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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Aufbau und Struktur des Genoms der Rebe

Die Untersuchungen uber das Genom der Rebe reichen bis in die Anfange unseres
Jahrhunderts zuriick (Dorsey, 1914; Christoff 1929; Sax, 1929). Wahrend zu Beginn der
Arbeiten die Beobachtung der Rebchromosomen im Vordergrund stand, wird heute eine
vollstandige Kartierung des Genoms und die Entschlisselung der genetischen Information
angestrebt. Die Anzahl der Chromosomen wurd@/fiis viniferamit n = 19 schon sehr frih
bestimmt (Kobel, 1929; Negrul, 1930; Olmo, 1937). Die geringe Gré3e der Rebchromosomen
erschwerte jedoch ihre eindeutige Identifikation und Differenzierung (Olmo, 1937). Auf der
Grundlage der Arbeiten von Patil et al. (1985) und Patil et al. (1992) wurde eine ausfuhrliche
Charakterisierung der Rebchromosomen mit Hilfe moderner Lichtmikroskopie und digitaler
Bildbearbeitung von Haas et al. (1994) und Haas (1996) vorgestellt. Zur gleichen Zeit erfolgte
die erste Publikation Uber die Struktur und den DNA-Gehalt des Genoms der Rebe (Lodhi
und Reisch, 1995). Danach besitzt die Rebe eine GenomgrofRe von 475 Mb/1C. Der Wert
entspricht der Genomgrol3e von Reis (Arumuganathan und Earle, 1991) und ist etwa dreimal
so grol3 wie das Genom vémabidopsis thaliangSchmidt, 1998). Der Anteil an kodierenden
Sequenzen betragt 3,8 %, die Ubrige DNA besteht hauptséchlich aus repetitiver und
nichtkodierender DNA (Lodhi und Reisch, 1995). Aul3erdem enthalt das Genom eine bisher
noch unbekannte Anzahl an Retrotransposons, von denen zwei unterschiedliche Typen mit
hoher Kopienzahl identifiziert werden konnten (Bohm, 1995; BOhm und Zyprian, 1998). Ein
ahnliches Verhaltnis von kodierenden und nichtkodierenden Sequenzen ist auch von anderen
Pflanzen bekannt (Flavell, 1980; Narayan, 1991). Ein hoher Anteil an nichtkodierenden
Sequenzen ist oftmals ein Hinweis auf relativ weite physikalische Abstdnde zwischen
einzelnen Genen (Flavell, 1993b). Aufgrund der Ergebnisse von Kartierungsstudien kann bei
der Rebe von einem Verhéaltnis zwischen genetischem und physikalischem Abstand von
300 Kb/cM ausgegangen werden (Lodhi und Reisch, 1995; Flavell, 1993a).

1.2 Kartierung des Genoms der Weinrebe

Die Existenz einer physikalischen Karte ist eine wichtige Grundlage zum besseren
Verstandnis vom Aufbau und der Struktur des Genoms der Weinrebe und zur Isolierung von
zuchterisch relevanten Genen. Wahrend bei genetischen Kartierungsstudien die
Differenzierung von eng gekoppelten Markern schwierig ist, bietet die physikalische
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Kartierung die Moglichkeit, sowohl eine Feinkartierung als auch eine Kartierung von
gréBeren Abschnitten im Genom durchzufiihren (Poustka, 1990). Die physikalische
Kartierung ist nicht von genetischen Polymorphismen in einer segregierenden Population
abhangig und somit kann fur sie ein breites Spektrum an unterschiedlichen Techniken
eingesetzt werden (Poustka, 1990). Fur eine erfolgreiche Genomkartierung ist jedoch die
Kombination von genetischer und physikalischer Kartierung und die Kenntnis von
genetischen und physikalischen Abstdnden der molekularen Marker oder der Gene
erforderlich (Wu et al., 1992; Zhang und Wing, 1997).

Fur die Rebe stehen bisher nur wenige vollstandige genetische Karten zur Verfligung
(Lodhi et al., 1995; Walker et al., 1998). Von Bedeutung sind dabei solche Karten, bei denen
molekulare Marker flr zlchterisch relevante Werteigenschaften wie Beerenfarbe oder
Widerstandsfahigkeit gegen den Echten und Falschen Mehltau der Rebe identifiziert werden
konnten (Zyprian, 1998). Uber die dafir verantwortlichen Gene liegen allerdings nur sehr
luckenhafte Kenntnisse vor. Da es sich bei der Eigenschaft ,Resistenz“ haufig um ein
guantitatives Merkmal handelt (Serquen et al., 1997; Humphreys et al., 1998), sind an der
Auspragung des Merkmals mehrere Gene oder Genfamilien beteiligt. Mit Hilfe der
physikalischen Kartierung konnten bei einer Reihe wichtiger Kulturpflanzen Gene fir
Pilzresistenz, Nematodenresistenz und Virusresistenz identifiziert und charakterisiert werden
(Soja: Kanazin et al., 1996; Marek und Shoemaker, 1997; Danesh et al.,Re€98Kilian
et al., 1997; Rajyashiri et al., 1998artoffel : Leister et al., 1997). Eine physikalische Karte
fur das Genom der Weinrebe soll auch\aés die Voraussetzung dafir schaffen.

Bei der Erstellung einer physikalischen Karte kbnnen zwei Strategien unterschieden
werden: die ,top-down“ und die ,bottom-up® Strategie. Beide Methoden erforden die
Verfligbarkeit von hochmolekularer DNA und den Einsatz der Pulsfeldgelelektrophorese zur
GroRRenfraktionierung der DNA.

Bei der ,top-down“ Strategie wird die DNA mit selten schneidenden
Restriktionsenzymen (,rarecutter” oder ,megacutter”) in sehr gro3e Fragmente mit mehreren
100 Kb L&nge geschnitten (Megarestriktionsfragmente), die anschlie3end ihrer Grél3e nach
aufgetrennt und als Restriktionskarte dargestellt werden (siehe 1.3.3). Dazu gehéren
beispielsweise physikalische Karten, die aus Megarestriktionsfragmenten mit Hilfe der
Pulsfeldgelelektrophorese hergestellt wurden (Smith et al., 1987; Cheung und Gale, 1990;
Poustka, 1990; Link und Olson, 1991; Siedler und Graner, 1991; Wu und Tanksley, 1993;
McClelland et al., 1998).
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Eine physikalische Karte, die nach der ,bottom-up“ Strategie hergestellt wurde, setzt
sich aus einer Vielzahl an kleineren, in einen Vektor klonierten Restriktionsfragmenten
zusammen, aus denen, ahnlich einem Puzzle, das Genom rekonstruiert werden kann. Die aus
Uberlappenden Klonen zusammengesetzten DNA-Abschnitte werden als Contigs (,contiguous
DNA blocks") bezeichnet. Solche physikalische Karten kbnnen aus genomischen Banken mit
YAC-Klonen (,yeast artificial chromosomes”) (Burke et al, 1987) oder BAC-Klonen
(»bacterialartificial chromosomes*) (Shizuya et al, 1992) erstellt werden. Techniken, die sich
noch in der Entwicklungsphase befinden, sind PAC-Klon®l{derived artificial
chromosomes”) (loannou et al., 1994) und MAC-Klonemgmnmalian artificial
chromosomes®) (Monaco und Larin, 1994).

Restriktionskarten nach der ,top-down“ Strategie decken weite Teile des Genoms
luckenlos ab. Sie haben allerdings wegen ihrer Fragmentgrof3e eine geringere Auflésung als
Karten aus Contigs und ihre Eignung zur Isolierung von Genen ist begrenzt. Bei Contig-
Karten kann jedes Fragment als Klon individuell charakterisiert und sequenziert werden. Die
Identifikation von einzelnen Genen ist daher einfacher. Der von der Karte abgedeckte Bereich
ist jedoch oftmals liickenhaft, da nicht alle Bereiche der genomischen DNA zur Klonierung
gleich gut geeignet sind (National Agricultural Library, USA, 1999).

Die hier vorgestellten Methoden zur physikalischen Kartierung sollen einen kurzen
Uberblick Uber die zur Zeit eingesetzten Techniken geben. Die routinemaRige Praparation und
Aufreinigung von hochmolekularer DNA ist gerade bei Pflanzen mit ihrer widerstandsfahigen
Zellwand eine entscheidende Hirde, die es zu Uberwinden gilt. Nach der Entwicklung von
Techniken zur Auftrennung und Klonierung sehr grol3er DNA-Molekile steht ein
leistungsfahiges System zur Erstellung von genomischen Banken zur Verfigung. Obwohl die
Methode zur Herstellung von ,bacterial artificial chromosomes*” noch relativ jung ist, hat sie
innerhalb kurzer Zeit eine breite Anwendung gefunden (Cai et al., 1995; Lapitan et al., 1997;
Nakamura et al., 1997; Yang et al., 1997; Schmidt, 1998; Mozo et al., 1998; Vinatzer et al.,
1998; Vanhouten et al., 1999).

1.3 Physikalische Kartierung mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese

1.3.1 Die Methodik der Pulsfeldgelelektrophorese
Die Methode der Pulsfeldgelelektrophorese, die von Schwarz und Cantor entwickelt
(Schwartz und Cantor, 1984) und seitdem standig verbessert wurde (Carle et al., 1986; Chu et

al., 1986), ermdglicht die Auftrennung von groRen DNA-Fragmenten bis zu einer Lange von
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10 Mb (Fan et al., 1988). Die heute am weitesten verbreitete Technik ist die CHEF-
Elektrophoresecontour clampedhomogeneouslectric fields) (Chu et al., 1986). Bei diesem
System sind die Elektroden in der Form eines Sechsecks um das Agarosegel fixiert. Die
Spuren laufen linear und sind Uber das ganze Gel miteinander vergleichbar. Die elektrischen
Felder sind wechselseitig in einem bestimmten Winkel zueinander angeordnet. Je nach Lange
der aufzutrennenden DNA-Fragmente wird ein Feldwinkel zwischen 90° fur sehr grof3e DNA
Sticke und 120° fur kleinere Fragmente gewahlt. Durch diese Anordnung wird im Innern des
Polygons ein homogenes elektrisches Feld erzeugt. Dies ist die Voraussetzung daftr, dal3 bei
der Elektrophorese alle Proben im Agarosegel die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit und
Laufrichtung besitzen (Chu et al., 1986). Eine schematische Darstellung der CHEF-
Pulsfeldgelelektrophorese ist in Abbildung 1 dargestellt. Wird ein elektrisches Feld A nach B
umgepolt, mufl3 sich die DNA im Agarosegel umorientieren und an die veranderte
Feldrichtung anpassen. Fur diese Umorientierung bendétigen groRe DNA-Fragmente mehr Zeit
als kleine Fragmente und wandern dementsprechend im Gel in einem festgelegten Zeitabschitt

eine kurzere Strecke (Lognonne, 1993).

der DNA

£
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‘ /\//B—
~~~~~~~ x
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer CHEF-Pulsfeld Gelelektrophorese (nach Primrose, 1998)
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Wahrend in einer konventionellen Agarosegelelektrophorese DNA bis maximal 20 Kb
fraktioniert werden kann (Smith und Cantor, 1987), stellt in der Pulsfeldgelelektrophorese das
rhythmisch wechselnde Spannungsfeld einen zusétzlichen Parameter dar, der die Auftrennung
von DNA dber 50 Kb erméglicht. Je nach Fragmentgrof3e, die fraktioniert werden soll, muf3
ein unterschiedlich langes Pulsintervall von wenigen Sekunden fir kleine Fragmente bis zu
mehreren Minuten fur sehr gro3e DNA-Fragmente gewahlt werden. Die Auflosung ist
optimal, wenn das Pulsintervall mit der zur Umorientierung benotigten Zeit Ubereinstimmt
(Dunham et al, 1987).

Ein Pulsfeldgel 1aR3t sich in vier Bereiche gliedern: der erste Bereich im untersten Tell
des Geles besitzt ein sehr gutes Auftrennvermogen. Die Laufstrecke der DNA-Molekile
besitzt dort eine lineare Beziehung zu ihrem Molekulargewicht. Dartiber befindet sich der
sehr kleine zweite Bereich mit einem reduzierten Auflosungsvermégen. Der sich
anschlieBende dritte Bereich entspricht wieder den im ersten Bereich beschriebenen
Bedingungen. In obersten Teil des Geles befindet sich der vierte Bereich mit nur sehr
geringem Auflésungsvermogen (Vollrath und Davis 1987). Die Ursachen fir diese

unterschiedliche Zonierung im Gel sind noch immer unbekannt.

2200 Kb Zone 4
Zone 3

945 Kb
680 Kb Zone 2

610 Kb
Zone 1l

225 Kb

Abb. 2: Auftrennung von chromosomaler DNA auSaccharomyces cerevisiaé einer
Pulsfeldgelelektrophorese. Die Zonengrenzen im Agarosegel sind durch schwarze Balken markiert
(Abbildung in Anlehnung an Vollrath und Davis 1987).
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1.3.2 Praparation hochmolekularer DNA

Zur Herstellung von Megarestriktionsfragmenten ist die Praparation ungescherter,
hochmolekularer DNA notwendig. Das Problem bei einer solchen Praparation ist die enorme
GroRRe der intakten DNA-Molekile. Bei der GenomgrofRe und dem Chromosomensatz der
Rebe ist je Chromosom mit einer durchschnittlichen DNA-L&nge von 20-25 Mb zu rechnen.
Mit herkdmmlichen DNA-Praparationstechniken ist die Isolierung intakter chromosomaler
DNA nicht mdglich (Smith und Cantor, 1987). Die widerstandsfahige Zellwand der
Pflanzenzelle stellt dabei ein besonderes Problem dar. Hochmolekulare DNA zeigt eine
erhohte Sensitivitat gegenuber DNasen. Daher mussen Vorkehrungen getroffen werden, um
eine unnodtige Kontamination mit DNasen zu vermeiden und vorhandene DNasen durch
EDTA zu inaktivieren. Eine Fragmentierung der DNA durch Scherkréafte ist unbedingt zu
vermeiden. Diese Gefahr ist besonders grol3 bei Pipettierschritten und Alkoholprazipitation in
wassriger Losung. Um die Gefahrenpotentiale zu minimieren, erfolgt die Praparation
hochmolekularer DNA in einer Agarosematrix. Bevor die Zelle jedoch in Agarose eingebettet
werden kann, muf3 die Zellwand entfernt werden (Zhang et al., 1995). Bei Pflanzen wird
daher Ublicherweise von Protoplasten ausgegangen (Wu und Tanksley, 1993; van Daelen et
al., 1989; Cheung und Gale, 1990; Lahaye et al., 1996; Siedler und Graner, 1991), die in
Agarose eingebettet und bei einer hohen EDTA-Konzentration lysiert werden. Die Restriktion
der eingebetteten hochmolekularen DNA mit Megarestriktionsenzymen erfolgt ebenfalls in

der Agarosematrix.

1.3.3 Ablauf der physikalischen Kartierung mit Megarestriktionsfragmenten (,top-

down* Strategie)

Der Erfolg einer Kartierung hangt im wesentlichen von der Wahl der
Restriktionsenzyme und der Fragmentgrof3e ab (Maule, 1997). Gut geeignet sind Enzyme, die
eine CpG Erkennungssequenz besitzen und methylierungssensitiv sind. Eine solche
Nukleotidabfolge tritt besonders haufig in den regulativen 5‘-Bereichen von codierenden
Sequenzabschnitten auf (Maule, 1997; Poustka, 1990). Bei den verstreut im Genom
vorkommenden CpG-Erkennungssequenzen ist haufig eine starke Methylierung festzustellen,
die bei den geklusterten CpG-Dinukleotiden im  Promotorbereich  fehlt.
Megarestriktionsenzyme, die methylierungssensitiv sind, schneiden daher bevorzugt in den
5‘-Bereichen von Genen und produzieren umso grol3ere Restriktionsfragmente, je langer ihre

Erkennungssequenz ist (Maule, 1997). Die erhaltenen Fragmente werden anschliel3end in der
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Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt und durch einen Southern Blot auf eine Membran
transferiert.

Die Identifikation einer physikalischen Beziehung der Restriktionsfragmente
untereinander geschieht tber ,jumping clones” und ,linking clones* (Poustka und Lehrach,
1986; Poustka, 1990). Werden diese Klone als Sonde bei der Hybridisierung eingesetzt,
konnen jeweils benachbarte Fragmente identifiziert und in einer Restriktionskarte angeordnet
werden (Collins, 1988).

Bisher wurden mit dieser Methode sowohl die Genome von Mikroorganismen und
Pilzen (Smith et al., 1987; Fan et al., 1988; Link und Olson, 1991; Syring, 1997) als auch die
Genome von Pflanzen (Devos und Vercruysse-Dewitte, 1989; Ganal und Tanksley, 1989; van
Daelen et al., 1989; Cheung und Gale, 1990; Lahaye et al., 1996) und das menschliche
Genom (Burmeister et al., 1988) kartiert.

Die eigentliche Kartierung beginnt mit der Hybridisierung von Sonden an die
Restriktionsfragmente. Als Sonde kdnnen sowohl molekulare Marker aus der genetischen
Kartierung als auch ,single copy“-Sequenzen aus genomischen oder cDNA Banken
verwendet werden (Ho und Monaco, 1995). Um eine aussagekréftige Restriktionskarte zu
erhalten, ist es notwendig, eine physikalische Beziehung zwischen benachbarten Markern
herzustellen. Das erfordert eine mehrmalige Hybridisierung des selben Blotts mit mehreren
unterschiedlichen Sonden. Hybridisieren zwei Sonden mit ein und demselben
Restriktionsfragment auch bei der Verwendung von unterschiedlichen Restriktionsenzymen,
kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Kopplung der beiden Sequenzen geschlossen

werden.

1.4 Physikalische Kartierung mit genomischen Banken (,,bottom-up“ Strategie)

Fur die Erstellung einer physikalischen Genomkarte wird heute vorwiegend der Weg
Uber eine genomische Bank aus BAC oder YAC-Klonen eingeschlagen (Cai et al., 1995;
Leister et al., 1997; Yang et al., 1997; Mozo et al., 1998; Mullen et al., 1998; Rajyashiri, et
al., 1998; Schmidt, 1998). Abbildung 3 zeigt den schematischen Ablauf zur Erstellung einer
BAC-Bank und der Anordnung der Klone zu Contigs fiur die physikalische Kartierung.

Das Grundprinzip ist bei der Erstellung von BAC- oder YAC-Banken ahnlich. Nach
der Praparation hochmolekularer DNA wird diese mit Restriktionsenzymen fragmentiert. Da
die Herstellung von genomischen Banken sehr grol3e Restriktionsprodukte erfordert, erfolgt
nur eine unvollstandige Restriktion der DNA. Die geschnittene DNA wird in einer
Pulsfeldgelelektrophorese aufgetrennt und die Fragmente mit der erforderlichen GroRRe zur

7
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Ligation in einen Vektor aus dem Gel aufgereinigt (Burke et al., 1987; Shizuya et al., 1992;
Frijters et al., 1997; Hamilton, 1997; Mozo et al., 1998). Das erforderliche Groé3enspektrum
der Fragmente hangt davon ab, ob eine YAC-Bank oder eine BAC-Bank hergestellt werden
soll. Wahrend in einen YAC-Vektor bis zu 1 Mb gro3e DNA-Stlicke kloniert werden kénnen,

ist die FragmentgroRe bei BAC-Vektoren auf 300-350 Kb begrenzt (Frijters et al., 1997). Die
rekombinanten Vektoren werden in Bakterien- oder Hefezellen transformiert und als

Einzelklone bei —70 °C aufbewahrt. Das Verfahren hat gegeniber der Verwendung von
Megarestriktionsfragmenten den Vorteil, dafl} jedes einzelne DNA-Fragment separat

identifiziert und analysiert werden kann.

% chromosomale DNA

Fragmentierung

v Iil GroRenselektion
db p— und Fragmentelution

Einbau in ein Bakterienchromosom
> 1 6 und Transformation in Bakterienzellen

Physikalische Kartierung:
Rekonstruktion des Genoms durch
— Anordnung von uberlappenden Klonen
— (Contig-Erstellung)

Abb. 3: Schematischer Ablauf der Erstellung einer genomischen Bank mit ,bacterial artificial

chromosomes* und die Anordnung der Klone zu Contigs fiir die physikalische Kartierung.

Fur die in der vorliegenden Arbeit erstellte BAC-Bank wurde der Vektor
pBeloBAC11 (Kim et al., 1996) verwendet. Das Plasmid liegt als ,single copy“ in der
Bakterienzelle vor und besitzt vier Regionen, die fur die Funktionsweise und die Stabilitat

verantwortlich sindParA, ParB undParC vom F-Faktor au&. colisind fur die Stabilitat und
8
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die richtige Verteilung des Plasmids auf die Tochterzellen wéahrend der Zellteilung
verantwortlich. Durch diese Sequenzen wird verhindert, dal3 zwei unterschiedliche BAC-
Klone in einer einzelnen Zelle vermehrt werden (Willets and Skurray, 1987) was letztendlich
zu einem instablien Klon fihren wirderiS ist der Startpunkt flr die DNA-Replikation und
RepE kodiert ein Protein, das zusatzlich fur die Regulation der Replikation und der
Kopienzahl des Plasmids verantwortlich ist. Als Markergene stehen eine Chloramphenicol-
Resistenz zur Verfiugung sowie daacZGen, das die Identifikation von rekombinanten
Plasmiden durch ein ,blue-white-screening” vereinfacht. Eine schematische Darstellung des
Plasmids zeigt Abbildung 4.

Pl

par C \
Sna BI /par B cM

pBeloBACI11

XhoI
7.4 kb 0
ar A
orl S
Eco RV P E Xbal

Eco RV

Abb. 4: Der BAC-Vektor pBeloBAC11 (nach Kim et al., 1996)

Die Anzahl der fur eine reprasentative Bank bendétigten Klone hangt von drei Faktoren
ab: der durchschnittlichen Insertgrof3e der Klone, der Genomgrél3e und der

Wabhrscheinlichkeit, mit der ein Einzelgen in der genomischen Bank vorkommen soll.
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Der mathemathische Zusammenhang ergibt sich nach Clarke und Carbon (1976) aus

der Formel:

mit:

N
p
f

G

In(1- P)

41

= Genomgrolde

= Anzahl der Einzelklone
Wahrscheinlichkeit, daf3 eine beliebige Einzelsequenz in der Bibliothek vorliegt

durchschnittliche Kloninsertgrof3e

In Bezug auf das Genom der Weinrebe (Lodhi und Reisch, 1995) ist dabei in

Abhangigkeit der durchschnittlichen Insertgr§feind der gewahlten Wahrscheinlichie

von den in Tabelle 1 dargestellten Klonenzahlen auszugehen (Werte auf 100 gerundet):

f =40 000 f =50 000 f =80 000 f =100 000
P=95% 35500 28 500 17 800 14 200
P=99% 54 700 43 800 27 500 21 900

Tab. 1: Ubersicht iber die Anzahl der benétigten BAC-Klone fiir eine reprasentative genomische

Bibliothek der Rebe bei einer durchschnittlichen Insertgfi®éschen 40000 bp und 100000 bp und

einer Zufallswahrscheinlichke® von 95 % und 99 %.

BAC-Banken haben einige grundlegende Vorteile gegeniiber YAC-Banken. H&ufig

bei der Erstellung einer YAC-Bank auftretende Schwierigkeiten wie z.B. eine niedrige
Transformationsrate (Bellis et al., 1991; Wada et al., 1990), instabile Klone (Neil et al., 1990;
Dunford et al., 1993; Schmidt et al., 1994), Bildung von chimaren Klonen (Green et al., 1991;
Libert et al., 1993; Schmidt et al., 1994) sind bei BAC-Banken nur sehr selten zu beobachten

(Frijters et al., 1997). Die Transformationsrate rekombinanter BAQS. icoli ist um den
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Faktor 100 hoher als bei der Transformation von YACs in Hefezellen (Shizuya et al., 1992,
Woo et al., 1994; Wang et al., 1995). Hinzu kommt, dal3 das Wachstum von transformierten
E. coliZellen auf kinstlichem Nahrmedium nur 1/5 der Zeit beansprucht wie das von
Hefezellen. FiUr die Isolierung rekombinanter Plasmide Buscoli konnen allgemein
gebrauchliche und standardisierte Praparationstechniken z.B die alkalische Lyse (Birnboim
und Doly, 1979) eingesetzt werden. Wird allerdings eine genomische Bank mit sehr grol3en
Inserts bendtigt, muld auch weiterhin auf YAC-Klone zuriickgegriffen werden (Frijters et al.,
1997).

Ein interessanter Aspekt ist die Verwendung von Klonierungsvektoren, die zusatzlich
auch zur Transformation von Pflanzen rAigrobacterium tumefaciensingesetzt werden
konnen (Hamilton, 1997). Solche Plasmide wurden bereits erfolgreich an Tabak und Tomate
getestet (Hamilton et al., 1996). Die Vektoren vereinen die Eigenschaften eines BAC-Vektors
mit denen eines zukgrobakteriurATransformation geeigneten Vektors und werden sowohl in
E. coli als auch inA. tumefaciensepliziert. Damit konnte zum ersten Mal hochmolekulare
DNA direkt in ein pflanzliches Genom transformiert werden. Die Wissenschaft erhofft sich
dadurch einen Fortschritt auf dem Weg zur Identifikation von bisher unbekannten Genen und
einen erheblichen Zeitgewinn bei der Herstellung von transgenen Pflanzen (Hamilton et al.,
1996; Foster und Twell, 1997).

1.5 Zielsetzungen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hatte zur Aufgabe, die Grundlage fir eine physikalische
Kartierung des Genoms der Weinrebe zu schaffen.

Ausgehend von Protoplasten, sollte eine Methode zur Praparation und Restriktion
hochmolekularer DNA aus der Rebe entwickelt und die Technik der Pulsfeldgel-
elektrophorese in der Arbeitsgruppe etabliert werden.

Neben der Kartierung von Megarestriktionsfragmenten stand die Erstellung und
Analyse einer genomischen BAC-Bank zur physikalischen Kartierung sowie zur
Identifikation und Isolierung von Gensequenzen aus dem Genom der Rebe im Vordergrund.

Zur Vervollstandigung der Arbeiten sollten im Rahmen des Projektes mit Hilfe
verschiedener PCR-Techniken genspezifische Sonden zum Screening der BAC-Bank
entwickelt werden. Von besonderem Interesse waren solche Gene der Rebe, deren Produkte
mit Resistenzeigenschaften oder Widerstandsfahigkeit gegen Stressfaktoren in Verbindung

gebracht werden kdnnen.

11



Material und Methoden

2. Material und Methoden

A. Material

2.1 Chemikalien, Enzyme und spezielles Labormaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Enzyme und sonstige Hilfsmittel
wurden, wenn nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen:

Chemikalien:

BASF (Ludwigshafen), Biomol (Hamburg), Biozym (Hess. Oldendorf), Fluka (Neu-UIm),
Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma
(Deisenhofen)

Enzyme:
Boehringer Mannheim (Mannheim), Calbiochem (CA, USA), Gibco-BRL (Eggenstein), New
Englands Biolabs (Schwalbach), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen)

spezielles Labormaterial:

Amersham-Buchler (Braunschweig), Bio-Rad (CA, USA), Boehringer Mannheim
(Mannheim), Calbiochem (CA, USA), Gibco-BRL (Eggenstein), Kleinfeld (Hannover),
Machery & Nagel (Duren), Millipore (Eschborn), Perkin-Elmer (CA, USA), Qiagen (Hilden)
Sigma (Deisenhofen)

2.2 PCR-Primer und Primer fur die DNA-Sequenzierung

Die fur die Methoden der direkten PCR und der ,Cycle Sequencing“-Reaktion
verwendeten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, synthetisiert,
entschitzt, entsalzt und lyophylisiert geliefert. Die DNA Sequenzen dieser Primer sind im

folgenden aufgefuhrt:
Universalprimer fur die ,Cycle Sequencing“-Reaktion und zur DIG Markierung von Sonden:

UP -32: 5-AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG-3
RP -37: 5’-ACA ATT TCA CAC AGG AAC AGC-3

12
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Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Alkoholdehydrogenase der Rebe (Accession
U36586) und einer angehangteBanH| (Alkdehyd 1) bzw. Hindlll (Alkdehyd 2)
Schnittstelle:

Alkdehyd 1: 5’-GGA TCC TGA AGC AGG AGG GTATGT GA-3

Alkdehyd 2: 5-AAG CTT GGC ATT GAC ATT TCC AGT GC-3

Sequenzspezifische Primer fir den Teil einer Flavonoid 3-O-Glucosyltransferase der Rebe
(Accession X75968):

UFGT 1: 5-CGT TTA TAT GGT CCT AAG GG-3

UFGT 2: 5-TCA TTG CAT CCA AAC AGG TG-3'

Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Phenylalanin-Ammonium-Lyase der Rebe
(Accession X75967):

PAL 1: 5-AGA AGC CGA AGC AAG ATC GA-3

PAL 2: 5'-TCG TTC AGG AAG AGC GTC TT-3

Sequenzspezifische Primer fir den Teil eines ,,Osmotin-like protein“ der Rebe (Accession
Y10992):

OS 1: 5’-CAG CCA CCT TCA ACA TCC AA-3

OS 2: 5-CTG ATC GTC CTT AGG GTA GC-3’

Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Glutaminsynthetase der Rebe (Accession
X94320):

Glutsynth 1: 5’-CCA CTG AGA AGG TGA ATT GTA-3

Glutsynth 2: 5’-GAG ATG GGT GTG TCT TAT GGC T-3’

Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Glutamatdehydrogenase der Rebe (Accession
X86924):

Gludehyd 1: 5-GGA GAA GAG TCT TCT GAT AC-3

Gludehyd 2: 5-TAC CAC CTC TCT CAC CGA TG-3’
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Sequenzspezifische Primer fur eine Chitinase (Typ 1) der Rebe (Accession Z54234) mit einer
angehangten Kozak-Sequenz und eiNeo | Schnittstelle (Chitinase 1) bzw. einZba |
Schnittstelle (Chitinase 2):

Chitinase 1: 5-ACC ATG GGG TTG TGG GCA TTG GTA-3

Chitinase 2: 5'-TCT AGA TTA GAT GGT GTC CAG CAG GA-3

Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Chitinase (Typ I) der Rebe (Accession Z254234):
Chitin 1: 5-GTT TGG TTG GTG TGG CAA CA-3
Chitin 2: 5'-ATT ATG GCA GGA AGG CTT GG-3

Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Glukanase der Rebe (Accession U68144):
Gluc 1: 5'-TAC ATC CCG GTT GGA AAC GA-3
Gluc 2: 5'-CAT CCG CTT TCT GAA ACC AC-3

Sequenzspezifische Primer fir den Teil einer Chalkonisomerase der Rebe (Accession
X75963):

Chaliso 1: 5-TCA GGT CGA GAA CGT CCT AT-3

Chaliso 2: 5-TTT CTC ATC CCC AGC CTC CT-3

Sequenzspezifische Primer fur den Teil einer Chalkonsynthase der Rebe (Accession X75969):
Chalsyn 1: 5-TCA CCA ACA GTG AGC ACA TG-3
Chalsyn 2: 5-GCA AGT GTC CGT CGA TTG CT-3

2.3 Bakterienstamme und Plasmide

2.3.1Escherichia coliStamme

E. coliDH 5a Hanahan; (1983)
E.coliDH10B Grant et al.; (1990)
E. coliXL 1-Blue Bullock et al.; (1987)
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2.3.2 Plasmide

pBluescript SK(-) Short et al.; (1988)
pBeloBAC11 Kim et al.; (1996)
B. Methoden

2.4 Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung der Laborstamme und Rekombinanten Eortoli erfolgte in LB-
Medium (10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl; nach Ausubel et al.; 1987). Zur
Herstellung von Agarnahrbdden wurde zusétzlich 16 g/l Bacto-Agar zugegeben. Das Medium
wurde autoklaviert, hitzeempfindliche Substanzen wurden erst nach Abkihlen des Mediums
auf 40-50 °C sterilfiltriert zugegeben. Das Flissigmedium wurde in sterilen Glasflaschen bei
Raumtemperatur gelagert, das Agarmedium fir Kulturnahrbéden wurde in sterile Plastik-
Petrischalen gegossen, in Folie verpackt und bei 4 °C bis zu max. 3 Wochen gelagert. Das

Wachstum der Bakterien auf den entsprechenden Nahrbéden erfolgte bei 37 °C.

2.5 Kultur und Vermehrung von in vitro Pflanzen

2.5.1 Versuchspflanzen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden als Ausgangmaterial zur Isolierung
hochmolekularer DNAN vitro Pflanzen der pilzresistenten Sorten 'Regent’ und 'Vidal blanc'
sowie der anfalligen Sorten, 'Seyval blanc', ‘Lemberger' und 'Riesling’, verwendet. ‘Regent’
und ‘Lemberger’ stammen aus dem Sortiment des Instituts fur Rebenzichtung und wurden als
Grunstecklinge inn vitro Kultur tGberfuhrt, die Sorten 'Riesling’, 'Seyval blanc' und 'Vidal
blanc' stellte das Institut fir Weinbau der Universitadt Hohenheinmalgro Pflanzen zur

Verfligung.

2.5.2 Kulturmedien und Kulturbedingungen

Die Sorten 'Riesling’, 'Seyval blanc' und 'Vidal blanc' wurden auf hormonfreiem LS-
Medium (Linsmaier und Skoog, 1965) kultiviert, fir 'Regent’ und ‘Lemberger' wurde
hormonfreies MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962) mit “-facher Konzentration an

Makroelementen verwendet. Nach dem Einwiegen und vollstdndigen Lésen der Substanzen
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wurde der pH-Wert mit verdinnter KOH bzw. HCI auf 5,8 eingestellt, das Medium 1-2 cm
hoch in 11 Weckglaser gegossen und autoklaviert. Die Standardkulturbedingungen waren
26 °C bei 10000 lux und einer Photoperiode von 16 h.

2.5.3In vitro Kulturnahme von Grunstecklingen

Zur Erstellung von pflanzlichemm vitro Kulturen der Rebe wurden junge Triebe von
Gewéchshaus- und Freilandpflanzen als Ausgangsmaterial verwendet. Nach dem Entfernen
von Ranken und Blattern wurden die Grunstecklinge mit 70 %igem Methanol abgerieben und
30 min. unter rihren in NaOCI (ca. 12 % aktivey @lit 2 Tropfen Tween 20 desinfiziert.

Die Stecklinge wurden anschlieend dreimal grindlich mit sterilem bidé€stde¢waschen,
an den Enden steril nachgeschnitten und in 1l Weck-Glaser auf LS-Medium bei
Standardbedingungen kultiviert. Nach etwa 8 Wochen wurden die neu gewachsenen Triebe in

Einaugenstecklinge zerteilt und auf dem fur die Rebsorte optimalen Medium weiterkultiviert.

2.6 Praparation von DNA

2.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA aug. coli

Die Mini-Plasmidpraparation erfolgte in einer modifizierten Form nach Birnboim und
Doly (1979).

« 1,5 ml einer Bakterientbernachtkultur (Sambrook et al.,, 1989) in ein steriles
Eppendorfréhrchen geben und 2 min. in einer Tischzentrifuge bei Hochstgeschwindigkeit
zentrifugieren, Uberstand verwerfen.

e Pellet in 100 pl Lésung 1 (50 mM Glucose, 25 mM Tris-Cl pH 8,0; 10 mM EDTA,;

4 mg /ml Lysozym) resuspendieren und 5 min. bei Raumtemperatur stehen lassen.

e Zusatz von 200 ul Lésung 2 (0,1 N NaOH; 1 % (w/v) SDS), vorsichtig mischen und
5 min. auf Eis inkubieren.

e Zusatz von 150 pul eisgekihlter Losung 3 (3 M Kaliumacetat pH 4,8) vorsichtig mischen
und 5 min. auf Eis inkubieren.

« 10 min. in Tischzentrifuge bei Hochstgeschwindigkeit zentrifugieren, Uberstand in frisches

Eppendorfgefald tberfuhren.
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* 10 pl RNase-Stammlésung (10 mg/ml, DNase-frei) zugeben, 5 min. bei Raumtemperatur
inkubieren.

* Ein Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) zugeben, kraftig mischen, zur
Phasentrennung 10 min. in Tischzentrifuge bei Hochstgeschwindigkeit zentrifugieren.

* Oberphase in frisches Eppendorfgefal? tberfuhren, 2,5 Volumen eiskaltes absolutes
Ethanol zugeben und 10 min. auf Eis stellen.

* 10 min. zentrifugieren in einer Tischzentrifuge bei HOchstgeschwindigkeit, Pellet in
70 %igem Ethanol waschen und trocknen lassen. Die DNA in 50 pl 1x TE-Puffer (10 mM
Tris-Cl pH 8,0; 1 mM EDTA) lI6sen, 2 pl davon auf 1 %igem Agarosegel analysieren.

Eine derart praparierte Plasmid-DNA war fur Restriktionsanalysen geeignet. Zur
Sequenzierung wurden die Plasmide mit dem High Pure Plasmid Preparation-Kit (Boehringer
Mannheim) nach Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

Préparationen von ,low-copy“-Plasmiden zur BAC-Klonierung (siehe 2.15.2) wurden
aus 4 | Ubernachtkulturen mit entsprechenden Qiagen-tip500 Saulen (Qiagen, Hilden) nach

Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.6.2 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Die Praparation genomischer DNA aus Blattern der Rebe erfolgte in Anlehnung an

Thomas et al. (1993). Die Angaben beziehen sich auf 2 g Blattmaterial.

» Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zermérsern und in ein
30 ml Zentrifugenréhrchen tberfihren

* Probe mit 25 ml Puffer A (250 mM NaCl; 200 mM Tris-Cl pH 8,0; 50 mM EDTA; 0,1 %
(w/v) B-Mercaptoethanol; 2,5 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP) 40000) grundlich
mischen (Vortex), anschlieRend bei 4 °C und 7500 rpm (Sorvall SS34) 10 min.
zentrifugieren.

« Uberstand verwerfen, das Pellet mit den darin enthaltenen ,Rohkernen® in 5 ml Puffer B
(500 mM NaCl; 200 mM Tris-Cl pH 8,0; 50 mM EDTA; 2,5 % (w/v) PVP 40000;
3 % (w/v) Sarkosyl; 20 % (v/v) absolutes Ethanol) vollstandig resuspendieren und bei

gelegentlichem Schwenken 30 min. bei 37 °C im Wasserbad inkubieren.
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* Gleiches Volumen Chloroform-lsoamylalkohol (24:1) zugeben und kurz aber kraftig
mischen (Vortex).

* Zur Phasentrennung 10 min. bei 4 °C und 14500 rpm zentrifugieren, wassrige Oberphase
anschlielBend mit weithalsiger Plastikpipette in frisches Zentrifugenréhrchen tberfuhren.

» 0,5-faches Volumen eiskaltes Isopropanol zugeben, mischen und 10 min. auf Eis
inkubieren.

+ Die préazipitierte DNA 10 min. bei 4 °C und 14500 rpm pelletieren, Uberstand dekantieren
und Pellet trocknen lassen.

* Pellet in 600 pl 1x TE I6sen, 3 pul RNase-Stammldsung (10 mg/ml, DNase-frei) zugeben
und 15 min. bei Raumtemperatur inkubieren.

* LOsung in ein Eppendorfgefal? transferieren, 0,5 Vol. 7,5 M eiskaltes Ammoniumacetat
pH 8,0 zugeben und ausgefallene Proteine durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei
Hochstgeschwindigkeit pelletieren.

« Uberstand vorsichtig in frisches Eppendorfgefal uberfiihren, 0,5 Vol. eiskaltes Isopropanol
zugeben und 30 min. auf Eis inkubieren.

» Prazipitierte  DNA durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei HOchst-
geschwindigkeit pelletieren und in 70 %igem Ethanol waschen.

» Pellet trocknen lassen und in 200 pl 1x TE I6sen und bei 4 °C aufbewahren. 1 pl auf

0,8 %igem Agarosegel analysieren.

2.6.3 Praparation hochmolekularer DNA aus Protoplasten

2.6.3.1 Isolierung von Protoplasten aus der Rebe

Die Isolierung von Protoplasten der Rebe erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von

Reustle (1989). Die Angaben beziehen sich auf 2,5 g Blattmaterial.

» Das verwendete Pflanzenmaterial zum Abbau von Assimilaten 48 h vor der Isolierung der
Protoplasten in Dunkelheit kultivieren.

» Blatter entnehmen, mit scharfer, steriler Rasierklinge in Glaspetrischale mit etwas VKM-
Saccharoselosung (0,55 M Saccharose; VKM-Salze in 1/10 Konzentration; in Anlehnung
an Binding und Nehls, 1977) in kleine Stiicke schneiden und zur Vorplasmolyse 10 min. in

30 ml VKM-Saccharosel6sung inkubieren.
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Saccharoseldsung abziehen und durch 15 ml Enzymldsung (0,2 % CeMNsfzswgillus

niger, 0,2 % Cellulaséenicillium funiculosumO0,5 % Cellulysin; 0,2 % Mazerozym R10;

0,5 % BSA; 1 mM CaG| 20 mM MES-KOH; 0,42 M Saccharose; VKM-Salze in 1/10
Konzentration) ersetzen.

Inkubation 15-21 h (in Abh&angigkeit vom Pflanzenmaterial) bei Dunkelheit unter leichtem
Schitteln zum enzymatischen Abbau der Zellwand und der Mittellamelle.

Abtrennung des groben Pflanzenmaterials von der Protoplastensuspension uber eine
Siebkombination (Maschenweite 50 und 100 pm).

Dichtezentrifugation der Protoplastensuspension 10 min. beg 8a@ttich Universal 2S)

zur Entfernung der Enzymlésung und zur Abtrennung von Zelltrimmern und
Bruchstticken.

Die flotierten Protoplaseten mit Pasteurpipette vorsichtig abnehmen, in frisches
Zentrifugenrohrchen geben und im Verhaltnis 1:1 mit VKM-Saccharoseldésung vermischen.
Zentrifugationsschritt wiederholen.

Die flotierten Protoplasten vorsichtig abnehmen, in frisches Zentrifugenréhrchen
Uberfihren und ein Teil Protoplastensuspension mit 10 Teilen CPW213-Waschlosung
(Frearson et al. 1973) vermischen. Zentrifugation 5 min bgi 80

Uberstand verwerfen und Protoplasten in 200-300 pl CPW13-Waschlésung
resuspendieren.

Auszadhlen der Protoplastensuspension in einer Thoma-Zahlkammer unter dem
Lichtmikroskop. Die Konzentration der Suspension sollte auf 5xP6toplasten / ml

Suspension eingestellt werden.

2.6.3.2 Aufreinigung hochmolekularer DNA aus Protoplasten

Um die hochmolekulare DNA vor den von auf3en einwirkenden Scherkraften zu

schitzen, missen die Protoplasten in Agarose eingebettet werden. Die Préparation der DNA

erfolgt innerhalb der Agarosematrix, indem die Ubrigen Bestandteile der Zelle auf chemisch-

enzymatischem Wege entfernt werden. Gleichzeitig werden durch die hohe EDTA-

Konzentration in der Pufferlosung DNA-abbauende Enzyme (DNasen) in ihrer Aktivitat

gehemmt. Die Praparationsmethode wurde fir die Isolierung hochmolekularer DNA aus

Protoplasten der Rebe angepaldt und optimiert.
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» Protoplastensuspension auf 37 °C erwarmen und in gleichen Teilen mit 37 °C warmer
1,5 %iger InCert-Agarose (Biozym) vorsichtig vermischen.

» Das Gemisch in eisgekiihlte Blockchenformen pipettieren, mit Parafilm verschlieRen und
bei 4 °C 30 min. erkalten lassen.

» Lyse der eingebetteten Protoplasten in 10-fachem Volumen Lysepuffer (10 mM Tris-Cl pH
9,3; 0,5 M EDTA; 1 % (w/v) N-laurylsarkosin; 1 mg/ml Proteinase K) Uber 48 h bei 50 °C.
Die Zellstruktur wird aufgeltst, Proteine abgebaut und die DNA freigesetzt.

» Lysepuffer verwerfen und Agaroseblockchen in 50-fachem Volumen Waschpuffer (20 mM
Tris-Cl pH 8; 50 mM EDTA) aufnehmen. Inkubation 4x 1 h bei 50 °C.

» Blockchen in frischen Waschpuffer tberfihren und bei 4 °C lagern. Ein Blockchen auf

1 %igem Agarosegel in der Pulsfeldgelelektrophorese analysieren.

2.7 Auftrennung von DNA in einer Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die Auftrennung von DNA-Molekilen mit einer Gro3e von Uber 25 Kb erfolgte in
horizontalen 1 %igen LE-Agarose-Flachgelen mit 1x TAE in einer Pulsfeldgelelektrophorese
(Biorad CHEF DR III). Die DNA war in Agarosebléckchen eingebettet, die in das Gel

eingegossen wurden.

» Die abgewogene Agarose in 1x TAE-Puffer aufkochen und nach abkiihlen auf etwa 55 °C
in das Gelbett gielRen.

» Die Elektrophoreseapparatur mit etwa 2 | 1x TAE aufiullen, Umwalzpumpe und Kuhl-
aggregat einschalten und Laufpuffer auf 11-14 °C vorkihlen lassen.

* Nach Erkalten der Agarose Agaroseblockchen mit eingebetteter DNA vorsichtig in die
Probentaschen geben, Probetaschen vollstandig mit flissiger 1 %iger low-melt Agarose
auffillen.

* Nach Erkalten der Agarose Gel in Elektrophoreseapparatur einsetzen und Programm

starten.

Die Elektrophoresebedingungen wurden jeweils individuell an die aufzutrennende
DNA angepal3t. Als Richtwert wurden fur unterschiedliche Molekilgrof3en zwei
Basisprotokolle entwickelt, von denen ausgehend die individuelle Optimierung erfolgte. Die
Auftennung von DNA-Molekulen mit einer Gréol3e zwischen 200 Kb und 2 Mb erfolgte bei

6 V/cm, einer gestaffelten Pulszeit von 60-120 s, einem Winkel von 120 ° Gber 24 h, die
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Elektrophoresebedingungen fur den Grofl3enbereich zwischen 10 Kb und 500 Kb waren
3,5 V/cm, 1-60 s gestaffelte Pulszeit, 120 ° Winkel, 36 h. Als GroRenmarker wurden Hefe-
chromosomen bekannter GroRe a@mccharomyces cerevisiaeder A-Konkatemere

verwendet.

2.8 Restriktion von DNA mit Endonukleasen

2.8.1 Restriktion von genomischer DNA und Plasmid-DNA in wassriger Losung

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bei 260 nm oder visuell bestimmt
und pro pg eingesetzter DNA funf Einheiten des Enzyms eingesetzt. Als Restriktionspuffer
wurden die vom jeweiligen Hersteller mitgelieferten 10-fach Stammlésungen verwendet.
Ansatze mit Plasmid-DNA wurden bei der jeweils angegebenen optimalen Temperatur 2-3 h
im Wasserbad oder Thermoblock inkubiert, die Restriktion von genomischer DNA erfolgte
Uber Nacht im Warmeschrank. Danach wurden die Ansatze mit 1/9 Volumen 3 M Na-Acetat
pH 4,8 und 2,5 Volumen absolutem Ethanol versetzt, die DNA 15-20 min. auf Eis prazipitiert
und 10 min. in der Tischzentrifuge bei 13000 rpm pelletiert. Nach Abziehen des Uberstandes
wurde die DNA in 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen, das Pellet bei Raumtemperatur

leicht getrocknet und in geeigneter Menge TE-Puffer oder 10 mM Tris-Cl pH 8,0 geldst.

2.8.2 Restriktion von hochmolekularer DNA in Agaroseblécken mit

Megarestriktionsenzymen

Zur Vorbereitung der Restriktion von hochmolekularer DNA in Agaroseblécken sind
zusatzliche Wasch- und Inkubationsschritte erforderlich, um Reste der Proteinase K aus der
DNA-Praparation zu inaktivieren, damit die Aktivitdit der Restriktionsenzyme nicht
beeintrachtigt wird. Aul3erdem muf} die EDTA-Konzentration im Agaroseblock stark
reduziert werden und ein lonenaustauch gegen die Salzkomponenten des jeweiligen

Restriktionspuffers erfolgen.

* Inkubation der Agarosebldcke 2x 90 min. in Waschpuffer mit 1 mM PMSF bei 50 °C.
» Bléckchen in frischen Waschpuffer Gberfuihren, Inkubation 2x 90 min. bei 50 °C.

» Bldckchen in 0,1x Waschpuffer Uberfiihren, Inkubation 2x 90 min. bei 50 °C.
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» Agaroseblockchen jeweils separat in einem EppendorfgefaR mit erforderlichem
1x Restriktionspuffer 1 h auf Eis inkubieren.

» Puffer abziehen, 300 pl frischem 1x Restriktionspuffer mit 20-40 U Enzym zugeben und
1 h auf Eis stellen.

* Inkubation mindestens 4-5 h (oder Uber Nacht) im Warmeschrank bei erforderlicher
Temperatur.

» Reaktion abstoppen durch Zugabe von 40 ul 0,5 M EDTA pH 8, 30 min. auf Eis
inkubieren.

» Enzyml6sung abziehen, Agarosebléckchen in 200 ul TE-Puffer aufnehmen.

Die Agaroseblockchen wurden sofort in das Agarosegel eingebettet und die Elektrophorese

gestartet.

2.8.3 Partielle Restriktion von hochmolekularer DNA in Agaroseblockchen

Die partielle Restriktion hochmolekularer DNA in Agarosebléckchen erfolgte
ebenfalls nach der in 2.8.2 beschriebenen Methode. Zusatzlich wurden jedoch die optimale
Enzymmenge (30-50 U) und Inkubationszeit (1-4 h) fur jede einzelne Praparation an
hochmolekularer DNA in Vorversuchen ausgetestet. Als Restriktionsenzym \Wimd#l
verwendet und die Proben bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Enzymreaktion wurde nach
Ablauf der erforderlichen Inkubationszeit durch Zugabe von 200 ul 250 mM EDTA
abgestoppt.

2.8.4 Partielle Restriktion von hochmolekularer DNA in wassriger Losung

Neben der in 2.8.3 beschriebenen Methode wurde die partielle Restriktion von
hochmolekularer DNA auch in wassriger Lésung durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA mit
Hilfe der Elektroelution (siehe 2.9.1) aus den Agarosebldckchen eluiert. AnschlieRend wurde
die DNA mit Hilfe von Centricon Konzentratoren (Millipore) aufkonzentriert und auf einen
Wert von 60 pg/ml eingestellt. Die Restriktion riindlll erfolgte wie in 2.8.1 beschrieben
mit folgenden Veranderungen: um die fur die BAC-Klonierung erforderliche Fragmentgréie
von 300-500 Kb zu erhalten, wurde die optimale Enzymmenge (1-10 U) und Inkubationszeit

(0,5-3 min.) fur jede DNA-Préaparation vorher experimentell ermittelt. Die Reaktion wurde bei
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60 °C im Wasserbad abgestoppt und die Restriktionsfragmente in einem préparativen

Pulsfeldgel mit 1 %iger low-melt Agarose in 1x TAE aufgetrennt.

Anmerkung:

Eine genaue Arbeitsanleitung zur Restriktion hochmolekularer DNA kann hier nicht
angegeben werden, da die optimale Enzymmenge und die Inkubationszeiten je nach
Enzymhersteller, Enzymaliquot und Alter des Enzyms variieren. Um reproduzierbare
Versuchsbedingungen zu schaffen, sollte eine grél3ere Enzymmenge fiur alle Versuche
verwendet werden. Aul3erdem sollten die Experimente innerhalb eines kurzen Zeitrahmens

durchgefuhrt werden.

2.9 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

2.9.1 Elektroelution

Die GroRenfraktionierung von DNA-Fragmenten wurde nicht nur zu analytischen
sondern auch zu praparativen Zwecken in Agarosegelen durchgefihrt. Die Aufreinigung
erfolgte in Anlehnung an Sambrook et al. (1989) durch Elektroelution in 1x TE in einem

Dialyseschlauch.

» Dialyseschlauche (Porenweite 0,24 nm) von etwa 20 cm Lange 10 min. kochen in 1 |
2 %igem NaHC@mit 1 mM EDTA pH 8,0. Dabei standig rihren.

» Vorsichtig spulen in sterilem bidest. Wasser

e 10 min. kochen in 1 mM EDTA pH 8,0.

» Schlauchsticke abkihlen lassen und bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahren. Standig mit
1 mM EDTA-L6sung pH 8,0 bedeckt halten.

» Vor Benutzung Schldauche dreimal innen und aul3en mit 1x TE spulen.

» Agarosegel mit Ethidiumbromid farben und DNA mit scharfem Skalpell unter UV-Licht
ausschneiden.

» Gelstuck in mit 1x TE vollstandig geflllten Dialyseschlauch geben und soviel Puffer
abschutten, dal3 Agarosestiick gerade noch mit Puffer bedeckt ist.

» Schlauch mit zwei Klemmen fest verschliel3en.

» Gelstuck an einer Seite des Schlauches parallel ausrichten und moglichst waagerecht in die
mit 1x TAE geflllte Elektrophoreseapparatur geben. Elektroelution 45 min. bei 120 V.
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» Elektrisches Feld 30 s umpolen, damit sich an dem Dialyseschlauch haftende DNA 16st.

» TE-Puffer vollstandig in ein steriles Gefal3 abschiutten und DNA-Reste mit wenig 1x TE
aus dem Schlauch spulen.

* Volumen bestimmen und gleiches Volumen Phenol-Chloroform zusetzen, auf dem Vortex
gut mischen und zur Phasentrennung 5 min. bei 10@@dtrifugieren.

» Wassrige Oberphase abziehen und in frisches Zentrifugenréhrchen tberfuhren.

e 1/9 Volumen 3 M Na-Acetat pH 4,8 und 2,5 Volumen absolutes Ethanol hinzuflgen,
mischen, DNA 30 min. auf Eis prazipitieren.

« 10 min. bei 1000 zentrifugieren, Uberstand dekantieren, Pellet in 70 %igem Ethanol
waschen und anschliel3end bei Raumtemperatur leicht trocknen lassen.

* Pelletin 20 pl TE oder 10 mM Tris-Cl pH 8,0 lI6sen.

2.9.2 Elution mit dem Qiaex-Purification Kit

Alternativ wurde die Aufreinigung mit dem Qiaex-Purification Kit der Firma Qiagen
durchgefuhrt. Diese Methode kam vorzugsweise immer dann zur Anwendung, wenn nur sehr
wenig DNA zur Verfiigung stand und bei der Aufreinigung moglichst wenig Verluste
auftreten sollten.

Die Praparation wurde gemaf den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.10 PCR mit spezifischen Primern

Die spezifische PCR wurde zur Herstellung von homologen Gensonden aus 'Regent’
zur Southern-Hybridisierung (siehe 2.14) auf Mega-Restriktionsfragmente und zu einem
ersten Screening der genomischen BAC-Bank nach spezifischen Gensequenzen angewendet.
Ausgehend von Sequenzdaten bekannter Gene (Alkoholdehydrogenase, Flavonoid-3-O-
Glucosyltransferase, Phenylalanin-Ammonium-Lyase, Glukanase, Osmotin, Glutaminsynthe-
tase, Glutamatdehydrogenase, Chitinase, Chalkonsynthetase, Chalkonisomerase) wurden
mittels Sequenzvergleichs (Alignment) konservierte DNA-Bereiche innerhalb der Gene
ermittelt. Fur diese Sequenzabschnitte wurden spezifische Primer entwickelt und in einer PCR
mit genomischer DNA aus vier verschiedenen Rebsorten, ‘Riesling’, ‘Vidal blanc’, ‘Regent’
und ‘Lemberger’ eingesetzt. Um bei der Reaktion einen méglichst homogenen Versuchsansatz
zu gewahrleisten, wurden alle Reaktionskomponenten einer Versuchsreihe mit Ausnahme der

DNA zu einem sogenannten ,Mastermix" zusammengegeben und dann auf die verschiedenen

24



Material und Methoden

Reaktionsgefal3e verteilt. Die Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl
durchgefiihrt. In  Abhangigkeit der verwendeten Primerpaare kamen verschiedene

Temperaturprogramme zum Einsatz.

Die Annealingtemperatur wurde nach der Formel

TA = Ts- 5°C
Ta: berechnete Annealingtemperatur

Ts: Schmelztemperatur des Oligonukleotids

berechnet und in Vorversuchen jeweils individuell angepasst. Zur Herstellung von
Amplifikationsprodukten, die in Plasmide ligiert werden sollten (siehe 2.11), wurde eine
High-Fidelity TagDNA-Polymerase (Boehringer Mannheim) verwendet, die aus einer
Mischung einer thermostabilehagDNA-Polymerase und’fu-DNA-Polymerasen (Barnes,
1994) besteht.

Reaktionsansatz:
* 50-100 ng DNA
e 5 ul 10x PCR-Puffer (100 mM Tris-Cl pH 8,3; 15 mM MgC500 mM
KCI)
* je 100 uM dATP, dTTP, dCTP, dGTP
* 100 pmol Primer
* 3 U High-FidelityTagDNA Polymerase

* mit bidest. Wasser auf 50 pl auffullen

Temperaturprogramm:
4 min. 94 °C
30 Zyklen
1 min. 94 °C
1,5 min. Primerannealing
1,5min. 72 °C
7 min. 72 °C
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Nach Beendigung des Programms wurden 5 pl des Ansatzes auf einem 1 %igen

Agarosegel analysiert.

2.11 Klonierung von PCR-Amplifikationsprodukten in E. coli

2.11.1 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmide

Die Ligation der PCR-Amplifikationsprodukte in ein Vektorplasmid erfolgte als blunt-
end Ligation. Als Vektor wurde das Plasmid pBluescript SK(-) verwendet, dascuairly

oderSmal linearisiert worden war.

* 50 ng linearisierte und gereinigte Plasmid-DNA mit 200 ng PCR-Produkt mischen

e Zugabe von 1,5 ul 10x Ligationspuffer (660 mM Tris-Cl pH 7,5; 50 mM Mg@) mM
Dithioerythrit; 10 mM ATP) und 1-2 U Ligase , Volumen mit bidestOHauf 15 pl
erganzen.

* Inkubation Gber Nacht (14-15 h) bei 16 °C im Kuhlwasserbad.

» Sofort transformieren oder bei -20 °C aufbewahren.

2.11.2 Herstellung von transformationskompetenten Bakterienzellen ads coli

Die Herstellung kompetenter Bakerienzellen erfolgte in Anlehnung an Hanahan

(1983). Als Ausgangsmaterial wurden #iecoli- Stdamme DH& und XL1-Blue verwendet.

* Zur Vorkultur 3 ml LB-Medium (Ausubel et al.; 1987) mit einer Einzelkolonie animpfen
und bei 220 rpm im Inkubator bei 37 °C Uber Nacht wachsen lassen.

* 50 ml SOB-Medium (20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI;
10 mM MgCh; 10 mM MgSQ) in sterilem 300 ml Erlenmeyerkolben mit 500 ul
Vorkultur animpfen und im Inkubator bei 37 °C und 220 rpm bis zu einggbn 0,45-

0,55 wachsen lassen.

 Kultur 5 min. auf Eis abkuhlen.

Alle weiteren Schritte auf Eis bzw. bei 4 °C durchfihren.

« 30 ml Kultur in eisgekihlte Zentrifugenréhrchen geben, 10 min. zentrifugieren bei 4 °C,
3000 rpm (Sorvall SS34)
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Uberstand verwerfen, Pellets in 15 ml eiskaltem FSB-Puffer (100 mM RbCI;
45 mM MnCb x 4H,0O; 10 mM Cad] x 2H,O; 3 mM HexaminCoG| 10 mM K-Acetat

pH 7,5; 10 % (w/v) Glycerin; pH 6,4 mit HCI) resuspendieren, 10 min. auf Eis stellen.

10 min. zentrifugieren bei 4 °C, 3000 rpm

Uberstand verwerfen, Pellets in 3 ml eiskaltem TBII-Puffer (10 mM RbCI; 15 mM,QaCl
2H,0; 10 mM MOPS pH 6,8; 15 % (w/v) Glycerin) resuspendieren und 10 min. auf Eis
halten.

In Portionen von 200 pl aliquotieren und sofort transformieren oder in flissigem Stickstoff

schockgefrieren und bei -70 °C lagern.

2.11.3 Transformation von kompetenterk. coli-Zellen

200 pl Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis auftauen lassen.

10 pl des Ligationsansatzes zugeben, vorsichtig mischen und 30 min. auf Eis inkubieren
Hitzeschock im Wasserbad 1,5 min. bei 42 °C.

Transformationsansatz in 1 ml SOC-Medium (SOB-Medium mit 20 mM Glucose)
aufnehmen, 1 h bei 37 °C und 250 rpm wachsen lassen.

Jeweils 200 pl auf LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin, 40 pg/ml IPTG, 40 pg/ml

X-Gal ausplattieren und Gber Nacht bei 37 °C wachsen lassen.

2.12 DNA-Sequenzierung mit dem Abi Prism 310 Genetic Analyzer

Die Sequenzreaktionen wurden mit dem ABI Prism BigDy&erminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer) anhand des nachfolgend beschriebenen

Arbeitsprotokolls in einem Thermocycler mit Deckelheizung durchgefthrt:

Reaktionsansatz: 250 ng doppelstrangige DNA

je 10 pmol Universal-Sequenzierprimer (UP-32, RP-37)
2 pl Reaktionsmix aus dem Kit (enthalt Puffer, Nukleotide,
TagDNA-Polymerase)

mit bidest. HO auf 10 pl Gesamtvolumen erganzen
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Temperaturprogramm: 25 Zyklen, bestehend aus
30s96 °C
15s57°C
4 min 60 °C

Durch Ethanolfallung tiberschiissige Nukleotide entfernen.

» Den ,cycle sequencing“-Produkten 90 pl bidestOH10 pl 3 M Na-Acetat pH 4,6 und
250 ul absolutes Ethanol zugeben, sofort 15 min in Tischzentrifuge bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugieren.

« Uberstand entfernen und 250 pl 70 %iges Ethanol zugeben, 5 min in Tischzentrifuge bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren.

« Uberstand vollstandig entfernen (eventuell zweimal zentrifugieren) und Pellet leicht
trocknen lassen.

o Pelletin 25 ul TSR-Puffer (Perkin-Elmer) I16sen, DNA 2 min. bei 90 °C denaturieren und
sofort analysieren.

Die Sequenzierung mit dem ABI Prism 310-Sequenziersystem erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.

2.13 Auswertung der Sequenzdaten

Fur die Auswertung der Sequenzdaten per Computer Stand das Software-Paket
'DNasis for Windows' (Hitachi, Japan) zur Verfugung. Der Datenbankabgleich mit bereits
bekannten Sequenzen erfolgte Uber das Internet mit Hilfe des BLAST-Systems (Altschul et
al.; 1990).

2.14 Southern Hybridisierung mit Digoxigenin (DIG) markierten Sonden

2.14.1 DNA-Transfer von Agarosegelen auf eine Nylonmembran

Die Ubertragung der DNA vom Gel auf die Membran wurde mittels eines
Kapillarblots nach Southern (1975) unter hohen Salzkonzentrationen durchgefiihrt. Als Matrix
zur Immobilisierung der DNA wurden Nylonmembranen verwendet. Der hier verwendete
Membrantyp Hybond N (Amersham-Buchler) ist ungeladen bei pH 6,5 und hat eine

PorengréfRe von 1,2 um.
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Agarosegel 2x 20 min. in Depurinierungslésung (0,25 M HCI) inkubieren, gelegentlich
schwenken.

Kurz wassern in bidest.J9

Agarosegel 1 h in Denaturierungslésung (1,5 M NacCl; 0,5 M NaOH) unter gelegentlichem
Schwenken inkubieren.

Gel kurz wassern in bidest,@.

Agarosegel 2x 20 min. in Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris Cl pH 7,2)
schwenken.

Transfer der DNA in einem Kapillarblot Gber Nacht in 20x SSC (3 M NacCl; 0,3 M Na-
citrat pH 7) auf eine Nylonmembran.

Nach dem Transfer Membran 10 min. in 2x SSC waschen

Fixierung der DNA auf der Membran durch Hitze 2 h bei 80 °C.

Membran in Haushaltsfolie einschweil3en und trocken aufbewahren.

2.14.2 Herstellung von ,colony lifts* zur Kolonie-Hybridisierung

Fur die Herstellung von Colony lifts wurde der gleiche Membrantyp wie unter 2.14.1

beschrieben verwendet, allerdings in der Form runder Filter mit 82 mm Durchmesser.

Bakterienkolonien auf Agarplatten 30 min. bei 4 °C vorkihlen.

In einer flachen Schale jeweils 2 Lagen Whatman 3MM Papier mit Denaturierungslésung,
Neutralisierungslosung und 2x SSC tranken.

Membranen vorsichtig unter Vermeidung von Luftblasen auf die Bakterienkolonien
setzen. Wenn die Membran aufgelegt wurde, darf sie nicht mehr bewegt werden, da der
Transfer sofort beginnt. Membranen 5 min. einwirken lassen und Orientierung des Filters
auf der Agarplatte zum spateren Auffinden positiver Klone markieren.

Filter vorsichtig von der Platte abziehen und mit der Kolonienseite nach oben 5 min. auf
dem mit Denaturierungslosung getrankten Papier inkubieren.

Auf frischem Whatmanpapier kurz abtrocknen lassen.

Inkubation 15 min. auf mit Neutralisierungslésung getrankten Papier.

Membran auf frischem Whatmanpapier kurz abtrocknen lassen.

Inkubation 10 min. auf mit 2x SSC getrankten Papier.

Zur Fixierung der transferierten DNA die Membranen mindestens 2 h bei 80 °C backen.
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Filter auf eine Aluminiumfolie legen und auf jeden Filter 1 ml eine Proteinase K Losung
(2 mg/ml) pipettieren. 1 h bei 37 °C inkubieren.

Filter zwischen zwei Lagen gut mit bidest;Hgetranktem Whatman Papier legen und
Reste des Bakterienrasens durch mehrmaliges Abziehen des oberen Filterpapieres

entfernen. Den Vorgang, falls notwendig, mehrmals wiederholen.

Die Membranen kénnen anschliel3end sofort zur Hybridisierung eingesetzt werden.

2.14.3 ,Random primed"“ DIG-Markierung von DNA

Die Markierung der DNA wurde in Anlehnung an das vom Hersteller vorgegebene

Protokoll durchgefthrt:

300 ng DNA in 15 pl bidest. #D 16sen, 10 min. in kochendem Wasser denaturieren und
sofort in Eiswasser abkuhlen.

2 ul 10x Hexanukleotidmix und 2 pl 10x dNTP-Gemisch (1 mMol dATP, dCTP, dGTP;
0,65 mMol dTTP; 0,35 mMol DIG dUTP; pH 6,5) zugeben.

Zugabe von 1 ul (zwei Einheiten) Klenow-DNA Polymerase, Reaktionsansatz gut mischen
und Uber Nacht bei 37 °C inkubieren.

Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2 pul 0,2 M EDTA pH 8.

Préazipitation der DNA durch Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCl und 75 pl abs. Ethanol,
Inkubation 1,5 h auf Eis.

Zentrifugation der DNA 10 min. in Tischzentrifuge, Pellet in 70 %igem Ethanol waschen
und bei Raumtemperatur trocknen lassen.

Pellet I6sen in 50 pl TE-Puffer.

2.14.4 DIG-Makierung von DNA mit Hilfe der PCR

Die Markierung der DNA erfolgt in einer PCR-Reaktion. Dazu mul3 das DNA-

Fragment kloniert in einem Plasmid vorliegen und von bekannten Primersequenzen flankiert

werden. In der vorliegenden Arbeit lagen die DNA-Fragmente in pBluescript ligiert vor und

wurden von bekannten ,Universalprimersequenzen® auf dem Plasmid flankiert.
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Reaktionsansatz:
e 10 pg rekombinante Plasmid-DNA
e 5 ul 10x PCR-Puffer
e 10 pl dNTP-Gemisch
e je 100 pMol Primer UP-32 und RP-37
* 2,5 U High-FidelityTagDNA-Polymerase
« mit bidest. HO auf 50 pl auffullen

Temperaturprogramm:
2 min. 95 °C
10 Zyklen
10s95°C
30s50°C
2min. 72 °C
20 Zyklen
10s95°C
30s50°C
2 min. 72 °C mit 20 s time implement
7min 72 °C

2.14.5 Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

Die auf den Nylonmembranen fixierte spezifische DNA wurde mit DIG markierten
Sonden nachgewiesen. Zur Absattigung unspezifischer Bindungskapazitaten wurde die
Membran zuerst mit Hybridisierungspuffer prahybridisiert und erst danach die Sonde in
frischem  Hybridisierungspuffer dazugegeben. Als Hybridisierungspuffer  wurde
gebrauchsfertiges DIG-Easy Hyb der Firma Boehringer Mannheim verwendet. Fir die
Hybridisierung von rechteckigen Membranen stand ein spezieller Hybridisierungsofen zur
Verfiigung, Hybridisierungen mit 82 mm Rundfiltern wurden in einem runden Tuppergefaf}

mit Deckel in einem Schuittelwasserbad durchgefihrt.
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Die Mengenangaben beziehen sich auf eine Membrangrée von 100 cm

Préhybridisierung der Membran mit 20 ml DIG-Easy Hyb 3 h bei 42 °C.

200 ng markierte Sonde denaturieren (100 °C im Wasserbad, auf Eis abkthlen) und zu
10 ml DIG-Easy Hyb hinzufugen (Hybridisierungslosung).

Hybridisierung 15 h bei 42 °C.

Membran 2x 5 min. in 100 ml Waschlésung 1 (2x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS) bei
Raumtemperatur waschen.

Membran 2x 15 min. in 100 ml vorgewarmter Waschlosung 2 (0,1x SSC mit 0,1 % (w/v)
SDS) bei 68 °C waschen.

Die Membran wurde anschlielend zur Detektion der markierten DNA-Sonde weiterbehandelt.

2.14.6 Immunulogische Detektion DIG-markierter DNA durch Lumineszenz

Die mit Digoxigenin markierten DNA-Sonden wurden Uber eine spezifische Antigen-

Antikorper-Reaktion nachgewiesen.

Die Mengenangaben beziehen sich auf eine MembrangréRe von 100 cm

Membran 1-2 min. in 100 ml Waschpuffer (0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NacCl; 0,3 %
Tween 20; pH 7,5) spulen.

Zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen Membran mindestens 30 min. in
100 ml Blocking-Puffer (0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl; 1 % (w/v) Blocking Reagenz;
pH 7,5) schwenken.

Inkubation der Membran 30 min. in 50 ml einer 1:20000 Verdiunnung einer Anti-
Digoxigenin-AP Konjugat Lésung in Blocking-Puffer.

Membran 2x 15 min. in 100 ml Waschpuffer waschen.

Membran aquilibrieren 5 min. in 100 ml Detektionspuffer (0,1 M Tris-Cl pH 9,5; 0,1 M
NacCl)

Membran in Haushaltsfolie einschweif3en und 5 ml einer 1:200 Verdunnung einer CDP-
Staf]-Lésung in Detektionspuffer zugeben. Inkubation 5 min. bei Raumtemperatur.
Detektionslosung abschutten und Membran in frische Folie einschweil3en.

Exposition der Menbran auf einem Réntgenfilm. Expositionsdauer je nach Signalstarke
15 min - 3 h.
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2.15 Erstellung einer genomischen BAC-Bank

Die genomische BAC-Bank der Sorte 'Vidal blanc' wurde mit dem pBeloBAC11-
Vektorsystem (Kim et al.; 1996; in der Literatur haufig auch als pBeloBACII bezeichnet)
erstellt. Die Klonierung erfolgte in diklindlll-Schnittstelle der imlacZ-Gen lokalisierten
~polycloning-site“. Das Plasmid pBeloBAC11l und der zur Transformation verwendete
E. colrStamm DH10B wurden uns freundlicherweise vom Max-Planck-Institut far
Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm; zur Verfligung gestellt.

Um partiell geschnittene DNA mit einer mdglichst einheitlichen Grof3e zwischen
200 und 500 Kb zu erhalten, wurde dieser GroRenbereich nach der Groéfl3enfraktionierung der
Restriktionsfragmente in einer PF-Elektrophorese (1 %iges Agarosegel Giber 16 h bei 6 V/cm,
180 s pulse time, 120 °) aus dem Gel ausgeschnitten Zur Abtrennung niedermolekularer DNA
wurde eine zweite Grol3enfraktionierung der DNA in der PF-Elektrophorese durchgefuhrt.
Dazu wurde das augeschnittene Agarosesttick in ein 1 %iges low-melt Agarosegel eingebettet
und in einer weiteren PF-Elektrophorese Uber 15 h bei 4,4 V/cm, 5 s pulse time und 120 °
aufgetrennt. Die héhermolekulare DNA reichert sich in der Kompressionszone des Gels an

und kann sehr einfach und vollstandig aus dem Gel ausgeschnitten werden.

2.15.1 Extraktion partiell geschnittener hochmolekularer DNA aus PFGE-Agarosegelen

Die fur die BAC-Bank bendtigte partiddindlll geschnittene, gré3enselektierte DNA
wurde sowohl Uber Elektroelution als auch durch enzymatischen Abbau der Agarose isoliert.
Da die Extraktion sehr schonend ablaufen muf3, wurde das in 2.9.1 beschriebene Protokoll

entsprechend angepasst.

* Vorbereitung der Dialyseschlauche wie in 2.9.1 beschrieben

» Gelstiick an einer Seite des mit 1x TAE geflllten Schlauches parallel ausrichten und
moglichst waagerecht in die mit 1x TAE geflillte Elektrophoreseapparatur geben.
Elektroelution 3,5 h bei 4 V/cm.

» Elektrisches Feld 30 s umpolen, damit sich die an dem Schlauch haftende DNA |6st.

» TAE-Puffer vollstandig in ein steriles Gefald abschitten und DNA Reste mit 1x TAE aus
dem Schlauch spilen.

» Eluat mit abgeschnittener Pipettenspitze in einen Centricon Konzentrator (Millipore)

Uberfuhren.

33



Material und Methoden

» Die Entsalzung und Aufkonzentration der Probe erfolgte entsprechend den Angaben des

Herstellers.

Der enzymatische Abbau der Agarose wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

e Agarosestiick in Teile mit je 100 mg schneiden und in TE-Puffer mit 1x Polyaminen
(0,75 mM Spermidin; 0,3 mM Spermin) 5 h bei 4 °C aquilibrieren.

» Puffer entfernen und die Agarose 10 min. mit entsprechender Menge an Inkubationspuffer
bei 68 °C schmelzen.

 Die Probe auf 45 °C abklhlen lassen, 5 U Agarase zugeben und 1,5 h bei 45 °C
inkubieren.

» Dialyse der DNA auf Millipore-Filter mit einer Porengréf3e von 0,025 um gegen 0,5x TE
uber 4 h bei 4°C.

2.15.2 Vorbereitung des BAC-Vektorplasmids pBeloBAC11

Die Praparation der Plasmid-DNA wurde mit dem Qiagen 500 Plasmid Maxi-
Praparationskit aus 4 | Ubernachtkultur in vier getrennten Ansatzen nach Angaben des
Herstellers jedoch mit doppelten Puffervolumina durchgefiihrt. Die gesamte Plasmid-DNA
wurde zum Schluld gemeinsam in einem Volumen absolutem Isopropanol prézipitiert und das
Pellet in 175 ul bidest. ¥ gel6st. Reste von verunreinigender bakterieller genomischer DNA
wurden mit Plasmid-Safe DNase (Biozym) entfernt. Das Enzym hydrolysiert selektiv
doppelstrangige lineare DNA in Anwesenheit von ATP, wohingegen Plasmid DNA in
zirkularer oder Supercoil-Form nicht abgebaut wird. Die Aufreinigung erfolgte ebenfalls
entsprechend den Angaben des Herstellers.

Zur Inaktivierung des Enzyms wurde die DNA mit Phenol-Chloroform extrahiert und
mit Isopropanol prazipitiert.

Die Restriktion des Plasmids mHindlll erfolgte mit 50 U Enzym in einem
Gesamtvolumen von 100 pl bei 37 °C uber Nacht. Nach einer Isopropanolprézipitation
wurden die freien 5'-Enden mit einer thermolabilen HK (heat killed) Phosphatase (Biozym)
nach den Angaben des Herstellers dephosphoryliert. Nach der Hitzeinaktivierung des Enzyms
wurde die Plasmid-DNA mit Ethanol prazipitiert und auf eine Konzentration von 20 ng/ul

eingestellt.
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2.15.3 Ligation hochmolekularer DNA in pBeloBAC11

Die Ligation wurde in einem Gesamtvolumen von 100 pl durchgefuhrt. 10 pg
grolRenselektierte DNA aus 'Vidal blanc' wurden mit 200 ng dephosphorylierter Plasmid-DNA
mit 50 U Ligase bei 16 °C uber 36 h ligiert. Vor der Transformation wurde der
Ligationsansatz auf einem Millipore-Filter (0,025 um Porendurchmesser) gegen 0,5x TE bei
4 °C 3 h dialysiert.

2.15.4 Herstellung kompetenter Bakterienzellen zur BAC-Elektrotransformation

Zur Herstellung von kompetenten Zellen fir die Elektroporation wurdeEdeoli
Stamm DH10B verwendet. Die Pulszellen zur Elektropration wurden nach folgender

Anleitung im Labor hergestellt:

Aus frisch gewachsener DH10B-Einzelkolonie eine Ubernachtkultur in SOB-Medium

herstellen

« 500 ml SOB in einem 2 | Erlenmeyerkolben mit 0,5 ml der Ubernachtkultur beimpfen und
bei 37 °C und 220 rpm bis zu @9 = 0,8 wachsen lassen. Zellen dann standig auf Eis
halten.

« Zellen in einem Sorvall GSA Rotor 10 min. bei 3500 rpm, 4 °C pelletieren, Uberstand
verwerfen.

o Zellen in 500 ml sterilem eiskaltem 10 %igem Glycerin resuspendieren.

« Zellen 10 min. bei 3500 rpm pelletieren, Uberstand vorsichtig abgieRRen.

» Zellen wie oben in 500 ml 10 %igem Glycerin resuspendieren.

« Zellen 10 min. bei 3500 rpm pelletieren, Uberstand vorsichtig abgieRRen.

« Zellen in 20 ml Uberstand resuspendieren und in 30 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihren.
Mit 10 %igem Glycerin auffullen.

« Zellen 10 min. bei 5500 rpm pelletieren, Uberstand verwerfen.

» Zellenin 2 ml 10 %igem Glycerin resuspendieren und in 50 pl Portionen aliquotieren.

» Aliquots sofort in flissigem Stickstoff gefrieren und bei —70 °C lagern.
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2.15.5 BAC-Transformation durch Elektroporation

Die Transformation der BACs erfolgte tber Elektroporation nach folgender Anleitung:

50 pl Pulszellen auf Eis auftauen lassen, 2 pl Ligationsansatz hinzufiigen und gut
vermischen.

« Transformationsansatz in eine eisgekihlte, sterile Elektroporationskiivette mit einem
Elektrodenabstand von 2 mm Uberfiihren.

» Elektroporation mit einem Spannungsimpuls von 2,5 KV und einer Impulslange von
12,5 ms.

» Elektroporierte Zellen in 1 ml auf 37 °C vorgewarmtes SOC-Medium geben und 1 h bei
37 °C und 220 rpm wachsen lassen.

o Je 150 ul des Ansatzes auf LB-Agarplatten mit 12,5 pg / ml Chloramphenicol und jeweils
40 pg/ml IPTG und X-Gal ausplattieren, bei 37 °C Gber Nacht wachsen lassen.

Rekombinante Klone wurden mit einem sterilen Zahnstocher auf eine LB-Agarplatte
mit 12,5 pug/ml Chloramphenicol und jeweils 40 pug/ml IPTG und X-Gal in ein 100er Raster
gepickt und anschlieBend zur Langzeitlagerung bei —70 °C in ,freezing medium* (LB-
Medium mit 12,5 pg/ml Chloramphenicol, 36 mMHPO,; 13,2 mM KHPOy; 1,7 mM Na-
Citrat; 0,4 mM MgS@, 6,8 mM (NH,)2.SOy; 4,4 % (v/v) Glycerin) in 96er Mikrotiterplatten

uberfuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswahl und Anzucht des Pflanzenmaterials

Zu Beginn der Arbeiten im Sommer 1996 zeigte sich, dal3 fur eine erfolgreiche
Praparation von Protoplasten die Wuichsigkeit des Pflanzenmaterials einen entscheidenden
Einflu3 hatte. Besonders deutlich war der EinfluR der Wichsigkeit bei der Praparation von
Protoplasten aus den Sorten 'Regent’ und 'Lemberger' in weniger ausgepragter Form bei
'Riesling’, 'Vidal blanc' und 'Seyval blanc'. Die vorhandenen Pflanzen wuchsen in der
in vitro Kultur nur unbefriedigend, die Blattspreiten waren teilweise verkimmert und zeigten
nekrosenartige Symptome, die Bewurzelungsfahigkeit der Stecklinge war stark eingeschrénkt.
Ahnliche Beobachtungen wurden bereits beiidesitro Kultivierung von Wildarten gemacht
(Harst, M.; personliche Mitteilung). Hier konnte ein Wechsel vom LS-Vollmedium hin zu
MS-Medium mit Y2-facher Konzentration an Makrondhrstoffen, jedoch bei gleicher
Konzentration an Mikronahrstoffen, das Wachstumsverhalten entscheidend verbessern. Die
Zugabe von 0,5 mg/l Indolessigsaure induzierte ein friheres Wurzelwachstum, allerdings
bewirkte der Wuchsstoff gleichzeitig eine verstarkte Bildung von Kalluswucherungen im
Ubergangsbereich von Wurzel zum Spro, wodurch das Wachstum der Pflanze negativ
beeinflusst wurde. Optimales Wachstum von 'Regent’ und 'Lemberger’ wurde auf MS-
Medium mit Y2-facher Konzentration an Makrondhrstoffen ohne weitere Hormonzugabe
erreicht. Nach 5-7 Wochen hatten die Pflanzen ausreichend junge Blattmasse gebildet und
wurden zur Protoplastierung abgeerntet. Diese Mediumvariante wurde auch von der
Abteilung in vitro-Kultur zur schnellenin vitro Vermehrung von 'Regent'-Pflanzgut

ubernommen.
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Abb. 5: In vitro Pflanzen der Sorte 'Regent' auf unterschiedlichen N&hrmedien nach
4-wochiger Kultivierung. Pflanzen von links nach rechts auf LS-Medium, MS-Medium mit ¥%2-facher
Konzentration an Makronéhrstoffen, MS-Medium mit ¥2-facher Konzentration an Makronahrstoffen
jedoch zusatzlich 0,5 mg/l Indolessigsaure. Die letzte Variante zeigt eine starke Kalluswucherung

zwischen Wurzel und Sprof3.

3.2 Isolierung von Protoplasten

Die Grundlage fur eine erfolgreiche Protoplastenaufarbeitung wird durch die Wahl des
Pflanzenmaterials gelegt. Bei den verwendeten Sorten konnten zum Teil erhebliche
Unterschiede bei der Ausbeute an Protoplasten beobachtet werden. Im Vergleich der
pilzanféalligen Sorten konnte unter optimalen Bedingungen bei 'Riesling' eine hohe Ausbeute
von 5x 10 Zellen / g Blattmaterial erzielt werden, wéhrend bei Préaparation von ‘Lemberger’
die Zelldichte einen Wert von héchstens 6X éfieichte. Besonders deutlich zeigte sich der
Sortenunterschied bei den pilztoleranten Sorten 'Regent' und 'Vidal blanc'. Bei 'Vidal blanc’

38



Ergebnisse

war die Aufarbeitung véllig unproblematisch und es wurden Ausbeuten von bis zu 6x 10
Zellen erreicht. Bei 'Regent’ war keine Isolierung von Protoplasten mdglich, nur bei drei
Praparationen konnten sehr wenige Zellen isoliert werden, die aber zur Praparation einer
grolReren Menge DNA nicht ausreichten.

Abb. 6: Blattprotoplasten der Sorte 'Vidal blanc', 300-fache Vergrof3erung

Alle verwendeten Pflanzen zeigten bei der Praparation von Protoplasten trotz der
Anzucht unterin vitro Bedingungen eine ausgepragte Saisonalitat. Pflanzen, die im Herbst
und Winter angezogen worden waren, eigneten sich weniger gut zur Isolierung von
Protoplasten. Gegeniber den in den Monaten April bis August angeirogigo Pflanzen
war die Ausbeute an Protoplasten hier stark reduziert.

Fir die Isolierung von Protoplasten aus der Rebe lag ein Reinigungsprotokoll nach
Reustle (1989) vor. Die Aufarbeitung nach diesem Protokoll zeigte aber, dal? die Ausbeute an
Protoplasten zu gering war, um hochmolekulare DNA in ausreichender Menge daraus
praparieren zu konnen. Dies galt besonders fir die pilztolerante Sorte 'Vidal blanc', bei der die
Ausbeute zunachst im Bereich von 3x°1Rellen/g Blatter lag. Bei den anfalligen
Vergleichssorten 'Riesling' und ‘Lemberger' lag der Wert bei 2xFib die Einbettung der
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Protoplasten in Agarose ist aber eine Zelldichte von 5pt® ml Suspension erforderlich

(van Daelen et al., 1989), um den fir die weiteren Untersuchungen benétigten ausreichend
groRen und einheitichen DNA-Pool zu bekommen. Wichtige Einflu3faktoren, die die
Ausbeute und den Erfolg einer Protoplastenaufarbeitung bedingen, sind die
Enzymkonzentration und die Inkubationszeit. Beide missen jeweils individuell an das
verwendete Pflanzenmaterial angepasst werden. Ausgehend von den in der Literatur
beschrieben Parametern (Reustle, 1989) wurde jeweils bei einer konstanten
Enzymkonzentration (1-fache und Y2-fache Konzentration) die Inkubationszeit variiert.
Diagramm 1 zeigt das Optimum fir die hier vorgestellte Sorte 'Vidal blanc' mit einer
Enzymkonzentration von 0,2 % Cellulagepergillus niger 0,2 % CellulaseéPenicillium
funiculosum0,5 % Cellulysin; 0,2 % Mazerozym R10 bei einer Inkubationszeit von 18 h. Bei
kirzeren Inkubationszeiten war die Ausbeute sehr stark reduziert und auch bei einer
Zeitspanne von mehr als 22 h nahm die Zahl der isolierten Protoplasten rapide ab. Bei einer

Inkubationszeit von unter 12 h bzw. tber 24 h war anschlieend keine Aufarbeitung moglich.

6 -

Anzahl der
Protoplastel °
pro Gramm 4 -
Blatter 3

Y

(101,
1
0 A

10 12 17 18 21 24 25

Inkubationszeifh]

Diagramm 1: Anzahl der Protoplasten aus der Sorte 'Vidal blanc' in Abhangigkeit von der

Inkubationszeit des Blattmaterials in der Enzymlésung.

Eine Reduzierung der Enzymkonzentration auf die Halfte der bei Reustle (1989)
angegebenen Werte konnte bei gleichzeitiger Verlangerung der Inkubationszeit die Ausbeute
an Protoplasten wesentlich verbessern. Die hier dargestellten Ergebnisse wurden mit der Sorte

‘Vidal blanc' ermittelt und konnten bei den Sorten 'Riesling’, 'Seyval blanc’' und ‘Lemberger
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bestétigt werden, nicht jedoch bei 'Regent’. In welchem Umfang die Versuchsparameter auf

andere Sorten Ubertragbar sind, wurde hier nicht untersucht.

3.3 Praparation hochmolekularer DNA und Auftrennung in einer Pulsfeld-

gelelektrophorese

Hochmolekulare DNA wurde aus Protoplasten isoliert, die in Agarose eingebettet und
anschlieBend lysiert wurden. Bei einer angenommenen DNA-Menge von 0,9-1 pg pro
diploidem Genom (Lodhi et al. 1995) und 3 Millionen Protoplasten pro Agaroseblock ergibt
sich eine DNA-Menge von etwa 3 pg pro Block.

Anfangs war ein Lysepuffer mit 0,25 M EDTA verwendet worden. Die so praparierte
hochmolekulare DNA war jedoch wahrend der Aufarbeitung stark degradiert worden und
zeigte bei ihrer Auftrennung in der Pulsfeldgelelektrophorese (PF-Elektrophorese) eine grol3e
Zahl unterschiedlich langer DNA-Bruchstiicke im Bereich von 50-1100 Kb. Durch die
Erhohung des EDTA-Gehaltes auf 0,5 M und die Zugabe von 10 mM Tris-Puffer konnte die
Qualitat der DNA hinsichtlich ihrer Grof3e entscheidend verbessert werden. Der tberwiegende
Anteil der DNA war mindestens 2,2 Mb grol3 (GroRe des langsten Chromosoms aus
S. cerevisiaals GréRenmarker) und ergab bei der PF-Elektrophorese eine kraftige Bande im
GroRRenbereich von 2,2 Mb in der Kompressionszone des Gels. In dieser Zone reichern sich
solche DNA-Molekile an, die wegen ihrer Grof3e nicht weiter aufgetrennt werden kdnnen.
Nur ein geringer Teil der DNA war degradiert. Zur Auftrennung der DNA in der PF-
Elektrophorese kamen verschiedene Elektrophoreseprotokolle zum Einsatz, die je nach Lange
der DNA-Molekule optimiert wurden. Die jeweiligen Elektrophoreseparameter sind in den
Untertiteln der Abbildungen erlautert.

In allen Experimenten, in denen ungeschnittene hochmolekulare DNA aufgetrennt
wurde, konnte eine schwache Doppelbande beobachtet werden, die unterhalb des kleinsten
Hefechromosoms in einem GrolRenbereich von etwa 200 Kb lag (Abbildung 7). Grole
Molekdile ringformiger DNA (in Supercoil-Form und entspannter Form) lassen sich ebenfalls
in der PF-Elektrophorese auftrennen. Allerdings ist ihre Auftrenngeschwindigkeit wesentlich
geringer als lineare Molekule mit identischer GroRe (Levene und Zimm, 1987; Simske und
Scherer, 1989). Aufgrund dieser Kenntnis und der GroRe der beobachteten DNA wurde
angenommen, dalR diese Doppelbande aus Chloroplasten-DNA besteht. Die Vermutung

konnte durch die Ergebnisse der Southern-Hybridisierung (siehe 3.5) bestétigt werden.
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365 Kb

285 Kb
225 Kb

Abb. 7: Auftrennung ungeschnittener hochmolekularer DNA der Sorte 'Riesling' in einer
Pulsfeldgelelektrophorese (Spur 1-2) und 'Vidal' (Spur 3+4). Der Pfeil markiert die charakteristische
Doppelbande. GrolRenmarker (m): Chromosomen 8oncerevisiae Elektrophoresebedingungen:

1 %iges Agarosegel in 1x TAE, 3,5 V/cm, Pulszeit 1-60 s, Winkel 120 °, 36 h Laufzeit.

3.41n situ Restriktion hochmolekularer DNA in Agarosebléckchen

Um zu uberprifen, ob eine vollstandige situ Restriktion der eingebetteten
hochmolekularen DNA moglich ist, wurde zuné&chst ein Reaktionsansatz mit dem Enzym
EcdaRl durchgefuhrt, dessen Erkennungssequenz im Genom der Rebe héufig vorkommt
(Buscher, 1995). Als Positivkontrolle diente eine Probe mit genomischer DNA, die nach der
Methode von Thomas et al. (1993) prapariert und ebenfall€ooRl geschnitten worden
war. Fiur beide Versuchsansatze wurden 20 U Enzym verwendet, die Inkubation erfolgte
jeweils bei 37 °C Uber 4 h. Die geschnittene DNA wurde in der PF-Elektrophorese
aufgetrennt. Bei beiden Proben liegt der grof3te Teil der DNA in Fragmenten von etwa 50 Kb

vor. Ein Kkleiner Teil deEcaRI-Fragmente aus hochmolekularer DNA zeigt sich als schwache
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Bande mit Uber 400 Kb in der Kompressionszone des Gels. Dabei handelt es sich um geringe
Reste ungeschnittener DNA. Insgesamt ist jedoch festzuhalten, dal3 die Methodsiaer
Restriktion und jene, bei der die DNA in flissiger Phase vorliegt, identische Resultate liefern
und die praparierte hochmolekulare DNA von guter Qualitat ist. Die Ergebnisse der PF-

Elektrophorese sind in Abbildung 8 dargestellt.

48,5 Kb

Abb. 8: Auftrennung EcaRl geschnittener hochmolekularer DNA aus 'Riesling' (Spur 1 + 2).
Kontrolle (K): EcaRl geschnittene DNA aus 'Riesling' prapariert nach Thomas et al. (1993).

GroRenmarker (mi-DNA. Elektrophoreseparameter wie in Abbildung 7 beschrieben.

Als Vorbereitung fur diein situ Restriktion waren verschiedene Reinigungs- und
Waschschritte zur Vorbehandlung der Agarosebléckchen notwendig, um zuverlassige und

reproduzierbare Restriktionsergebnisse zu erhalten. Zuerst muf3ten Reste der Proteinase K aus
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dem Lysepuffer durch Inkubation der Blockchen in 1 mM PMSF inaktiviert werden. Im
Gegensatz zu den bei Guidet und Langridge (1992) beschriebenen Ergebnissen haben die
Experimente gleich zu Beginn der Arbeiten gezeigt, dal3 ohne diesen Inaktivierungsschritt
keinein situ Restriktion der DNA mdglich ist, weil die Restriktionsendonukleasen durch die
Proteinase K abgebaut wurden (Abbildung 9).

Hohe EDTA-Konzentrationen in der Agarose konnen sich ebenfalls nachteilig auf die
Restriktionsbedingungen auswirken. Gerade wenn unmittelbar nach der Lyse der Protoplasten
die Restriktion der DNA erfolgte, war die Spaltung oft unvollstandig. Im Hinblick auf eine
maoglichst optimale Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde ein Waschschritt in 0,1x TE-
Puffer vorgenommen, um die EDTA-Konzentration in der Agarose zu reduzieren
(Abbildung 9). Ebenfalls positiv auf die Restriktion der DNA hat sich eine Reinigung der
Agarosebldckchen von niedermolekularer DNA ausgewirkt (Abbildung 10). Dazu wurden die
Proben mit 0,5 %iger Agarose in ein 1 %iges Agarosegel eingebettet und eine
Pulsfeldgelelektrophorese 1,5 h in 0,5x TBE bei 6 V/cm, 60 s switch-time und einem 120°-
Winkel durchgefuhrt. Nach der Elektrophorese wurden die Blockchen wieder aus dem Gel
entnommen, 30 min. in 0,1x TE-Puffer gewaschen und anschlieBend in einem geeigneten
Restriktionspuffer aquilibriert.

Nachdem eine zuverlassige und reproduzierbare Methodia situ Restriktion von
hochmolekularewitis-DNA zur Verfigung stand, wurden in den nachfolgenden Versuchen
eine Reihe von selten schneidenden Megarestriktionsenzymen getestet, von denen bekannt ist,
dal3 sie zur Herstellung von grof3en DNA-Fragmenten geeignet sind (Barlow und Lehrach,
1987; Smith und Cantor, 1987; Levine und Czech, 1989; Boehringer Mannheim, 1993). Die
Enzyme besitzen entweder eine 8 bp groRe Erkennungssediany dder eine 6 bp grolRe
Erkennungssequenz mit einer Methylierungssensitivitdt an Adenosin oder Cytosin (Tabelle
2). Bei allen verwendeten Enzymen (Tabelle 2) konnte nach der PF-Elektrophorese eine Fiille
von unterschiedlich grofien DNA-Fragmenten (sog. ,DNA-Schmier®) beobachtet werden, der
sich im GroRenbereich von 20 Kb bis zur Kompressionszone des Gels (etwa 400 Kb)
erstreckte. Besonders auffallend war, daf} 10 der verwendeten 17 Megarestriktionsenzyme ein
jeweils charakteristisches Bandenmuster im Agarosegel produzierten (Tabelle 2 und
Abbildung 10). Je nach Enzym waren die Banden mehr oder weniger stark ausgepragt und
enthielten DNA-Fragmente zwischen ca. 10 Kb und 180 Kb GroRRe. Die Muster waren bei
allen in den Versuchen verwendeten Rebsorten identisch und in jedem Fall mehrfach
reproduzierbar. Eine Ubersicht der getesteten Megarestriktionsenzyme ist in Tabelle 2

dargestellt.
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2200 Kb
1020 Kb

610 Kb
225 Kb

Abb. 9: EinfluR von PMSF oder hohen EDTA-Konzentrationen auf die Restriktion hochmolekularer
DNA. Hochmolekulare DNA aus 'Riesling’ geschnitten mit 6@EtbRI tber Nacht ohne PMSF-
Behandlung (Spur 1), ohne Waschschritt in 0,1x TE (Spur 2). Die DNA in den Spuren 3-7 wurde vor
der Restriktion mit PMSF behandelt und in 0,1x TE gewaschen. Restriktidacofl (Spur 3+4),

Hindlll (Spur 5+6) undBamHI (Spur 7). GréRenmarker (m): Chromosomen \®n cerevisiae

Elektrophoresebedingungen: 1 %iges Agarosegel in 0,5x TBE, 6 V/cm, Pulszeit 180 s, Winkel 120 °,
Laufzeit 16 h.
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:‘.'."Z'llm'ii

250 Kb
200 Kb
150 Kb
100 Kb

50 Kb

Abb. 10a: Enzymspezifische Bandenmuster nach der GréRenfraktionierung der Restriktionsprodukte
in der Pulsfeldgelelektrophorese.

Ungeschnittene hochmolekulare DNA aus 'Vidal blanc' (Spur 1+4) und 'Riesling’ (Spur 7+10). 'Vidal
blanc' geschnitten miBsdll (Spur 2+5) undMlu | (Spur 3+6). 'Riesling’ geschnitten mit
BsdHIl (Spur 8+11) undMliu | (Spur 9+12). Die verwendete DNA wurde vor der Auftrennung bzw.
Restriktion durch einen kurzen Pulsfeldelektrophoreseschritt von niedermolekularer DNA
aufgereinigt. GroBenmarker (m):Konkatemere. Elektrophoreseparameter: 1 %iges Agarosegel in
1x TAE, 3,5 V/cm, Pulszeit 1-60 s, Winkel 120 °, Laufzeit 36 h.
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450 Kb
365 Kb

285 Kb
225 Kb

Abb. 10b: Enzymspezifische Bandenmuster nach der GroRRenfraktionierung der Restriktionsprodukte
in der Pulsfeldgelelektrophorese.

Ungeschnittene hochmolekulare DNA aus 'Vidal blanc' (Spur 1+7), 'Vidal blanc' geschnitBruinit
(Spur 2),Nru | (Spur 3+8),Not | (Spur 4+9),Rsrll (Spur 5+10),BsdHll (Spur 6+11). GroRenmarker
(m): Chromosomen voIs. cerevisiae Elektrophoreseparameter: 1 %iges Agarosegel in 1x TAE,
3,5 V/cm, Pulszeit 1-60 s, Winkel 120 °, Laufzeit 36 h.
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Enzym Erkennungssequenz | Methylierungs- | differenzierbares
5%--- 3 Empfindlichkeit Bandenmuster

Xhol C*TC*GA*G + -

Kspl C*C*GC/IGG + +
Pstl C*TGCA*G + +
Sall GITC*GA*C® + +
Smal C*C°C*/GGG + +
BanH| G/IGA°TC*C® + -
Asp718 G/GTA°C°C* + -
Kpnl GGTA°C°/C* - +
Dpnl GA"™/TC m -
Miu | A°/C*GCGT + +
Clal A*T/C*GA*T + -

Pvul CGA°TIC*G + -
Nru | TC*G/C°GA* + +
Not | GC/IGGC*C*GC® + +
Rsrll C*G*/G("1)C*C*G + +
BsdHll G/C*GC*GC + +

Tab. 2: Verzeichnis der getesteten Restriktionsenzyme zur Herstellung von Megarestriktions-

fragmenten. Die Enzyme sind jeweils mit ihrer Erkennungssequenz und ihrer Methylierungs-

sensitivitat  angegeben.  Die  verwendeten  Abkirzungen

bedeuten im

einzelnen:

*= methylierungsempfindlich; m = Methylierung zum Schnitt erforderlich; ° = neutrales Verhalten;

- = nicht vorhanden; + = vorhanden.
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3.5 Southern-Blotting von Pulsfeldgelen und nichtradioaktive Hybridisierung

Der Southern-Transfer von hochmolekularer DNA der Rebe auf eine Membran
erfordert in jedem Fall eine intensive Depurinierung der Nukleinsduren, da die DNA aufgrund
ihrer GroRe sonst nicht transferierbar ist. Ublicherweise wird dazu UV-Licht mit einer
Wellenlange von 254 nm verwendet, das Einzelstrangbriiche im DNA-Molekil bewirkt. Eine
solche UV-Quelle stand am Institut nicht zur Verfigung, daher wurde alternativ eine
Depurinierung der DNA mit HCI vorgenommen. Die Versuche haben gezeigt, dal} eine
mindestens 40 minutige Behandlung mit 0,25 M HCI erforderlich ist, damit zumindest ein
Teil der DNA auf die Membran transferiert werden kann. Die sich anschliel3ende
Denaturierung wurde von urspringlich 30 min. auf 1 h ausgedehnt. Der Transfer der DNA
wurde mit 20x SSC oder 10x SSC uber 48-72 h durchgefiihrt, wobei keine Unterschiede
bezuglich des verwendeten Puffers festgestellt werden konnten. Trotz der intensiven
Vorbehandlung gestaltete sich der Southern-Transfer der DNA auf die Membran schwierig.
Insgesamt wurden nur etwa 40-50 % der urspringlich im Gel vorhandenen DNA auf die
Membran Ubertragen (Abbildung 11). Die restliche DNA konnte auch in einem Southern-
Transfer von Uber einer Woche Zeitdauer nicht aus dem Gel herausgeltdst werden. Dabei war
es unerheblich, ob es sich um ungeschnittene bzw. geschnittene hochmolekulare DNA oder
um A-DNA Fragmente des GroRenmarkers handelte. Zwar reichte die Menge der auf die
Membran ubertragene DNA fur Hybridisierungsexperimente aus, sie mufite aber insbesondere
fur Untersuchungen mit ,single-copy“-Sonden weiter optimiert werden. Besonders die lange
Inkubationszeit des Gels in 0,25 M HCI fuhrte bei der spéateren Detektion zu diffusen Banden

und unscharfen Hybridisierungssignalen.
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Abb. 11: Pulsfeldgel mit Restriktionsfragmenten und GréRenmarker vor dem Sothern Blot (a) und
nach 3 Tagen im Kapillarblot mit 20x SSC (b). 50 % der DNA blieb im Gel zurtick und wurde nicht

transferiert. GroRenmarkey:Konkatemere (K)Ax Bsu36l (m) undix Bsal (n).

Als Sonden zur Hybridisierung an die Megarestriktionsfragmente wurden ein fur
Chloroplasten-DNA spezifisches 2900 bp grof3es PCR-Produkt verwendet (CP2900), das mit
Hilfe von spezifischen Primern (Demesure et al.; 1995) amplifiziert wurde. Zur Identifikation
von repetitiven DNA-Sequenzen diente ein DNA-Fragment einer genomifdtdrBank
(N4/30) aus Riesling (Hoos, 1988). Mit dieser Sonde wurde eine GrolRenabschatzung der
erhaltenen Megarestriktionsfragmente vorgenommen.

Die Hybridisierung mit der Sonde CP2900 an ungeschnittene hochmolekulare DNA
der Rebsorte 'Riesling' ergab ein eindeutiges Signal im Bereich der oben beschriebenen
Doppelbande mit einer Gré3e von etwa 200 Kb im Agarosegel (Abbildung 12). Anhand der
Ergebnisse aus der PF-Elelektrophorese wurde bereits vermutet, daf3 es sich bei dieser Bande
um Chloroplasten-DNA handeln konnte. Diese Hypothese konnte durch die Southern-
Hybridisierung bestatigt werden. Bei der Hybridisierung mit der selben Sonde an geschnittene
hochmolekulare DNA konnten anstatt der 200 Kb Doppelbande jeweils scharf gegeneinander
abgetrennte Doppelbanden im niedermolekularen Bereich des Gels detektiert werden, die aus
der 200 Kb-Doppelbande entstanden sind. Bei der Restriktion der DN&atiitwaren die

identifizierten Chloroplasten-DNA Fragmente ca. 20 Kb grof3, beiMiit | geschnittener
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DNA konnte eine Doppelbande von ca. 55-60 Kb GroRR3e detektiert werden. Identische

Ergebnisse waren neben 'Riesling' auch bei den Sorten 'Vidal blanc' und 'Seyval blanc' zu

beobachten (Abbildung 12).

1 2 3 1 2 3
—__ - Wy
» &
> s
> B
#
a b

200 Kb

60 Kb

20 Kb

Abb. 12: Hybridisierung mit der fir Chloroplasten-DNA spezifischen Sonde CP 2900 an

ungeschnittene hochmolekulare DNA aus 'Riesling’ (Teil a, Spur 1)BaarHI geschnittene

hochmolekulare DNA aus 'Riesling' (Teil a, Spur 2)Sahl geschnittene hochmolekulare DNA aus

'Riesling' (Teil a, Spur 3) und a¥lu | geschnittene hochmolekulare DNA aus 'Riesling' (Teil b,
Spur 1), 'Vidal blanc' (Teil b, Spur 2) und 'Seyval blanc' (Teil b, Spur 3). Die detektierte
Chloroplasten-DNA im Bereich von ca. 200 Kb bei ungeschnittener hochmolekularer DNA und im
Bereich von 55-60 Kb bzw. 20 Kb fir n¥tlu | und Sall geschnittene hochmolekulare DNA sind mit

einem Pfeil markiert.
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Eine Vielzahl an Uberwiegend diffusen Signalen war das Ergebnis der Hybridisierung
mit der Sonde N4/30 an geschnittene hochmolekulare DNA. Dennoch waren einzelne Banden
deutlich zu erkennen. Die Fragmentverteilung erstreckte sich von 50 Kb bis zur
Kompressionszone des Gels bei etwa 400 Kb. Fragmente mit einer Grol3e von mehr als

400 Kb konnten bei keinem der durchgefiihrten Versuche detektiert werden (Abbildung 13).

400 Kb

300 Kb

150 Kb

100 Kb

50 Kb

Abb. 13: Hybridisierung mit der Sonde N4/30 an geschnittene hochmolekulare DNA der Sorte 'Vidal
blanc'. Die GrofRenverteilung der durch die repetitive Sonde detektierten Restriktionsfragmente

erstreckte sich von 50 Kb bis zur Kompressionszone des Gels bei etwa 400 Kb.
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Die Identifikation von differenzierbaren Einzelbanden nach der Hybridisierung mit der
Sonde N4/30 laidt erkennen, dal3 repetitive Sequenzen im Genom der Rebe eher gekoppelt
vorliegen muissen. Die Ergebnisse der Hybridisierung zeigen weiter, daf hochmolekulare
DNA, die mit der in vorliegender Arbeit entwickelten Praparationsmethode isoliert wurde, bei
der Restriktion mit unterschiedlichen Enzymen reproduzierbare und zuverlassige Ergebnisse
liefert. Allerdings muf3 mit Verunreinigungen von Chloroplasten-DNA gerechnet werden. Die
Anwesenheit von Plastiden-DNA hat sich jedoch weder bei der Restriktion noch bei der

Hybridisierung als stérend erwiesen.

3.6 Erstellung einer genomischen BAC-Bank flir die Rebsorte 'Vidal blanc'

Fur den Aufbau der genomischen Bank wurde mitirdsitu Restriktion unvollstandig
Hindlll geschnittene hochmolekulare DNA aus 'Vidal blanc' verwendet, die in den ebenfalls
mit Hindlll linearisierten und dephosphorylierten BAC-Vektor pBeloBAC11 ligiert wurde.
Vergleichend dazu erfolgten jedoch auch Restriktionsversuche in flissiger Phase, bei der die
DNA zuvor Uber Elektroelution von der Agarose getrennt worden war. Die Untersuchungen
wurden sowohl als Zeitgradient mit einer bestimmten Enzymmenge als auch mit variabler
Enzymmenge Uber eine festgesetzte Zeitdauer durchgefuhrt. Die Restriktion von etwa 3 pg in
Agarose eingebetteter DNA mit 50 U Enzym uber 2 h bei 37 °C lieferte DNA-Fragmente mit
einer Grol3e zwischen 1 Mb und weniger als 225 Kb, wobei die meisten DNA-Stiucke eine
Lange von etwa 200 bis 600 Kb hatten (Abbildung 14).

Eine ahnliche Verteilung der Fragmentlangen wurde in flissiger Phase mit 10 U
Enzym und einer Inkubationszeit von 30 s erzielt. Furimlisitu Restriktion sind bei der
Verwendung vorHindlll wesentlich mehr Enzym und eine erheblich langere Inkubationszeit
erforderlich. Einen negativen Einflul3 der Restriktion in flissiger Phase auf die Qualitat der
geschnittenen DNA konnte aufgrund der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht festgestellt
werden.

Neben der partiellen Restriktion niitindlll wurde auch Uberprift, inwieweit eine
Restriktion der DNA mit dem EnzyniEcdRl in Verbindung mit EcoRI-Metylase zur
Herstellung von grofen DNA-Fragmenten aus 'Vidal blanc' geeignet ist. Die Versuche haben
jedoch gezeigt, dal? die Restriktion niitdRl in Verbindung mitEcoRI-Methylase nur
schwer reproduzierbar ist. Daher wurde eine partielle RestriktiorEadRI nicht weiter

verfolgt.
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2200 Kb
1020 Kb

610 Kb
225 Kb

Abb. 14: Auftrennung unvollstandigdindlll geschnittener hochmolekularer DNA aus 'Vidal blanc'.
Aufgetragen sind ungeschnittene hochmolekulare DNA (Spur 1), Restriktionen mit 1 Einheit Enzym
(Spur 2), 10 Einheiten (Spur 3), 60 Einheiten (Spur 4), 100 Einheiten (Spur 5). GréRenmarker (m):
Chromosomen vors. cerevisiae Elektrophoresebedingungen: 1 %iges Agarosegel in 0,5x TBE,

6 V/cm, Pulszeit 180 s, Winkel 120 °, Laufzeit 16 h.
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Nach der GroRenfraktionierung in einer PF-Elektrophorese wurde die DNA entweder
durch enzymatischen Abbau der Agarose mit Agarase oder durch Elektroelution aus der
Agarose extrahiert. Wurde der Weg uber einen enzymatischen Agaroseabbau gewahlt, war
eine anschlieRende Ligation der DNA-Fragmente in pBeloBAC11 nicht mdglich. Auch nach
mehrmaliger Wiederholung des Experimentes mit jeweils unterschiedlichen DNA-Proben
konnten keine rekombinanten Klone identifiziert werden. Die Elektroelution ergab eindeutig
die qualitativ hochwertigere und fur die BAC-Klonierung besser geeignete DNA. Um eine
Fragmentierung der DNA zu vermeiden, wurde die Anreicherung aus dem Eluat mit Hilfe von
Centricon Konzentratoren durchgefuhrt. Dabei ist keine Prazipitation der DNA erforderlich,
die DNA bleibt standig in Losung und kann mit abgeschnittenen Pipettenspitzen schonend
transferiert werden. Aufgrund der durchgefuhrten Experimente und im Hinblick auf eine
erfolgreiche Ligation hat sich die Elektroelution als die besser geeignete Technik erwiesen.

Zur Optimierung der Elektroporationsbedingungen wurde mit einem 150 Kb grol3en
BAC-Klon ausArabidopsis thalianader uns freundlicherweise vom Max-Planck-Institut far
Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm, zur Verfiigung gestellt wurde, eine Versuchsreihe mit
unterschiedlichen Elektroporationsparametern durchgefiihrt. Ausgewertet wurde die Anzahl
an transformierten Bakterienzellen je ausplattierter Petrischale als Mittelwert von
6 Wiederholungen in Abhéngigkeit von der Zeitdauer des elektrischen Impuigesnd der
angelegten SpannufV/mm]. Die Elektroporation in elektrokompetente Zellen \arcoli
DH10B ergab bei 1,25 KV eine h6here Zahl an transformierten Zellen als bei 1,5 KV. Der
beste Wert mit 25 Kolonien pro Schale ergab sich bei einer Spannung von 1,25 KV und einer

Impulszeit von 12,5 ms. Die Einzelwerte sind in Tabelle 3 dargestellt.

Impulszeit Spannung 1,25 KV Spannung 1,5 KV
maximal (ca. 17 ms) 1 keine Messung
15ms 9 5

12,5 ms 25 7

7,5 ms 2 keine Messung

Tab. 3: Elektroporation eines 150 Kb BAC-Klones i coli DH10B. Dargestellt ist die Anzahl der
transformierten Zellen als Mittelwert aus sechs Wiederholungen in Abhangkeit von elektrischer

Spannung und Impulszeit.

55



Ergebnisse

Sehr wichtig fur eine erfolgreiche Transformation der rekombinanten BAC-Plasmide
ist eine niedrige lonenkonzentration im Ligationsansatz, da die Elektroporation auf einen
erhbhten Salzgehalt empfindlich reagiert. Bei der Verwendung von nicht entsalztem
Ligationsansatz kam es immer zu einem unkontrollierten Stromflul? in der Kiivette. Die Probe
erhitzte sich dabei stark und verdampfte. Um dies zu vermeiden, wurde der komplette
Ligationsansatz 3 h bei 4 °C auf einem Dialysefilter gegen 0,5x TE-Puffer dialysiert.

Die in dieser Arbeit vorgestellte noch unvollstandige genomische BAC-Bank wurde
aus einem Ligationsansatz erstellt. 10 pg DNA wurden mit 200 ng Vektor in einem
Gesamtvolumen von 100 ul ligiert. Nach der Transformation von 2 pl des Ligationsansatzes
konnten 600 rekombinante Klone identifiziert werden. Die Klone wurden in 96er
Mikrotiterplatten mit speziellem Nahrmedium zur Langzeitkonservierung tberimpft und bei
—70 °C gelagert. Zur Uberprufung der GroRe der eingebauten DNA-Fragmente wurden
45 Einzelklone zuféllig ausgesucht, ihre Plasmid-DNA prapariert und die DNA mit dem
RestriktionsenzyniNot |, das auf dem Vektor jeweils links und rechts der ,polycloning site*
eine Erkennungssequenz besitzt, geschnitten. Nach der Auftrennung der Restriktions-
fragmente in einer PF-Elektrophorese konnte die InsertgrofRe der BAC-Klone festgestellt
werden (Abbildung 15). Die durchschnittliche Insertgrof3e betrug 49 Kb, der Median der
Stichprobe liegt bei 45 Kb. Der kleinste Klon hatte ein eingebautes Fragment von 24 Kb
GroRRe, der grofdte von ca. 95 Kb. Diagramm 2 zeigt die Verteilung der InsertgroRen der

getesteten Klone.

L]
G0 -

50 4

40

304

20

10 1

<40 kb 40-44 kb 45-55 kb =35 kb

InsertgréRe

Diagramm 2: Verteilung der InsertgréRen von 45 zuféllig ausgewahlten BAC-Klonen. Die
durchschnittliche Insertgrdf3e betragt 49 Kb, der Median liegt bei 45 Kb.
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200 Kb

150 Kb

100 Kb

50 Kb

Abb. 15: Auftrennung Not | geschnittener BAC-Klone zur ldentifikation der BAC-Inserts. Die
Banden mit linearisierter Vektor-DNA sind durch einen Pfeil markiert. GréRenmarker Aém):

Konkatemere.

Hochgerechnet auf das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes sind somit nach der
Transformation des kompletten Ansatzes etwa 30000 rekombinante BAC-Klone zu erwarten.
Bei einer GenomgroRe in der Gattuiiis von etwa 475 Mb (4,75 x $®p) besteht diese
genomische Bibliothek rechnerisch aus 3 Genoméaquivalenten und enthalt mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 %@ (= 0,05) jede beliebige ,single-copy“-Sequenz (Lodhi et al.
1995; Clarke und Carbon, 1976).
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3.7 Entwicklung genspezifischer Sonden

Zum Durchsuchen der BAC-Bank nach kodierenden Sequenzen und zur Identifikation
von Uberlappenden Klonen (Contigs) wurden genspezifische Sonden hergestellt. Solche
homologen Sonden, die direkt aus dem Genom der Rebe stammen, haben den Vorteil, daf sie
unter stringenteren Bedingungen als heterologe Sonden hybridisiert werden kdnnen und ein
besser abgesichertes Ergebnis liefern.

Von besonderem Interesse waren solche Gene der Rebe, deren Produkte mit
Resistenzeigenschaften oder Widerstandfahigkeit gegen Stressfaktoren in Verbindung
gebracht werden konnen. Zuséatzlich wurden Gene aus dem Zucker-, Stickstoff- und
Phenylpropanstoffwechsel bei Pflanzen ausgewahlt (Tabelle 4). Die Amplifikation der
Gensequenzen erfolgte mit spezifischen Primern. Mit Hilfe der NCBI-Datenbank wurde flr
jedes Gen ein Vergleich von bekannten Sequenzen aus unterschiedlichen pflanzlichen
Genomen durchgefuhrt. Dadurch konnten konservierte Bereiche innerhalb der kodierenden
Sequenzen identifiziert werden, fir die entsprechende Oligoprimer synthetisiert wurden.
Damit waren die Voraussetzungen gegeben, eine Genisolation mit Hilfe der PCR anzustreben
(Gash et al. 1992). Damit die Ergebnisse eventuell parallel in den Kartierungsstudien der
Kreuzungspopulation 'Regent’ x ‘Lemberger' eingesetzt werden kdnnen (Zyprian et al., 1999),

wurden die entsprechenden DNA-Sequenzen aus der Sorte 'Regent’ amplifiziert.

Bezeichnung des Gens Literaturangabe flwitis
Chitinase (Typ I) Busam et al. (1997)
Chalkonsynthase Sparvoli et al. (1994)
Chalkonisomerase Sparvoli et al. (1994)
Glukanase Kraeva et al. (1996)
Osmotin Loulakakis (1997)
Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) Sparvoli et al. (1994)
Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase (UFGT)  Sparvoli et al. (1994)
Glutaminsynthetase Loulakakis et al. (1996)
Glutamatdehydrogenase Syntichaki et al., (1996)
Alkoholdehydrogenase Sarni-Manchado et al. (1995)

Tab. 4: Gensequenzen der Rebe, fur die spezifische PCR-Primer entwickelt wurden.
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Mit Kontrollversuchen wurden die geeigneten Hybridisierungstemperaturen ermittelt.
Als Substrat fur die PCR dient nach der Methode von Thomas (1993) isolierte genomische
DNA von 'Regent’. Eine spezifische PCR-Reaktion ergab aul3er fur PAL, Glukanase und
Chalkonisomerase fir alle anderen Gensequenzen ein einzelnes Amplifikationsprodukt, das
sich in Bezug auf die Basenpaarlange bei der Alkoholdehydrogenase und der
Glutamatdehydrogenase erheblich von den aufgrund der Primerabstande erwarteten Werten

unterschied (Tabelle 5). In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der PCR-Versuche dargestellt.

Bezeichnung des Gens tatséchliche Grof3e des erwartete Grol3e des
Amplifikationsproduktes | Amplifikationsproduktes

Chitinase (Typ 1) 820 bp 950 bp
Chalkonsynthase 825 bp 650 bp
Chalkonisomerase - 640 bp
Glukanase - 420 bp
Osmotin 557 bp 550 bp

PAL mehrere PCR-Produkte 670 bp
UFGT 499 bp 500 bp
Glutaminsynthetase 1000 bp 1040 bp
Glutamatdehydrogenase 1480 bp 620 bp
Alkoholdehydrogenase 1100 bp 670 bp

Tab. 5: Aufgrund der Primerabstande erwartete GroRe und tatsdchlich ermittelte Grof3e der

Amplifikationsprodukte mit den spezifischen Primern.
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m 1 2 3 4 5 6 7 8 9 m

4507 bp
2638 bp

1700 bp

1633 BB

805 bp

514 bp
468 bp

Abb. 16: Auftrennung der genspezifischen PCR-Produkte im Agarosegel. Aufgetragen wurden:
Glukanase (Spur 1), Chitinase (Spur 2), Chalkonsynthase (Spur 3), klonierte Glutaminsynthetase
(Spur 4, schwache Bande), Glutamatdehydrogenase (Spur 5), Chalkonisomerase (Spur 6), Osmotin

(Spur 7), PAL (Spur 8), UFGT (Spur 9). Grolienmarker JDNA x Pstl.

Die Amplifikationsprodukte wurden kloniert und sequenziert. Die kleineren
Amplifikate aus ,Osmotin“ und ,UFGT" wurden komplett durchsequenziert, die Ubrigen
PCR-Produkte wurden von beiden Enden ansequenziert. Ein Datenbankabgleich der
Sequenzdaten diente zur Uberprifung und zur Absicherung der Ergebnisse. Die Resultate
bestéatigen, dalR alle amplifizierten DNA-Sequenzen einen Abschnitt des jeweiligen Gens
enthalten. Die Sequenzdaten und ein Auszug aus den Ergebnissen des Datenbankabgleichs

sind der besseren Ubersicht wegen im Anhang der Arbeit wiedergegeben.
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3.8 Screening der BAC-Bank

Mit den klonierten partiellen Gensequenzen standen Sonden zur Verfigung, die zum
Durchsuchen der BAC-Bank nach solchen Klonen genutzt werden konnten, welche einen
groBen Teil oder moéglicherweise sogar das vollstandige Gen enthalten. Dafir wurden
exemplarisch 800 verschiedene Einzelklone auf Rasterplatten geimpft, Gber Nacht bebritet
und die herangewachsenen Bakterienkolonien in einem sogenannten ,colony-lifting* auf eine
Hybridisierungsmembran geblottet. Da die hochmolekulare DNA zur Herstellung der
genomischen Bank aus Blattprotoplasten prépariert worden watr, ist zu erwarten, dal3 ein Tell
der BAC-Klone DNA aus Chloroplasten enthélt. Um abschéatzen zu kénnen, wie hoch dieser
Anteil ist, wurde mit der Chloroplasten-DNA spezifischen Sonde CP2900 an die Einzelklone
hybridisiert. Die Lokalisierung von Genen, welche eine erhOhte Stressresistenz oder
Widerstandsfahigkeit gegen Pathogenbefall bewirken, ist von besonderem Interesse fur die
Rebenzichtung. Mit den entsprechenden Sonden wurde die BAC-Bank unter diesem
Gesichtspunkt durchsucht.

Die ersten Ergebnisse der Koloniehybridisierung zeigten Hinweise, dal’ unter den 800
getesteten BAC-Klonen mindestens acht Klone sind, die ein Insert aus dem
Chloroplastengenom besitzen. Die Ergebnisse wurden durch eine PCR-Reaktion mit fur
Chloroplasten-DNA spezifischen Primern Uberprift. Ein Klon enthélt eine Sequenz, die zu
dem Gen fir Osmotin eine hohe Ahnlichkeit aufweist. Auch dieses Ergebnis konnte durch
weitere Hybridisierungsexperimente bestatigt werden (Zyprian, 2000; personliche
Mitteilung). Die Ubrigen Sonden konnten noch keinem bestimmten Klon zugeordnet werden.
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4. Diskussion

4.1 Praparation hochmolekularer DNA aus der Rebe

Die Qualitat der hochmolekularen DNA hangt im wesentlichen von der Wahl des
Ausgangsmaterials und der Praparationsmethode ab. Bei der Rebe erfordert der hohe Gehalt
an Polyphenolen haufig zusatzliche Reinigungsschritte. Das Problem ist auch von anderen
Holzpflanzen her bekannt und kann durch die sorgféltige Auswahl des Ausgangsmaterials
oder durch spezielle Inkubationspuffer gelost werden (Vinatzer et al.; 1998).

In der Literatur sind mehrere unterschiedliche Praparationsmethoden beschrieben. So
wird hochmolekulare DNA aus Protoplasten (van Daelen et al., 1989; Devos et al., 1989;
Cheung und Gale, 1990; Lahaye et al., 1996), isolierten Zellkernen (Zhang et al., 1995) oder
sogar aus komplettem, fein zermérsertem Pflanzenmaterial prapariert (Guidet und Langride,
1992). Sehr weit verbreitet ist die Praparation der DNA aus Protoplasten, wie sie auch in der
vorliegenden Arbeit zur Anwendung kam. Die Bedingungen mussen jeweils individuell an die
Versuchssorte angepasst werden. Das Hauptaugenmerk ist jedoch auf die Anzucht des
Ausgangsmaterials und die Isolierung von lebensfahigen Protoplasten zu richten. Pflanzen aus
der in vitro Kultur sind dazu am besten geeignet, weil sie unter standardisierten
Umweltbedingungen herangezogen werden kénnen. Die Blatter sind klein und zart, so dal3 zur
Protoplastierung relativ geringe Enzymmengen und kurze Inkubationszeiten ausreichen, was
sich spater auf die Lebensfahigkeit der Protoplasten positiv auswirkt. Auch sehr junge, im
Gewachshaus angezogene Pflanzen kdénnen zur Isolierung von Protoplasten verwendet
werden (Ganal, 1996). Der Arbeits- und Zeitaufwand zur Bereitstellung des Pflanzenmaterials
ist wesentlich geringer als bei der vitro Kultur. Allerdings sind die Pflanzen meistens
weniger homogen und bendtigen zur Protoplastierung eine héhere Enzymkonzentration und
eine langere Inkubationszeit der Enzyme. Unabhangig von der Wahl des Ausgangsmaterials
sollte bei der Herstellung von Protoplasten auf einen mdglichst niedrigen Kohlenhydratgehalt
in der Zelle geachtet werden. GroRe Mengen an Kohlenhydraten kénnen die Protoplasten bei
der Aufreinigung wahrend der Dichtezentrifugation zerstéren und behindern spater die
Restriktion der hochmolekularen DNA (Ganal, 1996). Sie sind Uberwiegend in &lteren
Blattern anzutreffen, kénnen jedoch reduziert werden, indem man die Pflanzen vor der
Praparation der Protoplasten 48 h bei volliger Dunkelheit kultiviert. Eine Praparation von
Protoplasten aus embryonalem Gewebe, das bei villiger Dunkelheit angezogen wurde, ist bei
der Rebe ebenfalls moéglich (Reustle et al., 1995). Aufgrund nachgewiesener somaklonaler

Variation in der Zell- und Gewebekultur der Rebe (Schneider et al., 1996) ist diese Methode
62



Diskussion

allerdings wegen maoglicher Mutationen in der DNA fir die Herstellung einer physikalischen
Karte ungeeignet (Hatano et al., 1992). Werden alle diese Punkte sorgfaltig beachtet, kann aus
Blattprotoplasten der Rebe zuverlassig hochmolekulare DNA von guter Qualitat isoliert
werden.

Oftmals ist es fur eine Pflanzenart jedoch nicht méglich, zur DNA-Praparation
Protoplasten in ausreichender Menge zu isolieren, so dal3 auf eine alternative Technik
zuruickgegriffen werden muf3. Zhang et al. (1995) haben eine Methode beschrieben, bei der
nicht Protoplasten, sondern isolierte Zellkerne in Agaroseblockchen eingebettet und lysiert
werden. Die Technik ist verglichen mit der Protoplastenmethode einfacher in ihrer
Handhabung, die Ausbeute an DNA hoher und der Anteil an Plastiden- oder mitochondrialer
DNA gering. Allerdings haben Bouchez und Camilleri (1998) festgestellt, dal3 die daraus
praparierte  DNA starker geschert ist als diejenige aus Protoplasten und sich mit
Restriktionsenzymen weniger gut schneiden laRt. Fur die Klonierung von grol3en DNA-
Fragmenten, z.B. zur Herstellung von BAC oder YAC-Banken, empfehlen die Autoren - falls
mdglich - die Verwendung von DNA aus Protoplasten. In der vorliegenden Arbeit wurde auf
ein von Reustle (1989) beschriebenes Protokoll zurtickgegriffen, das an die Bedurfnisse zur
Praparation hochmolekularer DNA angepasst wurde. Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit
dargestellt, gibt es jedoch auch bei der Rebe Sorten, von denen nur in geringem Umfang oder
Uberhaupt keine Protoplasten isoliert werden konnten und deshalb eine alternative
Praparationsmethode zur Gewinnung von hochmolekularer DNA in Erwdgung gezogen
werden mul3. Als Beispiel ist die pilzwiderstandsfahige Sorte 'Regent' zu nennen. Bei dieser
Sorte konnten nur sehr wenige Protoplasten isoliert werden, die zur Praparation einer
grolReren Menge DNA nicht ausreichten. Die Ursachen, warum sich aus 'Regent’ kaum
Protoplasten isolieren lassen, sind unbekannt. Ein Zusammenhang mit der
Pilzwiderstandsfahigkeit und der Signaltransduktion in der Zelle, wie er in den Arbeiten von
Nurnberger et al. (1994, 1995) und Somssich (1997) beschrieben wird, ist jedoch denkbar. So
kann durch die Einlagerung von Lignin und anderen phenolischen Substanzen in die Zellwand
die Protoplastierung erschwert oder sogar ganz blockiert werden.

Die eingangs erwahnte Methode zur Préaparation hochmolekularer DNA, bei der das
feingemorserte Blattmaterial komplett in Agarose eingebettet und lysiert wird, hat in der
Praxis keine Bedeutung erlangt. Im Gegensatz zu tierischen Zellen, die komplett in Agarose
eingebettet werden koénnen, wirkt sich bei Pflanzen die Anwesenheit von
Zellwandbruchstiicken negativ auf die Ausbeute und die Qualitat der praparierten DNA aus
(Bouchez et al., 1998).
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4.2 Restriktion, Pulsfeldgelelektrophorese und Southern-Hybridisierung von

hochmolekularer DNA

Die physikalische Kartierung von Megarestriktionsfragmenten erfordert den Einsatz
von selten schneidenden Restriktionsenzymen, die in pflanzlichen Genomen zur Herstellung
von langen DNA-Fragmenten geeignet sind. Nach der Auftrennung der Megarestriktions-
fragmente in der Pulsfeldgelelektrophorese konnte bei der Mehrzahl der Proben ein
enzymspezifisches Bandenmuster im mittel- und hoéhermolekularen Bereich identifiziert
werden, das bei allen getesteten Rebsorten eine identische Fragmentgrof3enverteilung zeigte.
Hatano et al. (1995) berichten bei Reis ebenfalls von einem &ahnlichen Bandenmuster in
Pulsfeldgelen, allerdings waren bei diesen Arbeiten deutliche Polymorphismen zwischen den
untersuchten Reissorten zu erkennen, die zur Sortenidentifikation herangezogen werden
konnten. Im Vergleich zu Reis scheint es im Genom der Rebe deutlich weniger genetische
Variation zwischen den einzelnen Sorten zu geben.

Allen getesteten Restriktionsenzymen war gemeinsam, daf3 nach der Restriktion
zahlreiche mehr oder weniger stark ausgeprégte niedermolekulare DNA-Fragmente im
Pulsfeldgel zu sehen waren. Wie in Hybridisierungsexperimenten nachgewiesen werden
konnte, bestehen diese Banden zum Teil aus geschnittener Chloroplasten-DNA. Das
Auftreten dieser niedermolekularen DNA-Fragmente ist ein sicherer Hinweis fur eine
erfolgreiche und vollstandige Restriktion der hochmolekularen DNA (Ganal, 1996).

Sehr haufig sind nach der Pulsfeldgelelektrophorese von ungeschnittener DNA Reste
oder sogar die komplette DNA in den Geltaschen verblieben. Manche Autoren sehen darin die
gute Qualitat ihrer hochmolekularen DNA bestétigt (van Daelen et al., 1989; Zhang et al.,
1995). Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche haben jedoch
gezeigt, dall sich auch ungeschnittene hochmolekulare DNA in einer Pulsfeld-
gelelektrophorese auftrennen [aR3t. Die DNA wandert dabei zumindest bis zur
Kompressionszone im oberen Teil des Gels und verharrt dort, wahrend die Bruchstiicke
weiter ins Gel einlaufen und einen ,Schmier® bilden. Sowohl bei der Auftrennung
ungeschnittener hochmolekularer DNA als auch ihrer Restriktionsfragmente waren zwar
DNA-Reste in den Geltaschen zurtckgeblieben, was jedoch nicht als besonderes
Qualitatskriterium gewertet wurde. Dieser Effekt trat hauptsachlich bei DNA auf, die aus
Protoplasten von alteren Blattern isoliert worden war. Solche Praparationen enthalten meist
noch eine groBere Menge an Kohlenhydraten, die mit der DNA interagierten und die
Nukleinsauremolekile dadurch moglicherweise immobilisieren. Die in den Geltaschen

verblieben Reste von ungeschnittener DNA sind bei der Auftrennung von geschnittener DNA
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jedoch tolerierbar, da dieser DNA kein negativer EinfluR auf Restriktionsfragmente
nachgewiesen werden konnte (Ganal, 1996).

Wie bereits in Abschnitt 1.3.3 beschrieben, besitzen die meisten der zur Herstellung
von Megarestriktionsfragmenten verwendeten Enzyme entweder eine acht Basenpaare grof3e
Erkennungssequenz wie z.8fil oderNot | oder eine solche mit sechs Basenpaaren, die aus
einer wiederholten Abfolge der Basen Cytosin und Guanin (CpG) bestehen. Mit solchen
sogenannten ,Tandemrepeats” konnten von pflanzlichen Genomen erfolgreich sehr grol3e
DNA-Fragmente hergestellt werden (Guzman et al., 1988; Ganal und Tanksley, 1989; Cheung
und Gale, 1990; Siedler und Graner, 1991). Bei der Rebe unterscheiden sich die mit diesen
Enzymen erhaltenen Restriktionsprodukte jedoch wesentlich von denen aus anderen
pflanzlichen oder tierischen Genomen. Mit einer maximalen Fragmentlange von 400 Kb bei
der Rebe ist von einer wesentlich geringeren durchschnittichen GroéRe der
Megarestriktionsprodukte (etwa 200 Kb) auszugehen. Dies kdnnte auf einen hohen G+C-
Gehalt und eine niedrige Cytosin-Methylierung der Reben-DNA zurtckzufiihren sein, wie sie
auch bei Reis-DNA von Hatano et al. (1992) und Wu und Tanksley (1993) festgestellt wurden
und eine ahnliche Verteilung der Fragmentgrof3en zu beobachten war. Reis besitzt in
Ubereinstimmung mit der Rebe eine GenomgroRe zwischen 450 und 500 Mb
(Arumuganathan und Earle, 1991) und einen relativ hohen G+C-Gehalt von 42 % (Messeguer
et al., 1991). In Verbindung mit der geringen Genomgréf3e der Rebe von 475 Mb (Lodhi und
Reisch, 1995) und einem hohen G+C-Anteil der DNA kodnnte die geringe Grol3e der
Megarestriktionsfragmente erklart werden. Ein Vergleich der Ergebnisse von Reis und
Tomate, der von Wu und Tanksley (1993) durchgefuhrt wurde, untermauert diese Vermutung.
Danach ergibt sich bereits bei der Verwendung eines Restriktionsenzyms mit einer acht
Basenpaare grof3en Erkennungssequenz nur unter der Berticksichtigung des jeweiligen G+C-
Gehaltes bei Reis eine durchschnittliche Fragmentgrdf3e von 220 Kb, bei der Tomate jedoch
von Uber 900 Kb. Diese Ergebnisse stehen hinsichtlich des G+C-Gehaltes und der
Methylierungsintensitdt der Reben-DNA teilweise im Widerspruch zu den von Buscher
(1995) beschriebenen Daten, wo ebenfalls ein hoher G+C-Gehalt im Genom der Rebe
festgestellt wurde, jedoch zusatzlich eine relativ intensive Cytosinmethylierung vermutet
wird.

Beim Vergleich von genetischen und physikalischen Abstanden im Genom der Rebe
kann von einer Relation 1:300 (1 cM300 Kb) ausgegangen werden (Lodhi und Reisch,
1995). Da aufgrund der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse nur eine durchschnittliche

FragmentgroBe von 200 Kb zu erwarten ist, ist der Uberwiegende Anteil der
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Restriktionsprodukte zu klein, um den Abstand von nur einem cM zu Uberbrtcken. Die bisher
fur die Rebe zur Verfigung stehenden genetischen Karten sind immer noch sehr lickenhaft
und die kleinsten genetischen Abstéande zwischen zwei Markern betragen durchschnittlich
6,1 cM (Lodhi et al.,, 1995). Solange noch keine "dichten" genetischen Karten der Rebe
verfugbar sind wird es daher sehr schwer sein, mit Hilfe von Megarestriktionsfragmenten und
der Pulsfeldgelelektrophorese eine zuverlassige physikalische Karte herzustellen. Zum
aktuellen Zeitpunkt ist daher die Erstellung einer physikalischen Karte aus BAC-Klonen der
Kartierung von Megarestriktionsfragmenten vorzuziehen.

Ein Problem, das bis zum Abschlul® der Experimente nicht endgultig gelost werden
konnte, war der unbefriedigende Transfer der DNA aus Pulsfeldgelen auf eine Membran. Die
Schwierigkeiten beim Southern-Blot traten unabhangig davon auf, ob es sich um
hochmolekulare DNA, Restriktionsfragmente oder lediglich um einen GroR3enstandard aus
DNA handelte. Eine Verlangerung der Depurinierungs- und Denaturierungsschritte im
Vergleich zu konventionellen Agarosegelen konnte nur bedingt Abhilfe schaffen. Das
Problem ist den meisten Anwendern der Pulsfeldgelelektrophorese gegenwartig und wird in
der Literatur mehrmals beschrieben (Ishihara und Shikita, 1990; Lee et al., 1991; Luro und
Laigret, 1995; Leach und Glaser, 1998). Uber die Ursachen fiir das ungewohnliche Verhalten
der DNA in Pulsfeldgelen ist bisher nur sehr wenig bekannt. Mdglicherweise sind die DNA-
Molekile durch das pulsierende elektrische Feld in der Gelmatrix an einzelne
Agarosemolekile gebunden und werden dadurch teilweise immobilisiert. Hinweise dafir sind
bei Gemmill (1991) zu finden. Damit lie3e sich auch erklaren, warbNA, die sich aus
konventionellen Agarosegelen vdllig problemlos transferieren [aR3t, in Pulsfeldgelen
immobilisiert wird. Ishihara und Shikita (1990) haben sich schon frih mit dem Problem
beschaftigt, weil besonders die Analyse von ,single-copy‘-Genen durch einen
unvollstandigen Southern-Blot beeintrachtigt wird. Ohne vorherige Fragmentierung der DNA
durch UV-Licht oder Depurinierung ist tberhaupt kein DNA-Transfer méglich. Anstatt eines
Kapillarblots wird von den Autoren der Einsatz eines Elektroblots vorgeschlagen. Damit ist es
maoglich, gleichzeitig sowohl niedermolekulare DNA als auch hochmolekulare DNA
innerhalb weniger Minuten und mit sehr hoher Effizienz auf eine Membran zu blotten. Es
mul3 allerdings beachtet werden, dal fur diesen Zweck eine positiv geladene Nylonmembran
verwendet wird, da andere Membrantypen unter den im Elektroblot herrschenden
Bedingungen fur DNA Molekile durchlassig sind.

Leach und Glaser (1998) konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dal3 die Art und Weise,

wie die DNA vor dem Transfer behandelt wurde, durch S&uredepurinierung oder Exposition
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im UV-Licht, einen direkten EinfluR auf die Hybridisierungsergebnisse hat. lhre Versuche
haben gezeigt, dal3 die Intensitat von schwacheren Hybridisierungssignalen durch den Einsatz
der S&uredepurinierung vermindert wird. Die Vorbehandlung des Agarosegels mit UV-Licht
lieferte in ihren Experimenten zuverlassigere Ergebnisse.

Eine weitere Alternative zur Southern-Hybridisierung ist die Hybridisierung direkt im
Agarosegel mit?P markierten Sonden (Purello und Balzas, 1983; Leach und Glaser, 1998).
Mehrfachhybridisierungen auf das gleiche Gel mit unterschiedlichen Sonden sind bei dieser

Vorgehensweise jedoch nicht mdglich.

4.3 Erstellung einer genomischen BAC-Bank

Der Aufbau einer genomischen BAC-Bank erfordert die Verfugbarkeit von
hochmolekularer DNA und geeignete Verfahren zur Restriktion und Auftrennung grol3er
DNA-Fragmente. Mit der Praparation von DNA aus Protoplasten unth dgtu Restriktion
von Nukleinséuren in Agarosebléckchen wurden in der vorliegenden Arbeit bei der Rebe die
dafur notwendigen Voraussetzungen geschaffen und eine partielle BAC-Bank erstellt.

Die zur Verfugung stehenden BAC-Vektoren sind zur Klonierung von DNA-
Fragmenten bis zu einer Gro3e von 300-400 Kb geeignet (Frijters et al., 1997). Entsprechend
dieser Vorgabe wurden die partiell geschnittenen DNA-Fragmente aus dem
Pulsfeldagarosegel isoliert. Fir die erfolgreiche Klonierung von grof3en DNA-Fragmenten ist
es essentiell, dal die Enden der Restriktionsfragmente mdoglichst unversehrt sind. Eine
Beschadigung tritt haufig beim Schmelzen und enzymatischen Abbau der Agarose auf und
verringert die Ligationseffizienz (Strong et al., 1997). Das Problem wurde durch
Elektroelution der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel geldst. Dafiir sollte jedoch eine
niedrige Voltzahl gewahlt werden, da die langen DNA-Fragmente sonst Schaden nehmen
konnten. Aufgrund der Erfahrungen mit hochmolekularer DNA beim Southern-Transfer
wurde die Elution auf mindestens 3,5 h ausgedehnt, um auch groRe DNA-Fragmente
vollstandig extrahieren zu kénnen. Dennoch blieben DNA-Reste im Agarosegel zurlck.

Die durchschnittiche FragmentgroRe einer BAC-Bank hangt von der
GroRRenverteilung der isolierten DNA-Fragmente ab. Zur Berechnung der durchschnittlichen
Insertgrof3e fur die partielle BAC-Bank der Rebe wurden nur solche Klone bricksichtigt,
deren InsertgroRe eindeutig identifiziert werden konnte. Bei einigen BAC-Klonen waren nach
der Not | Restriktion neben dem Vektorplasmid weitere Banden bis zu einer GrofRe von
120 Kb im Agarosegel zu beobachten. Ihre Intensitat war jedoch schwéacher als vergleichbare
Banden anderer Klone. Mdglicherweise handelt es sich hierbei um eine unvollstandige
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Restriktion (Birren et al. 1999), die das Ergebnis der Verrechnung verzerren wirde. Solche
Klone wurden bei der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Sind in der Probe viele kleine Restriktionsprodukte vorhanden, ligieren diese
bevorzugt mit dem Vektor. Das ist der Fall, wenn der GroRenbereich im Agarosegel, aus dem
die DNA isoliert wurde, zu niedrig angesetzt wurde. Es ist auch eine gekoppelte Wanderung
(Komigration) von kleinen und grofRen DNA-Fragmenten moglich (Frijters et al., 1997;
Vinatzer et al., 1998; Birren et al., 1999). Zur Abtrennung der kleinen DNA-Stucke wird eine
zweite praparative Elektrophorese durchgefuhrt. Dabei ist zu bertcksichtigen, dal3 die
Comigration der niedermolekularen Bestandteile von der DNA-Konzentration im Agarosegel
abhangt. Proben mit niedriger DNA-Konzentration haben weniger kleine Fragmente, die an
grolle DNA-Stucke gekoppelt aufgetrennt werden, so dald mdglicherweise nur eine
praparative GroRRenfraktionierung der DNA ausreicht. Verwendet man zur zweiten
Auftrennung der DNA jedoch Gele, bei denen alle DNA-Fragmente, die einen bestimmten
GroRRenbereich Uberschreiten, aus dem Gel ausgeschnitten werden, werden die
niedermolekularen Bestandteile nicht zuverlassig entfernt. Auf3erdem variiert die tatsachliche
GroRe der DNA im Agarosegel oft erheblich von der anhand des GrolRenmarkers
abgeschéatzten Lange der DNA-Fragmente. Daher sollte zur Sicherheit vor der Ligation die
praparierte DNA in einem analytischen Gel auf ihre Fragmentgré3enverteilung untersucht
werden (Birren et al., 1999).

Die bei der BAC-Klonierung bisher erreichte maximale Fragmentgrof3e von 350 Kb
(Woo et al., 1994; Zhang et al.,, 1996) ist nur als temporarer Maximalwert zu sehen.
Theoretisch isk.coli mit einer Genomgrof3e von 4,6 Mb als Wirtszelle in der Lage, BAC-
Klone bis tUber 1 Mb zu replizieren (Zhang und Wing, 1997). Mdoglicherweise ist der
limitierende Faktor die Elektroporation vdn coli Zellen. Bisher wurden alle publizierten
BAC-Banken durch Elektroporation der rekombinanten Plasmiée aoli hergestellt. Daher
ist es durchaus denkbar, dal3 mit Hilfe der GAThnsformation oder der biolistischen
Transformation BAC-Banken mit Inserts >350 Kb hergestellt werden kénnen (Woo et al.,
1994; Tao und Zhang, 1998).

Die Auswahl an geeigneten Vektorplasmiden zur BAC-Klonierung ist gering. Aktuell
stehen dafur nur der in dieser Arbeit verwendete pBeloBAC11 (Kim et al., 1996), die daraus
abgeleiteten Derivate pECBACL1 (Frijters et al., 1997) und pBeloBACkan (Mozo et al., 1998)
sowie der bindre Vektor BIBAC2 (Hamilton et al., 1996) zur Verfigung. Alle Plasmide haben
gemeinsam, daf sie lediglich als ,single copy” in der Wirtszelle vorliegen. Diese Eigenschaft

wird als Ursache fir ihre gute Stabilitat in der Bakterienzelle angesehen (Shizuya, 1992; Kim
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et al., 1996). Neuere Arbeiten von Tao und Zhang (1998) mit ,low-copy“-Plasmiden (z.B.
pGEML11) stellen diese Vorstellung in Frage und haben gezeigt, dal3 viele herkdbmmliche
Vektorplasmide zur BAC-Klonierung geeignet sind und bis zu einer Groé3e von 1,2 Mb in
E. colirepliziert werden kénnen. Die erfolgreiche Transformation und Replikation von grof3en
rekombinanten Plasmiden ist auf Grund der Ergebnisse der Arbeiten von Tao und Zhang
(1998) nicht auf die ,single copy“-Plasmide zuriickzufihren, sondern beruht auf
Verbesserungen im Transformationssystem. Madglicherweise spielt auch die Beziehung
zwischen dem Plasmid und dem verwendeten Bakterienstamm eine wichtige Rolle.
Weiterfihrende Untersuchugen sind nétig, um das Zusammenspiel zwischen Vektorplasmid,
Kopienzahl des Plasmids in der Zelle, Insertgrof3e, Klonstabilitat und Bakterienstamm besser

zu verstehen.

4.4 Entwicklung genspezifischer Sonden und Screening der partiellen BAC-Bank

Zum Durchsuchen der BAC-Klone wurden homologe, genspezifischen DNA-Sonden
aus 'Regent' hergestellt. Aus dieser pilzresistenten Neuzichtung wurden bisher noch keine
Gensequenzen isoliert. Daher war es besonders interessant, Teile von Genen, die mit der
Pathogenabwehr in Verbindung gebracht werden oder die fir wichtige Enzyme im
pflanzlichen Stoffwechselsystem kodieren, zu isolieren. Aus der Analyse von anderen
pflanzlichen Genomen ist bekannt, dal3 viele Resistenzgene nicht gleichmalig tber das
Genom verteilt sind, sondern an bestimmten Stellen gehauft auftreten (Staskawicz et al.,
1995). Durch die Hybridisierung mit einer Sequenz aus einem daran beteiligten Gen kénnen
der oder die in Frage kommenden Bereiche eingegrenzt werden. Fir die Rebe stehen bisher
noch keine genomischen Banken zur Verfiigung, die zur Isolierung von Gensequenzen
verwendet werden konnten. Aus verschiedenen cDNA-Banken der Rebe war es jedoch
maglich, Klone zu isolieren, die Gene aus dem Stoffwechselsystem oder an Pathogen- und
Stressresistenz beteiligte Gene enthalten (Sparvoli et al., 1994; Syntichaki et al., 1996;
Loulakakis et al., 1996; Busam et al., 1997). Die Sequenzinformation aus diesen Arbeiten
diente als Grundlage fur die Entwicklung spezifischer Primer zur Amplifikation von
Teilsequenzen der Gene in 'Regent’. Beim Design der Oligonukleotide mufdte jedoch
berticksichtigt werden, dal3 aufgrund des hohen Anteils an nichtkodierender DNA
maoglicherweise mit gréReren Introns zu rechnen ist, die mit der PCR nicht Gberbrtuckt werden
kénnen. Aus diesem Grund wurden Primerpaare in konservierten Sequenzabschnitten mit

maximal 1000 bp Abstand zueinander ausgewahlt.
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Die Methode eignet sich auch zur Identifikation von Gensequenzen, von denen bisher
noch keine Informationen aus dem Genom der Rebe vorliegen. So war es méglich, mit Hilfe
von Sequenzdaten aus der Zuckerriibe spezifische Primer herzustellen, mit denen partielle
Gensequenzen fur Enzyme aus dem Zuckerstoffwechsel der Rebe amplifiziert wurden
(Zyprian et al., unveroéffentlichte Daten).

Die PCR-Reaktion wurde neben 'Regent’ auch bei 'Vidal blanc’ und den
nichtresistenten Sorten 'Riesling' und 'Lemberger' durchgefuhrt. Bei allen Sorten konnten die
entsprechenden Amplifikationsprodukte identifiziert werden. Die Versuche haben gezeigt,
dalR auch bei anfalligen Rebsorten fiir Resistenzeigenschaften kodierende Gene vorhanden
sind. Mdglicherweise werden sie jedoch durch andere Promotoren gesteuert. Hinweise daflr
sind bei Kortekamp et al. (1998) zu finden. In ihren Versuchen konnten sie zeigen, daf3
sowohl pilzanfallige als auch pilzwiderstandsfahige Rebsorten Gber Mechanismen verflgen,
die im Rahmen der Pathogenabwehr bei allen Rebsorten aktiviert werden. Der wesentliche
Unterschied zwischen den Rebsorten war jedoch, dal’ bei den widerstandsfahigen Sorten die
Abwehrmechanismen zeitlich schneller erfolgen, was auf eine unterschiedliche Art der
Genregulation hinweist.

Bei ersten Hybridisierungsexperimenten mit den entwickelten spezifischen Sonden
konnten acht BAC-Klone identifiziert werden, die als Insert DNA aus dem Genom von
Chloroplasten besitzen und ein Klon, der ein fir Osmotin kodierendes Gen enthalt. Insgesamt
ist die Zahl der verfugbaren und Uberpriften Klone jedoch zu gering, um bereits statistisch
abgesicherte Aussagen machen zu konnen. Die relativ geringe Anzahl an Klonen mit
Chloroplasten-DNA &Rt vermuten, dalR die partielle BAC-Bank vorwiegend aus nuklearer
DNA besteht. Besonders bei der Verwendung von Protoplasten als Ausgangsmaterial zur
Isolierung hochmolekularer DNA wurden in bis zu 14 % der BAC-Klone Inserts aus
Plastiden-DNA festgestellt (Woo et al., 1994). Der Anteil solcher Klone war gering, wenn
Protoplasten aus jungem Pflanzenmaterial (Lapitan et al., 1997) oder aus Wurzelgewebe
isoliert worden waren (Mozo et al., 1998). Die Versuche stehen erst am Anfang und
weiterfihrende Experimente mussen unbedingt mit einer gréReren Zahl an Klonen
durchgefiihrt werden, um statistisch abgesicherte Ergebnisse zu erhalten. Fir das Auffinden
von Genen mit niedriger Kopienzahl ist eine Uberpriifung der vollstandigen BAC-Bank

erforderlich.
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4.5 Anwendung der genomischen BAC-Bank zur physikalischen Kartierung

Zur ldentifikation von Uberlappenden BAC-Klonen stehen mehrere unterschiedliche
Techniken zur Auswabhl.

Die Erstellung von Contigs kann durch einen Vergleich von Restriktionsschnittstellen
der einzelnen BAC-Klone, dem sog. BAC-Fingerprinting, erfolgen (Coulson et al., 1986;
Olson et al.,, 1986; Kohara et al., 1987). Idealerweise deckt ein Contig ein komplettes
Chromosom ab. Jeder Klon wird dabei mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen
geschnitten, seine Restriktionsprodukte in einem hochauflésenden Agarosegel aufgetrennt
und die entstandenen Fingerprints miteinander verglichen. Eine Ubereinstimmung im
entstandenen Bandenmuster deutet auf einen Uberlappenden Sequenzabschnitt hin. Fur die
Herstellung von Fingerprints sollte moglichst das gleiche Restriktionsenzym verwendet
werden, das auch bei der partiellen Restriktion der hochmolekularen DNA zur BAC-
Klonierung zum Einsatz kam. Damit ist gewdahrleistet, dal3 das jeweilige Insert aus dem
Vektor komplett ausgeschnitten wird und alle Restriktionsfragmente entweder DNA vom
Vektor oder die des Inserts enthalten. Mit anderen Restriktionsenzymen entstehen haufig
Fragmente, die gleichzeitig Insert-DNA und Vektor-DNA enthalten. Dabei kdnnen
unterschiedliche FragmentgroRen auftreten, obwohl zwei Klone denselben DNA-Abschnitt
besitzen, der jedoch nicht als Gberlappender Bereich identifiziert werden kann (Birren et al.,
1999).

Die Ansequenzierung der Insert-DNA in den BAC-Klonen und ein Vergleich der
Randsequenzen ist eine weitere Mdglichkeit zur Identifikation Gberlappender Klone (Sterky et
al., 1998; Kelley et al., 1999). Die Sequenzierung von BAC-DNA ist jedoch aufwendiger als
die Sequenzanalyse von einfachen Plasmiden, da es bei BACs wegen der niedrigen
Kopienzahl in der Bakterienzelle schwieriger ist, ausreichend DNA in der fur die
Sequenzierung erforderlichen Qualitat zu bekommen (Birren et al., 1999). Die von Sterky et
al. (1998) beschriebene direkte Sequenzierung ermdglicht dagegen eine Analyse ohne
aufwendige Reinigung der DNA.

Die physikalische Kartierung von groflen Genomen wird haufig mit Hilfe der
Fluoreszeninsitu-Hybridisierung (FISH) durchgefihrt (Hanson et al., 1995; Pedersen et al.,
1995; Gémez et al., 1997; Lapitan et al., 1997). Die FISH sollte jedoch nur zur Abschatzung
von physikalischen Abstanden >10 Mb verwendet werden und erlaubt keine Feinkartierung.
Sie bietet daher die Moglichkeit, einen groben Uberblick iber die Zuordnung ausgewahiter
BAC-Klone zu bestimmten Regionen eines Chromosoms zu gewinnen (Pedersen et al., 1995).
Ein hoher Gehalt an repetitiven Sequenzen im Genom Uberdeckt bei der Detektion besonders
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die Fluoreszenzsignale von Genen mit niedriger Kopienzahl und muf3 daher bei der FISH-
Hybridisierung blockiert werden (Lapitan et al., 1997).

Die Effizienz der physikalischen Kartierung wird durch begleitende genetische
Kartierungsstudien unterstitzt. So kénnen duch Southern-Hybridisierung mit molekularen
Markern aus der genetischen Karte als Sonde Uberlappende Klone identifiziert und
gleichzeitig eine Integration von genetischer und physikalischer Karte erreicht werden (Hong,
1997; Primrose, 1998). Dazu ist aber eine sehr umfanreiche und "dichte" genetische Karte
erforderlich. Auf dieser Grundlage wurden z.B. physikalische KarteArilsidopsis thaliana
(Schmidt, 1998) und Reis (Zhang und Wing, 1997) erstellt. Da das Verhaltnis von
genetischem zu physikalischem Abstand von der im Genom nicht Uberall einheitlichen
Rekombinationswahrscheinlichkeit abhangt, sollte im Fall der Rebe der genetische Abstand
zweier molekularer Marker weniger als 0,5 cM betragen. Zur Zeit betragt der kleinste
Abstand zwischen zwei Markern bei der sich im Aufbau befindlichen genetischen Karte von

'Regent’ und ‘Lemberger' 2 cM (Zyprian et al., 1999).

4.6 Perspektiven

Unabhangig davon, welche physikalische Kartierungsmethode zum Einsatz kommt,
verlangt die Anordnung der Klone zu Contigs die Verarbeitung von grof3en Datenmengen.
Zur Verrechnung der Daten wurden spezielle Algorithmen entwickelt (Zhang, P. et al., 1994).
Uberraschenderweise sind bis heute nur wenige Arbeiten automatisiert. Wahrend einige
Schritte, z.B. die Isolierung hochmolekularer DNA nur schwer automatisiert werden kdnnen,
lassen sich die Herstellung von Hybridisierungsbibliotheken und die Southern-Hybridisierung
leichter maschinell durchfihren.

Fur ein automatisiertes Screening von umfangreichen genomischen Banken eignet sich
besonders das von Hoheisel (1994) beschriebene Oligofingerprinting in Verbindung mit der
DNA-Chip Technologie (Lemieux et al., 1998). Dabei werden Oligonukleotide auf jeden
einzelnen Klon der Bank hybridisiert und wie bei der Restriktionskartierung ein genetischer
Fingerabdruck der BAC-Klone erstellt. Zur Festlegung der Reihenfolge der Klone werden die
Hybridisierungsdaten aller Klone miteinander im Computer verrechnet.

Genomische BAC-Banken bestehen aus mehreren zehntausend Einzelklonen. Um das
gesamte genetische Material effizient charakterisieren und bearbeiten zu kénnen, werden alle
BAC-Klone einer Bank in auf eine Membran in ein Mikroraster Ubertragen und ihre Plasmid-
DNA auf der Oberflache fixiert. Solche Microarrays bestehen aus bis zu 80 Klonen %ro cm
(Scholler et al., 1998) und werden mit speziellen Robotersystemen hergestellt. Nach der
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Hybridisierung mufl3 wegen der hohen Probendichte die Detektion der Sonden mit einem
hochauflésenden Lesegerét erfolgen. Bei’ftradioaktiv markierten Sonden wird dafiir ein
Phosphor-Imager verwendet, bei der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen kénnen bis zu
vier unterschiedliche Farbsignale mit einer Spezialkamera erfasst werden (Sinclair, 1999).

Mit den damit erstellten physikalischen Karten wird es in Zukunft mdglich sein,
relativ einfach und schnell biologisch oder zichterisch bedeutsame Gene der Rebe zu
isolieren. Vielversprechend sind dabei die Methoden der positionsgestitzten Klonierung
(positional cloning) und der Klonierung auf der Basis einer genetischen Karte (map based
cloning) (Young, 1990; Matrtin et al., 1993; Zhang, Y. et al., 1994; Grant et al., 1995; Kilian
et al., 1997), die bereits erfolgreich bei Pflanzen zur Isolierung von Resistenzgenen eingesetzt
wurden. Gerade bei Pflanzen mit einem kleinen Genom, zu denen auch die Rebe gehdrt,
konnten damit grof3e Fortschritte erzielt werden (Bent et al., 1994; Grant et al., 1995; Song et
al., 1995). Aus der genetischen Kartierung der Rebe liegen bereits Marker vor, die mit
Resistenzmerkmalen gegen Grauschimmel, Echten und Falschen Mehltau der Weinrebe sowie
Beerenreife und Beerengrol3e korrelieren (Zyprian et al., 1999). Die Marker dienen als
Orientierungshilfen in der physikalischen Karte und sind wichtige Markierungspunkte bei der
Integration von physikalischer und genetischer Karte. Zur Identifikation der entsprechenden
Gene konnen sie als Sonde zum Screening der BAC-Bank eingesetzt werden und markieren
Klone, die den jeweils komplementaren Sequenzabschnitt besitzen. Positiv wirkt sich dabei
die Kopplung von Resistenzgenen aus (Staskawicz et al., 1995), weil dadurch in einem
Arbeitsschritt mdglicherweise vollstandige Genfamilien oder sogar unterschiedliche
Resistenzgene erfasst werden kénnten.

Aufgrund der immer noch weiten Abstéande in der genetischen Karte sind bei der
positionsgesttitzten Klonierung im Genom der Rebe viele Einzelschritte beim ,chromosome
walking® erforderlich. Fur die Zukunft ist es vorrangiges Ziel, moglichst viele eng gekoppelte
molekulare Marker zu entwickeln, um den Aufwand zur Isolierung eines Gens gering zu
halten. Eine BAC-Bank mit grof3en Inserts kann ebenfalls einen Beitrag zur Reduzierung des
Arbeitsaufwandes leisten. Allerdings wirkt sich dabei der hohe Anteil an repetitiven und nicht
codierenden Sequenzen der Rebe negativ aus und erschwert die Suche nach DNA-Sequenzen
mit geringer Kopienzahl (Pedersen et al., 1995). Die Genisolierung uber eine
positionsgestutzte Klonierung ist bei der Rebe zwar prinzipiell mdglich, jedoch unter den
aktuellen Ausgangsbedingungen eine zeitintensive und schwierige Aufgabe.

Neben der Isolierung von Resistenzgenen wird in Zukunft die Identifikation von

Promotoren an Bedeutung gewinnen. Die Verfligbarkeit einer genomischen Bank leistet dazu
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einen wichtigen Beitrag, da in einer Bank, die aus cDNA aufgebaut wurde, keine
regulatorischen Sequenzen enthalten sind (Old und Primrose, 1994). Die lIsolierung von
Promotoren, die daflir verantwortlich sind, dal3 eine schnelle Pilzabwehrreaktion erfolgt,
kénnte somit eine neue Basis fur die Aktivierung bereits vorhandener Resistenzmechanismen
in pilzanfalligen Rebsorten bilden. Die Aktivierung von Genen z.B. Uber eine induzierbare
Signaltransduktion in der Pflanzenzelle wirde eine Alternative zur Ubertragung von
Resistenzgenen auf anfallige Rebsorten darstellen. Derzeit stehen noch keine geeigneten
Promotoren aus der Rebe zur Verfigung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden jedoch
erste partielle Sequenzen von moéglichen Resistenzgenen aus der pilzwiderstandsfahigen Sorte
'Regent’ isoliert und sequenziert. Mit Hilfe der genomischen BAC-Bank oder der inversen
PCR konnen die vollstandigen Gene mit den dazugehérenden Promotorsequenzen aus dem
Genom der Rebe isoliert werden. Uber die Methoden des ,differential display* und der
»Subtractive hybridization* wird es in Zukunft moglich sein, neue, bisher unbekannte Gene,
die an der Pathogenabwehr beteiligt sind, zu erfassen. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit vieler
Resistenzgene (Kanazin et al., 1996) besteht eine realistische Chance, die Ergebnisse aus der
Genomanalyse und Genisolierung bei anderen Pflanzen familienibergreifend fur die
Resistenzziichtung der Weinrebe nutzbar zu machen und mit Hilfe des Gentransfers
traditionelle Rebsorten zu verbessern oder neue resistente Sorten zu zichten. Nicht zuletzt
wird jedoch die Akzeptanz der neuen Sorten durch die Winzerschaft und die
Weinkonsumenten einen entscheidenden Einflu3 darauf haben, ob das technisch Machbare
auch zuchterisch realisierbar sein wird. Angesichts der immer noch ablehnenden Haltung
vieler Weintrinker gegenuber der Gentechnik mufl3 die Wissenschaft daher in Zukunft
verstarkt durch gezielte Information der Konsumenten lber die Chancen aber auch die
Risiken gentechnischer Verfahren im Weinbau und in der Rebenziichtung zu einer objektiven

Diskussion der Thematik in der Offentlichkeit beitragen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Versuche zur physikalischen Kartierung des
Genoms der Weinrebe durchgefuhrt. Ausgehend von Blattprotoplasten wurde eine Methode
zur Praparation hochmolekularer DNA aus der Rebe entwickelt, und die Technik der
Pulsfeldgelelektrophorese etabliert. Die isolierte DNA war von hoher Qualitat, mit
Restriktionsenzymen schneidbar und konnte fir Klonierungsexperimente zur Erstellung einer

genomischen Bank eingesetzt werden.

Mit Hilfe von selten schneidenden Restriktionsenzymen wurden Megarestriktions-
fragmente hergestellt, in Pulsfeldagarosegelen aufgetrennt und zur Charakterisierung auf eine
Membran transferiert. Anhand der Southern-Hybridisierung mit einer Sonde fir repetitive
DNA-Sequenzen wurde ihre GrolRe bestimmt. Die DNA-Stiicke waren maximal 400 Kb lang
mit einer Durchschnittsgrof3e von 200 Kb. Bei einem Verhéltnis zwischen genetischem und
physikalischem Abstand von 300 Kb / cM deckt der Durchschnitt der Restriktionsprodukte
lediglich einen Bereich von weniger als 1 cM ab und ist zu klein, um mit den heute
verfugbaren molekularen Markern aus der genetischen Karte eine physikalische Kartierung
vorzunehmen. Zum aktuellen Zeitpunkt ist daher die Erstellung einer physikalischen Karte
aus BAC-Klonen der Kartierung von Megarestriktionsfragmenten vorzuziehen.

Fur die Sorte 'Vidal blanc’ wurde aus unvollstandiindlll geschnittener
hochmolekularer DNA eine genomische BAC-Bank erstellt. Es wurden exemplarisch
800 Klone mit einer durchschnittlichen Insertgrof3e von 49 kb isoliert. Der Median der
getesteten Stichprobe lag bei 45 kb. Nach der Transformation des kompletten Ligations-
ansatzes sind ca. 30000 rekombinante BAC-Klone zu erwarten. Die daraus erstellte
genomische Bibliothek besteht rechnerisch aus 3 Genomaquivalenten und enthalt mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 %0 (= 0,05) eine beliebige ,single-copy“-Sequenz aus dem

Genom der Rebe.

Zum Durchsuchen der partiellen BAC-Bank nach kodierenden Sequenzen und zur
Identifikation von uUberlappenden Klonen wurden genspezifische Sonden aus der Sorte
'Regent' hergestellt. Von besonderem Interesse waren solche Gene der Rebe, deren Produkte
mit Resistenzeigenschaften oder Widerstandsfahigkeit gegen Stressfaktoren in Verbindung

gebracht werden kénnen (Chitinase, Chalkonsynthase, Osmotin). Zusatzlich wurden Gene aus
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dem Zucker-, Stickstoff- und Phenylpropanstoffwechsel bei Pflanzen (Glutaminsynthetase,
Glutamatdehydrogenase, Alkoholdehydrogenase, Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase)
ausgewahlt. Die Amplifikation der Gensequenzen erfolgte mit Hilfe von spezifischen
Primern. Die PCR-Produkte wurden Kkloniert und ihre DNA sequenziert. Der
Datenbankabgleich der Sequenzdaten bestatigte, dal3 alle amplifizierten DNA-Sequenzen
einen Abschnitt des jeweiligen Gens enthalten. Eine fiur Chloroplasten-DNA spezifische
Sonde diente zur Identifikation von BAC-Klonen mit eingebauter Plastiden-DNA.

Erste Ergebnisse der Koloniehybridisierung mit 800 Einzelklonen zeigten Hinweise auf acht
Klone mit einem Insert aus dem Chloroplastengenom. Die Ergebnisse wurden durch eine
PCR-Reaktion mit fur Chloroplasten-DNA spezifischen Primern tberprift. Ein Klon enthalt
eine Sequenz, die zu dem Gen fiir Osmotin eine hohe Ahnlichkeit aufweist.
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Anhang

7. Anhang

10 20 30 ) 50 60
TCTAGATTAGATGGTGTCCAGCAGGAGGCCAGACCCGAAAGGCCTTTGGTTGTTGCAGTC 60

70 80 90 100 110 130
CAGGTTGTTGCCATAGCTAACCCTAAGTATATCACAGTACCTCTTATAGAAACCTATGCG 120

130 140 130 160 170 180
GTCCTGGACCTGAGGAACTACCCCTTTCCCACATTCAACACCTCCATTGATGATGTTTGT 180

190 200 210 220 230 240
CATAACACCAAAACCGGGAAGCCGCCCTGCTGACCTATCTGCACCTGATGGGGTCCATCC 240

230 260 270 280 290 300
TCCTGTGATGACATTATGGCAGGAAGGCTTGGGTGACTGGGGTGTCATCCAGAACCAGAA 300

310 320 330 3o 330 360
GGCTGTCTTGAATGATATGACTGCATCTGTTGCTACTAGATCAGGGTTGTTTACCAGGTC 360

370 380 330 400 410 420
TACCCCTATGGCTTTCCCAGCTTGCCCATAGTTGTAGTTGCTGAAATACAAAGGTTATTT 420

430 440 430 460 470 480
GAGATTAATCCATAGTTACCATGAAAGGAACAAGAAAGAATCTGTAAACAGAAGAAGTTT 480

490 500 510 520 530 540
TCGTGTACTTACTAGGAAATCTGTATGGGGCCTCGGCCATAGTATTTCCTACCAGCGGCA 540

530 560 570 580 530 600
CAAGGCCACTGTGCACTAGGAACACAGTAAGCTCCGGGCTGCCTTGTTCCCTGAAGTAGC 600

610 620 630 640 650 660
AGTATCCCCAAGCGTATGGGCCATCAGGTGCACTAGCCCACCCCCTGACAAGCATAACCA 660

670 680 690
AATAATCATTCATTAAGGCTTTCATATGCTACT 693

Abb. 17a: partielle DNA-Sequenz des fiur eine Chitinase aus 'Regent' spezifischen 820 bp grof3en
PCR-Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 2o 30 40 50 60
ACCATGGGGTTGTGGGCATTGGTAGCTTTCTGTCTGTTGTCATTAATACTGGTTGGCTCA 60

70 g0 90 100 110 120
GCAGAGCAATGTGGAGGGCAAGCTGGGGGTAGAGTTTGCCCAGGGGGGGCATGCTGCAGC 120

130 14o 130 180 170 180
AAGTTTGGTTGGTGTGGCAACATGCTGATTACTGTGGCAGTGGCTGCCAAAGCCAGTGCA 180

1%0 200 210 2320 230 240
GTTCCACTGGTGACATTGGCCAGCTTATTACCAGGTCCATGTTCAATGATATGCTTAAGC 240

230 280 270 280 290 300
ATAGAAATGAGGGGAGTTGCCCTGGCAAGGGCTTCTACACCTATGACGCTTTCATAGCTG 300

310 320 330 340 330 380
CTGCTAAGGCCTTTCCTGGCTTTGGAACAACTGGTGATACCACTACTCGTAAAAGGGAAA 360

370 380 390 400 410 420
TCGCAGCCTTCTTGGCTCAAACTTCTCATGAAACCACTGGTTAGTTTAAGTTAGTATTCA 420

430 4o 4%0 460 470 480
AGTTTGTTGTGTTGTCTTATTTGATTTTAGTGTCATTATGAATGATCAGCTCCAGCCATA 480

430 500 510
TTGATATATCATATTGAGCCATGTGCTCTACCGTTTCTA 519

Abb. 17b: partielle DNA-Sequenz des fir eine Chitinase aus 'Regent' spezifischen 820 bp groRen
PCR-Produktes in minus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 ) 50 60
TCACCAACAGTGAGCACATGACCGAGTTGAAGGAGAAGTTCAAGCGCATGTGTACGTGCC 60

70 g 90 100 1o 120
TTATTAATGGATTAAATCTGTAATCCTTGTTTGTTTGTTTTTTTGGTAGGAATGGTATTG 120

130 1o 150 160 170 180
TGCATGGAGCCAATTTCAGTGCATGGGAAATAGGCGAGTATCTGATACTGATGATGGTTA 180

190 200 210 220 230 240
TTTGATACTATTTTACCTGGTTTTTACAGGTGAAAAATCCATGATAAACAAACGCATCAT 240

230 260 270 280 290 300
GCACCTCACTGAAGAAATTTCTCAAGGAGAACCCCAACGTCTGTGCCTACATGGCCCCAT 300

310 320 330 340 330 360
CTCTTTGATGCCCGTCAAGGACATGGCCGGGTGGTTGAAAGTACCAAAGCTTAGGCAAAG 360

370 380 390 400 aTo 420
GGAAACCTGCTACCAAGGCCATTCAAAGAATGGGGCCAGCCCAAAATCCATAATCACCCA 420

430 430 430
CTTGGCTTTGCACCACCTTCGGTGTTGACAAT 452

Abb. 18a: partielle DNA-Sequenz des fir eine Chalkonsynthase aus 'Regent' spezifischen 750 bp
groRen PCR-Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 40 50 60
GCAAGTGTCCGTCGATTGCTCCTTCGGAGTCAGGGAGGATGGTCTGAGCCGCGGAGACGA 60

70 go 90 100 110 120
GCTCGAACAGTGGGCGTTCAATTTTGGTATCCGGGTCTGCGCCAATGATAACGGCAGCTG 120

130 140 130 180 170 180
CACCATCACCGAAAAGTGCCTGACCCACGAGGGAGTCCAAGTGGGTGTCAGACGGGCCTC 180

190 200 210 220 230 240
GGAAAGTGACAGCTGTGATTTCAGAGCAGACGACCAGAACACGAGAGCCGGCGGTTGTTC 240

230 260 270 280 290 300
CCGGCGAGATCCTTGGCAAGGCGGAGGACGGTGCCACCGGCAAAGCAGCCCTGTTGGTAC 300

310 320 330 340 330 380
ATCATCAGCCTCTTGACGGATGGGTTTGAGGCCTAGCAGCTTGGTTGAGTTGATAGTCAA 360

370 380 390 4060 410 420
GCACCGGGCATGTCAACACCGGAAGGTTGGTGCAAAAGACAAGTGGGTGATCTTGATTTG 420

430 440
GGCTGGCCATCTTGATTGGCCTTGGC 446

Abb. 18b: partielle DNA-Sequenz des fiir eine Chalkonsynthase aus 'Regent' spezifischen 750 bp
groRen PCR-Produktes in minus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 40 510 60
CTGATCGTCCTTAGGGTAGCTATAAGCATCAGGGCACCTAGTCTTGAAAAACCTTGAGTA 60

70 g0 90 100 110 120
ATCTGTAGCACTACAGCTCCCAGAATTGCAACAATATTCATCGGTCTTGAAAACGGTGCA 120

130 140 1350 160 170 180
TGGGTTGTTGCAACCACCGGTAGTCTTTAGCGCAGCGGGGCACTCTCCCACGATGTCGGC 180

190 200 210 220 230 240
GGTGCAACTTGATGCCACGGGTGCACCCATTGGAAGTAGGATTAAAGGCCATAGGCACAT 240

250 260 270 280 290 300
TAAATCCATCAACCAAAGATATATCAAAGAAGTCCAAGTTGCTGAATTGGTTAAGTGCGA 300

310 320 330 340 330 360
ATTCGGCCTAAGGTGTTAGGGGGTGTACCATAGGCCGTGCATTGGAGGAGGCCACCACAG 360

370 380 390 460 410 420
TCCCCCGGTCTCACACTTCCCATTCCCTGATGCATCGAAGTTGCAGTTGGTACGGGCCCA 420

430 ) 430 480 470 480
AACACTGGCCTCCAAGTGGTGCCGGGCATTCACATTGAGGCTCCAGGATTGGCCTGAGCC 480

430 500 510 520 530 540
AAGCTGCATGCCCCCGCCTGGGACTGCCGCAGCCCAAACCGTGTAGGAGCAATGGTTTTG 540

550
GATGTTGAAGGTGGCTG 557

Abb. 19: vollstandige DNA-Sequenz des fiir Osmotin aus 'Regent' spezifischen 557 bp grol3en PCR-
Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 40 50 60
TCATTGCATCCAAACAGGTGGTACAAGCAACAGTTCTAGACATCCTTTGGTTTTGACACT 60

70 g0 90 100 110 120
AAATCCACCAGGGTTTTGAAGTTCTCAGTAGAACTCCCTTTAGGACCAACTGCCCTGTCT 120

130 1do 1%0 10 170 180
GCAGTCTCTCTTAGGGCTCTCAGATTTTCCCTCAGTTTCTTCCCTTTTTCTTGTGAGAGA 180

1%0 280 210 220 230 210
ATTTGATCAAAGCAACTCATTAGCCCACTCTTTGTGAAAACCCCACCTTCAATTCTCACT 240

230 280 270 280 290 300
CCAATCTCCAAAACATCCTCCACCATCCTCCCATTGAGCCTTTGGTCCCCAAAAAAGGGC 300

310 320 330 340 330 360
CTGCAAATCAAGGGTACCCCACCGGCCACGCTTTCCCACAATGAGTTCCAACCACAATGT 360

370 380 330 460 410 420
GTTACAAAAGCCCCAACTGCCTCATGTGCTAGGACCTCCGCTTGAGGAGCCCATGGAACC 420

430 410 430 460 470 480
ACCATTCCGTGCCCTCTGGTCTTCTCCAAGAAACCTTCTGGCAAATGCACCCTTGCCTTG 480

490
TCCCTTAGGACCATATAAA 499

Abb. 20: vollstandige DNA-Sequenz des fir UFGT aus 'Regent' spezifischen 499 bp groRen PCR-
Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 200 30 4o 50 60
GAGCTGGGTGTGTCTTATGGCTTCCAGAGGATAGTAGTTTCTGCAATCATGGAGGTGACC 60

70 g0 90 100 110 120
ACATAAGGATCCATGTTTGAAGCAGGCCTTCTGTCCTCAAAATATCCTTTCCCAGCTTTC 120

130 140 130 160 170 180
TTTGTGTCTCTTCCAACTCTAATGGAGGCTCCTCGGTTTGCACTCCCTGTAAATCAACCA 180

190 200 210 220 230 240
CATGTGAAGGACGGATGATCAGCATTCTGGGAAACTTATCCAAATTCCCGAAAAGAGGGT 240

230 260 270 280 290 300
GATTTCTGGCTTATGATTCAACTAATTACAAATTCTCAATGCATATGTTAAATCATTGCT 300

310 320 330 340 330 360
AATAAGCTCCCTAGTTCCTTGCCAAGTTCCTCTATCTATACTCACTTTCTGAATGATTTG 360

370 380 390 460 PR 420
ATCTTCTATTTAATTGATGGAAACAGTAATTTTTACCCATAAGAATGTGTTGATGTCAGC 420

430 440 430 460 470 480
AAGTTTCATGTCGGTCCAGTGAGACGGCGTTCATTGCCCTTCCTCCATAAGCTGCAATGT 480

430 500 510 520 530 540
GTTCCTTGTGCCTCAGCCCAAGCTTTTCAATGGCTTTTTTGATGACTTCAAACCCTCCAT 540

530 560 570 580 530 600
CATTTCTATCGACCTTGGTGCTGAATTTGTGTGCGCACCCGTTCATTCAATACCCTGTGA 600

610 620 630
CACACCCCGAAGAAGTTAAATGCAGCCATTT 631

Abb. 21: partielle DNA-Sequenz des fir eine Glutaminsynthetase aus 'Regent' spezifischen 1000 bp
groRen PCR-Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 40 50 60
TACCACCTCTCTCACCGATGAGTCTTGCTACCCAAGATCCAACATTGCCAAAACCCTGAA 60

70 g0 90 100 110 120
AAGTTTTTTTATTTTCCATTTAAATAACCCAACTTTCTAAGCATCAAGAACAGAAATAGA 120

130 140 130 160 170 180
AAGGATTTCCAATATTTTACCTGAATAACAAATGTCAAACCCTTGATTGACTTCCCATGT 180

1%0 280 210 220 230 240
TGCGCAAGTAAAGCTTCAGTTGCGAAAACAACACCTCGACCAGTTGCAGCCTCCCTACCG 240

230 260 270 280 290 300
AGGGATCCACCAAGAGCCTAAAAGCCCAAATGGAAATGAAGTCCAAAGAACAAGAAACAA 300

310 320 330 340 330 360
CAGTTACAAATTTTGTATTCTCGACTTCAAAGGGTTTACACAAATCTAAATCATAGATGC 360

370 380 390 400 410 420
TCGGTTTTTGTCGAAATACTTACTATTGGCTTTCCAGTCACTACGGCCGGTGAGTGACCA 420

430

TTGGAATTTGAG 432

Abb. 22a: partielle DNA-Sequenz des fiir eine Glutamatdehydrogenase aus 'Regent' spezifischen
1480 bp groRen PCR-Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 4% 50 60
GGAGAAGAGTCTTCTGATACCTTTCAGAGAGATCAAGGTTGGAATTCTGGGGTTTTTGTT 60

70 g0 90 100 110 120
CATGGGTTCTGTTTGATTCCCGGGAATTATTTGTTTATTTATTTTCCTTACTCGGAATCT 120

130 1do 130 180 170 180
TGTTTTTGGTTTCATGGCTTGTGTTTGTTTCCTGAGAATTTTTTTCCAGAATTTTGATCT 180

1%0 200 210 220 230 240
TTTGGTGGTGGTGTTGTTAGGTGGAGTGCACGATTCCGAAGGATGATGGAAGTCTGGCGA 240

250 280 270 280 290 300
CGTATGTGGGGTTCCGTGTGCAGCATGATAATGCTCGTGGGCCCATGAAGGGAGGGATCA 300

310 320 330 340 330 360
CGATATCACCCTGAGGTTTGTGATTCACTGATTCTTTTGTTTGCTTCCGGATTTTGTCCT 360

370 380 390 400 410 420
GGTTGGTTGCTGAGAAAGTTGGGAATGAAAAGGAGAGATTGAAATTTTGGTTTTGTAGGG 420

430
TAAGATAAAGCAG 433

Abb. 22b: partielle DNA-Sequenz des fir eine Glutamatdehydrogenase aus 'Regent' spezifischen
1480 bp groRen PCR-Produktes in minus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 40 50 60
AAGCTTGGCATTGACATTTCCAGTATATTCGAGGCTTCTGTCGACGCCTCCACCGGTCAT 60

70 8o 90 180 110 120
CTCCACAATAACCTAATGAACAATTCCAAGAGCAAACTCTTTGAAGCATCTTTAGATTTG 120

130 140 130 160 170 180
GGTTGGGAGCTTCACTCAAAAAGTTGAGTAACAAACCTCTTGAACTGATTTCTCATGGTC 180

190 200 210 220 230 240
TTTTGGGTTCACAAAGTCGGTCACACCAAACTTCTTGGCTGTCAACAAGCACCAGAAACT 240

230 280 270 280 230 300
TCAGTAACAAATTCTTTGCTTATATTCTCATGCATAATGGATTCTAAATGCGAGTATGAT 300

310 320 330 340 330 360
ATCTGCTTTGAAATGCTTCACTTACCGTCTTCGGTATCTTTTTGGATTCAAATCAAACAC 360

370 380 330 4060 410 420
CAATAATTCCTCGAAGCGCCAGCAATCCTAGCCCCTTCTGCAGCCTGATCACAATTAAGA 420

430 440 450
CCACAACTATTAAGATCCTCCAGCAGAAAATTTGG 455

Abb. 23a: partielle DNA-Sequenz des fir eine Alkoholdehydrogenase aus 'Regent’ spezifischen
1100 bp groRen PCR-Produktes in plus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang

10 20 30 40 50 60
GGATCCTGAAGCATGAGGGTATGTGAATTTGCACAAAGTACATCTTAATTTCAGAGGATT 60

70 g0 90 180 110 120
GCTCATCTTATAAAATGCCCATATGTAACGGACTCTGTTTAACTTTGTGGGTGTATAGGA 120

130 140 150 160 170 180
TTGTGGAGAGTGTTGGGGAGGGTGTGACAGATCTCAAACCAGGAGACCATGTCCTCCCAA 180

190 280 210 220 230 240
TATTCACCGGAGAGTGCAAGGACTGTGCTCACTGCAAATCAGAAGAAAGCAACCTGTGTG 240

250 260 270 280 230 300
ACCTCCTCAGGATAAACACTGACAGAGGGGTGATGATCCATGATGGAAAATCAAGATTCA 300

310 320 330 340 330 360
CCATTAAGGGCAAACCCGTATACCATTTTTGGGAACTTCCACCTTTAGTGAGTACACCGT 360

370 380 380 400 410 420
TCGTCACGTTGGCTGTGTTGCTAAGATCATCCTTGGCCCTCTTGACAAAGTCTGTGTCTA 420

430 440
GTTGCGGCATCTCACAGGTACAAAAT 446

Abb. 23b: partielle DNA-Sequenz des fur eine Alkoholdehydrogenase aus 'Regent' spezifischen
1100 bp groRen PCR-Produktes in minus-Orientierung im Vektor pBluescript.
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Anhang
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