt war dieses Phanomen bei PR2 (Abbildung 40), welches zum Teil
30-fach gegeniiber dem Nullzeitpunkt induziert war. Nicht alle Genotypen zeigten das gleiche
Expressionsmuster. Die Homozygote Rpv10 (6) zeigte acht Stunden nach der Infektion eine
vergleichsweise geringe vierfache Induktion auf.

Neben der hoheren bzw. niedrigeren Expression der untersuchten Gene sollte auch analysiert
werden, ob eine Hochregulation von Genen durch den Pathogenbefall erfolgte. Um dies zu
untersuchen, wurde die ,,Mock*“-Kontrolle jedes Genotyps als Referenz fiir diesen gesetzt. Als
HKG wurde auch hier wieder UBQ verwendet. Die Gene NBS-LRR1 (TC153646) und NBS-
LRR2 (TC145078) zeigten unter Anwendung der o. g. Parameter keine Expressionsunter-
schiede mehr (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 40: Stressinduktion von PR2 kann acht Stunden nach der Infektion mit Plasmopara viticola, aber auch bei
der Kontrolle (Mock) beobachtet werden.

Hingegen blieben die Unterschiede von SEBF und Why1 erhalten. Die Expression war acht
Stunden nach der Inokulation deutlich inhibiert (Abbildung 41). PR2 wurde induziert
(Abbildung 41). Insgesamt gesehen wurden zwischen den Proben acht Stunden nach der
Inokulation kaum signifikante Unterschiede unabh&ngig von der Behandlung mit Wasser bzw.

der Sporangiensuspension nachgewiesen.
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Abbildung 41: Induktion der Gene SEBF, Whyl und PR2 nach der differentiellen Genexpressionsanalyse fur 16
Einzelloci-tragende Genotypen.
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Insilico Analyse von Promotorbereichen

Die Rebe weist eine hohe Diversitat in ihren Genom auf (Emanuelli et al., 2013; Le Paslier et
al., 2013). Dies war auch bei den untersuchten Promotorbereichen von ERF1, ERF5, MYBB,
WRKY7, WRKY33 und PR10.1 erkennbar. Die ermittelte durchschnittliche SNP (single
nucleotid polymorphism) Frequenz entspricht den Daten fiir nicht-codierende Regionen von
Vitis vinifera (Lijavetzky et al., 2007; Riahi et al., 2013a; Riahi et al., 2013b) oder Zea mays
(Ching et al., 2002). Die Haufigkeit von Insertions-/Deletionsereignissen variiert stark. Die
hier beobachtete Rate von 1/210 ist vergleichbar mit den Raten von Mais (1/126-1/186 bp;
(Ching et al., 2002; Jones et al., 2009), Apfel (1/133 bp; (Micheletti et al., 2011)),
Sonnenblume (1/277 bp; (Kolkman et al., 2007)) und der Rebe (1/450; (Velasco et al., 2007)).
Im Gegensatz zu Melone (1/3009 bp; (Deleu et al., 2009)) und Pfirsich (1/4189 bp; (Aranzana
et al., 2012)) ist die beobachtete Rate fiir Insertions-/Deletionsereignisse wesentlich kleiner.
Bedingt durch die hohe Variabilitat im Genom konnen auch die Primerbindestellen, welche
von der Referenzsequenz abgeleitet wurden, in ihrer Sequenz variieren. Dies kdnnte eine
Ursache fiir die fehlgeschlagenen Amplifikationen der Promotoren sein. Die untersuchten
Transkriptionsfaktoren (z.B. ERF5, WRKY33 oder MYBB) gehdren zu grofRen Genfamilien.
Bislang sind 98 WRKY Transkriptionsfaktoren (Velasco et al., 2007) und 279 MYB
Transkriptionsfaktoren bei der Weinrebe (Bogs et al., 2007; Czemmel et al., 2009; Holl et al.,
2013; Huang et al., 2014; Velasco et al., 2007) beschrieben. Diese weisen eine sehr hohe
Ahnlichkeit untereinander auf. Aufgrund dessen, war es moglich mit den Primerpaaren die
Promotorbereiche mehrerer WRKY - oder MY B-Faktoren zu amplifizieren. Dies resultierte in

einer erhdhten Anzahl an Promotorvarianten.

Die Analyse der cis-regulativen Elemente fiir den PR10.1 Promotor zeigte, dass mehrere
potentielle Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren der WRKY -, ERF- und MY B-Familien
vorliegen. Es wurde gezeigt, dass die W-Box (TGAC) fur WRKY-Transkriptionsfaktoren
(Eulgem et al., 2000; Rushton et al., 1996; Zhang et al., 2004), ERE (TAAGAGCCGCC,
Ethylene responsive element) fir ERF-Transkriptionsfaktoren (Itzhaki et al., 1994; Rawat et
al., 2005; Tapia et al., 2005; Van der Does et al., 2013) und MBS (MYB binding site) -
Element fir MYB-Faktoren (Maeda et al., 2005; Solano et al., 1995; Urao et al., 1993)
Bindestellen darstellen. Dies sind Hinweise auf mogliche Interaktionspartner des PR10.1

Promotors.
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Zusétzlich wurden auch cis-regulative Elemente identifiziert, welche die Expression
verringern. Die Bindestelle fiir SEBF (silencing elemental binding factor) wurde bereits fir
den PR10-Promotor der Kartoffel charakterisiert (Boyle & Brisson, 2001). Im
nichtinduzierten Zustand der Pflanze ist SEBF an den Promotor gebunden. In Folge dessen
kann der Transkriptionsapparat nicht an den Promotor binden und es wird kein PR10 gebildet.
Dieses Element wurde auch hier bei der Rebe identifiziert und fehlt lediglich bei dem Allel B
des PR10.1 Promotor von "Regent’, welcher vom resistenten Elter "Chambourcin” abstammt.

4.2 Transkriptionelle Regulation von PR10.1

Der duale Luciferaseassay ist eine gut etablierte Methode zur Analyse der transkriptionellen
Regulation von Promotoren (Bogs et al., 2007; Czemmel et al., 2009; Deluc et al., 2008;
Walker et al., 2007). Der PR10 Promotor wurde u.a. bereits fir Pinus monticola (Liu &
Ekramoddoullah, 2003; Liu et al., 2005; Liu et al., 2013), Asparagus officinalis (Mur et al.,
2004), Malus x domesticus (Plhringer et al., 2000) und Solanum tuberosum (Boyle &
Brisson, 2001; Gonzalez-Lamothe et al., 2008; Vaas et al., 2013) untersucht. Es wurde hierbei
festgestellt, dass der PR10-Promotor durch Verwundung (Liu et al., 2005; Mur et al., 2004),
Stress (Puhringer et al., 2000; Vaas et al., 2013) oder Pathogenbefall (Liu et al., 2005; Mur et
al., 2004; Puhringer et al., 2000) induzierbar ist. Fir den PR10 Promotor von Solanum
tuberosum wurde gezeigt, dass der Promotor nach Pathogenbefall durch den Whirly-
Transkriptionsfaktor Why1, welcher an das cis-regulative Element ERE bindet, induzierbar ist
(Desveaux et al., 2000; Gonzalez-Lamothe et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PR10.1 durch die
Transkriptionsfaktoren WRKY33, ERF5 und CZF1 positiv reguliert wird. Die positive
Regulation erfolgte sowohl bei "Regent” als auch bei "Lemberger”. Der Transkriptionsfaktor
MYBB konnte den Promotor von PR10.1 nur dann regulieren, wenn der Transkriptionsfaktor
von “Lemberger” mit dem Resistenz-vermitteltem Allel des Promotors von “Regent’
zusammen kam. Diese Kombination kommt aber in der Natur nicht vor, daher ist es

wahrscheinlich, dass MYBB die Transkription von PR10.1 nicht regulieren kann.

4.3 Analyse des Transkriptionsfaktors ERF5

Der Transkriptionsfaktor ERF5 spielt eine Rolle in der Pathogenabwehr (Moffat et al., 2012;
Welter, 2008). Bei A. thaliana konnte sogar gezeigt werden, dass ERF5 an der Chitin-
induzierten angeborenen Immunabwehr beteiligt ist (Son et al., 2011). In der Weinrebe gibt es
zwei ERF5-Varianten. Diese wurden als ERF5-PN1 (kurz: ERF5-1) und ERF5-PN2 (kurz:
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ERF5-2) bezeichnet. Beide Varianten sind auf dem Chromosom 16 des Genoms lokalisiert.
Es konnte gezeigt werden, dass beide Varianten bei "Regent” und "Lemberger” vorkommen.
AuRerdem wurde gezeigt, dass beide ERF5-Varianten sechs Stunden nach der Inokulation mit
P. viticola bei in vitro Pflanzen von "Regent” und "Lemberger” in der Expression verstarkt
werden. Die Expression von ERF5 von "Regent” wird auch nach der Inokulation mit
E. necator induziert (Welter, 2008). Dies zeigt, dass ERF5 der Weinrebe an der
Resistenzabwehr gegen verschiedene Pathogene beteiligt ist. In der vorliegenden Arbeit
wurde festgestellt, dass bei "Regent” die Expression von ERF5-1 wesentlich starker induziert
wird als die Expression von ERF5-2. Bei "Lemberger” hingegen werden beide Varianten
gleich schwach induziert. Dies deutet daraufhin, dass ERF5-1 eine wichtigere Rolle bei der
Pathogenabwehr einnimmt. Um diese Hypothese zu Uberprifen, sollte ein anfélliger Genotyp
mit dem Kkonstitutiv exprimierten ERF5-Varianten von "Regent” und "Lemberger” stabil
transformiert werden. Da bisher nicht bekannt ist, welche Gene ERF5 reguliert, wére eine
Alternative der Knockout der ERF5-Varianten in "Regent” Uber einen RNAi-Ansatz. Eine
anschlieBende Infektion mit P. viticola oder E. necator kénnte zeigen, welche ERF5-Variante
einen Einfluss auf die Resistenz hat.

4.4 Assoziationsanalysen fur SNP-Daten der Core-Kollektion von

resistenten Weinreben

SNP-Marker sind ein leistungsstarkes Werkzeug zur Unterstiitzung der Marker-gestitzten
Selektion. Ihr Vorteil gegeniiber SSR (single sequence repeat) — Markern besteht in der
hoheren Verfligbarkeit und Stabilitat (Lijavetzky et al., 2007). SNP-Marker werden immer
h&aufiger in der Weinrebe eingesetzt (Lijavetzky et al., 2007; Miller et al., 2013; Myles et al.,
2010; Salmaso et al., 2008; Troggio et al., 2007; Vezzulli et al., 2008) und kénnen ebenfalls
Gen-basierte Marker zur Identifizierung von Kandidatengen, die mit einem QTL assoziiert
sind, liefern (Rafalski, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzdaten der Promotorbereiche von ERF1,
PR10.1 und MYBB fir die Entwicklung von SNP-Markern verwendet. Es wurden zwei
Marker fur ERF1, sechs fir PR10.1 und ein Marker fir MYBB entwickelt. Diese Marker
wurden zur Genotypisierung einer ,,Core collection® von resistenten Weinreben verwendet.

Fir 98,8 % konnten Daten ermittelt werden, die fir Assoziationsstudien verwendet wurden.

Es wurden die Resistenzmerkmale Befall an Blattern und Beeren mit E. necator und

P.viticola in den Assoziationsanalysen untersucht. Flr die meisten Genotypen lagen
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Boniturdaten fur die Befallsstarken in den Jahren 1989 — 2008 vor. Die Daten des Jahres 2003
wurden aufgrund der extremen Wetterbindungen in diesem Jahr fur die Assoziationsanalysen
ausgeschlossen. Die Berechnung der Assoziationen erfolgte mit TASSEL, einem héufig
genutztem und etablierten Programm zur Ermittlung von Assoziationen (Bradbury et al.,
2007). Die ermittelten Assoziationen wurden dann als signifikant gewertet, wenn sie fr
mindestens zwei Jahre bestimmt werden konnten. Assoziationen, die nicht reproduzierbar
sind, deuten daraufhin, dass eventuell die allgemeinen Umweltbedingungen in einem Jahr
stark vom Mittel abgewichen sind. Weitere Ursachen konnten der variierende Zeitpunkt der

Bonitur oder die leicht variierende Einschatzung der bonitierenden Personen sein.

Die Assoziation des SNP-Markers 36 (ERF1-P-SNP819) mit den Resistenzmerkmalen
Erysiphe-Befall auf Blattern und Plasmopara-Befall auf Beeren war fir drei Jahre sowie den
Mittelwert (ber alle Jahre reproduzierbar. Der SNP befindet sich im Promotorbereich des
Transkriptionsfaktors ERF1. In unmittelbarer N&he befinden sich zwei weitere SNPs, welche
von Myles et al. (2010) identifiziert worden sind (siehe Abbildung 42). Dies ist ein Hinweis
darauf, dass dieser Bereich des Genoms einem starken Selektionsdruck ausgesetzt war. Der
Transkriptionsfaktor ERF1 gehért zur AP2/ERF-Familie. Die Uberexpression von ERF1 fiihrt
bei der Tomate (Solanum lycopersicum) zu einer erhéhten Resistenz der Fruchte gegen das
Pathogen Rhizopus nigricans (Pan et al., 2013) und bei A. thaliana zu einer erhdhten
Resistenz gegen Botrytis cinerea, Plectospaerella cucumerina, Fusarium oxysporum sp.
conglutinans and F. oxysporum f. sp. lycopersici (Berrocal-Lobo et al., 2002; Berrocal-Lobo
& Molina, 2004). AuRerdem kommt es zur Induktion der Expression durch die Phytohormone
Jasmonsaure und Ethylen bei A. thaliana (Lorenzo et al., 2003). ERF1 spielt somit eine
wichtige Rolle bei der Pathogenabwehr von Pflanzen. Die Assoziation deutet darauf hin, dass
ERF1 auch bei der Weinrebe eine wichtige Rolle bei der Pathogenabwehr einnimmt. (Licausi
et al., 2010) haben alle Gene der AP2/ERF Familie in Vitis vinifera genomisch und
transkriptomisch analysiert. Der Faktor VVERFO75 entspricht dem korrespondierenden Gen
zu dem hier untersuchten ERF1-Promotor. Zhu et al. (2013) zeigten, dass VpERF3 zu 80,3%
identisch mit VVERFOQ75 ist. Sie konnten auBerdem zeigen, dass die Expression von VpERF3
durch Salicylsaure, Methyljasmonat und Ethylen induziert wird und die Uberexpression von
VPERF3 in transgenem Tabak zu einer erhdhten Resistenz gegen die Pathogene Ralstonia

solanacearum und Phytophtora parasitica fihrt.
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Ensembl Plants Vitis vinifera version 74.3 (IGGP_12x) Chromosome 10: 1,821,140 - 1,821,200

Abbildung 42: Lokalisation des SNPs 36 (ERF1-P-SNP819, rote Markierung) im Promotorbereich des
Transkriptionsfaktors ERF1 auf Chromosom 10 der Referenzsequenz von PN40024
(http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Info/Index). In unmittelbarer Néhe befinden sich zwei SNPs (schwarze
Markierung), welche von Miller et al. (2013) und Myles et al. (2010) untersucht worden sind.

Lediglich fur den Marker 35 (PR10-P-SNP2138) liegt ein Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
vor, d.h. alle anderen Marker unterlagen einem Selektionsdruck, der zu Verschiebungen im
HWG fuhrt. Dieser Selektionsdruck kann sich z.B. in der Ausbildung von SNPs
widerspiegeln und daher auch mit Resistenzmerkmalen assoziiert sein. Der SNP-Marker 35
unterlag keiner Selektion und sollte daher nicht flir weitere Assoziationsstudien verwendet

werden.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass der SNP-Marker ERF1-P-SNP819 (36) mit dem
Merkmal Erysiphe-Befall auf Bléattern und Plasmopara-Befall auf Beeren assoziiert ist. Der
SNP-Marker PR10-P-SNP2138 (35) scheint fur weitere Assoziationsstudien weniger
geeignet, da hier ein Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vorlag.

4.5 Hormonelle Regulation von Resistenzgenen

Die beste Methode fur die Bestimmung der Genexpression ist aktuell die quantitative Real-
Time PCR (gRT-PCR), aufgrund der Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit (Bustin, 2002;
Bustin, 2000; Derveaux et al., 2010). Fir die Normalisierung der Genexpressionsdaten sollten
Referenzgene, sogenannte Housekeeping Gene (HKG), verwendet werden. Es wurden bereits
umfangreiche Studien zur Bestimmung der optimalen HKGs fiir Genexpressionsstudien an
der Weinrebe nach der Inokulation mit Plasmopara viticola durchgefihrt (Monteiro et al.,
2013; Selim et al., 2012). Selim et al. (2012) identifizierten Actin, GAPDH (Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase), SAND (Protein der SAND-Familie) und UBQ (Ubiquitin C) als
die stabilsten HKGs. Daher wurden diese Gene auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.
Die Studie wurde mit Gewéchshauspflanzen durchgefuhrt und die Probennahme erfolgte
Tageweise. Der friihe Zeitpunkt der Genexpression wurde von Monteiro et al. (2013)
betrachtet. Hier stellte sich heraus, dass GAPDH, EFla und UBQ am stabilsten waren fiir
"Regent’. In beiden Analysen wurde jedoch nicht mit Phytohormonen gearbeitet, daher wurde
die Stabilitdt der HKG mit Hilfe des Programms Normfinder (Andersen et al., 2004) fur die
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hier vorgenommenen Versuche neu bestimmt. Es stellte sich heraus, dass SAND am stabilsten
war (Tabelle 14).

Tabelle 14: Bestimmung der Stabilititswerte und Standardfehler der Expression der ,,Housekeeping“-Gene mit
Normfinder (Andersen et al., 2004).

Gen Stabilitatswert Standardfehler
Actin 0,555 0,032
GAPDH 0,437 0,027
SAND 0,346 0,024
uBQ 0,518 0,030

Differentielle Genexpressionsstudien wurden fir Weinreben, die mit P. viticola inokuliert
worden sind, bereits durchgefiihrt (Casagrande et al., 2011; Chong et al., 2008; Figueiredo et
al., 2012; Kortekamp, 2006; Kortekamp et al., 2008; Malacarne et al., 2011; Polesani et al.,
2010). Figueiredo et al. (2012) untersuchten die Zeitpunkte sechs und zwolf Stunden nach der
Inokulation mit P. viticola. Ein friherer Zeitpunkt (4 hpi) wurde bisher nur von Fung et al.
(2008) untersucht. Bisher gab es noch keine Studien zu den ganz friihen Zeitpunkten. Diese
wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die Genexpressionsstudien wurden
vergleichend flr "Regent” (resistent) und "Lemberger” (anfallig) zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 4,
6 und 24 Stunden nach der Inokulation mit P. viticola durchgefiihrt. Bereits eine Stunde nach
der Inokulation wurden die Transkriptionsfaktoren WRKY33 und ERF5 bei "Regent” induziert.
WRKY33 war auch zwei Stunden nach der Inokulation noch 3,3-fach induziert. Es wurde
bereits gezeigt, dass beide Transkriptionsfaktoren auch nach der Inokulation mit Erysiphe
necator induziert werden (Welter, 2008). Dies deutet daraufhin, dass die
Transkriptionsfaktoren an der allgemeinen Pathogenabwehr beteiligt sind. Vier Stunden nach
der Inokulation mit P. viticola ist keine Induktion mehr messbar. Es ist moglich, dass durch
das Vorhandensein eines Effektors von P. viticola die PTI unterbunden wird. Sechs Stunden
nach der Inokulation wurden die beiden Transkriptionsfaktoren CZF1/ZFAR1 und ERF5
aktiviert. Dies spricht dafur, dass nur die Immunantwort, welche durch Effektoren ausgel6st
wird, aktiv ist. AuBerdem wurde die Expression von PR10.1 7,6-fach induziert. Diese
Induktion der Gene konnte nur bei "Regent” beobachtet werden. Wie bereits gezeigt, kann
PR10.1 durch die Transkriptionsfaktoren WRKY33, CZF1/ZFAR1 und ERF5 reguliert werden.
WRKY33 und ERF5 waren bereits eine Stunde nach der Inokulation induziert. Die Gene
wurden nun in Proteine umgeschrieben und koénnten die Expression von PR10.1 induzieren.
Fir den weiteren Verlauf wére es gut, weitere Zeitpunkte zwischen 6 und 12 hpi zu

untersuchen. Dies kdnnte Hinweise auf den weiteren Verlauf geben.
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Gene EIN3 (Ethylene insensitive 3), MPK4
(Mitogen-activated Proteinkinase 4), Myc2, RAR1 (required for Mlal2 resistance), SGT1
(suppressor of the G2 allele of skpl), TGA2.2, Whyl und WRKY7 Uberhaupt nicht in der
Expression nach der Inokulation mit P. viticola verdndert wurden. Daran anderte auch die
vorherige Applikation eines Phytohormons wie Salicylsdure, Methyljasmonat und Ethylen
nichts. Die Gene JAR (Jasmonate resistent), NPR1 (Nonexpressor of PR-Proteins), NPR3.2,
und TGA2.1 wurden nur sehr geringflgig in ihrer Expression beeinflusst. NPR1 spielt eine
wichtige Rolle bei der Pathogenabwehr der Weinrebe gegen E. necator (Le Henanff et al.,
2009; Le Henanff et al., 2011). Le Henanff et al. (2009) konnten jedoch auch zeigen, dass
NPR1 in der Weinrebe nach der Inokulation mit P. viticola zu den Zeitpunkten 12, 24, 48, 72,
102 und 168 hpi nicht in der Expression verandert wurde. In der vorliegenden Arbeit konnten
nun gezeigt werden, dass NPR1 auch nicht nach ein, zwei, vier, sechs oder 24 Stunden nach
der Inokulation mit P. viticola in der Expression verandert wurde. Somit steht fest, dass NPR1
keine bedeutende Rolle bei der Abwehr gegen P. viticola spielt. In A. thaliana kann NPR1 mit
TGAZ2 interagieren (Despres et al., 2000; Fan & Dong, 2002; Johnson et al., 2008). (Wu et al.,
2012) zeigten aulerdem, dass NPR1 der Rezeptor flr Salicylsdure ist. In Folge der
Salicylséure-Perzeption bildet NPR1 einen Dimer und interagiert dann mit TGA2. In der
vorliegenden Arbeit wurden die beiden Transkriptionsfaktoren TGA2.1 und TGA2.2
analysiert. Beide Faktoren werden wie NPR1 nicht wesentlich reguliert. Dies zeigt noch
deutlicher, dass die bekannte Signaltransduktionskaskade, eingeleitet durch das Phytohormon
Salicylséure, von A. thaliana nicht auf die Pathogenabwehr gegen P. viticola in der Weinrebe
Ubertragbar ist. SGT1 und RARL1 sind essentiell fur die ETI (Effector-triggered immunity)
ausgelost durch Resistenzgene (Azevedo et al., 2002; Botér et al., 2007; Meldau et al., 2011;
Peart et al., 2002; Shen et al., 2003; Takahashi et al., 2003). Beide Gene wurden allerdings
nicht nach der Inokulation mit P. viticola verstérkt. Dies deutet daraufhin, dass eventuell
andere Gene bei der Weinrebe fiur die ETI gegen Plasmopara benétigt werden. Ein weiteres
Gen, das nicht in der Expression beeinflusst worden war, ist JARL. JAR1 katalysiert die
Bildung von JA-lle (Jasmonyl-Isoleucin), welches die endogen aktive Form der Jasmonséure
darstellt (Fonseca et al., 2009; Staswick & Tiryaki, 2004; Staswick, 2008). In Folge dessen
kommt es zur Ubiquitinierung des JAZ-Repressoms, wodurch der Abbau im Proteosom
eingeleitet wird (Pauwels & Goossens, 2011). Anschliefend kommt es zur Expression
verschiedener Transkriptionsfaktoren u.a. Myc2, dessen Expression in der vorliegenden
Arbeit aber stets gleichbleibend war. Dies deutet daraufhin, dass der Jasmonat-Signalweg

nicht aktiviert wurde. Song et al. (2014) zeigten, dass EIN3 die Expression von Myc2
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hemmen kann, sowie Myc2 die Expression von EIN3. Aber auch EIN3 zéhlt zu den Genen,
die nicht verandert wurden. EIN3 ist im Ethylen-Signalweg lokalisiert. Somit kann
festgehalten werden, dass die Signaltransduktionswege, eingeleitet durch Methyljasmonat und
Ethylen zur Pathogenabwehr, wie sie bei A. thaliana bekannt sind, in der Pathogenabwehr

von P. viticola wahrscheinlich nicht aktiviert werden.

Die in vitro Pflanzen wurden mit dem Phytohormon Ethylen vorbehandelt. Ethylen ist
gasformig und l&sst sich daher schlecht applizieren. Eine gut erprobte Alternative stellt
Ethephon dar (Brederode et al., 1991; Ugare et al., 2013; Zhu et al., 2013). Ethephon setzt
Ethylen erst frei sobald der pH-Wert Uber 3,5 ansteigt. Allerdings wiesen die Werte der
differentiellen Genexpression nach Ethylenapplikation groRe Schwankungen auf. Dies kdnnte
darauf zurtickgefiihrt werden, dass die Kulturgefalie zu jeder Probenahme getffnet wurden.
Die Dauer der Probenahme variierte bei jedem Glas, so dass immer auch eine
unterschiedliche Menge an Ethylen entweichen konnte. Die Behandlung mit Methyljasmonat
fihrte wieder zu stabileren Werten, allerdings war hier kein deutlicher Effekt erkennbar.

Daher wurden diese Daten nicht weiter erlautert.

Die Applikation von Salicylséure vor der Inokulation von P. viticola fuhrte zur kompletten
,Umprogrammierung™ der Transkription. Vier Stunden nach der Inokulation wurde eine
Verstarkung der Gene PAL, PDF1.2 und PR5 bei "Regent’, aber nicht bei "Lemberger
nachgewiesen. PAL ist das Schlusselenzym des Phenylpropanoid-Stoffwechsels zur Bildung
von Sekundarmetaboliten, z.B. Zimtsaure, eine Vorstufe der Salicylsdure. Wen et al. (2005)
konnten bereits zeigen, dass die Expression der PAL durch Salicylsdure in Beeren induziert
werden kann. Dieser Versuch zeigte nun auch noch, dass die PAL auch in den Bl&ttern durch
Salicylséure induziert wurde. PDF1.2 ist durch das Phytohormon Methyljasmonat induzierbar
(Brown et al., 2003; Manners et al., 1998) und die Expression wird durch Salicylsaure
unterdriickt (Ndamukong et al., 2007). Dies zeigt, dass die Pathogenabwehr von Arabidopsis
nicht auf die Weinrebe Ubertragbar ist. PR5 gehort zu einer weitverbreiteten Gruppe von
Abwehrproteinen, die eine groRe Ahnlichkeit zu Thaumatin aufweisen (Liu et al., 2010). Eine
bekannte Funktion von PR5 ist die fungizide Wirkung. Diese wurde bereits flr verschiedene
Pathogene wie Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Phomopsis viticola und Elsinoe
ampelina (Chu & Ng, 2003; Jayasankar et al., 2003; Monteiro et al., 2003). Die Gene
PDF1.2, PAL und PR5 werden durch Salicylsdure und die anschlieBende Inokulation mit

P. viticola induziert.
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Durch die Salicylsaure-Applikation wurde auch die Expression von JAZ induziert. Diese
Gene sind normalerweise an der Pathogenabwehr, die durch Methyljasmonat vermittelt wird,
beteiligt. Im nicht induzierten Zustand binden JAZ-Proteine als Repressoren an Promotoren
z.B. von Myc2 und ORA59 (Sheard et al., 2010). Die induzierte Expression flihrt somit zu

einer Unterdriickung des Methyljasmonat-Wegs.

Ankyrin2 ist durch eine Ankyrin-Domane charakterisiert. Diese Domane ist ein funktionell
essentieller Bestandteil von NPR1. Die differentiellen Genexpressionsstudien zeigten, dass
NPR1 nicht induziert wird. NPR1 ist aber der Hauptfaktor der Salicylsdure-vermittelten
Pathogenabwehr (Durrant & Dong, 2004; Koornneef & Pieterse, 2008). Im Gegensatz zu
NPR1 wurde Ankyrin2 in der Expression verstarkt. Dies deutet daraufhin, dass bei der

Weinrebe Ankyrin2 die Rolle von NPR1 einnehmen kénnte.

Salicylséure ist einer der Ausloser der SAR (Systemic acquired resistance). Nach der
Erkennung des Pathogens kdnnen so die nicht befallenen Pflanzenzellen gewarnt werden. Ein
moglicher Effekt der SAR kodnnte sein, dass die nicht infizierten Zellen die Expression von
NBS-LRR Genen induzieren. Dieser Effekt konnte hier fir NBS-LRR1, NBS-LRR2, VRP1-2
und VRP1-3 beobachtet werden. Bevor die in vitro Pflanzen mit Plasmopara viticola
inokuliert wurden, wurden die Pflanzen mit Salicylséure bespriiht. Vier Stunden nach der
Inokulation war eine Verstarkung der Induktion fur die vier NBS-LRR Gene bei "Regent
messbar. Bei "Lemberger” wurde die Expression der Gene nicht induziert. NBS-LRR1 und
NBS-LRR2 wurden im Bereich des Resistenzlocus Rpv10 identifiziert. Die Tatsache, dass die
Expression der Gene durch Salicylséure und den anschlieBenden Plasmopara-Befall induziert
wurde, deutet auf die Beteiligung der Resistenzgene an der Pathogenabwehr gegen P. viticola
hin. Die VRP1 Gene wurden urspriinglich zwdlf Stunden nach der Inokulation mit P. viticola
bei der resistenten V. riparia "Gloire de Montpellier” identifiziert (Kortekamp et al., 2008).
Die differentiellen Genexpressionsstudien zeigten, dass die drei VRP1 Gene zu den
Zeitpunkten 1, 2, 4, 6 und 24 Stunden nach der Inokulation mit P. viticola ohne
Phytohormonbehandlung nicht in der Expression induziert wurden. Dies deutet daraufhin,
dass die VRPs friihestens nach mehr als sechs Stunden gebildet werden. Kortekamp et al.
(2008) haben nur einen Zeitpunkt untersucht, so kann keine Aussage dariiber getroffen
werden, wann und wie lange die Expression der VRP1 Gene induziert wird. Aufl3erdem
wurden die Untersuchungen mit unterschiedlichen Genotypen durchgefiihrt, dies kann auch
zu Unterschieden in der Genexpression flihren. Die differentiellen Genexpressionsstudien

konnten jedoch zeigen, dass die Expression von VRP1-2 und VRP1-3 bei "Regent’, aber nicht
74



Diskussion: Expression von Resistenzgenen bei Einzelloci-tragenden Genotypen

von VRP1-1, durch Salicylsdure positiv beeinflusst wurde. Die Expression von VRP1-2 und
VRP1-3 war bereits zwei Stunden nach der Inokulation mit vorangegangener
Salicylsédurebehandlung 2,6- bzw. 2,4-fach induziert (Daten nicht gezeigt).

Der Transkriptionsfaktor ERF1 ist an der Pathogenabwehr, die durch die Phytohormone
Methyljasmonat und Ethylen vermittelt wird, beteiligt (Berrocal-Lobo et al., 2002; Berrocal-
Lobo & Molina, 2004; Lorenzo et al., 2003). Die Untersuchung des Faktors bei Vitis
pseudoreticulata ergab, dass eine Uberexpression die Anfalligkeit der Pflanzen gegeniiber
Pathogenen erhoht (Zhu et al., 2013). AuBerdem ist VpERF1 zu 91 % identisch mit
VVERF090, welches auf Chromosom 16 des Referenzgenoms lokalisiert ist (Licausi et al.,
2010; Zhu et al., 2013). Das hier untersuchte VVERF1 ist auf Chromosom 10 lokalisiert, somit
handelt es sich um zwei verschiedene ERF1-Varianten. Differentielle Genexpressionsstudien
fir den Transkriptionsfaktor ERF1 zeigten, dass es einen 1000-fachen basalen Unterschied in
der Expression zwischen "Regent” und "Lemberger” gab, wobei die Expression fir "Regent
erhoht war. Der Unterschied war nach einer Uberpriifung mit neuen Primerpaaren im
angrenzenden Exon nicht mehr feststellbar. Das Originalprimerpaar wies jedoch immer noch
einen Unterschied zwischen "Regent” und "Lemberger” auf. Dies deutet daraufhin, dass es hier
zwei unterschiedlich exprimierte Gene gibt, wobei ein Gen nur bei "Regent” exprimiert wird.
Dies sollte nach Madglichkeit weiter untersucht werden. Die differentiellen
Genexpressionsstudien sollten zudem mit Pflanzenmaterial, was zuvor mit P. viticola
inokuliert wurde, fiir alle vier Primerpaare durchgefuhrt werden. Erst dann kann eine sichere
Aussage getroffen werden, ob eine der beiden ERF1-Varianten an der Pathogenabwehr
beteiligt ist.

4.6 Expression von Resistenzgenen bei Einzelloci-tragenden Genotypen

Fur die Weinrebe sind aktuell 13 Loci fir Plasmopara-Resistenz bekannt (Bellin et al., 2009;
Blasi et al., 2011; Fischer et al., 2004; Marguerit et al., 2009; Merdinoglu et al., 2003;
Moreira et al., 2011; Schwander et al., 2012; Venuti et al., 2013; Welter et al., 2007;
Wiedemann-Merdinoglu et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden allerdings nur die

Resistenzloci Rpv3, Rpv10 und Rpv12 genauer untersucht.

Rpv3 wurde anhand der Kreuzungspopulation "Regent” (Resistenztrdger) x "Lemberger’
identifiziert (Welter et al., 2007). Der Locus ist im Genom auf Chromosom 18 lokalisiert. Es
wird vermutet, dass die Resistenz auf eine V. rupestris-Akzession zurtckzufiihren ist

(Casagrande et al., 2011). Bellin et al. (2009) konnten zeigen, dass die Resistenz durch eine
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hypersensitive Reaktion (HR), einer anschlieBenden signifikanten Reduktion des
Mycelwachstum im Mesophyll und folglich einer spérlichen Bildung von Sporangientragern
charakterisiert ist. Die durch den Rpv3-Locus vermittelte Resistenz konnte bereits durch ein

tschechisches Plasmopara-Isolat Giberwunden werden (Peressotti et al., 2010).

Der Rpv10-Locus wurde fur die Kreuzungspopulation zwischen dem Zuchtstamm
Gf.GA-52-42 x "Solaris” (Trager des Rpv10-Locus) identifiziert und ist auf Chromosom 9 des
Genoms lokalisiert (Schwander et al., 2012). Die Resistenz wurde Uber die asiatische Wildart
V. amurensis eingebracht. Schwander et al. (2012) zeigten zusétzlich, dass im Bereich des
Resistenzlocus ein NBS-LRR Gen, ein ERF-Transkriptionsfaktor und ein Ankyrin-ahnliches
Protein liegen. In der vorliegenden Arbeit wurden u.a. diese Gene mittels gRT-PCR fir

Sorten mit einem Resistenzlocus analysiert.

Der Rpv12-Locus wurde ebenfalls tber die asiatische Wildart V. amurensis eingebracht. Im
Bereich des Resistenzlocus auf Chromosom 14 wurde ein Cluster von 13 CC-NBS-LRR
Genen identifiziert (Venuti et al., 2013). Die Resistenz geht ebenfalls mit einer lokalisierten

HR in den Blattern, die mit P. viticola infiziert wurden, einher.

Die Genexpressionsanalysen fur Resistenzgene von Einzellocus-tragenden Genotypen sollten
Expressionsunterschiede aufdecken, die spezifisch fiir einen Rpv-Locus sind. Es wurde
sowohl die Veranderung der Expression, bedingt durch die Inokulation mit P. viticola, als
auch die basale Expression der Gene verglichen. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt,
dass die basale Expression von NBS-LRR1 und NBS-LRR2 bei Genotypen mit dem Rpv10-
Locus mindestens flinffach erhoht ist. Auch fiir Riesling, ein Genotyp ohne Resistenzlocus, ist
die basale Expression von den beiden Genen geringer. Die beiden Gene wurden im Bereich
des Rpv10-Locus identifiziert. NBS-LRR2 entspricht dem NBS-LRR, welches von Schwander
et al. (2012) in der Referenzsequenz identifiziert worden ist. Dies ist ein Hinweis dafir, dass
die beiden NBS-LRR Gene fir die Resistenz gegenliber P. viticola verantwortlich sein
konnten. Durch die erhtéhte basale Expression ist es moglich, dass Effektoren des Pathogens

schneller und effizienter wahrgenommen werden kdnnen.

Die Gene SEBF, Whyl und PR2 wurden acht Stunden nach der Inokulation mit P. viticola
oder der Kontrolle mit Wasser in der Expression verandert. Dies zeigt, dass die Gene durch
Stress reguliert werden konnen. PR2 wird durch Stress induziert, wohingegen SEBF und
Whyl reprimiert werden. SEBF wurde urspringlich als Repressor fir PR10 bei Solanum

lycopersicum identifiziert (Boyle & Brisson, 2001). Die verringerte Expression zeigt, dass in
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Stresssituationen der Repressor nicht bendétigt wird. Gonzalez-Lamothe et al. (2008) haben
gezeigt, dass in Folge eines Pathogenbefalls der Repressor SEBF entfernt wird und die
Expression von PR10 durch den Transkriptionsfaktor Why1 induziert wird. In der Weinrebe
ist es eher unwahrscheinlich, dass Whyl die Expression von PR10.1 induziert, da die

Expression von Why1 reprimiert wird.

4.7 Schlussfolgerung

Differentielle Genexpressionsstudien hatten in Vorarbeiten gezeigt, dass die Expression der
Transkriptionsfaktoren CZF1/ZFAR1 und MYBB, der Ethylen-responsiven Faktoren ERF1
und ERF5, der PAL (Phenylalanine-ammonia Lyase), der Pathogen-related Proteine PR5 und
PR10.1 und den WRKY-Transkriptionsfaktoren WRKY7, WRKY33 und WRKY57 zehn
Stunden nach der Inokulation mit Erysiphe necator bei einem resistenten Genotyp verstérkt
transkribiert werden (Welter, 2008). Fiur die Gene ERF1, ERF5, MYBB, PAL, PR10.1 und
WRKY7 konnte jetzt in der vorliegenden Arbeit erfolgreich der Promotor fur die beiden
Genotypen "Regent” und "Lemberger” amplifiziert werden. Die in silico Analyse zeigte, dass
die durchschnittliche SNP-H&ufigkeit 1/39 wund die Frequenz der Insertions-
/Deletionsereignisse bei 1/210 in den Promotorbereichen lagen. Eine Bindestelle fur den
Repressor SEBF (silencing elemental binding factor) wurde fir beide Allele von "Lemberger”
und Allel A von "Regent” des PR10.1 Promotors identifiziert, wahrend es im Allel B von
"Regent” fehlt. Zudem konnte gezeigt werden, dass das Allel B des PR10.1 Promotors von
dem resistenten Genotyp "Regent” eindeutig von dem resistenten Elternteil "Chambourcin
vererbt wurde. In der Sequenz des PR10.1 Promotors wurden insgesamt vier ERF-, 22 MY B-
und 13 WRKY-Bindestellen bestimmt. Es stellte sich auBerdem heraus, dass die Transkription
von PR10.1 durch die Transkripitonsfaktoren CZF1/ZFAR1, ERF5 und WRKY33 positiv

reguliert wurde.

Jetzt weitere detailliert vorgenommene differentielle Genexpressionsstudien mit in vitro
Reben von "Regent” (resistent gegen E. necator und Plasmopara viticola) und "Lemberger
(anféllig gegen E. necator und P. viticola) fiir die Zeitpunkte 0, 1, 2, 4, 6, und 24 Stunden
nach der Inokulation mit P. viticola zeigten, dass bereits eine Stunde nach der Inokulation die
Transkriptionsfaktoren ERF5 und WRKY33 fur den resistenten Genotyp in der Expression
verstarkt wurden. PR10.1 wurde sechs Stunden nach der Inokulation 7,6-fach bei "Regent’,
aber nicht bei "Lemberger” induziert. Pflanzen, die 24 Stunden vor der Inokulation mit
P. viticola mit Salicylsdure (100 pM) bespriiht worden waren, stellten die Genexpression
komplett um. Die NBS-LRR-Gene VRP1-2, VRP1-3, NBS-LRR1 und NBS-LRR2 wurden vier
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Stunden nach der Inokulation mindestens 13,4-fach bei dem resistenten Genotyp induziert.
VRP1-1 hingegen wurde nicht beeinflusst. NBS-LRR Gene bilden Rezeptoren fir die
Effektoren der Pathogene. Dies deutet somit daraufhin, dass durch Salicylsdure die Effektor-

gesteuerte Immunantwort der Weinrebe verstéarkt wird.

NBS-LRR1 und NBS-LRR2 waren im Bereich des Rpv10-Locus identifiziert worden
(Schwander et al., 2012). Es wurde gezeigt, dass die basale Expression von NBS-LRR1 und
NBS-LRR2 bei Genotypen mit einem Rpv10-Locus funffach hoher ist als bei Genotypen mit
Rpv3, Rpvl2 oder keinem dieser Resistenz-Loci. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass die

beiden NBS-LRR Gene flr die Resistenz der Rpv10-Trager mit verantwortlich sein kénnten.

Einige der ablaufenden Resistenzmechanismen beim Befall der Rebe mit falschem Mehltau
scheinen mit denen des echten Mehltaus (Welter, 2008) (bereinzustimmen, d.h. dass ein
genereller Abwehrmechanismus vorliegt. Weitere in dieser Arbeit untersuchte Gene (NBS-
LRR1, NBS-LRR2, VRP1-2, VRP1-3) deuten zudem auf zuséatzliche spezifische Resistenz-
mechanismen fur P. viticola-Befall hin. Die Expression dieser Gene wurde durch die
Applikation von Salicylséure als Signalstoff und den Befall mit P. viticola induziert. Dies

deutet daraufhin, dass diese Gene an der SAR (Systemic acquired resistance) beteiligt sind.
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Anhang 1: Promotorsequenzen

>Promotor ERFl-Lemberger-Allel A (2259 bp)
TCATCACATGAAAAGGTCGAAAAATTCCCTAATGAAAAGACTATCCAATATATAAAAGATAAACTTTTATACTTG
AAGCAATTATTTCATCGGTACTTGATAGGTTTTCCTTCTATATGTTCAAACACTACAAATTTTAGGGTCTAAAAA
CCCATTTATTTTCAAACAAAACATAAGTTTTCCATTACAAAAAGCCGAATATACTTTCACTAAAATCACTTCCAA
ATTACAACCTATCAAAAAAATTCGATATCCACGACTTATCATTTAAAGTTTAAATCCATGTGTAGTCAATACCCT
CTAGCCTTTTTACCATAATAATCCAACACCCATCATCATCACAAACAAAAGGTTCAAAACATTATTATATATAAA
AAAAATATTATACTCCATGATATCTAATGATATATCCTGTTTTGTCCTATTAAAAAGGGATAAAATAATTCTAAA
AACAAATTTCATTTTTGAAACATTAAATATGATTTTTTTTTTTAAAAAAACTTAGAAGTTTAGAAGATTTTTCAA
GTGGATGGCGGTTGGTTCATTTGGCACAAATATTCCATTTTGTTATGAATGTATACGAGTCAGGTCAATGTGTTT
TATTCAAAGCACGTGTAATTCGACTTTTCTCATTTTTCATCCCCTTAGTCTTCAAGTGGGACCCTCTTCTTGATG
AGTTTGTAACGTTGGAAAAGTCAAGATGGGGAAGGTGATTTAGATTCCCTTCCTTTTCATGGTGGGTTGCTACCA
CCCAAAGAAAAATCAAACTTATGTTACGAATTGGATGACGTCATTCTCCTCCCTCCCTTCAATTCTAAACATCTG
CGTCATGCCACCCGGAAACCCAACCACCTTTATCACCTCTTTGTATATATCTCTTTGTTGCCTTGTTTTTAGTCA
CCAGGATGACGTGACCCAAGCCTAAGTGTGTTTGCTATAATTTGCCATCGTATTCGGCCTAAATTGCAGAATTAC
CCTTCATCAAACAAATTTATTAAGAATTTGCTTTTGTTATTATTTATTTTTTGTACTTTAAAATAGAAAGGAAAT
TCAAATGTGTTTATGTTAAAATCGGGTTTTATTTTATTTATCTCTTTAATCCAATTCAGTTAATCCCCTTTTGTA
CTCTATTTAATTTAAAAATATTGAATTTCTTTTTATATGTATTTTTAATAACCCTTTTTGAATTTCTCATCATCA
AGCTTGTGAAAAGATAAAAAGAAGTCTTGAGCCCCAAGTGTGCCCAAGCCCATTTGAGAGAGAATTTAAGTGGTT
TGAGTCGAAAACCCTCAATGCACGACATGTCCATATATGCATTTTGCGTAAGGTTTTTAATTCTTGAATTTAAAG
GTAGGCCGTCAACCCTTTTCTACACCAAGTTTGATTCTTGAAAAAGACGAATCTATTTTAGTCATAATTGGGTTT
TGTCAATTTTAGTTTTAGTCTTATTCTTTGAGACCTATTTTTAAAAATATATATATATATATATATAACCCTTAG
TATAAGATTATCTATGTATAAAGACTTTTGTTAAAAGAATTTTTTCAACCTTTAGATGAAACTTAGTTCATTGTT
CGGACCTTTCACTAAAGTCTACTAAACTCTGTGAGTTTATTACAAAAGCATTGAAAGTAAATATATATATAAAAT
GAATGGTATTTACTTCAATGGCATAATGAACACATGTCTTCACGGTAATTCTAGAGCTTTTATGACATATTTACT
AAGGCCTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAACCAAATGAAAAAGAAAAGAACCCATAACAATAATGAAAATAAAAGGAA
ATGAAAAATAGAGTTGAGAATCTTTGAAGTATTCGAAAACCCCAATACTACGGCAGATGCAAATAAGAATATTTT
CAACATTTTATAGGGCAGGTAACTTGTCGGAGTTAATTAAACCCAATATCTACGGTGGAAGAAAGAAGCAAACAA
ATAATAAGCCAAGTGCGCAGGGGCTCTTGGAGTGAGGACAATGACCCACATGGAAACTCACTGCCGTTAAACAAA
TAAATTAATCTTTTTAGGCATTTCCAAACCTAAGATATGCGGATAAGCAGATCTTTATGCATTAGAGTACAAAAA
TTATGTATATGGGCCCTTTTATATGATGTTTGGTAGTGCAATGGTGTAATATGATGGAAAAGCAAGGGCAAAGCT
TTTGAGTTTTGATAAATGAGTAGAAAACACATGCCCCTGCCCCCACGATTTTTCACTCTTTCCTATTTCCCCCAT
GACTTCTCC

>Promotor ERFl-Lemberger-Allel B (2268 bp)

TCATCACATGAAAAGGTCGAAAAATTTCCTAATGAAAAGACTATCCAATATATAAAAGATAATCTTCTATACTTG
AAGCAATTATTTCATCGGTACTTGATAGATTTTCCTTCTATATGTTCAAACACTACAAATTTTAGGGTCTAAAAA
CCCATTTATTTTCAAATGACTTGTTCAAAACATAAGTTTTCCATTACAAAAAGCCGAATATACTTTCACTAAAAT
CACTTCCAAATTACAACCTATCAAAAAAATTCGATATCCACGACTTATCATTTAAAGTTTAAATCCATGTGTAGT
CAATACCCTCTAGCCTTTTTACCATAATAATCCAACACCCATCATCATCACAAACAAAAGGTTCAAAACATTATT
ATATATAAAAAAATATATTATACTCCATGATATCTAATGATATATCCTGTTTTGTCCTATTAAAAAGGGATAAAA
TAATTCTAAAAACAAATTTCATTTTTGAAACATTAAATATGATTTTTTTTTAAAAAAAAATTAGAAGTTTAGAAG
ATTTTTCAAGTGGATGGCGGTTGGTTCATTTGGCACAAATATTCCATTTTGTTATGAATGTATACGAGTCAGGTC
AATGTGTTTTATTCAAAGCACGTGTAATTCGACTTTTCTCATTTTTCATCCCCTTAGTCTTCAAGTGGGACCCTC
TTCTTGATGAGTTTGTAACGTTGGAAAAGTCAAGATGGGGAAGGTGATTTAGATTCCCTTCCTTTTCATGATGGG
TTGCTACCACCCAAAGAAAAATCAAACTTATGTTACGAATTGGATGACGTCATTCTCCTCCCCCCCTTCAATTCT
AAACATCTGCGTCATGCCACCCGGAAACCCAACCACCTTTATCACCTCTTTGTATATATCTCTTTGTTGCCTTGT
TTTTAGTCACCGGGATGACGTGACCCAAGCCTAAGTGTGTTTGCTATAACTTGCCATCGTATTCGGCCTAAATTG
CAGAATTACCCTTCATCAAACAAATTTATTAAGAATTTGCTTTTGTTATTATTTATTTTTTGTACTTTAAAATAG
AAAGGAAATTCAAATGCGTTTATGTTAAAATCGGGTTTTATTTTATTTATCTCTTTAATCCAATTCAGTTAATCC
CCTTTTGTACTCCATTTAATTTAAAAATATTGAATTTCTTTTTATATGTATTTTTAATAACCCTTTTTGAATTTC
TCATCATCAAGCTTGTGAAAAGATAAAAAGAAGTCTTGAGCCCCAAGTGTGCCCAAGCCCATTTGAGAGAGAATT
TAAGTGGTTTGAGTCGAAAACCCTCAATGCACGACATGTCCATATATGCATTTTGCGTAAGGTTTTTAATTGTTG
AATTTAAAGGTAGGCCGTCAACCCTTTcCTACACCAAGTTTGATTCTTGAAAAAGACGAATCTATTTTAGTCATA
ATTGGGTTTTGTCAATTCTAGTTTTAGTCTTATTCTTTGAGACCTATTTTAAAAAATATATATATATATATATAT
AACCCTTAGTATAAGATTATCTATGTATAAAGACTTTTGTTAAAAGAATTTTTTCAACCTTTAGATGAAACTTAG
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Anhang

TTCATTGTTCGGACCTTTCACTAAAGTCTACTAAACTCTATGAGTTTATTACAAAAGCATTGAAAGTAAATATAT
ATATAAAATGAATGGTATTTACTTCAATGGCATAATGAACACATGTCTTCACGGTAATTCTAGAGCTTTTATGAC
ATATTTACTAAGGCCTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAACCAAATGAAAAAGAAAAGAACCCATAACAATAATGAAAA
TAAAAGGAAATGAAAAATAGAGTTGAGAATCTTTGAAGTATTCGAAAACCCCAATACTACGGCAGATGCAAATAA
GAATATTTTCAACATTTTATAGGGCAGGTAACTTGTCGGAGTTAATTAAACCCAATATCTACGGTGGAAGAAAGA
AGCAAACAAATAATAAGCCAAGTGCGCAGGGGCTCTTGGAGTGAGGACAATGACCCACATGGAAACTCACTGCCG
TTAAACAAATAAATTAATCTTTTTAGGCATTTCCAAACCTAAGATATGCGGATAAGCAGATCTTTATGCATTAGA
GTACAAAAATTATGTATATGGGCCCTTTTATATGATGTTTGGTAGTGCAATGGTGTAATATGATGGAAAAGCAAG
GGCAAAGCTTTTGAGTTTTGATAAATGAGTAGAAAACACATGCCCCTGCCCCCACGATTTTTCACTCTTTCCTAT
TTCCCCCATGACTTCTCC

>Promotor ERFl1-Regent-Allel A (2247 bp)
TCATCACATGAAAAGGTCGAAAAATTTCCTAATGAAAAGACTATCCAATATATAAAAGATAATCTTCTATACTTG
AAGCAATTATTTCATCGGTACTTGATAGGTTTTCCTTCTATATGTTCAAACACTACAAATTTTACGATCTAAAAA
CCCATTTATTTTCAAACGACTGGCTCAAAATATAAGTTTTCCATTACAAAAAGCCGAATATACTTTCACTAAAAT
CACTTCCAAATTACAACCTATCAAAAAAATTCGATATCTACGACTTATCATTTAAAGTTTAAATCGATGTGTAGT
CAATACCCTCTAGCCTTTTTACCATAATAATCCAACACCCATCATCATCACAAACAAAAGGTTCAAAACATTATT
ATATACAAAAAAAATATTATACTCCTGATATCTAATGATATATCCTGTTTTGTCCTATTAAAAAGGGATAAAATA
ATTCTAAAAACAAATTTCATTTTTGAAACATTAAATATGATTTTTTTTTAAAAAAAAATTAGAAGTTTAGAAGAT
TTTTCAAGTGGATGGCGGTTGGTTCATTTGGCACAAATATTCCATTTTGTTATGAATGTATGCGAGTCAGGTCAA
TGTGTTTTATTCAAAGCACGTGTAATTCGACTTTTCTCATTTTTCATCCCCTTAGTCTTCAAGTGGGACCCTCTT
CTTGATGAGTTTGTAACGTTGGAAAAGTCAAGATGGGGAAGGTGATTAGATTCCCTTCCTTTTCATGGTGGGTTG
CTACCACCCAAAGAAAAATCAAACTTATGTTACGAATTGGATGACGTCATTCTCCTCCCCCCCTTCAATTCTAAA
CATCTGCGTCATGCCACCCGGAAACCCAACCACCTTTATCACCTCTTTGTATATATCTCTTTGTTGCCTTGTTTT
TAGCCACCGGGATGACGTGACCCAAGCCTAAGTGTGTTTGCTATAATTTGCCATCGTATTCGGCCTAAATTGCAG
AATTACCCTTCATCAAACAAATTTATTAAGAATTTGCTTTTGTTATTATTTATTTTTTGTACTTTAAAATTGAAA
GGAAATTCAAATGCGTTTATGTTAAAATCGGGTTTTATTTTATTTATCTCTTTAATCCAATTCAGTTAATCCCCT
TTTGTACTCCATTTAATTTAAAAATATTGAATTTCTTTTTATATGTATTTTTAATAACCCTTTTTGAATTTCTCA
TCATCAAGCTTGTGAAAAGATAAAAAGAAGTCTTGAGCCCCAAGTGTGCCCAAGCCCATTTGAGAGAGAATTTAA
GTGGTTTGAGTCGAAAACCCTCAATGCACGACATGTCCATATATGCATTTTGCGTAAGGTTTTTAATTGTTGAAT
TTAAAGGTAGGCCGTCAACCCCTTTCTACACCAAGTTTGATTCTTGAAAAAGACGAATCCATTTTAGTCATAATT
GAGTTTTGTCAATTCTAGTTTTAGTCTTATTCTTTGAGACCTATTTTTTTTTTTTAAAATATATATAACCCTTAC
CTAGTATAAGATTATCTATGCATAACGACTTTTGTTAAAAGAAATTTTTCAACCTTGATGAAGCTTAGTTCATTC
TACGGACCTTTCACTAAAGTCTAGTAAACTCTATGAGTTTATTACAAAAGCATTGAAAGTGAATATATATAAAAT
GAATGGTATTTACTTCAATGGCATAATGAACACATGTCTTCACGGTAATTCTAGAGCTTTTATGACATATTTACT
AAGACTTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAAACCAAATGAAAAAGAAAAGAACCCATAACAATGATGAAAATAAAAGGA
AATGAAAAATAGAGTTGAGAATCTTTCGAAGTATTCGAAAACCCCAATACTACGGCAGATGCAAATAAGAATATT
TTCAACATTTTATAGGGCAGGTAACTTGTCGGAGTTAATTAAACCCAATATCTACGGTGGAAGAAAGAAGCAAAC
AAATAATAAGCCAAGTGCGCAGGGGCGTGAGGACAATGACTCACATGGAAACTCACTGCCGTTAAACAAATAAAT
TAATCTTTTTAGGCATTTCCAAACCTAAGATATGCGGATAAGCAGATCTTTATGCATTAGAGTACAAAAATTATG
TATATGGGCCCTTTTATATGATGTTTGGTAGTGCAATGGTGTAATATGATGGAAAAGCAAGGGCAAAGCTTTTGA
TAAATGAGTAGAAAACACATGCCCCTGCCCCCACGATTTTTCACACTTTCCTATTTCCCCCATGACTTCTCC

>Promotor ERFl-Regent-Allel B (2258 bp)

TCATCACATGAAAAGGTCGAAAAATTCCCTAATGAAAAGACTATCCAATATATAAAAGATAAACTTTTATACTTG
AAGCAATTATTTCATCGGTACTTGATAGGTTTTCCTTCTATATGTTCAAACACTACAAATTTTAGGGTCTAAAAA
CCCATTTATTTTCAAACAAAACATAAGTTTTCCATTACAAAAAGCCGAATATACTTTCACTAAAATCACTTCCAA
ATTACAACCTATCAAAAAAATTCGATATCCACGACTTATCATTTAAAGTTTAAATCCATGTGTAGTCAATACCCT
CTAGCCTTTTTACCATAATAATCCAACACCCATCATCATCACAAACAAAAGGTTCAAAACATTATTATATATAAA
AAAAATATTATACTCCATGATATCTAATGATATATCCTGTTTTGTCCTATTAAAAAGGGATAAAATAATTCTAAA
AACAAATTTCATTTTTGAAACATTAAATATGATTTTTTTTTTTAAAAAAACTTAGAAGTTTAGAAGATTTTTCAA
GTGGATGGCGGTTGGTTCATTTGGCACAAATATTCCATTTTGTTATGAATGTATACGAGTCAGGTCAATGTGTTT
TATTCAAAGCACGTGTAATTCGACTTTTCTCATTTTTCATCCCCTTAGTCTTCAAGTGGGACCCTCTTCTTGATG
AGTTTGTAACGTTGGAAAAGTCAAGATGGGGAAGGTGATTTAGATTCCCTTCCTTTTCATGGTGGGTTGCTACCA
CCCAAAGAAAAATCAAACTTATGTTACGAATTGGATGACGTCATTCTCCTCCCTCCCTTCAATTCTAAACATCTG
CGTCATGCCACCCGGAAACCCAACCACCTTTATCACCTCTTTGTATATATCTCTTTGTTGCCTTGTTTTTAGTCA
CCAGGATGACGTGACCCAAGCCTAAGTGTGTTTGCTATAATTTGCCATCGTATTCGGCCTAAATTGCAGAATTAC
CCTTCATCAAACAAATTTATTAAGAATTTGCTTTTGTTATTATTTATTTTTTGTACTTTAAAATAGAAAGGAAAT
TCAAATGTGTTTATGTTAAAATCGGGTTTTATTTTATTTATCTCTTTAATCCAATTCAGTTAATCCCCTTTTGTA
CTCTATTTAATTTAAAAATATTGAATTTCTTTTTATATGTATTTTTAATAACCCTTTTTGAATTTCTCATCATCA
AGCTTGTGAAAAGATAAAAAGAAGTCTTGAGCCCCAAGTGTGCCCAAGCCCATTTGAGAGAGAATTTAAGTGGTT
TGAGTCGAAAACCCTCAATGCACGACATGTCCATATATGCATTTTGCGTAAGGTTTTTAATTCTTGAATTTAAAG
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GTAGGCCGTCAACCCTTTTCTACACCAAGTTTGATTCTTGAAAAAGACGAATCTATTTTAGTCATAATTGGGTTT
TGTCAATTTTAGTTTTAGTCTTATTCTTTGAGACCTATTTTTAAAAATATATATATATATATATAAACCCTTAGT
ATAAGATTATCTATGTATAAAGACTTTTGTTAAAAGAATTTTTTCAACCTTTAGATGAAACTTAGTTCATTGTTC
GGACCTTTCACTAAAGTCTACTAAACTCTGTGAGTTTATTACAAAAGCATTGAAAGTAAATATATATATAAAATG
AATGGTATTTACTTCAATGGCATAATGAACACATGTCTTCACGGTAATTCTAGAGCTTTTATGACATATTTACTA
AGGCCTTTTTTTTTAAAAAAAAAAAACCAAATGAAAAAGAAAAGAACCCATAACAATAATGAAAATAAAAGGAAA
TGAAAAATAGAGTTGAGAATCTTTGAAGTATTCGAAAACCCCAATACTACGGCAGATGCAAATAAGAATATTTTC
AACATTTTATAGGGCAGGTAACTTGTCGGAGTTAATTAAACCCAATATCTACGGTGGAAGAAAGAAGCAAACAAA
TAATAAGCCAAGTGCGCAGGGGCTCTTGGAGTGAGGACAATGACCCACATGGAAACTCACTGCCGTTAAACAAAT
AAATTAATCTTTTTAGGCATTTCCAAACCTAAGATATGCGGATAAGCAGATCTTTATGCATTAGAGTACAAAAAT
TATGTATATGGGCCCTTTTATATGATGTTTGGTAGTGCAATGGTGTAATATGATGGAAAAGCAAGGGCAAAGCTT
TTGAGTTTTGATAAATGAGTAGAAAACACATGCCCCTGCCCCCACGATTTTTCACTCTTTCCTATTTCCCCCATG
ACTTCTCC

>Promotor ERF5-Lemberger und Regent (1204 bp)
GTCAAGTATGGCAGAGATGCTGCCAATTGAAGGCATGCGATAAACCTCCTGTGTTCGTAGCACTGGTATGTTCTC
CCATGGAAGCATCTACACAATCAATTAGCTTGAGGTTGAGAATTTTATTTTGATATGATTTCTAAATTTTTTAGA
GATAATTATATTATTTATTATGATGATTATCATTCATTTTAATTATGATAATTAACTAACTAATTATGAAAATTA
TAATATTTATTTTATGTGACATGTCAATATATTATTAGCAAATTATTAACATATGAAAAATAACTTAGTGAAAAA
ATTTATTTCTACGTACACACGTATAAATATTAATACAAATAAATTCTTTTTTATTATCAAAGATTTATTTCAAAT
TTTTCCAACAAAATGTATCATAAAAATTTGAAGAAGGGACATGTCATTCGACCTTGAAAATCTTCTTTTAGCCAT
AAAATTTGAAACAAGAAAGACACAACAAATTATCTTTTTCTTTTTTTCTCATTCAAGAAAACTTTTTTCTTCAAC
AACGTTAAAATCTGTACTCTTTCCCAAACCTTATTCGTTATGTGCATGCACAATCTTAAATATATAAAAATAACC
CCACATCTTATGCGCATATGATTGATTTTCATAGCCTTCCCCTCTTAGTTACAATTATGCAATTATCCTATTTAT
TGTTATTTTTTCTGCAGAATTTTAGCTTTAAAATGTTATAAAGTTGAATTAAATAAATAAAAAATAGTTATTCAT
TGGGCGGTAGCAACTGGGCACGCCAGCTGGTGGGCATGTGGTTGAGGGGGAAACTATGCGGATGGAACCCATAGG
AGAGACCCAAGTTGAGAAAGCTGTCCGGTCCAAGGGGATAAACCAGCTTCATCCAGAGTCAGATCTTATCATTGA
ATAGTATTGGACACAAAATAAGTCAAAATATAGGATCTCAGAGTCTCTGTATTAAACCATAAGTCCCTCTATACA
TGTGGGAAGAACCCAAGAAACCACTGTCGGACTAATAATATAAACCATAAGTTTGAATATATAAATCCCACTTGC
GATGTTGACATATGGATACCACAAAGAAGTTTCATTCCCCCGACTTGGAACCTCATCTGAAGCCTCCTCTTTCTA
TCTATCGTGTTATATATAGCTCCACCACACTCTCTCCTCTCCACTCACTCTCACTCTCTACTTCTCAGTGCTCAT
CTCC

>Promotor MYBB-Lemberger-Variante 1 (2513 bp)

CGGTTAACGACAAGAGTGGTTAAGCAGGGAGGCCCCACACAAACATCTTGGTTATCATTGAGTTATCATTTGAAT
GAGATCATTTGCAGACACAATATCACTGGACTAGCTTCAGAGTTCAGACCATCTTGATATCTTGTGTTGAATAAA
TGAAGGCAGCCAGTTGTCTGCAGAGTCACCACCGCCAACCATGAAAGATATTTAGTTAGACTATTCCATTCCATT
CCATTCCATTTCATTAAATTTCGTTTTCAACGCACATGAGGCAAATCCCATCTGAAATATTTAGGCTACATTTGA
TTTTTAGGAATTTTGAAACAAAAATACAAGAAAAATTCATTTATTTTAATTTATTTATGTAAAATTATTAAATTA
AATTTTAATATTTTTTTCCCTTCCTAAATACTTTCCTAAATTTATATTACTCACCACACATGTGGATTTGCAAAG
AACTAATAAAAAAAAAGCCTTTTCTTACAAATTTATTCTAGCATGCCTTTTACATATTTTTTATGATTCATTTTA
TTTTTAAATTAAAAATCATAAATAATGGTAGAGAAATAAATAAATATAAAACCATATTTTAAAAATACAATTTCG
CTATAAAATATGAGTGGGCATTTTCAAAATGTGATTTCCATCTTATTTTTAAAATGGGTTCGATTCTATTTTTTT
TTTAAAAAAAAAAATCTTTAAAATTTTAAAGAATGTAGATATGTGATTTTTTTTTTTCTATTTTGGGTCAAAATT
ATATATATATCTATGTGTCAAGTCGTCAATGGAATGTGACTTAATAAAAACATTGGCCAAGGACTTGACTTGGAA
AATGGCTGACCAGTCATTTTTCATTCATCTTATTGTTCTAAGTTGCAAGCTATTGCCCTTGCCTGCTTCCCGGAT
CCTCCCAACTTACATTCCTTTTACACCCAAGTAACCTCAGTCAACAAATGTGTACTCTCCCCCATCACTTTCATT
GGCTACTGGAGTCAAATTATGATCCTCTTCTTTGACATACATGCCTTGTGTATCAGACTTGAGATGCTCTTCTTT
TTTTTTTTTTTTTCAAATTTTTGAAATCTTTATCAAAAAATACATTTTAAAAATGCTTCTTAAAATATAATTTTA
AATCATTTTCAAGAGTAAAGTTATATTTAAAAATTTAAAAATAAAATTAATTTTTCGAATTTATTCTAATTTAAA
TAAACGTTGAACAATCAAAATATCATTTTTAGACTATCAAGTTAAACTTTGAACTCATAATAATAATATATACAG
GTTGAAAAAAAGAGAGAAAAATATTAAAATAATCCAATCAATCTTGGAATTTACGATCCGGAAACATGTGACTTA
TTTTTGTCGGGACCATATATGATATGTCACGTTAAGGTTACTTTTTCTAATTTCAAAAGTGTATGCACAATTTTT
CCACGGTGCATGGCCAACTCCTGCACTTGGAATCAATAGCCAGGGCTTATGGAGGTTCATGACTCACGAGGATCA
TAAATTATTATTTTAATTAATTAACAGTTCCTGTCCTAAAATTAAAAAATATTTATATATAAAAAAATATTAGAA
TTTATTCAGTTGTTTTTATTTTTAAAAATAAAAAACTGTTTATAAAAATTTTATTTTTCATCAGTTGTTTTTTGA
AATTAACTTTTAAAAATAAAGAACAATTTTTAAAAAATAAATTAAAATTATTTTTATCTATTTTTAAAAATAAAA
GAAAAATAGGATTCAACCTTATCATATTTTTAGAAAATTATTTTTAATTATTAATTTTATTTTTTAATTTTTAAT
TTAAAAATAATTTTAAAAAACAAGTTTAAGAGAAAAAGGCAAACAAACCTTAAATTTTTGTTATGTTTTTCAAAT
TTATTCGGTTGTTTTTGTTTTTAAAAGTAAAAAACTATTTTTAAAAATTTGTAATCTTGTTTCATCAATTGTTTT
TTGAAATTAACTTTTAAAAATAAAGAACAATTTTTAAAAATAAATTAAAATTATTTYCATCTATTTTTTTTTTTA
AAAAAAAAATTGGGATCCGTCTTATCATATTTTTAGAAATTTAATTTTAAAAATTACTTTTATTTTTTAACTTTT
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AATTTAAAAATAATTTTTTAAAACAAGTTTAAGAGAAGAAGACAAACAAGCCTTAAATTTTTCCTATGTTTTTCA
ACGTTTTACAATTTATTAAAATCGGTTTTTAAGAATTTTTACATCCAATGTAGAATCTAGTAATCTACTGTTTGC
TTTTATATTAAAAATAGAAATAGGAAAGCCTATTGAAGCCAACCTAACTCATTCAAACTTGAAGAGAGAGAGAGA
GAAAATATCCTCCTTCCGGGAAATTGCAGCAAAGTTGCTTTCTTGGACTACTAATCTTCCAGCACATTAACCCTC
GTGGCTTTGGAATAGTACGTCTATATGGTAGGATAAATACCCACACGACAACAGGGAAAATCACCTCCAGATTGA
GGAAAGCAGAGCTAGCCAGAGGTTAGAGTAGTGGTGTT

>Promotor MYBB-Lemberger-Variante 2 (2561 bp)
CGGTTAACGACAAGAGTGGTTAAGCAGGGAGGCCCCACACAAACATCTTGGTTATCATTGAGTTATCATTTGATA
TATTAGAAATATGAATGAGATCATTTGCAGACACAATATCACTGGACTAGCTTCAGAGTTCAGACCATCTTGATA
TCTTGTGTTGAATAAATGAAGGCAGCCAGTTGTCTGCAGAGTCACCACCGCCAACCATGAAAGATATTTAGTTAG
ACTATTCCATTCCATTCTATTCCATTCCATTAAATTTCGTTTTCAACGCACATGAGGCAAATCCCATCTGAAATA
TTTAGGCTACATTTGATTTTTAGGAATTTTGAAACAAAAATTAATAAATCATTTTAAATCTAATTCATTTATGTA
AAATTATTGAATTAAATAATTTTAAAATACATAAATATGTAATTAAATTTAATTATATTGGATTTTTTTTTTAAT
TTTTTGATGATAAAATCAAATATAAAAATTTATAATATTTTTTCCCTTCCTAAATACTTTCCTAAATTTATATTA
CTCACCACACATGTGGATTTGCAAAGAACTAATCAAAATAAAAAAAAAACATTTTCTTACAAATTTATTCTAGCA
TGCCTTTTACATATTTTTTATGATTCATTTTATTTTTAAATTAAAAATCATAAATAATGGTAGAGAAATAAATAA
ATATAAAACCATATTTTAAAAATACAATTTCGCTATAAAATATGAGTGGGCATTTTCAAAATGTGATTTCCATCT
TATTTTTAAAATGGGTTCGATTCTATTTTTTTTTTAAAAAAAAAATCTTTAAAATTTTAAAGAATGTAGATATGT
GATTTTTTTTTTCTATTTTGGGTCAAAATTATATATATATCTATGTGTCAAGTCGTCAATGTTTTCATTCATCTT
ATTGTTCTAAGTTGCAAGCTATTGCCCTTGCCTGCTTCCCGGATCCTCCCAACTTACATTCCTTTTACACCCAAG
TAACCTCAGTCAACAAATGTGTACTCTCCCCCATCACTTTCATTGGCTACTGGAGTCAAATTATGATCCTCTTCT
TTGACATACATGCCTTGTGTAACAGACTTGAGATGCTCTTCTTTTTTTTTTTTTTTTCAAATTTTTGAAATCTTT
ATCAAAAAATACATTTTAAAAATGCTTCTTAAAATATAATTTTAAATCATTTTCAAGAGTAAAGTTATATTTAAA
AATTTAAAAATAAAATTAATTTTTCGAATTTATTCTAATTTAAATAAACGTTGAACAATCAAAATATCATTTTTA
GACTATCAAGTTAAACTTTCAACTCATAATAATAATATATACAGGTTGAAAAAAAGAGAGAAAAATATTAAAATA
ATCCAATCAATCTTGGAATTAACGATCCGGAAACATGTGACTTATTTTTGTCGGGACCATATATGATATGTCACG
TTAAGGTTACTTTTTCTAATTTCAAAAGTGTATGCACAATTTTTCCACGGTGCATGGCCAACTCCTGTACTTGGA
ATCAATAGCCAGGGCTTATGGAGGTTCATGACTCACGAGGATCATAAATTATTATTTTAATTAATTAACAGTTCC
TGACCTAAAATTAAAAAATATTTATATATATAAAAATATTAGAATTTATTCAGTTGTTTTTGTTTTTAAAAATAA
AAAACTGTTTATAAAAATTTATAAAAATTATTTTTCATCAGTTGTTTTTTGAAATTAACTTTTAAAAATAAAGAA
CAATTTTTAAAAAATAAATTAAAATTATTTTTATCTATTTTTAAAAATAAAAGAAAAATAGGATTCAACCTTATC
ATATTTTTAGAAAATTATTTTTAATAATTAATTTTATTTTTTAATTTTTAATTTAAAAATAATTTTAAAAAACAA
GTTTAAGAGAAAAAGGCAAACAAACCTTAAATTTTTGTTATGTTTTTCAAATTTATTCGGTTGTTTTTGTTTTTA
AAAGTAAAAAACTATTTTTAAAAATTTGTAATCTTGTTTCATCAATTGTTTTTTGAAATTAACTTTTAAAAATAA
AGAACAAATTTTAAAAATAAATTAAAATTATTTTCATCTATTTTTTTTTAAAAAAAATTGGGATCCGTCTTATCA
TATTTTTAGAAATTTAATTTTAAAAATTACTTTTATTTTTTAACTTTTAATTTAAAAATAATTTTTTAAAACAAG
TTTAAGAGAAGAAGACAAACAAGCCTTAAATTTTTCCTATGTTTTTCAACGTTTTACAATTTATTAAAATCGGTT
TTTAAGAATTTTTACATCCAATGTAGAATCTAGTAATCTACTGTTTGCTTTTATATTAAAAATAGAAATAGGAAA
GCCTATTGAAGCCAACCTAACTCATTCAAACTTGAAGAGAGAGAGAGAGAAAATATCCTCCTTCCGGGAAATTGC
AGCAAAGTTGCTTTCTTGGACTACTAATCTTCCAGCACATTAACCCTCGTGGCTTTGGAATAGTACGTCTATATG
GTAGGATAAATACCCACACGACAACAGGGAAAATCACTTCCAGATTGAGGAAAGCAGAGCTAGCCAGAGGTTAGA
GTAGTGGTGTT

>Promotor MYBB-Lemberger-Variante 3 (2555 bp)

CGGTTAACGACAAGAGTGGTTAAGCAGGGAGGCCCCACACAAACATCTTGGTTATCATTGAGTTATCATTTGATA
TATTAGAAATATGAATGAGACCATTTGCAGACACAATATCACTGGACTAGCTTCAGAGTTCAGACCATCTTGATA
TCTTGTGTTGAATAAATGAAGGCAGCCAGTTGTCTGCAGAGTCACCACCGCCAACCATGAAAGATATTTAGTTAG
ACTATTCCATTCCATTCCATTCCATTCCATTTCATTAAATTTCGTTTTCAACGCACATGAGGCAAATCCCATCTG
AAATATTTAGGCTACATTTGATTTTTAGGAATTTTGAAACAAAAATAAAAGAAAAATTCATTTATTTTAATTTAT
TTCTGTAAAATTATTAAATTAAATTTTAATATTGTTTTCCCTTCCTAAATACTTTCCTAAATTTATATTACTCAC
CACACATGTGGATTTGCAAAGAACTAATAAATAAAAAAACCTTTTCTTACAAATTTATTCTAGCATGCCTTTTAC
ATATTTTTTTAATGATTAATTTTATTTTTAAATTAAAAATCATAAATAATGGTAGAGAAATAAATAAATATAAAA
CCATATTTTAAAAATACAATTTCGCTATAAAATATATGAGTGGGCATTTTCAAAATGTGATTTCCATCTTATTTT
TAAAATGGGTTCGATTCTATTTTTTTTTTTTAAAAAAAAAATCTTTAAAATTTTAAAGAATGTAGATATGTGATT
TTTTTTTTCTATTTTGGGTCAAAATTATATATATATCTATGTGTCAAGTCAATGGAATGTGACTTAATAAAAACA
TTGGCCAAGGACTTGACTTGGAAAATGGCTGACCAGTCATTTTTCATTCATCTTATTGTTCTAAGTTGCAAGCAA
TTGCCCTTGCCTGCTTCCCGGATCCTCCCAACTTACATTCCTTTTACACCCAAGTAACCTCAGTCAACAAATGTG
TACTCTCCCCCATCACTTTCATTGGCTACTGGAGTCAAATTATGATCCTCTTCTTTGACATACATGCCTTGTGTA
TCAGACTTGAGATGCTCCTTTTTCTTTTTCTTTTTCAAAATTTTTAAATCTTTATCAAAAAATACATTTTAAAAA
TGCTTCTTAAAATATAATTTTAAATCATTTTCAAGAGTAAAGTTATATTTAAAAATTTTAAAATAAAATTAATTT
TTTGAATTTATTCTAATTTAAATAAAATTTGAACAATCAAAATACCATTTTTAGACTATCAAGTTAAACTTTGAA
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CTCATAATAATAATATATAGGGGTTGAAAAAAAGAGAGGAAAATATTAAAATAATCCAATCAATCTTGGAATTAA
ACGATCCGGAAACATGTGACTTATTTTTGTCGGGACCATATATGATATGTCACGTTAAGGTTACTTTTTCTAGTT
TCAAAAGTGTTTGCACAATTTTTCCACGGTGCATGGCCAACTCCTGTACTTGGAATCAATAGCCAGGCTTATGGA
GGGTGATCATGACTCACGAGGATCATAAATAATTATTTTAATTAATTAATAGTTCCTGTCCTAAAAATTTATATA
TTAAAAAATATTTGTATATAAAAAAATATTAGAATTTATTCAGTTTTTTCTTGTTTTTAAAAATAAAAAAAATAT
TTTTAAAAATTTGTAATCTTGTTTCATCAGTTGTTTTTTGAAATTAACTTTTAAAAATGAAGAACAATTTTTATA
AAATAAATTAAAATTATTTTCATCTATTTTTTAAAAAATAAAAGAAAATTAGGCATCGGTCTTATCATAGTTTTA
GAAATTTATTTTTAAAAATTACTTTTATTTTTTAACTTTTAATTTAAAAATAATTTTTAAAAACAAGTTTAAAAG
AAGGAGGCAAACAAGCCTTAAATTTTTCTTATGTTTTTCAAATTTATTCAGTTGTTTTTGTTTTTAAAAATAAAA
AATTATTTTTAAAAACTTGTAATCTTGTTTCATCAGTTGTTTTTTGAAATTAACTTTTAAAAATAAAAAACAATT
TTTAAAAATAAATTAAAATTATTTCCATCTATTTTTAAAAATAAAAGAAAAATTGGGATCCGTCTTATCATATTT
TTAGAATTTTATTTTTAAAAATTACTTTTATTTTTTAACTTTTAATTTAAAAACAATTTTTTAAAACAAGTTTAA
GAGAAGAAGACAAACAAGCCTTAAATTTTTCTTATGTTTTTCAACGTTTTACAATTTATTAAAATCGGTTTTTAA
GAATTTTTACATCCAATGTAGAATCTACTGTTTGCTTTTATTTTAAAAATAGAAATAGGAAAGCCTATCGAAGCC
AACCTAACTCATTCAAACTTGAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAATATCCTCCTTCCGGGAAATTGCA
GCAAAGTTGCTTTCTTGGACTAATCTTCCAGCACATTAACCCTCGTGGCTTTGGAATAGTACGTCTATGTTAGGA
TAAATACCCACTCGACGACAGGGAAAATCATCTCCAGATTGAGGAAGGCAGAGCTAGCCAGAGGTTAGAGTAGTG
GTGTT

>Promtor MYBB-Regent (2554 bp)
CGGTTAACGACAAGAGTGGTTAAGCAGGGAGGCCCCACACAAACATCTTGGTTATCATTGAGTTATCATTTGATA
TATTAGAAATATGAATGAGACCATTTGCAGACACAATATCACTGGACTAGCTTCAGAGTTCAGACCATCTTGATA
TCTTGTGTTGAATAAATGAAGGCAGCCAGTTGTCTGCAGAGTCACCACCGCCAACCATGAAAGATATTTAGTTAG
ACTATTCCATTCCATTCCATTCCATTCCATTCCATTTCATTAAATTTCGTTTTCAACGCACATGAGGCAAATCCC
ATCTGAAATATTTAGGCTACATTTGATTTTTAGGAATTTTGAAACAAAAATAAAAGAAAAATTCATTTATTTTAA
TTTATTTCTGTAAAATTATTAAATTAAATTTTAATATTGTTTTCCCTTCCTAAATACTTTCCTAAATTTATATTA
CTCACCACACATGTGGATTTGCAAAGAACTAATAAATAAAAAAACCTTTTCTTACAAATTTATTCTAGCATGCCT
TTTACATATTTTTTTTATGATTAATTTTATTTTTAAATTAAAAATCATAAATAATGGTAGAGAAATAAATAAATA
TAAAACCATATTTTAAAAATACAATTTCGCTATAAAATATATGAGTGGGCATTTTCAAAATGTGATTTCCATCTT
ATTTTTAAAATGGGTTCGATTCTATTTTTTTTTTAAAAAAAAAATCTTTAAAATTTTAAAGAATGTAGATATGTG
ATTTTTTTTTTCTATTTTGGGTCAAAATTATATATATATCTATGTGTCAAGTCAATGGAATGTGACTTAATAAAA
ACATTGGCCAAGGACTTGACTTGGAAAATGGCTGACCAGTCATTTTTCATTCATCTTATTGTTCTAAGTTGCAAG
CAATTGCCCTTGCCTGCTTCCCGGATCCTCCCAACTTACATTCCTTTTACACCCAAGTAACCTCAGTCAACAAAT
GTGTACTCTCCCCCATCACTTTCATTGGCTACTGGAGTCAAATTATGATCCTCTTCTTTGACATACATGCCTTGT
GTATCAGACTTGAGATGCTCCTTTTTCTTTTTCTTTTTCAAAATTTTTAAATCTTTATCAAAAAATACATTTTAA
AAATGCTTCTTAAAATATAATTTTAAATCATTTTCAAGAGTAAAGTTATATTTAAAAATTTTAAAATAAAATTAA
TTTTTTGAATTTATTCTAATTTAAATAAAATTTGAACAATCAAAATACCATTTTTAGACTATCAAGTTAAACTTT
GAACTCATAATAATAATATATAGGGGTTGAAAAAAAGAGAGGAAAATATTAAAATAATCCAATCAATCTTGGAAT
TAACGATCCGGAAACATGTGACTTATTTTTGTCGGGACCATATATGATATGTCACGTTAAGGTTACTTTTTCTAG
TTTCAAAAGTGTTTGCACAATTTTTCCACGGTGCATGGCCAACTCCTGTACTTGGAATCAATAGCCAGGCTTATG
GAGGGTGATCATGACTCACGAGGATCATAAATAATTATTTTAATTAATTAATAGTTCCTGTCCTAAAAATTTATA
TATTAAAAAATATTTGTATATAAAAAAATATTAGAATTTATTCAGTTTTTTCTTGTTTTTAAAAATAAAAAAATA
TTTTTAAAAATTTGTAATCTTGTTTCATCAGTTGTTTTTTGAAATTAACTTTTAAAAATGAAGAACAATTTTTAT
AAAATAAATTAAAATTATTTTCATCTATTTTTTAAAAAATAAAAGAAAATTAGGCATCGGTCTTATCATAGTTTT
AGAAATTTATTTTTAAAAATTACTTTTATTTTTTAACTTTTAATTTAAAAATAATTTTTAAAAACAAGTTTAAAA
GAAGGAGGCAAACAAGCCTTAAATTTTTCTTATGTTTTTCAAATTTATTCAGTTGTTTTTGTTTTTAAAAATAAA
AAATTATTTTTAAAAACTTGTAATCTTGTTTCATCAGTTGTTTTTTGAAATTAACTTTTAAAAATAAAAAACAAT
TTTTAAAAATAAATTAAAATTATTTCCATCTATTTTTAAAAATAAAAGAAAAATTGGGATCCGTCTTATCATATT
TTTAGAATTTTATTTTTAAAAATTACTTTTATTTTTTAACTTTTAATTTAAAAACAATTTTTTAAAACAAGTTTA
AGAGAAGAAGACAAACAAGCCTTAAATTTTTCTTATGTTTTTCAACGTTTTACAATTTATTAAAATCGGTTTTTA
AGAATTTTTACATCCAATGTAGAATCTACTGTTTGCTTTTATTTTAAAAATAGAAATAGGAAAGCCTATCGAAGC
CAACCTAACTCATTCAAACTTGAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAATATCCTCCTTCCGGGAAATTGCAG
CAAAGTTGCTTTCTTGGACTAATCTTCCAGCACATTAACCCTCGTGGCTTTGGAATAGTACGTCTATGTTAGGAT
AAATACCCACTCGACGACAGGGAAAATCATCTCCAGATTGAGGAAGGCAGAGCTAGCCAGAGGTTAGAGTAGTGG
TGTT

>Promotor PAL-Lemberger-Allel A (1716 bp)

CCCTAACCTGTACTTTATGACCTTGTCCTGTACAAAAGAGTATATAATATAATATTAAGAAAAGTTCATGATCAT
AAAAAATATATATATATTTTATTCACCACAATATAATACATTTGCAATTGCACGAGAAATTCCACGGTTACTCCA
TAATTGCATAAACTTCATTACAAATATGCCACAATCCGTTCTGCAAATAGTAATTAAGGAAATTATAAGTCAATT
GGGTATCAAATTAGTAAATTTATAACCTAATTTGCTTTGCATAGGGTATCAAATTAGTCAATTGGGTATCAAATT
AGTGGAATAAAAATCTTCCATTTCAATTTGTCTCCAAAAATATATCACCCCTCACACAAGCAAAATCAAATCAAC
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CTTTTCAATTGACCATACTGCTTCCACCAACCAAGTCAGCCCAAAAAAATAGAAAAAAAGCCAACCCAAAAAAAA
GAAAATCAAATCATACTTTTCAATTTACTGTAAATGCAATTTTATATTATAATGTGTCACCAAAGGTTCAAAGAC
AAGAGTTCTGACAGGGGTGGTTTTGGAGGTGGAGGCGGAGGTGATTCAGACAGGGGTGGTTTTGGAGATAGGGGC
CGTGGAAGGAGGGATCAAAGTGGTGGCTGGAACAACAGAAACAATTCTGGTGAGAATAATAAGTCCTTTGAATGG
AACAAAGAGTCAAACAATAATGGGGAAGGGTGAAAAGGTCATGATAGTGCTGTTGGTTGGGGCCAAGGAGGTGGT
GATAAGGGGCCAAGGAATTGGAATTCTGGGACTGGCAGAACTAGCAATCAATTGAGGGTAAATTAGTCTAATAAA
AATATAAGGCCTTCAAAAGAATTATCAAATTTACCCACTCTTTTCAGTCATTTTTTCTCCCAACCGACCCTTTAA
GGGTAATTCTCCCTATGTTTTTAGCTAGAGTACGAGTACATAATTTTTTATTATTATTTTTTTAACGAGTTCGGA
TTTGGAGGAATAGAAATTACATTACGTAGGCCAACAATTTCATTTAGTATTCCACATGCCACCAACCCATTGACC
GCACACCACAGTTGTCTTGAGGTCTGACCAGTACGAACATACGAGCTCCATTCCTAAATCCACATGCATATCACG
TTGCAGCATCTGAGCCTTTAGCGTAGACAGATCAAGGGTCTGGATTGGTTTTCAACAAACCTCATGAAGCCACTT
TGCCATCCCGCCCACCTACCATTGACCTGTTGCATTTTAAAGACTCCTAGGCTCAAGGCACTCTATATAAGGAAA
AGCCTCTGTCACCGTACTTCTCAGGAAACTCAGAATTTCAGAGCCCAACTTTCAGATTTCCTCCAGTTCCTCTCT
CCCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTCCTTCTTAGTTGTCGTGAAAAACCAGCTTTTTGCAGTTGTTTCTTTGTGGGGA
TTCGAAGACATGGAAGCAATGAACTGCCACGGAAGCAAAAAGGTGGAGAGTTTCGTCGTGAGTGATCCGCTGAAC
TGGGGAGTGGCAGCGGAGGCGTTGAAGGGGAGCCATTTGGATGAAGTAAAGCGCATGGTGGCAGAGTACCGGAAG
CCGGTGGTTCGGCTTGGTGGTGAAACGCTTACGATATCGCAAGTGGCGGCTATCGCGGGGCGGGAGGAGGATGTG
AGTGTGGAGTTGTCGGAGACGGCGAGAGCGGGCGTGAACGCGAGCAGTGAGTGGGTGATGGAGAGC

>Promotor PAL-Lemberger-Allel B (1699 bp)
CCCTAACCTGTACTTTATGACCTTGTCCTGTACAAAAGAGTATATAATATAATATTAAGAAAAGTTCATGATCAT
AAAAAATATATATATATTTTATTCACCACAATATAATACATTTGCAATTGCACGAGAAATTCCACGGTTACTCCA
TAATTGCATAAACTTCATTACAAATATGCCACAATTCGTTCTGCAAATAGTAATTAAGGAAATTATAAGTCAATT
GGGTATCAAATTAGTAAATTTATAACCTGATTTGCTTTCCATAGGGTATCAAATTAGTCAATTGGGTATCAAATT
AATGGAATAAAAATCTTCCATTTCAATTTGTCTCCAAAAATATATCACCCCTCACACAAGCAAAATCAAATCAAC
CTTTTCAATTGACCATACTGCTTCCACCAACCAAGTCAGCCCAAAAAAAGAGAAAAAAAGCCAACCCAAAAAAAA
GAAAATCAAATCATACTTTTCAATTTACTGTAAATGCAATTTTATATTATAATGTGTCACCAAAGGTTCAAAGAC
AAGGGTTCTGACAGGGGTGGTTTTGAAGGTGGAAGCGGAGGTGATTCAGACAGGGGTGGTTTTGGAGGTAGGGGC
CGTGGAAGGAGGGATCAAAGTGGTGGTTGAAACAACAGAAACAATTCTGGTGAGAATAATAAGTCCTTTGAATTG
AACAAAGAGTCAAACAATAATGGGGAAGGGTGGAAAGGTCATGATGGTGCTGTCGGTTGGGGCCAAGGAGGTGGT
GATAAGGGGCCAAGGAATTGGAATTCTGGGACTGGCAAAACTAGCAATCAATTGAGGGTAAATTAGTCTAATAAA
AATATAAGGCCTTCAAAAGAATTATCAAATTTACCCACCTTTTTCAGTCATTTTTTCTCCCAGCCTACCTTAAGG
GTAATTCTCCCTATGTTTTTAGTTAGAGTACGAGTACGTAATTTTTTATTATTATTTTTTTAACGAGTTCGGATT
TGGAGGAATAGAAATTACATTACGTAGGCCAACAATTTCATTTTGTATTCCACATGCCACCAACCCATTGACCGC
ACACCACAGTTGTCTTGGGGTCTGACCAGTACGAACATACGAGCTCCATTCCTAAATCCACATGCATATCACGTT
GCAGCATCTGAGCCTTTAGCGTAGACAGATCAAGGGTCAGGATTGGTTTTCAACAAACCTCATGAAGCCACTTTG
CCATCCCGCCCACCTACCATTGACCTGTGGCTTTTTTAAAGACTCCTAGGCTCAAGGCACTCTATATAAGGAAAA
GCCTCTGTCACCGTACTTCTCAGGAAACTCAGAATTTCAGAGCCCAACTTTCAGATTTCCTCCAGTTCCTCTCTC
TCTTTCCTTCTTAGTTGTCGTGAAAAACCAGCTTTTTGCAGTTGTTTCTTTGTGGGGATTCGAAGACATGGAAGC
AATGAACTGCCACGGAAGCAAAAAGGTGGAGAGTTTCGTCGTGAGTGATCCGCTGAACTGGGGAGTGGCAGCGGA
GGCGTTGAAGGGGAGCCATTTGGATGAAGTAAAGCGCATGGTGGCAGAGTACCGGAAGCCGGTGGTTCGGCTTGG
TGGTGAAACGCTTACGATATCACAAGTGGCGGCTATCGCGGGGCGGGAGGAGGATGTGAGTGTGGAGTTGTCGGA
GACGGCGAGAGCGGGCGTGAACGCGAGCAGTGAGTGGGTGATGGAGAGC

>Promotor PAL-Regent (1713 bp)

CCCTAACCTGTACTTTATGACCTTGTCCTGTACAAAAGAGTATATAATATAATATTAAGAAAAATTCATGATCAT
AAAAAATATATATATATTTTATTCACCACAATATAATACATTTGCAATTGCACGAGAAATTCCACGGTTACTCCA
TAATTGCATAAACTTCATTACAAATATGCCACAATCCGTTCTGCAAATAGTAATTAAGGAAATTATAAGTCAATT
GGGTATCAAATTAGTAAATTTATAACCTAATTTGCTTTGCATAGGGTATCAAATTAGTCAATTGGGTATCAAATT
AGTGGAATAAAAATCTTCCATTTCAATTTGTCTCCAAAAATATATCACCCCTCACACAAGCAAAATCAAATCAAC
CTTTTCAATTGACCATACTGCTTCCACCAACCAAGTCAGCCCAAAAAAATAGAAAAAAAGCCAACCCAAAAAALNA
GAAAATCAAATCATACTTTTCAATTTACTGTAAATGCAATTTTATATTATAATGTGTCACCAAAGGTTCAAAGAC
AAGGGTTCTGACAGGGGTGGTTTTGGAGGTGGAGGCGGAGGTGATTCAGACAGGGGTGGTTTTGGAGATAGGGGC
CGTGGAAGGAGGGATCAAAGTGGTGGCTGGAACAACAGAAACAATTCTGGTGAGAATAATAAGTCCTTTGAATGG
AACAAAGAGTCAAACAATAATGGGGAAGGGTGAAAAGGTCATGATAGTGCTGTCGGTTGGGGCCAAGGAGGTGGT
GATAAGGGGCCAAGGAATTGGAATTCTGGGACTGGCAGAACTAGCAATCAATTGAGGGTAAATTAGTCTAATAAA
AATATAAGGCCTTCAAAAGAATTATCAAATTTACCCACTCTTTTCAGTCATTTTTTCTCCCAACCGACCCTTAAG
GGTAATTCTCCCTATGTTTTTAGCTAGAGTACGAGTACATAATTTTTTATTATTATTTTTTTAACGAGTTCGGAT
TTGGAGGAATAGAAATTACATTACGTAGGCCAACAATTTCATTTAGTATTCCACATGCCACCAACCCATTGACCG
CACACCACAGTTGTCTTGAGGTCTGACCAGTACGAACATACGAGCTCCATTCCTAAATCCACATGCATATCACGT
TGCAGCATCTGAGCCTTTAGCGTAGACAGATCAAGGGTCTGGATTGGTTTTCAACAAACCTCATGAAGCCACTTT
GCCATCCCGCCCACCTACCATTGACCTGTTGCATTTTAAAGACTCCTAGGCTCAAGGCACTCTATATAAGGAAAA
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GCCTCTGTCACCGTACTTCTCAGGAAACTCAGAATTTCAGAGCCCAACTTTCAGATTTCCTCCAGTTCCTCTCTC
CCTCTCTCTCTCTCTCTTTCCTTCTTAGTTGTCGTGAAAAACCAGCTTTTTGCAGTTGTTTCTTTGTGGGGATTC
GAAGACATGGAAGCAATGAACTGCCACGGAAGCAAAAAGGTGGAGAGTTTCGTCGTGAGTGATCCGCTGAACTGG
GGAGTGGCAGCGGAGGCGTTGAAGGGGAGCCATTTGGATGAAGTAAAGCGCATGGTGGCAGAGTACCGGAAGCCG
GTGGTTCGGCTTGGTGGTGAAACGCTTACGATATCGCAAGTGGCGGCTATCGCGGGGCGGGAGGAGGATGTGAGT
GTGGAGTTGTCGGAGACGGCGAGAGCGGGCGTGAACGCGAGCAGTGAGTGGGTGATGGAGAGC

>Promotor PR10.l-Lemberger-Allel A (2529 bp)
GCCTTTAAGTGGCTCATTGTTAAATCTTATTCCATTTTCACTACCATCGCATAGAGTTTTGAATCACTCATAATG
AATGAATCCACTTTTATACATCAACATTAAGTTATATCAAATTCTTTCTCAATCTTGAATGATATATGATATTCA
AAATAAGAGTTGCAAAGCAATTTATAACCATTATTCTCATTCTCTATTCTATTGTGATACACAATAAAAAAACCC
ATTACTGCAATCAAAACTAATAAAAATTTTCAAAACCCCATCCTCAGGTAATTGTATAGGAGTTGTTGGTATTTT
AGCATCAAATACATACTTCATTGAAACAAAATACTTTCTTGGATCTAGCTTTAGAATATCATACACAAGCCCTAA
TAATTCTTCATATGAAATAATCTTCAAGACTTCAAAGCCTTTAACTCTACATCCTTCAAAACAAAAATCATTTTG
ATCATGTACCTAGTCTTTTTCATATAGAAACATTATTCCTAATTCCTTAACCATTAAGATAATAAAATAATCCCA
ACTATTAATATAATTACACAATAGTAGAATATTTTTAAACTATAATAGAGCATTACTATCTATAAATTGGTATTC
ATTTTCGAAAACTTATTCATTGCTAAATTGATATCATTTTAGTAGACATTTAATACATTTTTTTTAGTGAATAAG
AAACAAACAAAAATTAGTCATATCTACTATCACAAATACTACCAATATTAATGCTACAAAAATAAAATGTTTCTC
AAAAATTAAATAATTTCAAATATTGTGACTCTCAACCTTTTTAACCAAAAAAAAAATCATTAAAAGAATGATGTA
TTTAGGCTTTAGTTCATGCCATGAATTTCAAGGTTAATGTGCCAATGATTCAACTCCAAGTTGAATACAACGGAG
AATAATAATAATATAGAGAGACTTAACCTACGTTCAAAACGTGGTAAAATTTGTCAACCAAAAATTGTAGCTTTA
TAGCTTTATCTATTATGTCAAAACCCTATTTCACAGACACACATTGGTATAAAGAGCAAATATGCCAACAACTTC
AAAATCACCATAAAATTCCATAATTGAGTTTCATTAGTTACCATTTTTTGACCTTGCGATATTGACAATGATTTA
ATACACATGTTATGTCTATTTCCTGTTTTTAACTTACCTTTTCATGGCTGCAAATTAATGACAAAAAAAATGGTC
CAACTTTCTTATATATTCAAAAAATTCAATGAATAAAAAATGAAAGAGAAATAGATGGAAAAATGGTCCAACTTT
CTTATATATATTCAAAAAATTCAATGAATAACAAATGAAAGAGAAATAGATGTGTGTGAAGAGAAGAAACACATA
TTGATGTTGAAAATTTGAAGAGATGATATGATAAATAAATGAGAATGGAAGAAAAAGCTAGAATTGGATGAAAAA
TAAGTTGAAGGGTATTTTTGTCAAGAATGGGTCATTTTTTAGATTGAAATATGTGAAGGATTAGATTTGCAAAAT
TACAATTCTCATTCATTTTAATCAAATAGCCTCTTAACTATGGCCGGTTTCTTTTGATTTTCTTTTGATTTGCCA
ATCAAAAGAACATATTCCCTCTATATTGTAATTACTACTGGCCTTCATTCTACTGCACTCCAAAAATATTCCCTC
TATATCTCAATCAATCTATTTTTGATCTCCCAGGGTCATTTCCAAGTTACCGTTATGATCAGGTAGGCCAGGGGA
TTTGTCTCCATTGCTATTCTTCTTCAATCTTGTTGGAGTCATTGCAGCAATCCATTTTTGAATAAAGTCCAAGCT
TCTAGTTGTTTAGAAAATTAGTAAAGCCTCCTTGAATATAGAAGAGCGCATTTGAACATTCCAGGATTTGTTTTC
ATCAATTTAAAGGGACTTCTCACTTTGTAGTTATTTATTCAATTCCAGCCTGCATTTATGGACTTGTATTGCGCC
ATTCTCCATGAATCACCAATATTCCACAATGTTGACCCACAAACGGTGTGCCACCGACTACAAATATATGATCAA
AAGTAACTTGAATTCCCCGTCTGTTACTATGTTTATATCATGGAAAATATTTATTTCCTGTTGTGCTCTACATAT
CGTTTGCCTGCAAATGCACTGAAAGTAGAAGGAAAAGTTTCTCATTAATTGGTTAATAGTAAGATCCACACATTT
GTTTTGTTTTGTTTGTTAGCCTTTTTTTTTCTTTTTTGCCCTTTTCCCCCTCTCCGCTGAGAAAGAAAGAAAAAT
GGAATTAGACCACCACTTGAATTTAACCAGCCGAGACCAACATGAGATCATAGTACTCCTTTATGGAAAAATAGT
GGATTACTTTGAACGTTCCTTAGATGCAACCGTATCTGCCTTTGAAAACTAGAGACACACGTTCACACGAGGGAA
CCTTGGTCCTCCATCTATAAATGCCAACCCTTGTTCTTAGATCTCTTCTCACCTCAAACCATTCTCTGCAAACCA
ACCAATCCTCCTTCTCTTCCTCTTTTGATCCTTTTCATTTCAAACTCTAAGATC

>Promotor PR10.l-Lemberger-Allel B (2525 bp)

GCCTTTAAGTGGCTCATTGTTAAACCTTATTCCATTTTCACTACCATCGCATAGAGTTTTGAATCACTCATAATG
AATGAATCCACTTTTATACATCAACATTAAGTTATATCAAATTCTTTCTCAATCTCGAATGATATATGATATTCA
AAATAAGAGTTGCAAATCAATTTATAACCATTATTCTCATTCTCTATTCTATTGTGATACACAATAAAAAAAACC
CATTACTGCAATCAAAACTAATAAAAATTTTCAAAACACCATCCTTAGTTAATTGTATAGGAGTTGTTGGTATTT
TAGCATCGAATACATACTTCATTGAAGCAAAACACTTTCTTGGATCTAGCTTTAGAATATCATACACAAGCCCTA
ATAATTCTTCATATGAAATAATCTTCAAGACTTCAAAGCCTTTAACTCTACATCCTTCAAAACAAAAATCATTTT
GATCATGTACCTAGTCTTTTTCATATAGAAACATTATTCCTAATTCATTAACCATTAAGATAATAAAATAATCCC
AACTATTAATATAATTACACAATAGTAGAATATTTTTAAGCTATAATAGAGCATTACTATCTATAAATTGGTATT
CATTTTCGAAATCATTGCTAAATTCATATCATTTTAGTAGACATTTAATATATATTTTTTAGTGAATAAGAAACA
AACAAAAATTAGTCATATCTACTATCACAAATACTACCAATATTAATGCTACAAAAATAAAATGTTTCTCAAAAA
TTAAATAATTTCAAATATTGTGACTCTCAACCTTTTTAACCAAAAAAAAAATCATTAAAAGAATGATGTATTTAG
GCTTTAGTTCATGCCATGAATTTCAAGGTTAATGTGCCAATGATTCAACTCCAAGTTGAATACAACGGAGAATAA
TAATAATATAGAGAGACTTAACCTACGTTCAAAACATGGTAAAATTTGTCAACCAAAAATTGTAGCTTTATATCT
TTATCTATTATGTCAAAACCCTATTTCACACACACACATTGGTATAAAGAGGAAATATGCCAACAACTTCAAAAT
CACCATAAAATTCCATAATTGAGTTTCATTACTTACCATTATTTGACCTTGCGATATTGACAATGATTTAATACA
CATGTTATGTCTATTTCCTGTTTTTAACTTACCTTTCCATGGCTGCAAGTTAATGACAAAAAAAATGGTCCAACT
TTCTTATATATTCAAAAAATTCAATGAATAAAAAATGAAAGAGAAATAGATGGAAAAATGGTCGAACTTTCTTAT
ATATATTCAAAAAATTCAATGAATAACAAATGAAAGAGAAATAGATGGGAGTGAAGAGAAGAAACACATATTGAT
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GTTGAAAATTTGAAGAGATGATATGATAAATAAATGAGAATGGAAGAAAAAGCTAGAATTGGATGAAAAATAAGC
TGAAGGGTATTTTTGTCAAGAATGGGTCATTTTTTAGATTGAAATATGTGAAGGATTAGATTTGCAAAATTACAA
TTCTCATTCATTTTAATCAAATAGCCTTTTAACTATGGCCGGTTTCTTTTGATTTTCTTTTGATTTGCCAATCAA
AAGAACATATTCCCTCTACATTGTAATTACTACTGGCCTTCATTCTACTGCACTCCAAAAATGTTCCCTCTATAT
CTCAATCAATCTATTTTTGATCTCCCAGGGTCATTTCCAAGTTACCGTTATGATCAGGTAGGCCAGGGGATTTGT
CTCCATTGCTATTCTTCTTCAATCTTGTTGGAGTCATTGCAGCAATCCATTTTTGAATAAAGTCCAAGCTTCTAG
TTGTTTAGAAAATTAGTAAAGCCTCCTTGAATATAGAAGAGCGCATTTGAACATTCCAGGATTTGTTTTCATCAA
TTTAAAGGGACTTCTCACTTTGTAGTTATTTATTCAATTCCAGCCTGCATTTATGGACTTGTATTGCGCCATTCT
CCATGAATCACCAATATTCCACAATGTTGACCCACAAACGGTGTGCCACCGACTACAAATATATGATCAAAAGTA
ACTTGAATTCCCCGTCTGTTACTATGTTTATATCATGGAAAATATTTATTTCCTGTTGTGCTCTACATATCGTTT
GCCTGCAAATGCACTGAAAGTAGAAGGAAAAGTTTCTCATTAATTGGTTAATAGTAAGATCCACACATTTGTTTT
GTTTTGTTTGTTTGCCTTTTTTTTTCTTTTTTGCCCTTTTCCCCCCTCTCCGCTGAGAAAGAAAGAAAAAAGGAA
TTAGACCACCACTTGAATTTAACCAGCCGAGACCAACATGAGATCATAGTACTCCTTTATGGAAAAATAGTGGAT
TACTTTGAACGTTCCTTAGATGCAACCGTATCTGCCTTTGAAAACTAGAGACACACGTTCACACGAGGGAACCTT
GGTCCTCCATCTATAAATGCCAACCCTTGTTCTTAGATCTCTTCTCACCTCAAACCATTCTCTGCAAACCAACCA
ATCCTCCTCCTCTTCCTCTTTCGATCCTTTTCATTTCAAACTCTAAGATC

>Promotor PR10.1-Regent-Allel A (2531 bp)
GCCTTTAAGTGGCTCATTGTTAAATCTTATTCCATTTTCACTACCATCGCATAGAGTTTTGAATCACTCATAATG
AATGAATCCACTTTTATACATCAACATTAAGTTATATCAAATTCTTTCTCAATCTCGAATGATATATGATATTCA
AAATAAGAGTTGCAAATCAATTTATAACCATTATTCTCATTCTCTATTCTATTGTGATACACAATAAAAAAAACC
CATTACTGCAATCAAAACTAATAAAAATTTTCAAAACACCATCCTTAGTTAATTGTATAGGAGTTGTTGGTATTT
TAGCATCGAATACATACTTCATTGAAGCAAAACACTTTCTTGGATCTAGCTTTAGAATATCATACACAAGCCCTA
ATAATTCTTCATATGAAATAATCTTCAAGACTTCAAAGCCTTTAACTCTACATCCTTCAAAACAAAAATCATTTT
GATCATGTACCTAGTCTTTTTCATATAGAAACATTATTCCTAATTCATTAACCATTAAGATAATAAAATAATCCC
AACTATTAATATAATTACACAATAGTAGAATATTTTTAAGCTATAATAGAGCATTACTATCTATAAATTGGTATT
CATTTTCGAAAACTTATTCATTGCTAAATTCATATCATTTTAATAGACATTTAATATATATTTTTTAGTGAATAA
GAAACAAACAAAAATTAGTCATATCTACTATCACAAATACTACCAATATTAATGCTACAAAAATAAAATGTTTCT
CAAAAATTAAATAATTTCAAATATTGTGACTCTCAACCTTTTTAACCAAAAAAAAAATCATTAAAAGAATGATGT
ATTTAGGCTTTAGTTCATGCCATGAATTTCAAGGTTAATGTGCCAATGATTCAACTCCAAGTTGAATACAACGGA
GAATAATAATAATATAGAGAGACTTAACCTACGTTCAAAACATGATAAAATTTGTCAACCAAAAATTGTAGCTTT
ATATCTTTATCTATTATGTCAAAACCCTATTTCACACACACACATTGGTATAAAGAGGAAATATGCCAACAACTT
CAAAATCACCATAAAATTCCATAATTGAGTTTCATTACTTACCATTATTTGACCTTGCGATATTGACAATGATTT
AATACACATGTTATGTCTATTTCCTGTTTTTAACTTACCTTTCCATGGCTGCAAGTTAATGACAAAAAAAATGGT
CCAACTTTCTTATATATTCAAAAAATTCAATGAATAAAAAATGAAAGAGAAATAGATGGAAAAATGGTCGAACTT
TCTTATATATATTCAAAAAATTCAATGAATAACAAATGAAAGAGAAATAGATGGGAGTGAAGAGAAGAAACACAT
ATTGATGTTGAAAATTTGAAGAGATGATATGATAAATAAATGAGAATGGAAGAAAAAGCTAGAATTGGATGAAAA
ATAAGCTGAAGGGTATTTTTGTCAAGAATGGGTCATTTTTTAGATTGAAATATGTGAAGGATTAGATTTGCAAAA
TTACAATTCTCATTCATTTTAATCAAATAGCCTTTTAACTATGGCCGGTTTCTTTTGATTTTCTTTTGATTTGCC
AATCAAAAGAACATATTCCCTCTACATTGTAATTACTACTGGCCTTCATTCTACTGCACTCCAAAAATGTTCCCT
CTATATCTCAATCAATCTATTTTTGATCTCCCAGGGTCATTTCCAAGTTACCGTTATGATCAGGTAGGCCAGGGG
ATTTGTCTCCATTGCTATTCTTCTTCAATCTTGTTGGAGTCATTGCAGCAATCCATTTTTGAATAAAGTCCAAGC
TTCTAGTTGTTTAGAAAATTAGTAAAGCCTCCTTGAATATAGAAGAGCGCATTTGAACATTCCAGGATTTGTTTT
CATCAATTTAAAGGGACTTCTCACTTTGTAGTTATTTATTCAATTCCAGCCTGCATTTATGGACTTGTATTGCGC
CATTCTCCATGAATCACCAATATTCCACAATGTTGACCCACAAACGGTGTGCCACCGACTACAAATATATGATCA
AAAGTAACTTGAATTCCCCGTCTGTTACTATGTTTATATCATGGAAAATATTTATTTCCTGTTGTGCTCTACATA
TCGTTTGCCTGCAAATGCACTGAAAGTAGAAGGAAAAGTTTCTCATTAATTGGTTAATAGTAAGATCCACACATT
TGTTTTGTTTTGTTTGTTTGCCTTTTATTTTCTTTTTTGCCCTTTTCCCCCCTCTCCGCTGAGAGAGAAAGAAAA
AAGGAATTAGACCACCACTTGAATTTAACCAGCCGAGACCAACATGAGATCATAGTACTCCTTTATGGAAAAATA
GTGGATTACTTTGAACGTTCCTTAGATGCAACCGTATCTGCCTTTGAAAACTAGAGACACACGTTCACACGAGGG
AACCTTGGTCCTCCATCTATAAATGCCAACCCTTGTTCTTAGATCTCTTCTCACCTCAAACCATTCTCTGCAAAC
CAACCAATCCTACTCCTCTTCCTCTTTCGATCCTTTTCATTTCAAACTCTAAGATC

> Promotor PR10.1-Regent-Allel B (2530 bp)

GCCTTTAAGTGGCTCATTGTTAAATCTTATTCCATTTTCACAACCATCGCATAGAGTTTCGAATCACTCATAATG
AATGAGTCCACTTTTATACATCAACATTAAGCTATATCAAATTCTTTCTCAATCTCAAATGATATATGAAATTCA
AAATAAGAGTTGCAAATCAATTTATAACCATTATTCTCATTCTCTATTCTATTGTGATACACAATAAAAAAAACC
CATTACTGCAATCAAAACTAATAAAAATTTTCAAAACCCCATCCTCAGGTAATTGTATAGGAGTTGTTGGTATTT
TAGCATCAAATACATACTTCATTGAAACAAAATACTTTCTTGGATCTAGCTTTAGAATATCATACACCAGCCTTA
ATAGTTCTTCATATGAAATAATCTTCAAGACTTCAAAGCCTTTAACTCTACATCCTTCAAAACAAAAATCATTTT
GATCATGTACCCGGTCTTTTTCATATAGAAACATTATTCCTAATTCATTAACCATTAAGATAATAAAATAATCCC
AACTATTAATATAATTACACAATAGTAGAATATTTTTAAGCTATAATAGAGCATTACTATCTATAAATTGGTATT
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CATTTTTGAAAACTTATTCATTGCTAAATTCATATCATTTTAGTAGACATTTAATAATTTTTTTTAGTGAATAAG
AAACAAACAAAAATTAGTCATATCTACTATCATAAATACTACCAATATTAATGCTACAAAAATAAAATGTTTCTC
AAAAATTAAATAATTTCAAATACTGTGACTCTCAACCTTTTTATCCAAAAAAAAAAATCATTAAAAGAATGAATT
TAGGCTTTGGTTCATGCCATGAATTTCAAGGCTAACGTGCGAATGATTCAACGCCAAGTTGAATACAATGGAGAA
TAATAATAATATAGAGAGATTTAACCTAAGTTCAAAACGTGGTAAAATTTGTGAACCAAAAATTGTAGCTTTATA
GCTTTATCTATTATGTCAAAACCCTATTTCACACACACACACATTGGTATAAAGAGCAAATATGCCAACAACTTC
AAAATCACTATAAAATTCCATAATTGAGTTTCATTACTTACCATTATTTGACCTTGCGATATTGACAATGATTTA
ATACACATGTTATGTCTATTTCCTGTTTTTAACTTACCTTTTCATGGCTGCAAGTTAATGACAAAAAAAATGGTC
CAACTTTCTTATATATTCAAAAAATTCAATGAATAAAAAATGAAAGAGAAATAGATGGAAAAATGGTCCAACTTT
CTTATATATATTCAAAAAATTCAATGAATAACAAATGAAAGAAAAATAGATGGGAGTGAAGAGAAGAAACACATA
TTGATGTTGAAAATTTGAAGAGATGATATGATAAATAAATGAGAATGGAAGAAAAAACTAGAATTGGATGAAAAA
TAAGCTGAAGGGTATTTTTGTCAAGAATGGGTCATTTTTTAGATTGAAATATGTGAAGGATTAGATTTGCAAAAT
TACAATTCTCATTCATTTTAATCAAATAGCCTTTTAACTATGGCCGGTTTCTTTTGATTTTCTTTTGATTTGCCA
ATCAAAAGAACATATTCCCTCTATATTGTAATTACTACTGGCCTTCATTCTACTGCACTCCAAAAATATTCCCTC
TATATCTCAATCAATCTATTTTTGATCTCCCAGGGTCATTTCCAAGTTACCGTTATGATCAGGTAGGCCAGGGGA
TTTGTCCCCATTGCTATTCTTCTTCAATCTTGTTGGAGTCATTGCAGCAATCCATTTTTGAATAAAGTCCAAGCT
TCTAGTTGTTTAGAAAATTAGTAAAGCCTCCTTGAATATAGAAGAGCGCATTTGAACATTCCAGGATTTGTTTTC
ATCAATTTAAAGGGACTTCTCACTTTGTAGTTATTTAGTCAATTCTAGCCTGCATTTATGGACTTGTATTGCGCC
ATTCTCCATGAATCACCAATATTCCACAATGTTGACCCACAAACGGTGTGCCACCGACTACAAATATATGATCAA
AAGTAACTTGAATTCCCCGTCTGTTACTATGTTTATATCATGGAAAATATTTATTTCCTGTTGTGTTCTACATAT
CGTTTGCCTGCAAATGCACTGAAAGTAGAAGGATAAGTTTCTCATTAATTGGTTAATAGTAAGATCCACACATTT
GTTTTGTTTTGTTTGTTTGCCTTTTTTTTTCTTTTTTTTCCTTTTCCCCCCTCTCCGCTGAGAAAGAAAGAAAAA
AGGAATTAGACCACCACTTGAATTTAACCAGCCGAGTCCAACATGAGATCATAGTACTCCTTTATGGAAAAATAG
TGGATTACTTTGAACCTTCCTCAGATGCAACCGTCTCTGCCTTTGAAAACTAGAGACACACCTTCACTCGAGCAA
ACCATTGTCCTCCATCTATAAATGCCACCCCTTGTTCCCACATCTCTCCTCACCTCAAACCATTCTCTGCAAACC
AACCAATCCTCCTTCTCTTCCTCTTTTGATCCTTTTCATTTCAAACTCTAAGATC

>Promotor WRKY7-Lemberger und Regent (1513 bp)
TGTGTGATTAAGAAGGGCTGATTATTGCATAGAATTATATATTTTTAGGTACAATATTGAAAAATACATAATCAA
TAAAGTGTAACATGTGCAAATACACTAAAAAGTGTAATATTTTTAGGTACAATATTATGAATTATATATTTTTGG
GCAAGAAAAGTTACTAAAATTCAAATAATATTTATGTATTTAAATGTCATACAATTACCAAAGAGCATTTAGATA
GAAGAAATATTATAATTAATAAGCTGTTTGGACGAAGAAAAACACCAATGTGAGTCAATATTCAAAGTGTGGTGT
ACTACCATGAATAGACGGTGGTGTGATGGTTTGTCTCCAAATTCCCCAAAATACATGATGGAAAATTTTGAAATA
GAATTTAGAAGAGAGTTGGGATCCCCAATTCCTTCACAATTAATAACATTAATCCCTTTATTTTTCTTCGATTCT
CTCTAACAAATAGTATTTAGATAAAAGAATATTATAATTTATAAGTTGCTCGGAGGAAGAAAAACATTAGTATGA
GTCAATTTTCAAAGTGTGGTGCGCTACCTTGAATAGATGGTGTGATGGGTTTGTCACCAACTCCCCCAAAACACA
CGATGGAAAAAATTGAATTAGAAATATAGAAGAGAGTCGGGATCCCCAGTTCCTTCACAATTATTAATGCTAATC
CCTTTCTCTTTCTCCAATTCTCTCCGTTGTGTCTACAAAAATCAAAAGGTGAACAGCAGTATAAATAATAAATAA
ATAAAAGTAGAAAGAGGGTGAGGGTGAGTGGTCTGCTGATGAATAGAAAGGAAAACAAGGAGACATTGTTATGGA
AGTTTGAAACTCAGAGAGCTAAAGTCAACTCCACCACTGTATCATTACCCCAACAACCAAACTTTCCATTTCATT
CTTGTTTTCATAAGGAAAGGGCTAATGCCTTATTTTCCCGTCATAGAAATTAAGGCCATCATCCTACAATATTTT
TAAAAATAGTAATTAAAATTAAAAATGAAATTCTATTTTTGATTTAGTTTCTATTAAAAGTTTTCAATTATTCTT
TTTAATAATCTAATATATATATATATGTTTTCAAATTGGAATGGAGAATTTGGGAGGAAGAGGGGAGAGGGAATA
AAGATTAAAATCCAGTGGTGTAAGTTTTAGGATGGTAGCAGGTGGGGATGGAATCAGACGGCTAGGGCTGATGCT
TTGACCTGATCTAAAGACTAGTTCAACATGGATGGGCCCACAGTAGGAAGAGGAGGTCAATGTACAGACATATGC
GTTTTACTAGAGAGCACAGTAGTCGAGGGGCTTTGATTAAAAGAAATATTATTGTTTTAGTTGGCTTGCATTCGT
ACCTACATTTGACAGAGGGTGTTACAGTGACGGGTCAGTGACGGGGTGGACCAATGGGAGTGCCTCGCCGATCGC
ATCGCTTTGACCACTGACTCCTTTATCAACGTTACCCTTCTCGTCCTCTTTTACACTCTCCTTTTTCTCTCCTCC
CTGTTTGATGGTG
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Anhang 2: Cis-regulative Elemente der Promotoren von MYBB, WRKY7, ERF5,

ERF1 und PR10.1

Angegeben sind alle Elemente, die eine Rolle bei der Pathogenabwehr spielen. Fir jedes

Element ist die Position im Promotor angegeben. AufRerdem markieren Kreuze (x) das

Vorkommen des Elements bei den unterschiedlichen allelischen Auspragungen der

Promotoren von 'Regent” und "Lemberger”. Fir die Promotoren von ERF5 und WRKY?7 ist

nur die Position der Elemente angegeben, da hier die Promotoren von "Regent” und

“Lemberger” identisch waren. Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren wurden oft fir mehrere

Pflanzen beschrieben. Zur Ubersicht wurde hier immer nur ein Element fiir diese Position

angegeben. Die Position gibt die Entfernung upstream vom Startcodon an.

MYBB-Promotor

Element Promotor-Position Reg LemV1l LemV2 LemV3
EECCRCAH1 -59 X X X X
MYBCORE -66 X X

MYBST1 -84 X X X X
MYBPZM -88 X X

MYBST1 -184 X X X X
CTRMCAMV35S -196 X
5UTR Py-rich stretch -197 X
CTRMCAMV35S -198 X X
5UTR Py-rich stretch -199 X X
CTRMCAMV35S -200 X X
5UTR Py-rich stretch -201 X X
CTRMCAMV35S -202 X X
5UTR Py-rich stretch -203 X X
GAGABHVBKN3 -203 X
CTRMCAMV35S -204 X X
5UTR Py-rich stretch -205 X X
GAGABHVBKN3 -205 X X
CTRMCAMV35S -206 X X
5UTR Py-rich stretch -207 X X
GAGABHVBKN3 -207 X X
CTRMCAMV35S -208 X X X X
5UTR Py-rich stretch -209 X X X X
GAGABHVBKN3 -209 X X
CTRMCAMV35S -210 X X
5UTR Py-rich stretch -211 X X
GAGABHVBKN3 -211 X X
CTRMCAMV35S -212 X X X X

XX



http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000494
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000180
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000179
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000180
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000427
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000427
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000427
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000427
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000427
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460

Anhang

Element Promotor-Position Reg LemVl LemV2 LemV3
GAGABHVBKN3 -213 X
CTRMCAMV35S -214 X X X
MYBPLANT -236 X X X
ERE -283 X

TCA-element -392 X X X X
5UTR Py-rich stretch -393 X X X X
TCA-element -518 X X
ERE -575 X X X X
MYBCORE -586 X X
MYBCORE -646 X X
MYBGAHV -670 X X

ERE -881 X X
MYBCORE -892 X X
MYBCORE -957 X X
WBOXNTERF3 -1016 X
MYBCORE -1026 X X
WRKY710S -1063 X X X X
ERE -1149 X X
T/IGBOXATPIN2 -1173 X X X X
WRKY710S -1175 X X X X
WRKY710S -1207 X X X X
TCA-element -1261 X X

5UTR Py-rich stretch -1264 X X
ERELEE4 -1373 X X
ERE -1483 X
MYBCORE -1526 X
WBOXATNPR1 -1545 X X X X
WBOXATNPR1 -1566 X X X X
WBOXATNPR1 -1612 X X X X
WRKY710S -1714 X X X
WBOXNTERF3 -1720 X X X
WBOXATNPR1 -1737 X X X
WBOXHVISO1 -1765 X X X
ASFIMOTIFCAMV -1778 X X
CGTCA-motif -1779 X X
TGACG-motif -1779 X

WBOXATNPR1 -1780 X X
WBOXATNPR1 -1785 X X X X
WBOXATNPR1 -1810 X X X X
TCA-element -1916 X X X X
EECCRCAH1 -1920 X X X X
MYB1AT -1981 X X X X
TC-rich repeats -2089 X X X X
EECCRCAH1 -2123 X X X X

XXI



http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000427
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000460
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000167
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27DC~ERE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27BO~TCA-element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27LE~5UTR%20Py-rich%20stretch%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27NT~TCA-element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27DC~ERE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000181
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27DC~ERE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000457
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27DC~ERE%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000458
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
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Anhang

Element Promotor-Position Reg LemVl LemV2 LemV3
EECCRCAH1 -2384 X X X X
MYBPZM -2475 X X X X
WRKY710S -2485 X X X X
MYBCORE -2499 X X X X
MYBI1AT -2627 X X X X
MYB1AT -2659 X X X X
TGA-element -2671 X X X X
MYBCORE -2675 X X X X
ERFS Promotor

Element Promotor Position
TCA-element -105

MYBST1 -141

WRKY710S -149

WBOXATNPR1 -150

ARRIAT -166

MYB1AT -188

MYB1AT -212

MYB1AT -251

WBBOXPCWRKY1 -284

WBOXNTCHNA48 -323

MYB1AT -340

MYBST1 -344
MYB2CONSENSUSAT -444

MYBST1 -541

ARR1AT -582

ARR1AT -586

ARRIAT -628

ARR1AT -671

TC-rich repeats -692

ARR1AT -771

EIRE -784

WRKY710S -787

ERE -839

ARRIAT -844

WBOXATNPR1 -957

WRKY710S -963

MYB1LEPR -1001

ARR1AT -1031

ARRIAT -1074

ARR1AT -1111

WBOXATNPR1 -1204

XX11



http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000494
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000179
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000447
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000408
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000408
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/cgi-bin/show_site_info.htpl?QWhere=ID_of_Site%20like%20%27BO~TGA-element%27&StartAt=0&NbRecs=10
http://www.dna.affrc.go.jp/sigscan/disp.cgi?S000176

Anhang

WRKY7 Promotor

Element Promotor Position
WBOXHVISO1 -74

WBOXNTERF3 -81

ASFIMOTIFCAMV -125

WRKY710S -125

WBOXNTERF3 -131
ASFIMOTIFCAMV -136

WRKY710S -136

WBOXATNPR1 -155
CATATGGMSAUR -245

WBOXATNPR1 -258

WBOXNTERF3 -312
BOXLCOREDCPAL -359

EECCRCAH1 -512

WRKY710S -574
ASFIMOTIFCAMV -575

MYBPLANT -634

WBOXATNPR1 -665

EECCRCAH1 -683

ARFAT -7104
MYB2CONSENSUSAT -815

WRKY710S -936
SEBFCONSSTPR10A -938

WBOXATNPR1 -988

MYBGAHV -1061

ERELEE4 -1148

ARFAT -1183
SEBFCONSSTPR10A -1184

MYB1AT -1188

WBOXATNPR1 -1236

WRKY710S -1319

ERELEE4 -1347

ERF1 Promotor

Element Pro-Pos Reg A Reg B Lem A Lem B
WBOXHVISO1 -10 X X X X
MYBST1 -194 X X X X
MRE -208 X X X X
MYB2CONSENSUSAT  -246 X X X X
EECCRCAH1 -257 X X X X
WBOXHVISO1 -268 X X X X
TC-rich repeats -478 X

XXI1I




Anhang

Element Pro-Pos Reg A Reg B Lem A Lem B
MYB1AT -511 X X X X
WRKY710S -549 X X X X
EECCRCAH1 -567 X X X X
TC-rich repeats -604 X X X X
MYBGAHV =735 X X X X
TGA-element -742 X

TA-rich region -793 X X
TA-rich region -795 X X
TA-rich region -7197 X X
TA-rich region -799 X

WRKY710S -839 X X X X
WRKY710S -855 X X X X
WRKY710S -908 X X X X
ASFIMOTIFCAMV -909 X X X X
CGTCA-motif -909 X X X X
TGACG-motif -909 X X X X
MYBPZM -916 X X X X
SV40COREENHAN -996 X X X X
EECCRCAH1 -1081 X X X X
ERELEE4 -1084 X X X X
EECCRCAH1 -1118 X X X X
P-box -1149 X X X X
MYB2AT -1159 X X X X
ERELEE4 -1218 X X X X
EECCRCAH1 -1220 X X X X
MYBGAHV -1258 X X X X
EECCRCAH1 -1297 X X X X
TRANSINITDICOTS -1322 X X X X
TRANSINITMONOCOTS -1322 X X X X
WRKY710S -1354 X X X X
ASFIMOTIFCAMV -1359 X X X X
WRKY710S -1359 X X X X
CGTCA-motif -1359 X X X X
TGACG-motif -1359 X X X X
WRKY710S -1369 X X X
box S -1370 X

MYBPZM -1421 X X X X
WRKY710S -1439 X X X X
ASFIMOTIFCAMV -1440 X X X X
CGTCA-motif -1440 X X X X
TGACG-motif -1440 X X X X
WRKY710S -1476 X X X X
ASFIMOTIFCAMV -1477 X X X X
CGTCA-motif -1477 X X X X

XXIV




Anhang

Element Pro-Pos Reg A Reg B Lem A Lem B
TGACG-motif -1477 X X X X
ASFIMOTIFCAMV -1480 X X X X
WRKY710S -1480 X X X X
CGTCA-motif -1480 X X X X
TGACG-motif -1480 X X X X
box E -1533 X
BOXLCOREDCPAL -1561 X X X X
WRKY710S -1571 X X X X
box E -1597 X X X X
EECCRCAH1 -1651 X X X X
ABRERATCAL -1656 X X X X
WRKY710S -1677 X X X X
WRKY710S -1682 X X X X
MYBGAHV -1702 X X X X
MYBPLANT -1731 X X X X
MYBST1 -1833 X X X X
MYBST1 -1858 X X X X
P-box -1921 X X X X
WRKY710S -1977 X X X X
MYBST1 -2016 X X X
WRKY710S -2109 X
TGA-element -2111 X

EECCRCAH1 -2173 X
box E -2180 X X X

MYBST1 -2234 X X X X
WUN-motif -2250 X X
WUN-motif -2254 X X
EIRE -2261 X X X X
PR10.1 Promotor

Element Pro-Pos Reg A Reg B Lem A Lem B
ERE -19 X X X X
TCA-element -37 X X
MYBPLANT -59 X X X X
MYB1AT -74 X X X X
MYBPZM -106 X

MYB1AT -132 X

T/IGBOXATPIN2 -147 X X X
ABRERATCAL -148 X X X
ARFAT -153 X X X X
MYBCORE -178 X X X X
BOXLCOREDCPAL -192 X

NRRBNEXTA -208 X X X X

XXV
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Anhang

Element Pro-Pos Reg A Reg B Lem A Lem B
MYB1AT -256 X X X X
5UTR Pye-rich stretch -297 X

MYBGAHV -344

MYB1AT -381 X X X
MYBST1 -400 X

MYBCORE -448 X X X X
MYBCORE -485 X X X X
EECCRCAH1 -496 X X X X
MYBCOREATCYCB1 -539 X X X X
WBOXNTERF3 -548 X X X X
WBOXATNPR1 -618 X

WRKY710S -768 X X X X
TCA-element -792 X X X X
ARFAT -803 X X X
SEBFCONSSTPR10A -804 X X X
MYBPZM -819 X X X X
MYB2CONSENSUSAT -831 X X X X
WRKY710S -846 X X X X
EECCRCAH1 -964 X X X X
EECCRCAH1 -975 X X X X
EECCRCAH1 -1042 X X X X
WRKY710S -1075 X X X X
WBOXATNPR1 -1086 X X X X
5UTR Py-rich stretch -1197 X X X X
TCA-element -1213 X X X
MYBGAHV -1227 X X X X
EIRE -1267 X X
SARE -1272 X X
TCA-element -1283 X X X X
TCA-element -1343 X X X X
WRKY710S -1347 X X X X
WRKY710S -1418 X X X X
WBOXNTERF3 -1432 X X X X
EECCRCAH1 -1455 X X X X
WBOXATNPR1 -1541 X X X X
WBOXATNPR1 -1580 X X X
ABRERATCAL -1595 X X
T/IGBOXATPIN2 -1595 X X

MRE -1609 X

TCA-element -1636 X

MYBCOREATCYCB1 -1639 X X X
CCAAT-box -1641 X X X
ABRERATCAL -1672

T/GBOXATPIN2 -1672
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Anhang

Element Pro-Pos Reg A Reg B Lem A Lem B
EECCRCAH1 -1685 X X X X
MYB1AT -1742 X X X X
WBOXNTERF3 -1758 X X X X
ERE -1772 X X X X
WRKY710S -1842 X X X X
MYB1AT -2036 X X X X
CATATGGMSAUR -2150 X X X X
AGMOTIFNTMYB2 -2195 X X X X
BOXLCOREDCPAL -2272 X X
MYB1AT -2360 X X X X
EECCRCAH1 -2373 X X X
EECCRCAH1 -2378 X X X X
ERELEE4 -2390 X

EECCRCAH1 -2392 X

EECCRCAH1 -2481 X

Box 11 -2503 X X
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Anhang

Anhang 3: Weitere Promotorkonstrukte von PR10.1

Promotorkonstrukte von PR10.1 mit Angaben zur Lange des Promotorfragments und den
mutagenisierten WRKY -Bindestellen (MutW)

Promotor Promotor- -\ w1 Mutw2 Mutw3 Mutwa <EIne
lange [bp] Mutation
2534 X
PR10 Lemberger Allel A g54 ~
2534 X
PR10 Lemberger Allel B 854 ”
X
X X
PR10 Regent Allel A 2534 X X
X X X
854 X
X
X
X
X
X X
X X
2534 X X
PR10 Regent Allel B X X
X X
X X X
X X X
X X X
X X X X
X
834 X X X
X X X X

XXVIII




Anhang

Anhang 4: SNP-Daten der Core Collection

Auflistung der

Daten der SNP-Analyse flir Promotoren.

Grin markiert sind die

Allelkombinationen vom Typ XX und gelb ist der Typ XY. 11 = ERF1 - Chr. 10, 1.820.929
Bp; 36 = ERF1 — Chr. 10, 1.821.153 Bp; 48 = PR10 — Chr. 5, 1.233.091 Bp; 35 = PR10 — Chr. 5,

1.233.244 Bp; 29 = PR10 — Chr. 5, 1.233.465 Bp; 23 = PR10 — Chr. 5, 1.233.646 Bp; 42 = PR10

—Chr. 5, 1.235.000 Bp; 17 = MYB — Chr. 5, 8.046.542 Bp.

Probenname Accessionsnr. SNP Nr.

11 36 48 35 29 23 42 17
Burdin 7515 DEU098-1990-371 GA CT Tr TI GG CC GG TT
Ravat 253 DEU098-1993-164 GA CT Tr TI GG CC GG TT
Bailey DEU098-1994-034 AA CT TT TI GG CC GG TT
Buffalo DEU(098-1988-046 AA TT TT TI GG CC GG TT
Chambourcin DEU098-1980-506 AA CT TT TI GG CC GG TT
Champanel DEUQ098-1989-152 AA CC TT TTI GG CT GG TT
Couderc 12 DEUQ098-1995-007 AA CT TT TI GG CC GG TT
Couderc 16 DEU098-1995-008 AA CT TI TI GG CT GG TT
Noah DEU(098-1980-537 AA CT TT TI GG CC GG TT
Reliance DEU098-1989-127 AA TT TTI TIT GG CC GG TT
Seibel 5474 DEU098-1998-033 AA TT TT TI GG CC GG TT
Seyval DEU098-1980-655 AA TT TT TI GG CC GG TT
Seyve Villard 12-622 DEU098-1994-033 AA TT TT TI GG CC GG CC
Seyve Villard 23-504 DEU098-1991-023 AA CT TT TI GG CC GG TT
Tissier Ravat DEU098-1980-661 AA TT TT TI GG CC GG TT
Elvira DEU(098-1980-519 GG CC TT TIr GG CT GA TT
unknown (Othello) DEU098-1980-539 GG CC TT TI GG CC GA TT
Bluestar DEUQ098-1980-501 GA CC TT TT GG CT GA TC
Fredonia DEUQ098-1990-460 GA CC TT TIr GG CT GA TT
Seibel 6045 DEU098-1995-020 GA CC TT TIr GG CC GA TT
Bertille Seyve 1372 DEU(098-1987-041 AA CC TT TI GG CT GA TT
Beta DEU098-1987-075 AA 1T TT TA GT CT GA TT
Campbell Early DEU(098-1988-181 AA CC TT TTI GG CT GA TC
Cayuga White DEU098-1980-504 AA. CC TT TT GG CT GA TT
Couderc 8 DEU098-1995-006 AA CC TT TIr GIT CC GA CC
Landot 304 DEUQ098-1989-188 AA CC TT TTI GG CT GA TC
Ravat Blanc DEU098-1980-636 AA TT TI TI GG CT GA TT
Rudelin 17-5 DEU098-1990-166 A A CC TT TI GG CC GA TT
Rudelin 6-96 DEU098-1990-169 AA CC TT TI GG CC GA TT
Seibel 11701 DEU098-1990-317 AA CC TT TIr GG CT GA TT
Seibel 6093 DEUQ098-1998-039 AA CC TT TI GG CC GA TT
Seibel 8748 DEU098-1989-269 AA CC TT TT GG CT GA TC
Seyve Villard 12-358 DEU098-1992-043 AA TT TT TT GT CT GA TT

XXIX




Anhang

Probenname Accessionsnr. SNP Nr.

11 36 48 35 29 23 42 17
Vincent DEU098-1980-559 AA TT TT TT GG CT GA TT
Seibel 11027 DEU098-1994-014 -- TT TT TIT GG CT GA TT
Dog Ridge DEU098-2007-023 AA  TT TT TIT GG CT AA TT
Kober 5 BB DEU098-1980-484 AA CT TT TA GT CT AA TT
Millardet et Grasset 125-1 DEU098-1980-622 AA  TT TT TA GT TT AA TT
Remaily 66-54-4 DEU098-1990-164 AA TT TT TT GT TT AA TT
Seibel 5351 DEU098-1995-017 AA . CC TT TT GG TT AA TC
Teleki 5 C DEU098-1980-477 AA TT TI TA GT CT AA TT
V.riparia cl.Goldwater DEU098-1990-491 AA CT TT AA TT TT AA TC
V.riparia pubescens DEU098-1990-486 AA - TT TA GT TT AA TT
Millardet et Grasset 106-8 DEU098-1987-074 -- TT TT AA GT TT AA TT
unknown (Diamond) DEU098-1988-047 -- TT TT TA GT CC AA TT
V.coignetiae Pulliat DEU098-1990-456 -- TT TT TT TT TT AA TT
V.riparia Penetanguiskene DEUQ98-1990-494 AA CT TT AA TT TT -- --
Castor DEU098-1980-587 AA TT TA TA GG CC GG TT
Seibel 14404 DEU098-1993-075 AA . CC TA TA GG CC GG TT
Baco Blanc DEU098-1980-496 GG CC TA TA GT CT GA TT
Burdin 4503 DEU098-1989-138 GG CC TA TA GT CT GA TT
Chelois DEU098-1980-508 GG CC TA TA GT CT GA TC
Estellat DEU098-1989-091 GG CC TA TA GT CT GA TC
Geilweilerhof F.S.4-206-36 DEU098-1980-604 GG CC TA TA GT CT GA TT
Neron DEU098-1990-307 GG CC TA TA GT CT GA CC
Seibel 10855 DEU098-1994-013 GG CC TA TA GT CT GA TC
Seibel 11486 DEU098-1994-017 GG CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 11846 DEU098-1994-021 GG CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 12583 DEU098-1990-319 GG CC TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 10-271 DEU098-1987-025 GG CC TA TA GT CT GA TC
Seyve Villard 27-531 DEU098-1994-029 GG TT TA TA GT CT GA TC
Storgoziya DEU098-1990-167 GG CC TA TA GT CI GA TT
Bath DEU098-1980-499 GA CC TA TA GT CT GA TC
Couderc 1615 DEU098-1998-014 GA TT TA TA GT CT GA TT
Landot204 DEU098-1989-185 GA CT TA TA GT CT GA TT
Perkins DEU098-1990-312 GA CC TA TA GT CT GA TC
Regent DEU098-1980-701 GA CT TA TA GT CT GA TT
Seibel 10123 DEU098-1994-046 GA CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 12084 DEU098-1994-022 GA CC TA TA GT CT GA TC
Seibel 8337 DEU098-1995-029 GA CC TA TA GT CT GA TC
Seinoir DEU098-1991-081 GA CC TA TA GT CT GA TC
Alwood DEU098-1988-178 AA CT TA TA GT CT GA TT
Amber DEU098-1987-036 AA CT TA TA GT CT GA TT
Aurore DEU098-1980-495 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Bailey Alicante A DEU098-1980-498 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Bellandais DEU098-1980-500 AA CT TA TA GT CT GA TT
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Birstaler Muskat DEU098-1998-010 AA TT TA TA GT CT GA TT
Black Eagle DEU098-1988-044 AA CC TA TA GT CT GA TC
Cazalet DEUQ98-1994-036 AA TT TA TA GT CT GA TT
Century 1 DEU098-1980-505 AA CT TA TI GG CC GA TT
Concord DEUQ98-1980-511 AA TT TA TA GT CT GA TT
Concord(4N) DEU098-1980-512 AA TT TA TA GT CT GA TT
Cook DEUQ98-1980-513 AA CC TA TA GT CT GA TC
Couderc 2 DEUQ098-1990-180 AA CT TA TA GT CT GA TT
Couderc 25 DEU098-1989-086 AA CT TA TA GT CT GA TT
Couderc 71-60 DEUQ98-1980-582 AA TT TA TA GT CT GA TT
Couderc 98-76 DEU098-1989-157 AA. CC TA TA GT CT GA TT
De Chaunac DEUQ98-1980-507 AA TT TA TA GT CT GA TT
Delaware DEU098-1980-514 AA  CC TA TA GT CT GA TT
Egerl DEU098-1985-001 AA  CC TA TA GT CT GA TT
Eger7 DEUQ098-1985-002 AA CT TA TA GT CT GA TT
Egri Csillagok28 DEU098-1994-009 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Egri Csillagok36 DEUQ098-1994-011 AA CT TA TA GT CT GA TT
Excelsior DEU098-1998-006 AA TT TA TA GT CT GA TC
Florental DEUQ098-1980-522 AA TT TA TA GT CT GA TT
Geilweilerhof 64-170-1 DEUQ98-1980-695 AA TT TA TA GT CT GA TT
Geilweilerhof 67-198-2 DEU098-1980-696 AA CT TA TA GT CT GA TT
Geilweilerhof B-8-8 DEUQ98-1980-597 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Geilweilerhof GA-47-42 DEU098-1988-111 AA TT TA TA GT CT GA TT
GeilweilerhofVI1.5861 DEU098-1980-610 AA TT TA TA GT CT GA TT
Herbert DEU098-1980-523 AA TT TA TA GT CT GA TT
Humbert-Chapon 3 DEU098-1991-041 AA TT TA TA GT CT GA TT
Joannes Seyve 11369 DEU098-1990-215 AA TT TA TA GT CI GA CC
Joannes Seyve 12426 DEU098-1989-172 AA CT TA TA GT CT GA TC
Joannes Seyve 12428 DEU098-1989-253 AA CC TA TA GT CT GA TT
Joannes Seyve 13733 DEU098-1987-022 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Joannes Seyve 14928 DEU098-1992-006 AA CC TA TA GT CT GA TC
Joannes Seyve 14982 DEUQ98-1989-254 AA 1T TA TA GT CT GA TC
Joannes Seyve 23416 DEU098-1987-024 AA CC TA TA GT CT GA TC
Joannes Seyve 26487 DEU098-1989-255 AA TT TA TA GT CI GA CC
Joannes Seyve 26654 DEU098-1992-021 AA CC TA TA GT CT GA TT
Joannes Seyve 26674 DEU098-1992-022 AA TT TA TA GT CT GA TC
Joannes Seyve 26924 DEU098-1990-217 AA CT TA TA GT CT GA TC
Kyoho DEU098-1980-527 AA CT TA TA GT CT GA TT
Landal DEU098-1980-530 AA CT TA TA GT CT GA TT
Landot 2281 DEU098-1994-030 AA TT TA TA GT CT GA TT
Landot 2282 DEU098-1989-061 AA CT TA TA GT CT GA TT
Landot 2283 DEU098-1989-186 AA TT TA TA GT CT GA TT
Landot 508 DEU098-1990-382 AA  CC TA TA GT CT GA TC
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Landot Excelsior DEU098-1989-035 AA TT TA TA GT CT GA TC
Leon Millot DEU098-1980-531 AA TT TA TA GT CT GA TT
Lucie Kuhlmann DEUQ98-1989-002 AA TT TA TA GT CT GA TT
Muscat Bailey A DEU098-1980-536 AA. CC TA TA GT CT GA TT
New York 34762 DEUQ98-1989-004 AA TT TA TA GT CT GA TT
New York 36095 DEU098-1989-006 AA CT TA TA GT CT GA TT
Nezhnyi DEUQ98-1989-037 AA TT TA TA GT CT GA CC
Norwood DEUQ098-1980-538 AA TT TA TA GT CT GA TT
Phoenix DEU098-1980-703 AA TT TA TA GT CT GA TT
Picadoul Noir DEUQ098-1988-131 AA TT TA TA GT CT GA TT
Plantet DEU098-1991-102 AA CT TA TA GT CT GA TT
Pollux DEUQ98-1980-589 AA TT TA TA GT CT GA TT
Pomriiski Biser DEU098-1990-163 AA CC TA TA GT CT GA TC
Pontiac DEU098-1988-200 AA TT TA TA GT CT GA TT
Pougette Musquee DEUQ98-1988-132 AA TT TA TA GT CT GA TT
Price DEU098-1980-541 AA TT TA TA GT CT GA TT
Ravat 263 DEUQ98-1994-038 AA CC TA TA GT CT GA TC
Ravat Noir DEU098-1980-635 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Richter 110 DEUQ98-1980-637 AA TT TA TA GT CT GA TT
Rommel DEUQ098-1985-004 AA TT TA TA GT CT GA TT
Roucaneuf DEU098-1980-649 AA TT TA TA GT CT GA CC
Rougeon DEUQ98-1980-547 AA CC TA TA GT CT GA TT
Rudelin 20 DEU098-1990-168 AA CT TA TA GT CT GA TT
Seibel 10796 DEUQ098-1994-012 AA CC TA TA GT CT GA CC
Seibel 11342 DEU098-1989-066 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 11705 DEU098-1994-019 AA CT TA TA GT CT GA TT
Seibel 12393 DEUQ98-1990-318 AA CC TA TA GT CT GA TC
Seibel 13047 DEU098-1990-320 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 14266 DEUQ098-1992-036 AA CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 14676 DEU098-1990-227 AA. CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 14994 DEUQ98-1994-026 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seibel 4629 DEUQ98-1992-008 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seibel 4681 DEU098-1990-235 AA. CC TA TA GT CT GA CC
Seibel 5450 DEUQ098-1992-032 AA CC TA TA GT CT GA TT
Seibel 5689 DEU098-1995-018 AA TT TA TA GT CT GA TC
Seibel 5915 DEU098-1992-031 AA  CC TA TA GT CT GA TC
Seibel 607 DEU098-1998-038 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seibel 6606 DEU098-1995-021 AA CT TA TA GT CT GA TT
Seibel 7324 DEU098-1995-026 AA. CC TA TA GT CT GA TC
Seibel 78 DEU098-1980-647 AA  TT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 12-129 DEU098-1990-242 AA  CC TA TA GT CT GA TC
Seyve Villard 12-286 DEU098-1991-006 AA CT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 12-308 DEU098-1991-007 AA  CT TA TA GT CT GA TT
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Seyve Villard 12-390 DEU098-1989-107 AA CT TA TA GT CT GA CC
Seyve Villard 12-395 DEU098-1990-340 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 12-401 DEUQ98-1989-075 AA  CT TA TA GT CT GA CC
Seyve Villard 12-413 DEU098-1990-246 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 16-207 DEUQ98-1994-028 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 1-72 DEU098-1980-648 AA  CC TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 2-108 DEUQ98-1994-031 AA TT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 23-356 DEUQ98-1991-019 AA TT TA TA GT CT GA TC
Seyve Villard 5-247 DEU098-1980-654 AA  CC TA TA GT CT GA TT
Sorilis DEUQ98-1980-658 AA TT TA TA GT CT GA TT
Subereux DEU098-1991-100 AA TT TA TA GT CT GA TT
Villard blanc DEUQ98-1980-650 AA  CC TA TA GT CT GA TT
Vivarais DEU098-1994-040 AA. CC TA TA GT CT GA TC
McDonald Blue DEU098-1980-535 -- TT TA TA GT CT GA TT
Rayon d'Or DEUQ098-1980-543 -- TT TA TA GT CT GA TT
Seibel 11697 DEU098-1994-018 -- TT TA TA GT CT GA TC
Seyve Villard 26-166 DEUQ098-1980-653 -- TT TA TA GT CT GA TT
Seyve Villard 7-135 DEU098-1990-253 -- TT TA TA GT CT GA TT
V.rupestris du Lot DEU098-1990-504 -- TT TA TA GT CI GA TT
Varousset DEU098-1980-652 -- TI TA TA GT CI GA TT
Cascade DEU098-1980-644 GG CC TA TA GT TT AA CC
Castel 19637 DEUQ98-1980-571 GG CC TA AA TT TT AA TT
Millardet et Grasset 41B DEU098-2007-024 GG CC TA AA TT TT AA TC
Ventura DEU098-1980-556 GG CC TA TA GT TT AA TC
Alden DEU098-1980-494 GA TT TA TA GT TT AA TT
Castel 196-17 DEU098-1989-052 GA TT TA TA TT TT AA TC
Coloredo Jardin DEU098-1980-510 GA CC TA TA GT CT AA TT
Douriou DEU098-1989-089 GA CC TA TA GT TI AA TC
Gropel DEUQ98-1998-017 GA CC TA TA TT TT AA TC
Isabella DEU098-1980-525 GA CC TA TA GT TTI AA TC
Agawam DEUQ98-1980-493 AA TT TA TA GT TT AA TT
Aris DEUQ98-1980-478 AA TT TA AA TT TT AA TT
Aris (4N) DEU098-1980-479 AA TT TA TA GT CT AA TT
Binova DEUQ98-1980-480 AA TT TA TA GT CT AA TT
Burdin 1580 DEU098-1980-568 AA  CC TA TA GT TTI AA TC
Burdin 7575 DEU098-1994-035 AA TT TA TA GT TT AA TC
Canada DEU098-1998-007 AA. CC TA TA GT TT AA TT
Canada Muscat DEU098-1980-566 AA TT TA TA GT TT AA TT
Castel 16525 DEU098-1998-011 AA CC TA TA GT CT AA CC
Catawba(4N) DEU098-1980-503 AA CT TA TA GT TI AA TC
Couderc 161-49 DEU098-1980-574 AA  TT TA TA GT TT AA TT
Diana DEU098-1980-515 AA CT TA TT GG CT AA TT
Emerald DEU098-1980-520 AA CT TA TT GT TT AA TT
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Freiburg 423-51 DEU098-1980-631 AA CT TA TA TT TT AA TT
Geisenheim 26 DEU098-1980-482 AA TT TA AA TT TT AA CC
General DEU098-1988-184 AA CC TA TA GT CT AA TC
Hanover DEU098-1988-189 AA TT TA TA GT TT AA TT
Hector DEU098-1988-190 AA. CC TA TA GT TT AA TT
Himrod DEU098-1980-524 AA  CC TA TA GT TTI AA TC
Interlaken Seedless DEU098-1988-049 AA CC TA TA GT TT AA TT
Kober 125 AA DEU098-2006-075 AA TT TA TA GT CT AA TT
Lakemont Seedless DEU098-1980-529 AA TT TA TA GT TT AA TT
Malegue 57 DEU098-1998-026 AA CT TA TA GT TT AA TT
Mandl 28 DEU098-1980-617 AA  TT TA TT GG CT AA TT
Naumburg 5004-51 DEU098-1980-627 AA TT TA TT GT CC AA TT
Naumburg 5004-791 DEU098-1980-677 AA  TT TA TT GT CC AA TT
Naumburg 5028-670 DEU098-1980-630 AA TT TA TT GT CC AA TT
Oberlin604 DEU098-1989-063 AA TT TA AA TT TT AA TT
Oberlin705 DEU098-1987-069 AA  CC TA AA TT TT AA TT
Orlando Seedless DEU098-1991-055 AA TT TA TA GT TT AA TT
Remaily 66-54-5 DEU098-1990-165 AA TT TA TT GG CT AA TT
Rubilande DEU098-1980-643 AA CT TA TA GT TT AA TT
Salem DEU098-1990-314 AA TT TA TA GT TT AA TT
Seibel 12242 DEU098-1994-023 AA  CC TA AA TT TT AA TC
Seibel 8229 DEU098-1990-333 AA CC TA TA GT TT AA CC
Selektion Oppenheim 4 DEU098-1980-485 AA TT TA TA GT CT AA TT
Selektion Oppenheim 4(4N) DEU098-1980-486 AA TT TA TA GT CT AA TT
Seneca DEU098-1980-549 AA TT TA TA GT TT AA TT
Seyve Villard 12-259 DEU098-1990-245 AA CT TA TA GT TT AA TT
Sori DEU098-1980-488 AA TT TA AA TT TT AA TT
Sovereign Emerald DEU098-1988-163 AA TT TA TA GT TT AA TT
Sovereign Royale DEU098-1988-172 AA TT TA TA GT TT AA TT
Teleki 5A DEU098-1980-659 AA TT TA AA TT TT AA TT
V.doaniana Munson DEU098-1990-458 AA TT TA TT GT CT AA TT
Millardet et Grasset 101-10 DEU098-1980-620 -- TT TA AA TT TT AA TT
Naumburg 5007-9 DEU098-1980-628 -- TT TA TA TT TT AA TT
Ontariol616 DEU098-1980-657 -- TT TA TTr TT TT AA TT
Teleki 9 A DEU098-1980-660 -- TT TA TA TT TT AA TT
V.riparia cl.Gloire de Montpellier DEU098-1990-483 -- TT TA AA TT TT AA TT
V.riparia Portalis Rouge DEUQ98-1990-485 -- - TA AA TT TT AA -
Duc Petit DEU098-1980-646 GG CC AA AA TT CT GA CC
Lady Washington DEU098-1989-182 GG CC AA AA TT CT GA TT
Seyve Villard 10-374 DEU098-1990-240 GG CC AA AA TT CT GA CC
Flot Rouge DEUQ98-1980-642 GA CC AA AA TT CT GA TC
Couderc 18 DEU098-1995-009 AA . CC AA AA TT CT GA TC
Couderc noir DEUQ98-1980-581 AA CC AA AA TT CT GA TT
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Rosette DEU098-1980-640 AA. CC AA AA TT CT GA TT
Seibel 1 DEU098-1980-639 AA TT AA AA TT CT GA TT
Seibel 8820 DEU098-1995-032 AA TT AA AA TT CT GA TT
Seyve Villard 7-111 DEU098-1990-252 AA CT AA AA TT CT GA TC
Baco Noir DEU098-1980-497 GG CC AA AA TT TT AA TT
Bronx Seedless DEU098-1988-045 GG CT AA AA TT TT AA TC
Freiburg 54-64 DEU098-1980-671 GG CC AA AA TT TT AA TT
Geilweilerhof Koe 48-43 DEU098-1980-607 GG CC AA AA TT TT AA TT
Landot2517 DEU098-1993-161 GG CC AA AA GT TT AA TT
Mills DEU098-1985-003 GG CC AA TA GT CT AA TT
Naumburg 2-76-24 DEU098-1980-626 GG CC AA AA TT TT AA TT
Pinard DEU098-1980-540 GG CC AA AA TT TT AA TT
Seibel 10417 DEU098-1991-099 GG CC AA AA TT TT AA TT
Seibel 10868 DEU098-1989-264 GG CC AA AA TT TT AA TC
Seibel 4762 DEU098-1990-237 GG CC AA AA GT TT AA TT
Seyve Villard 12-331 DEU098-1990-265 GG CC AA AA GT TT AA TT
Freiburg 52-64 DEU098-1980-669 GA CT AA AA TT TT AA TT
Freiburg 8-62 DEU098-1980-667 GA CC AA AA TT TT AA TT
Goecseji Zamatos DEU098-1994-010 GA CT AA AA TT TT AA TC
Golden Muscat DEU098-1988-188 GA CC AA TA GT CT AA TT
lona DEU098-1988-048 GA CC AA TA GT CT AA TC
Mandl| 24 DEU098-1980-616 GA TT AA AA TT TT AA TT
Olmo 3-54 DEU098-1993-008 GA CT AA AA TT TT AA TT
Olmo 3-84 DEU098-1993-009 GA CC AA AA TT TT AA TT
Rondo DEU098-1998-008 GA CT AA AA TT TT AA TC
Seibel 14660 DEU098-1990-225 GA CC AA AA TT TT AA TC
Seibel 8120 DEU098-1995-045 GA CT AA AA GT TT AA TT
Seibel 8906 DEU098-1995-033 GA CC AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 10-319 DEU098-1990-239 GA CT AA AA TT TT AA CC
V.riparia cl.Orilla DEU098-1990-493 GA - AA AA TT TT AA TC
Elbling Weiss GA CT AA AA TT TT AA TC
Gelbhoelzer Blau GA CT AA AA TT TT AA TC
Hans GA CT AA AA TT TT AA TT
Knipperle GA CT AA AA TT TT AA TC
Raeuschling Weiss GA CT AA AA TT TT AA TT
Riesling Weiss GA CC AA AA TT TT AA TC
Blanc Du Bois DEU098-1989-119 AA TT AA AA TT TT AA TT
Brighton DEU098-1980-565 AA TT AA AA TT TT AA TT
Catawba DEU098-1980-502 AA  CC AA TA GT CT AA TT
Couderc 160-19 DEU098-1998-013 AA CC AA TA GT TI AA TC
Couderc 3309 DEU098-1980-481 AA TT AA TA GT CT AA TT
Crousheuvskil Bely DEU098-1998-015 AA. CC AA AA TT TT AA TT
Csarenci DEU098-1993-084 AA CT AA AA TT TT AA TC

XXXV




Anhang

Probenname Accessionsnr. SNP Nr.

11 36 48 35 29 23 42 17
Droujba DEU098-1990-161 AA TT AA AA TT TT AA TT
Dunkirk DEU098-1980-517 AA - AA AA TT TT AA TC
Dutchess DEUQ98-1980-518 AA  CC AA AA TT TT AA TT
Festivee DEU098-1988-160 AA TT AA AA TT TT AA TT
Fin Noir DEUQ98-1995-013 AA CC AA AA TT TT AA TT
Freiburg 6147 DEU098-1980-665 AA  CC AA AA TT TT AA TT
Geilweilerhof A-100-3 DEUQ98-1980-590 AA TT AA AA TT TT AA TT
Geilweilerhof B-2-11 DEUQ98-1980-593 AA TT AA AA GT TT AA TT
Geilweilerhof C-43-39 DEU098-1980-601 AA CC AA AA TT TT AA TT
Geilweilerhof GA-50-34 DEUQ98-1980-692 AA CT AA AA TT TT AA TT
Geilweilerhof GA-52-42 DEU098-1980-694 AA CT AA AA TT TT AA TT
Granatovyi DEUQ98-1998-016 AA CT AA AA TT TT AA TT
Jacquez DEU098-1980-526 AA. CC AA AA TT TT AA TT
Joannes Seyve 16150 DEU098-1987-023 AA CT AA AA TT TT AA TC
Joannes Seyve 23284 DEUQ98-1989-175 AA. CC AA AA TT TT AA TC
Joannes Seyve 24398 DEU098-1993-183 AA CC AA AA TT TT AA CC
Joannes Seyve 25444 DEUQ98-1992-012 AA  CC AA AA TT TT AA TC
Joannes Seyve 26482 DEU098-1992-018 AA. CC AA AA TT TT AA TC
Joannes Seyve 26490 DEUQ98-1992-019 AA  CC AA AA TT TT AA TC
Joannes Seyve 26855 DEU098-1993-071 AA CC AA AA TT TT AA CC
Landot 234 DEU098-1990-373 AA  CC AA AA TT TT AA TT
Lednice C 62 DEUQ98-1986-002 AA CT AA AA TT TT AA CC
Marechal Joffre DEU098-1980-534 AA TT AA AA TT TT AA TT
Merbein 46-32 DEUQ98-1980-625 AA CT AA AA TT TT AA TC
Misket Kailachki DEU098-1990-162 AA CT AA AA TT TT AA TT
Moldova DEU098-1988-086 AA CT AA AA TT TT AA TC
Niabell DEUQ98-1989-198 AA. CC AA AA TT TT AA CC
Oberlin 782 DEU098-1989-202 AA  CC AA AA TT TT AA TT
Oberlin noir DEUQ98-1980-633 AA TT AA AA TT TT AA TT
Oberlin605 DEU098-1989-064 AA TT AA AA TT TT AA TT
Olmo 4-166 DEUQ098-1993-011 AA CT AA AA TT TT AA TT
Othello DEUQ98-1995-038 AA  CC AA AA TT TT AA CC
Reform DEU098-1980-664 AA TT AA AA TT TT AA TT
Remaily Seedless DEU098-1980-544 AA TT AA AA TT TT AA TT
Roi des Noirs DEU098-1991-058 AA TT AA AA TT TT AA TT
Romulus DEU098-1980-545 AA CC AA AA TT TT AA TT
Rose Queen DEUQ98-1980-546 AA TT AA TA GT CT AA TT
Rosela DEU098-1988-101 AA CT AA AA TT TT AA TC
Seibel 11259-16 DEU098-1994-015 AA CT AA AA TT TT AA CC
Seibel 11437 DEU098-2006-074 AA  CC AA AA TT TT AA TC
Seibel 11815 DEU098-1994-020 AA. CC AA AA TT TT AA TC
Seibel 13663 DEU098-1994-024 AA TT AA AA TT TT AA TT
Seibel 13682 DEU098-1994-025 AA TT AA AA TT TT AA TT
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Seibel 14866 DEU098-1991-001 AA CT AA AA TT TT AA TT
Seibel 14937 DEUQ098-1990-230 AA TT AA AA TT TT AA TC
Seibel 15245 DEU098-1991-005 AA CC AA AA TT TT AA TT
Seibel 6468 DEUQ098-1990-211 AA CT AA AA TT TT AA TC
Seibel 7347 DEU098-1998-042 AA TT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 10-300 DEU098-1989-229 AA TT AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 11-318 DEU098-1990-241 AA TT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 12-132 DEU098-1990-243 AA TT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 12-267 DEUQ098-1994-027 AA CC AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 12-303 DEU098-1989-073 AA TT AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 12-327 DEUQ098-1987-026 AA TT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 12-345 DEU098-1994-032 AA CC AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 12-347 DEU098-1989-074 AA  CC AA AA TT TT AA CC
Seyve Villard 12-391 DEU098-1990-339 AA TT AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 12-397 DEU098-1992-044 AA CT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 23-400 DEU098-1991-021 AA TT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 23-898 DEU098-1991-026 AA TT AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 3-54 DEU098-1987-031 AA CC AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 39-639 DEU098-1994-039 AA CT AA AA TT TT AA TT
Siegfriedrebe DEU098-1980-487 AA TT AA AA TT TT AA TT
Sovereign Noir DEUQ098-1988-168 AA TT AA AA TT TT AA TC
Telegraph DEU098-1980-509 AA TT AA AA TT TT AA TT
Vertes Csillaga DEU098-1994-008 AA CT AA AA TT TT AA TT
Affenthaler AA CT AA AA TT TT AA TT
Elbling_Schwarz AA CT AA AA TT TT AA --
Fischtraube AA CC AA AA TT TT AA TC
Heunisch Weiss AA CT AA AA TT TT AA TC
Himbertscha AA TT AA AA TT TT AA -
Lamberttraube AA CT AA AA TT TT AA TC
Putzscheere AA CT AA AA TT TT AA TC
Riesling Rot AA TT AA AA TT TT AA TT
Sylvestris Dirmstein AA CC AA AA TT TT AA CC
Sylvestris Ketsch 32 AA CT AA AA TT TT AA CC
Sylvestris Kollerinsel 1-36 AA CC AA AA TT TT AA CC
Tauberschwarz AA CT AA AA TT TT AA CC
Wildbacher Blau AA CT AA AA TT TT AA TC
Seyve Villard 22-25 DEU098-1991-016 -- TT AA AA TT TT AA TT
Seyve Villard 61-339 DEU098-1998-044 -- TT AA AA TT TT AA TT
Muscat d'Eisenstadt AA TT AA AA TT TT - TT
Lady Patricia DEU098-1980-528 GA CT -- TA GG CC GA TT
Ampelopsis bodinieri DEU098-1980-490 -- - - - - cC -- CC
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Anhang 5: Genexpressionsdaten ,,Hormonanalysen‘

In den beiden nachfolgenden Tabellen sind nur die Gene angegeben, die mindestens zweifach

induziert oder reprimiert wurden. Als ,,Housekeeping™ Gen wurde SAND verwendet. Die

Normalisierung erfolgte mit nicht infizierten Kontrollen zum gleichen Zeitpunkt. Es wurden

die Daten von drei unabhangigen biologischen Wiederholungen mit je vier technischen

Wiederholungen verrechnet (N = 12). Die Signifikanz wurde mit Hilfe eines einseitigen Ein-

Strichproben-t-Tests bestimmt. Als Signifikanzniveau wurden o =5 % (*), a = 2,5 % (**), a
=1 % (***) und a = 0,05 % (****) verwendet. Flr den Ergebnisteil (siehe 3.4) wurden nur

die Werte betrachtet, welche signifikant zum Niveau o = 2,5 % waren.

Induzierte Gene nach der Inokulation mit Plasmopara viticola

Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Regent Wasser 6 CZF1/ZFAR1 5,62 1,71 faloiokol
Lemberger Methyljasmonat 1 EDS1 553 3,00 ookl
Regent Methyljasmonat 24 EDS1 566 5,23 *
Lemberger Ethylen 0 EIN2 2,67 1,00 *
Regent Wasser 2 EIN2 498 4,18 *
Lemberger Methyljasmonat 1 ERF1 7,84 3,86 ioieioled
Lemberger Wasser 2 ERF1 409 291 *
Lemberger Wasser 4 ERF1 231 0,43 *
Lemberger Wasser 6 ERF1 3,58 2,25 *
Lemberger Ethylen 0 ERF5 9,15 3,95 kol
Lemberger Methyljasmonat 2 ERF5 576 4,02 *x
Regent Wasser 1 ERF5 2,44 0,13 Fkkk
Regent Wasser 6 ERF5 460 0,76 faloiokol
Lemberger Ethylen 0 NBS-LRR1 147,86 189,23 *
Lemberger Methyljasmonat 6 NBS-LRR1 647 4,97 *x
Lemberger Salicylsdure 2 NBS-LRR1 6,64 2,98 Fhxk
Regent Salicylséure 4 NBS-LRR1 1598 12,80 Fkx
Lemberger Ethylen 4 Ankyrinl 9,22 9,10 *
Lemberger Methyljasmonat 1 Ankyrinl 17,47 21,85 *
Lemberger Methyljasmonat 2 Ankyrinl 430 2,07 ool
Lemberger Methyljasmonat 6 Ankyrinl 4,98 3,98

Lemberger Salicylsdure 4 Ankyrinl 15,97 18,88

Regent Salicylsaure 4 Ankyrinl 425 271

Lemberger Ethylen 0 Ankyrin2 209,61 215,86 *x
Lemberger Ethylen 6 Ankyrin2 31,47 33,55 **
Lemberger Methyljasmonat 1 Ankyrin2 2,82 0,71 foleled
Lemberger Methyljasmonat 2 Ankyrin2 9,26 9,86 *
Lemberger Methyljasmonat 6 Ankyrin2 11,56 13,45

Lemberger Salicylsdure 0 Ankyrin2 12,80 15,17 *
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Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Lemberger Salicylsdure 2 Ankyrin2 20,19 9,78 Fkkk
Lemberger Wasser 6 Ankyrin2 8,61 8,77 *
Regent Salicylsaure 2 Ankyrin2 447 1,09 Fkkk
Regent Salicylséure 4 Ankyrin2 16,76 14,85 *x
Regent Wasser 2 Ankyrin2 7,78 5,95 *x
Lemberger Ethylen 0 DREB3 75,55 75,58 *x
Lemberger Ethylen 24 DREB3 295 1,21 *
Lemberger Methyljasmonat 2 DREB3 9,67 7,82 *x
Lemberger Methyljasmonat 6 DREB3 540 4,81 *
Lemberger Salicylsdure 2 DREB3 11,03 8,97 *x
Regent Ethylen 1 DREB3 431 2,09 ookl
Regent Salicylséure 1 DREB3 764 7,01 *
Regent Salicylséure 2 DREB3 3,35 1,47 *x
Regent Salicylséure 4 DREB3 9,07 6,98 *x
Lemberger Ethylen 0 NBS-LRR2 32,11 39,00 *
Lemberger Salicylsaure 2 NBS-LRR2 3,72 2,17

Regent Salicylséure 4 NBS-LRR2 9,14 7,26 *x
Regent Salicylsdure 24 NBS-LRR2 526 3,92

Lemberger Ethylen 0 JAR1 579 512

Regent Salicylsdure 4 JAZ 9,27 7,33 **
Lemberger Methyljasmonat 6 MAP3K 6,04 6,00 *
Lemberger Wasser 0 MAP3K 8,31 545 fleked
Lemberger Wasser 4 MAP3K 3,46 1,20 flolel
Lemberger Wasser 24 MAP3K 3,68 1,14 faloiokol
Lemberger Ethylen 4 Myb 8,66 8,57 *
Lemberger Methyljasmonat 1 Myb 10,49 3,31 Fhxk
Lemberger Salicylsdure 4 Myb 19,37 21,39 *
Lemberger Wasser 2 Myb 39,70 49,64 *
Regent Methyljasmonat 2 Myb 8,00 6,83 **
Regent Methyljasmonat 4 Myb 499 223 Fkxk
Regent Salicylséure 2 Myb 2,38 0,35 Fhx
Regent Salicylséure 4 Myb 8,28 557 Fkx
Regent Wasser 1 Myb 438 0,59 faloiokol
Regent Wasser 6 Myb 2,96 0,88 Fkx
Lemberger Ethylen 0 NDR1 7,22 1,62 *
Lemberger Methyljasmonat 2 NDR1 593 4,83 *
Regent Salicylsdure 4 NDR1 959 7,45 **
Lemberger Ethylen 4 NHL10 30,01 40,44 *
Lemberger Methyljasmonat 1 NHL10 3495 12,32 iniskolel
Lemberger Salicylsdure 4 NHL10 6,71 4,92 **
Lemberger Wasser 2 NHL10 15,08 17,62 *
Regent Salicylséure 2 NHL10 405 0,95 iniskolel
Regent Salicylsaure 4 NHL10 7,22 5,57 **
Regent Wasser 1 NHL10 2,95 0,56 faloiokel
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Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Lemberger Ethylen 0 NPR3.1 11,95 12,28 *
Lemberger Methyljasmonat 2 NPR3.2 483 3,48 *
Lemberger Salicylsdure 4 ORA59 3,74 2,59 *
Regent Salicylséure 1 ORA59 3,35 1,83 *
Regent Wasser 1 ORA59 418 0,31 ool
Regent Wasser 6 ORAb59 426 2,74 *
Lemberger Methyljasmonat 1 PAD4 3,12 0,62 inleloled
Regent Salicylséure 2 PAD4 2,52 0,52 *x
Lemberger Ethylen 4 PAL 30,60 34,10 *x
Lemberger Methyljasmonat 1 PAL 14,64 16,65

Lemberger Salicylsdure 4 PAL 522 4,65

Lemberger Wasser 2 PAL 12,03 12,92

Lemberger Wasser 6 PAL 588 4,47 *x
Regent Ethylen 4 PAL 592 2,86 ioieioled
Regent Ethylen 6 PAL 432 2,67 **
Regent Methyljasmonat 2 PAL 3,38 1,43 *x
Regent Methyljasmonat 4 PAL 513 2,17 Fkxk
Regent Salicylséure 2 PAL 6,05 2,01 iniskolel
Regent Salicylséure 4 PAL 27,95 21,42 ookl
Regent Wasser 1 PAL 514 0,65 il
Regent Wasser 2 PAL 3,99 2,07 *x
Regent Wasser 6 PAL 405 1,17 Fkkk
Lemberger Ethylen 0 PDF1.2 75,74 77,58 *x
Lemberger Salicylsdure 2 PDF1.2 6,25 1,00 ioieioled
Regent Ethylen 4 PDF1.2 479 2,87 **
Regent Ethylen 24 PDF1.2 4,18 0,68 ool
Regent Salicylsdure 1 PDF1.2 17,22 18,55 *
Regent Salicylséure 4 PDF1.2 65,25 17,16 iolsioled
Regent Salicylséure 24 PDF1.2 11,13 8,84 *x
Lemberger Methyljasmonat 0 PR1 62,78 72,34 *x
Lemberger Methyljasmonat 2 PR1 10,56 3,13 iolsioled
Lemberger Methyljasmonat 6 PR1 7,96 6,70 *x
Lemberger Salicylsaure 1 PR1 535 4,16

Lemberger Salicylsdure 4 PR1 93,55 134,69 *
Lemberger Wasser 6 PR1 13,63 14,79 *
Regent Ethylen 1 PR1 549 4,13 *x
Regent Methyljasmonat 1 PR1 97,31 115,89 *
Regent Methyljasmonat 24 PR1 39,10 46,69 *
Regent Salicylséure 1 PR1 10,35 7,12 ookl
Regent Salicylsaure 4 PR1 559 4,07 **
Regent Salicylséure 24 PR1 4,77 3,86

Regent Wasser 24 PR1 16,18 20,45

Lemberger Ethylen 4 PR10.1 16,88 17,63 **
Lemberger Methyljasmonat 1 PR10.1 57,89 13,05 faloiokel
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Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Lemberger Salicylsdure 4 PR10.1 477 3,95 *
Lemberger Wasser 2 PR10.1 34,40 43,71 *
Regent Ethylen 4 PR10.1 419 2,17 **
Regent Ethylen 6 PR10.1 949 9,94 *
Regent Methyljasmonat 2 PR10.1 5,65 4,40 *
Regent Methyljasmonat 4 PR10.1 511 2,14 falaiell
Regent Methyljasmonat 6 PR10.1 2,72 0,92 *
Regent Salicylséure 2 PR10.1 3,66 149 ookl
Regent Salicylséure 4 PR10.1 9,62 6,64 ookl
Regent Wasser 6 PR10.1 757 0,77 Fkkk
Lemberger Ethylen 4 PR2 489 4,26 *
Lemberger Methyljasmonat 1 PR2 6,23 4,78 *x
Lemberger Salicylsdure 0 PR2 2,88 118 *
Regent Ethylen 6 PR2 2,53 0,26 ioieioled
Regent Methyljasmonat 24 PR2 24,86 28,92 *
Lemberger Ethylen 0 PR5 32,39 3441 *x
Lemberger Ethylen 2 PRS5 18,55 20,84 *
Lemberger Ethylen 6 PR5 86,01 97,01 *x
Lemberger Methyljasmonat 0 PR5 3556 2,04 *
Lemberger Methyljasmonat 1 PR5 228,71 187,51 il
Lemberger Salicylsdure 0 PR5 7,28 151 ioieioled
Lemberger Wasser 2 PR5 44,26 55,03 *
Regent Methyljasmonat 2 PR5 23,01 24,10 *x
Regent Methyljasmonat 4 PR5 27,00 17,71 ioieioled
Regent Salicylséure 4 PR5 10,46 8,10 *x
Regent Salicylséure 24 PR5 399 195 *x
Lemberger Ethylen 6 PTI4 424 270 *
Lemberger Methyljasmonat 2 PTI4 8,57 4,68 iolsioled
Lemberger Methyljasmonat 24 PTI4 4,29 277 *
Lemberger Methyljasmonat 2 SAG101 3,24 1,20 *x
Lemberger Salicylsaure 4 SAG101 584 4,33 *x
Lemberger Salicylsdure 24 SAG101 414 1,82 Fkx
Regent Salicylséure 2 SAG101 2,83 0,20 iolsioled
Regent Salicylsdure 4 SAG101 10,32 7,93 **
Regent Salicylséure 4 UBQ 3,056 155 *
Lemberger Ethylen 1 VRP1-2 33,16 42,78 *
Lemberger Ethylen 4 VRP1-2 38,01 47,97 *
Lemberger Methyljasmonat 2 VRP1-2 6,39 4,78 **
Lemberger Salicylsdure 24 VRP1-2 405 1,11 Fhxk
Regent Salicylsaure 2 VRP1-2 2,64 0,95 *
Regent Salicylséure 4 VRP1-2 18,82 14,61 ookl
Regent Salicylséure 2 VRP1-3 2,39 0,20 iniskolel
Regent Salicylsaure 4 VRP1-3 9,05 6,89 **
Lemberger Ethylen 0 Whyl 2,79 1,12 *
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Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Lemberger Methyljasmonat 1 WRKY57 21,65 5,54 folakolal
Lemberger Salicylsdure 4 WRKY57 14,34 15,05 *
Lemberger Wasser 2 WRKY57 13,55 16,06 *
Lemberger Methyljasmonat 2 WRKY33 6,63 6,45 *
Regent Salicylsdure 4 WRKY33 524 3,87 *
Regent Wasser 1 WRKY33 3,08 0,14 folakolal
Regent Wasser 2 WRKY33 3,30 1,12 flolal
Reprimierte Gene nach der Inokulation mit Plasmopara viticola

Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Regent Salicylséure 1 CZF1/ZFAR1 0,42 0,08 **
Lemberger Ethylen 24 EDS1 0,39 0,04 faladail
Lemberger Ethylen 24 ERF1 0,21 0,13 ioleioled
Lemberger Salicylsdure 0 ERF1 0,33 0,19 **
Lemberger Salicylsdure 2 ERF1 0,38 0,07 iniekoled
Lemberger Wasser 0 ERF1 0,15 0,13 foloiokl
Regent Salicylsdure 0 ERF1 0,28 0,29 *
Regent Methyljasmonat 1 ERF5 041 011 *
Lemberger Wasser 0 NBS-LRR1 0,06 0,02 iniekoled
Lemberger Wasser 4 NBS-LRR1 0,22 0,21 falaiaie
Regent Methyljasmonat 24 NBS-LRR1 0,32 0,22 *
Regent Wasser 0 NBS-LRR1 0,26 0,21 Fokk
Regent Wasser 24 NBS-LRR1 0,28 0,05 foloiokol
Lemberger Wasser 0 Ankyrin2 0,03 0,01 ool
Lemberger Wasser 4 Ankyrin2 0,23 0,22 ool
Regent Methyljasmonat 24 Ankyrin2 0,18 0,15 ioleioled
Lemberger Wasser 0 DREB3 0,29 0,10 iolelolel
Lemberger Wasser 4 DREB3 0,29 0,16 faloiokol
Regent Methyljasmonat 4 DREB3 0,33 0,15 ool
Lemberger Wasser 4 NBS-LRR2 0,32 0,19 **
Lemberger Wasser 0 JAR1 0,22 0,02 iolelolel
Lemberger Wasser 4 JAR1 0,28 0,11 iolelolel
Regent Salicylséure 6 JAR1 0,29 0,09 ioleioled
Lemberger Ethylen 1 JAZ 0,22 0,07 folalolel
Lemberger Salicylsaure 2 JAZ 0,34 0,03 ioleloled
Lemberger Wasser 0 JAZ 0,12 0,01 ioleloled
Lemberger Wasser 4 JAZ 0,22 0,18 faloiekl
Regent Methyljasmonat 24 JAZ 040 0,11 *x
Regent Salicylséure 0 JAZ 0,28 0,14 ioleloled
Regent Wasser 0 JAZ 0,30 0,22 **
Regent Wasser 4 JAZ 0,17 0,19 Fkkk
Lemberger Methyljasmonat 1 MAP3K 0,05 0,03 folaielel
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Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Lemberger Methyljasmonat 24 MAP3K 0,26 0,11 folalolel
Lemberger Salicylsdure 0 MAP3K 0,38 0,08 ialeioled
Lemberger Salicylsdure 4 MAP3K 0,29 0,30 *

Lemberger Wasser 2 MAP3K 0,29 0,21 *x

Regent Salicylséure 6 MAP3K 0,27 0,17 Fkkk
Lemberger Ethylen 24 Myb 0,35 0,08 Fkkk
Lemberger Salicylsaure 0 Myb 0,13 0,09 ialeioled
Lemberger Salicylsdure 2 Myb 0,07 0,04 Fkkk
Lemberger Wasser 0 Myb 0,07 0,03 ialeioled
Lemberger Salicylsdure 2 NDR1 0,25 0,03 Fkkk
Lemberger Wasser 0 NDR1 0,18 0,02 ookl
Lemberger Ethylen 24 NHL10 041 0,10 **

Lemberger Salicylsdure 2 NHL10 0,12 0,01 iniekoled
Lemberger Wasser 0 NHL10 0,15 0,02 foloiokol
Regent Ethylen 4 NHL10 0,18 0,09 folelolel
Regent Wasser 24 NHL10 0,23 0,12 foloiokl
Lemberger Wasser 0 NPR1 0,25 0,06 inlekolel
Lemberger Salicylsdure 0 NPR3.1 0,39 0,05 iniekoled
Lemberger Salicylsdure 2 NPR3.1 0,44 0,07 **

Lemberger Wasser 0 NPR3.1 0,23 0,06 inlekolel
Lemberger Wasser 4 NPR3.1 0,20 0,05 foloiokol
Regent Wasser 0 NPR3.1 0,24 0,10 folalolel
Regent Wasser 4 NPR3.1 0,25 0,31 *

Lemberger Salicylsdure 0 NPR3.2 0,34 0,04 ioleioled
Lemberger Wasser 4 NPR3.2 0,27 0,05 folalolel
Regent Wasser 4 NPR3.2 0,18 0,16 faloiokol
Lemberger Salicylsdure 2 ORA59 0,13 0,02 iolelolel
Lemberger Wasser 0 ORA59 0,13 0,06 faloiokol
Regent Salicylsdure 0 ORA59 0,24 0,06 ool
Regent Wasser 0 ORAS9 0,35 0,15 el

Regent Wasser 4 ORA59 0,29 0,08 faloiokol
Lemberger Wasser 0 PAL 0,06 0,01 iolelolel
Lemberger Wasser 4 PAL 0,26 0,24 **

Lemberger Wasser 0 PDF1.2 0,24 0,02 iolelolel
Lemberger Wasser 4 PDF1.2 0,31 0,24 *

Regent Ethylen 0 PDF1.2 0,18 0,07 Fokkk
Regent Methyljasmonat 24 PDF1.2 0,18 0,24 ioleloled
Regent Wasser 0 PDF1.2 0,02 0,00 faloiekl
Regent Wasser 24 PDF1.2 0,27 0,11 Fokkk
Lemberger Ethylen 2 PR1 0,18 0,06 Fkkx
Lemberger Ethylen 6 PR1 042 0,10 *

Lemberger Wasser 0 PR1 0,26 0,12 ioleloled
Lemberger Wasser 4 PR1 0,18 0,17 faloiell
Regent Methyljasmonat 4 PR1 0,24 0,16 iolekoled
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Genotyp Hormon-Behandlung Zeit [hpi] Gen MW  Standardabw. Sign.
Regent Wasser 0 PR1 0,20 0,09 folalolel
Regent Wasser 1 PR1 0,06 0,01 ookl
Regent Wasser 4 PR1 0,05 0,02 folalolel
Lemberger Methyljasmonat 0 PR10.1 041 0,04 ialeioled
Lemberger Wasser 0 PR10.1 0,29 0,12 Fkkk
Regent Ethylen 24 PR10.1 0,25 0,24 faded
Regent Salicylséure 0 PR10.1 0,35 021 *
Lemberger Ethylen 24 PR2 0,28 0,26 *x
Lemberger Salicylsdure 24 PR2 0,14 0,04 ialeioled
Regent Wasser 4 PR2 0,21 0,06 folalolel
Lemberger Ethylen 1 PR5 0,02 0,01 ialeioled
Lemberger Wasser 0 PR5 0,02 0,01 ookl
Regent Ethylen 4 PR5 0,28 0,27 *
Regent Wasser 24 PR5 0,30 0,07 foloiokol
Regent Salicylséure 0 PTI4 0,34 0,14 ool
Regent Wasser 4 PTI4 0,33 0,14 foloked
Lemberger Wasser 4 SAG101 0,28 0,18 ool
Regent Wasser 4 SAG101 029 0,28

Lemberger Methyljasmonat 24 SEBF 0,38 0,15 *
Lemberger Wasser 0 TGA2.1 041 0,13

Lemberger Wasser 4 TGA2.1 0,47 0,03 **
Lemberger Wasser 0 UBQ 0,39 0,02 iniekoled
Lemberger Wasser 4 VRP1-1 0,45 0,03 foloiokol
Lemberger Salicylsdure 0 VRP1-2 0,29 0,27 *
Lemberger Wasser 0 VRP1-2 0,18 0,09 iolelolel
Lemberger Wasser 4 VRP1-2 0,29 0,21 **
Lemberger Salicylsdure 0 VRP1-3 0,32 021 *
Lemberger Wasser 4 VRP1-3 0,40 0,04 faloiokol
Regent Wasser 4 VRP1-3 0,30 0,22 **
Lemberger Ethylen 24 WRKY57 0,26 0,16 faladaid
Lemberger Salicylsaure 2 WRKY57 0,23 0,02 ioleioled
Lemberger Wasser 0 WRKY57 0,03 0,01 iolelolel
Lemberger Ethylen 24 WRKY33 0,38 0,13 **
Lemberger Salicylsdure 0 WRKY33 0,15 0,03 iolelolel
Lemberger Wasser 0 WRKY33 0,23 0,07 faloiokol
Lemberger Wasser 4 WRKY33 0,24 0,13 faloiokol
Regent Methyljasmonat 24 WRKY33 0,33 0,06 ioleloled
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Anhang 6: Genexpressionsdaten “Rpv — Einzelloci”

In den beiden nachfolgenden Tabellen sind nur die Gene angegeben, die mindestens zweifach
induziert oder reprimiert wurden. Als ,,Housekeeping Gen wurde UBQ verwendet. Die
Normalisierung mit nicht infizierten Kontrollen variierte. Es wurde bei jeder Tabelle
angegeben, welche Proben zur Normalisierung verwendet wurden. Es wurden die Daten von
zwei unabhadngigen biologischen Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen
verrechnet (N = 4). Die Signifikanz wurde mit Hilfe eines einseitigen Ein-Strichproben-t-Test
bestimmt. Als Signifikanzniveau wurden a =5 % (*), o =2,5 % (**), a =1 % (***) und a =
0,05 % (****) verwendet. Fiir den Ergebnisteil (siehe 3.5) wurden nur die Werte betrachtet,

welche signifikant zum Niveau a = 2,5 % waren.

Die Normalisierung erfolgte mit dem Referenzwert von Gf.Ga52-42 zum Nullzeitpunkt.

Genotyp (ZBeéthpaunr:jlibng) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
316 0 hpi (Referenz) EIN2 39,84 2,54 Fokokk
316 8 hpi (Mock) EIN2 69,56 5,72 foiaioll
316 8 hpi (Plasmopara) EIN2 66,54 2,85 Fhxk
347 0 hpi (Referenz) EIN2 41,46 17,85 falaieiel
347 8 hpi (Mock) EIN2 52,46 2,77 folaioll
347 8 hpi (Plasmopara) EIN2 50,40 12,25 falakolel
Kunbarat 0 hpi (Referenz) EIN2 40,84 6,44 Fhxk
Kunbarat 8 hpi (Mock) EIN2 54,39 9,09 fnieloled
Kunbarat 8 hpi (Plasmopara) EIN2 42,15 7,56 Fokx
Kunleany 0 hpi (Referenz) EIN2 62,30 4,31 Fhxk
Kunleany 8 hpi (Mock) EIN2 52,58 14,98 falalolel
Kunleany 8 hpi (Plasmopara) EIN2 41,16 7,66 Fhxk
Rondo 0 hpi (Referenz) EIN2 30,66 10,85 Fokx
Rondo 8 hpi (Mock) EIN2 61,51 4,45 ookl
Rondo 8 hpi (Plasmopara) EIN2 44,15 3,91 Fhxk
AgatDonskoi 8 hpi (Mock) EIN3 2,23 0,13 falaolel
347 0 hpi (Referenz) ERF1 3,44 1,29 **
347 8 hpi (Plasmopara) ERF1 3,25 1,63 *
Droujba 0 hpi (Referenz) ERF1 358,40 293,34 **
Droujba 8 hpi (Mock) ERF1 1973,35 2062,75 *
Droujba 8 hpi (Plasmopara) ERF1 2589,28 2712,05 *
Kunbarat 0 hpi (Referenz) ERF1 198,53 165,62 *x
Kunbarat 8 hpi (Mock) ERF1 710,84 721,32 *
Kunbarat 8 hpi (Plasmopara) ERF1 425,46 417,64 *x
Kunleany 0 hpi (Referenz) ERF1 165,40 126,62 *x
Kunleany 8 hpi (Mock) ERF1 296,28 241,29 *x
Kunleany 8 hpi (Plasmopara) ERF1 377,97 408,14 *
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Genotyp (Zéé:]paunrgﬁng) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Michurinets 0 hpi (Referenz) ERF1 441,11 385,48 *x
Michurinets 8 hpi (Mock) ERF1 1351,83 1291,96 *x
Michurinets 8 hpi (Plasmopara) ERF1 709,84 730,98 *
Olimpijec 8 hpi (Mock) ERF1 7,41 6,81 *
Regent 0 hpi (Referenz) ERF1 1770,05 1729,52 *x
Regent 8 hpi (Mock) ERF1 2769,63 906,05 falaiell
Regent 8 hpi (Plasmopara) ERF1 1848,14 1992,97 *
Rondo 0 hpi (Referenz) ERF1 570,84 493,53 *x
Rondo 8 hpi (Mock) ERF1 174431 1230,14 il
Rondo 8 hpi (Plasmopara) ERF1 1549,04 1160,84 Fhx
316 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 4,58 3,00 *
316 8 hpi (Mock) NBS-LRR1 5,02 0,42 folaioll
316 8 hpi (Plasmopara) NBS-LRR1 5,34 0,32 Fokk
Homozygot 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 5,71 1,13 FhxK
Homozygot 8 hpi (Mock) NBS-LRR1 3,34 0,75 Fokx
Homozygot 8 hpi (Plasmopara) NBS-LRR1 3,02 1,07 *
Michurinets 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 2,62 0,82 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 4,76 0,66 falakolel
Olimpijec 8 hpi (Plasmopara) NBS-LRR1 3,82 1,04 Fhxk
Rondo 8 hpi (Mock) NBS-LRR1 2,84 0,79 *k
Rondo 8 hpi (Plasmopara) NBS-LRR1 2,46 0,14 Fhxk
Severnyi 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 4,14 1,21 Fhxk
Severnyi 8 hpi (Plasmopara) NBS-LRR1 2,52 0,33 ekl
Solaris 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 5,16 1,14 Fhxk
Solaris 8 hpi (Mock) NBS-LRR1 5,87 1,35 falaolel
Solaris 8 hpi (Plasmopara) NBS-LRR1 4,64 0,43 FhxK
Droujba 8 hpi (Mock) Ankyrin2 3,20 0,24 iaisoled
Galja 0 hpi (Referenz) Ankyrin2 4,86 1,44 falaioll
Olimpijec 0 hpi (Referenz) Ankyrin2 4,22 1,98 **
Olimpijec 8 hpi (Plasmopara) Ankyrin2 3,47 0,31 falaolel
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) DREB3 2,96 0,85 **
AgatDonskoi 8 hpi (Mock) DREB3 4,37 2,48 *
Michurinets 0 hpi (Referenz) DREB3 5,51 3,94 *
Homozygot 0 hpi (Referenz) NBS-LRR2 5,53 1,30 Fhxk
Homozygot 8 hpi (Mock) NBS-LRR2 2,58 0,65 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NBS-LRR2 4,23 0,75 Fhxk
Solaris 0 hpi (Referenz) NBS-LRR2 2,60 0,76 *
Homozygot 0 hpi (Referenz) JAR1 3,43 0,91 ikl
Homozygot 8 hpi (Mock) JAR1 4,11 1,64 *x
Homozygot 8 hpi (Plasmopara) JAR1 3,53 0,36 iaiakioled
316 0 hpi (Referenz) JAZ 6,51 2,09 foieiolel
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) JAZ 3,91 0,49 Fekx
Galja 0 hpi (Referenz) JAZ 511 0,80 fuiaieiol
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Genotyp (Zéé:]paunrgﬁng) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Homozygot 0 hpi (Referenz) JAZ 17,07 5,42 ekl
Homozygot 8 hpi (Plasmopara) JAZ 2,60 0,31 Fhxk
Kunleany 0 hpi (Referenz) JAZ 3,25 1,11 *x
Olimpijec 0 hpi (Referenz) JAZ 12,52 10,87 *
Rondo 0 hpi (Referenz) JAZ 3,12 0,95 *x
Solaris 0 hpi (Referenz) JAZ 8,53 7,24 *
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) MAP3K 3,14 1,31 *
Droujba 0 hpi (Referenz) MAP3K 3,86 0,32 Foekx
Galja 0 hpi (Referenz) MAP3K 6,28 5,54 *
Michurinets 0 hpi (Referenz) MAP3K 7,62 6,55 *
Regent 0 hpi (Referenz) MYBB 6,51 5,93 *
Homozygot 0 hpi (Referenz) Myc?2 3,33 1,27 *x
Homozygot 0 hpi (Referenz) NDR1 2,63 0,46 Fkk
310 0 hpi (Referenz) NHL10 12,67 6,17 foieioll
310 8 hpi (Mock) NHL10 4,06 2,72 *
310 8 hpi (Plasmopara) NHL10 9,18 7,32 *
316 0 hpi (Referenz) NHL10 14,08 3,38 folaioll
316 8 hpi (Mock) NHL10 4,29 2,40 *
347 0 hpi (Referenz) NHL10 10,93 8,05 *x
347 8 hpi (Mock) NHL10 2,36 0,27 xx
347 8 hpi (Plasmopara) NHL10 11,20 7,08 **
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) NHL10 50,36 29,64 Fhxk
AgatDonskoi 8 hpi (Mock) NHL10 6,63 3,08 ol
AgatDonskoi 8 hpi (Plasmopara) NHL10 17,98 15,29 **
Droujba 0 hpi (Referenz) NHL10 33,60 12,32 Fokx
Droujba 8 hpi (Mock) NHL10 19,71 4,87 ookl
Droujba 8 hpi (Plasmopara) NHL10 29,36 26,73 *x
Galja 0 hpi (Referenz) NHL10 25,93 22,17 *x
Galja 8 hpi (Mock) NHL10 12,66 12,59 *
Galja 8 hpi (Plasmopara) NHL10 4,85 2,45 *x
Homozygot 0 hpi (Referenz) NHL10 23,27 5,32 FhxK
Homozygot 8 hpi (Mock) NHL10 5,64 3,91 *
Homozygot 8 hpi (Plasmopara) NHL10 3,02 0,79 **
Kunbarat 0 hpi (Referenz) NHL10 9,36 4,28 Fhxk
Kunbarat 8 hpi (Mock) NHL10 7,27 2,81 ek
Kunbarat 8 hpi (Plasmopara) NHL10 4,61 1,94 Fhx
Kunleany 0 hpi (Referenz) NHL10 14,57 5,34 ialalolel
Michurinets 0 hpi (Referenz) NHL10 19,61 13,99 *x
Michurinets 8 hpi (Mock) NHL10 9,47 6,30 *x
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NHL10 110,51 60,22 falalolel
Olimpijec 8 hpi (Mock) NHL10 16,04 7,87 foieiolel
Olimpijec 8 hpi (Plasmopara) NHL10 22,14 10,80 falalolel
Regent 0 hpi (Referenz) NHL10 92,63 80,62 *x
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Genotyp (Zéé:]paunrgﬁng) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Regent 8 hpi (Mock) NHL10 7,06 0,26 falakolal
Regent 8 hpi (Plasmopara) NHL10 5,46 3,23 *x
Rondo 0 hpi (Referenz) NHL10 21,40 15,61 *x
Rondo 8 hpi (Mock) NHL10 14,45 12,99 *
Rondo 8 hpi (Plasmopara) NHL10 3,75 1,69 *x
Severnyi 0 hpi (Referenz) NHL10 25,15 23,37 **
Severnyi 8 hpi (Mock) NHL10 2,77 0,65 *x
Solaris 0 hpi (Referenz) NHL10 32,41 26,08 *x
Solaris 8 hpi (Mock) NHL10 30,54 19,20 ool
Solaris 8 hpi (Plasmopara) NHL10 11,03 7,64 *x
347 8 hpi (Plasmopara) PAL 8,73 6,45 *x
316 8 hpi (Mock) PDF1.2 2,26 0,28 *
Michurinets 0 hpi (Referenz) PDF1.2 2,65 0,35 inlakolel
310 0 hpi (Referenz) PR1 6,86 6,44 *
310 8 hpi (Mock) PR1 6,44 1,95 Fokkk
310 8 hpi (Plasmopara) PR1 11,28 6,24 faeled
347 8 hpi (Plasmopara) PR1 7,33 2,52 Fhxk
Galja 0 hpi (Referenz) PR1 7,74 6,94 *
Galja 8 hpi (Mock) PR1 5,93 3,15 *x
Galja 8 hpi (Plasmopara) PR1 10,54 2,65 faialoled
Gf.Ga-52-42 8 hpi (Mock) PR1 11,09 1,25 foiaioll
Gf.Ga-52-42 8 hpi (Plasmopara) PR1 5,74 4,21 *
Kunbarat 0 hpi (Referenz) PR1 2,65 0,44 Fkk
Kunbarat 8 hpi (Mock) PR1 19,49 4,74 Fhxk
Kunbarat 8 hpi (Plasmopara) PR1 11,38 2,14 inisoled
Kunleany 8 hpi (Mock) PR1 12,48 6,87 Fhx
Olimpijec 8 hpi (Mock) PR1 3,77 2,25 *
Olimpijec 8 hpi (Plasmopara) PR1 5,81 2,41 ekl
Regent 0 hpi (Referenz) PR1 9,69 3,27 Fhxk
Regent 8 hpi (Mock) PR1 34,45 1,66 Fekkk
Regent 8 hpi (Plasmopara) PR1 26,41 25,54 *
Rondo 8 hpi (Mock) PR1 5,26 4,14 *
Rondo 8 hpi (Plasmopara) PR1 3,01 0,14 FhxK
Solaris 8 hpi (Mock) PR1 11,57 8,33 **
Solaris 8 hpi (Plasmopara) PR1 29,71 10,13 inialoled
347 8 hpi (Plasmopara) PR10 7,62 6,27 *
310 8 hpi (Mock) PR2 30,73 4,17 ok
310 8 hpi (Plasmopara) PR2 29,49 5,24 iniakolel
316 8 hpi (Mock) PR2 8,85 5,83 **
316 8 hpi (Plasmopara) PR2 6,79 0,73 Fkx
347 8 hpi (Mock) PR2 14,82 7,21 foieiolel
347 8 hpi (Plasmopara) PR2 71,38 58,90 *x
AgatDonskoi 8 hpi (Mock) PR2 36,70 16,92 fuiaieiol
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Genotyp (Zéé:]paunrgﬁng) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
AgatDonskoi 8 hpi (Plasmopara) PR2 53,14 29,12 falakolal
Droujba 8 hpi (Mock) PR2 16,80 1,38 Fhxk
Droujba 8 hpi (Plasmopara) PR2 11,46 6,84 ookl
Galja 8 hpi (Mock) PR2 24,47 17,01 *x
Galja 8 hpi (Plasmopara) PR2 17,07 5,48 Fhxk
Gf.Ga-52-42 8 hpi (Mock) PR2 32,08 23,45 *x
Gf.Ga-52-42 8 hpi (Plasmopara) PR2 17,93 3,13 Fhxk
Kunbarat 0 hpi (Referenz) PR?2 3,99 0,51 Foekx
Kunbarat 8 hpi (Mock) PR2 32,98 7,83 Fhxk
Kunbarat 8 hpi (Plasmopara) PR2 30,14 13,56 Fhxk
Kunleany 0 hpi (Referenz) PR2 8,85 7,28 *
Kunleany 8 hpi (Mock) PR2 24,94 17,89 *x
Kunleany 8 hpi (Plasmopara) PR2 15,66 7,42 inlakolel
Michurinets 8 hpi (Mock) PR2 10,26 0,93 FhxK
Michurinets 8 hpi (Plasmopara) PR2 5,65 2,71 Fkk
Olimpijec 8 hpi (Mock) PR2 6,41 2,48 falakalel
Olimpijec 8 hpi (Plasmopara) PR2 8,40 1,27 Fhxk
Regent 8 hpi (Mock) PR2 11,24 0,62 ekl
Regent 8 hpi (Plasmopara) PR2 15,70 4,23 Fhxk
Rondo 8 hpi (Mock) PR2 9,84 4,61 Fkkk
Severnyi 8 hpi (Plasmopara) PR2 6,86 1,55 Fhxk
Solaris 8 hpi (Mock) PR2 27,14 2,81 Fhxk
Solaris 8 hpi (Plasmopara) PR2 32,30 1,60 inialoled
Regent 8 hpi (Mock) PR5 2,62 0,13 Fhxk
Solaris 8 hpi (Mock) PR5 4,75 2,07 Fekeok
Galja 0 hpi (Referenz) PTI4 2,47 0,18 FhxK

Die Normalisierung erfolgte mit dem nicht infizierten Proben jedes Genotyps (8 hpi)

Genotyp Zeitpunkt (Behandlung) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Michurinets 0 hpi (Referenz) Actin 4,30 2,80 *
310 0 hpi (Referenz) CZF1 ZFAR1 4,40 1,40 Rk x
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) CZF1 ZFAR1 4,86 1,14 Kok A
Regent 0 hpi (Referenz) EDS1 2,78 0,70 ok
Severnyi 0 hpi (Referenz) EDS1 4,09 2,25 *
310 0 hpi (Referenz) ERF5 3,47 0,33 Hokkk
347 0 hpi (Referenz) ERF5 15,39 13,80 *
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) ERF5 3,23 1,31 *
Galja 0 hpi (Referenz) ERF5 13,63 7,45 ok k
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) ERF5 7,79 1,34 Hokkk
Kunleany 0 hpi (Referenz) ERF5 9,06 4,41 *okk
Olimpijec 0 hpi (Referenz) ERF5 3,98 0,51 Hokkx
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Genotyp Zeitpunkt (Behandlung) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Rondo 0 hpi (Referenz) ERF5 7,55 1,94 folololol
Severnyi 0 hpi (Referenz) ERF5 6,76 4,17 *x
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 2,43 0,40 ok
Severnyi 0 hpi (Referenz) NBS-LRR1 3,21 0,56 ok
347 8 hpi (Plasmopara) Ankyrinl 4,11 0,18 HoA kK
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) Ankyrinl 7,89 5,84 ok
Regent 0 hpi (Referenz) Ankyrinl 3,08 0,31 ok
310 0 hpi (Referenz) Ankyrin2 6,09 3,38 *x
Kunleany 0 hpi (Referenz) Ankyrin2 3,09 0,50 Hokk
Olimpijec 0 hpi (Referenz) Ankyrin2 2,34 0,23 ok
Droujba 0 hpi (Referenz) DREB3 3,45 0,83 folololol
Galja 0 hpi (Referenz) DREB3 7,93 6,54 *
Severnyi 0 hpi (Referenz) DREB3 2,64 0,64 ok
Galja 0 hpi (Referenz) NBS-LRR2 4,04 2,39 *
Homozygot O hpi (Referenz) NBS-LRR2 2,15 0,09 ok
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NBS-LRR2 2,73 0,07 *oA kK
Severnyi 0 hpi (Referenz) NBS-LRR2 3,04 1,00 ok
Droujba 0 hpi (Referenz) GAPDH 3,45 0,54 Rk x
Galja 0 hpi (Referenz) GAPDH 5,89 1,17 ok ok
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) GAPDH 2,84 0,86 *
Kunbarat 0 hpi (Referenz) GAPDH 2,84 0,58 Hokk
Kunleany 0 hpi (Referenz) GAPDH 3,21 0,32 ok
Regent 0 hpi (Referenz) GAPDH 2,71 0,13 ok x
Severnyi 0 hpi (Referenz) GAPDH 3,08 0,80 Hokk
Solaris 0 hpi (Referenz) GAPDH 2,61 0,42 ok
310 0 hpi (Referenz) JAZ 4,01 1,17 Hokk ok
316 0 hpi (Referenz) JAZ 6,78 1,26 Rk x
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) JAZ 4,04 0,31 Kok A
Galja 0 hpi (Referenz) JAZ 10,65 8,54 *x
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) JAZ 2,87 0,53 Rk x
Homozygot 0 hpi (Referenz) JAZ 10,46 7,74 *x
Kunleany 0 hpi (Referenz) JAZ 5,03 0,48 Rk x
Olimpijec 0 hpi (Referenz) JAZ 10,11 8,61 *
Severnyi 0 hpi (Referenz) JAZ 19,10 16,31 ok
Severnyi 8 hpi (Plasmopara) JAZ 7,50 5,24 ok
Solaris 0 hpi (Referenz) JAZ 5,42 2,42 *okk
310 0 hpi (Referenz) MAP3K 2,55 0,34 ok k
Droujba 0 hpi (Referenz) MAP3K 5,01 2,86 *x
Galja 0 hpi (Referenz) MAP3K 18,00 18,48 *
Homozygot 0 hpi (Referenz) MAP3K 3,94 1,53 *k
Kunbarat 0 hpi (Referenz) MAP3K 2,97 0,28 Hokkk
Kunleany 0 hpi (Referenz) MAP3K 8,44 7,52 *
Michurinets 0 hpi (Referenz) MAP3K 11,06 10,95 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) MAP3K 5,06 0,40 Hokkx
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Genotyp Zeitpunkt (Behandlung) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Olimpijec 8 hpi (Plasmopara) MAP3K 5,59 2,91 ok
Severnyi 0 hpi (Referenz) MAP3K 5,54 0,68 Hokkx
347 8 hpi (Plasmopara) Myb 4,81 2,47 ok
Regent 0 hpi (Referenz) Myb 7,84 5,11 *x
316 0 hpi (Referenz) Myc2 2,42 0,29 *Ax
Olimpijec 0 hpi (Referenz) Myc2 2,72 0,30 ok
310 0 hpi (Referenz) NDR1 5,61 1,61 ok k
316 0 hpi (Referenz) NDR1 3,61 1,80 *
347 0 hpi (Referenz) NDR1 2,74 0,13 Hokk
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) NDR1 6,25 0,99 folololol
Droujba 0 hpi (Referenz) NDR1 4,10 0,80 folololol
Galja 0 hpi (Referenz) NDR1 8,98 3,01 Hokkx
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) NDR1 3,50 0,49 Rk x
Homozygot 0 hpi (Referenz) NDR1 3,74 0,89 Hokkx
Kunleany 0 hpi (Referenz) NDR1 2,32 0,36 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NDR1 2,37 0,46 *
Regent 0 hpi (Referenz) NDR1 3,73 0,68 *oA kK
Severnyi 0 hpi (Referenz) NDR1 8,65 4,88 ok
Solaris 0 hpi (Referenz) NDR1 3,92 0,69 Hokkx
310 0 hpi (Referenz) NHL10 3,69 1,01 Rk x
316 0 hpi (Referenz) NHL10 3,97 1,44 *Ax
347 0 hpi (Referenz) NHL10 4,40 3,05 *
347 8 hpi (Plasmopara) NHL10 5,04 3,47 *
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) NHL10 7,15 1,41 Hokkx
Galja 0 hpi (Referenz) NHL10 3,63 1,86 *
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) NHL10 4,95 3,48 *
Homozygot 0 hpi (Referenz) NHL10 6,06 3,22 ok
Kunleany 0 hpi (Referenz) NHL10 9,09 7,73 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NHL10 10,74 9,02 *
Regent 0 hpi (Referenz) NHL10 14,87 9,56 ok
Severnyi 0 hpi (Referenz) NHL10 11,80 10,57 *
Severnyi 0 hpi (Referenz) NPR1 3,24 1,54 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NPR3.1 2,89 0,70 *x
Severnyi 0 hpi (Referenz) NPR3.1 3,93 0,75 Rk x
Olimpijec 0 hpi (Referenz) NPR3.2 3,19 1,31 *
Severnyi 0 hpi (Referenz) NPR3.2 3,39 1,81 *
310 0 hpi (Referenz) ORA59 5,26 1,49 Hokkx
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) ORA59 5,03 2,48 *x
Droujba 0 hpi (Referenz) ORA59 7,36 2,18 Hokkx
Galja 0 hpi (Referenz) ORA59 21,78 19,23 *x
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) ORA59 3,57 0,97 ok
Kunbarat 0 hpi (Referenz) ORA59 3,50 1,32 ok
Regent 0 hpi (Referenz) ORA59 5,90 0,99 Hokkk
Severnyi 0 hpi (Referenz) ORA59 6,92 3,34 ok k
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Genotyp Zeitpunkt (Behandlung) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Solaris 8 hpi (Plasmopara) ORA59 6,44 2,41 folololol
310 0 hpi (Referenz) PAD4 3,45 0,22 ok k
Galja 0 hpi (Referenz) PAD4 8,69 7,66 *
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) PAD4 3,01 0,66 Hokk
Michurinets 0 hpi (Referenz) PAD4 2,55 0,65 *
Olimpijec 0 hpi (Referenz) PAD4 3,81 1,50 ok
Severnyi 0 hpi (Referenz) PAD4 5,69 3,88 *
347 8 hpi (Plasmopara) PAL 13,89 10,95 *x
Regent 0 hpi (Referenz) PAL 2,93 0,42 ok k
Michurinets 0 hpi (Referenz) PDF1.2 2,87 0,82 *x
Severnyi 0 hpi (Referenz) PDF1.2 5,12 2,72 *x
347 8 hpi (Plasmopara) PR1 3,71 1,40 *x
Homozygot O hpi (Referenz) PR1 4,07 0,33 Rk x
Severnyi 8 hpi (Plasmopara) PR1 9,01 7,96 *
347 8 hpi (Plasmopara) PR10 8,25 7,49 *
347 8 hpi (Plasmopara) PR2 3,94 2,07 *
Severnyi 8 hpi (Plasmopara) PR2 5,12 1,80 *oA kK
347 8 hpi (Plasmopara) PR5 4,07 2,43 *
AgatDonskoi 8 hpi (Plasmopara) PR5 2,85 0,79 *k
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) PTI4 8,80 5,37 ok
Galja 0 hpi (Referenz) PTI4 8,61 6,66 *k
Olimpijec 0 hpi (Referenz) PTI4 2,21 0,21 ok
310 0 hpi (Referenz) SAG101 4,41 2,05 ok
347 8 hpi (Plasmopara) SAG101 2,26 0,19 Hokk
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) SAG101 6,03 0,86 Rk x
Galja 0 hpi (Referenz) SAG101 12,54 11,06 *
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) SAG101 3,55 1,36 ok
Kunleany 0 hpi (Referenz) SAG101 3,43 0,17 oAk
Olimpijec 0 hpi (Referenz) SAG101 3,64 2,12 *
Regent 0 hpi (Referenz) SAG101 5,29 1,42 Rk x
Severnyi 0 hpi (Referenz) SAG101 7,75 5,38 *x
Michurinets 0 hpi (Referenz) SAND 2,68 0,13 Rk x
347 0 hpi (Referenz) SEBF 3,03 0,77 Hokk
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) SEBF 2,66 0,78 *
Droujba 0 hpi (Referenz) SEBF 5,12 1,93 ok
Galja 0 hpi (Referenz) SEBF 8,88 5,14 Hokk
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) SEBF 5,28 0,41 Hokkx
Kunbarat 0 hpi (Referenz) SEBF 7,18 1,52 Kok A x
Kunleany 0 hpi (Referenz) SEBF 6,22 1,87 Hokkx
Michurinets 0 hpi (Referenz) SEBF 5,49 0,30 Hokkk
Olimpijec 0 hpi (Referenz) SEBF 4,07 1,27 *E Ak
Severnyi 0 hpi (Referenz) SEBF 9,88 4,21 Hokkx
Solaris 0 hpi (Referenz) SEBF 3,39 0,47 Hokkk
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) SGT1 2,25 0,16 ok k
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Genotyp Zeitpunkt (Behandlung) Primer Mittelwert Standardabweichung Signifikanz
Galja 0 hpi (Referenz) SGT1 5,78 4,50 *
Kunleany 0 hpi (Referenz) SGT1 2,53 0,11 ok
Regent 0 hpi (Referenz) SGT1 3,26 0,44 folololol
Severnyi 0 hpi (Referenz) SGT1 4,38 1,99 *ok
Regent 0 hpi (Referenz) VRP1 3,31 0,87 Hokk
310 0 hpi (Referenz) VRP2 3,05 0,79 *xx
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) VRP2 4,05 0,84 ok
Galja 0 hpi (Referenz) VRP2 9,48 6,79 *x
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) VRP2 2,32 0,18 Hrkk
Kunleany 0 hpi (Referenz) VRP2 2,18 0,19 *
Regent 0 hpi (Referenz) VRP2 8,65 5,03 *x
Severnyi 0 hpi (Referenz) VRP2 4,60 1,70 *Ax
Galja 0 hpi (Referenz) VRP3 5,75 3,89 *
Regent 0 hpi (Referenz) VRP3 9,04 3,19 Hokkx
Severnyi 0 hpi (Referenz) VRP3 2,51 0,63 *
310 0 hpi (Referenz) Why1l 4,92 2,95 ok
347 0 hpi (Referenz) Why1 6,23 0,38 *oA kK
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) Why1l 5,00 0,33 Rk x
Droujba 0 hpi (Referenz) Why1 9,63 4,68 Hokkx
Galja 0 hpi (Referenz) Why1l 26,42 18,03 ok
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) Why1 9,56 1,67 Hokkx
Kunbarat 0 hpi (Referenz) Why1l 12,82 1,04 ok
Kunleany 0 hpi (Referenz) Why1l 12,68 6,95 ok
Michurinets 0 hpi (Referenz) Why1 9,61 1,07 Hokkx
Olimpijec 0 hpi (Referenz) Why1l 5,22 1,63 Rk x
Regent 0 hpi (Referenz) Why1 3,15 0,40 oA kA
Severnyi 0 hpi (Referenz) Why1l 15,04 5,34 Rk x
Solaris 0 hpi (Referenz) Why1l 6,27 0,51 Kok A
Kunleany 8 hpi (Plasmopara) WRKY57 2,99 0,60 kA
Michurinets 0 hpi (Referenz) WRKY57 12,58 8,74 ok
310 0 hpi (Referenz) WRKY33 3,39 1,29 *k
347 8 hpi (Plasmopara) WRKY33 2,30 0,27 ok
AgatDonskoi 0 hpi (Referenz) WRKY33 4,87 2,93 *
Gf.Ga-52-42 0 hpi (Referenz) WRKY33 4,16 0,30 Rk x
Kunleany 0 hpi (Referenz) WRKY33 3,89 0,27 Rk x
Olimpijec 0 hpi (Referenz) WRKY33 2,95 0,61 oAk
Regent 0 hpi (Referenz) WRKY33 5,89 3,45 ok
Severnyi 0 hpi (Referenz) WRKY33 3,96 2,38 *
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