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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Weinrebe Vitis vinifera L. ssp.vinifera) gehort zu den bedeutendsten Kulturpflanzen weéitwe
Ihre hohe Anfalligkeit fir eine Vielzahl von Patlergn, insbesondere dem EchtEryé phe necator)
und Falschen MehltauP{asmopara viticola), ist fir den Weinbau eine besondere wirtschéiic
Bedrohung und kann zu erheblichen Ernteausfallémefii Nicht zuletzt darum werden in Europa
zwei Drittel der Gesamtmenge an Fungiziden im Wainkingesetzt. Um den Fungizideinsatz zu
reduzieren, sollen neue resistente Rebsorten [R&jent’) gezichtet werden, wobei es sich bei der
angewendeten klassischen Kreuzungsziichtung uramgmvleriges Verfahren handelt.
Die Mechanismen, welche in den resistenten Rebsatte gesteigerte Resistenz vermitteln, sind
jedoch gréf3tenteils unbekannt. Die Identifikatiowi die funktionelle Charakterisierung von Genen,
welche an der Regulation von Resistenzmechanisratgiligt sind, kdnnte somit zur Verbesserung
und Beschleunigung der Zichtung neuer resisterabsdtten beitragen. Mittels Mikroarrays konnte
eine Reihe von Genen identifiziert werden, darumtech Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren
(TF), welche in resistenten Rebsorten im Vergleich anfalligen Rebsorten eine schnellere und
starkere Induktion zeigten, von denen aber bislamgvereinzelte Gene funktionell charakterisiert
werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ddleFunktion einer Rezeptorfamilie bei der
Abwehr von P. viticola nachgewiesen sowie anschlielend die Unterschieddranskriptionellen
Regulation der Resistenzantwort durch TFs zwisahinar anfélligen und einer resistenten Rebsorte
untersucht.
Hierzu wurden im ersten Teil des Projektes die Gadgre/RP1 (Vitis Resistance to Plasmopara 1)
Rezeptorfamilie charakterisiert. Digrsilico Vergleich der drei chimareviRP1 Rezeptoren zwischen
der anfalligen Rebsorte ‘Lemberger’ und der resiste Rebsorte 'Regent” zeigte keine
Sequenzunterschiede. Die Lokalisation der VRP1 eivet nach Fusion mit dem Grin
Fluoreszierenden Protein (GFP) in Protoplasten reinBuspensionskultur V(vinifera
cv. Chardonnay’) mittels konfokaler Mikroskopie nkte belegen, dass sich alle drei VRP1
Konstrukte im Cytoplasma befanden. Zusatzlich keimittels gPCR Analyse nachgewiesen werden,
dass die Rezeptoren im resistenten 'Regent” iml&ehgzum anfalligen "Lemberger”, spezifisch
durch Infektion mitP. viticola induziert wurden, was auf eine Funktion bei dewabr vonP. viticola
schlieRen lies. Die transiente Transformation\d&P1 Gene in Weinrebenblatter mit anschlie3ender
P. viticola Infektion zeigte, dass die Expression von VRP1Ag &teigerung der Resistenz um bis zu
50 % bewirkte. Dartber hinaus wurden WRP1 Gene stabil ifArabidopsis thaliana transformiert. In
Folge der Uberexpression von VRP1-3 konnte ebenfalhe Verbesserung der Resistenz der
transgenen Arabidopsis Pflanzen gedrloperonospora arabidopsidis um bis zu 50 % detektiert
werden.
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Induzierbatkees Resistenzgend/PR10.1 (Pathogenesis
Related 10.1) durch TFs und ihre Auswirkung auf die Resistemtersucht. Mittels Promotor
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Induktionsanalyse konnte gezeigt werden, dass dis VWWWRKY33, WERF5 und WCZF1 den
Promotor vorvvPR10.1 induzieren konnten, was auf eine Rolle in der Atmvandeutete. Es konnte
zusatzlichin vivo gezeigt werden, dass eine duRhviticola Infektion hervorgerufene Induktion von
VWWRKY33 in Weinrebenbléattern von Gewachshausreben wiedeumteigerung der Expression
von WPR10.1 fuhrte. Ektopische Expression der TFs in Weinrékigtern mit anschliel3ender
P. viticola Infektion zeigte, dass die Expression vERWRKY33 und WERF5 eine Steigerung der
Resistenz um 50-70 % bewirkte. Aul3erdem konnte rdukomplementierung delA. thaliana
knock-out Mutantewrky33-1 mit WWRKY33 nachgewiesen werden, dass die Expression im
heterologen System Arabidopsis den Phénotyp deddtyp#, in Bezug auf die Resistenz,
wiederherstellen konnte. Dartber hinaus konnte rsegze signifikante Steigerung der Resistenz
gegenH. arabidopsidis undBotrytis cinerea im Vergleich zum Wildtyp Col-0 erreicht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit zum ersten Rethgewiesen werden, dass die gezielte
Expression des VRP1-3 Rezeptors sowie der TFs VVWE&Kbzw. VVERF5 in der Weinrebe, eine
gesteigerte Resistenz gegenviticola induzieren konnten. Dies stellt eine Basis fir Aigklarung

der zugrunde liegenden Resistenzmechanismen, unid fir die Entwicklung neuer molekularer

Marker zur Verbesserung und Beschleunigung der tidghneuer resistenter Rebsorten, dar.



Summary

1.1Summary

Grapevine Yitis vinifera L. ssp.vinifera) is one of the most important crop species inviiogld. Its
high susceptibility to a large number of pathogesgecially powderyHrysiphe necator) and downy
mildew (Plasmopara viticola) is a special economic threat for viticulture araoh lead to substantial
crop losses. Two-thirds of the total amount of fioites in Europe are used in viticulture not least
because of this fact. In order to reduce the agiptino of fungicides new resistant cultivars (e.qg.
"Regent”) should be bred, however, the use oficllssoss-breeding is a time consuming procedure.
Mechanisms which mediate improved resistance in rdgstant cultivars are to a great extent
unknown. The identification as well as the functibrcharacterization of genes involved in the
regulation of resistance mechanisms could therdfefp to improve and advance breeding of new
resistant cultivars. Using Microarrays a numbegeiies including receptors and transcription factors
(TF) could be identified which showed a faster aigher induction in resistant cultivars compared to
susceptible cultivars, but only a few of these geneuld be functionally characterized so far.
Therefore, in this project the function of a recegamily in the defence againBt viticola could be
proven and also the differences in the transcmplisegulation of the defence response by TFs has
been investigated between a susceptible and aamtstsiltivar.

In the first part of the project the genes of ¥iP1 (Vitis resistance to Plasmopara 1) receptor family
have therefore been characterized. Tinailico comparison of the three chimendRP1 receptors
between the susceptible cultivar "Lemberger” ardréisistant cultivar "Regent” showed no sequence
differences. The localization of the VRP1 protamgrotoplasts of a grapevine suspension cell peltu
(V. vinifera cv. "Chardonnay’) by using confocal microscopyraftision with the green fluorescent
protein (GFP) was able to demonstrate that allethMBP1 constructs were located in the cytoplasm.
In addition, gPCR analysis detected that the recepivere specifically induced by infection with
P. viticola in resistant "Regent” compared to susceptible Hexger’, which was indicative of a
function in the defence againBt viticola. Transient transformation &fRP1 genes into grapevine
leaves with subsequemt viticola infection revealed that the expression of VRPI1cBieved an
increase of resistance by up to 50 %. Additionalhe VRP1 genes were stably transformed into
Arabidopsis thaliana. As a result of VRP1-3 overexpression the impronesistance of the transgenic
Arabidopsis plants againkstyal operonospora arabidopsidis up to 50 % could be detected.

In the second part of the project, the inducibilitf the resistance gené/PR10.1 (Pathogenesis
Related 10.1) was investigated by TFs and their effect on #msstance. Using promoter induction
analysis it could be shown that the TWRAVRKY33, WERF5 andWCZF1 could induce the promoter
of WPR10.1, indicating a function in defence. It was additiiy shownin vivo that an induction of
VWWRKY33 in grapevine leaves of greenhouse plants caus@dticola infection led to an increase
in the expression ofAVPR10.1. Ectopic expression of the TFs in grapevine leafatlewed by

P. viticola infection showed that the expression\6WWRKY33 and VWERF5 caused an increase in
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resistance by 50-70 %. In addition, complementatibthe A. thaliana knock-out mutantvrky33-1

with WWWRKY33 confirmed that the expression in the heterologgystem Arabidopsis could restore
the resistance phenotype of the wild-type. Morepitewas even possible to achieve a significant
increase in resistance ltb arabidopsidis andBotrytis cinerea compared to Col-0 wild-type.

In the course of this thesis could be proven ferfitst time that the specific expression of theRIR3
receptor and the TFSMWRKY33 or WERF5 in grapevine, induced an increased resistance to
P. viticola. This provides a basis for the elucidation of tmelerlying mechanisms of resistance, and
thus for the development of new molecular markergntprove and advance the breeding of new

resistant grapevine cultivars.



Einleitung

2 Einleitung
2.1Die Weinrebe

Die Weinrebe gehdrt zur Familie dsftaceae, die in 17 Gattungen unterteilt werden kann. Die
kommerziell genutzten Weinreben gehdren alle zuitu@g Vitis. Mehr als 70 verschiedendtis
Spezies wurden bisher beschrieben. Auf Grundlagevditweiten geographischen Verteilung kbnnen
alle Spezies drei Hauptgruppen (Eurasien, Amerikd Asien) zugeordnet werden (Terral et al.,
2009). Die Eurasische Grupp#@is vinifera L. kann auf Grund morphologischer Unterschieddrai
weitere Untergruppen unterteilt werden. Es harglelt um die beiden Wildarten ssplvestris Gmel
und ssp.caucasica Vav. sowie die Kulturform ssgsativa/vinifera (Levadoux, 1956; Zohary, 2004).
Vitis vinifera L. ssp.vinifera stellt hierbei die 6konomisch wichtigste Kulturimdar, aus der bisher
etwa 5000 Kultivare geziichtet wurden (Ali et al01@). Obwohl sich die Weinrebe sehr gut an
trockenes Klima sowie Frost im Winter angepasstumat weltweit verbreitet ist, ist der Anbau fast
ausschlieBlich in der nérdlichen Hemisphére zudinfVivier und Pretorius, 2000).

V. vinifera L. ist diploid (2n = 38) und hat eine GenomgréBa ¥75-500 Megabasenpaaren (Mb), die
auf 19 Chromosomen / Kopplungsgruppen verteilt g§ikmbel, 1929; Olmo, 1937). Da das Genom im
Vergleich zu anderen Nutzpflanzen wie Apfel, Tomatker Getreide relativ klein ist, ist es fur
wissenschaftliche Untersuchung sehr interessantnf@s-de Quiroz, 2002) und wird bereits seit
Anfang des Jahrhunderts untersucht (Dorsey, 192d).Anteil an kodierenden Sequenzen betragt
etwa 3,8 %, wohingegen die tbrige DNA hauptsachdiok repetitiven und nicht kodierenden DNA
Sequenzen besteht (Lodhi und Reisch, 1995). Zidétverfiigt das Genom Uber eine Vielzahl an
Retrotransposons zweier unterschiedlicher Typdmfrer Kopienzahl (Béhm und Zyprian, 1998).

Mit der Sequenzierung der fast vollstandig homotggdnzuchtlinie cv. "Pinot Noir” (PN40024) im
Jahr 2007 begann ein neues Zeitalter der Resistelmzing (Jaillon et al., 2007). Die aktuelle 12X v1
Zusammenstellung der Sequenzdaten deutet auf eemon®rofle von 475 Mb hin und konnte
~26.346 potentielle Gene identifizieren (http://wgenoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/)
(Jaillon et al., 2007). Zusatzlich hierzu werden Rahmen des Gene Index Project (TGI) im DFCI
Grape Gene Index (VvGI) Sequenzdaten zur Weinralre Verfigung gestellt. Dieses Projekt
verwendet Expressed Sequence Transcripts (ESTs) Gedsequenzen, um mit Hilfe von
Referenzgenomen die Existenz der Gene zu beweisdninformationen Uber ihre Funktion zu
sammeln (Quackenbush et al., 2000). FUr die Weinsifd bisher 375.238 ESTs verfugbar, die mit
Hilfe der BLAST Suchfunktion und Tentative ConsengIC) Sequenzen kommentiert wurden.
Hierbei konnte das Vorhandensein groRer Genfamilié@ Transkriptionsfaktorfamilien (MYB,
WRKY, ERF, CZF) und Resistenzgenfamilien (PR-Getetektiert werden. Die Weinrebe war die
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vierte Blutenpflanze Mlagnoliopsida), das zweite Gehdlz und die erste Obstart diestzoidig
sequenziert wurde (Jaillon et al., 2007).

Obwohl das Genom einer gegen viele Krankheitenllagdd Rebsorte publiziert wurde, kdnnen diese
Daten dennoch die Resistenzziichtung positiv bessdn, da auf ihrer Grundlage Gene und Gen-
Cluster mit Homologien zu bereits beschriebenendRewgenen von anderen Pflanzen identifiziert
werden konnen. Die Analyse von Regionen eines gatimén Merkmals (Quantitative Trait Loci
(QTL)) konnte bereits zuvor QTLs ermitteln, die eiRResistenz gegen Krankheiten vermittelten
(Fischer et al.,, 2004). Da nun die Lokalisation vQiiLs innerhalb des Genoms mit Hilfe der
Sequenzdatenbanken mdglich ist, kdnnen die All@efitt die Resistenz verantwortlich sind relativ
schnell identifiziert werden. Jedoch ist davon agshen, dass die Analysen von Allelunterschieden
nicht ausreichen werden, um alle Resistenzgené. wimifera Genom zu identifizieren. Gene die sich
in den amerikanischen und asiatischen Wildarterctdalie Coevolution entwickelt haben, kénnen
hierdurch beispielsweise nicht identifiziert werdddaher miussen zusatzlich andere Strategien

entwickelt werden, um die restlichen Quellen desi&enz zu ergriinden.

2.1.1 Beerenentwicklung

Die Beeren der Weinrebe folgen wahrend ihrer Erktling einem doppelt sigmoiden Wachstums-
muster, welches in zwei verschiedene Wachstumsphaseterbrochen durch eine Rebsorten-
spezifische Verzégerungsphase, unterteilt werden kBoombe, 1992; Conde et al., 2007). Die erste
Wachstumsphase beginnt mit der Blute und endet énan Wochen nach der Blite. Diese Phase ist
gekennzeichnet durch Zellteilung und Expansion ZRroduktion von Fruchtfleisch und
Samenembryos. Einige losliche Stoffe wie Phytoharengvor allem Auxine, Gibberelline und
Cytokinine), Aminosauren, Spurenelemente und Araafges akkumulieren bereits innerhalb der
ersten Wachstumsphase,. Die zweite Wachstumspliasgg it dem Beginn der Beerenreife
(Véraison) an und zeichnet sich vor allem durchaigion der vorhandenen Perikarpzellen und durch
einen starken Anstieg an Wasser, Glukose und Fsaksus (Hardie et al., 1996). Abscisinséure
(ABA) und Brassinosteroide akkumulieren wéahrend Beifung, wohingegen Ethylen (ET) konstant
bleibt, was wiederum charakteristisch fir nichtddikterische Friichte wie die Weinrebe ist (Conde et
al., 2007). Wahrend der Reifung verdoppeln die Beemn etwa ihre GréRe und &ndern ihre
Beschaffenheit von klein, hart und sauer mit wehugker zu grof3, weich, siif3 mit hohen Anteilen an
Farb- und Aromastoffen (Robinson und Davies, 2000).

In gesunden Beeren werden Abwehr- und Stressgenehaevdélr PR Proteine wie Chitinasen,
Thaumatin-ahnliche Proteine, Stilbensynthasen o&dbonukleasen kodieren, wahrend der
Beerenreife unterschiedlich exprimiert (Robinsoraket1997; Salzman et al. 1998). Eine generelle

Hochregulation mit Beginn der Véraison konnte festgllt werden und die Expression nimmt mit
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fortschreitender Reife (Zuckereinlagerung) immeiterezu (Robinson et al., 1997). Der Anstieg an
Zucker und Nahrstoffen in den Beeren mit Beginn\é&maison erhoht kontinuierlich das Risiko einer
Pathogeninfektion durch Faulniserreger (TerriealeR005; Lijavetzky et al. 2012). Jedoch konnten
frihere Untersuchungen belegen, dass diese Indukiimd Expression von PR-Genen mit und
wahrend der Beerenentwicklung nicht mit der Induktidie durch Pathogene ausgelést wird
zusammenhangt, sondern entwicklungsabhéngig kéaettolind durch Fruchtreifesignale induziert
wird (Fils-Lycaon et al. 1996; Davies und Robin28®0; Pilati et al. 2007; Colas et al. 2012).

2.2 Der Weinbau in Europa

Die Weinrebe Yitis sp.) gehdrt zu den 6konomisch wichtigsten Kultameen weltweit. 2012 betrug
die gesamte bestockte Rebflache aller Anbaulanmea &,528 Millionen Hektar. Auf dieser Flache
wurden rund 69,1 Millionen Tonnen Trauben abget¢wme flr die Weinproduktion, wie auch andere
Produkte verwendet. Hieraus wurden 252 Millionerktditer Wein hergestellt und der weltweite
Konsum lag 2012 bei 243 Millionen Hektolitern. AGfund des hohen Bedarfs wurde mit Wein 2012
ein Umsatz von 25,290 Milliarden Euro erzielt (hmational Organisation of Vine and Wine, 2012).
Obwohl Europa mehr als die Halfte der weltweit bekten Rebflache besitzt, tragt die européische
Traubenerzeugung nur zu 44 % zur gesamten Produki&. In Asien werden rund ein Drittel
(28,7 %) und in Amerika noch immerhin noch ein Eéhf21 %) der Trauben produziert, gefolgt von
Afrika (5.9 %) und Ozeanien (3 %). Dafir entfallenmer noch knapp zweidrittel der weltweiten
Weinerzeugung auf Europa (62.3 %) (Internationafjg@isation of Vine and Wine, 2012). Alle
international anerkannten Rebsorten gehéren zurilieam vinifera ssp.vinifera und werden im
Allgemeinen als Weinreben oder Europaische Weimrebezeichnet. Auf Grund ihres hohen
Potentials fir die Produktion von qualitativ hochtigem Wein werden di®. vinifera Rebsorten auf
der ganzen Welt angebaut (This et al., 2006). Augmnn die amerikanischen und asiatischen
Wildreben eine bedeutende Quelle landwirtschaftethtiger Eigenschaften wie Resistenzen gegen
biotischen und abiotischen Stress darstellen, &8st mit diesen Reben im Vergleich zur
europaischen Weinrebe nur ein minderwertiger Werstellen (Di Gaspero et al., 2012). Daher
wurde der Anbau amerikanischer und asiatischer k&eén in Europa sogar gesetzlich verboten.

Das groRe Problem der europdischén vinifera Rebsorten ist die mehr oder weniger hohe
Anfalligkeit gegen die beiden weltweit wichtigst&mankheiten, den Falschen und Echten Mehltau
auf Grund der fehlenden Coevolution mit diesen &gghen. Epidemien der beiden obligat biotrophen
Pathogene flihren regelméaRig zu hohen VerlusteddseiVeinqualitat und dem Ertrag. Hinzu kommt
noch die Anfélligkeit gegen eine ganze Reihe weit®athogene die in Europa immer weiter auf dem
Vormarsch sind (Figueiredo et al., 2012). Um die inben hiergegen zu schitzen sind

unverhaltnismaRige Fungizidmengen notwendig. Obwdiel Weinrebe nur auf etwa 3 % der
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europaischen Agrarflaichen angebaut wird, wurden4Z9®3 mehr als 66 % aller eingesetzten
Fungizide fir die Bekampfung von Pilzkrankheiten\Wveinbau eingesetzt (Muthmann et al., 2007).
Allen Pflanzenschutzmitteln ist gemeinsam, dasdigidMensch und Umwelt eine grol3e Belastung
darstellen. Die zunehmende Anreicherung von Schelien (vor allem Kupfer) in den Boden

erzeugt bei den Weinreben selbst phytotoxische kigff¢Vogt und Gotz, 1987) und fuhrt zur

Qualitdtsminderung des Weins (Weiss, 1992).

Deshalb stellt die Zuichtung neuer resistenter Rédrsalie beste Alternative zur Verhinderung von
Ernteausfallen durch Pathogene dar. Das Wissen dibeResistenzmechanismen, welche fur die
Abwehr von verschiedenen Pathogenen in der Weinrelteendig sind, ist daher ein zwingend

notwendiges Hilfsmittel zur Ziichtung neuer resisteRebsorten.

2.2.1 Rebsorten

Wein ist bereits seit der Antike ein wichtiger Tédr menschlichen Kultur (Thomas et al., 1998is
vinifera L. ssp. vinifera stellt die ©6konomisch wichtigste Kulturform der Webe zur
Weinproduktion dar, aus der bisher etwa 5000 véedeime Rebsorten hervorgegangen sind (Ali et al.,
2010). Da die europaische Weinrebe auf3erst anffdligen eine Vielzahl von Pathogenen ist, werden
immer haufiger neue Rebsorten durch Einkreuzungrigaméscher oder asiatischer Wildarten mit
anschlieBender Riuckkreuzung mit europédischen Winrgezichtet. Der Fokus dieser Arbeit lag auf

dem Vergleich der anfélligen Rebsorte "Lemberget der resistenten Neuziichtung "Regent’.

2.2.1.1 Lemberger’

Die rote Rebsorte "LembergerAlbildung 2.1A) wird auch als "Blaufréankisch™ oder "Blauer

Limberger” bezeichnet. Es handelt sich um eine chtitone Osterreichische Rebsorte die als
‘Blaufrankisch” in Osterreich erstmals im 18. Jahdert nachgewiesen wurde. Da die Rebsorte im
Ort Limberg in Niedertsterreich vorkam, wurde Siactm dem Auftauchen in Deutschland als
‘Limberger” bezeichnet. Ein Elternteil stellt dieed®orte "Heunisch®™ dar, die bis Mitte des
19. Jahrhunderts in Europa weit verbreitet war etk beliebte Kreuzungssorte darstellte. Beim
anderen Elternteil wird eine alte Frankische Relesorermutet. Trotz fortschreitender DNA

Analysetechniken konnte die genaue Herkunft bislanght geklart werden. Bei der Rebsorte
‘Lemberger” handelt es sich um eine fast aussdiclie® Wiirttemberg und Baden angebaute
Rebsorte (Bundessortenamt, 2008). Obwohl "Lember2@d8 nur als maRig anfallig fur Mehltau

eingestuft wurde, lasst sich heute eine sehr srankélligkeit gegen Mehltaupathogene feststellen.
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2.2.1.2 'Regent’

Die pilzwiderstandsfahige rote Rebsorte "Regertbb{ldung 2.1B) wurde 1967 von Gerhard
Alleweldt am Institut fir Rebenzlchtung Geilweilefh Siebeldingen geziichtet und 1995 in die
Sortenliste eingetragen (Eibach und Tdpfer, 2008 chdem die Zulassung in allen deutschen
Weinanbaugebieten erfolgt war, erlebte der Anbau Wegent” eine sehr schnelle Flachenzunahme.
"Regent’” reprasentiert immer noch die wichtigste werbreitetste pilzwiderstandsfahige Rebsorte und
stellt die sechst wichtigste Rotweinsorte Deutsuiida noch vor "Lemberger” dar (Lott et al., 2010;
Ambrosi et al., 2011). Regent ist eine Kreuzungsewen Diana (Silvaner x Miller-Thurgau)
x Chambourin und zeigt eine gute Widerstandsfahigyegeniber dem Falschen Mehltau (Basler,
2003). Die in 'Regent” vorhandenen Resistenzenmséamaus friih eingekreuzten amerikanischen
Wildarten. Der angebliche ,Hybridton®, der bei igenten Neuzilichtungen der ersten Generation noch
wahrnehmbar und als unerwinschtes Erbe der ,Ameeikaben” verurteilt wurde, fuhrte zu
zogerlicher Akzeptanz moderner resistenter Soitenyd(u, 2000). Der Fehlton konnte allerdings im
Verlauf der Zichtung erfolgreich unterdriickt werdém Vergleich zu klassischen Rebsorten sind
deutlich weniger bis gar keine Pflanzenschutzmafeah erforderlich. Obwohl im Verlauf der
Sortenentwicklung viele Kenntnisse gewonnen weidemten, sind die genetischen Grundlagen der
Pilzresistenz von "Regent” noch nicht bekannt.

Abbildung 2.1: Rebstockansicht mit Trauben und Blatern

(A) Vitisvinifera ssp.vinifera cv. "Lemberger ) Vitisvinifera ssp.vinifera cv. "Regent’
Fotos aus dem Archiv des DLR Rheinpfalz, Neust@adtrd Gotz)
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2.3Krankheiten im Weinbau

Vitis vinifera ist auf Grund ihres hohen Potentials zur Erzeuguomgqualitativ hochwertigen Weinen
die am meisten kultivierte Weinrebe weltweit. Jddast sie hoch anféllig fur eine ganze Reihe an
Krankheiten. Pilzkrankheiten sind das Hauptprobleim weltweiten Anbau von Weinreben. Man
kann unterscheiden zwischen Blattkrankheiten wikt&cMehltau Erysiphe necator) und Falscher
Mehltau @lasmopara viticola) und die Schwarzfaule Glignardia bidwellii), sowie
Beerenkrankheiten wie der Grauschimnigdtfytis cinerea) und Holzkrankheiten zu denen auch die
Eutypiose Eutypa lata), die SchwarzfleckenkrankheRifomopsis viticola) und Esca (Krankheits- und
Erregerkompklex aus v.d&haeomoniella chlamydospora und Phaeoacremonium aleophilum sowie
Botryosphaeria ssp., Cylindrocarpon und weitere Pathogene) gehdren. Hinzu kommen aoch
Viruskrankheiten wie die Reisigkrankheit (GFL§tapevine fanleaf virus) und Bakterienkrankheiten
wie die Mauke Agrobacterium vitis). AuRerdem werden die Weinreben zuséatzlich noah eioer
ganzen Reihe an Parasiten wie der ReblaDsktglosphaira Vvitifoliae), der Kréauselmilbe
(Calepitrimerus vitis) oder auch Nematodemiutbatrix aceti) besiedelt (Altmayer et al., 2013).

Die gefahrlichsten Krankheiten stellen allerdingsr dechte und Falsche Mehltau dar, die im
19. Jahrhundert mit den amerikanischen Wildartesamumen nach Europa eingeschleppt wurden
(Galet, 1977). Insgesamt lasst sich sagen, dagmfektionen die Erntemenge drastisch reduzieren
und sowohl die Beeren wie auch die Weinqualitatkstzegativ beeinflussen kénnen. Um dem
entgegenzuwirken werden groR3flachig hohe Mengemigide eingesetzt. Die hohen Kosten und die
negativen Auswirkungen auf die Umwelt filhren veidt&ur Suche nach Alternativen, vor allem

durch die Manipulation der Resistenzmechanisma&emPflanzen (Ferreira et al., 2004).

2.3.1 Falscher Mehltau

Plasmopara viticola (Berk. and Curtis) Berl. et de Toni (1888) gehdut den Oomyceten und
verursacht an der Weinrebe den Falschen MehRawiticola wird oft falschlicherweise als Pilz
bezeichnet. Allerdings besteht seine Zellwand naim Chitin wie bei echten Pilzen, sondern aus
Cellulose. Zu Beginn seiner Entdeckung wurde délsdgen aucliPeronospora genannt und spater in
Plasmopara umbenannt (Kober, 19933. viticola wurde versehentlich nach Europa eingeschleppt, als
reblausresistente Unterlagssorten aus Amerika zk&Bpfung der Reblausplage nach Europa
eingefiihrt wurden (Boérner, 1983). Hochstwahrsclghnivurden die aus Nordamerika stammenden
Reben damals eingeschifft, um die von der ReblBag&t(losphaira vitifoliae) zerstorten Weinberge
neu zu bepflanzen. Jedoch breitete sich der Fal8t¢heltau als Folge epidemieartig in allen
europaischen Weinbaulandern aus, wodurch die Atdzhd in den betroffenen Landern drastisch

zuriickging (Gessler et al., 2011). Die Ursacheftiidiegt in der Tatsache, dass alle europaischen
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Rebsorten hoch anféllig gegeniiber dem Falschentdebind. Im Gegensatz zu den amerikanischen
Rebsorten wie beispielsweise der Felsenkébe rupestris oder der Uferreb¥itisriparia durchliefen

sie keine Coevolution mi®. viticola und haben demzufolge keine Abwehrmechanismen ekain
kdnnen. Seit dessen Einfuhrung 1875 hat Bichticola zu einem der schwerwiegendsten Pathogene
im Weinbau entwickelt, das in Abhangigkeit vom Kéinjedes Jahr in unterschiedlicher Intensitat
vorkommt und grofRe Ernteausfalle verursacht (Kob@®3).

P. viticola lebt als obligat biotropher Endoparasit ledigliahf &benden Reborganen und vollzieht
einen Grof3teil seines Lebenszyklus innerhalb desiBfngewebes (Bellin et al., 2009). Bei anfalligen
Rebsorten, wie "Lemberger’, kann der Befall sogarZam kompletten Blattverlust der Pflanze
fuhren. Werden die Gescheine befallen, wird dietdlierstort und der Ertrag somit erheblich
vermindert. Beim Befall von Beeren, schrumpfen elizssammen und bilden eine lederartige Struktur
aus. Diese ,Lederbeeren” sind fur die spatere Weihyktion unbrauchbar (Mohr et al., 2005). Die
minimalen Bedingungen fir die Entwicklung vBnviticola sind Triebe von 10 cm Lange, Regenfélle
mit 10 mm und Mindesttemperaturen von 10 °C. Dutidse Anforderungen lassen sich allerdings
auch sehr gut Prognosemodelle fir den Rebschutzllers (Heitefuss, 1987). Das Pathogen kann
sowohl einen sexuellen wie auch einen asexuell®ehszyklus durchlaufen.

Der sexuelle Abbildung 2.2, roter Kreis) oder auch primare Zyklus beginntshab Ende August.
Durch das Zusammentreffen zweier unterschiedli¢h@arungstypen des heterothallischen Myzels
entstehen Antheridien und Oogonien, welche duratsdfenelzung und sexuelle Rekombination eine
Oospore zur Uberwinterung bilden. In ihrer Uberemngsform sind sie sogar in der Lage (ber
mehrere Jahre hinweg im Boden zu uberleben. Beemhender Bodenfeuchte und Temperaturen
uber 8 °C beginnt dann im Frihling die Keimung &gpore. Wahrend dieses Vorgangs wird das
Primarsporangium gebildet, welches bis zu 60 di@@adoosporen hervorbringen kann. Diese besitzen
eine Flimmer- und eine Peitschengeil3el mit denemnsder Lage sind sich zu den Spaltéffnungen zu
bewegen.

Fur den asexuellen Lebenszyklusbbildung 2.2, griiner Kreis) heften sich die aus den Sporangien
geschlipften Zoosporen bei anfélligen und resisteiRebsorten an die Spaltéffnungen (Stomata).
Nachdem sich die Zoosporen angeheftet und ihreeBedbgeworfen haben, enzystieren sie sich und
bilden ihren Keimschlauch aus, um in die Atemhotds Stomata einzudringen. In der nachsten
Infektionsphase wird ein substomatéres Vesikelldebaus dem die Primarhyphen hervorgehen. Das
entstandene Myzel wéchst intrazellular im Schwanmampehym weiter (Unger et al., 2007). Um die
Nahrstoffaufnahme sicherzustellen bildet der Pieustorien (Polesani et al., 2010), welche beim
Fortschreiten der Parasitierung eine Aufhellung Blettoberseite (sogenannte Olflecken) zur Folge
haben. Erst die Ausbreitung der Sekundarhyphen daimw8mmparenchym wird bei resistenten
Rebsorten wie "Regent” durch Nekrosen verhindeshimgegen sich diese bei anfélligen Rebsorten

wie "Lemberger” fast ungehindert ausbreiten kor{Rehesani et al., 2010).
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Abbildung 2.2: Sexueller und asexueller Lebenszykiides Erregers des Falschen Mehltauglasmopara
viticola (nach Schope, Weinbauinstitut Freiburg)

Nach Ablauf der Inkubationszeit, dem Zeitraum veam bhfektion bis zum Sichtbarwerden der ersten

Olflecken, ist eine Sporulation moglich. Hierbeeten Sporangiophoren aus den Stomata heraus,
welche als weil3er Rasen auf der Blattunterseitenetar sind.
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2.3.2 Echter Mehltau

Erysiphe necator [syn. Uncinula necator (Schw.) Burr.] (anamorptOidium tuckeri) (Braun und
Takamatsu, 2000) gehort zu dascomyceten und verursacht an der Weinrebe den Echten Mehltau.
E. necator wurde genau wi®. viticola versehentlich nach Europa eingeschleppt, als ustdaistente
Unterlagssorten aus Amerika zur Bekampfung der &mplage nach Europa eingefuhrt wurden
(Borner, 1983). Seit dessen Einfuhrung 1851 hath sauch E. necator zu einem der
schwerwiegendsten Pathogene im Weinbau entwickelt.

E. necator lebt als obligat biotropher Ektoparasit auf dere@ache griner Rebteile (Mohr, 2005).
1845 wurde er zuerst aus Nordamerika nach Englanggschleppt und verbreitete sich von dort aus
schlieRlich tUber Frankreich epidemieartig in ganzdpa (Gadoury et al., 2012). Die Folge waren
enorme Ernteausfalle und QualitatseinbufRen undrdadiohe finanzielle Verluste. Die Ursache dafur
liegt wiederum darin, dass die européischen Sayégeniiber dem Echten Mehltau ein nur geringes,
bzw. kein Resistenzpotenzial auf Grund der fehlan@eevolution besitzen (Feechan et al., 2011).
Der Echte Mehltau wird im Vergleich zum FalschenhMu global betrachtet als gefahrlicher und
okonomisch bedeutsamer eingestuft, da er wedeinbast Feuchtigkeitsverhaltnisse noch bestimmte
Temperaturen zur Infektion benétigt (Dry et al.1@0 Feechan et al.,, 2011pas Pathogen kann
sowohl einen sexuellen wie auch einen asexuell®ehszyklus durchlaufen.

Der sexuelle Lebenszyklus des Echten Mehltaus wirdehr warmen und trockenen Spatsommern
initiiert. Durch die Verschmelzung der AscogonierdiAntheridien entstehen Kleistothezien, welche
zuerst als gelbe und durch ihre Reifung spateisetsvarze Punkte auf der Oberflache der griinen
Rebteile erkennbar sind (Mohr, 2005). Die Kleiseailen Uberwintern durch ihr hakenférmiges
Anhangsel an der Borke der Rebe. Im néachsten Hriijarden dann die Ascosporen bei Regen aus
den Kleistothezien geschleudert und keimen aus.sBeunelle Zyklus des Echten Mehltaus kommt in
unseren europaischen Breitengraden seltener vam alsderen sudlichen Weinbauléandern. Daher hat
die Uberwinterungsform des Pilzes als Myzel beispieise in Knospen, in Europa eine groRere
Bedeutung.

Der asexuelle Zyklus beginnt durch Keimung der ld@m bei Temperaturen zwischen 4-35 °C und
einer relativen Luftfeuchte von ca. 100 %. Die Kben selbst sind allerdings wasserempfindlich und
bei direktem Kontakt mit Wasser wirden sie aufatgBlaich et al. 1989). Nach der Auskeimung
bilden die Konidien einen Keimschlauch mit einemmdren Appressorium. Mit Hilfe der
Penetrationshyphe durchdringt er die Kutikula bzie Epidermis um den Intrazellularraum zu
penetrieren. Um die N&hrstoffversorgung fir dez Rilfrechtzuerhalten, werden im weiteren Verlauf
Haustorien in den Epidermiszellen gebildet (Gadairgl., 2012). Nach erfolgter Kolonisation bilden
schlieB3lich die priméaren und sekundaren Hyphenlgiasgjer Pilz reproduktive Strukturen in Form der
Konidiophoren und der sich abschnirenden Konidiesbiédet. Hierdurch bildet sich ein Geflecht aus

oberflachenuberziehendem Myzel mit Konidiophorerglohes als typisch grauer, ascheartiger
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Blattbelag erkennbar ist. Die Konidien werden dukmd oder Regen auf neue griine Rebteile
transportiert, und der asexuelle Zyklus wiederhgilth, wodurch es zu einer epidemieartigen
Ausbreitung des Pilzes kommit.

Die sexuelle Phase spielt bei beiden Pathogenenvathtige Rolle, da wahrend der Meiose Sporen
mit neuer genetischer Ausstattung entstehen konBewlurch ist es den Pathogenen mdglich

Resistenzmechanismen der Pflanzen durch Ausscladenmgehen unwirksam zu machen.

2.4Resistenzziichtung

Vitis vinifera ist auf Grund ihres hohen Potentials zur Erzeuguomgqualitativ hochwertigen Weinen
die am meisten kultivierte Weinrebe. Jedoch istsieh anféllig fir eine ganze Reihe an Krankheiten,
was den UberméRigen Einsatz von Pestiziden, vemaHungiziden, zur Folge hat. Die einzige sich
bietende Alternative dazu, ist die Entwicklung mitt resistenter Rebsorten mit hoch qualitativen
Beeren durch Zichtung. Um dieses Ziel zu erreichmdarf es der Introgression von
Resistenzmerkmalen wie Quantitative Trait Loci (@Y (Paterson et al., 1988) oder idealerweise
einzelner Resistenzgene aus Wildarten mit schledBémrenqualitat inv. vinifera um qualitativ
hochwertige resistente Rebsorten zu erhalten.

Bei der klassischen Kreuzungszichtung werden dietggehen Ursachen individueller Merkmale und
Charaktereigenschaften auf der Grundlage empinisliswertungen kombiniert. Jedoch ist diese
Methode auf3erst zeitaufwendig und kostspielig uedeshtwicklung einer einzelnen neuen Rebsorte
wie 'Regent” kann 25-30 Jahre dauern (Eibach ungfef2003). Molekulare Untersuchungen
konnen hier allerdings Abhilfe schaffen und die @ilng durch Markerunterstiitzung beschleunigen.
Die genetische Kartierung molekularer Marker, dienKzeichnung der entsprechenden DNA
Abschnitte sowie Untersuchungen zur Ubertragung \Wexdeilung in Keimplasma-Kollektionen sind
wichtige Hilfsmittel fur die friihe Vererbungsdiagseound erfolgreiche Ziichtungsprogramme (Akkurt
et al., 2007). Die Transgressionszichtung hat zligdtzum Ziel, mdglichst viele Gene, die ein

guantitatives Merkmal in gleichsinniger Weise bélassen, zu pyramidisieren.

2.4.1 Klassische Kreuzungszlchtung

Die Resistenzziichtung gegen Mehltaupathogene bairédben in Europa begann bereits Ende des
19. Jahrhunderts. Da keinerlei Resistenzgrundlagggen die beiden Mehltaukrankheiten in den
europaischen Weinreben vorhanden waren, wurdenrgiufsistente Wildreben aus Nordamerika
nach Europa eingefuhrt. Die amerikanischen Wildnelairden anschlieRend mit verschiedensten

europaischen Weinreben gekreuzt um die Resistarrmsihaften der amerikanischen Reben mit den
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Qualitatseigenschaften européischer Reben zu koenbm Natlrlich hatte diese Strategie einige
Limitierungen, da auf Grund der schlechten Weinitgitalder amerikanischen Wildreben die
Neuzuchtungen der ersten Generation von Hybrident riir den Ausbau von hochwertigem Wein
geeignet waren. Um dieses Problem zu I6sen, mud#ben mehrere Generationen hinweg die
resistenten Hybriden mit europdischen Reben rickgek werden. Allerdings musste jede
Generation neuer Hybriden zunéchst auf ihr Resiptential, das Potential fur die Weinqualitat und
andere landwirtschaftlich wichtige Eigenschaften hintersucht werden, bevor sie erneut fir die
Kreuzung eingesetzt werden konnten. Da aber diwiEkiing der Weinreben von den Jahreszeiten
gesteuert wird, ist diese Vorgehensweise auRengiviarig und bedarf sehr gro3er Anbauflachen.
Daher wurde ein Grofiteil der Resistenzziichtungspnogie Anfang des 20. Jahrhunderts wieder
gestoppt. Alternativ wurden chemische Spritzmigtetwickelt, um die europaischen Weinreben gegen
die Mehltaupathogene zu schitzen. Trotzdem wurdereiaigen Instituten wie dem Institut fur
Rebenzilichtung, Geilweilerhof weiterhin neue Relesorigezichtet. Auf Grund der langen
Bemihungen ist es schliel3lich gelungen einige tesdis Rebsorten auf den Markt zu bringen. Die
bislang erfolgreichste Neuziichtung stellt die tesite Rebsorte "'Regent” dar (Alleweldt und
Possingham, 1987).

Ein wichtiger Punkt der bei der Resistenzzichtuagitksichtigt werden muss, ist die Dauerhaftigkeit
der Resistenzeigenschaften die in neue Rebsomgezichtet wurden. In den meisten Féallen wurde
ein einzelnes dominantes Resistenzgen in euro@iiRebsorten eingekreuzt. Durch Coevolution ist
es aber bereits einigen Isolaten des PathogenagggiuResistenzgene zu Uberwinden (lacono et al.,
2013). Ein Ansatz um dem entgegenzuwirken und dieglebigkeit der Resistenz zu steigern, ist die
Kombination von mehreren verschiedenen Resisteergém eine einzelne neue Rebsorte. Diese
sogenannte Pyramidisierung sollte es Pathogenehcatieerschweren die Resistenzen zu tiberwinden.
Zusatzlich wird der praventive unterstiitzende BEmsan geringen Mengen an Fungiziden auf den
Weinbergen empfohlen. Langanhaltende Resistenoistllem bei mehrjahrigen Kulturpflanzen wie
der Weinrebe notwendig, da die Pflanzen etwa 3€eJaing Ertrag bringen sollen. Die Identifikation
verschiedener Resistenzquellen ist daher ein @ésbentSchritt fir die erfolgreiche Zichtung neuer
Rebsorten mit bestandiger Resistenz. Die Residiehiazng gegen biotischen und abiotischen Stress
wird zusatzlich dadurch motiviert, dass sich dasnélauf der Welt immer weiter verandert, neue
Gesetzte den Einsatz von Phytochemikalien immetewdiegrenzen und die Fortschritte auf dem

Gebiet der Genetik und Genomik der Weinrebe dienHirg immer weiter vereinfachen.
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2.4.2 Markergestutze Zichtung

Die klassische Zichtung kann mit Hilfe von molekala Markertechniken beschleunigt werden.
Diese molekularen Techniken erlauben eine besséi@rakterisierung des Zuchtmaterials, eine
gezielte Auswahl der Kreuzungspartner und die mgdaltzte Selektion (MAS) der
Nachkommenschaft. Die MAS bringt fir die Resistélti#ung drei wesentliche Vorteile. Zuerst
erlaubt sie die Auswahl von resistenten Genotypeneoden Aufwand der Infektion und Bonitur
sowie Selektion der Pflanzen. Aul3erdem kdnnentssges Genotypen bereits im Jungpflanzenstadium
selektiert werden, was zu einer deutlichen Zeitwsp flhrt. Dartiber hinaus erlaubt sie die
Verfolgung der Introgression verschiedener Resigiene in eine einzelne Rebsorte
(Pyramidisierung) (Akkurt et al., 2006). Da vieledstenzgene einen dominanten Effekt auf den
Phanotyp der Pflanzen im Bezug auf die Resistehermaist der Nachweis der Introgression von
weiteren zusatzlichen Resistenzgenen lber eineoBlpisierung nicht mehr moglich. Daher ist die
Verwendung verschiedener molekularer Marker flin@ieschiedenen Resistenzgene sehr von Vorteil
und erlaubt zusatzlich die Selektion von homozygoteflanzen. Bei der Verwendung von
Kreuzungspartnern die homozygot fir die Resistemzgesind, ist folglich die gesamte
Nachkommenschaft resistent, wodurch eine groRerea{nan neuen Kreuzungspartnern fir die
weitere Zichtung bereitgestellt wird. Durch die &@h Anzahl an resistenten Kandidaten kann nun
zusatzlich auch auf andere Merkmale wie die Weili@tiaselektioniert werden. Die MAS macht die
Resistenzziichtung in der Weinrebe effizienter uadnkdie Zeit fur die Zichtung einer neuen
marktreifen Resistenzhybride halbieren (Welter kf 2008). Bevor jedoch molekulare Marker

verwendet werden kdnnen, muss ihre Relevanz fiAd#pragung einer Resistenz gesichert werden.

2.5 Resistenzmechanismen

Pflanzen sind auf Grund ihrer sessilen Lebensweigerschiedlichen abiotischen und biotischen
Stressfaktoren ausgesetzt. Neben dem Schutz vendébndlichen klimatischen Einflissen, wie
UV-Strahlung, Trocken- oder Temperaturstress, musseh Pflanzen ebenso vor einer Vielzahl
phytopathogener Organismen, wie Pilzen, Bakteried Wiren schitzen. Pflanzen haben in ihrer
natirlichen Umgebung gegeniiber Pathogenen, figieliricht als Wirt fungieren, eine Basisresistenz
bzw. angeborene Immunitdt (Ebel und Scheel, 1992ngD und Jones, 2001), die durch eine
Kombination aus praformierten, als Infektionsbaermewirkenden Eigenschaften und induzierbaren
Abwehrreaktionen gepragt ist. Im Normalfall fihiesl nicht zum Zelltod oder zu hypersensitiven
Reaktionen (HR) (Grant und Mansfield, 1999).

Wenn es Pathogenen gelingt die pflanzlichen Abwebkianismen zu Uberwinden oder zu

unterdrticken so spricht man von einer Basiskomitigiit(Shiraishi et al., 1994) und die Pflanze avir
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zunachst zum Wirtsorganismus. Sobald dies pasdierimt das pflanzliche Immunsystem zum
Einsatz, dass sich im Wesentlichen in zwei Abwedtesye unterteilen lasst. Die Basalabwehr beruht
dabei auf der Erkennung allgemeiner essentielleuk&tren von Pathogenen und bewirkt eine
Resistenz gegen ein breites Spektrum an Pathodganger gesamten Pflanze. Kann das Pathogen
nicht erkannt werden oder schafft es die Basalabwelinterdriicken haben Pflanzen das Prinzip der
induzierten Resistenz entwickelt. Hierbei findeteeispezifische Erkennung des Pathogens durch
Resistenzgene am Infektionsort statt und 16st ilyd-dessen eine lokale Abwehrreaktion gegen das
erkannte Pathogen aus (NuUrnberger et al., 2004st Havon auszugehen, dass beide Abwehrsysteme
in ihrer Integritat im pflanzlichen Immunsystem mmicvon einander zu trennen sind, da sie sich

wahrscheinlich gegenseitig beeinflussen oder ggiitsigen.

2.5.1 Passive Abwehr

Durch das Zusammenspiel verschiedener Abwehrmesmeni stellt die Besiedlung einer Pflanze
durch ein Pathogen in ihrer natirlichen Umgeburgy elie Ausnahme dar. Dies liegt oftmals an den
zu den passiven Abwehrmechanismen gehérenden wielleh und chemischen Barrieren in der
pflanzlichen Zellperipherie (Kombrink und Somssid®95). Eigenschaften wie eine dicke Kutikula
oder die Behaarung von Blattern bieten bestimmteimsBrten morphologischen Schutz vor Pilzbefall
(Kortekamp et al., 1999), da die Pilzhyphen nichdie Pflanzenzellen eindringen kénnen. Durch den
Lotuseffekt (Neinhuis et al., 2001) finden Pilzsporauf hydrophob impragnierten Pflanzen-
oberflachen kaum Halt. Auch die Auflagerung von Wsemn ist bei den Beeren verschiedener
Rebsorten starker oder schwéacher ausgepragt und damshaus wirksamen Schutz vor Pathogenen
bieten.

Die Lignifizierung der Zellwand als Reaktion auf chanische Reize und Verwundung oder die
Einlagerung von Cutin in die Kutikula als strukilee Modifikationen sowie chemische
Modifikationen wie die Einlagerung antimikrobiellinksamer Substanzen (Phenole) in die Zellwand,
bilden die induzierten morphologischen Barrierensif@irn, 1996). Dartber hinaus stellt die
Akkumulation von praformierten antibiotischen Salosien, wie zyanogenen Glykosiden eine weitere
Form der passiven Abwehr dar. Zusatzliche Abwehhraesmen stellen die lokale Callosedeposition
zwischen Zellwand und Plasmalemma an infiziertealt8finungen (Kortekamp et al., 1997), die
Papillenbildung am Infektionsort (Pratt, 1984) sewlie Vernetzung der Zellwand durch Laccasen,
Peroxidasen und pzdie auf den ,Oxidative Burst” folgen (Otte und Ba2000) dar. Auch wenn

eine Korrelation der passiven Abwehrmechanismen Resistenz besteht, reichen diese in den
meisten Fallen nicht aus um die Resistenz gegegesdhleppte Pathogene dauerhaft sicherzustellen
(Kortekamp et al., 2003).
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2.5.2 Basalresistenz

Pflanzen sind in der Lage ein breites Spektrum &wk&iren und Mustern zu erkennen, die
charakteristisch fur alle Klassen von Mikroorgaresnsind. Diese Strukturen werden als Elizitoren
(Boller et al., 1995) oder ,pathogen-associated emgbr patterns® (PAMPS) bezeichnet. Die
erfolgreiche Abwehr, durch Erkennung von PAMPs Umduktion von Signaltransduktionskaskaden
wird daher als Basalresistenz oder ,PAMP trigganachunity” (PTI) bezeichnet (Nurnberger et al.,
2004) Abbildung 2.3a). Die Erkennung von PAMPs spielt bei der Nichtaresistenz eine grof3e
Rolle, da hier ein breites Spektrum von Elizitorerschiedenster Pathogene erkannt werden muss.
Kommt es dennoch zu einer Wirtsinteraktion konndés eindringenden Pathogene erfolgreich die
Erkennung umgehen oder gezielt unterdriicken (Cledarag., 2004). Die Basalresistenz spielt auch
nach einer Infektion immer noch eine wichtige Rotla sie die Ausbreitung der Krankheit begrenzen
kann (Eulgem, 2005).

Fur die Erkennung der hochkonservierten PAMPs sMdstererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRRs), welche transmembiadgj mit der Plasmamembran assoziiert sind
verantwortlich (Chisholm et al., 2006)\gbildung 2.34). Diese PAMPs sind in den meisten Fallen far
das Pathogen essentiell. Typische PAMPs sind z.&ktebelle, methylierte DNA, diverse
Zelloberflachenstrukturen wie Lipopolysaccharide yram-negativen Bakterien, Peptidoglykane von
gram-positiven Bakterien, eubakterielles Flagellimd pilzliche Zellwandbestandteile wie Chitine,
Glukane, Mannane und Proteine (NuUrnberger und LigR&5). Hierbei spielt es keine Rolle ob die
PAMPs von den Pathogenen selbst stammen oder dnilalobielle Aktivitat der Pathogene aus
pflanzlichem Material (z.B. Zellwanddegradationshrkie) freigesetzt werden (Gomez-Gomez und
Boller, 2000).
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Abbildung 2.3: Modell der Evolution der Resistenz ggen Bakterien in PflanzenBent et al., 2007).

(a) Erkennung von PAMPs durch extrazellulare Rezeptaktiviert die Basalresistenz (PTI).

(b) Unterdriickung des Basalresistenz durch Injekiimm Effektoren mittels des Typ 11l Sekretionssysem

(c) Erkennung von Effektoren durch ResistenzprotéMB-NBS-LRR) aktiviert die induzierte ResistenZI{E
(d) Versuch der Pathogene durch Variation der Effetalie Erkennung der Effektoren zu vermeiden.
Ahnliche Modelle kénnen auch fir andere Pflanzempgene wie Pilze oder Oomyceten gezeichnet werden.

2.5.3 Induzierte Resistenz

Nachdem die Basalresistenz durch Pathogene lUbeemuwdrde Abbildung 2.3b), gibt es zwei
mogliche Formen der Interaktion zwischen Wirt uradhi®gen, welche sich im Laufe der Coevolution
entwickelt haben. Man spricht von der kompatibletedaktion wenn die Pflanze anféllig gegen das
Pathogen ist und von der inkompatiblen Interakti@mn die Pflanze eine zusatzliche Resistenz gegen
das Pathogen induzieren kann (Xiao, 2006). Dies#uzierte Resistenz wird meistens Uber
Resistenzproteine (R-Proteine) vermittelt, die sgkfiir ein bestimmtes Pathogen entwickelt worden
sind. Die vom Pathogen injizierten Effektoren / Adenzfaktoren (Avr-Genprodukte), die in der Lage
sind die Basalresistenz zu unterdriicken, werderifsgih von R-Genprodukten erkannt, was zur
Aktivierung physiologischer Abwehrreaktionen in dd?flanze fuhrt (Bent et al., 2007)
(Abbildung 2.3c). Aus diesem Grund wird die induzierte Resistenzhaals ,Effector triggered
immunity“ (ETI) bezeichnet. Dieser Resistenzmechiamis wird durch die ,Gen-fir-Gen* Hypothese

beschrieben (Flor, 1971) und beruht auf dem Voraasein komplementarer Paare von bestimmten
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Avr-Genen im Pathogen und R-Genen in der Pflanas. Behlen oder eine Mutation im R-Gen sowie
Mutationen im Avr-Gen Abbildung 2.3d) kénnen somit nicht zu einer erfolgreichen Abwgihren
(Dangl and Jones 2001). Es findet eine standigev@aiton zwischen Pathogen und Pflanze statt,
welche durch das ,Zig-zag-zig“ Modell beschriebardwHein et al., 2009).

Die ,Gen-fur-Gen* Hypothese wird durch das LiganezBptor Model unterstutzt (Keen et al., 1990),
bei welcher Avr-Proteine als Ligand und die R-Prweals Rezeptoren direkt miteinander
interagieren. Da bei den meisten Abwehrreaktiorenekdirekte Interaktion der R- und Avr-Proteine
nachgewiesen werden konnte, wurde die Hypothesshdias ,Guardee” Modell erganzt (Dangl und
Jones, 2001). Dies besagt, dass die R-ProteineMitsprotein Uberwachen, welches durch die
Effektoren modifiziert wird. Diese Modifizierung ka dann anstelle des Effektors selbst erkannt
werden, um die Abwehrreaktion auszulésen (Dangldomeks, 2001).

Die Effektoren werden groRtenteils innerhalb ddteZém Zytoplasma und im Zellkern von speziellen
Rezeptoren erkannt (Jones und Dangl, 2006). Chaistisch fir diese Rezeptoren ist eine NB-LRR
Struktur @bbildung 2.4), benannt nach ihrer NB (Nucleotide Binding) uhter LRR (Leucine-Rich-

Repeat) Domane.

2.6Struktur von NB-LRR Resistenzgenen

In Pflanzen kénnen die NB-LRRs aufgrund struktemeWariationen im N-terminalen Bereich in die
zwei Hauptklassen der TIR-NB-LRRs (Toll/interleukinreceptor) und CC-NB-LRRs (coiled-coil)
unterteilt werden (Dangl und Jones, 2001). Die teaisMitglieder der ersten Klasse besitzen eine
Doméne welche homolog zu Toll and interleukin-1 égaren (TIR) ist und werden daher als
TIR-NBS-LRR Proteine bezeichnetlfbildung 2.4). Die zweite Klasse zeigt eine groRere Varialtilita
im N-terminalen Bereich der DNA. Da aber fir viditglieder der zweiten Klasse die Formierung
einer Doppelwendelstruktur (Coiled Coil - CC) vargpesagt wird, werden die Proteine dieser Gruppe
gerne unter der Bezeichnung der CC-NBS-LRR Proteimammengefassilfbildung 2.4). Die
Untergruppe der CC-NBS-LRR Proteine verfligt GibereeCC Domane im N-terminalen Bereich
gefolgt von einer NBS und einer LRR Doméane im Griealen Bereich, von der man glaubt, dass sie
fur die Spezifitat der Pathogenerkennung verantigbrist (Moffett et al., 2002; Qi et al., 2012).
Diese Unterklasse kann wiederum unterschiedenedendn die Gruppe welche das kleine EDVID
Motiv (Rairdan et al., 2008) aufweist und daher zimtergruppe Cgvin-NBS-LRR Proteine
(Abbildung 2.4) gehort (Collier und Moffett, 2009) und die Gruppé einer Ahnlichkeit zum RPW8
Gen aus Arabidopsis welche dann zunéchst als chi@&wgNBS-LRR Proteine Abbildung 2.4)
bezeichnet wurden (Collier und Moffett, 2009) undttlerweile CG-NB-LRR Proteine genannt
werden (Collier et al.,, 2011). RPW8 gehoért zu denhttNBS-LRR Resistenzproteinen aus

Arabidopsis welches eine Breitspektrum-Resistengegeden Echten MehltauErysiphe spp.)
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vermittelt (Xiao et al., 2001). Wahrend in den Oikedonen TIR- und CC-NB-LRRs vorkommen,
sind bisher in den Monokotyledonen nur CC-NB-LRRkdnnt.

TRENDS in Plant Science

Abbildung 2.4: Typische lineare Architektur von pflanzlichen NB-LRR Proteinen mit bekannten
N-terminalen Variationen (Collier et al., 2009).

NB, nucleotide binding domain; LRR, leucine-richpeat; ARC, Apaf-1, R proteins, CED-4 domain;
TIR, Toll and Interleukin-1 Receptor homology domatC, coiled—coil; SD, Solanaceae domain; B, BERAD
binding domain; EDVID, "EDVID" motif; RPW8, Resistae to Powdery Mildew 8 protein homology domain.

Durch die hohe Variabilitéat in der LRR-Doméne konmeue Effektormolekiile relativ schnell erkannt
werden. Die Signaltransduktion schafft schliel3laihe Verbindung der Signalerkennung und der
Abwehrantwort miteinander. Sowohl in der Basaltesiz wie auch in der induzierten Resistenz sind
ahnliche Signalkomponenten in die Signalubertragumgvolviert (Nurnberger, 2004).
Mitogen-aktivierte  Proteinkinasen (MAPKs) sind wige Schlisselmolekile fur die
SignalUbertragung in eukaryotischen Zellen, daMsaalifizierungen innerhalb der Zellen erkennen
(Zzhang und Klessig, 2001). Diese Modifikationen &én in Pflanzen entwicklungs- und/oder
stressbedingt (Pathogenstress) sein. Es konntpidisigeise eine Flagellin-induzierte MAPK in
A. thaliana identifiziert werden, die die Transkription von $&enzgenen (PR-Genen) Uber die
WRKY Transkriptionsfaktoren aktiviert (Zhang et,&005b). Dies deutet darauf hin, dass sowohl die
induzierte Resistenz wie auch die Basalresistertrsgheinlich die selben Signaltransduktionswege

benutzen.
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2.7Beteiligung von  Transkriptionsfaktorfamilien an  der

Genregulation in Pflanzen

Fur die Transkription der DNA innerhalb der Zellemerden verschiedene Proteine und
Proteinkomplexe benétigt (Roeder, 1991). Dieseclasich in verschiedene Transkriptionsfaktor (TF)
Klassen einteilen:

() Sequenzspezifische DNA-bindende Regulatorers®konnen an die Promotoren der Gene binden
und die Regulation durch Aktivieren oder Reprimieleeinflussen. (II) Allgemeine Transkriptions-
faktoren: Diese sind uberall in der Zelle verbreitad bilden zusammen mit der RNA-Polymerase I
den Pre-Initiierungskomplex (PIC) zur mRNA Synthe@d#l) Co-Faktoren / Regulatoren: Diese
konnen wiederum an die Transkriptionsfaktoren déasgen | und Il binden und sind teilweise
essentiell an der Regulation beteiligt (Baldwin uddrley, 1996). Die Transkription von Genen ist
abhangig von der Lokalisation innerhalb der Zallem Entwicklungsstadium und endogenen sowie
exogenen Faktoren (Singh, 1998). Die Aktivitat @Es kann durch posttranslationale Modifikationen
wie z.B. Phosphorylierung beeinflusst werden (Hunted Karin, 1992). Neben einer DNA-
Bindedoméne weisen TFs meist Aktivierungs- und Reprungsdomanen auf. Auf der Grundlage
von strukturellen Ahnlichkeiten kénnen TFs in Faemilund Subfamilien eingeteilt werden (Singh,
1998). In Arabidopsis kodieren mindestens 6 % dBene fir TFs, was im Vergleich zu Tieren,
Insekten und Pilzen eine Uberdurchschnittlich haakl darstellt (Riechmann et al., 2000). Die drei
grofiten TF Familien stellen AP2/ERF, MYB und bHUbagic Helix-Loop-Helix) dar, wohingegen in
Pflanzen ein deutlich geringerer Anteil an CZF1/F3ATFs vorhanden ist als in Tieren und Pilzen.
Einige TF Familien konnten bisher nur in Pflanzexchgewiesen werden. Hierzu zéhlen die Familien
der EREBP (Ethylene responsive element bindingepmatNAC (NAM (no apical meristem); ATAF
(Arabidopsis transcription activation factor); CW€lip-shaped cotyledon)), WRKY und R2R3-MYB
TFs. Die grof3ere Ausstattung mit TFs und die hohepliikationrate einzelner Familien, kann als
pflanzenspezifisch angesehen werden und stellt sghbimlich eine besondere Anpassung an die
sessile Lebensweise der Pflanzen und die dadurtskaedene Notwendigkeit auf exogene Einflusse

zu reagieren, dar (Riechmann et al., 2000).

2.7.1 WRKY Transkriptionsfaktoren

Hunderte WRKY Faktoren in verschiedensten Pflanzeries wurden bislang fur ihre Funktion bei
abiotischem und biotischem Stress beschrieben {Blewet al. 2007). In der Weinrebe konnten bis
heute 59 Mitglieder der WRKY Superfamilie identiéi# werden Abbildung 2.5), von denen nur
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wenige funktionell charakterisiert werden konnteelasco et al. 2007; Zhang et al. 2011; Guo et al.,

2014).
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Abbildung 2.5: Verteilung der Wein WRKY Gene auf den Chromosomen(Guo et al., 2014).
Chromosom 1-19 sind in zirkularer Form in verschieeh Farben dargestellt. Die ungefahre Position der

VWWRKY Gene ist mit einer roten Linie angegeben.

WRKY Faktoren lassen sich an Hand der Anzahl an WRWRKYGQK) Doméanen mit einer Lange
von etwa 60 Aminosduren in verschiedene Untergmipgi@teilen. Zusatzlich verfiigen WRKY
Faktoren Uber Zinkfingerdomanen (C-X4-C-X22-H-X1-id) C-terminalen Bereich (Eulgem et al.,
2000). WRKYs binden an die W-Box (C/TTGACC/T) diamim Promotorbereich von vielen Genen
finden kann. FUMWVRKY1 wurde bereits gezeigt, dass dieser spezifischaanVd-Box Kernmotiv
TTGACC binden kann (Marchive et al., 2007). Es Kerfierner gezeigt werden, dass W-Boxen in den
Promotorregionen von Arabidopsis Genen, die bei @&athogenabwehr aktiviert werden,

uberreprasentiert sind (Maleck et al., 2010).
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Fir WRKY Proteine wurde nachgewiesen, dass siengsbe Komponenten in verschiedenen
Signalwegen bei unterschiedlichsten Stressarteh g PR Gene Uber die Bindung an das W-Box
cis-Element in den Promotorbereichen, induzieren kiin(Maleck et al. 2000; Yu et al. 2001).
Beispielsweise fiihrte die Uberexpression YoRVRKY1 in Tabak zu einer erhéhten Resistenz gegen
verschiedene Pathogene wie den Falschen und EdWaitau, was eine Beteiligung in der
Abwehrreaktion vermuten lie? (Marchive et al., 2008tabil transformiertén vitro Reben zeigten
eine gesteigerte Resistenz gedrerviticola durch transkriptionelle Reprogrammierung (Marchete
al., 2013). FUMWVRKY2 wurde eine Funktion in der Resistenz ge@erinerea in Tabak gezeigt,
was vermutlich auf die Induktion vatwPR2 zurtickzufiihren war (Mzid et al., 2007; Guillaureteal.,
2010). Es konnte nachgewiesen werden, dass VVWRKdtgh Infektion mit P. viticola induziert
wird und die W-Box innerhalb des Promotors binded aie ektopische Expression fuhrte zu einer
erhohten Toleranz gegeniber Salzstress in Arabigld@@mlingen (Liu et al., 2010). Fir die TFs
VpWRKY1, VpWRKY2 und VpWRKY3 ausVitis pseudoreticulata konnte nachgewiesen werden, dass
die Uberexpression zu einer gesteigerten Resigiegeniiber dem Echten Mehltau in Arabidopsis
fuhrte (Li et al., 2010). Das nachstéWRKY33 Homolog aus Arabidopsis isstWRKY33. Fur
AtWRKY33 konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigtiemerdass er die Resistenz gegen
nekrotrophe Pilze (Zheng et al., 2006), Salzst(éssig und Deyholos, 2008) sowie Hitzestress (Li et
al., 2011) positiv beeinflussen kann. Aul3erdem kernin Petersilie gezeigt werden, d&¥BKY1 an
den Promotor deBR1 Gens bindet und eine Aktivierung bewirkt. Zus&tzliviesen die Daten darauf
hin, dassWVRKY1 als Antwort auf eine Infektion seine eigene Expi@s induzieren kann (Eulgem et
al., 1999).

2.7.2 AP2/ERF Transkriptionsfaktoren

In der Weinrebe konnten der AP2/ERF Superfamilishé 149 Mitglieder Abbildung 2.6)
zugeordnet werden (Licausi et al., 2010). ERF Hektozeichnen sich durch eine konservierte
AP2/ERF Doméne von 60-70 Aminosauren aus. Aul3erdialker konservierten Doméne besteht eine
hohe Variabilitat zwischen den verschiedenen ERKdfan (Riechmann und Meyerowitz, 1998).
AP2/ERF Faktoren binden an Ethylene-responsive &ten(ERE) représentiert durch die GCC-Box
oder Elicitor-responsive Elemente (JERE) (Sahle Ragés, 2003). GCC-Box Elemente lassen sich in
den Promotorregionen einer Vielzahl vieR Genen finden (Vom Endt et al., 2002).

Die Induktion der ERE Elemente durch die Arabidep3iFs AtERF1-5 wurde bereits genauer
untersucht (Fujimoto et al., 2000) und die Induktder JERE Elemente dur€irORCA1-2 wurde in
Catharantus roseus beschrieben (Menke et al., 1999). Es wurde aueg#zeigt, das$si1 (Tobacco

stress-induced gene) ein ERF Faktor aullicotiana tabacum nach transienter Transformation in Tabak
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die Expression verschieden®&R Gene induziert, was zu einer verbesserten ResisgEyen

Pseudomonas syringae pv. tabaci fuhrte (Park et al., 2001).
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Abbildung 2.6: Lokalisierung der V. vinifera AP2/ERF Gene auf den Chromosomef(Licausi et al., 2010).

2.7.3 CZF1/ZFARL1 Transkriptionsfaktoren

CZF1/ZFAR1 TFs verfugen Uber eine Zinkfinger-Doméuwavie Ankyrin Wiederholungsdomanen,
welche eine der am weitesten verbreiteten Protedtel Interaktionsplattformen in der Natur
darstellen (Mosavi et al., 2004). Die genaue AnzahCZF Faktoren in der Weinrebe wurde bislang
nicht untersucht. Durch die koordinative Bindungesi Zinkions (Zfi) innerhalb der Zinkfinger-
Doméne bildet sich eine schleifenférmige 3D-Strukéws, die als Zinkfinger bezeichnet wird
(Abbildung 2.7). Es wurde gezeigt, dass eine Induktion dieser iF&rabidopsis durch eine
Inokulation mitBotrytis cinerea ausgeldst werden kann. Diese Reaktion scheint daladhangig von
JA (Jasmonsaure), ET (Ethylen) und SA (Salicylsparesgelost zu werden. Ein Funktionsverlust

dieser TFs fuhrte zu erhohter Anféalligkeit gegefektionen mitB. cinerea (AbuQamer et al., 2006).
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DNA
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Abbildung 2.7: Der Mittelfinger des Zzif268 / EGR-1 (Early growth response protein 1) TFs zur
Darstellung der allgemeinen Struktur einer Zinkfingerdoméane und der DNA Bindemotive (Wilson, 2003).

2.8 Akkumulation von PR-Genen nach Pathogeninfektion

Neben den oben beschriebenen Abwehrmechanismen tkesmmach Infektion meist zusétzlich zu
Verédnderungen in der Genaktivitat. Eine der widgdtdg Genfamilien umfasst di@R-Gene
(pathogenesis-related genes), die die klassischen PR-Proteine (Resistenzpre}ekodieren. Als
PR-Proteine bezeichnet man kleine Polypeptide die gesunden Pflanzen unter normalen
Bedingungen nicht akkumulieren, sondern meist eesth biotischem oder abiotischem Stress
synthetisiert werden. Auf Grund der groRen Kompbgxilassen sich die PR-Proteine in
14 verschiedene Gruppen einteilen (PR1-PR14) (Kotklhmd Somssich, 1995).

Die PR1 Proteine besitzen ein N-terminales Sigmdigewelches den Transport der Proteine zum
Endoplasmatischen Retikulum steuert. Die sauremé&order PR1 Proteine werden anschlielend in
den Interzellularraum sekretiert, wohingegen disidzen in der Vakuole akkumulieren. Bislang
konnte die Funktion der PR1 Proteine nicht gekigmtden.

Es ist bekannt, dass dieR2 Gene fiurl,3-3Glucanasen kodieren, welchen vitro antifungale
Eigenschaften zeigen. Sie wurden in verschiederfemZ@nspezies beschrieben und zeigen eine
starke Akkumulation nach Pathogenbefall (Delp uatv&, 1999).
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Zu den PR3 Proteine z&hlen die Chitinasen, dieVdashstum von Pilzen durch Hydrolisierung der
Zellwand hemmen (Schlumbaum et al., 1986). Chignakonnten nach Pathogenbefall und nach
Behandlung mit Phytohormonen nachgewiesen werdemefR et al., 2000).

Die Gruppe der PR4 Proteine ist weniger gut untrsuweshalb die genauen Funktionen nicht
bekannt sind.

Bei den PR5 Proteinen hingegen ist bekannt, dasgihdie Thaumatin-ahnlichen Proteinen bzw. die
Osmotine zahlen. Proteine der Gruppe PR5 wurdemebis verschiedenen Pflanzenspezies nach
Pathogeninfektion, Hormonbehandlung, Salz- und HWepstress sowie nach Verwundung
nachgewiesen (Hu und Reddy, 1997).

Die Gruppe der PR6 Proteine umfasst Protease-tohém und zahlt nicht zu den klassischen PR
Proteinen, da sie entwicklungsabhangig und nackktesbefall akkumulieren. Eine konstitutive
Expression von Proteinase-Inhibitoren in verschied®lanzen fihrt zu einem Absterben von
pflanzenschéadigenden Insekten (Tamayo et al., 2000)

Die genaue Funktion der Gruppen PR7-PR9 ist edenfadht bekannt. Zu den PR7 Proteinen zéhlen
pathogeninduzierte Proteinasen. PR8 Proteine uerfasgeitere Chitinasen. Die Peroxidasen
verschiedener Spezies gehdren zur Gruppe PR9 smehiaich ebenfalls durch Pathogene induzieren.
Als intrazellulare Proteine (IPR) werden die Pno¢eder Gruppe PR10 bezeichnet, die sowohl nach
Pathogenbefall, als auch unter abiotischem Stress sogar entwicklungsabhangig akkumulieren
(Robert et al., 2001). Die Uberexpression Vditis pseudoreticulata VpPR10.2, dem direkten
Homolog vonVWPR10.2, in der anfélligen Rebsorte "Carignane” konnteR#isistenz geger viticola
steigern. AufRerdem konnte fir das rekombinante PR Protein eine DNase Aktivitat gegen
genomische Wirts-DNA und eine RNase Aktivitt gegfaie-RNAIN vitro gezeigt werden (He et al.,
2012)

Zur Gruppe PR11 zahlen Chitinasen der Klasse V &alBak. Hierbei handelt es sich um
antimikrobielle Peptide, die sowohl als praformeeKomponenten vorhanden sind, als auch nach
Pathogenbefall induziert werden und Teil der pfliehen Abwehr sind.

Weitere antimikrobielle Peptide stellen die Defersin der Gruppe PR12, die Thionine der PR13
Gruppe sowie Lipid-Transfer-Proteine der Gruppe 4#£Riwelche durch Anderung der

Membranpermeabilitdt antibakteriell und antifung@tken kénnen (Garcia-Olmedo et al., 1998) dar.
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3 Ziele der Arbeit

Da die Weinrebe \(itis vinifera L. ssp.vinifera) hoch anféllig fur eine Vielzahl verschiedener
Pathogene wie beispielsweise den Falschen MelMasnfopara viticola) ist, miissen hohen Mengen
an Fungiziden eingesetzt werden, um hohen Erntéersfim Weinbau vorzubeugen. Um die
Belastung von Mensch und Umwelt durch die Phytockalnen in Zukunft zu senken, kann die
Zuchtung neuer resistenter Rebsorten eine Opticsiadiegn. Die steigende Nachfrage nach resistenten
Rebsorten mit ausgepragter Resistenz gegen eitealiererschiedener Pathogene wie den Falschen
Mehltau und den Echten Mehltalrysiphe necator), beschaftigt heute viele Zichter. Die meisten
Forschungsprojekte zielen auf die Kartierung undaPydisierung (Kombination verschiedener
Resistenzregionen in einem Genotyp) von Regionegsajuantitativen Merkmals (QTL - quantitative
trait loci), welche Uber genomweite Assoziationd&tn ermittelt wurden. Die eigentliche Ursache fir
die Resistenz, also die Resistenzgene selbstebldilerbei weitestgehend unerforscht.

Da die genauen Resistenzursachen in der Weinréfemteils unbekannt sind, ist die Identifikation
und Aufklarung der Regulation der beteiligten Gene Abwehr von Pathogenen in Weinreben zur
Verbesserung und Beschleunigung der Zichtung nabigenDas Erforschen von Resistenz-
mechanismen in Weinreben zur Verbesserung der diighheuer resistenter Sorten ist daher ein
aktuelles Thema. Es wurde bereits in verschiede®gegries gezeigt, dass Transkriptionsfaktoren
(TFs) wie z.B. WRKY, ERF oder MYB Faktoren entsaleid an der Signaltransduktion zur Abwehr
gegen verschiedenste biotische und abiotischesattes beteiligt sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher zur Aufklardeg Resistenzmechanismen die Untersuchung
der Signaltransduktionskaskaden in der Weinrebeewihder Abwehr der Infektion duréh viticola
(Falscher Mehltau) untersucht. Zur Aufklarung dexdidanismen fiir die Erkennung des Pathogens (

und die Induktion der Resistenzantwadl) (vurde das Projekt in zwei Schwerpunkte untergired

(1)  Charakterisierung einer moglichen Pathogenreztgptilie in der Weinrebe und die Bedeutung

der Rezeptoren fir die Resistenz geBeviticola.

(1) Transkriptionelle Regulation eines Resistenzgans der Weinrebe durch Transkriptions-

faktoren (TFs) und der Einfluss der TFs auf dieiRResz gegelr. viticola.

28



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Zur Aufklarung der Signaltransduktion in der Welmee{Vitis vinifera L. ssp.vinifera) wahrend der
Abwehr der Infektion durcPlasmopara viticola (Falscher Mehltau), wurde zum einen die Erkennung
und Perzeption des Pathogens uber Rezeptoren gowieanderen die transkriptionelle Regulation
mittels Transkriptionsfaktoren (TF) analysiert.

Dazu wurden im ersten Teil zundchst die Gene WRPl (Vitis Resistance to Plasmopara)
Rezeptorfamilie charakterisiert, anschlieRend imtdpiasten lokalisiert und zum funktionellen
Nachweis transient in Weinrebenblattern sowie btabiArabidopsis thaliana transformiert und
anschlieBend infiziert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde zunéchst die Inéudzarkeit des Resistenzgens/PR10.1
(Pathogenesis Related 10.1) durch TFs untersucht. Die transiente Transforomagéiusgewahlter TFs in
Weinrebenblattern mit anschlielenderviticola Infektion wurde anschlieRend zum funktionellen
Nachweis durchgefiihrt. Zusatzlich wurde zur Klarueg Funktion vonWvWRKY33 die A. thaliana
knock-out Mutantevrky33-1 mit WWRKY33 komplementiert.

4.1 Charakterisierung der VRP1 Rezeptoren aus der Weinrebe

In Vorarbeiten wurde nach Infektion der resistentdis riparia Selektion "Gloire de Montpellier” im
Vergleich zu der anfélligen Rebsorte "Riesling” mitviticola eine differentielle Genexpressions-
analyse durchgefthrt. In der Mikroarray Analyse iendie Rezeptorfamili®RP1 als hochreguliert
in der resistenten Rebsorte identifiziert werdeme Btrukturaufklarung zeigte die Tandem-artige
Anordnung von drei sich ahnelnden Kopien ééasmopara-induziertenVRP1 Gene, flankiert von
retrotransposonalen Elementen. Die drei G&fP1-1, VRP1-2 und VRP1-3 erwiesen sich als
CC-NBS-LRR (Coiled Coil - Nucleotide Binding SiteLeucine Rich Repeat) kodierende Gene
teilweise, mit zusatzlicheRPW8 (Resistance to Powdery Mildew) Doméne aus Arabidopsis, mit
Ahnlichkeit zu dem ResistenzgétRG1 ausNicotiana benthamiana (40 % Homologie) und\DR1
(31 % Homologie) aué. thaliana deren Funktion in der Pathogenabwehr bereits bieban wurden
(Kortekamp et al., 2008).
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4.1.1 Isolierung und bioinformatische Analyse der VRP1 Rezeptoren

aus einer anfalligen und einer resistenten Rebsorte

Zur Aufklarung der unterschiedlichen Expression\d&P1 Gene zwischen resistenten und anfalligen
Rebsorten wurden die drei GeN&P1-1, VRP1-2 (mit N-terminalerRPW8 Domane) undvRP1-3
(ohne RPWB Doméne) aus cDNA der resistenten Rebsorte "'Regemt” der anfélligen Rebsorte
“Lemberger” vergleichend kloniert. Die Sequenzigraeigte, dass fur alle Gene jeweils nur eins von
zwei moglichen Allelen amplifiziert werden konntth der weiteren Analyse zeigte sich kein
Unterschied in der Primarstruktur zwischen den methenden Proteinen aus "Regent” und
‘Lemberger”. Die dreiVRP1 Gene zeigten auf cDNA Ebene eine Uber 80 %-ige dliogne
untereinander. Auf gDNA Ebene unterschied $i&P1-1 vor allem durch ein verlangertes Intron 1

von den beiden anderen Gendbljildung 4.1).

Intron 1 2 3 4 5
1 — +{ H+—1 |
Exon 1l 2 3 4 5 6
VRP1-1 4464 bp
Intron 1 2 3 4
| —A 1 F— 1 |
Exon 1l 2 3 4 5
VRP1-2 3037 bp
Intron 1 2 3 4
[ I { || | g | || ]
Exon 1 2 3 4 5
VRP1-3 3418 bp

Abbildung 4.1: Exon/Intron Struktur der VRP1 Genfamilie.

Die Exons der klonierteWRP1 Rezeptorgene wurden mittels des Clone ManageridMers (SciEd Central)
graphisch als blaue Rechtecke und die Intronschisarze Verbindungslinien dargestellt. Die Zahletlen die
verschiedenen Exons und Introns der einzeMBR1 Gene dar. Die roten Pfeile zeigen die Gesamtldiege

genomischen DNA Sequenzen mit Angaben der AnzaBlasenpaaren (bp) an.
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Die drei GeneVRP1-1, VRP1-2 und VRP1-3 wurden bereits genetisch kartiert. Sie liegen deif
Kopplungsgruppe 10 und nicht im Haupt-QTL Bereichee der beiden publizierteR. viticola
ResistenzenRpv3 und Rpv10) (Kortekamp et al., 2008) und sind daher intenees&andidaten fir
die Zichtung. Die N-terminalen Bereiche der GeareP1-1 und VRP1-2 verfiigen Uber grof3e
Ahnlichkeit zu den GeneRPWS8.1 und RPW8.2 (Abbildung 4.2), welche inA. thaliana Ms-0 eine
breite, unspezifische Resistenz gegen verschieBatteogene hervorrufen (Xiao et al.,, 2001). Die
RPWS8 Proteine aus Arabidopsis besitzen eine Tramtma (TM) - Doméne und sind
wahrscheinlich an das Endomembransystem gebundenwidde ein gezielter Transport zur
extrahaustoriellen Membran (EHM) in infizierten Ardopsis Blattern gezeigt (Wang et al., 2009).
Die C-terminalen Bereiche deVRP1 Gene weisen die klassische Struktur von CC-NBS-LRR
Resistenzgenen auflfbildung 4.2). Diese Art von Resistenzgenen wurde in andereineifen
Uberwiegend im Cytoplasma lokalisiert.

VRP1-1 und VRP1-2 aus der Weinrebe kdnnten daher im Gegensat¥Rl-3 und anderen
bekannten Resistenzgenen einen neuen Typ chimasstBhzproteine darstellen, bei denen eine
Fusion aus einer allgemeind®PW8-Domane und einem spezifischen Resistenzprotein Ygm
CC-NBS-LRR vorliegt.

[ — | -
CC RPWS  CC NBS LRR

VRP1-1 2397 bp
— ] —
CC RPWS  CC NBS LRR
[ ] — —
cc cc NBS LRR

Abbildung 4.2: Genstruktur der VRP1 Rezeptorgene mit Angabe charakteristischer Element

Die verschiedenen charakteristischen Bereiche wundi¢ Hilfe des EXPASyY Proteomics Tools (Swiss itogt
of Bioinformatics) bestimmt und mittels des Clonemager Version 7 (SciEd Central) graphisch alsidarb
Rechtecke dargestellt. Die roten Pfeile zeigenGisamtlange der Offenen Leserahmen (ORF) mit Angdbe
Anzahl an Basenpaaren (bp) an. CC, Coiled coilkBiruBlaue Box); RPW8, Resistance to Powdery Mild
Struktur (Rote Box); NBS, Nucleotide Binding Sit@mane (Gelbe Box); LRR, Leucine Rich Repeat Doméne
(Grune Box).
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Zur Klarung der Lokalisation wurden zunéchst udMerwendung verschiedener Algorithmen aus dem
Internet (Online Lokalisierungsvorhersageprogramsmyie der Primar- und Sekundarstruktur der
Proteine statistische Wahrscheinlichkeiten fir dleokalisierung in  den verschiedenen
Kompartimenten berechnet und Signalpeptide erm(ffebelle 4.1).

YLOC stellt einen interpretierbaren WEB Server flie Vorhersage der subzellularen Lokalisation
dar. Es kann fur Pflanzen die funf verschiedenerkalisierungen: Zellkern, Cytoplasma,
Mitochondrien, Chloroplasten und den sekretorischifwechselweg vorhersagen (Briesemeister et
al.,, 2010). Fur alle drei VRP1 Proteine wurde eiitwer 60 %-ige Wahrscheinlichkeit fir die
Lokalisation im Cytoplasma vorhergesagt. Die SubL®erver Suite stellt Vorhersagen der
subzellularen Lokalisation auf Grundlage der SO8Pnple Object Access Protocol) Technologie an.
Die Datenbank verfligt Gber mehr als 60.000 Protgjusnzen (Chen et al., 2005). Auch hier wurde
fur alle drei VRP1 Proteine eine Lokalisation imt@yasma mit einer Wahrscheinlichkeit von sogar
mehr als 80 % vorhergesagt. CELLO hingegen machhé&fsagen durch support vector machines
(SVM) basierend auf n-Peptid Zusammensetzungeref™l., 2004). Hier war die Vorhersage bereits
nicht mehr eindeutig. Es wurde sowohl eine Lokéligaim Cytoplasma wie auch im Zellkern fir alle
drei VRP1 Proteine vorhergesagt. mPLoc kann durchi derschiedene Arten der Pseudo
Aminosaurezusammensetzung die Lokalisation in 28chedenen eukaryotischen Kompartimenten
vorhersagen (Chou et al., 2010). Hier wurde eineh¥isage fur die VRP1 Proteine im Cytoplasma
gemacht, allerdings wurde hier keine Angabe zurl&gstichkeit der Vorhersage gemacht. siplocal2
nutzt zur Vorhersage der Lokalisierung ebenfalldMSV Zusatzlich werden lokale Charakteristika
berechnet indem das Protein aufgeteilt wird in Neterminalen Bereich, den Mittelbereich und den
C-terminalen Bereich (Matsuda et al., 2005). HiecHuergab sich eine Vorhersage fur die
Lokalisierung der VRP1 Proteine entweder im Zehkeder im Cytoplasma erneut ohne Angabe einer
Wabhrscheinlichkeit. OCTOPUS macht Vorhersagen mmsimembranen Proteintopologie durch die
Verwendung von kinstlichen neuronalen NetzwerkddNAund des hidden Markov Models (HMM)
(Viklund und Elofsson, 2008). Hierdurch wurde fURN1-1 eine Transmembran- (TM) Helix
vorhergesagt, die in den beiden anderen Proteimgnt morhanden war. TMpred kann ebenfalls
benutzt werden um transmembrane Bereiche in Pestemu identifizieren. Es benutzt hierfir eine
Datenbank von membraniberspannenden Proteinsegmg@témann und Stoffel, 1993). Mit Hilfe
dieser Datenbank wurden fir VRP1-1 zwei TM-Heliagsd fur VRP1-2 und VRP1-3 je eine
TM-Helix vorhergesagt. Als letztes wurde SignalP #erwendet welches fur die Unterscheidung
zwischen Signalpeptiden und Transmembranregionemevelet werden kann. Die neuste Version 4.0
verwendet hierflr nur noch kinstliche neuronaleziNetke (Petersen et al., 2011). Es wurde lediglich
fir VRP1-1 ein Signalpeptid im N-terminalen Bereitgs Proteins vorhergesagiabelle 4.)).

VRP1-1 zeigte insgesamt eine 50-74 %-ige Wahrstibekeit fur die Lokalisation im Cytoplasma.
Zusatzlich wurden aber auch eine oder zwei Trandmamhelices und ein Signalpeptid identifiziert.
VRP1-2 zeigte mit 45-84 % eine hohere Wahrschdikéd fir die Lokalisation im Cytoplasma.
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Zusatzlich wurde aber auch hier eine Transmembiixnhdentifiziert. VRP1-3 zeigte eine
40-84 %-ige Wahrscheinlichkeit auch im Cytoplaswoielisiert zu sein. Zusatzlich konnte aber auch
eine Transmembranhelix identifiziert werden. Obwelte hohe Wahrscheinlichkeit fir alle drei
Proteine fur die Lokalisation im Cytoplasma vorte=magt wurde, konnten dennoch auch TM-Bereiche
und Signalpeptide vorhergesagt werden, die auck kokalisation im Endomembransystem nicht

ausschlieRen lassen.

Tabelle 4.1: Putative subzelluldre Lokalisation vorWRP1-1/2/3 ermittelt durch bioinformatische Analysn
an Hand der Signalpeptide

YLOC (Briesemeister et al., 2010); SubLoc (Chenlet2005); CELLO (Yu et al., 2004); mPLoc (Chouaét
2010); slplocal2 (Matsuda et al., 2005); OCTOPUSkI(id und Elofsson, 2008); TMpred (Hofmann und
Stoffel, 1993); SignalP (Petersen et al., 2011)

Tool VRP1-1 VRP1-2 VRP1-3
Vorhersage | Zuverlassigkeif Vorhersage | Zuverlassigkeif Vorhersage | Zuverlassigkeif
YLOC Cytoplasmg 66,07% Cytoplasma 61,79% Cytoplasma 78,45%
SublLoc Cytoplasma 74% Cytoplasma 84% Cytoplasma 84%
CELLO Nukleus 59,40% Nukleus 45,80% Nukleus 78,50%
Cytoplasmg 50,70% Cytoplasma 75,10% Cytoplasma 40%
mPLoc Cytoplasma Cytoplasma Cytoplasma
slplocal2 | Nukleus oder Cytosol Nukleus oder Cytosol NukledsrdCytosol
OCTOPUS| TM-Helix keine TM-Regionen keine TM-Regionen
TMpred 2 starke TM-Helices 1 starke TM-Helix 1 starke Thaibt
SignalP 1 Signalpeptid kein Signalpeptid kein Signalpeptid

Bei der Isolation der VRP1 Rezeptoren zeigte sa&h kinterschied in der Primarstruktur der Proteine
zwischen der anfalligen Rebsorte "Lemberger” und dssistenten Rebsorte "Regent’. Die
bioinformatische Analyse zeigte eine Uber 80 %kHgeologie deiVRP1 Gene untereinander und die
Verwendung verschiedener Algorithmen in der biainfatischen Analyse zeigte eine hohe
die Lokalisation eine Assoziation zum

Wahrscheinlichkeit fur im Cytosokonnte aber

Endomembransystem nicht ausschlieRen.

33



Ergebnisse

4.1.2 Subzellulare Lokalisation der VRP1:GFP Fusionskonsukte in
Protoplasten mittels Konfokaler Mikroskopie

Zur Klarung der subzellularen Lokalisierung der MRBene wurden N- und C-terminale Fusionen
mit GFP durchgefuhrt. Es wurde eine mikroskopistb&alisierung der VRP1 Fusionsproteine in
Protoplasten der Rebsorte "Chardonnay” zusammenspeitifischen RFP (Rot Fluoreszierendes
Protein)  Fluoreszenzmarkern  flr  verschiedene  slitaed  Kompartimente/Strukturen
(Plasmamembran, Tonoplasten, ER, Golgi-Apparat,o€t und Plastiden) durchgefihrt. Die
Colokalisierung der C-terminalen Fusionsproteineratirei VRP1 Proteine zeigte mit dem RFP
Marker fir das Cytosol eine Ubereinstimmung, wobkgen keine Ubereinstimmung mit dem RFP
Marker fur die Plasmamembran (TM-23) vorhanden (&dbildung 4.3).

VRP1:GFP RFP Uberlagerung

Plasmamembran

Cytosol

Abbildung 4.3: Konfokale Bilder der Fluoreszenzsigale der VRP1:GFP Fusionsproteine und der RFP
Marker fur das Cytosol und die Plasmamembran (TM-23.

Alle drei VRP1 Fusionskonstrukte wurden im Cytoptas lokalisiert. (A-D) Protoplasten aus
Suspensionszellkultur vowitis vinifera cv. "Chardonnay” 24 h nach ElektroporatioA,J) C-terminale
VRP1:GFP Fusionsproteine.BY TM23-RFP (Plasmamembran Marker)E)( RFP (Cytosol Marker).
(C,F) Uberlagerung der GFP und RFP Signale. MaRstakesbaintspricht 10 pum.

Wahrend der konfokalen Mikroskopie zeigte sich mus@&nfassend durch Cotransformation der
VRP1:GFP Fusionskonstrukte mit RFP OrganellmarkeiProtoplasten, dass alle drei VRP1 Proteine

im Cytoplasma lokalisiert waren.
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4.1.3 Transkriptionelle Analyse der VRP1 Rezeptoren in Weinreben

nach Inokulation mit Plasmopara viticola

Da die Offenen Leserahmen (ORF) d&RP1 Gene keinen Unterschied zwischen ‘Lemberger” und
"Regent” zeigten und alle drei VRP1 Proteine imo@lgsma lokalisiert werden konnten, wurden im
nachsten Schritt die Unterschiede in der ExpressienVRP1 Gene zwischen dem anfalligen
‘Lemberger” und dem resistenten "Regent” naheraurtat.

Hiezu wurderP. viticola infizierte Blattscheiben zu verschiedenen Zeitpankauf die Transkription
der VRP1 Gene mittels qPCR untersuclbpildung 4.4). Hierbei konnte einé&/RP1-1 Induktion
wahrend der gesamten Infektionsdauer in beiden dr&vs nicht detektiert werden. Im Gegensatz
dazu wurdenVRP1-2 und/oderVRP1-3 in der resistenten Rebsorte 'Regent” stark induziauf
Grund der Sequenzhomologie von Uber 80 % konntéelmiggPCR nicht zwischeWRP1-2 und
VRP1-3 unterschieden werden. Bereits nach 10 h konnte &ifache Expression detektiert werden.
Diese erreichte im weiteren Verlauf bei 24 h mitegietwa 6-fachen Hochregulierung ihr Maximum.
In der anfalligen Rebsorte "Lemberger” hingegef 8ich keine Induktion der Genexpression messen
(Abbildung 4.4).

W Lemberger I
O Regent

© = N W d» O O N

Relative VvVRP1-2/3 Expression

1 2 4 6 8 10 12 16 24 48 72 96
Stunden nach Infektion

Abbildung 4.4: Zeitprofil der Transkriptmenge von VWRP1-2 und/oder VWRP1-3 in Weinrebenblattern
von Vitisvinifera cv. "Lemberger” und "Regent” nach Infektion mit Féschem Mehltau.

Blattscheiben wurden mit 50 pl Tropfen einer 50.@p@rangien/ml Suspension v@nviticola inokuliert und

die Blattscheiben zu den angegebenen ZeitpunkterStimden nach Infektion fur die RNA Isolation

aufgeschlossen. Messungen erfolgten mittels gPCier Werwendung genspezifischer Primer und wurden
korrigiert zum konstitutiv exprimierten Haushaltegé/Ubiquitinl und normalisiert zur Wasserkontrolle (Mock

Infektion). Die Balken zeigen die Messwerte vonidu@abhangigen qPCR Replikaten mit Angabe der
Standardabweichung.

Mittels der transkriptionellen Analyse d®RP1 Gene inP. viticola infizierten Weinrebenblattern
zeigte sich, dass in der anfalligen Rebsorte "Legdy€VRP1 nicht induziert wurde. In der resistenten
Rebsorte "Regent” hingegen, zeigte sich eine dbhatiYRP1 Induktion bereits zehn Stunden nach

Inokulation.
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4.1.4 Funktioneller Nachweis der VRP1 Rezeptoren gegeRlasmopara

viticola Infektion durch transiente Transformation in Vitisvinifera

Fur die funktionelle Analyse der VRP1 Rezeptoren \Meinreben wurde eine transiente
Transformation der Rezeptoren in Weinrebenblattenchgefuhrt. Mittels anschlieRender Infektion
wurde der Einfluss der VRP1 Rezeptoren auf die SR&st untersucht. Das Testsystem fur die
Agrobakterien-vermittelte Vakuuminfiltration von \iMleeben zur transienten Expression von
Kandidatengenen in Blattern wurde in Zusammenarbéitlanine Holl (Dissertation J. Holl, 2014)
auf der Grundlage des Protokolls von Glnther Bulzhi®LP Agroscience, Neustadt (unpubliziert)

entwickelt.

4.1.4.1 Etablierung der Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Infiltration

zur transienten Expression von Kandidatengenen iner Weinrebe

Im Vergleich zur Blattinfiltration in Tabak oder &bidopsis zeigte sich in der Weinrebe eine starke
Variation der Transformationseffizienz (1-80 %)Abhéngigkeit von vielen Faktoren. Da eine starke
Abhangigkeit der Transformationseffizienz vom Altder Pflanze und der GrofRe der Blatter
festgestellt werden konnte, wurden fur die Versuetwea 10-12 Wochen alte und ca. 30 cm grol3e
Pflanzen verwendet, weil diese in den Vorversuatierh6chsten Transformationseffizienzen zeigten.
Es zeigte sich ferner, dass die verschiedenen Rehsounterschiedlich gut fir die
Infiltrationsversuche geeignet waren. Einige Relaesor wie beispielsweiseVitis vinifera

cv. Lemberger” lieBen sich auf Grund der stabiBeschaffenheit der Blatter fast gar nicht
infiltrieren, wohingegen "Regent” sich zwar gut iltrieren lie3, aber eine zu geringe
Transformationseffizienz zeigte. Zusatzlich konfestgestellt werden, dass sich an einer Pflanze nur
die Blatter 1-4, gezahlt vom Apex (wobei Blatt 12,5 cm sein musste), gut infiltrieren lieRen

(Abbildung 4.5).
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Blatt 2

Blatt 3 V. vinifera cv. ,Shiraz' Blatt 4

Abbildung 4.5: Mikroskopische Aufnahmen der GFP Flwreszenz nach Agrobakterien-vermittelter
Vakuuminfiltration in Weinrebenblattern von Vitisvinifera cv. “Shiraz" (Merz et al., 2014)

(A-D) Bilder wurden mit dem Stereomikroskop SteREO Luna2 (Zeiss) mit einem eGFP Filter (380 nm
Anregung, 480 nm Emission) bei 40-facher Vergrograufgenommen.A) Erstes voll entfaltetes Blatt
(Blatt 1) gezahlt vom Apex mit einer Hauptblattadénge von 3-5cm. B)Blatt2 mit einer
Hauptblattadernlange von 4-6 c@)(Blatt 3 mit einer Hauptblattadernlange von 6-8 ¢B) Blatt 4 mit einer
Hauptblattadernlange von 8-10 cm.

An Hand des GFP Signals in den Blattern konnte diransformationseffizienz von 10-30 % in
Blatt 1, 70-90 % in Blatt 2, 30-80 % in Blatt 3 udf-20 % in Blatt 4 ermittelt werden. Fir die
Kalkulation der Transformationseffizienz wurde nebéer Fluoreszenzbestimmung auch das
Lumineszenz-Basiertes System zur BestimmungGlg&-Aktivitat etabliert Abbildung 4.6E). Die
GUSFarbung wurde zusatzlich zur VeranschaulichungTadansformationseffizienzen durchgefihrt
(Abbildung 4.6A-D).
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x1

Aktivita
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Blatt 1 Blatt 2 Blatt 3 Blatt 4

Abbildung 4.6: Bestimmung der GUS-Aktivitit nach Umsetzung des Substrates X-Gluc in
Weinrebenblattern von Vitisvinifera cv. "Shiraz” nach Agrobakterien-vermittelter Vakuuminfiltration.

(A-D): Bilder wurden mit der Canon EOS 600D (Canonganbmmen.A) Erstes voll entfaltetes Blatt (Blatt 1)
gezahlt von oben mit einer Hauptblattadernléange ¥d&hcm. B) Blatt 2 mit einer Hauptblattadernldnge von
4-6 cm. C) Blatt 3 mit einer Hauptblattadernlédnge von 6-8 D) Blatt 4 mit einer Hauptblattadernlange von
8-10 cm. Bei der Umsetzung von X-Gluc entstehtidiigoblauer Farbstoff.H) Bestimmung der relativeBUS
Aktivitdt durch Messung des Lumineszenzsignals dei Umsetzung von 1,2-Dioxetane im Luminometer.
Balken geben den Mittelwert von zehn transformieRéanzen mit Standardabweichung an.

Durch zahlreiche Vorversuche konnte ermittelt wardgass Blatt 2 (gezahlt vom Apex) von etwa
10-12 Wochen alten und ca. 30 cm grof3en "Shiralen®in bei der transienten Transformation
mittels Agrobakterien-vermittelter Vakuuminfiltrati eine reproduzierbare und zugleich etwa
80 %-ige Transformationseffizienz zeigte. Fiur albchfolgenden Infiltrationsversuche wurde daher
die anféllige Rebsorte "Shiraz" ausgewahlt, dadiEser bis zu 100 % der Blattflache infiltriert und

hiervon bis zu 90 % transformiert werden konnt&bhjldung 4.5).
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4.1.4.2 Etablierung der Blattscheibeninfektion von Weinreb&n mit

Plasmopara viticola

Der Unterschied des Infektionsverlaufs bei niclinsformiertenV. vinifera cv. "Lemberger” und
"Regent” Pflanzen wurde makroskopischblfildung 4.7) und mikroskopisch Abbildung 4.8)
untersucht. DieP. viticola Tropfeninfektion der ausgestanzten Blattscheibeigte makroskopisch
bereits 4 Tage nach Infektion (dpi) erste Sporofeh bei der Rebsorte "Lemberger”. Der progressive
Verlauf der Infektion erreichte bei "Lemberger” dits 6-8 dpi sein Maximum, was sich durch die sehr
starke Sporulation erkennen lie. Bei 'Regent eleBich 4 dpi schon die ersten nekrotischen
Bereiche beobachten. 8-10 dpi konnten bei "Regeeiten grofl3flachigen Nekrosen auch einzelne
Sporulationen detektiert werdedkbildung 4.7). Eine weitere Inkubation der Blattscheiben bis
10 dpi zeigte keine Steigerung der Infektion mehd wesultierte lediglich in der Seneszenz der
Blattscheiben. Daher wurden in allen nachfolgendersuchen die Auswertung des Infektionsgrades

7 Tage nach Infektion durchgefihrt.

4 dpi 6 dpi 8 dpi 10 dpi

‘Shiraz’

-,

~

Blattscheiben
Lemberger

Regent’

~

Abbildung 4.7: Makroskopischer Vergleich des Infektionsverlaufs nach Inokulation nit P. viticola auf
Blattscheiben vonVitisvinifera cv. "Shiraz’, "Lemberger” und "Regent{Bachelorarbeit J. Genné, 2012).

Bilder wurden mit einer Canon EOS 300D (Canon) Viag vier bis Tag zehn nach der Infektion (dpi)
aufgenommen. Die Blattscheiben wurden mit 50 pLpfen einer 50.000 Sporangien/ml Suspension inoftulie
Fotos zeigen reprasentative Blattscheiben zu dgegaibenen Zeitpunkten.
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"Regent’ ‘Lemberger’

4 dpi

6 dpi

8 dpi

10 dpi

Abbildung 4.8: Mikroskopischer Vergleich des Infektionsverlaufs nach Inokulation nit P. viticola auf
Blattscheiben vonVitisvinifera cv. "Regent” und "Lemberger(Bachelorarbeit J. Genné, 2012).

Bilder wurden mit dem Mikroskop VHX-500F (Keyence)n Tag vier bis Tag zehn nach der Infektion (dpi)
aufgenommen. Die Blattscheiben wurden mit 50 pLpfen einer 50.000 Sporangien/ml Suspension inoftulie
Pilzliche Strukturen wurden mittels Anilinblau gef&i Nekrotische Bereiche verféarben sich hierbeiubc
MafRstabsbalken entspricht 250 um. Die Aufnahmepgerereprasentative Ausschnitte zu den angegebenen

Zeitpunkten.
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Die Anfalligkeit von "Shiraz’, welcher fur die litfiationen verwendet wurde, gegen den Falschen
Mehltau war sowohl makroskopisch wie auch mikros&dp vergleichbar mit der Anfalligkeit von
‘Lemberger” welcher fir die Genexpressionsstudieerwendet wurde Abbildung 4.16).
Mikroskopisch zeigte sich in der asexuellen Entlinlg des OmyceteR. viticola 24-72 Stunden
nach Infektion (hpi) zwischen "Lemberger” und "Reg@och kein Unterschied. Daher wurden zur
Veranschaulichung Bilder von vier bis zehn Tagerchndnokulation fur die Féarbung und
anschlie3ende Mikroskopie verwendébbildung 4.8).

Bei der Etablierung der Infektion von Weinreben Ritviticola konnte gezeigt werden, dass eine
Inokulation von Blattscheiben mittels eines 50 pbpfens einer 50.000 Sporangien/ml Suspension
mit einer Auswertung des Infektionsgrades siebegeTaach Inokulation reproduzierbare und

eindeutige Ergebnisse hervorbrachte.

4.1.4.3 Nachweis der gesteigerten Resistenz gegPrasmopara viticola nach

Transformation der VRP1 Rezeptoren in Weinrebenblattern

Zum funktionellen Nachweis devRP1 Rezeptoren bei Befall miP. viticola wurden die VRP1
Konstrukte zunéchst transient in Weinrebenblatteansformiert und anschlielend der Unterschied
nach Infektion mit Falschem Mehltau ausgewertett Milfe der Agrobakterien-vermittelten
Vakuuminfiltration konnten die VRP1 Konstrukte ts@nt in Blattern von Gewachshausreben
exprimiert werden. Uber die Messung dE&US Aktivitat konnte bestatigt werden, dass die
Transformationseffizienz in den verwendeten Pflanzergleichbar warAbbildung 4.9A). Dariiber
hinaus konnte die Induktion d&RP1 Gene in den infiltrierten Pflanzen Uber gPCR Magsm
verifiziert werden Abbildung 4.9B). Die Infektion der nicht infiltrierten "Shiraz” dttrollpflanzen
zeigte im Vergleich zu den GFP (Mock) infiltriert&flanzen keine Auswirkung auf die Resistenz.
Lediglich die Transformation mit VRP1-3 brachteessehr signifikante Verbesserung der Resistenz
nach Infektion mit Falschem MehltavAlfbildung 4.9C). Die Resistenzsteigerung durch die
Expression von VRP1-3 lie sich hier deutlich dushe etwa 50 % geringere Sporulationsrate
erkennen. Die Transformation mit VRP1-1 und VRPhAeRvirkte eine Verringerung der Sporulation

um knapp 10 %, was statistisch bereits als sigmifilangesehen werden konnte.
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Abbildung 4.9: Auswertung der Infektion verschiederer Weinreben mit Plasmopara viticola.

Zehn Wochen alteVitis vinifera cv. “Shiraz" Pflanzen wurden mittels Agrobaktenenmittelter
Vakuuminfiltration mit den angegebenen Genen tiamsiert und Blattscheiben fiinf Tage nach Infiltoatimit
50 ul Tropfen einer 50.000 Sporangien/ml Suspensgiokuliert. Sieben Tage nach Inokulation wurdep di
Sporangien von den einzelnen Blattscheiben hemgeteaschen und mittels eines Hamozytometers audgezah
(A) Vergleich der Transformationseffizienzen Gber Mew deiGUS Aktivitat.

(B) Messung der relativeWRP1 Genexpression mittels gPCR unter Verwendung geifsgeher Primer,
normalisiert zum konstitutiv exprimierten Haushgéts VV\vUbiquitinl und relativ zur Infiltrationskontrolle (GFP
Infiltration).

(C) Die Anzahl Sporangien wurde pro Blattscheibe tlenet.

Balken repréasentieren den Mittelwert von drei urdadgfigen Experimenten mit jeweils 6 individuelletaRfen
(18 Blattscheiben) mit Angabe der Standardabweighltontrolle Shiraz, nicht infiltrierte Kontrollpdinzen;
GFP, GFP (Mock) infiltrierte Pflanzen; VRP1-1/2/8ansgene transient VRP1 exprimierende Weinreben;
* p <0,05* p<0,01

Die ektopische Expression der drei VRP1 Konstruktdttels Agrobakterien-vermittelter
Vakuuminfiltration in Weinrebenblattern der anfgéh Rebsorte "Shiraz” zeigte, dass die beiden Gene
VRP1-1 und VRP1-2 eine etwa 10 %-ige und VRP1-&aeeine 50 %-ige Resistenzsteigerung gegen

P. viticola hervorrufen konnte.
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4.1.5 Funktioneller Nachweis der VRP1 Rezeptoren gegen
Hyaloperonospora arabidopsidis Infektion durch  stabile

Transformation in Arabidopsisthaliana

Zusatzlich zum funktionellen Nachweis Uber die $iante Transformation in Weinreben, wurden im
letzten Schritt Versuche zur funktionellen Charekterung der VRP1 Proteine nach stabiler
Transformation in Arabidopsis durchgefiihrt. Der §@koMs-0 (Moscow Wildtyp) verfiigt in seinem
Genom Uber RPW8 Gene und zeigt eine Resistenz gegen ein breitektidm von Pathogenen wie
den Mehltauerregern. Im Okotyp Col-0 (Columbia Wijft) sind die beideiRPW8 Gene durch ein
HR4 (Hypersensitive Response) Gen ersetzt. Dies istemi Grund dafiur, dass die Pflanzen sehr
anfallig fur viele verschiedene Pathogene wie deht& Mehltau sind (Xiao et al. 2004). Zur
funktionellen Charakterisierung wurden daher MBP1 Gene uber Floral-Dip stabil in Col-0
transformiert. Die verwendeten VRP1 exprimierendeimien zeigten keine phanotypischen
Veréanderungen zum Col-0 Wildtyagbildung 4.10).

Ms-0 Col-0 VRP1-1 VRP1-2 VRP1-3

Abbildung 4.10: Fotografische Aufnahmen von 4 Woche alten Arabidopsis thaliana Pflanzen vor der
Inokulation mit H. arabidopsidis und B. cinerea.

Bilder wurden mit einer Canon EOS 600D (Canon) eafgnmen. Die verschiedenen transgenen Linien zeigte
keine offensichtlichen Veranderungen des Phanaty@érgleich zu den Wildtyp Kontrollpflanzen.

Col-0, Columbia Wildtyp; Ms-0, Moscow Wildtyp; VRPWZ2/3, transgene stabil VRP1 exprimierende
Arabidopsis Pflanzen

In einer anschlielRenden Infektion der Arabidops$iaren mit dem zur Weinrebe analogen Pathogen
fur den Falschen MehltaiH{al operonospora arabidopsidis) konnte gezeigt werden, dass lediglich
eine VRP1-3 Expression eine Steigerung der Registewirkte Abbildung 4.11A). Die Resistenz in
der stabil VRP1-3 exprimierenden Linie konnte urst f&0 % im Vergleich zum elterlichen Wildtyp
Col-0 gesteigert werden. Die Kontrolle mit dem stmmten Ms-0 Wildtyp zeigte nur minimale
Anzeichen einer Infektion. Die Expression der &W&P1 Proteine in den transgenen Arabidopsis
Linien wurde zur Kontrolle mittels qPCR gemessenl lonnte als vergleichbar bestatigt werden
(Abbildung 4.11B).
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Abbildung 4.11: Auswertung der Infektion VRP1 transformierter Arabidopsis Pflanzen mit
Hyaloperonospora arabidopsidis (NOCO) im Vergleich zu den Wildtypen.

Zwei Wochen altéArabidopsis thaliana Pflanzen wurden mit einer 50.000 Sporangien/m| 8asion bespriiht.
Sieben Tage nach Inokulation wurden die Sporangien 50 Pflanzen heruntergewaschen und mittels
Hamozytometers ausgezahlt.

(A) Die Anzahl Sporangien wurde pro g Blattmateriddzhnet.

(B) Messung der relative’WRP1 Genexpression mittels qPCR unter Verwendung geifggmher Primer,
normalisiert zum konstitutiv exprimierten Haushgd#ts AtActin und relativ zur Expression im Wildtyp Col-0.
Balken reprasentieren den Mittelwert von drei uigadgfigen Experimenten mit jeweils 50 Pflanzen migaipe
der Standardabweichung. Col-0, anfélliger Wildtyys-0, resistenter Wildtyp; VRP1-1/2/3, transgenabit
VRP1 exprimierende Arabidopsis Linietf; p < 0,01.

Die stabile Expression der drei VRP1 Konstrukteanfalligen Arabidopsis Wildtyp Col-0 mittels
Floral-Dip zeigte, dass die beiden Proteine VRRIntl VRP1-2 keinen Einfluss auf die Infektion
hatten, aber VRP1-3 eine 70 %-ige ResistenzstaigegegerH. arabidopsidis (Falscher Mehltau an
Arabidopsis) hervorrufen konnte. Dies bestéatigte #@irgebnisse der transienten Expression in
Weinrebenblattern, welche fir VRP1-3 eine 50 %Rgsistenzsteigerung gegenviticola (Falscher

Mehltau an Weinreben) brachte.
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4.2 Charakterisierung von Transkriptionsfaktoren der

Pathogenabwehr aus der Weinrebe

In Vorarbeiten des Kooperationspartners am JKIb&aingen wurden Genexpressionsanalysen der
resistenten Rebsorte "Regent” im Vergleich zurligda Rebsorte "Chardonnay” nach Inokulation
mit Echtem Mehltau auf Qiagen VitisGeneChip Micrags mit ca. 14.000 reprasentierten
Transkripten der Weinrebe durchgefihrt. Hierbeideur etwa 100 mehr als zweifach induzierte Gene
in der fruhen Resistenzantwort identifiziert. Hienv wurden 27 Gene mittels qPCR in ihrer
Expression bestatigt und in funktionelle Klassemgeteilt (Welter, 2008). Darunter befanden sich
Transkriptionsfaktoren sieben verschiedener Getiiami(Tabelle 4.3, hoch induzierte PR
(pathogenesis related) Gene und weitere Gene die hier nicht nédher untbtsvurden. Die ORFs aller
TFs wurden vergleichend aus "Lemberger” und "Régamplifiziert und sowohl untereinander als
auch mit dem Modellgenom von “Pinot noir" PN4002¥% der NCBI Datenbank verglichen
(Tabelle 4.9.

Tabelle 4.2: Vergleich der Lange der Transkriptiongaktoren auf DNA (bp) - und Proteinebene (AS)

TF ‘Lemberger” "Regent’ “Pinot noir’
Allel A | AllelB | AllelA | Allel B PN40024
MYB15 [762bp | - 762bp | - 762 bp
(TC42111) 253 AS | - 253 AS | - 253 AS
WRKY7 |[570bp | - 570 bp - 570 bp
(TC42321) 189 AS | - 189 AS | - 189 AS
WRKY33 (1659 bp| - 1659 bp| - 1659 bp
(TC47186) 552 AS | - 552 AS | - 552 AS

WRKY57 |1005 bp| 1011 bp| 759bp| 1011bp 1011 bp
(TC46952) 334 AS | 336 AS | 252 AS| 336 AS| 336 AS

ERF1 462 bp | - 462 bp - 549 bp
(TC50306) 153 AS | - 153 AS | - 182 AS
ERF5 828 bp | - 834bp | 834bp| 834bp
(TC54435) 275 AS | - 277 AS | 277 AS| 277 AS
CZF1 2070 bp| - 2070 bp| - 2070 bp
(TC54167)689 AS | - 689 AS | - 689 AS
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Die Familie der MYB Faktoren verfiigt Gber eine hiomhservierte DNA Bindedoméne und eine
MYB Doméne. Bei MYB15 zeigten sich acht Basenaustausche (SNPs) die =z&r vi
Aminoséaureaustauschen aul3erhalb aller beschrielfan&honalen Bereiche der MYB TF Familie
fuhrten.

Charakteristisch fur TF der WRKY Familie sind digchkonservierten WRKY Doméanen (W-Boxen).
Anhand der Anzahl an W-Boxen werden die WRKY Fadtoin verschiedene Klassen eingeteilt.
WRKY7 und WRKY57 gehorten zur WRKY Klasse I, da sie lediglich tlene WRKY Doméne
verfligen. BeiWRKY7 konnten keine Unterschiede zwischen "Lemberged URegent” gefunden
werden. FUMVRKY57 konnten jeweils zwei verschiedene Allele kloniestrden. Auf Grund einer
Deletion von sechs bp ist das Allel A von "Lembergen zwei Aminosauren (AS) verkirzt. Eine von
drei vorhandenen SNPs fihrte beim Allel A von 'Regezu einem Stop-Codon und somit zur
Verkirzung um 84 AS. Die WRKY Domaéne blieb hierbdlierdings erhaltenWRKY33 gehdrt zur
WRKY Klasse |, da hier zwei WRKY Doméanen detektiestrden konnten. Auch hier konnte kein
Unterschied zwischen "Lemberger” und "Regent” éssédit werden.

ERF TFs kdnnen mittels der AP2 Doméane an die DNA Rmomotoren binden. B&ERF1 zeigte sich,
dass dieser im Modellgenom falsch annotiert wurde our 153 statt 182 AS lang war. Zwischen
‘Lemberger” und "Regent” konnten sechs SNPs ideettfwerden, die lediglich zum Austausch einer
einzelnen AS aufRerhalb der charakterisierten ERFdpen fihrte. FUERF5 wurde zunéchst
angenommen, dass fur "Regent” zwei verschiedemteAdloniert wurden. Auf Grund der GréRe der
ERF5 Familie in Wein und der hohen Homologie (> 90 %beweinander (Licausi et al., 2010) konnte
jedoch festgestellt werden, dass es sich bei denktbniertenERF5 TFs hdchstwahrscheinlich um
drei verschiedenERF TFs handelte. Die genauen Unterschiede wurdenkKooperationspartner am
JKI, Siebeldingen weiter untersucht (DissertatioMbser, 2014).

Die Familie der CZF1/ZFAR1 TFs zeichnet sich dudi@ Zink Finger Doméne @€;) aus. Beim
CZF1 konnten sieben SNPs gefunden werden, die zu \ieAAstauschen aul3erhalb der Zink Finger
Domane fuhrten.

In der bioinformatischen Analyse zeigten sich narigge Unterschiede in den Sequenzen der TF
beim Vergleich zwischen der anfalligen Rebsortemhberger” und der resistenten Rebsorte "Regent’,
die in keinem Fall einen Unterschied innerhalb ebarakterisierten funktionalen Doméanen der TFs

zeigten.

4.2.1 Vergleichende Analyse von Pathogen-induzierten Proatoren

Da sich nur minimal Unterschiede in den ORFs des EEigten, sollten im Kooperationsprojekt
zusatzlich alle Promotoren vergleichend aus deddneRebsorten kloniert werden, um die Ursachen

der unterschiedlichen Genexpression zwischen dédlligen und der resistenten Rebsorte zu

46



Ergebnisse

untersuchen. Alle Promotoren wurden vom Kooperapantner am JKI, Siebeldingen kloniert und

analysiert. Es wurden jeweils beide Allele von leeidRebsorten kloniert und verglichen (Dissertation
T. Moser, 2014). Aus allen hoch induzierten Genen\tbrarbeiten des Kooperationspartners wurde
der Promotor desPathogenesis related 10.1 (WPR10.1) Gens fir die weiteren Experimente

ausgewahlt, da dieser Uber eine Vielzahl gisrElementen fur TF der untersuchten Familien (MYB,
WRKY, ERF, CZF) verfugteAbbildung 4.12).

Lemberger - Allel A

IMYEB-Bindestelle (AACGSE, YAACKS,

CNGTTR, CAACGG) MYEB-Bindestelle (TAACAAA)

T WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC) T MY B-Bindestelle | COWALC)

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

Lemberger - Allel B
MY B-Bindestelle (AACGS, YAACKG,
CNGTTR, CAACGG)

I WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC)

Elicitor-responsives Element

T MY B-Bindestelle (ACCWWCT) (TTCGACC) T MY B-Bindestelle | COWALC)
T T T T T T
-2534 -2034 -1534 1034 534 34
Regent - Allel A

MY B-Bindestelle (AACGS, YAACKG,
CNGTTR, CAACGG)

WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC)

I Elicitor-responsives Element

T Y EB-Bindestelle (ACCW W) (TTCEACC) T MY EB-Bindestelle | CCWALC)
-2534 2034 -1534 -1034 534 -34
Regent - Allel B

WREY-Bindestelle (TTGAC, TGAC,
TGACT, TGACY)
IMYE-Bindestelle (GGATA)

Ethyler-responsives Element

(AWTTCAAA)

I Y B-Bindestelle (ACCWW T

T MY B-Bindestelle (AACCTAA) T MY E-Bindestelle (\WAACCA)

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

Abbildung 4.12: Darstellung dercis-regulativen Elemente firVvPR10.1 (Dissertation T. Moser, 2014)

Die Bindestellen von MYB (orange) und WRKY (lila)ranskriptionsfaktoren, sowie Elicitor- (blau) und
Ethylen- (griin) responsiven Elementen fir die veiestenen Allele de¥vPR10.1 Promotors vorVitis vinifera
cv. "Regent” und "Lemberger” wurden mittels PlarREA a plantcis-acting regulatory element database

silico vorhergesagt.
Die Unterschiede der Pathogen-induzierten Promoteverden vom Kooperationspartner am JKI,

Siebeldingen untersucht (Dissertation T. Moser,420Der Promotor de¥vPR10.1 Gens wurde fir

die weiteren Untersuchungen ausgewabhilt.
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4.2.2 Induktion des VVPR10.1 Promotors durch verschiedene

Transkriptionsfaktoren

Zur Klarung der Aktivierung degvPR10.1 Promotors nach Pathogenbefall wurde die Induzikdia
desVWPR10.1 Promotors durch alle genannten THalgelle 4.9 untersucht. Hierzu wurde der Dual
Luciferase Assay nach biolistischer Cotransfornmaties Luciferase Reporterkonstrukts zusammen
mit den einzelnen TFs in Suspensionszellen der dgkebsChardonnay” durchgefihrt. DéwPR10.1
Promotor wurde zuséatzlich alleine transformiert dim Hintergrundaktivitat zu vergleichen. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass der Promotor des ARelson "Regent” eine etwa dreimal hohere
Hintergrundaktivitat als die anderen drei Promatoraufwies Abbildung 4.13A). Da keine
signifikanten Unterschiede in der Induzierbarkeitisthen den Allelen A und B gezeigt werden
konnte, sind in deAbbildung 4.13C die Mittelwerte der beiden Allele angegeben. Diktivitat
wurde als Verhéltnis der Firefly Luciferase unteorirolle desVwPR10.1 Promotors zur Renilla
Luciferase unter Kontrolle des 35S Promotors zuntikalle der Transformationseffizienz berechnet.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Hinterdaktivititen der verschiedenen
Promotorvarianten auf eins normalisigkbpildung 4.13C).

Als Negativkontrolle wurde der T®WMYBF1 verwendet, der fur die Regulation der Flavonolsgse
verantwortlich ist (Czemmel et al., 2009), abethhian der Pathogenabwehr beteiligt ist. Es konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression diesestailigten TFs bereits eine stressbedingte
zweifache Induktion des Promotors hervorruft. Undén anderen Versuchen sicherzugehen, dass es
sich um eine spezifische Induktion des Promotorsdbl, wurde daher der Schwellenwert auf eine
etwa dreifache Induktion festegelegt. Dies war dlle vier Promotorvarianten nur fur die TFs
WRKY33, ERF5 und CZF1 nachweisbar Abbildung 4.13C), weshalb diese drei Faktoren fir die

weiteren Untersuchungen ausgewahlt wurden.
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Abbildung 4.13: Induktion des VvPR10.1 Promotors der anfélligen Rebsorte ‘Lemberger” undder
resistenten Rebsorte "Regent” durch verschiedene dmskriptionsfaktoren (teilweise in Merz et al., 2014)

WPR10.1 wurde ohne und mit den genannten TFs durch PHxtiktbardment transient in Suspensionszellen
von Vitis vinifera cv. "Chardonnay” cotransformiert. 48 h nach dean$formation wurden die Zellen
aufgeschlossen und die Aktivitat der beiden Luei$en (Firefly (Fi) unter Kontrolle déé&/PR10.1 Promotors
und Renilla (Re) unter Kontrolle des 35S Promotgesinessen. Die Zahlen zeigen die relative Indukdies
VWPR10.1 Promotors durch die auf der x-Achse genannten Jé&aer Transformationsansatz enthalt das Renilla
Luciferase Plasmid pRLuc zur Normalisierung demsfarmationseffizienz.

(A) Hintergrundaktivitat der verschieden¢wPR10.1 Promotor Allele aus "Lemberger” und "Regent’.

(B) Zum Ausschluss der unspezifischen Induktion voon®toren wurden als Negativkontrolle die starksten
TFs auch auf derdvFLS Promotor getestet. Zuséatzlich wurde der speziéidolduktor VVMYBF1 mitgetestet.

(C) Induktion desWPR10.1 Promotors durch die genannten TFs. Die Hintergautiditdt des VvPR10.1
Promotors wurde auf eins gesetzt (blau). VVMYBFant# als unbeteiligter TF als Negativkontrolle (@rirFs

die den Promotor nicht spezifisch induzieren konrfsehwarz) und die induzierenden TFs (rot).

Die Balken reprasentieren den Mittelwert von dremalbhangigen Bombardments mit Angabe der
Standardabweichung. Die gestrichelte Linie stadh &chwellenwerte fir eine spezifische Induktion da

Mit Hilfe des Dualen Luciferase Assays nach bislidter Cotransformation der TFs mit dem
WPR10.1 Promotor in Suspensionszellen der Rebsorte "Chaedd konnten die drei TFs
VWWRKY33, WERF5 undWCZF1 als Induktoren degvPR10.1 Promotors identifiziert werden.
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4.2.3 Analyse der ektopischen Expression ausgewahlter Tngkriptions-
faktoren mit anschlieR3enderPlasmopara viticola Infektion in der

Weinrebe

Im nachsten Schritt sollte die Funktion der drdugdenen TFs wahrend der Infektion der Weinrebe
mit Falschem Mehltau untersucht werden. Zur fumidleen Charakterisierung der ausgesuchten TFs
wurden diese daher zunachst mittels Agrobaktereamittelter Vakuuminfiltration transient in
Weinrebenblatter transformiert. AnschlieRend wurdienBlatter in Blattscheibeninfektionstest auf die
veranderte Resistenz gegenuber dem Pathogen hiersuciit. Zur Kontrolle wurden nicht
transformierte Pflanzen der Rebsorten "Lembergaed Shiraz” verwendet. Diese zeigten keinen
Unterschied zu den GFP (Mock) infiltrierten Weireeb Zum besseren Vergleich des
Resistenzniveaus wurde die nicht transformiertesterste Rebsorte "Regent” verwendet, welche nur
eine sehr geringe Infektion zeigtébpildung 4.14C). Die GUS Aktivitat zur Bestatigung der
Transformationseffizienz war bei allen transforrt@ar Pflanzen vergleichbaAbbildung 4.14A).
Uber gPCR Messungen mittels genspezifischer Prirkennte zuséatzlich die spezifische
Uberexpression der einzelnen TFs in den jeweiligamsformierten Pflanzen bestétigt werden
(Abbildung 4.14B). Die Uberexpression der TFs fuihrte BeIWRKY33 und WERF5 aus "Regent” zu
einer Verbesserung der Resistenz gegenBbdticola, bei VWMYB15 zu einer Verschlechterung der
Resistenz und hatte be/wCZF1 keinen Einfluss auf die Abwehr des Falschen Melta
(Abbildung 4.14C).
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Abbildung 4.14: Auswertung der Infektion verschied@er Weinreben mit Plasmopara viticola (teilweise in
Merz et al., 2014)

Zehn Wochen alteVitis vinifera cv. “Shiraz" Pflanzen wurden mittels Agrobaktenenmittelter
Vakuuminfiltration mit den angegebenen Genen ti@nsiert und Blattscheiben nach funf Tagen mit 50 pl
Tropfen einer 50.000 Sporangien/ml Suspension ilef#u Sieben Tage nach Inokulation wurden die
Sporangien von den einzelnen Blattscheiben hemgeteaschen und mittels Hamozytometers ausgezahilt.

(A) Vergleich der Transformationseffizienzen Gber Mew deiGUS Aktivitat.

(B) Messung der relativefiF Genexpression mittels gPCR unter Verwendung gerfsgher Primer, korrigiert
zum konstitutiv exprimierten Haushaltsg&fvUbiquitinl und normalisiert zur Infiltrationskontrolle (GFP
Infiltration).

(C) Die Anzahl Sporangien wurde pro Blattscheibe tienet.

Balken repréasentieren den Mittelwert von drei urdadgfigen Experimenten mit jeweils 6 individuelletaRfen
(18 Blattscheiben) mit Angabe der Standardabweighulontrolle Lem / Reg / Shi, nicht infiltrierte
‘Lemberger” / "Regent” / “Shiraz” Kontrollpflanz&#P, GFP (Mock) infiltrierte Pflanzen; Lem, “Lember;
Reg, "Regent’; A, Allel A; B, Allel B**, p < 0,01.

Die Uberexpression von VVMYB15 fiihrte zu einer Braig der Sporulation und somit zu einer
gesteigerten Anfalligkeit gegen den Falschen MehlEne starke Expression da&RKY33 hingegen
reduzierte die Sporulation um etwa 70 % und kormaunit die Resistenz signifikant steigern. Das
Resistenzniveau lag hier nur noch knapp Uber demrestenten Rebsorte "Regent’, die zur
Veranschaulichung in dé&bbildung 4.14C mit eingefiigt wurde. BEERF5 zeigte sich, dass der TF
aus ‘Lemberger” nur einen sehr geringen Einflu¢sli@uResistenzantwort hatte. Im Gegensatz dazu

konnten aber die beiden Allele A und B aus 'Regbaife die Resistenz um 50-70 % steigern. Bei
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CZF1 hingegen zeigte sich, dass weder die Uberexpressi® TF aus ‘Lemberger” noch aus "Regent’
einen Einfluss auf die Resistenz hatte. Auf Gruresel Ergebnisse wurden die TWRKY33 sowie
ERF5 noch n&her untersuchERF5 wurde vom Kooperationspartner am JKI, Siebeldingen
charakterisiert (Dissertation T. Moser, 2014).

Zusammengefasst konnte durch transiente ExpresionTFs mittels Agrobakterien-vermittelter
Vakuuminfiltration in Weinrebenblattern der anfgé#n Rebsorte "Shiraz” gezeigt werden, dass die
Uberexpression VORVWRKY33 und WERF5 eine Steigerung der Resistenz geBesiticola um bis

zu 70 % bewirken konnte.

4.2.3.1 Untersuchung der zeitabhangigen VWRKY33 Expression in

infiltrierten Weinreben und dem Einfluss auf die Resistenz

Da sich furWwWRKY33 eine wichtige Funktion in der Resistenz zeigterdeuder Versuch in einer
Zeitreihe wiederholt. Der Einfluss des TF auf diesRtenz wurde zwischen 0 und 6 Tagen nach
Infiltration beobachtetAbbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Auswertung der Infektion mit Plasmopara viticola nach Infiltration der Weinreben mit
verschiedenen Konstrukten(Merz et al., 2014)

Zehn Wochen alteVitis vinifera cv. “Shiraz" Pflanzen wurden mittels Agrobaktenenmittelter
Vakuuminfiltration mit den angegebenen Genen tramsiert und Blattscheiben zwischen null und secageh
mit 50 ul Tropfen einer 50.000 Sporangien/ml Susfaninokuliert. Sieben Tage nach Inokulation wurdiée
Sporangien von den einzelnen Blattscheiben hemgeneaschen und mittels Hamozytometers ausgezatdt. Di
Anzahl Sporangien wurde pro Blattscheibe berechiBatlken reprasentieren den Mittelwert von drei
unabhéngigen Experimenten mit jeweils 6 individerell Pflanzen (18 Blattscheiben) mit Angabe der
Standardabweichung. Kontrolle, nicht infiltrierteodrollpflanzen; GFP, GFP (Mock) infiltrierte Pflzen;
WRKY 33, WWRKY33 infiltrierte Pflanzen.
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Die Ergebnisse bestatigten, dass es auch im peitlic/erlauf keinen signifikanten Unterschied
zwischen nicht infiltrierten und GFP (Mock) infierten Pflanzen gab. In daAWRKY33 infiltrierten
Pflanzen zeigt sich beginnend ab drei Tagen naifdkration eine stetige Reduktion der Sporulation.
Am Tag funf nach der Infiltration erreicht die R&seinz ein Maximum mit einer Reduktion der
Sporulation um etwa 70 %. Zusatzlich wurde in defiltilerten Blattern die Expression von
VWWRKY33 wie auch des ZielgengvPR10.1 mittels gPCR gemesseAlbildung 4.16). Die nicht
infiltrierten Kontrollpflanzen zeigten keine sigikidnte Expression der beiden Gene. Bei den GFP
(Mock) infiltrierten Pflanzen war stressbedingt kdithter Anstieg der Genexpression zu verzeichnen.
In den WRKY33 infiltrierten Pflanzen zeigte sich, dass zunadhes TransgeWvWRKY33 bis zu
30-fach exprimiert Abbildung 4.16, schwarze Balken) und anschlielend das endogesigemi
WPR10.1 bis zu 90-fach induziert wurdeAlgbildung 4.16, graue Balken).
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Abbildung 4.16: mRNA Expressionsprofil von VWWRKY33 und VVPR10.1 in infiltrierten Weinreben
(Merz et al., 2014)

Zehn Wochen alte Vitisvinifera cv. "Shiraz" Pflanzen wurden mittels Agrobaktenenmittelter
Vakuuminfiltration mit den angegebenen Genen tiamsiert und die Blatter zwischen null bis sechs drag
nach Infiltration zur Isolation der RNA aufgesctien. Die Genexpressionen wurden mittels gPCR Uber
genspezifische Primer bestimmt und gegen das HhsgeaVvUbiquitinl normalisiert. Balken représentieren
den Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenteib jeweils 6 individuellen Pflanzen mit Angabe der
Standardabweichung. Kontrolle, nicht infiltrierteoitrolipflanzen; GFP, GFP (Mock) infiltrierte Pflzen;
WRKY 33, VWWRKY33 infiltrierte Pflanzen.

Mittels der Zeitreihe konnte zusatzlich gezeigt desr, dass die Expression v&WWRKY33 nach
Infiltration von Tag 1 bis Tag 4 nach Infiltratiokontinuierlich anstieg und nachfolgend eine
Erhdhung deMvPR10.1 Expression in den Pflanzen bis zum Tag 4 nachtrimtion messbar war. Dies
fuhrte zur kontinuierlichen Verbesserung der ResistgegenP. viticola. Auf Grund des hohen

Potentials zur Steigerung der Resistenz wiMddRKY33 noch genauer untersucht.
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4.2.3.2 Untersuchung derVVWRKY33 Expression in infiziertem Blattgewebe

und gesunden Beeren

Um die Relevanz vowvwWVRKY33 fir die Weinrebe und die Beerenentwicklumgvivo ndher zu
untersuchen, wurde zuerst ein Zeitprofil der Genesgion vonVWWRKY33 und seinem Zielgen
WPR10.1 in den Rebsorten "Lemberger” und "Regent” naotkiioh mit Falschem Mehltau tber
gPCR ermittelt Abbildung 4.17A,B). AnschlieBend wurde die Expression wahrend der
Beerenentwicklung der Rebsorte "Pinot noir” untehs{Abbildung 4.17C,D).
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Abbildung 4.17: Expression vonVVWRKY33 und VVPR10.1 wahrend der Infektion mit Falschem Mehltau
und der Beerenentwicklung(Merz et al., 2014).

(A,B) Zeitliches Profil der Transkriptmenge vof)(WWWRKY33 und B) VWPR10.1 wurde mittels qPCR unter
Verwendung genspezifischer Primer in Weinrebentléttzu den angegebenen Stunden nach Infektion
bestimmt. Expressionswerte wurden Kkorrigiert durdas HaushaltsgervvUbiquitinl (TC32075) und
normalisiert zur nicht infizierten Kontrolle (Moclknfektion). Die Balken zeigen die Messwerte vonidre
unabhéngigen gPCR Replikaten mit Angabe der Stdabtareichung.

(C,D) Transkriptmenge vonQ) VWWRKY33 und () WPR10.1 wurde mittels gPCR unter Verwendung
genspezifischer Primer bestimmt und zum Haushailt&gglbiquitinl (TC32075) normalisiert. Die x-Werte
zeigen die Anzahl an Wochen nach Beginn der ReifBeerenhaut voWitis vinifera cv. "Pinot noir’. Die
Balken zeigen die Messwerte von drei unabhangig@RjReplikaten mit Angabe der Standardabweichung.
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Hierbei zeigte sich fiv¥WWVRKY33 eine fast 14-fache Induktion durch die Infektie@rdits nach sechs
Stunden in der resistenten Rebsorte "Regent’. Ifélligen "Lemberger” hingegen konnte keine
Induktion tber den gesamten Zeitraum gemessen wéfdwildung 4.17A). Das ZielgerVvPR10.1
zeigte eine biphasische Induktion mit einer knapgfachen Expression bereits nach sechs Stunden
und einer spezifischen Induktion ab 48 Stunden nafgktion in der resistenten Rebsorte "Regent’.
Auch hier scheint die Induzierbarkeit in der anfgh Rebsorte "Lemberger” stark unterdriickt zu. sein
(Abbildung 4.17B). Wahrend der Entwicklung der Beeren lie3 sich Beginn der Beerenreife
(Véraison) eine sechs- bis achtfache Induktion WolVRKY33 nachweisen Abbildung 4.17C).
Zeitgleich fand auch eine 40-bis 60-fache Expmssides Zielgens WPR10.1 statt
(Abbildung 4.17D).

Alles in allem zeigten die Ergebnisse, dsg8/RKY33 und damit auch sein ZielgdfvPR10.1 in der
anfalligen Rebsorte "Lemberger” durch Pathogenbefaht induziert wurden. In der resistenten
Rebsorte "Regent” hingegen konnte eine frihe Esimresdes VWWRKY33 mit anschlieBender
Induktion des ZielgensWPR10.1 nachgewiesen werden. In den Beeren zeigte sicle ein

entwicklungsabhangige Expression der beiden Gegiatend mit der Beerenreife (Véraison).

4.2.3.3 Phylogenetische =~ Sequenzanalyse des  Transkriptionkfars
VVWRKY33

Zur Einordnung de$VWWRKY33 TF in die bereits publizierten WRKY TFs aus derilvebe und zur
Identifizierung des nachsten Homologs aus Arabidopsirde eine Sequenzanalyse durchgefiihrt.
Hierzu wurde zunachst ein Alignment der WRKY Pnogevorgenommen und auf Grundlage der
gesamten Proteinldnge ein Stammbaum erstabibi{dung 4.18A). Es lasst sich erkennen, dass
VVWRKY33 zusammen mit AtWRKY33 eine eigene Gruppleldi. Diese beiden Faktoren weisen
eine Homologie von uber 80 % Uber die gesamte itatge auf. Die beiden WRKY Domaéanen
zeigen sogar eine Homologie von dber 90 %bkildung 4.18B). Die wenigen bereits
charakterisierten WRKY TFs aus Wein wurden ebesfalldie Analyse mit einbezogen. AtWRKY33,
VVWRKY2 und VpWRKY2 gehoren zur Klasse | und wurdein ihre Funktion bei biotischem und
abiotischem Stress beschrieben (Zheng et al., 2d@id et al., 2007; Li et al., 2010). VWRKY1
gehort zur Klasse 1l und wurde nur unter biotisch®tress charakterisiert (Marchive et al., 2007).
VVWRKY17, VWWRKY11, VpWRKY11 gehdren auch zur KlasH und wurden nur flr abiotischen
Stress beschrieben (Liu et al., 2009; Liu et @112 Yu et al., 2013). VpWRKY1 gehort ebenfalls zur

Klasse Il und wurde fur biotischen und abiotiscBéiress beschrieben (Li et al., 2010).

55



Ergebnisse

i —s e
99 AtWRKY33

0.1

Klasse I: biotischer + abiotischer Stress
VWVRKY2

VpWRKY2
VWVRKY1 | Klasse II: biotischer Stress
VWVRKY17
100 VpWRKY11 | Klasse II: abiotischer Stress

100 VW/RKY 11

64

85

VpWRKY1 | Klasse ll: biotischer + abiotischer Stress

B

Domaéne 1

VVWRKY 33 RSDDGY NI TFPNOPTKKKVERSLEGHITEIVYKGTEISEPKPQPKRSS
AtWRKY33 KGEDGY N TEFPNOPTKKKVERSLEGQITEIVYKGSENEPKPQSTRRS
VVvWRKY?2 PADDGY NI THPSEPVKKKNERSLDGQVTEIIYKGQENEFQAPLPNKRA
VpWRKY2 PSADGY NIl ¢ TYSDEYAKKIECCDDSGQVIEIIYKSRENEDPPRKINCM
R — | | [
WRKY cC ¢ H H

INLSI

[ VKGSENPRSYYK

Domaéne 2

VVWRKY33 ILDDGY TSI-G--@PVRKHVERSSKDIRAVLTTYEGKEN-EDVPA
AtWRKY33 ILDDGY TTI-G-—-¢@PVRKHVERASHDMRAVITTYEGKIN—:DVPA
VVvWRKY2 LLDDGYRIINSYE®INVVKCGNPYPRSYYKETNP-G-—-[€NVRKHVERAATDPKAVITTYEGK:N—:DVPA

VpWRKY2 ISGDGYR|IN \WMVKGNPHPRNYYR@TSA-G-—@lPVRKHIETAIDNTSAVIITYKGI|ESD—:DMPV
VvWRKY1 ILDDGY <! TYK-D-—-@NVKKQVQRLSKDEEIVVTTYEGI|:T 5 PVEK
VvWRKY17 IPADEY S|z SSVRG--®PARKHVERAPDDPAMLIVTYEGERR—ESQTP
VpWRKY11l IPADEY S|isess SSMRG-—-@PARKHVERASDDPAMLIVTYEGEREIS3:SQVA
VVvWRKY11l IPADEY S|ijs8as 1 SSMRG-—-{¢PARKHVERASDDPAMLIVTYEGEEISH:SQVA
VpWRKY1 THKHDQGEOMATKQVOMTEEEPPMYKTTY - -—:GQE TCKS
— | I I
WRKY c c H H

Abbildung 4.18: Phylogenetischer Sequenzvergleichom publizierten WRKY Proteinen in der NCBI
Datenbank (nach Merz et al., 2014)

Alignments wurden mit Clustal Omega unter Verwergldar voreingestellten Parameter durchgefihrt.

(A) Der Stammbaum wurde mittels MEGA5 Software eltstéhventarnummern der verwendeten WRKY
Proteine: VWWRKY33, XP_002264974.1 (KF800706); AtW¥33, ASM34736.1; VWRKY2, AST46067;
VpWRKY2, ADD70008; VVWRKY1, AST90397; VVWRKY17, AC25182; VpWRKY1ll, AFV70622;
VVWRKY11, ACY25182; VpWRKY1, ACY69975; Der MaRstdimken reprasentiert 0,1 Substitutionen pro
Seite und die Bootstrapwerte basierend auf 1000i&égn sind an den Knotenpunkten angegeben.

(B) Alignments der Aminosauresequenzen von WRKY Rmeteder Klasse | und Il mit zwei bzw. einer WRKY
Domane. Licken (Striche) wurde fur die Optimieruteg Alignments eingefugt. Die hochkonservierte WBo
ist mit einer schwarzen Box und die potentiellenkZringer Liganden Motive (C-X4-C-X22-H-X1-H) mitrer
grauen Box hervorgehoben. NLS, Kernlokalisierurgyzsi.

Die phylogenetische Sequenzanalyse von VVWRKY33teeeine hohe Homologie zum bereits
charakterisierten TF AtWRKY33. Die WRKY Doméanen deereits beschriebenen TF aus der
Weinrebe wiesen eine hohe Konservierung auf. Aufllertter WRKY Domanen zeigte sich aber eine
sehr grol3e Varianz zwischen den einzelnen WRKY TFs.
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4.2.4 Funktioneller Nachweis von VVWRKY33 in Arabidopsis gegen
Infektion mit Hyaloperonospora arabidopsidis und Botrytis cinerea

Auf Grund der hohen Homologie von VVWRKY33 zu AtWRB3 wurden zum zusatzlichen
funktionellen Nachweis, neben der transienten BEsgomssystem in der Weinrebg, thaliana
wrky33-1 knock-out Mutanten stabil Gber die Floral-Dip Mede mitVWWRKY33 transformiert um
eine funktionelle Komplementierung zu erreichene Resistenzantwort auf die Infektion mit
Grauschimmel Botrytis cinerea) (Abbildung 4.20C) und Falschem MehltauHfal operonospora
arabidopsidis) (Abbildung 4.20D) wurde anschliel3end untersucht.

Es wurden drei transgene Linien mit geringer, eigi und hoher Expression des Transgens
VWWRKY33 in der qPCR selektiertApbildung 4.19). Die Expression wurden im Vergleich zum
Wildtyp Col-0 (Elternlinie) und dewrky33-1 Mutante analysiert.

0,181 o Transgen VWWRKY33
0,16 - @ Endogen AtWRKY33

0,14 -
0,12 -
0,10
0,08 -
0,06 -

0,04
0,02
0,00_ n.d. : n.d. : n.d. : nd. nd. : n.d.

W1.1-5 W3.3-2 W2.2-2 wrky33-1 Col-0

Relative WRKY33 Expression

Abbildung 4.19: Relative Genexpression der komplenmgierten Arabidopsis thaliana wrky33-1 knock-out
Mutante (nach Merz et al., 2014)

Die mRNA Level von WRKY33 (transgen und endogen)rdem mittels gPCR unter Verwendung
genspezifischer Primer gemessen und normalisientizaushaltsgeAtActin.

W1/2/3, unabhédngige komplementierterky33-1 Linien welche 35S:VVWRKY33 Uberexprimieren;
Col-0, anfalliger Wildtypwrky33-1, hoch anfallige knock-out Mutante, n.d. nicht #é&grbar

Die wrky33-1 Mutante zeigte im Vergleich zu Col-0 eine erhthndalligkeit gegen Falschen Mehltau
(Abbildung 4.19) und GrauschimmelAbbildung 4.20C). Die transgene Linie W1.1-5 zeigte eine
vergleichbareWRKY33 Expression wie der Wildtyp Col-0 und konnte diesR&nz des Wildtyps
wiederherstellen. Die beiden starker exprimierentieansgenen Linien zeigten sogar eine deutliche
Verbesserung der Resistenz als im Wildtyp Col-@ Bohe Expression von VWRKY33 in der Linie
W2.2-2 fiihrt sogar dazu, dass nur noch minimaleefaien einer Infektion sowohl bei Falschem

Mehltau wie auch Botrytis erkennbar warédbildung 4.20A,B).
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Abbildung 4.20: Komplementierung der Arabidopsis thaliana wrky33-1 knock-out Mutante mit
anschlielender Pathogeninfektiorfteilweise in Merz et al., 2014)

VWWWRKY33 spielt eine Rolle als positiver Regulator der Riesiz in Arabidopsis.

(A) Pflanzen wurden mB. cinerea durch Besprihen inokuliert und der Befall nach gérabeobachtet.

(B) Abgeloste Blatter von 4 Wochen alten Pflanzen dear mit Einzeltropfen einer 250.000 Sporangien/ml
B. cinerea Suspension infiziert. Bilder zeigen reprasentatigisionen nach 5 Tagen.

(C) LasionsgrofRe nactB. cinerea Infektion wurde mit der ImageJ Software analysidBlalken zeigen
Mittelwerte von 60 verschiedenen Blattern von 2fsghiedenen Pflanzen mit Standardabweichung.

(D) Zwei Wochen alteA. thaliana Pflanzen wurden mit einer 250.000 Sporangienkhlarabidopsidis
Suspension bespriiht. Sieben Tage nach Inokulativdem die Sporangien von 50 Pflanzen heruntergeweasc
und mittels Hadmozytometers ausgezéahlt. Die Anzagddr&hgien wurde pro g Blattmaterial berechnet. 8alk
reprasentieren den Mittelwert von drei unabhangigeperimenten mit jeweils 50 Pflanzen mit Angabe de
Standardabweichung.

Col-0, anfalliger Wildtyp;wrky33-1, knock-out Mutante; W1/2/3, unabhangige komplenaeeta wrky33-1
Linien welche 35S:VVWRKY 33 Uberexprimierenrky33-1, hoch anféllige knock-out Mutante.
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Alles in allem konnte durch die Komplementierung veky33-1 knock-out Mutante mitwvWRKY33
der Phénotyp des Wildtyps Col-0 bei der Infektionit niH. arabidopsidis und B. cinerea
wiederhergestellt werden. In zwei transgenen Linregiche eine starkere Expression WMWRKY33
aufwiesen, konnte sogar einer Verbesserung dersteagi erreicht werden, wodurch nur noch

vereinzelte Anzeichen einer Infektion zu erkennemen.
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5 Diskussion

Die steigende Nachfrage nach resistenten RebsQviéis vinifera ssp.vinifera) mit ausgepragter
Resistenz gegen eine Vielzahl verschiedener Patleogee den Falschen MehltatPlgsmopara
viticola) und den Echten MehltauEfysiphe necator), auf Grund des immer weiter steigenden
Pathogenbefalls, beschaftigt viele Zichter (lacetcal., 2013). Die meisten Forschungsprojekte
zielen auf die Kartierung und Pyramidisierung (Kamation verschiedener Resistenzregionen in
einem Genotyp) von Regionen eines quantitativenkMats (QTL - quantitative trait loci), welche
Uber genomweite Assoziationsstudien ermittelt war(féscher et al., 2004; Eibach et al., 2007; Riaz
et al., 2011). Die eigentliche Ursache fiir die Btesiz, also die Resistenzgene selbst, bleibendoei d
Anwendung der Kartierung und Pyramidisierung wégtelsend unerforscht.

In dieser Arbeit sollte daher ein Beitrag zur Esfdrung der Resistenzmechanismen in Weinreben zur
zukinftigen Verbesserung der Zichtung neuer redestéSorten geleistet werden. Es wurden hierflr
Rezeptoren zu Pathogenerkennung und Transkripéktusen auf ihre funktionelle Relevanz in der
Abwehr der Weinrebe gegen den Falschen Mehltaurtiersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression dégRP1-3 Rezeptors und der TR&WRKY33 sowie WERF5 und ihres potentiellen
ZielgensWPR10.1 in anfélligen Rebsorten zu einer gesteigerten &%t gegentber dem Falschen
Mehltau fuhrten.

5.1 Beteiligung der VRP1 Rezeptoren an der Resistenz gegen

Plasmopara viticola

Die Beteiligung der VRP1 Rezeptoren an der Resistmygen den Falschen Mehltau konnte mittels
Agrobakterien-vermittelter Vakuuminfiltration sowloim der Weinrebe, als tber Floral-Dip auch in
Arabidopsis gezeigt werden. Die transiente Trams&ion von VRP1-1 und VRP1-2 in
Weinrebenblattern konnte die Resistenz der Pflamsgen den Falschen MehltaR. {iticola) um
etwa 10 % steigern und die transiente Transformatan VRP1-3 bewirkte sogar eine Reduktion der
Sporulationsrate um gute 50 %\hbildung 4.9). Die stabile Transformation derRP1 Gene in
Arabidopsis zeigte keine phéanotypischen Auswirkind@ie ektopische Expression vdiRP1-1 und
VRP1-2 bewirkte hier nur eine minimale Resistenzsteiggruwohingegen die Expression V@RP1-3

die Resistenz gegen den Falschen Mehltduaiabidopsidis) sogar um 70 % steigern konnte
(Abbildung 4.11).
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5.1.1 Die in silico Analyse der VRP1 Rezeptoren zeigt charakteristis@h
Elemente fur CCz-NBS-LRR Resistenzproteine auf

Die vergleichende bioinformatische Analyse der VRRé&zeptoren aus der anfélligen Rebsorte
"Lemberger” und der resistenten Rebsorte "Regeitgfezkeinen Unterschied in der Priméarstruktur der
Proteine zwischen den beiden Rebsorten. Obwohlilgwehn verschiedene Klone sequenziert
wurden, konnte die Existenz eines zweiten Allels die beiden Rebsorten nicht ausgeschlossen
werden. Die Homologie der dr&RP1 Gene untereinander lag bei tGber 80MRP1-1 unterschied
sich auf genomischer DNA Ebene VORP1-2 und VRP1-3, da hier ein verlangertes Intron 1 sowie
ein zusatzliches Exon vorhergesagt wurdebbfldung 4.1). Auf Grund ihrer typischen
CC-NBS-LRR (Coiled Coil - Nucleotide Binding Sité_eucine Rich Repeat) Struktur dhneln alle drei
VRP1 Proteine einer Vielzahl von moéglichen NBS-LRRsistenzproteinen. Die beiden nédchsten
charakterisierten Homologe sind das Tabak MosaikvResistenzgeNRG1 (N requirement gene 1,
Peart et al., 2005) ausicotiana benthamiana (Tabak) mit 40 % Homologie und das Arabidopsis
Genprodukt vonADR1 (activated disease resistance), welches eine Resistenz gegeeronospora
parasitica und Erysiphe cichoracearum vermittelt, mit 31 % Homologie (Grant et al., 200®as
NbNRG1 Gen genauso wie andere homologe PflanzenresigieazzuVRP1 kodieren ebenso die
Unterklasse der CC-NBS-LRR typischen ResistenzpretéDangl und Jones 2001; Meyers et al.,
2003). Der groRte Unterschied lag bei VRP1-1 undP¥R in der Vorhersage einer Domane mit
hoher Homologie zu den RPW8 Proteinen aus Arabidopgr die Proteine RPW8.1 und RPW8.2 aus
Arabidopsis wurde gezeigt, dass diese eine allgeriaieite Resistenz gegen verschiedene Pathogene
hervorrufen (Xiao et al., 2001). Diese Doméne wutde VRP1-3 nur mit sehr schwacher
Ubereinstimmung detektiert und daher als nicht anden angeseheAlgbildung 4.2). Nach Collier
et al.,, (2011) werden jene chiméaren Resistenzpretals CG-NB-LRR Proteine bezeichnet und
deren Vorhandensein wird in allen hoheren PflarmérGrund von phylogenetischen Untersuchungen
postuliert. Es konnte gezeigt werden, dass be@p@se fUrNbNRG1 und AtADRL der N-terminale
Bereich (CR), mit hoher Homologie zu deRPW8 Genen aus Arabidopsis, alleine im Vergleich zu
den N-terminalen Bereichen von anderen Resisteerg€@C) bereits eine Resistenz hervorrufen
kann. Dies konnte durch transiente TransformatimereVielzahl von CC und GCDomanen in
Tabak gezeigt werden, da die Transformation derrg CQoménen alleine bereits eine
Hypersensitivitatsreaktion (HR) in Tabdk. ¢abacum) hervorriefen (Collier et al., 2011).
Im Weingenom sind bislang 233 Kopien von NBS-LRRtEiInen identifiziert worden (Velasco et al.,
2007). Von den NBS-LRR Proteinen wird im Allgemeinengenommen, dass sie an der Erkennung
spezifischer Pathogeneffektoren, den sogenanntéml@mnzproteinen (Avr), beteiligt seien und die
Abwehrantwort initiieren kdnnten (Ellis et al., ZD0DeYoung et al., 2006; Joshi et al., 2011). Es
wurden Aminosauresequenzen in den NBS RegioneWRe1 Peptide entdeckt, die einzigartig fur
die CC-NBS-LRR Klasse der Resistenzproteine sinén(Fet al., 2000). Aufgrund der
61



Diskussion

charakteristischen Motive in den Proteinsequenyaral konnte aul3erdem eindeutig die
Zugehdrigkeit von zwei der drei VRP1 RezeptorenGuuppe der C&NBS-LRR Proteine bestimmt
werden. Die C&NB-LRR Untergruppe wurde zuvor in verschiedenerbeften unterschiedlich
bezeichnet (nicht-TIR N4 oder CNL-A) und scheimezi der Vorfahren der Haupt CC-NBS-LRR
monophyletischen Gruppe zu sein (Cannon et al2;208@Hale et al., 2006; Meyers et al., 2003). Nur
vereinzelte CgNB-LRR Proteine wurden bis heute kloniert und fimkell charakterisiert obwohl
diese sich durch ihre charakteristischen Motive zgdhar von anderen NB-LRR Proteinen
unterscheiden (Chini und Loake, 2005). Die am Bestgersuchten Mitglieder dieser Gruppe stellen
NbNRG1 (Peart et al. 2005) und AtADR1 (Grant et, &#003; Chini et al., 2004) dar.
Interessanterweise wurde weder fir NRG1 noch fuRALDbeschrieben, dass diese in klassischer
Gen-fur-Gen Abwehrweise, welche fir Resistenzpnetaiharakteristisch ist, wirken (Collier et al.,
2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine klare Zuordndeg VRP1 Proteine zu den CC-NBS-LRR
Resistenzproteinen auf Grund charakteristischer @am durchgefihrt werden. VRP1-1 und VRP1-2
verfugten tiber groRe Ahnlichkeit zur Klasse der®IBS-LRR Proteine, wohingegen VRP1-3 eine
groRere Ahnlichkeit zu den verbreiteteren CC-NBSRLRroteinen aufwies. Die bioinformatische
Analyse der VRP1 Proteine zeigte, dass diese zewsatem anfélligen ‘Lemberger’ und dem
resistenten "Regent” konserviert zu sein schieBedem wurde eine Uber 80 %-ige Homologie der
drei VRP1 Proteine untereinander festgestellt. Aialichkeit zu dieser Klasse der Resistenzproteine
lieR eine Funktion wahrend der induzierten Resis{&TI) wie sie bereits fir NONRG1 (Peart et al.
2005) und AtADR1 (Grant et al., 2003) beschriebemden, vermuten.

5.1.2 Subzelluldare Lokalisation von VRP1L.GFP zeigte einen

intrazellularen Rezeptor im Cytoplasma

In Pflanzen fungieren Resistenzproteine vom Typ NBR meist als intrazellulare oder
Transmembran-Rezeptoren, welche Effektorproteine Rathogenen entweder direkt oder indirekt
Uber die Erkennung von Effektor-induzierten Modifilkonen anderer pflanzeneigener Proteine
erkennen. Die Aktivierung der Resistenzproteinenkaime ganze Bandbreite an Abwehrmechanismen
zur Folge haben, deren genaue molekulare Mechanisme Aktivierung und Ubersetzung in die
entsprechenden Abwehrreaktionen aber bislang batannt ist (Qi et al., 2013).

Die subzellulare Lokalisation der chiméaren VRP1iReszproteine die eine Fusion der allgemeinen
Resistenz (PTI) in Form der RPW8 Domane mit derzifgehen Resistenz (ETI) in Form der
CC-NBS-LRR Domanen darstellen, kdnnte weiteren ghifsss tiber die tatsachliche Funktion liefern.
Die subzellulare Lokalisation eines Proteins koralseeng verwandt mit seiner biologischen Funktion
gezeigt werden (Jensen et al. 2002). Fiur die RPW#eiRe aus Arabidopsis wurde eine

62



Diskussion

cytoplasmatische Lokalisation aufgezeigt (Xiaolgt2001). Die CC-NBS-LRR Proteine sind in ihrer

Funktion als Rezeptoren haufig mit der Plasmamemasaoziiert um eindringende Pathogene bereits
an der Aulienseite der Plasmamembran zu detekt{&lemore et al., 2013). Zur Vorhersage der

Lokalisierung wurden zunachst verschiedene Algoréh verwendet, welche auf Grundlage von
Datenbanken und Sequenzvergleichen Prognosen ubgliche charakteristische Motive abgeben

und damit Ruckschliusse auf die Lokalisation ziehen.

Durch die Verwendung von Algorithmen und verschremie Datenbanken wurde eine hohe

Wabhrscheinlichkeit fur die Lokalisierung aller dr&RP1 Proteine im Cytosol vorhergesagt

(Tabelle 4.7. Da aber zusatzlich auch ein Signalpeptid undn3m@embranbereiche identifiziert

wurden, liel3 sich eine Assoziation zum Endomemlystes nicht ausschlieRen.

Da die bioinformatische Analyse der VRP1 Rezeptokeme abschlieBende Auskunft tber die
subzelluléare Lokalisation der VRP1 Proteine gebemnnke, wurde die Lokalisation ndher untersucht.
Hierzu wurden zunachst N- und C-terminale GFP Fesioan VRP1 kloniert und die GFP
Fluoreszenzsignale mittels des konfokalen Mikroskoletektiert. Hierbei lie3en sich nur fur die
C-terminalen Fusionsproteine GFP Fluoreszenzsigadalektieren. Wie bereits bei Palmer und
Freeman (2004) gezeigt ist zu vermuten, dass deriNinale Markierung von Proteinen mit GFP die
Proteinlokalisation und Proteinfaltung nachteiligemflusst, wohingegen die C-terminale GFP
Markierung die Lokalisierung des nativen Proteinglten stort. Nur die C-terminalen
Fusionskonstrukte wurden daher zur LokalisationNieinreben Protoplasten nach Transformation
durch Elektroporation verwendet. Es wurde eine &wformation zusammen mit dem TM23-RFP
Marker fur die Plasmamembran (Brandizzi et al.,200der dem mRPF1-Marker fur das Cytosol
(Campbell et al., 2002) durchgefuhrt. Alle drei VRBFP Fusionsproteine zeigten eine klare
Ubereinstimmung mit dem mRFP1-Marker im Cytosol Benstoplasten Abbildung 4.3), wodurch
eine Lokalisation aller drei VRP1 Proteine im Cyagma gefolgert werden konnte.

Durch aktuelle Forschungsprojekte wird immer kladess NBS-LRR Proteine aus Pflanzen gezielt
zu bestimmten subzellularen Kompartimenten transgbiwerden kdnnen in Abhangigkeit davon, wo
die Effektoren detektieren wurden oder detektiegtden sollen. Zusatzlich wird beschrieben, dass
einige NBS-LRR Proteine nach der Erkennung der Kidfen relokalisieren kdnnen, was die
Unterschiede in den Stoffwechselwegen widerspieg@éimte (Qi et al., 2013). Neueste Versuche zu
den RPW8 Proteinen aus Arabidopsis zeigten ebenfdidss RPW8.2 nach Infektion gezielt zur
extrahaustoriellen Membran (EHM) des eindringendesthogens transportiert wird und dort
spezifisch die Abwehrreaktion initiiert (Wang et, &009). Es konnte sogar eine spezifische Sequenz
von 60 Aminosauren identifiziert werden, die fle drRelokalisierung essentiell ist und somit die
Existenz eines EHM-orientierten Membrantranspot&sys in Epidermiszellen von Arabidopsis

Blattern, welche mit Echtem Mehltau befallen wategweisen (Wang et al., 2013). Auf Grund dieser
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Ergebnisse soll in weiterfuhrenden Versuchen unbétswerden, ob eine Relokalisierung der VRP1
Proteine nach Befall mit Falschem Mehltau gezergtden kann.

Durch die transiente Transformation von VRP1:GFBidnsproteinen zusammen mit dem mRFP1-
Marker fir das Cytoplasma in Weinreben Protoplagmmte mittels konfokaler Mikroskopie eine
Lokalisierung fur alle drei VRP1 Proteine ohne Bgtninfektion intrazellular im Cytoplasma gezeigt
werden. Die Mdglichkeit der Relokalisierung der VIRProteine soll in weiteren Untersuchungen

geprift werden.

5.1.3 Pathogenbefall induziert VRP1 Expression in der resistenten

Rebsorte "Regent” nicht in "Lemberger’

In Vorarbeiten wurde nach Infektion der resistentdis riparia Selektion "Gloire de Montpellier” im
Vergleich zu der anfélligen Rebsorte "Riesling” mitviticola eine differentielle Genexpressions-
analyse durchgefthrt. In der Mikroarray Analyse iendie Rezeptorfamili®RP1 als hochreguliert

in der resistenten im Vergleich zur anfalligen Retesidentifiziert werden (Kortekamp et al., 2008).

In dieser Arbeit wurde die Funktion déRP1 Gene fur die Abwehr des Falschen Mehltaus untatsuc
Hierzu wurde die Genexpression der duftP1 Gene in Blattern von Gewdachshauspflanzen der
anfalligen Rebsorte "Lemberger” im Vergleich zwigenten Rebsorte "Regent” nach Infektion mit
P. viticola zu verschiedenen Zeitpunkten mittels gPCR analydts konnte zunéchst gezeigt werden,
dass alle dreMRP1 Gene in "Lemberger” und "Regent” vorhanden sindl teenskribiert werden
(Abbildung 4.4). In vorherigen Studien konnte gezeigt werdensda¥allige Rebsorten prinzipiell
die notwendigen genetischen Information zur Initirey einer Abwehrreaktion besitzen (Figueiredo et
al., 2012). Jedoch scheinen die Perzeption untivéigerleitung mittels der Signaltransduktionsketten
zwischen den Sorten zu variieren und somit in éigéil Rebsorten nicht in addquater Weise die
Abwehrmechanismen zu aktivieren, um eindringendehdegne abzuwehren. Eine weitere
Mdglichkeit ware die gezielte Blockierung der Abwetechanismen durch das eindringende
Pathogen. Hinzu kommt, dass die Erhéhung des bashkvels von Genen die in die
Abwehrreaktionen involviert sind, wie die PAL, Rrasen und Transkriptionsfaktoren in resistenten
Rebsorten wieV. vinifera cv. 'Regent” nahe legt, dass diese Rebsorten lgihere Fahigkeiten
aufweisen, Infektionen durch Pathogene abzuwelkigi€iredo et al., 2008).

Dies fuhrt zu der Hypothese, dass resistente R&hsovie 'Regent” in der Lage seien die
Abwehrreaktionen schneller und starker zu indunigfégueiredo et al., 2008). In Ubereinstimmung
mit dieser Hypothese konnte gezeigt werden, dass lmiuktion vonVRP1-1 zwar in beiden
Rebsorten nicht nachgewiesen werden konnte, abir @ne unterschiedliche Expression von
VRP1-2 und/oderVRP1-3 (VRP1-2/3). Diese beiden Gene konnten mittels qR@Rt verlasslich

voneinander unterschieden werden. Es konnte kendektion der VRP1-2/3 Expression in der
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anfalligen Rebsorte "Lemberger” wahrend der gesanmiektionsdauer nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu konnte bereits vier Stunden naehtiof (hpi) in der resistenten Rebsorte "Regent’
eine zweifache Induktion detektiert werden, welekén und 24 hpi zwei lokale Maxima mit einer
vierfachen und einer sechsfachen Induktion erreighbbildung 4.4). Es konnte somit eine schnelle
und starke Induktion d&rRP1 Resistenzgene nachgewiesen werden. Zusatzlichikenme Induktion
von mindestens zwei der dMRP1 Gene auch nach Infektion mit Echtem Mehlt&oyéiphe necator)

im resistenten "Regent” im Vergleich zum anfélligeeamberger” detektiert werden (Zyprian et al.,
unpubliziert).

Die Infektionsanalyse offenbarte eine verandertpré&ssion deVRP1 Gene im zeitlichen Verlauf
nach der Infektion. Ein klarer Unterschied in dexpEessionsstarke und Geschwindigkeit der
Induzierbarkeit deuten an, dass #igP1 Resistenzgene einen essenziellen Unterschied mvisder
resistenten Rebsorte "Regent” und der anféalligdrs&tte "Lemberger” bei der Pathogenwahrnehmung

und Signaltransduktion spielen kénnten

5.1.4 Transiente Expression der VRP1 Rezeptoren in Weink®n-
blattern verbessert die Resistenz gegd viticola

Zum funktionellen Nachweis der VRP1 Rezeptoren wumlindchst ein transientes homologes
Expressionssystems  Uber Agrobakterien-vermittelteakudminfiltration in  Blattern  von
Gewachshausreben verwendet. Zuséatzlich wurde aeRehd ein stabiles heterologes
Expressionssystem ber Floral-Dip Transformation\d@1 Gene in anfallige Arabidopsis Pflanzen
verwendet. Auch wenn in Arabidopsis Optimierungsliotiggeiten flr die Agrobakterien-vermittelte
Infiltration bestehen, ist ein Ausbleiben der Exgsien des Transgens in den transgenen Pflanzen
selten. Transformationseffizienzen von 80-90 % siblich (Kim et al., 2009). Ahnlich verhalt es sich
bei Tabak. Auch hier lassen sich problemlos remimthare Transformationseffizienzen von 80-90 %
erreichen (Sparkes et al., 2006). Die transienterdssion von Genen zur funktionellen Analyse in
Weinreben ist allerdings deutlich komplexer als #iepression in Arabidopsis oder Tabak. Die
publizierten Agroinfiltrationssysteme in Weinrebeerwenden immerin vitro Pflanzen fur die
Expression vorGFP und GUS Reportergenen oder anderen FluoreszenzmarkermogS&nsa et al.,
2008; Zottini et al., 2008). Vorversuche nnitvitro Pflanzen haben allerdings gezeigt, dass diese sehr
sensitiv auf die Uberexpression von TFs mittels B5&motor reagieren. Eine Stressreaktion fiihrte
dazu, dass in den Pflanzen eine sehr groRe Anzalbemen hochreguliert wurde und somit die
Untersuchung der Auswirkungen des Transgens nicéigliolm waren. Zusatzlich wurden in vielen
Pflanzen Hypersensitivitatsreaktionen ausgeltstzdm Absterben der Pflanzen fihrten. Da aber die
stabile Transformation von Weinreben bis zu zwardaauern kann (Carimi et al., 2005) musste fur
die Versuche zunachst die Agrobakterien-vermitt@fkuuminfiltration von Gewachshausreben
65



Diskussion

optimiert werden. FUVRP1-1 undVRP1-2 zeigte sich schliel3lich eine Reduktion der Spoitavon

P. viticola um etwa 10 %. FUWRP1-3 hingegen konnte die Resistenz um etwa 50 % vesltess
werden Abbildung 4.9).

Die funktionellen Untersuchungen im Rahmen diestreA zeigten mittels transienter Transformation
derVRP1 Gene in Weinrebenblattern und anschlieendem Batlassay, dass die VRP1 Gene an der
Resistenz gegeR. viticola beteiligt sind. Da die VRP1 Proteine aus "Lemberged "Regent” keinen
Sequenzunterschied aufwiesen und die ektopischeeEsipn in der anféalligen Rebsorte "Shiraz” die
Sporulationsrate um 50 % vermindern und somit desi®enz der Pflanzen signifikant steigern
konnte, muss die Ursache fir die fehlende Exprassio anfalligen Rebsorten also in der
Induzierbarkeit oder der Regulation des Rezeptelisss (upstream) liegen. Dieser Umstand soll in

weiterfihrenden Versuchen mittels Analyse reguatRromotorsequenzen untersucht werden.

5.1.5 Stabile Expression der VRP1 Rezeptoren in Arabidops fuhrt zu

gesteigerter Resistenz gegédt. arabidopsidis

Zusatzlich zum transienten homologen Expressiotssys der Weinrebe wurde zum funktionellen
Nachweis der VRP1 Rezeptoren eine stabile Expnesgo heterologen System Arabidopsis
durchgefuhrt. Hierzu wurden Arabidopsis Pflanzesa defélligen Wildtyps Col-0 tber die Floral-Dip
Methode (Clough und Bent, 2008) stabil mit den VR&ihstrukten transformiert. Die Pflanzen der
To-Generation zeigten keinen offensichtlichen Phgmotynd wurden fur die Infektion mit
H. arabidopsidis verwendet Abbildung 4.10). Die Uberexpression der VRP1 Gene in den
35S::VVWRP1 transgenen Arabidopsis Pflanzen relatitn Col-0 Wildtyp wurde vor der Infektion
mittels qPCR kontrolliert. Die Transformation MiRP1-1 und VRP1-2 brachte nur eine geringe
Verbesserung der Resistenz. Die Expression VBR1-3 hingegen konnte die Sporulation von
H. arabidopsidis um 70 % reduzieren und somit die Resistenz erttebtieigernAbbildung 4.11).
Ahnliche funktionelle Nachweise in Arabidopsis wend auch in anderen Untersuchungen
durchgefuhrt. So konnten die TIR-NBS-LRR ResistemegMbR4 und MbR7 aus dem Wildapfel
(Malus baccata) nach Uberexpression in Arabidopsis die ResistemegPseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 deutlich steigern (Lee et al., 2005; Leal e2007).

Die stabile Transformation derRP1 Konstrukte in Arabidopsis mit anschlieBender Itifizk mit

H. arabidopsidis zeigte, dass die Expression V@RP1-3 eine deutliche Steigerung der Resistenz um
etwa 70 % bewirkte. Diese konnte die ErgebnisseFurktion vonVRP1-3 gegen den Falschen

Mehltau in den transgenen Weinreben bestatigen.
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5.1.6 Fazit

Bei den VRP1 Genen handelt es um Resistenzgene vom Typ GENBS-LRR, welche als
intrazellulare Rezeptoren im Cytoplasma lokalisieerden konnten. Die Expression d&RP1 Gene
konnte in der anfélligen Rebsorte "Lemberger” uad résistenten Rebsorte "Regent” nachgewiesen
werden. Die spezifische Induktion v&iRP1-2/3 nach Infektion mitP. viticola konnte allerdings nur

im resistenten "Regent” gezeigt werden. Da die é¥peession von VRP1-3 in der anfalligen Rebsorte
"Shiraz” die Resistenz um 50 % steigern konnten lkane korrekte Weiterleitung des Signals in der
Signaltransduktionskette (downstream) angenommemdeme Die Ursache fir die fehlende
Expression in anfélligen Rebsorten muss also inrakrzierbarkeit oder der Regulation des Rezeptors
(upstream) liegen. Eventuell ist der Rezeptor ifélligen Rebsorten auch nicht in der Lage nach
Erkennung der Effektoren, die Abwehrreaktionen alisen. Zur weiteren Klarung sollen in

weiterfuhrenden Versuchen die Promotorbereiché/&#1 Gene analysiert werden.

5.1.7 Ausblick

5.1.7.1 Untersuchungen zur unterschiedlichen Regulation deVRP1 Gene

nach Pathogenbefall

Da die vergleichende Analyse der Offenen LeseraitelRP1 Gene keine Unterschiede zwischen
der anfalligen Rebsorte "Lemberger” und der rasiste Rebsorte "Regent” hervorbrachte, sollen in
weiterfuhrenden Versuchen die Ursachen fur dieraakgedliche Expression zwischen den Rebsorten
naher untersucht werden. Hierfur soll zunachst &nersitatsstudie dariber Auskunft geben, wie
konserviert dieVRP1 Gene in einer gréReren Anzahl von anfalligen ueglstenten Rebsorten mit
verschiedenen Resistenzhintergriinden sind.

Ein weiterer Unterschied zwischen anfélligen undsistenten Rebsorten konnte in der
unterschiedlichen Ausgangsmenge bzw. AnhaufundPdet®ins liegen. Zur Abklarung der eventuell
unterschiedlichen Menge an VRP1 Protein zwischd#llagen und resistenten Rebsorten vor und
nach der Infektion mit Falschem Mehltau soll m#té/estern Blot Analysen in einer groReren Anzahl
von Rebsorten die unterschiedliche Metabolitmengiersucht werden. Hierzu muss zunachst die
Produktion eines spezifischen Antikérpers gegenviR®1 Proteine in Auftrag gegeben werden. Mit
Hilfe der bereits vorhandenen Sequenzdaten kdneeigigete Peptidbereiche innerhalb der VRP1
Proteine zur Synthese der Antikorper identifizieerden.

Eine weitere Mdglichkeit fur die Unterschiede zwien anfélligen und resistenten Rebsorten kénnte

die unterschiedliche Regulation dédrRP1 Gene durch ihre Promotoren darstellen. Um die kuddee
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Basis der Genregulation wahrend der Abwehrrealktionntersuchen sollen die Promotoren\deiP1

Gene aus genomischer DNA des anfalligen "Lembenged des resistenten "Regent” kloniert und
analysiert werden. Hierdurch lassen sich mittels Dealen Luciferase Reportersystems Aussagen
Uber die Hintergrundaktivitdt der Promotoren treff@usatzlich kann der Einfluss verschiedener
Stimuli (wie Phytohormonen und Elizitoren) auf dieomotoren untersucht werden. Dies konnte

Aufschluss uber die Ursachen der unterschiedligieivierung derVRP1 Gene geben.

5.1.7.2 Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Infektioen auf die

subzellulare Lokalisierung derVRP1 Gene

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dabs drei VRP1 Gene (mit und ohne
N-terminaler RPW8 Doméane) im Cytoplasma lokalisgnd. Neueste Daten aus der Literatur zum
RPW8 Gen ausArabidopsis thaliana lassen vermuten, dass auch WRP1 Rezeptoren zunachst im
Cytosol lokalisiert sein konnten, um eindringende fAvirulenz) Gene nach Pathogeninfektion zu
erkennen und nach dem Ausbilden der ersten Haestggzielt transportiert werden kdnnten, um
anschlieBend mit der Extrahaustoriellen Membran BElagogens eine Verbindung zu vermitteln
(Wang et al., 2013). Eine anschlielBende InduktiopreSignaltransduktionskette zur Aktivierung der
Resistenzanwort lasst sich schlussfolgern.

Diese Relokalisation soll durch Agrobakterien-vdtelie Expression der VRP1:GFP Proteine in
Gewachshausreben der Rebsorte "Shiraz” mit anBehliker Pathogeninfektion untersucht werden.
Hierzu sollen die Haustorien in den infizierten tB#n mittels geeigneter Farbstoffe (z.B.
Ethacridinlactat-Monohydrat) angefarbt und mittelees konfokalen Mikroskops die Lokalisierung
der VRP1:GFP Konstrukte zu verschiedenen Zeitpumikéeh Inokulation untersucht werden.

Auf Grund der im N-terminalen Bereich vorhandenePW8 Doméne aus Arabidopsis lasst sich
aulerdem eine potentielle Funktion in der Resisggrgen ein breiteres Spektrum von Pathogenen
ableiten. Zur Klarung dieses Umstandes soll diealislerung sowie di&/RP1 Genexpression nach
Infektion mit verschiedenen Pathogenen wie dem dfchMehltau Erysiphe necator), der
Schwarzfaule@uignardia bidwellii) oder dem GrauschimmeBdtrytis cinerea) untersucht werden.
Langfristig ist eine stabile Transformation der VIRBene in Zusammenarbeit mit Glnther Buchholz
(RLP Agroscience, Neustadt) mit und ohne GFP Mawkig in Reben zur genauen Verfolgung des
subzellularen Transportes geplant. Mit Hilfe von ARA¢q Analysen der transient oder stabil
transformierten Weinreben kdnnten auf3erdem zusktrlichtige Gene der Signaltransduktionskette,

die bei der Auspragung der Resistenz eine Rol&eiidentifiziert werden.
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5.2 Transkriptionsfaktoren in der Signaltransduktionskette der

Pathogenabwehr in der Weinrebe

In Vorarbeiten wurde zehn Stunden nach Infektionrdsistenten Rebsorte "Regent” im Vergleich zu
der anfalligen Rebsorte "Chardonnay” Eriysiphe necator (Echter Mehltau) eine Mikroarray Analyse
durchgefuhrt, um differentiell exprimierte Gene identifizieren. Hierbei konnten 23 Pilz-induzierte
Gene im "Regent” als mindestens doppelt so hochzied als im "Chardonnay” mittels gPCR
bestétigt werden. Hierunter waren auch sieben Krgot®nsfaktoren (TF) aus vier verschiedenen
Familien (MYB, WRKY, AP2/ERF und CZF1/ZFAR1)ébelle 4.2 sowie die Resistenzgemis
und PR10 (Dissertation L. Welter, 2008). TFs spielen eineseheidende Rolle in der Abwehrreaktion
von Pflanzen. Mitglieder verschiedenster TF-Familisind an der Modulation des Abwehr
Transkriptoms in Pflanzen beteiligt (Eulgem, 2003gde dieser TF-Familien interagiert mit
spezifischencisregulativen Elementen, die haufig in den Promeigionen von Pathogenese-
assoziiertendathogenesis-related PR) Genen vorkommen und deren Expression steuern.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Funktion ausd@ATFs in der Resistenz gegen den Falschen
Mehltau konnte mittels Agrobakterien-vermittelteaRiuminfiltration sowohl in der Weinrebe, als
Uber Floral-Dip auch in Arabidopsis gezeigt werd@VRKY33, WERF5 und VWCZF1 konnten den
Promotor vonWPR10.1 in einem transienten Dualen Luciferase Report&ggysin Weinreben
Suspensionszellen induziereibpildung 4.13). Transiente Expression V&WVWRKY33 und WERF5

in Weinreben konnte die Resistenz ge@eniticola um bis zu 70 % steigerdpbildung 4.14). Die
stabile Expression vOWWVRKY33 in Arabidopsisnrky33-1 knock-out Mutanten konnte die Resistenz
gegenH. arabidopsidis und Botrytis cinerea wiederherstellen und die Resistenz des Wildtyps0Co

sogar noch weiter steigerAlgbildung 4.20).

5.2.1 Der VWPR10.1 Promotor enthalt cisregulative Elemente flr

verschiedene Transkriptionsfaktoren

Im Rahmen des Kooperationsprojektes wurden allenBtaren durch den Kooperationspartner am
JKI, Siebeldingen amplifiziert und analysiert (gstion T. Moser, 2014). Die Vorhersage der
cisregulativen Elemente sowie von Enhancer und Repre&lementen wurde mit Hilfe der
PlantCARE Datenbank (Lescot et al., 2002) durchuefi

Obwohl es heute einige verlassliche Methoden zurh®isage der Protein kodierenden Bereiche
(Offene Leserahmen mit Introns und Exons) gibt YE€te, 1997), ist die Vorhersage der
regulatorischen Einheiten (vor allem den Promotpiemmer noch eine herausfordernde Aufgabe

(Onhler et al., 2002). Der Promotor stellt die Genegion dar, die sich nahe dem Transkriptionsstart
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befindet und spielt die wichtigste Rolle in der ggschen Regulation (Pedersen et al.,, 1999).
Promotoren erhalten Signale von verschiedenstenllépueind kontrollieren die Initiation der
Transkription welche zum Grol3teil die Expressiamesi Gens festlegt (Dieterich et al., 2005). Daher
ist die Determination des Promotors ein wichtigehr8t in der Annotation von Genen (Shelenkov et
al., 2009).

Die Promotorbereiche konnen meistens nicht exaktgétegt werden, sondern nur auf Grund
vorhandener regulatorischer Elemente eingegrenademe Wichtige Elemente stellen unter Anderem
die Bindestellen fur TFs dar. In den in dieser Arbetersuchten Promotoren konnte eine Vielzahl an
WRKY Bindestellen detektiert werden. WRKYs bindendie W-Box (C/TTGACC/T) die man unter
anderem im Promotorbereich d&PR10.1 Gens finden kann, welches in dieser Arbeit néher
untersucht wurde. FUMWVRKY1 wurde bereits gezeigt, dass dieser spezifisch @ \W-Box
Kernmotiv TTGACC binden kann (Marchive et al., 2DOEs konnte ferner gezeigt werden, dass
W-Boxen in den Promotorregionen von Arabidopsis éberdie bei der Pathogenabwehr aktiviert
werden, Uberreprasentiert sind (Maleck et al., 20Husétzlich konnte Bindestellen fur ERFs
detektiert werden. AP2/ERF Faktoren binden an Etigdresponsive Elemente (ERE) reprasentiert
durch die GCC-Box oder Elicitor-responsive ElemdidteRE) (Sahle und Pagés, 2003), die mehrfach
im Promotorbereich de8vPR10.1 Gens vorkommen. Die Induktion der ERE Elementechiudie
Arabidopsis TF®ERF1-5 wurde bereits genauer untersucht (Fujimoto e28D0) und die Induktion
der JERE Elemente dur€@rORCA1-2 wurde inCatharantus roseus beschrieben (Menke et al., 1999).
Des Weiteren konnte MYB Bindestellen gefunden werddYB TFs kdnnen an eine Vielzahl von
verschiedenen Motiven binden, wie beispielswddbd1YB3 aus Petunia hybrida welches an das
Motiv (TAAC[C/G]GTT) bindet (Solano et al., 1995)elches auch im Promotor vowPR10.1
identifiziert werden konnte.

Auf Grund der Vielzahl gefundener Elemente wurdegr ¥vPR10.1 Promotor auf 2534 bp
eingegrenzt und vergleichend aus ‘Lemberger” ureheRt” amplifiziert (Dissertation T. Moser,
2014). Die hohe Anzahl an TF Bindestellen lasste eRegulation des Promotors durch die
verschiedenen TF Familien MYB, WRKY, ERF und CZFmaten, was nachfolgend untersucht

wurde.

5.2.2 VWCZF1, VVERF5 und VWRKY33 induzieren VVPR10.1

Die Induktion von TFs in der resistenten RebsdrRegent” durch Infektion mi. viticola legt eine
Beteiligung an der Signaltransduktionskette (Dowashing) nahe, was zu einer Abwehrreaktion
fuhren kann. Das Vorhandensein ihrer korrespondie cisregulativen Bindestellen in der
Promotorregion des Resistenzgafi®R10.1, welches ebenfalls durch Pathogenbefall hoch iieduz

worden ist, kdnnte einen wichtigen Hinweis auf Bateiligung an der Abwehrkaskade darstellen.
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Um die putative Induktion de¥vPR10.1 Promotors durch die TFs zu analysieren, wurde eine
Promotor Induktionsanalyse verwendet. Dies wurddtefsi transienter Transformation der TFs
WCZF1, WERF5 und VWVRKY33 unter Kontrolle des 35S Promotors, zusammen nmit &&n einer
LeuchtkaferluciferasePhotinus pyralis) unter Kontrolle des/vPR10.1 Promotors in der Weinrebe
durchgefuhrt. Es konnte hierbei gezeigt werdens dis TFSWCZF1, VWERF5 und WWRKY33 den
Promotor vorMvPR10.1 drei- bis sechsfach induzieren konnté@blfildung 4.13).

Es konnte bereits in anderen Untersuchungen gemaigien, dass beispielsweise eine Flagellin-
induzierte MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasdh A. thaliana, die Transkription von
Resistenzgenen (PR-Genen) Uber die WRKY TFs aktévigZhang et al., 2005b). Diese spezifische
Induktion kann zur Induktion einer Resistenzantvidhiren. FUN/pPR10.2 ausVitis pseudoreticul ata,
was eine 95 %-ige Homologie AWPR10.1 aufweist, konnte gezeigt werden, dass die tratesien
Expression irV. vinifera Blattern die Resistenz gegBnviticola signifikant steigern konnte (He et al.,
2013). Auf Grund des Induktionspotentials der dres fur VWPR10.1 konnte somit die Relevanz in
der Abwehr vonP. viticola vermutet werden. Dies wurde im weiteren Verlau$ &eojektes naher

untersucht.

5.2.2.1 VWVRKY33 induziert Resistenz gegenPlasmopara viticola und

Botrytis cinerea

TC47186 zeigte eine hohe Homologie zu dem WRKY 3kaptionsfaktor AtWRKY33 aus
Arabidopsis und wurde daher alI$WRKY33 bezeichnet. WRKY Faktoren lassen sich an Hand der
Anzahl an WRKY (WRKYGQK) Domanen mit einer Lange nveetwa 60 Aminosauren in
verschiedene Untergruppen einteilen. Zusatzlictiigen WRKY Faktoren tber Zinkfingerdoménen
(C-X4-C-X22-H-X1-H) im C-terminalen Bereich. Da VVWKY33 jeweils Uber zwei der genannten
Domanen verfligte, konnte er der Gruppe | zugeordmetien (Eulgem et al., 2000). Fir WRKY
Proteine wurde gezeigt, dass sie essentielle Koemgen in verschiedenen Signalwegen bei
unterschiedlichsten Stressarten sind BRdGene lber die Bindung an das W-BogElement in den
Promotorbereichen induzieren kdnnen (Maleck e2@00; Yu et al. 2001). Hunderte WRKY Faktoren
in verschiedensten Pflanzenspezies wurden biskanife Funktion bei abiotischem und biotischem
Stress beschrieben (Devaiah et al. 2007). In denifge konnten bis heute 59 Mitglieder der WRKY
Superfamilie identifiziert werden, von denen numige funktionell charakterisiert werden konnten
(Velasco et al. 2007; Zhang et al. 2011). Beispielse fiihrte die Uberexpression V@WVRKY1 in
Tabak zu einer erhthten Resistenz gegen versclieBathogene wie den Falschen und Echten
Mehltau, was eine Beteiligung in der Abwehrreaktimrmuten liel3 (Marchive et al., 2007). Stabil
transformierte in vitro Reben zeigten eine gesteigerte Resistenz ge@erviticola durch

transkriptionelle Reprogrammierung (Marchive et a013). FU'VWWRKY2 wurde eine Funktion in
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der Resistenz gegeB. cinerea in Tabak gezeigt, was vermutlich auf die Induktieon VWPR2
zurtckzufuhren war (Mzid et al., 2007; Guillaumteak, 2010). Es konnte nachgewiesen werden, dass
VVWRKY11 durch Infektion mit P. viticola induziewird und die W-Box innerhalb des Promotors
bindet und die ektopische Expression fuhrte zuregr@dhten Toleranz gegenlber Salzstress in
Arabidopsis Samlingen (Liu et al., 2010). Fur diesWVpWRKY1, VpWRKY2 und VpWRKY3 ausVitis
pseudoreticulata konnte nachgewiesen werden, dass die Uberexpnessio einer gesteigerten
Resistenz gegenliber dem Echten Mehltau in Arabislofihrte (Li et al., 2010). Das nachste
VWWRKY33 Homolog aus Arabidopsis istWRKY33. Fur AAWRKY33 konnte in verschiedenen
Untersuchungen gezeigt werden, dass er die Resigtgen nekrotrophe Pilze (Zheng et al., 2006),
Salzstress (Jiang und Deyholos, 2008) sowie Hieest(Li et al., 2011) positiv beeinflussen kann.
AulRerdem konnte in Petersilie gezeigt werden, ¥RKY1 an den Promotor ddaR1 Gens bindet
und eine Aktivierung bewirkt. Zusétzlich wiesen @laten darauf hin, das&RKY1 als Antwort auf
eine Infektion seine eigene Expression induzieaamkEulgem et al., 1999).

Es konnte gezeigt werden, dag¢eWRKY33 durch die Infektion mitP. viticola in der resistenten
Rebsorte "Regent” im Vergleich zur anfalligen RefescChardonnay” induziert wurde (Dissertation
L. Welter, 2008). Die vergleichende Amplifikatiorusa ‘Lemberger” und "Regent” zeigte keine
SequenzunterschiedeTgbelle 4.9. Mit Hilfe des Dualen Luciferase Reportersystekmnnte
nachgewiesen werden, dasaVRKY33 die VWPR10.1 Promotorallele von beiden Rebsorten etwa drei-
bis sechsfach induzieren konn#bpildung 4.13). Die transiente Transformation v&vWWRKY33 in
Weinrebenbléatter der anfélligen Rebsorte "Shira#” anschlieBendeP. viticola Infektion zeigte
spater, dasdVWRKY33 die Resistenz gegen den Falschen Mehltau um 7@fbessern konnte
(Abbildung 4.14). Die stabile Transformation voWwWRKY33 in die Arabidopsis knock-out Mutante
wrky33-1 bestatigte die Funktion in der Resistenz gegenFddschen MehltauH. arabidopsidis), da
der Phanotyp des Wildtyps Col-0 wiederhergesteltt in einigen Linien die Resistenz sogar weiter
gesteigert werden konnte. Zusatzlich zeigten @iasgenen Linien eine gesteigerte Resistenz gegen
den GrauschimmeBptrytis cinerea) (Abbildung 4.20).

In dieser Arbeit konnte insgesamt gezeigt werdassWWRKY33 durchP. viticola induziert wurde
und die Fahigkeit zur Induktion vorwPR10.1 hatte. Im funktionellen Assay konnt@WRKY33 eine
Verbesserung der Resistenz der anfélligen Rebs®hieaz” gegerP. viticola und in derwrky33-1
knock-out Mutante gege. arabidopsidis undB. cinerea bewirken. Dies deutet auf eine Beteiligung
von WWRKY33 an der Signaltransduktionskette zur Abwehr veestdmer Pathogene hin.
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5.2.2.2 VWERF5 steigert die Resistenz gegenPlasmopara viticola im
Gegensatz zwvCZF1

TC54435 zeigte eine hohe Homologie zu dem Ethydsponsiven Transkriptionsfaktor 5 aus
Nicotiana tabacum und wurde daher alvERF5 bezeichnet. ERF Faktoren zeichnen sich durch eine
konservierte AP2/ERF Domane von 60-70 Aminosauten Aul3erhalb dieser konservierten Domane
besteht eine hohe Variabilitat zwischen den veestdnen ERF Faktoren (Riechmann und
Meyerowitz, 1998). Ethylen-responsive Faktoren (ERRden an GCC-Box Elemente welche sich in
den Promotorregionen einer Vielzahl vBR Genen, wie auch baivPR10.1, finden lassen (Vom
Endt et al., 2002). Es wurde gezeigt, ddsd (Tobacco stress-induced gene) ein ERF Faktor aus
Nicotiana tabacum nach transienter Transformation in Tabak die Esgioa verschiedendiR Gene
induziert, was zu einer verbesserten Resistenzngeggidomonas syringae pv. tabaci fihrte (Park et

al., 2001). In der Weinrebe konnten der AP2/ERF eSiamilie bisher 149 Mitglieder zugeordnet
werden (Licausi et al., 2010).

Es konnte gezeigt werden, dA&4&RF5 durch die Infektion miP. viticola in der resistenten Rebsorte
"Regent” im Vergleich zur anfélligen Rebsorte "@oanay” induziert wurde (Dissertation L. Welter,
2008). Die vergleichende Amplifikation aus "Lemimfgund "Regent” zeigte spater, dass hier
wahrscheinlich zwei verschiedene ERF Transkripfakteren amplifiziert wurden ERF80 und
ERF82 nach Licausi et al., (2010)), die sich nur auflerkdar beschriebenen Domanen unterschieden
und eine Homologie von fast 98 % aufwiesERF5 aus "Lemberger” zeigte allerdings eine Deletion
von zwei Aminosauren aufT@belle 4.9. Auf Grund des grol3en Homologien innerhalb defFER
Familie, wurden bisher keine Studien zu dieser fimiedurchgefuhrt. Mit Hilfe des Dualen
Luciferase Reportersystems konnte gezeigt werdass dieERF5 TFs aus beiden Rebsorten die
WPR10.1 Promotorallele ebenfalls von beiden Rebsorten efwa bis sechsfach induzieren konnten
(Abbildung 4.13). Die transiente Transformation beider TFs in Webenblatter der anfalligen
Rebsorte "Shiraz" mit anschlieBendeniticola Infektion zeigte spater, dass der ERF Faktor aus
‘Lemberger” keine signifikante Auswirkung auf diesigtenz hatte und im Gegensatz dazu der ERF
Faktor aus "Regent” die Resistenz um 50-70 % veebe&onnteAbbildung 4.14).

Es konnte gezeigt werden, dageERF5 durch P. viticola induziert wurde und die Fahigkeit zur
Induktion von WPR10.1 hatte. Im funktionellen Assay konnte nMvERF5 aus "Regent” eine
Verbesserung der Resistenz der anfalligen Rebs@iteaz” gegerP. viticola bewirken. Dies deutet
auf eine Beteiligung vONVERF5 an der Signaltransduktionskette zur Abwehr desdrain Mehltaus

in der Weinrebe hin. Die Deletion von zwei Aminosgiuscheint maRRgeblich dafur verantwortlich zu
sein, dasS/VERF5 im "Lemberger” nicht an der Resistenz geBeniticola beteiligt ist. Dies muss

durch weiterfihrende Versuche genauer untersuctiteme
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TC54167 zeigte eine groRBe Ahnlichkeit zu einem QZFAR1 TF ausArabidopsis thaliana und
wurde daher al$vCZF1 bezeichnet. CZF1/ZFAR1 TFs verfiigen tber eine fingler-Domane sowie
Ankyrin  Wiederholungsdoméanen, welche eine der amitestn verbreiteten Protein-Protein
Interaktionsplattformen in der Natur darstellen @dai et al., 2004). Durch die koordinative Bindung
eines Zinkions (Zf) innerhalb der Zinkfinger-Domane bildet sich esuhleifenformige 3D-Struktur
aus, die als Zinkfinger bezeichnet wird. Es wurdezaigt, dass eine Induktion dieser TFs in
Arabidopsis durch eine Inokulation mBotrytis cinerea ausgeltst werden kann. Diese Reaktion
scheint dabei unabhéngig von JA (Jasmonséaure),BHiylén) und SA (Salicylsaure) ausgeltst zu
werden. Ein Funktionsverlust dieser TFs fuhrte zhokter Anfalligkeit gegen Infektionen mit
B. cinerea (AbuQamer et al., 2006).

Es konnte gezeigt werden, dA&&CZF1 durch die Infektion miP. viticola in der resistenten Rebsorte
"Regent” im Vergleich zur anfélligen Rebsorte "@oanay” induziert wurde (Dissertation L. Welter,
2008). Die vergleichende Amplifikation aus ‘Lembmfgund "Regent” zeigte keine Mutationen
innerhalb der beschriebenen funktionalen Doméafdedlle 4.2. Mit Hilfe des Dualen Luciferase
Reportersystems konnte gezeigt werden, dasCdiel TFs aus beiden Rebsorten digPR10.1
Promotorallele ebenfalls von beiden Rebsorten etsgeéfach induzieren konnte\pbildung 4.13).

Die transiente Transformation beider TFs in Weierdhatter der anfalligen Rebsorte "Shiraz” mit
anschlieBenderP. viticola Infektion hatte allerdings keine Auswirkung auf e diResistenz
(Abbildung 4.14).

Es konnte zwar gezeigt werden, d¥8€ZF1 durchP. viticola induziert wurde und die Fahigkeit zur
Induktion von WPR10.1 hatte, aber letztendlich im funktionellen AssaynkeVerbesserung der
Resistenz der anfélligen Rebsorte ,Shiraz” bewik@mte. Dies deutet darauf hin, d&€ZF1 eher

im oberen Bereich des Signaltransduktionskette Rivlee spielt, der bei den anfélligen Rebsorten im
Allgemeinen gestort zu sein scheint (Figueiredal e2008). Alternativ ware auch das Fehlen anderer
notwendiger Cofaktoren in dem Reportersystem dan&itlar sogar eine unspezifische Induktion des

WPR10.1 Promotors dien vivo nicht stattfindet.

5.2.3 Die Induktion von VVPR10.1 in der Weinrebe korreliert mit der

Resistenz gegeP. viticola

PR Gene werden sehr oft nach Pathogeninfektionerischiedensten Pflanzenspezies induziert und

konnen in 14 verschiedene HauptgruppeR1( bis PR14) unterteilt werden (Stintzi et al., 1993). Da

TFs eine wesentliche Rolle in der Modulation \R Genen wahrnehmen, lasst sich vermuten, dass

TFs nach Infektion frith induziert oder sogar mih & Genen coexprimiert werden (Eulgem, 2005).

Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, ddies TFs WWRKY33, WERF5 und WCZF1

sowohl dieVWPR10.1 Promotorallele der anfélligen Rebsorte "Lembergds” auch der resistenten
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Rebsorte "Regent” in einem Dualen Luciferase Repys$tem spezifisch induzieren konnten
(Abbildung 4.13). Zusatzlich konnte die zeitlich aufeinander folde Coexpression vOWWRKY33

und WPR10.1 nach Befall von Weinrebenbléttern der resisterRebsorte "Regent” mR. viticola
mittels gPCR nachgewiesen werdéblpildung 4.17A,B). In der anfélligen Rebsorte "Lemberger’
fand keine Induktion der Expression der beiden Gsatt. Ferner konnte wahrend des Reifeverlaufs
von gesunden Beeren der Rebsorte "Pinot Noir” leidiektion vonVWPR10.1 mit Beginn der Reife
(Véraison) gemessen werdéekbpildung 4.17D).

Es konnte bereits in anderen Studien gezeigt werdiass in gesunden Weintrauben Abwehr- und
Stressgene, welche PR Proteine wie Chitinasen, natrahnliche Proteine, Stilbensynthasen oder
Ribonukleasen kodieren, wahrend der Beerenreifersictiiedlich exprimiert werden (Robinson et al.
1997; Salzman et al. 1998). Diese werden geneligldem Beginn der Véraison hochreguliert und
ihre Expression nimmt mit fortschreitender Reifei¢kereinlagerung) immer weiter zu (Robinson et
al., 1997). Der Anstieg an Zucker und Nahrstofferden Beeren mit Beginn der Véraison erhéht
kontinuierlich das Risiko einer Pathogeninfektidefier et al. 2005; Lijavetzky et al. 2012).

Ferner konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werdiass die transiente Transformation von
VWWRKY33 in Weinrebenblatter der anfélligen Sorte “Shiradhe temporére Induktion und
Akkumulation vonWPR10.1 zur Folge hatte. Die Expression vdPR10.1 fihrte mit steigender
Anhaufung zu einer kontinuierlich steigenden ResstgegerP. viticola (Abbildung 4.16). In einer
vergleichbaren Studie konnte gezeigt werden, dassJberexpression voWitis pseudoreticulata
VpPR10.2, dem direkten Homolog vowwPR10.2, in der anfdlligen Rebsorte "Carignane” die
Resistenz gegef®. viticola steigern konnte. Aul3erdem konnte fur das rekonmbvéna/pPR10.2
Protein eine DNase Aktivitdt gegen genomische WA und eine RNase Aktivitat gegen Hefe-
RNA invitro gezeigt werden (He et al., 2012).

PR10 Proteine sind in der Pflanzenwelt weit vetbtaind die Mitglieder dieser Gruppe haben die
GrofRe des Proteins und die Anordnung der Sekumdist gemeinsam. Sie sind mit etwa
160 Aminosauren (AS) relativ klein, aber die aul3®fgerflaiche dieser Proteine ist von grof3em
Interesse, da Epitope einer PR10 Untergruppe beiemskhen allergische Reaktionen auslésen
kénnen (Fernandes et al., 2013). BR10 Multigen-Familie inVitis vinifera kann bis heute zusatzlich
in 17 weitere UntergruppePR10.1 bis PR10.17) unterteilt werden, die alle innerhalb eines kigin
Clusters auf Kopplungsgruppe 5 liegen. lhre geraokgische Funktion konnte aber bisher nicht
geklart werden (Lebel et al., 2010). Bis heute smd drei verschieden®R10 Gene in Wein
beschrieben worden. Die Induktion v&fvPR10.1 wurde in der resistenten Rebsorte "Ugni blanc’
nach Befall mitPseudomonas syringae gezeigt (Robert et al., 2001), wahrend die Expoesson
WPR10.1, WPR10.2 und WPR10.3 wahrend der Induktion der somatischen Embryogeinester
Rebsorte "Chardonnay” detektiert wurde (Maillotlet 2009). Zusétzlich zeigten einige Studien eine

starke und spezifische Produktion von PR10 PrateineV. vinifera unter Salz- und Herbizidstress
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(Castro et al., 2005; Jellouli et al., 2008) soméeh Pilzinfektionen (Fung et al., 2008; Polesarile
2008).

Es konnte gezeigt werden, dass ¥&PR10.1 Promotor durch die TF$WWRKY33, WERF5 und
WCZF1 positiv reguliert werden konnte. Die Induktion vowPR10.1 nach Infektion von
Weinrebenbléttern der resistenten Rebsorte ‘Regent” Vergleich zur anfélligen Rebsorte
‘Lemberger” mitP. viticola, konnte Uber qPCR Analysen bestétigt werden. Zligdtkonnte die
Induktion vonVWPR10.1 in gesunden Beeren der Rebsorte "Pinot Noir" reigih der Véraison
gemessen werden. Die Induktion vdwPR10.1 durch transiente Expression vAMWWRKY33 in

Blattern der anfalligen Rebsorte "Shiraz” fihrteeiner gesteigerten Resistenz gegenibeiticola.

5.2.4 Fazit

Eine Aktivierung von verschiedenen Transkriptioktfaen nach Infektion miP. viticola konnte nur

in der resistenten Rebsorte 'Regent” nachgewiesemlew. Die ektopische Expression einiger
Kandidatengene in der anfélligen Rebsorte "Shirkahnte auch hier zur Auslésung einer
Abwehrantwort und somit zu einer verbesserten Resis fuhren. Das Wissen Uber
Resistenzmechanismen in Wein ist sehr begrenzt EBiebnisse dieser Experimente deuten darauf
hin, dass die induzierbaren Resistenzmechanismerdi@i Aktivierung vorPR Genen in anfalligen
Pflanzen prinzipiell vorhanden sind und durch geeig Signale aktiviert werden kénnen, was auch zu
einer gesteigerten Resistenz gegen Pathogene fldarem Im Bezug auf den Falschen Mehltau
scheinen anfélligevitis vinifera Pflanzen offensichtlich nicht in der Lage zu seias Pathogen
rechtzeitig oder Uberhaupt zu erkennen und kdnmashalb die praformierten Abwehrmechanismen
nicht aktivieren. Die fehlende Coevolution zwischérvinifera und den biotrophen Pathogenen kann

moglicherweise das Fehlschlagen des Erkennunggsezerklaren.

5.2.5 Ausblick

Zur Aufklarung der Signaltransduktionskette in Wéginrebe fur die Abwehr voR. viticola sollen im
nachsten Schritt stabil transformierte Weinrebereagt werden. Hierbei solledWWWRKY33 und
WERF5 zum Einen Uberexprimiert und zum anderen ausgksthaerden. Anschlie3end sollen
Proben der Pflanzen vor und nach der Pathogeniofekir die RNASeq Analyse eingesetzt werden.
Hierdurch konnten weitere Zielgene der TFs idezitifit werden.

Zusatzlich soll die Induzierbarkeit der Promotovegiterer bereits bekannter Kandidatengene aus der

Abwehr des Falschen Mehltaus untersucht werderigmaltransduktionskaskaden aufzuklaren.
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6 Material und Methoden

6.1 Pflanzenmaterial

6.1.1 Weinreben

Beerenmaterial einer Weinreben-EntwicklungsseYievihifera L. cv. "Pinot Noir") wurde von einem
kommerziellen Weinberg in der Saison 2007 - 200&dmriesheim, Deutschland bei gemalRigtem
Klima und Durchschnittstemperaturen von 22 °C zuscldedenen Zeitpunkten wahrend der
Beerenentwicklung gesammelt. Die Proben wurden \Baeginn der Blute bis zur Beerenreife
genommen, indem etwa 100 Beeren von 20 verschiad&fnstdcken in wochentlichen Abstanden
beprobt wurden (Downey et al., 2003; Holl et al012). Alle Proben wurden bereits auf dem
Weinberg in flissigem Stickstoff eingefroren und {88 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Gewachshausreben wurden aus Stecklingen gezogeractiedem Laubfall im Winter (Winterruten)
geschnitten wurden. "Lemberger” und "Regent” wurdeh Weinbergen des JKI Geilweilerhof,
Siebeldingen, Deutschland geschnitten. "Shiraz’devuauf einem Weinberg des DLR Rheinpfalz
Mussbach, Neustadt, Deutschland geschnitten. Dies aen Ruten frisch geschnittenen
Einaugenstecklinge wurden zunéchst 24 h gewassdranschlie3end 8 h in Chinoplant (3 % (w/v))
oberflachensterilisiert. Die Stecklinge konntenchtief3end bei 6 °C bis zu einem Jahr im dunklen

Kidhlraum gelagert werden.

6.1.1.1 Anzucht von Weinreben im Gewachshaus

Fur die Experimente wurden selbst angezogene Gehaakreben verwendet. In der nachfolgenden
Abbildung Abbildung 6.1) sind die verschiedenen Entwicklungsstadien umazeigliche Verlauf der

Entwicklung der Weinreben im Gewéachshaus dargéstell
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1 . }Wochen

Einaugenstecklinge Entwicklung Wachstum Topfen in Wachstum Experimente
wachsen erster Blatter der Wurzeln Erde

—>Anzucht in Perligran

Abbildung 6.1: Zeitlicher Verlauf der Entwicklung v on Weinreben im Gewéachshaus.

Fotos wurden mit einer Canon EOS 600D (Canon) zactedenen Entwicklungszeitpunkten zwischen 0 und
12 Wochen nach dem Ausstecken der Einaugensteeldinfyenommen.

Die Einaugenstecklinge wurden zum Schutz vor derstisoknen mit Wachs Uberzogen. In diesem
Wachs waren zusatzlich Fungizide enthalten um é&abente Infektion mit Sporen die am Holz
Uberwintern zu verhindern. Zur besseren Wasserhafaaund zur leichteren Wurzelbildung wurden
die Stecklinge zunachst in Perligran (Naturgesiarlit) angezogen. Auf Grund der hohen Menge an
eingelagerten Speicherstoffen, bilden die Pflanzzméachst Blatter zur Photosynthese aus.
AnschlieRend bilden sich die Wurzeln aus um Wasser weitere Nahrstoffe aufzunehmen. Sobald
geniugend Wurzelwerk vorhanden war, wurden die P8ann Erde umgetopft und bis zum Erreichen
der bendtigten GroRe wachsen gelassen.

6.1.2 Tabak

Fur die transiente Agrobakterien-vermittelte Transfation wurdenNicotiana benthamiana L.
(Wildtyp) Blatter von Gewachshauspflanzen im 5-10atBtadium vorm Eintreten der Blite
verwendet.

Fir die stabile Transformation wurden 8-12 Wochléa sterilein vitro Pflanzen der Sortilicotiana
tabacum L. cv. Samsun-NN (Wildtyp) verwendet.

6.1.3 Arabidopsis

Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0), Moscow-0 (Ms-0) unerky33-1 (SALK _006603) Samen
wurden bezogen vom Arabidopsis Biological Reso@eetre (Ohio, USA).
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Samen deedsl-2 Mutante wurden zur Verfigung gestellt von der A@lPSchulze-Lefert, MPIPZ,

Koéln, Deutschland.

6.1.4 Suspensionskulturen

Es wurde eine Suspensionskultur die aus Kallusgewan Blattstielen vorV. vinifera L. cv.
"Chardonnay” etabliert wurde, verwendet. Diese i¢ulturde wochentlich subkultiviert indem 10 ml
Kultur in der log-Phase zu 50 ml frischem Graper@er (GC) Medium (Do und Cormier, 1991)
gegeben wurden. Die Suspensionskultur wurde duhgrge bei konstanten 25 °C und 90 Rpm in
Dunkelheit geschiittelt.

6.1.5 Medien

In vitro Pflanzen wurden auf Chee und Pool (C2D) Vitis Medi(Duchefa, Haarlem Niederlande)
inklusive Makro- und Mikron&hrstoffen wie zuvor lbasieben (Chee und Pool, 1987) kultiviert.
Grape Cormier (GC) Medium wurde wie folgt angese@z2 g/l Gamborgs B5 mit Mikronahrstoffen
(Sigma Medium G5893), 30 g/l Sukrose, 0,25 g/| @ablydrolysat, 0,93:M Kinetin, 0,54uM NAA,

pH 5,8 (mit 1 N KOH). Fur GC Agarplatten wurden @m8Pflanzenagar (Duchefa) zum Medium
gegeben.

6.2 Mikrobiologische Techniken

6.2.1 Bakterienstamme

6.2.1.1 Escherichia coli

Fur die Klonierungen wurden dig. coli Stamme XL1-Blue (Stratagene) oder DH8nvitrogen)

verwendet. Genotypen:

XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 (nalr) thi-1 hsdR17(fKmK") supE44 relAl lac [F" proAB
laclgZAM15::Tn10(tetr)]

DH5a™: F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17 (fKmK') phoA
UpE44)- thi-1 gyrA96 relAl
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Die Bakterienstamme wurden auf Low Salt Luria Berr@@B) Medium angezogen (5 g/l NaCl, 5 g/l
Hefeextrakt, 10 g/l Trypton/Pepton). Fir LB Agatf@a wurden 2 % (w/v) Baktoagar (Difco) vor
dem Autoklavieren zum Medium gegeben. Alle Medieurden flir 20 min bei 121 °C autoklaviert.
Nach dem Abkihlen auf 50 °C wurden die entspreclerhtibiotika in geeigneter Konzentration
zugegebenE. coli wurden bei 37 °C im Brutschrank auf Agarplattekuiniert bzw. bei 37 °C und
200 Rpm in Flussigkultur auf dem Inkubator gesahtitt

6.2.1.2 Agrobacterium tumefaciens

Fur die Transformation von Weinreben, Tabakpflanzemd Arabidopsis wurde der
Agrobakterienstamm C58C1 ATHV Rjfein Derivat von EHA101 verwendet (Tang et al.0@0
Dieser Stamm tragt das Ti-Helferplasmid pEHA101dH et al., 1986).

Die Bakterien wurden auf Low Salt LB Medium oder BE'BMedium (1 g/l Hefeextrakt, 5 g/l
Fleischextrakt, 5 g/l Trypton/Pepton, 5 g/l Sukrd3d93 g/l MgSQ@x 7 H,O, pH 7.5) angezogen. Fir
LB und YEB Agarplatten wurden 2 % (w/v) BaktoagBif¢o) vor dem Autoklavieren zum Medium

gegeben.

6.2.2 Herstellung kompetenter Zellen

Der entsprechende E.coli Stamm wurde zunachst okl Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika ausgestrichen und tber Nacht bei 37IfCBrutschrank inkubiert. Am néchsten Tag
wurden 20 ml LB Medium mit einer einzelnen Koloais Starterkultur angeimpft und tber Nacht bei
37 °C und 200 Rpm geschuttelt. AnschlieRend wurbtleBL Medium mit entsprechenden Antibiotika
mit der Starterkultur beimpft. Die Hauptkultur werdrneut tber Nacht bei 37 °C und 200 Rpm bis zu
einer OD600 von 0,7-1,0 (Log-Phase) wachsen gelasBée Kultur wurde dann auf 4 °C
runtergekihlt und in 250 ml Zentrifugenbecher uritiefDie Zellen wurden in der Zentrifuge bei
4000 Rpm fur 15 min pelletiert und die Pellets &fis@end zweimal mit je 500 ml eiskaltem
bidestilliertem Wasser gewaschen. Nach erneutemckéas der Pellets mit 20 ml eiskaltem
10 %-igem Glycerin wurden diese in je 2 ml 10 %nig&lycerin resuspendiert. Die Suspension
wurde zum Schluss als 50 ul Aliquots in 250 ul RieakgefalBen in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung&@rPC gelagert.

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz wurdéhpg eines Standardvektors (z.B. pUC19) in
ein E.coli Aliquot transformiert und anschlieRend auf einBrAgarplatte mit Ampicillin (100 pg/ml)

ausplattiert um am folgenden Tag die Kolonien zuhled Mit Hilfe der Formel:
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Transformationseffizienz (E = Kolonien/pug/Verdiunnungsfaktor konnte die E#izz berechnet
werden. Diese musste mindestens $XI6E/ug DNA betragen.

Zur Herstellung elektrokompetenter Agrobakterierrdeueine einzelne Kolonie eines frischen tber
Nacht Ausstriches auf einer YEB Medium Agarplatte 10 ml YEB Medium mit Rifampicin
(100 pg/ml) fur die chromosomale Resistenz angdimpfl Uber Nacht bei 28 °C und 200 Rpm
geschuttelt. Die Uber Nacht Starterkultur wurdechhsf3end in 200 ml YEB Medium utberfiihrt und
erneut Uber Nacht bei 28 °C und 200 Rpm bis zure®@600 von 0,7-1,0 (Log-Phase) wachsen
gelassen. AnschlieBend wurde die Kultur auf 4 °@texgekihlt und bei 2000 Rpm fir 5 min
abzentrifugiert. Die Pellets wurden danach zweimdt je 10 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin,
1 mM HEPES, pH 7 gewaschen. Zum Schluss wurdenPeitets in 2 ml eiskaltem 10 %-igem
Glycerin, 1 mM HEPES, pH 7 resuspendiert und 5Qliuots bei -80 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

6.2.3 Transformation

Zur Transformation mittels Elektroporation wurde@ Bl Zellen auf Eis aufgetaut und 1 pl DNA
zugegeben. Die Zellen wurden dann im BioRad GersePuil (BioRad) bei 200 W, 1,8 kV und 25 pF
transformiert. Die transformierten Zellen wurden irml SOC Medium (20 g/l Trypton, 0,5 g/l
Hefeextrakt, 0,5g/l NaCl, 0,186 g/l KCI, 2,03 gMgCl,, 3,96 g/l Glukose x 140, pH?7)
aufgenommen. AnschlieRend wurddh coli Zellen 60 min bei 37 °C und 200 Rpm sowie
Agrobakterien fur 2 h bei 28 °C und 200 Rpm vorsglinkubiert. Danach konnten die Zellen auf
selektiven LB oder YEB Agarplatten mit den entsphewen Antibiotika ausplattiert und Uber Nacht
inkubiert werden.

6.2.4 Lagerung

Glycerinstockldsungen der verschiedenen Baktedemste wurden durch Mischen von 800 ul Uber
Nacht Kultur der entsprechenden Bakterien mit 200100 %-igem Glycerin hergestellt. Diese
mussten umgehend gemischt und in flissigem Stiffkstbockgefroren werden um sie anschlieRend

bei -80 °C lagern zu kdnnen.
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6.3 DNA Techniken

6.3.1 Klonierung der Promotoren / Transkriptionsfaktoren /

Rezeptoren

Die Klonierung und Analyse der Promotoren wurde vBmojektkooperationspartner am JKI in
Siebeldingen durchgefiuhrt. Fir d&mPR10.1 Promotor wurde ein 2534 bp grol3es Fragment mittels
Phusioff Polymerase (Finnzymes) aus gDNA vah vinifera (cv. 'Lemberger” und ‘Regent’)
amplifiziert. Dieses Fragment wurde Uber ein Agages aufgereinigt, mit den Enzymépnl und
Notl (NEB) geschnitten und in den Vektor pLUC (Horstmaet al., 2004) kloniert (Dissertation
T. Moser, 2014).

Fur die Klonierung der Transkriptionsfaktoren (Twurden die Offenen Leserahmen (ORF) aus
cDNA von V. vinifera (cv. ‘Lemberger” und “Regent’) mittels PhuSidPolymerase (Finnzymes)
amplifiziert. Die Konstrukte wurden nach einem Ri&bnsverdau mit entwedethol und Xbal oder
BamHI und Xbal (Fermentas) in den Vektor pART7 (Gleave, 1992feufontrolle des CaMV 35S
konstitutiven Promotors kloniert. Durch einen Varahit Notl konnten die TFs in den bindren Vektor
pPART27 (Gleave, 1992) umkloniert werden.

Fur die Klonierung deWRP1 Rezeptoren wurden die ORFs aus cDNA und gDNA Vovinifera
(cv. 'Lemberger” und "Regent’) mittels Phusion®yR@rase (Finnzymes) amplifiziert und mit den
AttB Adaptern fusioniert. AnschlieRend wurden dienstrukte mittels Rekombination in den
GATEWAY (Invitrogen) Ausgangsvektor pDONR201 (Imgigen) kloniert. Von hier konnten alle
Konstrukte durch erneute Rekombination in die Jeiestenen Zielvektoren pB2GW7 ohne
Reportergen sowie pB7FWG2 und pB7WGF2 (Karimi et 2002) mit N- bzw. C-terminalem GFP
Tag umkloniert werden.

Alle klonierten Konstrukte wurden vor der Verwendussequenziert und die Sequenzen auf

Richtigkeit gepruft.

6.3.2 Oligonukleotide

Die Software Primer3 (http://biotools.umassmed.iedpps/primer3_www.cgi) wurde zum Entwerfen
der Oligonukleotide auf Grundlage der Weinrebensagen verwendet. Die Weinrebensequenzen
wurden durch Vergleich der Sequenzen des Modellpsnavon PN40024  (Jaillon, 2007)
(http://lwww.genoscope.cns.fr/ externe/GenomeBroivées/) mit den vorlaufigen Contig-Sequenzen
des DFCI Grape Gene Index (http://compbio.dfci.aeshedu/tgi/cgibin/tgi/gimain.pl?gudb=grape)

gewonnen. Alle Oligonukleotide wurden von der FirBiamers (Deutschland) bezogen und sind in
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den nachfolgenden Tabellen aufgelistet. Die lyogieitten Primer wurden mit destilliertem Wasser zu
einer Endkonzentration von 100 pmol/ul (100 pM)ogel Diese Stockldsung wurde 1:10 (1K)
zum Sequenzieren und fir die gPCR sowie 1:4.(@%pfur die Standard PCR verdinnt.

Tabelle 6. 1: Oligonukleotide zur Klonierung der Transkriptionsfaktoren

Oligo Name Sequenz & 3' Fragmentlange / bp
MybBF+Xhol TGACTCGAG GCCAGAGGTTAGAGTAGTGGTG 943
MybBR+BamHI TGAGGATCC TTCCGCTTTTTGCTTTCTTG
WRKY1-ORF+Xhol-F2 TGACTCGAG ATGGATAGCTTCTCCACTCTCTIT 625
WRKY1-ORF+Xbal-R2 TGATCTAGA GGACTAATTAAAAGGAAGCATAA
WRKY2-ORF+Xhol-F2 TGACTCGAGTTCTCTTAAAGCTTCTCTTTCT 1724
WRKY2-ORF+Xbal-R2 TGATCTAGATTTGCTTTTGCTCCTGAA
WRKY3-ORF+Xhol-F2 TGACTCGAGTTTGATGGTGGCCAAGACAT 1060
WRKY3-ORF+Xbal-R2 TGATCTAGATGCTCTACCATTTTCTTGATCT
ERF1-ORF+Xhol-F2 TGACTCGAGAAGAAGAAGAAGGAGAAGAA 615
ERF1-ORF+Xbal-R2 TGATCTAGATGATGACTTCGTCTCAAAA
ERF5-ORF+Xhol-F2 TGACTCGAGCATTGATATGGCAGAAGA 862
ERF5-ORF+Xbal-R2 TGATCTAGACTCCTTTGATTCAAACTATAAG
CZF1-ORF+Xhol-F2 TGACTCGAGACTACTCTTTGAGGGTTAC 2120
CZF1-ORF+Xbal-R2 TGATCTAGAGTTGCAGCAGATATGTTG
Tabelle 6. 2: Oligonukleotide zum Test der transgesm Arabidopsis Pflanzen

Oligo Name Sequenz 3 3' Funktion

RPW8.1 F GACCCGTACAGTACTAAGTCTA

RPWS8.1 R GATTTCCGAAATTGATTACAAGAA | Phéanotyp

RPW8.2 F AACTCTTCACCTCGAGAGCTAACA Xiao et al., 2011

RPW8.2 R AGTCGTTTGACACAATTGGGACAT

AtWRKY33 LB-R | AAACGTCCGCAATGTGTTAT

AtWRKY33-F TCCACTTTCTTCTTCGTTTGGA Mutanten  Chec

AtWRKY33-R ATGGACAATAGCAGAACCAGACA |Lietal, 2011

SALK-LB-R TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
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Tabelle 6. 3: Oligonukleotide zur Klonierung der VRP Konstrukte

Oligo Name Sequenz & 3' Fragment / bpFunktion
VRP1-1 CF AttB-ATGGCTTTGGAAACTGTCGGAGGGG 2453 (4463) VRP+AttB
VRP1-1 CR AttB-CAAGCCAATTTAAATCGGTAGTCTCT C-terminal
VRP1-2 CF AttB-TATGGAAATTATTGGACAAGCCGTTC 2492 (3036) VRP+AttB
VRP1-2 CR AttB-CAACAAGCCAATCTAAGTCAGTTGTC C-terminal
VRP1-3 CF AttB-ATGGAAATTGTTGGAGAAGCCGTTC 2498 (3417) VRP+AttB
VRP1-3 CR AttB-CACGAAGCCAATCTAAGTCAACTGTG C-terminal
VRP1-1 KF2 TATTTGGGTTCGGGAGGTAG 1076 (3052) Kontrolle
VRP1-1 KR2 CCACTCAGGGAGCTTATTTC
VRP1-2 KF2 GGTTGCTATGCCCGTAAATC 1112 (1625) Kontrolle
VRP1-2 KR2 CCAATCAGGGAGCTTGTTTC
VRP1-3 KF2 CAAGACCCGGATGTTAAAGG 1259 (2235) Kontrolle
VRP1-3 KR2 GATTGAAACCCGCTCTAACC
VRP1-1 F2 GCTGAGCGCAATTCTTGATTCC 2400 (4475) VRP
VRP1-1 R2 GGGAGAACAGCTTGGCAAGAAA
VRP1-2 F TCTCGATATGGAAATTATTG 2440 (3046) VRP
VRP1-2 R ATTTCAAACAAGCCAATC
VRP1-3 F TTCTCGATATGGAAATTG 2445 (3428) VRP
VRP1-3 R ATTTCAACGAAGCCAATC
VRP1-1 NF AttB-TTTATGGCTTTGGAAACTGTCGGAGGGG 2453 (4463) VRP+AttB
VRP1-1 NR AttB-CTCAAAGCCAATTTAAATCGGTAGTCTCT N-terminal
VRP1-2 NF AttB-TTTATGGAAATTATTGGACAAGCCGTTC 2492 (3036) VRP+AttB
VRP1-2 NR AttB-CTCAAACAAGCCAATCTAAGTCAGTTGTC N-terminal
VRP1-3 NF AttB-TTTATGGAAATTGTTGGAGAAGCCGTTC 2498 (3417) VRP+AttB
VRP1-3 NR AttB-CTCAACGAAGCCAATCTAAGTCAACTGTG N-terminal
VRP1-2+EGFP Xbal F TGATCTAGAGCAGGCTATGGAAATTATTGGARAG 3159 Fusion
VRP1-2+EGFP BamHI R TGAGGATCCGTTACTTGTACAGCTCGTCCAT
EGFP+VRP1-2 Xbal F TGATCTAGACGCACTAGTATGGTGAGCAAG .
3159 Fusion

EGFP+VRP1-2 BamHI R

TGAGGATCCCAAGAAAGCTGGGTTCAAACAA
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Tabelle 6. 4: Oligonukleotide fur die gPCR Analysen

Oligo Name Sequenz & 3' Fragment / bpFunktion
QCPR-MYBB-F CAGTCGCAGACGAATTACAGCTT 80 qPCR
QPCR-MYBB-R CTCCATGCCATCATCCATCA

QPCR-WRKY1-F AGAGATGAGATCATTGCAGCTGAA 94 4qPCR
QPCR-WRKY1-R GTCACACCAAATCTTTGGATCTCA

QPCR-WRKY2-F ATTCAAGCACTAGTATGAACAGAGCAG 74 gqPCR
QPCR-WRKY2-R CCTTGTTGCCTTGGCATGA

QPCR-WRKY3-F CGCTGGTCTCATCCTAGAATCTTC 69 4qPCR
QPCR-WRKY3-R GAGCTGCTATTCTACTCCTGTTGCT

QPCR-ERF1-F CACTGTTGCGGAATCACAAGA 99 4qPCR
QPCR-ERF1-R GCCCATGGATACTTACTTTGATCA

QPCR-ERF5-F CACCGTTAACGCCGTTATCAC 87 4qPCR
QPCR-ERF5-R TGTCTTTGGTAAGGTAAACTCCTTTGAT

QPCR-CZF1-F GCAGTAGCAGCAGCAGTGATG 80 4qPCR
QPCR-CZF1-R ATACCTCCCCTATCGATGAAGCT

QPCR-PR10-F GCACATCCCGATGCCTATTAAG 101 4qPCR
QPCR-PR10-R ACTTACTGAGACTGATAGATGCAATGAATA

QPCR-STS1-F CGAAGCAACTAGGCATGTGT 100 4qPCR
QPCR-STS1-R CTCCCCAATCCAATCCTTCA

QPCR-VVWRKY?2-I-F GGTAGTGGCAGCCATTTTGT 126 Nachweis
QPCR-VVWRKY2-I-R TTGGGGGTTAGCGTTAGTTG Transgen
QPCR-VVERF5-I-F AGGAGTACTTGCCCGAATCC 138 Nachweis
QPCR-VVERF5-I-R TTAACGGTGGCAGATGGAAT Transgen
QPCR-VVCZF1-I-F ATGGCCTCAACTGATGAACC 85 Nachweis
QPCR-VVCZF1-I-R AACCAAACAGCCCAGATGAG Transgen
QPCR VRP1-1/2/3 F Eva AAGAAAAGCTCCTATACTGTTGGTCCT 62

QPCR VRP1-1 R Eva TGAAGAGGGAATTCAGGTTCCTT qPCR
QPCR VRP1-2/3 R Eva GGAATTCAGGTTCAACCCTAATATCA 73
QPCR-HK-GAPDH-F ACAGCTCCCGTGTGATCGA 80 4qPCR
QPCR-HK-GAPDH-R TAAAAGCTCTGCCCTTGGAAAT

QPCR-HK-EFla-F AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA 82 4qPCR
QPCR-HK-EFla-R GAACTGGGTGCTTGATAGGC

QPCR-HK-Ubiquitin-F GTGGTATTATTGAGCCATCCTT 182 qPCR
QPCR-HK-Ubiquitin-R AACCTCCAATCCAGTCATCTAC

QPCR-AtWRKY33-F TTGTGGGAGTGAACCTG 103
QPCR-AtWRKY33-R TAACCGTCGTCAAGAAT
QPCR-AtWRKY33-endogen-FAAAAGGAACCAGTTGTTCCTTTTT 101 Li et al., 20111
QPCR-AtWRKY33-endogen-RTCCGTGTTCTAGTTCTATGGTACAAA

QPCR-HK-AtActin2-F TGTGCCAATCTACGAGGGTTT 08

QPCR-HK-AtActin2-R

TTTCCCGCTCTGCTGTTGT
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Tabelle 6. 5: Oligonukleotide zur Sequenzierung

Oligo Name Sequenz & 3'

VRP1-1 Seq 1 AACCTGCCTAGGTTGCATAC
VRP1-1 Seq 2 TCTATGTCACCGTGTCCAAG
VRP1-1 Seq 3 CAGCCAGGAACCTATGGAAC
VRP1-2 Seq 1 GAAACAAGCTCCCTGATTGG
pDONR201 F GCAGTTCCCTACTCTCGC
pDONR201 R CATCAGAGATTTTGAGACAC
pART7 35S F CAATCCCACTATCCTTCGCAA
pART7 OCS R GGCGGTAAGGATCTGAGCTA
VRP1-2 Seq 2 GCTGAAGGACTGCTTTATGG
VRP1-1 Seq 4 CGGCACTCAGCATTCCTGAC
VRP1-3 Seq 1 CCTGGAGGATGTGGGAAGAC
VRP1-1 Seql R TCCGTTGCCTGAAAGTTGAG
CZF1 Seql GTTCGAGTGCTGGCTCCATC
EGFP Seq R AGACTGGTGATTTTTGCGGACT
LUC_F CTAACATACGCTCTCCATCA
LUC_R GGATAGAATGGCGCCGG

pJet 1.2 fwd CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJet 1.2 rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

6.3.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fur die spezifische Amplifikation von DNA Sequenzemrde die PCR unter Verwendung einer
einfachen DreamTag Polymerase (Fermentas) fir Kiretaktionen oder einer Phusion® Polymerase
(Finnzymes) mit einer Korrekturlesefunktion (Praafding) fur Klonierungen benutzt. Die PCR
Reaktionen wurden nach Herstellerangaben (50 id&tdansatz, 40 Zyklen, Annealingtemperatur:
58°C) angesetzt und in einem Laborcycler mit Gratgiefunktion (SensoQuest) durchgefihrt. Die
Reaktionspuffer wurden wie den Enzymen beigelegivgadet und enthielten bereits MgCl

6.3.4 Agarosegelelektrophorese

Die DNA Fragmente wurden auf 1,5 %-igen Agaroseyahe TAE-Puffer (Sambrook et al., 1989)
durch Versetzen mit dem Ladepuffer DNA-Dye Non TdApplichem) aufgetrennt. Als
GrofRenstandard zur Abschatzung der FragmentgrofRgewder GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
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(Fermentas) als Marker verwendet. Das Gel wurde8Bel20 V fir 45-60 min laufengelassen und
anschlieBend auf dem UV-Tisch (302 nm) unter Vedueig der Herolab Software betrachtet.

6.3.5 PCR Aufreinigung

Zur Aufreinigung von PCR Produkten oder der Aufigimg von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

wurde das GeneJET PCR Clean Up Kit (Fermentas) Hacstellervorgaben verwendet.

6.3.6 Isolierung von Plasmid DNA

Fur Praparationen im Mini Maf3stab (< 200 ng/ul) deur 5 ml einer bakteriellen Gber Nacht Kultur
verwendet und mit dem GeneJET Plasmid Miniprep fHermentas) nach Herstellerangaben
aufgereinigt.

Fur Praparationen im Maxi MaR3stab (> 500 ng/pl)deuein eigenes Protokoll verwendet. Eine 2,5 ml
Vorkultur in LB Medium mit entsprechenden Antiblai wurde mit einer einzelnen Kolonie beimpft
und 5 h bei 37 °C und 200 Rpm wachsen gelassenmidi@urden anschlieRend 500 ml Hauptkultur
angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C und 200 Rpm wewlgelassen. Die Zellen wurden am nachsten
Tag in 250 ml Zentrifugenbechern bei 4 °C fir 1%nbiei 5500 Rpm in einer Beckmann J2-21
Zentrifuge (JA-14 Rotor) abzentrifugiert. Die P#dlewurden in 8 ml eiskaltem TE 50/1 Puffer
(50 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8) resuspendiert uimd 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt.
Hier wurden sie mit 2,5 ml frisch hergestellter bggmlésung (10 mg/ml in TE 50/1) vermischt und
5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden 2 ni B1 EDTA (pH 8, eingestellt mit 10 N NaOH)
zugegeben und erneut 5 min auf Eis inkubiert beafort 1 ml Ribonuklease A Lésung (2 mg/mi
Ribonuklease A, 1,5% Triton X-100 in TE 50/1) zggben wurde. Um die Lyse der Zellen
abzuschlieRen wurde die Mischung fur 60 min aufiltisibiert. Danach wurde die Mischung bei 4 °C
fir 30 min bei 15000 Rpm abzentrifugiert. Der Utemsl wurde nun 1:1 mit Phenol (pH 8) vermischt
und grundlich far 1 min geschuttelt. Die beiden $8mawurden durch Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit fir 20 min separiert. Die obere suifi® Phase wurde in ein neues 50 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 1:1 mit Chlorofogemischt. Nach 1 min grindlichem Schiitteln
wurde die Mischung erneut fiir 10 min bei maxim&eschwindigkeit abzentrifugiert und wieder die
obere wassrige Phase in ein neues 50 ml Zentrifdgechen tberfuhrt. Zur Fallung der DNA wurden
10 % des Volumens 5 M NaCJ@nd 80 % des Volumens Isopropanol zugegeben. Bseihg wurde
fir 30 min bei 6000 Rpm pelletiert und der Uberdtaerworfen. Das Pellet wurde anschlieRend
getrocknet und sofort Gber Nacht in 500 pl TE Rufi® mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8) Iésen
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gelassen. Die LOsung wurde zum Schluss in ein 1,Reaktionsgefal’ tberfihrt und bei 4 °C

gelagert.

6.3.7 DNA Quantifizierung

Die Konzentration und Qualitdt der DNA wurde durgtessung in einem Nanodrop (PEQLAB)
dberpruft. Zur Quantifizierung der Nukleinsaurekentzationen wurde die Lambert-Beer Gleichung
E=excxb angewendet (c: Nukleinsdurekonzentratiorg/); E: Absorption; &: Extinktions-
koeffizient (20ul pg™* cmi* fur dsDNA); b: Schichtdicke (cm)). Die Reinheitrd@NA wurde durch
Messung des OD260/0D280 Wertes kontrolliert, walawdschen 1,8 und 2,0 liegen sollte.

6.3.8 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde mit Enzymen der FirfRarmentas und beigefliigten Puffern
durchgefuhrt. Fiur den analytischen Verdau wurdénu@, und fir den praparativen Verdau 5 pg
Plasmid DNA verwendet. Die Inkubation erfolgte Hibis 16 h bei der vorgegebenen Idealtemperatur

(meistens 37 °C). Im Normalfall wurden 3 U Enzyro pig DNA verwendet.

6.3.9 Ligation und Rekombination

Die Ligation der verdauten DNA Fragmente wurde wun#erwendung der T4 DNA Ligase
(Fermentas) durchgefiihrt. Das Insert wurde in bie-zehnfachem molarem Uberschuss zu 25 ng
Vektor gegeben. Die optimale Zusammensetzung wurde Hilfe des Ligation Calculators
(http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Inputnhl) berechnet. Die Ligation erfolgte entweder fur
1h bei Raumtemperatur Uber bei 4 °C Uber Nacht.

Fur die GATEWAY Rekombination wurden die Enzyme #&&ma Invitrogen verwendet. Zunéchst
wurde die DNA wie im Herstellerprotokoll empfohlemttels PEG/MgC] Fallung aufgereinigt um die
Effizienz zu steigern. AnschlieBend wurden 3 pl dasfgereinigten PCR Produktes nach
Herstellerangaben mittels BP Clonase 1l in den Anggvektor pDONR201 kloniert. Die

Rekombination in die Zielvektoren erfolgte dannteiét LR Clonase II.
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6.3.10Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden im Auftrag von der FiEfnaofins MWG Operon (Deutschland) nach

der Anleitung fir Value Reads durchgefihrt.

6.3.11Quantitative Echt-Zeit PCR (QRT-PCR / gPCR)

Die Transkriptmenge (MRNA) ausgesuchter Gene wonidiels gPCR unter Verwendung der SYBR
Green Methode in einem Rotor-Gene Q Cycler (QIAGBERuytschland) bestimmt. Fir die Messungen
wurde der Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix (2kgr(nentas) laut Herstellerangaben
verwendet. Zu 20 pl Master Mix wurden jeweils 5¢DNA (1:10 verdiinnt) gegeben und in
Triplikaten vermessen. Das Temperaturprotokoll veundch Herstellerangaben verwendet und eine
Schmelzkurve von 56 bis 96 °C im Anschluss an jedeaf durchgefuhrt um die Spezifitdt und
Reinheit der Produkte zu Uuberpriifen. Die Primezedfiz von allen Primerpaaren wurde in
Vorversuchen unter Verwendung einer Verdinnungereiimes cDNA Pools getestet. Die Primer
wurden nur verwendet, wenn die Primereffizienz 0485 (Idealwert 2,0 entspricht einer
Verdopplung des PCR Produktes nach jedem Zyklug) Dae Cycle Treshold (I Werte wurden
korrigiert durch die HaushaltsgedyUbiquitinl (TC32075),WEF1-a (EC959059) und/vGAPDH
(CB973647) die bei verschiedenen Arten von biogschund abiotischen Stress als sehr stabil
exprimiert gezeigt wurden (Reid et al., 2006). Wealie drei Haushaltsgene zur Normalisierung
verwendet wurden, wurde die Berechnung wie bebatchrieben durchgefiihrt (Pfaffl et al., 2002).
Die Analyse der Schmelzkurven, Messung der Prirfiziefizen und Bestimmung deg-@/erte sowie
die Berechnung der mittleren normalisierten Expoessler Gene wurden unter Verwendung der
Rotor-Gene Q Series Software Q 2.0.2 (QIAGEN, Dehitsnd) und der Q-Gene Software (Muller et
al., 2002) durchgefuhrt. Alle gPCR Produkte wurddorch Agarosegelelektrophorese und
Bestimmung der Schmelzkurven am Ende jedes Laubespiiift. Die amplifizierten Genprodukte

wurden zusatzlich zur Sequenzierung an Eurofins M@fferon (Ebersberg, Deutschland) geschickt.

6.4 RNA Techniken

6.4.1 Isolation von RNA aus Pflanzengewebe

Die RNA aus Beeren der Entwicklungsserie wurde raem bereits beschriebenen Protokoll isoliert
(Downey et al., 2003b).
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Die RNA aus Weinreben und Arabidopsis wurde mittds EURXx GeneMATRIX Universal RNA

Purification Kit (Roboklon) nach Herstellerangabeliert.

6.4.2 RNA Quantifizierung

Die Konzentration und Qualitdt der RNA wurde dufddessung in einem Nanodrop (PEQLAB)
Uberprift. Zur Quantifizierung der Nukleinsaurekentzation wurde die Lambert-Beer Gleichung
E=excxb angewendet (c: Nukleinsdurekonzentratiorg/i); E: Absorption; &: Extinktions-
koeffizient (25ul pg™* cm* fiir RNA); b: Schichtdicke (cm)). Die Reinheit d&NA wurde durch
Messung des OD260/0D280 Wertes kontrolliert, walawdschen 1,8 und 2,0 liegen sollte.

6.4.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Uberprufung der RNA Qualitat wurde eine Agagmelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurde ein 1,5 &sidgarosegel mit DEPC (Diethyldicarbonat)
behandeltem Wasser hergestellt, zu dem nach destlmklzen der Agarose in der Mikrowelle noch
1,5ml 20 x MOPS (0,4 M MOPS (3-(N-Morpholino)-Pessulfonsaure), 0,1 M Natriumacetat,
20 mM EDTA, pH 7) und 5 ml 37 %-iges Formaldehy@gepen wurden. Die RNA Proben wurden
wie folgt vorbereitet: Zu 12,7 pul RNA wurden 31837 %-iges Formaldehyde,d 20 x MOPS, 2ul
RNA Ladepuffer (50 % Glycerin, 5 % 20 x MOPS, 1 %oBphenolblau) und @l Ethidiumbromid
(0,5 mg/ml Stocklésung) gegeben. AnschlieRend wdieddRNA 10 min bei 65 °C denaturiert, auf Eis
abgekihlt und bei 55 V fur 1-2 h in 1x MOPS Laufpufaufgetrennt.

6.4.4 Reverse-Transkriptase PCR (RT-PCR)

Zur Umschreibung der RNA in cDNA wurde das MAXIMAIrgt Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas) nach Herstellervorgaben verwendet. RNg wurde nach Protokoll in einem 20 pl
Ansatz umgeschrieben und anschlieBend mit DEPC éWamsf 50 ul aufgefillt. Diese cDNA
Stocklésung wurde bei -20 °C gelagert.
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6.5 Pflanzentransformation

6.5.1 Biolistische Transformation (Gene Gun)

Ein transientes Expressionssystem unter Verwendimgy "Chardonnay” Suspensionskultur wurde
etabliert wie zuvor beschrieben (Bogs et al., 200d@lker et al., 2007). Die Zellen wurden mit 1,6 um
Goldpartikeln (Bio-Rad) mittels der Genkanone ModrDS-1000/He Biolistic Particle Delivery
System (Bio-Rad) mit 4481 kPa Heliumdruck und eirgmkuum von 86 kPA bei einer Distanz von
9,5 cm beschossen. Die Goldpartikel wurden mit §Promotor DNA, 500 ng Effektor DNA und
100 ng Kontrollplasmid pRluc (Horstmann et al., 20@NA bis zu einer Gesamtmenge von 2 g
DNA beladen. Transformationen die weniger als ZONA enthielten wurden mit dem Leervektor
(pPART7) aufgefiillt um eine vergleichbare Beladungr dGoldpartikel in allen Experimenten zu
gewahrleisten. Die beschossenen Zellen wurdenrgh der Transformation aufgeschlossen und die
Aktivitdt der Luciferasegene bestimmt. Hierzu wurd&O0 pl Zellen in einem eisgekihlten Mdrser
mit 200 pl 2 x Passive Lysis Buffer (PLB, Promegajsetzt und fir 1,5 min gemdorsert. Anschliel3end
wurden die gemdrserten Zellen in einem 1,5 ml Reakgefald fir 1-2 h auf Eis inkubiert und danach
fir 1 min bei 10000 Rpm die Zelltrimmer abzentrigug Die Messung der Luciferaseaktivitaten im
Uberstand wurden mit dem Beetle Juice Kit und demilR Glow Juice Kit (PJK, Deutschland) nach
Herstellervorgaben durchgefihrt. Die Lichtemissidrervorgerufen durch die Umsetzung der
Substrate durch die beiden Luciferasegene, wurdgniem Lumat LB 9507 Luminometer (Berthold
Technologies) gemessen. Die relative Luciferasei#gtiwurde als Verhaltnis zwischen Firefly und
Renilla (Kontrolle) Luciferase nach Abzug der Higgeindaktivitat der nicht beschossenen Zellen

berechnet.

6.5.2 Elektrische Transformation (Elektroporation)

Fur die transiente Transformation von Weinrebemmiaisten der Sorte "Chardonnay” wurde das
Protokoll zur Transformation von Tabakprotoplast@foresti et al., 2006) mit den folgenden

Modifikationen verwendet. Die “Chardonnay” Suspemskultur wurde 4-6 Tage nach der

Subkultivierung bei 100 Rpm fir 10 min abzentrifentyi Nach der Resuspendierung in einer gleichen
Menge TEX Puffer (B5 Basal Salts (Sigma), 500 miytES, 750 mg/L CaG|] 250 mg/L NHNO;,

137 g/L Sukrose, pH 5,7) ergéanzt mit 0,2 % Macemzynozuka' R10 und 0,4 % Cellulase 'Onozuka'’
R10 (Yakult, Japan) wurden die Zellen auf Petrismhaufgeteilt und die Zellwande fir 14-18 h bei

25 °C im Dunkeln abverdaut. AnschlieRend wurde Blietoplastensuspension vorsichtig in 50 ml

Zentrifugenréhrchen gegeben und 1:1 mit EP Puff8i7 (g/L Sukrose, 2,4 g/L HEPES, 6 g/L KCI,

600 mg/L CadJ, pH 7,2) gemischt. Die L6sung wurde sanft verntiseid fir 15 min bei 100 Rpm in
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einem Ausschwingrotor ohne Bremse abzentrifugigrn die lebenden Protoplasten die auf der
Oberflache flotierten von den toten Protoplastererhalb der Losung abzutrennen wurde mit einer
Pasteurpipette an einer peristaltischen Pumpechtigidie Losung samt Pellet unter den Protoplasten
abgesaugt. Diese Prozedur wurde in drei weiterescWshritten mit EP Puffer wiederholt. Zum
Schluss wurden die aufgereinigten Protoplasten I Euffer zu einer Konzentration von
2-5 x 10 Protoplasten/ml aufgefiillt, vorsichtig resuspertdiend direkt fiir die Transformation
verwendet. Fur die Elektroporation wurden 500 dt&plasten vorsichtig in eine 1 ml Einwegklvette
pipettiert und mit 100 ul DNA Lésung (30 ug PromotoNA, 30 ug Effektor DNA und 1 pg
Kontrollvektor pRIuc zur Normalisierung (Horstmaghal., 2004)) versetzt. Nach einer Inkubation
von 5 min wurde die Elektroporation unter Verwenglwon zwei Edelstahlelektroden durch Anlegen
von 1000 uF und 160V durchgefiihrt. Zwischen demzedhen Transformationen wurden die
Elektroden jedes mal mit destilliertem Wasser gksjii 99 %-igen Ethanol getaucht, abgeflammt
und anschlieRend in EP Puffer wieder abgekihlthNefcmin Inkubation ohne Bewegung wurden die
Protoplasten mit 2 ml TEX Puffer in 24-Well Plattéherfihrt und fur 24 h bei 25 °C im Dunkeln
inkubiert.

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitdt wurden 300Rrotoplasten mit 1700 pl 250 mM NacCl
vermischt und bei 100 Rpm fir 2 min vorsichtig peért. Das Pellet wurde dann mit 80 pl
2 x Passive Lysis Buffer (PLB, Promega) lysiert unid dem Beetle Juice Kit und dem Renilla Glow
Juice Kit (PJK, Deutschland) nach Herstellervorgaibe Luminometer (Berthold) vermessen.

Bei Transformation der Protoplasten mit d#RP1:GFP Konstrukten, wurden die Protoplasten nach
48 h mikroskopiert (ZEISS SteREO Lumar).

6.5.3 Agrobakterien-vermittelte Transformation

6.5.3.1 Floral-Dip

Stabile Transformation von Arabidopsis Col-0 Wiloiyy undwrky33-1 Mutanten wurde nach der
bereits beschriebenen Methode des Floral-Dip (CGlawgd Bent, 1998) mit einigen Modifikationen
durchgefuhrt. Agrobakterien mit den entsprecheridenstrukten wurde in 50 ml YEB Medium mit
den entsprechenden Antibiotika fir 16 h bei 28 fd @00 Rpm bis zur stationdren Phase wachsen
gelassen. Mit dieser Starterkultur wurden anschhiéd3zweimal 500 ml YEB Medium mit den
entsprechenden Antibiotika ohne Rifampicin fir ciomosomale Resistenz angesetzt und erneut bis
zur stationdren Phase wachsen gelassen. Nun wudiéenZellen fir 5min bei 5000 Rpm
abzentrifugiert und das Pellet in DIP Medium (%2 88lze (Serva), 2 % Sukrose, pH 5,8 (mit 1 N
KOH)) bis zu einer OD600 von 0,9 verdiinnt. 200 rakBension wurden danach in 500 ml Weck
Glaser geflllt und mit 0,05 % Silvet L-77 und il BAP vermischt. Blihende Arabidopsis Pflanzen
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wurden fur 1 min in die Suspension getaucht uncedldicht geschwenkt um die; Teneration zu
erzeugen. Die Pflanzen wurden anschlieRend fur iP4diner feuchten Kammer liegen gelassen um
das Eindringen der Agrobakterien in die Blutensgrmi ermoglichen. 2 Wochen nach der
Transformation wurden die Pflanzen nicht mehr gegosum die Reifung und Trocknung der Samen
zu gewahrleisten. Nach weiteren 2-4 Wochen konstdiel3lich die Samen geerntet werden. Die
Selektion der transformierten, Generation wurde auf Erde unter Verwendung von BA$0,02 %

in Wasser) durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden naohlevitwicklung der Keimblatter (Kotyledonen)
und Primarblatter (4-Blatt-Stadium) im Abstand yeweils 3 Tagen 3 mal mit BASTA bespriht und
die Uberlebenden Pflanzen zur Samenproduktion he@msen gelassen. Diesg Generation wurde
dann fur die weiteren Versuche verwendet. Da naalithomozygote Pflanzen selektioniert wurde,
wurden alle Pflanzen vor den Versuchen mittels PSdhnelltest auf das Vorhandensein des

Transgens getestet.

6.5.3.2 Vakuum Infiltration

Die transiente Expression von Resistenzgenen imi&eenblattern mittels Agrobakterien-vermittelter
Vakuuminfiltration wurde in Zusammenarbeit mit JaniHOIl (Dissertation J. Holl, 2014) auf
Grundlage bereits beschriebener Methoden (Kapilal.et1997) fur die Weinrebe optimiert. Hierzu
wurden Agrobakterien mit dem entsprechenden Vektois h bei 28 °C und 200 Rpm in 5 ml LB
Medium mit passenden Antibiotika vorkultiviert. Mier Vorkultur wurden anschlieBend 500 ml YEB
Hauptkultur angeimpft und Gber Nacht bei 28 °C @80 Rpm wachsen gelassen. Am nachsten Tag
wurden die Zellen fur 10 min bei 5000 Rpm abzengiért und in MES Puffer (10 mM MES, pH 5,5)
auf eine OD600 von 0,3 verdinnt. Danach wurde Axetogon (4'-Hydroxy-3',5'-
Dimethoxyacetophenon; 100 uM) zum MES Medium gegabed die Zellen zur Virulenzsteigerung
fir 3 h bei 50 Rpm und 22 °C im Dunkeln vorsichggschittelt. Acetosyringon ist ein Phytohormon
das von verwundeten Pflanzenzellen sekretiert wirdd dadurch zu einer gesteigerten
Transformationseffizienz bei Agrobakterien-verniite Transformation in Pflanzen fihrt. Zur
Bestimmung der Transformationseffizienz in den linérten Rebenblattern enthielt jede
Transformation als interne Kontrolle die gleicherlde Agrobakterien mit dem Plasmid pKGWFS7
(Karimi et al., 2002). Dieser binare Vektor enttgitt gekoppelte&FP: GUS Reporterkonstrukt unter
der Kontrolle des CaMV35S Promotors und erlaubtedudzh eine Normalisierung der
Transformationseffizienz  relativ. zur GFP Fluoreszeroder zur GUS Aktivitdt. Die
Transformationseffizienz selbst h&ngt malfigeblich den eingesetzten Pflanzen ab. Letztendlich
wurden zehn Wochen alte Gewachshaus Weinreben atée Shiraz” verwendet. Diese Pflanzen
wurden kopfuber in 750 ml WECK® Glaser mit 400 myrAbakteriensuspension mit 0,01 % (v/v)
Break-Thru S240 (AlzChem AG, Deutschland) zur Réstlung der Oberflachenspannung getaucht.
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Die Glaser mit den Pflanzen wurden auf einen Maghegr in einem Exsikkator gestellt und Vakuum
(20-40 mmHg) mittels einer Vakuumpumpe (SC810, Kduberger GmbH) fur 5 min angelegt. Das
anschlieBende schlagartige Bellften des Systenwtesodiafir, dass die Agrobakterien durch die
Spaltdffnungen in die Blatter gesaugt wurden. Eriich infiltrierte Blattbereiche konnten dadurch
erkannt werden, dass durch den angefillten Inftdzeiaum die Blatter durchscheinend wurden.
Hierdurch konnte optisch die Infiltrationseffiziekontrolliert werden. Nach der Infiltration wurden

auRerlich anhaftende Bakterien mit destilliertem s@éas abgespult und die Pflanzen zurlck ins
Gewachshaus gestellt. Hier konnten dann zu verdehan Zeitpunkten (24 bis 196 h) nach der
Infiltration die Blatter 2 und 3 (von oben gezdhlpgeerntet werden. Der Hauptfokus der
Untersuchungen wurde auf Blatt 2 gelegt, da hier Hiansformationseffizienz durchgehend am
Hochsten war.

Die GFP Fluoreszenz wurde ein bis sieben Tage nach btiilin mit dem Stereomikroskop SteREO
Lumar V12 (Zeiss) mit einem eGFP Filter (380 nm égung, 480 nm Emission) und als Kontrolle
mit den FITC (Anregung 495 nm, Emission 519 nm) @y8 (550 nm Anregung, 570 nm Emission)
Filtern beobachtet. Bilder wurden mittels der ZEMabing-Sofware (Zeiss) aufgenommen und

ausgewertet.

6.6 Infektionen

6.6.1 Falscher Mehltau

6.6.1.1 Plasmopara viticola

Von 10 verschiedenen 12 Wochen alten, 80 cm gré®einreben wurden 10 Blattscheiben mit einem
Durchmesser von 1,5 cm aus den Blattern 2 und 3afdevon oben) ausgestanzt. Im Falle der
infiltrierten Pflanzen wurden 3 Blattscheiben vamridgenau definierten Bereichen ausgestanzt, die
eine Transformationseffizienz von 90-100 % aufwnegdle Blattscheiben wurden mit der Unterseite
nach oben in Petrischalen auf feuchtes Filterpagedegt. Die Blattscheiben wurden mit einem
einzelnen 50 pul Tropfen einerP.viticola Suspension mit einer Konzentration von
50.000 Sporangien/ml in destilliertem Wasser in@ktl Nach einer Inkubation von 3 h im Dunkeln
bei 22 °C wurden die Tropfen vorsichtig abgesaugdl aie Blattscheiben unter der Sterilbank
oberflachlich trocknen gelassen. AnschlieRend wuitle Petrischalen mit Parafilm verschlossen und
in der Klimakammer bei 22 °C und 12 h / 12 h Li¢ldunkel Rhythmus fur 7 Tage inkubiert. Diese
Vorgehensweise wurde dreimal mit dem selben Fdhtismiederholt, welches am DLR Rheinpfalz
kultiviert wurde.

Das Ausmald der Sporulation wurde nach 7 Tagen dwsizdhlen der Sporangien pro Blattscheibe

mittels eines Hamozytometers ausgewertet. Hierfirden die Blattscheiben einzeln in 1,5 ml
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Reaktionsgefalie gegeben und die Sporangien duntdbxéo mit 1 ml Wasser und 0,01 % Tween-20
heruntergewaschen. Mit Hilfe einer Fuchs-Roserdialkammer wurden die Sporangien unter einem

Mikroskop ausgezabhilt.

6.6.1.2 Hyaloperonospora arabidopsidis

Etwa 50Arabidopsis thaliana Samen wurden in einem 9x9 cm Topf auf Erde inkdienakammer fur

2 Wochen im 22 °C / 20 °C Tag / Nacht und 12 h h12ell / Dunkel Rhythmus angezogen. Die
Pflanzen wurden mit 3 Spruhstt3en einer 50.000&Bgoen/ml Suspension inokuliert und tber Nacht
in einer feuchtem Kammer inkubiert. AnschlieBenddemn die Pflanzen fir weitere 7 Tage in der
Klimakammer bei gleichen Bedingungen wachsen getasBur Auslosung der Sporulation wurden
die Pflanzen erneut Uber Nacht in eine feuchte Kangastellt.

Das Ausmald der Sporulation wurde nach 7 Tagen dufelszahlen der Sporangien

pro g Frischgewicht mittels eines Hamozytometersgawertet. Hierfir wurden etwa 50 Pflanzen in
ein 50 ml Zentrifugenrohrchen gegeben und die Spea durch Vortexen mit 10 ml Wasser und
0,01 % Tween-20 heruntergewaschen. Mit Hilfe eifRechs-Rosenthal Zahlkammer wurden die

Sporangien unter einem Mikroskop ausgezahlt.

6.6.2 Echter Mehltau

6.6.2.1 Erysiphe necator

10 verschiedene 12 Wochen alte und 80 cm grof3e réfmin wurden durch Abklopfen der Sporen
von vollstandig infizierten Blattern infiziert unich Gewéachshaus zwischen infizierten Pflanzen stehen
gelassen. Nach 10 h wurden die Blatter 1 bis 4exipget und fur die gqPCR bei -80 °C eingefroren.

6.6.3 Grauschimmel

6.6.3.1 Botrytiscinerea

Arabidopsis Pflanzen wurden fur 5 Wochen auf 42 difia7 Torfquellkbpfen zur Vermeidung von
Fremdinfektionen unter Langtagbedingungen in dém&kammer wachsen gelassen (PGC, Bronson:
22 °C, 16 h Licht / 8 h Dunkel, 70 % Feuchtigkeltjir die Inokulation der Pflanzen wurde ein Isolat
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von Weintrauben benutzt, dass am DLR RheinpfalzMaizagarplatten (2 % (w/v) Gerstenmalz) bei
22 °C kultiviert wurde. 10 Tage alte Sporen wurddurch Abspilen mit Traubensaft von den
Agarplatten heruntergewaschen und auf eine Koraimtr von 250.000 Sporen/ml eingestellt. Fur
die Tropfeninfektion wurden 3 pl Tropfen der Suspen auf einzelne abgetrennte Blatter in
Petrischalen mit feuchten Filtern getropft. Dieige Sporensuspension wurden auch verwendet um
Pflanzen mit 3 Sprihstof3en zu infizieren. Wahresdggsamten Infektionsdauer wurden die Pflanzen
bei hoher Luftfeuchtigkeit (>80 %) in einer feualtéammer innerhalb der Klimakammer gehalten.
Das Ausmal der Infektion wurde nach 5 bzw. 7 Taligch Auswertung der LasionsgrofZe mit Hilfe

der ImageJ Image Analysis Software (Schneider.g2@12) bestimmt.

6.7 Bioinformatik

Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Primer3 Soft@gKoressaar und Remm, 2007) auf Grundlage
der Weinsequenzen in der Genoscope (Centre Natiengequencage) Datenbank entworfen.

Die Sequenzen aller Klone wurden bestatigt durchu&ezierung bei Eurofins MWG Operon,
Deutschland.

Die Promotor Sequenzen wurden mit Hilfe der PLACHEtdhbank (Higo et al., 1999) auf
cis-Elemente hin untersucht.

WoLF PSORT (Horton et al., 2007) wurde zur Vorhgesder Proteinlokalisation benutzt.

DNA Sequenzen wurden mittels des Clustal OmegarBnogs (Sievers et al., 2011) verglichen und
im Clone Manager (Version 7) editiert.

Sequenzen in der EST Datenbank wurden unter Vemwvendes BLAST Programms blastp (Altschul
et al., 1990) gesucht.

Stammbaume wurden mit Hilfe der nachfolgenden GekB¥ccession Nummern und der MEGA 5
Software (Tamura et al., 2011) erstellt: VVWRKY3®_002264974.1 (KF800706);
AtWRKY33, AAM34736.1; VVWRKY2, AAT46067; VpWRKY2, ®D70008;
VVWRKY1, AAT90397; VVWRKY17, ACY25182 ; VPWRKY11, AV70622;
VVWRKY11, ACY25182; VpWRKY1, ACY69975
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7 Abkiirzungen

%

2,4-D

A.

A. tumefaciens
ABA

At

A. thaliana
ATP

bp

B. cinerea
BLAST
C-terminus
CaMV-35S
cDNA
Col-0

Ct

CV.

d

dpi

dai

DEPC
DLR
DMSO
DNA
dNTP
DFIC

E

E. necator
EDTA
EMBL
EST

Et

EtOH

FAO

FLS

Prozent
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure
Agrobacterium
Agrobacterium tumefaciens
absisic acid
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
adenosine-5‘-triphosphate
Basenpaar
Botrytis cinerea
basic local alignment search tool
carboxy terminus
cauliflower mosaic virus 35S promotor
complementary DNA
Columbia zero ecotype Afabidopsisthaliana
cycle threshold
Kultivar
Tag
Tage nach Infektion
Tage nach Infiltration
diethylpyrocarbonate
Dual-Luciferase Reportersystem
dimethyl sulfoxide
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleotid
Dana-Farber Caner Institute
Absorption
Erysiphe necator
Ethylendiamintetraacetet
European Molecular Biology Laboratory
expressed sequence tag
transformation efficiency
Ethanol
Food and Agriculture Organization of the Udifdations

flavonol synthase

97



Abkilrzungen

GC
GFP
GUS
GSVIVT
h

H. arabidopsidis
hpi
HEPES
IAA

JA

Kb

kDa
kPa

LB
LAR
LUC

Md
MeJA
MeOH
MEGA
MES
Min
MS
MYB
MOPS
MRNA
mV
MW

N
N-terminus
NAA
n.d.
Nb
NLS

Grape Cormier (medium)
green fluorescent protein
B-glucoronidase
Genoscope gene annotation identifier
hour
Hyaloperonospora arabidopsidis
Stunden nach Infektion
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethalisnoséaure
indol-3-essigsaure
jasmionic acid
kilo Basenpaar
kilo Dalton
kilo Pascal
Liter
Linné
Luria-Bertani (medium)
leucoanthocyanidin reductase
Luciferase
Molaritat (M= 1mol/l)
Malus x domestica
Methyljasmonat
Methanol
molecular evolutionary genetics analysis
2-(N-morpholino) ethansulfonsaure
Minute
medium Murashige and Skoog medium
myeoblastosis
3-(N-morpholino) propane-1-sulfonic acid
messenger RNA
milliVolt
molecular weight
Normalitat
amino terminus
2-(1-Naphthyl)acetic acid
not detected
Nicotiana benthamiana

nuclear localisation signal
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Nt

oD

ORF

P. viticola
PCR
PEG

pH

PN
PN40024
PLACE
PLB
PR5, PR10
R1, R2, R3 MYB
RNA
ROS
rpm

sec
SNPs
SOC

sp.

spp.

ssp.

TC

TAE

TC
T-DNA
TE

TF

TGI

Ti

UFGT
UniProt
UTR

uv

Y,

viv

var.

Nicotiana tabacum
optical density

open reading frames

Plasmopara viticola

polymerase chain reaction

polyethylene glycol
lat. pondus Hydrogenii

"Pinot Noir

“Pinot Noir” nearly homozygous genotyp@24i0
Plant cis-acting regulatory DNA element thaise
Passive Lysis Buffer

pathogenesis related 5/ 10

DNA binding repeats one, two, three
Ribonukleinséure

reactive oxygen species

revolutions per minute

second

single nucleotide polymorphisms

Super Optimal broth with Catabolite repressnaaium
Species

species pluralis

subspecies
sequence Tentative consensus sequences
tris acetate EDTA buffer
tentative consensus
transfer DNA
tris-EDTA buffer
Transkriptionsfaktor
Gene Index Project platform
tumor-inducing (plasmid)
UDP-Glc:flavonoid-3-O-glucosyltransferase
Universal Protein Resource

untranslated region
ultraviolet (light)
Volt
volume per volume

variety
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Vp

Vv

VIVC

VVGI DFCI
w

wiv

YEB

€

Vitis pseudoreticulata

Vitis vinifera

Vitis International Variety Catalogue
Grape Gene Index

Watt

weight per volume

yeast extract with beef medium

wavelength-dependent extinction coefficient
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